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Roviditések jegyzéke

ASP- Alternative Splice Pattern

GLP — Good Laboratory Practice, j6 laborgyakorlat

CD44 — Cluster of Differentiation 44

CKIT - Cellular Kinase Tyrosine

DGGE — Denaturant Gradient Gel Electrophoresis, denaturalé gradiens gél

elektroforézis

DNA, DNS — DezoxiriboNucleic Acid, dezoxiribo nuklein sav

emPCR — emulsion PCR, emulziés PCR

FRET — Fluorescens Resonance Energy Transfer, fluoreszcens rezonancia energia
transzfer

GS - Genome Sequencer, genom szekvenald

HRM — High Resolution Melting, nagyfelbontasu olvadasi gérbe

LC480 — LightCycler 480

PCR - Polimerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcio

gPCR — quantitative PCR, mennyiségi PCR

RFLP — Restrcition Fragment Length Polimorphism, hasitott fragment hossz

polimorfizmus

RNA, RNS — RiboNucleic Acid, ribo nuklein sav

TD (PCR) — Touch Down (PCR)

TGGE - Temperature Gradient Gel Electrophoresis, hdmérseklet gradiens
elektroforézis

™ — Temperature Melting, olvadasi hémérséklet

WT1 - Wilms Tumor 1
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1. Bevezetés

Molekularis patologia

Napjainkban a patoldgia diagnosztikai palettajanak egyre inkabb szerves részéve valik a
molekularis technoldgiakon alapulé molekularis patologia. A molekularis patoldgia
Otvozi a klasszikus szOvettan és a molekularis bioldgia modszereit és eszkozeit. A
nemrég még a molekularis bioldgiai alapkutatasokat, a molekulak szintjén megvalosuld
mechanizmusok feltarasat célzé modszerek ma mar a mindennapi patoldgiai gyakorlatot
szolgaljak. Ennek eldfeltétele, hogy a vizsgalatokat szigorti szakmai kritériumoknak
megfeleld sztenderd protokollok szerint kell elvégezni. A diagnosztikus, prognosztikus
és terapias molekularis célpontontok dramai gyorsasaggal novekvd szama miatt a
modszerfejlesztés fontos eleme a fiatal molekularis patologianak. Megfelelé kontroll
mellet biztositja az innovaciot, a naprakész modszereket és az adott algoritmusoknak
megfeleléen valogat ¢€s hasznadlja a méréstechnikai eszkozrendszert. Az
eszkozrendszeren belul, viszont mar nincs helye validaléds, verifikalds nélkuli
modositasoknak. A madszereknek leirt teljesitményi mutatokkal kell rendelkeznilk és
megalapozott tervezési folyamatot kovetden szakszerti bedllitasi 1épéssorozaton at
keriilhetnek a rutin alkalmazas kezd6pontjahoz. Ha mar bekeriiltek, akkor ezekkel a
teljesitményi jellemzokkel az eldirdsoknak megfeleléen, a méréstechnika szabdlyai
szerint kell alkalmazni 6ket, egészen a kiértékelési, riportalasi 1épésig. A molekularis
patoldgiai eszkdztar hasznalatanak is létezik specialis feltétel rendszere, ami a jo
laborgyakorlaton (GLP), ¢és a diagnosztikai laboratériumok mindségbiztositasi
szabalyrendszerén alapul.

Jelen dolgozatban a molekularis eszkdzrendszer nukleinsav alapi mddszereinek
beallitasi lépéseivel és alkalmazasi lehetdségeivel foglalkozom (1). A bevezetében
koriljarom a molekularis patologia bioldgiai mintait, a biomarkerek tipusait azok
elhelyezkedését és a hozzajuk kapcsolhato vizsgalati eljarasokat.

A dolgozatban a biologiai informacio kifejezédésének folyamataban szerepet jatszo

modositasi lehetdségek két szintjét emelem ki. Az els6 rész a genomi, azaz DNS szintli
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elvaltozasok kimutatdsanak lehetdségeit mutatja be, kiemelve az eltérések jelenlétének
szlirési technikdit és konkrét azonositasi modjait, valds idejii PCR technoldgiaval. A
folyamatban tovabbhaladva a masodik rész a génkifejez0dés, transzkripicid szintjén
megvaldsuld funkcidsokszoroz6 mechanizmus termékeinek, Ugynevezett alternativ
splicing altal generéalt izoformék pontos kimutatasi lehetdségeivel foglalkozik. Mindkét
folyamat, a DNS modosulasok és az alternativ splicing is eltéré funkcioval rendelkezd
variansokhoz segiti hozza a sejtet, igy biztositva a tumor talélését. Fontos tehat ezeknek

a szekvencia mddosulatoknak a pontos kimutatasa.

Folyamatok és molekulak egymasrahatasanak sorozata a géntél a funkcioig

A genetikai allomany, a genom, az eukaridta szervezetekben a sejtmagon belll
talalhato, stabilizalt, 6sszetekert formaban. A genomban kddolt informacidk egy része a
fehérjemolekuldk tervrajzai (1. 2. abra). Ez az informéacié a linearisan rendez6d6
bazissorrend. A fehérjék aminosavait kddold bazissorrend egy meghatarozott
strukturéban létezik. Ez egy keret, ami az ugynevezett szabalyozé régidval kezdédik,
majd az aminosavakat kodolé bazisharmasok kovetkeznek, szaggatva, ugynevezett
exonokba rendezddve, amelyeket intronok, aminosavat nem kodold szakaszok
darabolnak. Végil a terminacios szabalyozd régié zarja a keretet. Az informéaciot
hordoz6 DNS szakasz nem jut ki a sejtmaghdl, az itt talalhat informécié egy hirvivé

molekula az mRNS segitseégével jut ki a citoplazmaba.

Az els6 1épés, hogy a genomot stabilizalo struktira fellazul €s hozzaférhetové teszi a
hasznalni kivant DNS szakaszt. Ezen a ponton fontos hatdssal bir a stabilizald
molekuldk, a hisztonok viselkedése, a szabalyozO régidok allapota, metilaltsaga, a
szabalyoz6 régidk osszetétele. Ezeket az allapotokat molekularis technikakkal
vizsgalhatjuk. A vizsgalat tehat erinti a szabalyozd régiot, hogy megtudjuk milyen
transzkripicids faktorokra érzékeny a génlnk, hogy lassuk a metilaltsagtol fiiggd
potencidlis aktivitast és a hiszton kotddésbdl adodd hozzaférhetdséget. A DNS szintli
vizsgélatok 6nnmagukban vagy specialis elokezelést kovetve (metilaltsag vizsgalat) a
kodolo régidban az eléforduld nukleotid eltéréseket mutatjak ki, ezek lehetnek jellemzd

eltérések, polimorfizmusok ¢€s aminosav sorrendre haté mutaciok, a pontszeri
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eltérésektdl a hosszabb szekvencia eltérésekig. Ha egy szakasz hozzaférhetd, akkor
elindulhat a mRNS atirés, a transzkripcio folyamata.

Ha ez a maésolat elkészilt, akkor egy érési folyamaton megy &t, ez a splicing. Az
intronok kivagddnak és stabilizalo végzodések keletkeznek. A kivagddasok helye egy
kodol6 szakaszrol készilt masolat esetén tobbféle lehet. Ezek a splice-variansok, eltéré
funkcidkat jelenthetnek. A sejtmaghbdl az érett mMRNS jut ki. Az adott mRNS keletkezési
gyakorisdga Osszefligg a keletkezd fehérje mennyiségével, ezért ez is egy fontos
diagnosztikai pont lehet, itt végzlink génexpresszids vizsgalatokat.

Miel6tt a sejtmagbol kijutd mRNS eléri a riboszémat, még talalkozhat egy csendesitd
mechanizmussal, a silencing komplex hatasaval. Itt hatnak a révid, blokkol6 miRNS
molekulak. Ezek a molekulak specifikus gatlast fejthetnek ki az mRNS génexpresszidra.
Komplementaritasuknak koszonhetéen hozzatk6tédnek mRNS molekulakhoz és
akadalyozzak vagy megsziintetik a transzlacidjukat. A mikro RNS molekulak szintén a
genomban kodoltak és béazissorrendjik, kombindlt, dsszehangolt megnyilvanulasuk,
Osszetételuk, expresszids szintjuk a normal nukleinsav molekuldkhoz hasonl6an
vizsgalhatéak. A technikak alkalmazasanal figyelembe kell venniink rendkivili
rovidségliket. Az mRNS molekularél a riboszéma és a tRNS molekulak dekodold
strukturgjanak segitségével fordithaté le a nukleotid tripletekben kodolt lineéris
informécid szintén linearis amindsav informéaciéra. Ez a transzlacié folyamata. A
keletkezé éretlen polipeptidlanc a bels6 membranstruktira segitségével nyeri el
Osszehajtogatott €s hasitasokkal, rakotésekkel kialakuld térszerkezetét. Ezek a
poszttranszlaciés modositasok. Az érett fehérjemolekula jellemzd felszinrészletei

kimutathat6ak immundiagnosztikaval.
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1. &bra. Vad tipust és mutalt informaciok megnyilvanulasa, vagy splicing hatasa a
fehérjék funkcidjdban és detektalhatdsagaban. 1. génrégié kiilonb6z6
modosulatai, deléciok, pontmutéacidk (sarga = promoter; piros, zold, kék =
exonok; fekete = intron; wt = wildtype; mut = mutacio; del = hosszabb, exon
méretii, genomi szintii deléci6). 2. Eretlen, mRNS molekula. 3. Exon darabok és
az érett mMRNS molekula. 4. Kijutas a sejtmagbo6l a cytosol-ba. 5. Kapcsolodas a
csendesitd komplexhez, silencing, mRNS degradaci6. 6. Kapcsolodas a
riboszoma komplexhez, transzlacié. 7. Transzlaciét kovetd modositasokon
atjutott, érett fehérje molekula. 8. Vad tipusi DNS szallal kddolt
membranfeheérje. 9. Inracellularis domén mutaciot hordozo DNS-rél expresszalt
modosult  intracellularis  doménnel  rendelkez6  membranfehérje.  10.
Extracellularis domén mutédciét hordozé DNS-r6l expresszalt modosult
extracellularis doménnel rendelkez6 membranfehérje 11. Delécio vagy mRNS
érés soran bekovetkez6 hibas splicing kovetkeztében keletkezé extracellularis

domeén nélkili membranfehérje.
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2. abra. A géntdl a funkcio megjelenéséig tartd fobb 1épések attekintése.
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A tumorképzodés folyamata

Weinberg és munkatarsai 2000-ben hat pontban foglaltdk Ossze a tumorok f6ébb
jellemzoit (2). Nevezetesen:

Fiiggetlenség a novekedési faktorok jelzéseitdl.

Fuggetlenség a novekedést gatld jelzésektol.

Végtelen osztddasi képesség.

Az apoptozis kikeriilésének képessége.

o~ w0 DN e

Az angiogenezis, érképzddés folyamatos biztositasa.

6. Szovetekbe torténd behatolas (invazid) és az attétképzés képessége.
2011-ben a szerzOk ujrairtak a listat és kibovitették a kovetkezokkel (3):

7. Az immunrendszer hatasainak kikerulése, kiiktatasa.

8. A gyulladasi reakcio jelenléte.

9. A genomi instabilitas fenntartasa és tovabbfejlodése.

10. Szabalyozatlan metabolizmus, hypoxia és anaerob kornyezet jelenléte. (4)
Ez a feltételrendszer egy, az id6ben és térben komplexen valtozé molekularis matrix
eredmeényeképpen jon létre, ahol az egyes molekuldk modosulasai (kis- és nagyléptékii
egyarant) a pillang6effektus kdvetkeztében kihatnak a teljes rendszerre. Mivel egyes
molekularis valtozasok (akar fizioldgias akar patologias jellegliek) teljesen 0j funkcidk
ellatasara teszik képessé az adott molekulat és ez a jelenség képezi a daganatos evolucid
alapjat.  Jelenlegi ismereteink szerint a karcinogenezis kiindul6pontja az ismert
(tébbnyire kisérletes modellekben leirt) esetekben egy vagy két (two hit) gén
megvaltozasa, ami a mar emlitett pillangohatas miatt elvezet egy genetikailag instabil
utddpopulacidéhoz. Az e sejttdmeg altal képviselt variabilitds mar magaba hordozhatja a
tovabblépésre alkalmas utddsejteket is. A funkcidk kodoldsa alapvetden a genomban, a
sejt genetikai allomanyaban torténik és ezen belll szabalyozott. Léteznek olyan kddolt
eltérések, ©roklott mutaciok, variaciok, amelyek noévelik a tumor kialakulasanak
kockazatat az egyénben. A legtobb ezek kozil rejtve marad mindaddig, amig a
karcinogén hatas, ill. annak kozvetett kdvetkezményei blokkolasukat feloldja. llyen
esetekben a sejt megprobalja a lecsendesitést feloldani és a gént aktiv allapotba hozni.
Ez funkcidényerést eredményez, ami elsésorban az ugynevezett onkogénekre jellemzo.

Mas esetekben a funkcid eltiintetése, elnyomésa a cél. Ezek a célpontok olyan

9
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géntermékek, melyeknek ellenérz6 funkcidja van és akadalyozzak a sejtosztodast, a
tulajdonsagok visszanyeréset. Ezeket a géntermékeket tumorszuppresszoroknak
nevezzik. Itt a funkcidvesztés a kulcsfolyamat. Ha az ellenérzésben szerepet jatszo
molekulak nem hajtjak végre a feladatukat, akkor barmilyen eltérés kialakulasa esetén a
sejt elkerilheti az apoptozist és tovabborokitheti a potencialisan fliggetlenséget biztosito
Uj tulajdonsagot. Az el6zéekben emlitett torténések egy instabil genomszervezddés
iranyaba mutatnak. A folyamat végigkisérheté a tumor kialakulasatol és molekularis
profilozéssal az egyes allomasok, lehetséges Utvonalak is leirhatok. Azonosithatok az
egymast kovetd 1épések, az, hogy hogyan kovették egymast az eszk6zok aktivalasai,
csendesitései. Ezek a genomi folyamatok, de nem ez a teljes eszkdzkészlet. Tovabbi
variaciok generalddhatnak a transzkripcio es a transzlacié soran is is. A funkcio
megjelenésehez ez kozelebb all és nem igényli a genom valtoztatasat. Hatékony eszkdz
lehet, akar sokszorosan eltéré funkciok kialakitdsdhoz a masolt pre-mRNS target
alternativ hasitasi fragmentjeinek, Ugynevezett ,,splice variansainak” 1étrehozasa. Ez azt
eredmeényezi, hogy egy kodolt genomi informaciobdl, masolasa soran elveszhetnek
részek és akar tobb valtozata is eljuthat a fehérjeszintézis allomasahoz, vagy RNS-ként
kdzvetlenll a végrehajtasi helyre. Kimondhatjuk, hogy egy génben kodolt termék a
genom valtozasatol fuggetlendl, akar egymasnak ellentmondé feladatot is végrehajthat,
akar ugyanazon a sejtben, adott esetben egymastol fliggetlen tulajdonsagot jelenthet. Az

eredeti 10-es listat biztosan kibovithetjik az abnormalis splicing jelenlétével is (5, 6).

Alternativ splicing

Az emberi genomban szerkezetileg azonositott funkciot kodolo szakaszok, gének szama
nem tobb mint 30 ezer. A funkcionalis fehérjék szama ezzel szemben egy
nagysagrenddel nagyobb. A gének szerkezete is rejthet olyan kombinaciot fokozé
megoldast, mint az antiszenz szalon kddolés, vagy az intronba kddolas, de ezek az
eszk6zok onnmagukban nem rendelkeznek ilyen mértékii hatassal. A leghatékonyabb
megoldast a funkciok sokszorozdsara az mRNS molekulak érési folyamataban fellépd
intron kivagasi és exon illesztési mechanizmus, a splicing rejti. FObb formai az exon
hatar megvaltozasok (alternativ 5° és 3’ splice site-0k), az exon kihagyasok (exon
scipping), az intron bennhagyasok (intron retention) és exon sokszorozasok. A

folyamatot egy tobb molekulabdl all6 komplex végzi. A komlex bonyolultsagat

10
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jellemzi, hogy t6bb mint 150 proteint es kis nuklearis RNS-eket (snRNA) tartalmaz. A

splicingra intronikus és exonikus, aktivalé és csendesité szekvenciamotivumokhoz
kotédé mechanizmusok hathatnak (enchancerek ¢és silencerek). A komplex tobb
konzervativ helyet is képes felismerni, ilyenek az exonok 5’ és 3° végén taldhatd donor
és acceptor helyek és az intronikus ,,branch site” valamint polipirimidin szakasz. A
normdl sejtekben és a tumorokban ez a mechanizmus allithat el teljesen mas
funkcionalis doméneket tartalmazd fehérjetermékeket, amelyek eltérd aktivitassal
esetleg mas lokalizacidval rendelkeznek. Kérdés, hogy ez kévetkezmény vagy eszkoz a
tumorképzddés €és progressziod soran. Kutatasi és diagnosztikai szempontbol is fontos,
hogy az mRNS szinti méréseinket a splicing exonkombindlé hatasanak

figyelembevételével tervezzilk meg és hajtsuk vegre.

Jelatvitel

A daganatos elvaltozasok mogott tobb genetikai eltérés egyiittallasa figyelheté meg. Ez
a gyakorlatban azt jelenti, hogy a sejtek miikddésében kulcsfontossagu jelatviteli
molekuldk nem megfeleld formdban vagy mennyiségben vannak jelen. Ezek a kaszkad
szerkezetii itvonalak a receptoroktol tartanak a transzkripcios faktorokig és haldzatosan
kapcsolodnak, kertildutakkal Osszefiiggnek egymassal. Ezekhez a folyamatokhoz
funkcionalisan kapcsolhatok azok a hibajavit6 mechanizmusok, amelyek biztositjak a
genetikai informacid stabilitasat. Az ilyen rendszerek molekuldi szintén érintettek
lehetnek mennyiségi és formai szempontbdl is. A diagnosztika fejlesztdi szamara ez azt
jelenti, hogy fel kell térképezni a folyamatok alkotdinak hibalehetdségeit,
hibamintazatokat kell azonositani, ok okozati Osszefliggéseket kell a hibak mellé
rendelni ¢és ki kell valasztani a jol mérhetd, megfeleld informaciét hordozo
biomarkereket. A biomarker ebben az esetben egy jol jellemezhetd eltérést jelent a
tobbségi megjelenési formahoz képest. Egy ilyen elemzd folyamatnak az eredménye
egy biomarker panel. A panel megmutatja az adott korkeppel kapcsolatos
kulcsmolekuldkat és azok kulcs eltéréseit. Ezek a fontos eltérések, ha okok, akkor
lehetnek terapias célpontok és a terdpiavalasztashoz szilikséges diagnosztikus markerek,
ha okozatok, akkor lehetnek az allapot jellemzésére, pontos meghatarozasara
hasznalhaté diagnosztikus markerek. A molekularis bioldgiai laboratorium célpontjai
az informéaciot hordozé makromolekulak, barhol, barmilyen kornyezetben. A

molekularis genetikai laboratérium, szitkebben a nukleinsavak vizsgalataval
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foglalkozik. A nukleinsavakban kodolt linearis informéacio atalakul a fehérjék linearis
informéaciojava és ez hatarozza meg a fehérjekomplexek térszerkezetét es igy funkciojat.
Ezert tdgabb értelemben a molekuléris labor a nukleinsav alapi technikakon felil,

rendszerint rendelkezik fehérjealapu kimutatasi technologidkkal is.

Molekularis technol6giak

PCR, Polimeraz lancreakcio

A PCR (Polimerase Chain Reaction) egy kémcsObe kényszeritett, iranyitott DNS
masolasi (replikacios) folyamat, a sejtben torténé replikacio rendkiviil Osszetett
folyamatanak egyszertsitett valtozata. A PCR-nek két fontos mechanizmusa van. Az

egyik maga a sokszorozasi folyamat. A masik, a masolando szakasz kijel6lése.

Sokszorozasi folyamat

A folyamat Iényeges alappillére az a tény, hogy a DNS fiiggé (DNS mintat igényld)
DNS polimeraz, elkezdi a DNS maésolasat azon a helyen, ahol méar egy kétszalu révid
szakasz kialakult. A rovid szalat meghosszabbitja, ugy, hogy az oldatban 1év6 nukleotid
egysegeket, nukleotid trifoszfatokat, egymas mellé csatolja a minta szal sorrendjének
megfelelden. A megfeleléség azt jelenti, hogy adott bazissal rendelkezd nukleotiddal
szemben csak a komplementere kerllhet beépitésre. Ha ez megtorténik, akkor a két
szemben 1évé bazison keresztil a két szal hidrogénhiddal kapcsoldodik, stabilizalva a
kettds DNS spiralt. A DNS molekuldban két kétgytiriis €s két egygytirlis bazis fordulhat
elé. A purin és pirimidin bazisok egyike harom hidrogénhidat masik tipusa két
hidrogénhidat tud kialakitani. Térben egymassal szembeni szalakon csak egy egygytiriis
¢és egy kétgytiris fér el, ugyanakkor a hidrogénhidak szaménak azonosnak kell lenni.
Kétgytirlis a guanin €s adenin, roviden G és A, egygyliriis a timin és a citozin, roviden T
és C. Harom hidrogénhidat képez parban, komplementer bazisként a G és a C és kettot
az A és T. Ez a bazisparosodas szabalya. Tokéletlen komplementaritas esetén is kialakul
kotes a szembenalld bazisok kozott, melyeknek variacioi tobbfele gyengébb
kotéserdsséget jelentenck a komplementaritdshoz képest. A polimeraz enzim fontos
tulajdonséaga, hogy csak az egyik irdnyba haladva képes hosszabbitani a szalat. Mint

tudjuk, az egyszali DNS gerince egy cukor és egy foszfat csoportokbdl kialakuld vaz
12
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ahol minden cukor molekularol egy bazis 16g le. Ha kialakul a kett6s szal, akkor a két
cukor-foszfat vz a bazisok kozott kialakuld hidrogénhidakkal kapcsolodik. A két
egyszalu vaz azonban nem azonos iranyld. A cukor 5-0s és 3-as szenatomjan keresztil
épul fel a cukor- foszfat gerinc. Ezért a kémiai iranyt ennek megfeleléen 5°-3’-nek vagy
3’-5’-nek nevezik. A polimeraz enzim csak 5’-3° irdnyba hosszabbitja meg a
megkezdett szalat, tehat a masoland6 szalon ennek forditottjan, 3’-5’ irdnyba haladva.
Osszefoglalva, a masolashoz kell az egyszalti minta DNS, rajta a szintézist indité6 DNS,
kellenek az épitdegységek, a nukleotid trifoszfatok, kell a polimerdz enzim, kétérték

ion (Mn++ vagy Mg++) és a pufferalt kdrnyezet.

Masolando szakasz kijeldlése

Az ¢16 sejtben rovid kis szalak szintetizalodnak hosszabb kdzoket kihagyva az egyszalu,
kitekert DNS mindkét szalan. Ezt RNS polimerdz enzim végzi a segitdivel, akik
kémcsdében nincsenek jelen. Errdl tehat nekiink kell gondoskodnunk. Ez azért jo, mert
igy irdnyithatjuk a masolasi szakasz kijeloléset. Mestersegesen legyartatjuk azokat a
rovid egyszalG DNS darabokat (16 — 25 bazis), amik csak az altalunk keresett
szekvenciara komplementerek és mindkét oldalrol hatéaroljak azt. Ez PCR célpontonként
két kis molekulat jelent, egy Ugynevezett forward és egy reverse oligonukleotidot,
funkcioja alapjan elnevezve, primert. Ezek elég hosszuak ahhoz, hogy bazissorrendjik
lehetbleg csak egyszer forduljon el az egész genetikai anyagban. Ez jelenti, biztositja a
specificitast. Ha a forward primer és a reverse primer bekot a helyére, akkor ettél a két
kezd6ponttdl kezdédik a masolas, vagyis a nukleotidok beépitése az Uj szélba a
mintaszal és a bazsikomplementaritas alapjan. A forward primer €s a reverse primer a
kett0s szal szétcsavart komplementereire kot be, ezért egyidejuleg mindkét szl

masolasa megtorténik, iranya pedig ellentétes.
PCR ciklusok, avagy nagymennyiségii mdsolatok szintetizdaldsa

Ha kész van egy PCR ciklus, akkor mar csak az exponencialis sokszorozas van hatra.
Magas, tehat 95 C° — os homérsékleten a DNS kettGsszalat stabilizalé hidrogénhid
kotések felbomlanak és a genetikai anyag egyszaltisodik. Kovetkezd 1épésként lehtitjlik
az oldatot a primerek bekotési homérsékletére. A primerek rovid kis oligonukleotidok,

16-25 db nukleotidot és igy ugyanennyi bazist tartalmaznak, hidrogénhidakkal
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kialakitott, kettosszalat stabilizald kotéserdsségiik alacsonyabb, mint egy hosszabb DNS
kettosszalé. A rovid oligonukleotidok olvadasi és bekotési homérsékletét a bazisok
szamabol, Osszetételébdl és sorrendjébdl ki lehet szamolni és meg lehet becsiilni. Ez a
hémérséklet 50 és 65 C° kozott talalhatd, optimalizalasa a modszer specificitasat adja.
Tehéat a 95 C° —on térténé DNS minta denaturalasi 1épést kovetden a primerek bekotési,
ugynevezett ,,annealing” homérsékletére hiitjiikk a reakcioelegyet. Fontos elérelépés volt,
amikor izolaltak egy héforrasban é16 baktérium polimeraz enzimjét (Taq polimeraz) és
ezt alkalmaztdk. Ez az enzim tolerdlta a magas denaturalasi hémérsékletet, igy nem
megy tonkre minden ciklusban és mar nem kell a primerbekotést kovetéen frisset
adagolni. Masik el6nye, hogy az optimalis miikodési homérséklete 72 C° —on van, igy
ennek beallitasaval ,,bekapcsolhatd”. Ennek megfeleléen a primerbekotést kovetd
inkubalasi homérséklet a 72°C —lett. A PCR soran a minta DNS-t 95°C —on
egyszalusitjuk, azaz denaturdljuk, utdna lehiitjiikk a primerbekotés homérsékletére, majd
72°C-on meghosszabbitjuk a bekotétt primereket és lemasoljuk a célrégionkat. A
masolt, 0j termék a primerrel kezd6dik és addig tart, ameddig az enzim a 72°C —0s
hémérsékleten eljut. Valdsziniileg tovabb jut ezen a szilon, mint a szemkozti szalon
bekotott reverse primer talalhato. gy az elsd ciklus végére lesz két méasolatunk, amelyek
talnyalnak egymason és primerrel kezd6dnek. A masodik ciklusban ezek a masolatok is
masolando, ugynevezett ,,template”-0k lesznek. A kilénbség az, hogy ezek a szakaszok
csak a beépult primerekig tartanak, igy nem masolhatdk tovabb, a masolt termék most a
forward primertdl hosszabbodik az el6z6 ciklusban beépiilt reverse primerig, lemasolva
azt i1s. Ett6l a ciklustol kezdve a primertdl primerig tarté célrégionk ciklusrdl ciklusra
duplazodik, tehat exponencialisan sokszorozodik, a primertl induldé nem primerben
végz6do, hanem azon tulnytlé masolat pedig linedrisan képzddik, ugyanis az 6 minta

DNS-e nem sokszorozédik.

A PCR képlete: Ny=No X E", (2 >E >1)

Ez azt jelenti, hogy ,,No” kiindul4si minta DNS bdl ,,n” ciklus utan N sokszorozott DNS
darab lesz. Ez 30 ciklus utdn 10 db kiindulasi DNS molekulat szamolva, és a
hatékonysagot, amit E vel jeléltiink, maximalisnak véve (E=2) 10 x 2*° -on terméket
eredményez, azaz 10 x 1,073,741,824, tobb mint tizmilliard masolatot. Ez a nagyfoku

érzékenység lehetové teszi akar egy kopia DNS informacio tobbmilliardszoros
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felerdsitését és vizsgalatat. Ezért kiemelten fontos a nukleinsav szennyezéstdl mentes

munkafolyamat és munka korilmény biztositasa és betartasa.

PCR termékek detektalasa

Hagyomanyosan a keletkez6 DNS molekulatermékek toltésiiknél fogva elektromos
erétérben mozgathatok. Szilard, de atjarhatd gélbe juttatva, fesziiltség hatdsadra méret
alapjan vandorolnak a DNS darabok. A kiilonb6z6 mintakbdl szdrmazo termékeket
kilon sorokba visszik fel a gélbe mélyesztett zsebnek nevezett, 6ntott Gregekbe. Ettél a
startvonaltdl indul a méret szerinti vandorlas. Ismert méreti DNS darabokat tartalmazé
kontroll elegyet is visziink fel az egyik sorba. Ezek a kiilonb6zé méretli darabok egy
1étraszeri képet eredményeznek, ahogy szétvalnak a gélben vandorlasuk soran. Az
ismeretlen DNS darabok, fragmentek pedig ezekhez hasonlithatéak és azonosithatoak.
A gélben maguktol nem latszanak a nukleinsavak, ezért festeni kell dket, a szadlakhoz
kot6dd, interkalalodd festékkel (SYBRGreen vagy etidium bromid). A festett gélt,
gerjesztd fényt kibocsajtdo asztalon (transzilluminator, UV fénnyel gerjeszt, igy

veszélyes, csak véddszemiivegen at nézhetd), lefényképezve archivalhatjuk.

Restrikcios hasitas és blottolas

A PCR RFLP modszer, egy celszekvencia eltéréseit mutatja ki. Enzimatikus hasitassal a
felsokszorozott PCR termékben keresiink jellegzetes bazis sorrendeket. Olyan enzimet
hasznalunk, amely képes felismerni a keresett sorrendet. Ha jelen van, akkor hasitja a
nukleinsav darabot és két rovid, méretében kiilonb6z6 termék keletkezik, mig
hasitohely hianyadban nem darabolodik. Ezt a technikdt tébb enzimmel is
kombinalhatjuk. Az ilyen enzimeket restrikciés endonukledzoknak nevezzik. A
darabokat gélelektroforézissel méret alapjan szétvalasztjuk és hosszukat vizsgaljuk
(RFLP, Restriction Fragment Lenght Polimorphism). igy hasonl6 hasitasi patterneket,
mintazatokat kereshetink. Ha ceélzottan adott nukleinsav szekvenciakat akarunk
kimutatni, akkor az elektroforetizalt termékeket vertikalisan nylon membranra visszik
at (blottolds), rogzitjik és radioaktiv, napjainkban, kemilumineszcens jel6lési,
specifikus nukleinsav szondakkal (révid, mesterséges, egyszalu nukleinsav) detektaljuk.

Ha a vizsgalat targya DNS akkor az eljaras neve ,,southern blot”, ha RNS akkor
15



DOI:10.14753/SE.2015.1741

,horthern blot”. Ezt a technikat gyakran hasznaljak mikrobak azonositasara (rDNS),

genetikai mutéaciok, polimorfizmusok kimutatasara.

Detektalas fotométerrel

Ha a PCR-t olyan specialis primerekkel hajtjuk végre melyeknek végeire biotin
molekulat kapcsoltunk, Ggy streptavidin — tormaperoxiddz konjugatummal és TMB
szubsztrat alkalmazésaval fotométerben is detektalhatjuk a termékeket (Roche Amplicor
PCR).

Real-time PCR, valos idejii polimeraz lancreakcié

A valo6s idejii PCR technolégia a hagyomanyos polimeraz enzimmel torténd nukleinsav
sokszorozason felul, beépitett detektoron keresztiill képes nyomon kovetni a dusitasi
folyamatot. A fluoriméter fényforrasa atvilagit a reakcidcsovon és gerjeszti a jelold
anyagot. A gerjesztett fény kilép a reakciocsobdl és a detektor érzékeldin jelet indukal, a
vezeérld program pedig kijelzi. Ez a detektalasi 1épés minden ciklusban megtorténik és

az egymas utan mért jelek kirajzoljak a sokszorozasi folyamatot (7, 8).

Ahhoz hogy jelet foghassunk, jelol6anyagra van sziikségiink, értelemszeriien olyanra,

ami a keresett terméket szelektiven jeldli. Ezt a feladatot két Gton kozelithetjik meg.

Szekvenciatdl fuggetlen detektalas

Van olyan anyag, amely csak akkor ad jelet, ha kétszali nukleinsavhoz kotddhet. Ez
nekink megfelel, mert a PCR ciklusok sordn minden befejezett méasolas végen
fizikailag jelen vannak a kettds szala PCR termékek. Ezek ciklusrdl ciklusra
duplazodnak, Kirajzolva egy exponencialis, szaturdld duasitasi gorbét. Ennek az
anyagnak a hasznalata akkor elegendd, ha a primereink elég specificitast nyujtanak és
kevés az esély melléktermék képzddésére, hiszen anyagunk ezt is jelolné. Ilyen anyag a
SYBRGreen nevii molekula. Ezt a jel6lést, szekvencia fiiggetlen jel6lésnek nevezik (3.
abra). Sajnos, ha primereink mellékterméket is generalnak, tehat nem csak a termék
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szekvencia tartomanyat fogjak kozre, hanem mas régiot is, esetleg egymashoz is
kotddnek, akkor a kapott gorbe nem csak a céltermékiinkrdl képzddhet. Ez téves
pozitivitashoz vezethet, nem lehetiink biztosak abban, hogy a pozitiv jel tényleg a mi
keresett termékiinkrdl szarmazik. Ilyen esetben hasznalhatunk szekvencia specifikus

jeloléseket is. Ezekbdl a jelolésekbdl tobbféle 1étezik.
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3. abra. Szekvencia fiiggetlen, kettdsszal specifikus jelolés mitkodése a PCR ciklus
1épései kozben. A: denaturdlds, B: primer bekodtddés, C: lanchosszabbitas, D:

lanchosszabbités vége.

Szekvenciafiiggd detektalas

Ezek a jelolések azon tul, hogy sokkal pontosabbak és megbizhatobbak, lehetdveé
tesznek mas tipusi vizsgalatokat is. Megoldhatd a szekvencia eltérések,
polimorfizmusok és mutaciok, alternativ termékek kimutatdsa. Ezen vizsgélatok

multiplexalhatok. azaz reakcionként tobb marker egyidejii vizsgalata is megoldhato.

Hidrolizis proba (Tagman® proba)

A hidrolizis proba egy fluorochrom parral jel6lt, egyszald oligonukleotid molekula. A

3’ vége blokkolt és nem hosszabbodik meg. Két molekula van rakotve kovalensen
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egymas kozelében 1év0 nukleotidokra. A gerjeszthetdt, riportert, a parja, a quencher
blokkolja, de a primerek meghosszabbitasakor a polimerdz enzim nekiltkozik és
nukleotidrdl nukleotidra lebontja, igy haladva tovabb a masolassal. Ekkor a gerjeszthet6
szinanyag felszabadul a gatlo hatas alol és bekerll az oldatba. Ahogy haladunk a
ciklusokkal, a megfelel termék képzddése esetén ezek a feleslegben jelenlévo ,,proba”
molekulak lebomlanak és aranyosan tébb és tobb szabad szinanyag ad jelet. Tehat csak
akkor van jel, ha a préba megtaldlja a neki megfelel6 komplementer szekvenciat a
sokszorozott termékben és bekot. Ezzel a modszerrel mennyiségi vizsgalatokat, és

varians szekvencia detektalast végezhetlink (4. abra).
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4. 4bra. Szekvencia specifikus hidrolizis proba jelolés mitkodése a PCR ciklusanak
lIépései kozben. A: denaturdlds, B: primer bekotddés, C: lanchosszabbitas, D:

lanchosszabbitas vége.

Hibridizaciés, FRET préba (hyprobe).

Ennél a jeldlésnél a két jeloléanyag forditott logikaval miikodik, a gerjeszthetd jelét
nem fogjuk kozvetlendl, viszont ha a parja a kozelébe keril, akkor megkapja a
gerjesztett elektronokat és egy ra jellemz6 hullamhosszu, fluoreszcens jel forméajaban
leadja, amit mi detektalunk. A szinanyagok neve itt donor (gerjesztett) eés acceptor
(detektalt). Az igy kialakul6 elektron atadasi folyamatot Fluoreszencia Rezonancia

Energia Transzfernek, FRET-nek nevezzik. A PCR alatt a primerek bekotésekor ezek a
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prébak is bekdtnek, annyian, ahany jelolheté termék van jelen. Ciklusrdl ciklusra
novekszik a szekvencia-specifikus jel. Ez a jelolési rendszer alaphelyzetben két
kiilonalld probaval mitkodik. A két probat ugy tervezziik, hogy egymés mellé kdssenek
be. Az egyik 3’ végén van egy szinanyag, a mellé bekotott proba felé esd részén a
masik, igy kolcsonhatasba kerllhetnek. Ha mindkét proba megtalalja a specifikus

kotohelyet, akkor 1étrejon az energiatranszfer és detektalhatjuk a jelet (5. abra).
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5. ébra. Szekvencia specifikus hibridizacids probapar jeldlés miitkodése a PCR
ciklusanak 1épései kozben. A: denaturdlas, B: primer bekdtddés, C:

lanchosszabbités, D: 1anchosszabbitas vége.

Ez a rendszer alkalmas nagypontossagd mennyiségi analizisre valamint
polimorfizmusok, muticiok nagyérzékenységli multiplex kimutatdsdra. A mutaciok
kimutatasa Ggy torténik, hogy az eldallitott PCR terméket 95 C° —on szétolvasztjuk
majd gyorsan lehiitjilk 40°C hémérsékletre. A hiités alatt a specifikus probak bekdtnek
megtervezett helyiikre, egyikiik lefedi a mutacié helyét. Ett6l a ponttdl kezdve
folyamatosan gerjesztjuk a fluoreszcens festéket, amely atadja elektronjait a masik
szinanyagnak és az magas, a PCR termékek mennyiségével aranyos jelet bocsat ki.
Lassan elkezdjiik a homérséklet emelését, altalaban 0.05 és 0.2°C-os felbontéssal és
tovabbra is gerjesztjik a rendszert, vesszik a jelet. Amig a bekotott probak hidrogén
kotései még tartjdk magukat a novekvd homérséklet jelenlétében, addig mikddik az

energiatranszfer és a jeluink magasan van. Amint az egyik proba, jelen esetben a
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mutacio pozicioja folé tervezett, hidrogénhidjai felbomlanak, mert energiaszintjik
alacsonyabb, mint a kérnyezetben megemelkedett hdmérséklet, leolvad a helyérdl és igy
megszinik a FRET ¢és a jel is leesik (6. dbra). Ha az ugynevezett meredekség gorbét (1.
derivalt) felvessziik, a leolvadasi gorbébdl €s a negativ szorzatat hasznaljuk, akkor az
esés legmeredekebb homérsékleti pontja a derivalt csucspontja lesz. Eredményként igy
csucsokat kapunk, ahol a csticsmaximumok jelolik ki az olvadasi homérsékletet (7.
abra). Ennek a jeldlésnek a homérsékleti pontja az olvadaspontérték, ami fiigg attol,
hogy a proba minden bazisdval szemben a komplementere volt vagy egy eltérés,
mutacio, polimorfizmus miatt egyik vagy esetleg toébb bazisa hidrogénhidat nem
alakitott ki a jeldlt szallal. Ha a préba nem minden bazisa kotott be, akkor a
leolvadasahoz kevesebb energia, azaz alacsonyabb homérséklet is elegendd. Egy bazis
eltéres esetén az olvadaspont csokkenés a baziscsere mindségétdl fiiggden, 10 és 3 C°
kozott valtozhat. Ezt kimérve meghatarozhat6d az adott minta genotipusa, mutaciok és

polimorfizmusok jelenléte.
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6. &bra. Szekvencia specifikus hibridizacios probapéar-jelolés miikodése a PCR

utan, olvadaspont analizis kozben. A vizszintes tengelyen balrol jobbra
emelkedik a hémérséklet, a szines haromszoggel jelezve. A fels6 dbrasor a nem
tokéletesen kotédd proba leolvaddsat mutatja az alsé, tokéletes bekotodéshez

viszonyitva.
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7. abra. Olvadaspont analizis kozben keletkez6 leolvadasi gorbe és annak negativ

derivalt gorbéje, eltérés és tokéletes kotodés esetén.

Molecular Bacon préba

Ezek a jelolt probdk a Tagman® probékhoz hasonldan riporterrel és quencherrel
jeldltek, de nem bomlanak le. Az oligonukleotid proba két végen, egymastol messze
kapcsolddnak a szinanyagok. A préba két vége komplementer egymassal, igy oldatban
alacsony homérsékleten hurkot képezve kolcsonhatasba hozzak a blokkoldt a
gerjeszthetd anyaggal, most nincs jel. Ha a két végén 1évd Osszetapadd tartoményon
beliil 1év6 szekvencia megtaldlja a PCR termékben a neki komplementer szekvenciat,

akkor bekot és kiegyenesedik. A blokkol6 igy eltavolodik, a jel detektalhaté lesz.
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Skorpié préba

A skorpié proba szintén hasonléan a molecular bacon prébahoz hurkot képez az
Osszetapado végeivel kozrefogva egy PCR termékszekvencidra specifikus szakaszt.
Azonban ez a préba még tovabb folytatddik egy kovalensen kotétt PCR blokkeren
keresztil egy primerrel. Tehat ez a molekula egy molecular bacon és egy primer
0sszekapcsolt kombinécidja. A primer meghosszabbodasakor a masolt szakasz
komplementer a hurokban 1év§ szakasszal. A masolas végén ez a hurokban 1év0 szakasz
elérekuszik és hibridizal a primer meghosszabbitott PCR termeékére, amelynek egyben
mar része is. A blokkold anyag igy eltavolodik a detektalhaté szinanyagtol és
szekvencia specifikus jelet hoz létre (8. dbra). Van olyan skorpié proba, amely nem
unimolekularis hanem két részbdl all, azaz bimolekularis. Ebben az esetben a molecular
bacon szakasz nem hurokként létezik, hanem egy kulonalld6 quencher-t hordozé
oligonukleotid szal tapad a maradék proba végre, még a specifikus detektald szakasz
eldtt, blokkolva a reporter-t. Ha nem a mi termékiink sokszorozodik, akkor a prdoba
felismer6 szakasza nem hajlik elére és nem hibridizal, a quencher-t hordoz6 hurokveég

vagy masodik préba viszont igen, kioltva a jelet.
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BEFANI ccGCGE/GCGCCAGAATGGGCAAAICCGCGGMRHHEGH TGGGTAGTCCCCGCTTI T3

A primer vége allélspecifikusan A primer vége allélspecifikusan A primer vége nem egyezik, bar a
kotédik, a primert kovetd szekvencia kotédik, a primert kovetd maésolandd szakaszban

is egyezni fog és masolata szekvencia azonban nem lesz megtalalhaté a hurok
komplementer lesz a hurokban 1évé komplementer. komplementer szekvencija.

szekvenciarészlettel.

A primer meghosszabbodik. | A primer meghosszabbodik. A primer nem hosszabbodik meg.

Van PCR termék és a huroknak megfelel Van PCR termék err6l a szalrol, de blokkolt  Nincs PCR termék igy blokkolt marad a jel.
internalis szekvencia késziilhet a masolas marad a jel, a huroknak megfeleld internalis
soran. szekvencia hianyaban.

N

A skorpio proba primervégzédéséhez
hozzaszintetizalodik a hurokban lévé
szekvencia komplementere.

CN\_V

Ahogy a molekula atrendezddik, eltavolodik az internalis blokker a reportert6l és megjelenik a specifikus jel. Kdzben erre
a szélra kot be a reverse primer és az enzim végig masolja ezt a szélat, visszatolva a lehibridizalt molekularészletet.

8. abra. Tipikus unimolekularis skorpioproba konstrukcidja és miikodése. 5'-
fluorescein (FAM) dye, internalquencher (MR = methyl red), PCR blocker
(HEG = hexaethylene glycol), 3'-PCR primer sequence (aldhuzott) a prdba

szekvencia a hurokban vastag betiivel, bekeretezve.

Mennyiségi analizis real-time PCR segitsegevel

A Val6s-ideji PCR alkalmas mennyiségi kimutatasra, barmilyen jeldléssel. A modszer
Iényege, hogy a detektor nyomon kovetve a sokszorozas folyamatat felrajzolja minden
minta kinetikus gorbéjét. A detektor egy ideig nem €rzékeli a jelerdsséget és alapvonalat

hlz, de a detektalasi kiiszob felett mar a sokszorozési gorbét rajzolja. Az a pont ahol az
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exponencialis sokszorozast lekdvetd emisszios gorbe mar kiemelkedik a hattérbol,
ciklusszamként hatarozhaté meg. Ha a minta hig, kevés célpont DNS-t tartalmaz, akkor
a rola szarmazo jelnek toébb duplazodésra van sziiksége a detektalasi kiiszob attéréséhez,
ha tomény, akkor mar alacsonyabb ciklusszamnal latjuk az exponencialis gorbeszakasz
kiemelkedését az alapvonal szintjéb6l. Ha vannak ismert sztenderdjeink, akkor
felvehetlink egy kalibracios osszefliggést a ciklusszam eértékek és a koncentraciok
kozott. Az ismeretlen minta igy a ciklusszdma alapjan kvantitalhato lesz (9. &bra).

célgén

L PN I

Y FFFFV

ciklusszam Log. Konc. ciklusszam

Az eredmény a relativ mennyiség = a vizsgalt termék koncentracidja / a referencia koncentracioja

Referencia

- 9‘[\ <\ L

ciklusszam " Log. Konc. ciklusszam

9. abra. Relativ mennyiségi analizis ismert sztenderdekkel felvett kalibracios

Osszefligges alapjan, mennyiségi viszonyitasi kontroll hasznalataval.

Nagyfelbontasu olvadasgorbe analizis (HRM)

A valos idejiit PCR berendezés alkalmas szekvencia eltérések szlirésére is. Abban az
esetben, ha nagy mennyiségli mintdval dolgozunk és feltehetden kisebb csoport
tartalmaz eltéré szekvencia motivumot, akkor egy eldzetes vizsgalattal szlikithetjiik a
részletesen vizsgalanddé mintadk szamat. A modszer lényege, hogy a cél szekvencia
teriilet felsokszorozasat kovetéen a PCR termékeket egy fluoreszcens anyag
jelenlétében lassan felmelegitjuk, kdzben mérjik az emittalt fluoreszcenciat. Ez a
specialis jeloldanyag minden kettdsszali nukleinsav molekuldhoz hozzakotddik
alacsony homérsékleten, tehadt ez az eljards egy nem szekvencia specifikus
jelolorendszerre épiil. A kettds szali nukleinsav molekuldk hémérséklet emelkedés

hatasara szétolvadnak és ennek a folyamatnak a jellege, az olvadast lekovetd gorbe
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alakja mar jellemzi a szekvenciat. Elsésorban azt tudjuk vizsgélni, hogy az adott minta
eltér-e a referencia mintatél. A szétolvadasat lekoveté gorbe eltér-e a referencia
szétolvadastol. A jelld anyag azért specialis, mert ugy kotddik a kettésszala DNS
termékhez, hogy az 6sszes kotdhelyet teliti, igy az olvadasi gérbe szoros kapcsolatban
all az olvadasi folyamattal, azaz a jel nagy pontossaggal tukrozi a termodinamikai
folyamatot. Meg kell killénboztetniink ezt az eljarast az olvadaspont vizsgalattol. Mig
az olvadaspont analizis a leolvadds homérsékletét, az 50%-ban szétolvadt kettdsszal
homérsékleti pontjat hatarozza meg, addig ebben az esetben az egész szétolvadasi
folyamat lefutdsa adja az informéaciot. A gyakorlatban ez tébb olvadasi gorbe egymasra
masolésat és a pontonkénti kiilonbség vizsgalatat jelenti. Egyértelmii, hogy pontonként
csak akkor tudunk megfeleld 0sszehasonlitast végezni, ha a gorbéket azonos fazisba
hozzuk. Korrigdlnunk kell tehat az olvaddsi hdémérsékletbl eredd minimalis
kilonbségeket — vizszintes eltolas - és a jelintenzitasbol fakado eltéréseket — fiiggdleges
korrekcio -is. A kiértékelé program ezt meg is teszi. Az eredményiink az ugynevezett
,difference plot” ahol jol latszanak a mintak elkiiloniilé csoportjai. Alapesetben az abra
azt jelzi, mely mintdk azonosak és kik térnek el a referenciaszekvenciat tartalmazé
kontrolltol, &m ha vannak adott eltéréseket tartalmazd kontroll sorunk, akkor az
egymastol elkiiloniilo klasztereket azonosithatjuk. Az alap algoritmus szerint, az azonos
mintak vizsgalata befejezddik, a most mar bizonyitottan eltérd mintdk konkrét eltérései
tovabbi vizsgalattal igazolhatoak.

A funkcionalis allapot mérésére alkalmas eljards, az mRNS tartalom mintazatanak
mindségi jellemzése és komponenseinek mennyiségi meghatarozasa. Ha komplex és
kielégitd képet akarunk kapni, akkor ebben az esetben is igaz, hogy egy allapotot tobb
marker egydittallasa hatdroz meg. Fontos tisztdban lennink a hatékony
informéacidnyeréshez szilkséges mMRNS variansok és ennek alapjan a kimutataskor
felhasznalt szekvencia teriiletek adataival. Minden geénexpresszidt vizsgald eljaras
fejlesztését tehat megeldzi egy olyan nagy érzékenységii kvalitativ meghatarozas, ahol
kinyerjiik az el6fordulé markerek szekvencia adatait. Erre a legalkalmasabb az
Ujgeneracios szekvenalds. Az mRNS szekvencidk pontos ismerete esetén lehetdségiink
van lokalizalni a kimutatésra legalkalmasabb, specifikus tertileteket. Ha tobb valtozatot
egy logikai eredménybe siiritenénk be, akkor kozds, magas homoldgiaval rendelkezd

terliletet kell hasznalnunk, ha szelektiv rendszerben gondolkodunk, akkor azt a
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szekvencia eltérések logikailag elkuldnitett kimutatasaval tehetjik meg. Erre a feladatra
val0s- idejii PCR rendszert hasznalhatunk (9, 10, 11).

Microarray médszerek

Microarray illetve chip modszerek egy szilard felllethez rogzitett, szabalyos matrixba
rendezett ¢és koordinatdkkal meghatarozhatd helyen mesterségesen eldallitott
oligonukleotid molekulakat hordoznak. Ezek a 20 és 100 bazis hosszu oligonukleotidok
minden rogzitési poziciéban ismert szekvenciajuak. A rogzitési fellletet spot-nak
nevezik. Az itt rogzitett nukleinsav szondak az adott mintaban talalhaté szinanyaggal
jelolt nukleinsav tartalom hibridizaciés mintazatat vizsgaljak. Ez a minta lehet a
vizsgalandd sejtek mRNS tartalma és ebben az esetben a génexpresszidra kapunk
eredményt, vagy PCR technikaval felsokszorozott génrégié festett darabjai,
mutaciokimutatas céljabol, esetleg teljes genom vagy genomszakaszok, 6sszehasonlitd
genomanalizis, szerkezeti eltérések kimutatasara. A felszinhez rogzitett elfogé szonda
matrixot, vagy array-t, gyarthatjak in-situ és ex-situ eljarassal. Ex-situ az eljaras, ha a
nukleinsav szondakat eldallitasukat kovetden rogzitjiik a szilard feliilethez és in-situ, ha
szintézisuk a szilard feltleten zajlik. A legelterjedtebb in-situ technika a fotolitogréafias
technika. Létezik elektrokémiai in-situ szintézis, inkjet technika stb. Az in-situ
technikak eldnye, hogy nagy denzitasu feliiletek hozhatok létre nagy biztonsaggal,
automatikus vezérléssel. Ezeket a multiplex technikékat azzal a céllal fejlesztették, hogy
sok informaciot nyerjenek egyetlen minta vizsgalatdbol. A sok informacio sok
paramétert jelent. Kutatdsi alkalmazasai jelentdsek. Diagnosztikdban mas
kovetelmények lépnek életbe. Hatoségilag tandsitott, teszt létrehozasa megkéveteli,
hogy az eltérések kimutatasa nagy biztonsaggal torténjen (valid legyen), igy a sok ezer
egyedi hibridizéalas joval kevesebb szamu eltérés biztonsagos kimutatasat biztositja,
minimalisra csokkentve a téves szignalok mérését és igy a téves eredmények kiadasat.

A koncepcid 1ényege hogy példaul egy diagnosztikai engedéllyel rendelkezé SNP chip,
egy nukleotidnyi eltéreést ugy mutat ki, hogy az adott pozicioban az eltérést minden
lehetséges bazisra megvizsgalja, tovabba 5’ és 3’ iranyban 2 nukleotidnyi tavolsagra
minden poziciot mind a négy bazisra megmér. Ezt a DNS mindkét szalan megteszi, igy
egy nukleotidnyi elterést tobb egyedi hibridizalasi reakcio- csoporttal, Ugynevezett

szuperblokkal hataroz meg. Adott allélvarians kimutatasa tehat tébb szaz hibridizalasi
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reakcié kovetkezménye. A rendszer igy kiemelkedd biztonsaggal még mindig multiplex

tesztként hasznalhato.

Direkt bazissorrend meghatarozas, szekvenalas

Szekvenalas di-deoxi terminaciods technikaval

Ez az eljaras a legelterjedtebb direkt szekvencia meghataroz6 technoldgia, mas néven
Sanger szekvendlds. A mai valtozata kapillaris elektroforézis, eés lézer detektalas
segitségével azonositja a szekvenald PCR (cycle sequencing) reakcio termékeit és igy a
szekvencia sorrendet. A megel6z6 reakcid Iényege, hogy a PCR reakciohoz a kiindulasi
primeren és a reakcid pufferen Kivil specialis nukleotid keveréket adunk. Ez a keverék
minden nukleotid trifoszfatot tartalmaz, de limitalt mennyiségben hidroxi csoport
nélkuli, dideoxi nukleotid trifoszfatokat is. Ezek a specidlis nukleotidok beépulésik
utan blokkoljak a lancépitést. Ez a hatas azt eredményezi, hogy random maédon, minden
nukleotid pozicioban keletkezhet szintézis blokkolds és igy a lancmasolasi
probélkozasok soran egy bazisos felbontdsban minden fragment eléallitodik a primer
utani els6é bazistol az adott amplikon utolsé bazisaig. Ha ezek a dideoxi nukleotidok
négy kilonallo reakcidban szeparaltan addédnak hozza a dNTP elegyhez, akkor négy
reakcio ad egy szekvendlasi eredményt és egy jelolés elegendé. Ha a négy dideoxi
nukleotid négy kiilonboz6 szinanyaggal jelolt, akkor egy reakcidoban elvégezhetd az
analizis. Ez az eljaras egy kumulativ kromatogram képet ad (10. dbra.) a mintaban 1év6

DNS target szekvenciairol.

30 60 0 80 90 100 110 120 130 140
ATGTAT GAACGTACAGT GGAAGGTTGT T GAGGAGATAAAT GGAAACAATTAT GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGAT CACAAATGGGAGTTTICA

10. &bra. C-Kit, 11-es exon szekvenalas kromatogramja.

Szekvenalas szintézissel

Kiindulasi anyagunk egy nukleinsav elegy, amit tgy sokszorozunk fel PCR technikaval,
hogy az egyes kiindulasi mintadarabokat kilon reakciotérben tartjuk, igy biztositjuk,

hogy minden varians felddsul és kulon analizalhatd szekvenaldssal. A reakciotereket
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ugy hozzuk létre, hogy PCR reagens oldatot emulgealunk olajban. Vizcseppek
képzddnek és ezekbe kerlilnek véletlenszeriien az egyszalu DNS darabok, tigynevezett
szekvenald gyongyodkre hibridizalva, komplementer szekvencigjuknal fogva. A PCR
sokszorozas azonos primerszekvenciakkal torténik a vizes reagens oldat cseppeken
belll, lemésolva csak azt az identikus szekvenciat. Ez azt eredményezi, hogy
kimutatasakor alacsony szazalékban jelenlévé varians szekvencia, ami esetleg egyetlen
tumorsejtbdl szdrmazik, szintén meghatarozhatd. A keletkez6 PCR termékek a rajuk
kapcsolodo specialis gyongyok segitségével egy gyongyméretli iiregeket tartalmazéd
lemezbe kertilnek. Ezek az Uregek lesznek a reakcioterek a szekvenalashoz.

A modszer DNS polimeraz enzimmel mitkodik és szintén nukleozid trifoszfatokat épit
be. A szekvenald primer bekot az egyszalusitott, klonélisan felsokszorozott PCR
termékiinkre. A lanchosszabbitas folyamata adott sorrendben torténd probalgatéssal
megy végbe. Ez azt jelenti, hogy az épitdegységek nem egyszerre, keverten vannak
jelen, hanem ismert sorrendben érkeznek. Tehat a reakcidtérbe egyszerre csak egyféle
nukleozid trifoszfat dramlik. Ha a bazisa a soron kdvetkezd bazissal komplementer,
akkor az enzim lehasitva a nukleozid trifoszfat pirofoszfat csoportjat beépiti a
nukleotidot, ha nem akkor nincs beépités és érkezik a kovetkezd nukleozid trifoszfat. A
detektald rendszer azt figyeli, hogy adott tipust nukleozid trifoszfat beépul vagy sem. A
szabad pirofoszfat csoport keletkezése jelzi, hogy a bazis megfelelé volt. A pirofoszfat
csoportot és a reakcielegyben jelenlévé APS-t (adenosine 5' phosphosulfate) az ATP
szulfurilaz enzim ATP-vé alakitja. Ez az ATP luciferaz enzim segitségével a luciferin
oxyluciferinné alakulasahoz vezet és fotonkilépéssel jar. A foton kibocsatas ereje
ardnyos a beépilt nukleotidokbdl, kozvetve szarmazé ATP mennyiségével, igy
meghatarozhatd hogy beépult-e az adott nukleotid és ha igen akkor hany darab kovette

crer

meghatarozva az ott szekvenalt identikus darab bazissorrendjeét.

Szekvencia eltérések detektalasa egy mintdban sok, egyedileg felsokszorozott

szekvenalt termék azonositasaval.

Az eltérések %-os jelenlétét és egyenkenti mintazatat meg lehet hatarozni. Példa erre az
EGF receptorfehérjéjét kodold génrégio eltéréseinek, mutacidinak nagyérzékenységii és

pontos meghatéarozasa.
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Ujgeneracios szekvenalas, diagnosztika és biomarker ,,vadaszar”

Az tUjgeneracios szekvenalds alapja, hogy egymaéssal parhuzamosan, egy idoben tobb
szekvencia meghatarozas zajlik és eredmenyként tobb szekvencia meghatarozas
konszenzusat kapjuk. A célpontunktdl fiiggden eltérd lehetdségeket biztosit a
laboratériumi  munk&ban. A diagnosztika  szempontjdbol  hasznalhatjuk
modszerfejlesztésnel, nagyobb genetikai teriiletek elemzésére, de célzott és fokuszalt
vizsgalatok biomarker panelbe szerkesztett mérését is végrehajthatjuk vele.

Az Ujgenerécios szekvenald berendezések nagy kapacitasa tehat hasznalhaté egyben,
egy nagyobb feladat elvégzésére, mint a teljes genomtartalom meghatarozésara, de a
kapacitds oszthatdé ¢és hozzarendelhetd tobb ¢és érzékenyebb, pontosabb vagy
fokuszaltabb egyedi vizsgalat végrehajtasahoz. Minden szekvencia leolvasast
azonosithatunk a szdlhoz kapcsolt mesterséges azonosité sorrenddel. Ez egy
oligonukleotid sorrend, amire megtanitjuk a gép elemzd programjat. Adott mintahoz
adott sorrendet rendeliink. Jellemz6en 10 bazist hasznalnak, de 4-5 bazis is elegend6
egy minta azonositdsara. A mérés soran a fragmentek fizikailag elkeveredve
helyezkednek el, de a kiértékeld program szétvdlogatja az eredményeket az egyedi
mintaazonositok alapjan. Hogyan képzelhetjik el ezeket a feladatokat és azok

elvégzésének maodjait?

Génrégiod szekvenalas

Tipikus feladat a biomarkereket kodold génszakasz részletes elemzése. Kivancsiak
vagyunk arra, hogy a biomarkeriink allapotat milyen ,,tervezési” azaz DNS-ben kodolt
szekvencia eltérés eredményezi. Altaldban van sejtésiink, de a kod barhol a molekula
kodold régidjaban eltérhet. Lesznek olyan eltérések, amelyek nem okoznak szerkezeti
valtozast €s lesznek kiilonboz6 gyakorisaggal el6fordulo, a felépitésre hatd eltérések. A
technologia szempontjabol azonban tagabban értelmezhetjiik ezt a feladatot. Minden
olyan genetikai teriiletet, ami tobb tizezer bazis hossztdl egészen a tobb tiz millids
nagysagrendig terjed, hasonlé technoldgiai Iépésekkel vizsgalhatunk. Ezek a tertletek,
lehetnek Osszefiiggd teriiletek, példaul komplett kromoszoémak vagy kromoszdma

régiok és lehetnek daraboltak, példaul az 6sszes kodold szakasz, azaz az exonok elegye.
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Az els6 1épés a célteriilet preparativ kinyerése a hattérbol. Erre a feladatra hosszi PCR
reakciok termékeinek elegyét vagy egy Uj technol6giat, a mikroarray-el vagy elfogd

proba rendszerrel torténd régidkiszedést alkalmazzuk.

A mintank regidszekvenalas esetén, a teruleteket felsokszorozé hosszi PCR termékek
elegye, vagy az izolalt nukleinsav. A berendezés nem képes egyben meghatarozni ilyen
hosszU nukleinsav molekulékat, ezért a mintakat 400 és 1000 bazis hosszu darabokra
tordeljuk. Ezek a darabok a fizikai tordelés miatt a teljes genetikai allomany
véletlenszerti képviseldi, az izolalt nukleinsav mennységétdél fliggben, magas
ismétlédéssel. Ez azt jelenti, hogy egy adott terllet tébb darab molekulan, més és mas
Osszefiiggésben szerepel. A rendszer ezeket a darabokat szekvendlja meg, de
természetesen, ha a darabokbdl kiszedjiilk a minket érdekld régidkat, akkor ezt a
szlikebb teriiletet. A megszekvenalt darabokat a kiértékeld program segitségével, az
atfedések mentén Osszeépitjiik és igy folytonosan és Osszefliggben visszakapjuk az
eredeti terulet sorrendjét. Ha a berendezesiink hosszd fragmenteket képes szekvenalni
(tébb mint 250 bazis) akkor hatékonyan és nagy pontossaggal tudunk épitkezni. Ha a
mintank az adott terlileten heterogén, anyai apai allél, vagy alternativ klon jelenléte

miatt, akkor az eltérések egy szalon jelenlévé kombinacioit is igazolhatjuk. (11. dbra).
RNS Darabolt RNS
arabolt Specifikusan
/// Kiszedett
terulet
DNS Darabolt DNS

PCR sokszorozott célpontok

///

Klondlis sokszorozas

Gyongy 1 darab 1 darab minta, 1 1 darab DNS klonalis
hordozé DNS Minta gyongyhoz kotve masolatai a fellleten
feltlet /

O+ = @ =— 2
)
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szekvenalasireakcio
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11. abra. Ujgeneracios szekvenalas folyamata (Roche 454 technoldgia).

Génrégid szekvendalasra egy jellemz0 példa az ugynevezett Cancer Panel szekvenalas. A
modszer 1351 kodol6 szakasz, azaz exon terlletet vizsgal 75 rékos folyamatban
szerepet jatszo génbdl. A visszaszekvenalt teriilet nagysaga 541,754 bp. Az érintett
gének a kovetkezok. : ABLI, AKT2, ALK, APC, ATM, BAX, BCL2, BCL6, BLM,
BMPR1A, BRAF, RCA1, BRCA2, CDKN2A, CTNNB1, EGFR, EPHB2, ERBB2,
EWSR1, FANCA, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FAS, FBXW?7,
FES, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FLT3, FLT4, FOXO1, FOXO3, GLI1, HMGAZ2, TLX1,
TLX3, HOXA1l, HOXA9, HOXC13, HOXD11l, HOXD13, JAK2, KIT, KRAS,
MAP2K4, MDM2, MECOM, MEN1, MET, MLL, NOTCH1, NRAS, NTRK1, NTRK3,
PDGFB, PDGFRA, PDGFRB, PIK3CA, PTEN, RB1, RET, RUNX1, SMAD?2,
SMAD4, STK11, TGFBR1, TGFBR2, TP53, TSC1, TSC2, VHL, WTIP. Ezeknek a
génteruleteknek az egyuttes vizsgélata, hagyomanyos modszerrel igen megterhelé mind
anyagilag mind szakmailag. Egy ilyen modszer kivaldéan alkalmas a kiilonbozo
tumorok, kiilonboz6 allapotaiban jelenlévé klonalis eltéréseinek azonositasara (12, 13,
14). A kapott eredmények alapjan a panel tartalma, tehat a vizsgalt biomarkerek
kombindaciodja, a panel mérete valtoztathatd és sziikithetd. A sziikséges érzékenységek
beallithatoak a kivant értékre, ami azt jelenti, ha egy markerben elé6fordulé pontmutéciot
példaul 1% alatt is szeretnénk nagy biztonsaggal kimutatni, akkor ez egyszerlien
kivitelezhetd. A rendelkezésre alld6 nagy mennyiségli ismételt szekvencia leolvasasok
tetsz6leges mértékben allokalhatoak a markerekre. Minél tobb leolvasas fedi az adott
terliletet, anndl mélyebbre mehetiink a variaciok keresésében. Az ¢l6z6 példanal
maradva, egy 1%-0s, nagy biztonsagu varians kimutatas 5000 leolvasast igényel, egy
10% -os erzékenyseg csak 500-at. Az érzékenység novelése csokkenti a mérhetd
markerek és mintdk szamat, hiszen a kapacitds masképp oszlik el. A rendszer igy
hatékonyan tamogatja a diagnosztikai modszerfejlesztést, illetve validalast kovetden

maga is alkalmas megfeleléen dsszevalogatott panelek diagnosztikai vizsgalatara.

Teljes hosszusagu transzkript szekvenalas

Kiindulasi anyagunk lehet a megnyilvanulo funkciodkat tiikrozo, izolalt mRNS tartalom

is. Természetesen ezt a kinyert mRNS-t, cDNS atirast kovetden iranyitjuk a
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munkafolyamatba. Hasonldéan a genom és génrégio szekvenalashoz, itt is darabolnunk
kell, hiszen a transzkriptek jelent6s mennyisége hosszabb, mint a leolvasasi hossz
kétszerese. Kuldnbség, hogy az alternativ exon illesztés, a splicing miatt, az egyedi
sejtekben, tobbféle folytonos szekvencia véltozatot is talalhatunk (15). Az elemz6
program most ugynevezett izotigeket hoz létre. Ezeknek a folytonos szekvenciaknak az
Osszessege bizonyitja, hogy egy adott transzkriptom esetén, az adott mintdban milyen
exon kombindciok fordulhatnak elé. Az eredményiinknek része, hogy ezzel a
modszerrel pontos szekvencia informéacidt szerziink a tovabbi, célzott, példaul valds-
idejii PCR panel tervezéséhez. Felvehetiink egy allapot fliggd transzkript profilt, ami
qualitativ, illetve szemiquantitativ eredmény, azonban megmutatja, hogy milyen

transzkriptek milyen aranyban kotédnek az adott allapothoz.

Amplikon szekvenélas

Ha a vizsgalt genomi teriilet fokuszalt és teriiletileg kezelhetd méretli, akkor PCR
segitségével, kb 300 és 1000 bazis hosszu termékekbdl Osszeallithatd a minta. Ezt
nevezzilk amplikon szekvenalasnak. Amplikonszekvenalasnal a rendszerink
érzékenyebb, hiszen eldzetes sokszorozast kdvetden lépiink a technologiai folyamatba.
Az egyes PCR termékek kozott viszont a sokszorozasi reakcio eltolhatja az ardnyokat,
ezért ez az alkalmazds pontos tervezést és bedllitast igényel. Akkor tudjuk
megvaldsitani ezt a feladatot, ha a rendszeriink a PCR termékhez hasonl6 hosszusagu
nukleinsav molekuldkat, egyben tud meghatarozni. Ez azért alapfeltétel, mert a PCR
termékiink egy szekvencia elegy. Elegye a az adott mintabdl kinyert, adott primerparral
korilhatarolt és felsokszorozott szekvencia variacioknak. JO példa erre egy olyan szolid
tumor minta, ahol a tumoros sejtek tobb klonja is jelen van, a normal sejtpopulacidk
mellett. Ha egy ilyen mintabol példaul a k-ras gén 12-es 13-as aminosavakat
meghataroz6 6 nukleotidjat ativel6 PCR termékét vizsgaljuk, akkor nagy
valoszinliséggel a normal sorrendtdl eltérd kombinaciokat is taldlunk. Ha ezt a PCR
terméket hagyomanyos szekvenalasi eljarassal (Sanger szekvenalas) vizsgaljuk, akkor
az eredmenyiil kapott nukleinsav sorrendjét és a lehetséges varidciokat minden
nukleotid pozicioban a jelenlét szdzalékanak aranyaban, kb 20% érzékenyséeggel,
vegyitve abrazolja. Nem kapunk informaciot arrél, hogy ezek az eltérések milyen

sorrend variaciokbol adodtak, azaz milyen sorrend kombinécidk léteznek. Az

32



DOI:10.14753/SE.2015.1741

ujgeneracios amplikon szekvenalds, amit ebben az esetben hivhatunk klonalis
szekvenaldsnak is, tobb parhuzamos szekvenalési reakciét hajt végre az adott PCR
termék elegyb6l (16 -21) és rdadasul minden szekvencia egyetlen nukleinsav darab,
azaz egyetlen PCR termék darabrol keletkezik. Ha egy PCR terméket 1000 darab egyedi
sorrend hatadroz meg, akkor lathatjuk a konkrét klénok sorrendjeit és azok aranyat.
Statisztikailag ugy szdmolunk, hogy egy varians biztos meghatarozasat 20-50 darab
azonos eredmeny mar biztositja, igy 1000 parhuzamos szekvenalas 5% alatt is azonosit
variansokat. Itt is igaz, hogy beallithatunk 100 meghatarozast, ami 50% jelenlétet mutat

Ki nagy biztonsaggal és hasznalhatunk 5000 darabot, ami 1% alatt is detektal.
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2. Célkitiizések

A molekularis biologiai kutatdsok és a molekularis patoldgia diagnosztikai
algoritmusaban egyarant fontos szerepe van a nukleinsav sorrend eltérései pontos
kimutatasanak. Ez a feladat genomi és transzkriptomikai szinten is fennall. Kétségtelen,
hogy minden, az e valtozasokhoz kapcsolhatdé bioldgiai/orvoslassal kapcsolatos
kovetkeztetést csakis és kizardlag akkor vonhatunk le teljes (vagy azt megkdzelitd)
bizonyossaggal, ha a vizsgalati modszerek és eszkozok az elvarhatd legnagyobb
pontossaggal adjak meg a megfeleléen feltett kérdésiinkre a valaszt. Azt is figyelembe
kell venniink, hogy szamos ilyen kérdést csak igen nagyszamu minta alapjan nyert
mérési eredmeny statisztikai kiértékelése alapjan tudunk megvalaszolni, amely
technikailag a felhasznalé szintjén kodnnyen kivitelezheté, de nagyon megbizhato
méréseket igényel. Ennél fogva a molekularis biologiai/patologiai kutatasok és az esetek
egy jelentés hanyadaban erre alapozott diagnosztikus munkak kevésbé latvanyos, de
kétségtelenul fundamentalis része a metodika kidolgozdsa. Munkdm soran DNS és
mRNS szinten vizsgaltam két olyan alapvetd problémat, amelyek koziil az egyik mar
napi rutin szintjén is megoldast igényel, mig a masodik, bar meég a kutatas staddiumaban
van, de naprol napra nyilvanvalobba valik, hogy hamarosan szerepet kap a mindennapi
orvoslasban is.

e Genomi szinten felmeriilé kérdeés és igény a DNS baziscseréinek (SNP/mutécio)
és kisebb Iéptékii delécioinak egy rendszerben torténd screenelése nagyobb
szamu mintan nagy megbizhatdsaggal. Szdmos bevezetett modszer parhuzamos
vizsgélatat vegeztem el egy olyan modellen, amely erre optimalisnak bizonyult.
Nevezetesen a human C-Kit gén 11-es exonjan (22), amely érdekes (de nem
egyedulallé médon) egy rovid tartomanyban felvonultatja az egyszeri nukleotid
cserék, tripletkiesések és rovidebb hosszabb delécidk egész sorat, melyek
idealisak a technika tesztelésere.

e Az mRNS szinti munkdban adott molekula alternativ splice varidnsainak
azonositasara alkalmas eljarasok kidolgozasa volt a cél. A modellként szolgalo
molekula a human CD44 volt, amelynek a variabilis régi¢jaban talalhato 10
varidbilis exon potencidlisan tobb szdz izoforma megjelenését teszi lehetdve.

Célkitlizésem volt, hogy az izoformak azonositasara kialakitott, az Gjgeneracios

34



DOI:10.14753/SE.2015.1741

szekvenalason alapul6 modszer kidolgozasaval a human melanémak és
kolorektalis tumorok esetén segitsem eldonteni, hogy létezik-e tumortipus-
specifikus CD44 splice-mintazat és ha igen annak melyek az adott tumortipusra

jellemz6 izoformai  (tumorspecifikus izoforma lajstrom  generalasa).
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3. Anyagok és modszerek

Valos idejii PCR, szaturald festékkel, HRM analizissel

A munka sorén alkalmazott modszerek mind PCR-en alapuld technikék voltak. A C-Kit
gén 11-es exonjanak rendkivul valtozékony eltéréseit Ggynevezett nagy felbontasu
olvadas gorbe analizissel valdsitottam meg (High Resolution Melting Curve Analysis,
HRM). Ez a modszer egy valds idejii PCR technika, specidlis jelolési és kiértékelési
modszerrel egybekdtve. A médszer egy nukleinsav eltérés sziir6 modszer, hasonléan a
kordbban hasznalt denaturalé gradiens gélelektroforézises technikakhoz (Denaturing
Gradient Gel Electroforesis, DGGE).

A modszer beéllitdsdhoz az ismert variansokat egymas aléd illesztettem a bio-edit
program segitségével. Az illesztés célja a primer poziciok ideélis helyzetének
azonositasa volt, mind az intronikus helyzetiik, mind az optimalis termék méretének

biztositasa miatt (12. abra).

CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG]

CTATTTTTCCCTTTCTCCCCA GTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGARACAGGCTGAGTTTTG
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACA( [GTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TT T
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACA( [GTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TT T
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAR ITGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG]
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAR GAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCT TATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAAC] AGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTTX
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGI C| AGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTTX
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAC AGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCT TATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT]
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAAC AGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCT TATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACC! [®GAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTT!
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACC! AAGGTTGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTH
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACC AAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGARACAGGCTGAGTTTTG
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACC GTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGARACAGGCTGAGTTTTG
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCA AGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCT TATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCAT (GTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTTX
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTAT! ITTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTT!
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAA |GAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCT TATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT]
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAA ACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG)
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAA ACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTA |GAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTTH
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACA ITGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGARACAGGCTGAGTTTTGH
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACA [GAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGARACAGGCTGAGTTTT
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACA (GGAGATAAATGGAAACAATTATGT TTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
[CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACA ACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAG] IGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGARACAGGCTGAGTTTTGH
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGG GGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACT TCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG)
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGG AATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTT!
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGH CAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT!
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGA ITAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG]
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAA ITGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGT GGAA AACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGG GAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGT TTT!
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGA( CAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG)
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGA( CAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTITTTG]
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGT GGAAGGTTGTTGAGGAGATA CTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGT GGAAGGT TGTTGAGGAGATAAATGGAAAC] CTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGT GGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACA ACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAA! CAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTG]
CTATTTTTCCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGT TGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGT! GATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTT!

12. abra. Gyakori CKIT exon 11 variansok illesztése bio-edit programmal.

A PCR hez hasznélt primereket egy a modszer soran az eltérés milyenségétdl fiiggéen
korulbelul 135 és 171 bp tartomanyba es6 cél régiot a 13. abrén lathatd primerpérral

(Tib_molbiol GmbH, Berlin) sokszoroztam fel normal SYBRGreen festék jelenlétében,
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kifejezetten a PCR folyamat optimalasa érdekében. A primerpart, tobb primerpar
kombinaciobol valasztottam ki és tervezésiiket tobb programmal hajtottam végre, mint a
,,Roche Probe design” program (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) és a ,,Primer-3”

alkalmazas (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). A LightCycler probe design program

lehetéséget ad konkrét elére definialt primerhez tervezésre. Specidlis izemmaodban,
ugynevezett ,.,regional search” opcidban, adott teriilet kozelébe tervezésre is alkalmas.
Ezekkel az algoritmusokkal a primer pozicidk pontosan biztosithatoak. A hairpin, azaz

masodlagos gatlo struktirakat cybregene (http://www.cybergene.se/) programmal

ellendOriztem.

1 AGAGTGCTCTAATGACTGAGACAATAATTATTAAAAGGTGATCTATTTTTCCCTTTCTCC 60

61 CCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAAT 120

IAGTGTTTACCCTCAAAG|
121 TATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCICCAGAAAC 180

primer felsorolés:

név szekvencia 5°-3’ Melting pozicio hossz(bazis)
Pfor GAGTGCTCTAATGACTGA 54.6C 2-19 (18)
Prev. GAAACTCCCATTTGTGA 54.3C 156-172 7

13. dbra. A C-Kit gén 11-es exonjanak sokszorozott részlete. A primerek helyzete a

szekvencian kiemelve lathato, tulajdonsagai pedig a felsorolasban talalhatoak.

A beallitast és a végs6 modszert a LightCycler 480 berendezésen hajtottam végre
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Mintanak egy kereskedelmi forgalomban 1€vo,
direkt szekvenalassal homozig6ta vad tipusnak azonositott human genomi DNS-t
(Huméan Genomic DNA, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) hasznaltam. Az
optimalas soran a kovetkez6 kondiciokat valtoztattam: primer annealing 50 és 64 C°
kozott, Mg++ koncentracié 1 és 6 mMol koncentracié tartomanyban, 0.5mMol
Iépésekben, primer koncentracid 5 és 20 puMol tartomanyban. Az optimalis PCR

paramétereket az 1. tablazat tartalmazza.
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1. tablazat. Primer és Mg++ koncentraciok optimalis értekei.

Primer For 5uMol
Primer Rev 5uMol
Mg++ 3.5 mMol

Ugyanezt a bedllitast alkalmaztam a HRM mix esetén is kiindulasként, de a PCR mix
megvaltozdsa miatt (LC480 High Resolution Master Mix, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) a PCR reakcidkat ujrafinomitottam.

A beéllitasokat ismert kontroll szekvenciak segitségével is megismételtem. Ezeket a
mintakat direkt sanger szekvenalassal jellemeztiik. A minta DNS-eket az elvaltozasok
tipusa szerint csoportokba rendeztem. A HRM analizis el6tt végeztem mindségi és
mennyiségi, azaz funkcionalis DNS analizist és az amplifikalhat6 DNS koncentraciot
ennek megfeleléen allitottam azonos értékre. Ehhez a méréshez egy kész, human
genomi beta globin szekvenciara tervezett 200bp terméket sokszorozo Kittet hasznaltam
(LightCycler controll kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). A HRM analizis
Formalin fixalt mintak esetén ez kiléndsen fontos, hiszen a DNS degradaltsaga miatt a
normal koncentraciomérés nem informativ az amplifikalhato DNS mennyiségét tekintve
(23). A HRM vizsgalat soran az adott és beoptimalt koncentracioja PCR primerekkel
felsokszoroztam a kiilonb6z6 minta DNS-ek kijel6lt régidjat és a 2. tdblazat szerinti ho
program alapjan végrehajtottam az olvadasi gorbe analizist. A legjobb hatékonysagot
ugynevezett ,,touch down PCR” (TD PCR) program alkalmazasaval értem el (24). Ez a
modositds az anealing hémérsékletet magasan tartja a kezddé ciklusok soran, majd
folyamatosan csokkenti (elsé 10 cikluson beliil), valtoztatva a PCR primereken nyugvo

specifikussagot, igy parhuzamosan névelve a reakcié hatékonysagat.
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2. tabldzat. A HRM analizis h6 programja. Elsé szegmens, el6denaturalas — Taq

polimerdz aktivalds, mésodik szegmens, TD PCR sokszorozés, harmadik

szegmens, melting curve analizis 60 és 95 C° kozotti folyamatos jelgytjtéssel.

el6 denaturalas

Target Acquisition Hold Ramp Rate | Acquisitions Tirecet Step Size | Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per °C) e g) (°C) (cycles)
95 | None 0:10:00 4.4 5 0 0 0
sokszorozas
Target Acquisition Hold Ramp Rate | Acquisitions Tifcet Step Size | Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (ocg) (°C) (cycles)
95 | None 0:00:10 4.4 5 0 0 0
63 | None 0:00:10 2.2 5 55 1 10
72 | Single 0:00:10 4.4 5 0 0 0
melting analizis
Target Acquisition Hold Ramp Rate | Acquisitions Tirecet Step Size | Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s) (per °C) e Cg) (°C) (cycles)
95 | None 0:00:30 4.4 5 0 0 0
40 | None 0:01:00 2.2 5 0 0 0
60 | None 0:00:01 1 5 0 0 0
95 | Continuous 0:00:00 0.04 25 0 0 0

A kiértékel6 program egy kiinduldsi pontba illeszti a PCR termékek olvadasi gorbéit,

mind fluoreszcencia szerint, mind a kezdeti hdmérséklet szerint, majd a szétolvadasi

gorbék alakjait, jellegét rogziti. A kiértékelés végsd fazisa a normal, vad tipust

homodimer szekvencia leolvadasi gorbéjéhez vald hasonlitdas. Ez a gyakorlatban a

gorbék mérési pontrdl pontra torténd kiillonbségértékeit jelenti. A keletkez6 ugynevezett

»difference plot” gérbe mutatja a szétolvadasi gorbék eltérésének mértékét és jellemzo

tartomanyait, alakjait. A gorbék csoportokba, clusterekbe sorolhatéak, és ha tudjuk a

csoportok valos szekvencia eltéréseit, akkor dsszerendezhetéek, ismeretlen minta esetén

azonositasra hasznalhat6ak.

Rekombinans PCR

A pozitiv, mesterséges kontroll fragmentek eldallitasara rekombinans PCR technikat

alkalmaztam. Az eljaras soran a varians motivumokat (14. abra) atfed6 és hosszi PCR
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primerekkel sokszoroztam fel, majd egy kulon PCR reakcio soran hozza amplifikaltam
a konstans végeket. Igy elallitottam a normal PCR primerekkel sokszorozhaté varians
bazist a préba alapu technika analitikai teszteléséhez. A 14. dbra mutatja a cél régio 4
blokkra osztott szerkezetét, kiemelve a triplet poziciokat. A négy alrégio minden kiesési
variansat létrehoztam, tobbszords kiesésekkel egyiitt. Tehat az elso6tél a negyedik
régioig kilon és az egyes-kettes, egyes — kettes — harmas, egyes — kettes — harmas —

négyes kombinécidkat is. Tovabbi el6éallitott variaciok a triplett kiesések minden

régidban egyenként és egyben mind a négy triplett nélkili varians is.

5"-CCCTTTCTCC-CCACAGAAIACCATGTATGAAGT-ACAGTGGAAGGTTGI TGAGG-AGATAAATIGGAAACAATTAT-
GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT-GATCACAAATGGGAGTTTC-3’

| CCCTTTCTCCACAGTGGAAGGTTGTTGAGG. GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC ACAGTGGAAGGTTGTTGAGGGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC:! ACAGTGGAAGGTTGTTGAGG. GGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC. GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCCGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCCGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC 'ACAGTGGAAGGTTGTTGAGG. GGA. GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC ACC 'ACAGTGGAAGGTTGAGG. GGA GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC ACC ACAGTGGAAGGTTGTTGAGG GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC ACC 'ACAGTGGAAGGTTGTTGAGG GGA GTTTACATAGACACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC
| CCCTTTCTCC ACAGTGGAAGGTTG. GTTTACATAGACACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC

14.4bra. A C-Kit célszakasz négy blokkra osztott variabilis régioja (elvalasztd
jelekkel) az 5” és 3’ végzodésekkel kiegészitve, triplett kiesések megjeltlésével,
valamint a C-Kit gén 11-es exon varians kontrollok a konstans végzodés nélkiil.
A nevik sorrendben, utalva varidciojukra: DEL1, DEL2, DEL3, DEL4, DEL12,
DEL123, DEL1234, 1ACC, 2TTG, 3GGA, 4CCA, 1234ACCTTGGGACCA.

Valos idejii PCR proba jeloléssel

A valés idejii PCR reakciokat harom kiilonboz6 stratégiaval detektaltam. A pozitiv
kontrollokban taldlhaté négy alrégionak megfeleléen, harom ¢és négyprobas
rendszereket allitottam be. A harom stratégia sorrendben a kovetkezé volt: ,,simple

probe” jelolés harom préobaval, ,,Tagman Probe” jelolés harom és négy probaval, és
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végiil ,,unlabeled Probe” detektalas HRM festék és jeldletlen proba alkalmazasaval (3.

tablazat). Az amplifikaciohoz harom kiilonbozé PCR mixet hasznaltam.

3. tablazat. A prdébak neve, szekvenciaja és jeldlése, olvadasi hdmérséklete,

elhelyezkedése, hossza.

név  szekvencia 5°- 3° modositdsokkal  olvadas pont pozicid méret(bazis)

Simplxy Fluorescein-SPC{CCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAA}-P 67.2 81-103  (32)
Simp2x  Fluorescein-SPC{GGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGHP 63.9 93-124  (32)
Simp3y  Fluorescein-SPC{TTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT}P 63.3 125-153  (29)
tmix  FAM{CCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAA}BHQ 67.2 81-103  (32)
tm2x  LC610{GGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATG}-BHQ 63.9 93-124  (32)
tm3x  LC640{TTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT}-BHQ 63.3 125-153  (29)
Uplaxy |[CCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAALP 67.2 81-103  (32)
Up2ax |GGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGHP 63.9 93-124  (32)
Up3ay [TTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT}P 63.3 125-153  (29)
Uplbx |[CCACAGAAACCCATGTATGAAGTACH-P 62.2 61-85  (25)
Up2by [TACAGTGGAAGGTTGTTGAGG-P 60.8 83-103  (21)
Up3bx |GGAGATAAATGGAAACAATTATGIP 55.5 102-124 (23)
Updby |GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT}P 64.4 124-153  (30)

Simp= simple préba, tm=Tagman proba, Up= unlabeled préba

A jelolo probak célszekvenciara illeszkedését a 15. abra mutatja.

CCCTTTCTCCCCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTC

CCACAGAAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAA

GGTTGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATG

TTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT

CCACAGAAACCCATGTATGAAGTAC
TACAGTGGAAGGTTGTTGAGG
GGAGATAAATGGAAACAATTATG
GTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT

15. dbra. Az alrégiok és a detktalo proba szekvencidk elhelyezkedése. Az elsd

sorban talalhatd a normal, teljes szekvencia és benne az alrégiok.

Valés idejii PCR Kisérlet

A kiilonb6z6 detektalasi stratégiak optimalizalt protokollja a kovetkezé rendszer szerint

allt ossze. A ,simple” proba rendszerhez a LightCycler 480 genotyping mastert

hasznéltam (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) asszimetrkus primer koncentrcid
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jelenlétében. A jeldletlen probakhoz hasznalt LightCycler HRM master —hez (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) szintén aszimmetrikus primerkoncentraciot allitottam
be. A Tagman probés rendszerekhez LightCycler probe mastert (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) és azonos primer koncentracidt alkalmaztam. A veégtérfogat 30pl
volt és az aszimetria 5uMol forward és 10uMol reverse primer (Metabion GmbH,
Martinsried) koncentraciot biztositott a simple és unlableled probak esetében, S5uMol-t
pedig a Tagman probe- alapl reakcioban mindkét primerre (4. tablazat). A préba
koncentraciok a simple, unlabeled és Tagman prébaknal azonosak, 5pMol-osak voltak.
A Tagman probas rendszer tobbszini mérés volt, azaz mind a 3 probat tartalmazta

ebben a koncentracidban, de egyenként kiilonb6z6 jeloléssel.

4. tablazat. A valds-idejii PCR primerei €s olvadasi hémérséklet értékei.

5'- 3' szekvencia Tm (°C)
Forward | GAGTGCTCTAATGACTGA 55
Rewerse | GAAACTCCCATTTGTGA 53

A MgCI; koncentréacid titralas utdn 3mMol volt a simple és unlabeled proba esetében. A
Tagman prdbas rendszer nem igényelt hozzaadott magnéziumot a mastermix sajat,
beépitett mennyiségén felill. A reakciot LightCycler 480 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) rendszeren végeztem, az 5. tablazatban leirt TD PCR programnak

megfelelden.
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5. téblazat. A val6s —idejii PCR Iépései a kiilonboz6 probak esetén. kondiciok (a
jelvételi pontok ferde vonallal jel6ltek).

ciklusok
denaturalas (°C)
t (sec)
extenzié (°C)
t (sec)
annealing (°C)
t (sec)

simple 10
préba
50

©
a1
=
o
\l
N

unlabelled 10

préba 95 o

50

Tagman 10

préba 95 10
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Alternativ splice variansok Ujgeneracios szekvenalasa

A CD44 variansokat Ujgeneracios szekvenalasi techndlgiaval hataroztam meg. A mérés
a Roche 454 klonalis szekvenator, GS Junior berendezésen (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) tortént. A folyamat négy elkiilonithet6 részb6l all. A konyvtarkészitésbol, a

klondlis sokszorozashol, a szekvenalasi reakciobol és véglil a kiértékelésbol.

RNS izolalas és atiras

Az irényitott human CD44 alternativ splice variansokat teljes RNS izolatum, atirt és
PCR-el sokszorozott, majd tisztitott termékébdl mutattam ki. A folyamat eddig a pontig
a SE 2-es patoldgia intézet tumorprogresszids csoportja altal végrehajtott 1épésekbol
allt.

A teljes RNS frakciot feln6tt scid egér xenograft, sejtvonal tumorok friss fagyasztott
szOvetmintaibol izolaltdk vissza. A beliltetett sejtvonalak colorectalis HT25 (M.
Hendricks, lowa), HCT116 (ICLC HTL95025), HCR31 és melanoma HT199, A2058,
WMO983B sejtvonalak voltak. Az eltavolitott tumor szévetmintat folyékony nitrogénben
fagyasztottdk és mortér segitsegével homogenizaltak. A teljes RNS-t Trizol reagenssel
(SIGMA) izolaltdk és tisztitottdk, majd turbo DNAase-al (TURBO DNA-free™
Ambion) mentesitették a DNS szennyezddéstdl. Az RNS atirast a kovetkezd protokoll
szerint hajtottak végre: 1 ul 10mM dANTP mix (Finnzyme), 1ul random nonamer-oligo
dT keverék 2.5 uM —es végkoncentracioban. 2 ug tisztitott teljes RNS izolatum. Tiz
perces 70°C-os inkubalast kovetden 20 pl végtérfogatban adtak az elegyhez 2 pul 10x M-
MLV Reverse Transcriptdz puffert (Finnzyme), 1ul of M-MLV Reverse Transcriptaz
enzimet (200 units/pl, FinnzymeW) és 0.5 pl RNase Inhibitort (40 units/ul, Promega)
majd 6.5 pul RNAse mentes vizet. A reakciot 37C° on 50 percig, majd 85C°-on 10
percig inkubaltak. Az atiras ellenérzésére referencia markernek a B-aktin transzkriptjet
hasznaltak a kovetkezd specifikus primerek segitségével: (BS1: 5°— TCT GGC ACC
ACA CCT TCT AC-3°, BA4: 5>-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC-3". A
DNS szennyezés ellendrzésére minden minta RNS izolatumat parhuzamosan, azonos
PCR kondicioval amplifikaltak és inditottak egy DEPC kezelt vizb6l 6sszemért NTC
(no template control) negativ kontroll rekaciot is.
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Kdnyvtarkészités az tjgeneraciés amplikon alapu, klonalis szekvenalashoz.

A konyvtarkeszitési eljaras célja, hogy a szekvenalandd DNS fragmenteket a sztenderd
ujgeneracios munkafolyamat, bemeneti kémiai igényeihez igazitsuk. Az amplikon
szekvenalashoz az atirt cDNS frakcidt a 16. abran lathatdé CD44 specifikus primer

parokkal sokszoroztuk fel.

CD44 vl —-v10 variabilis exonok
CATATTGCTTCAATGCTTCAGCTCCACCTGAAGAAGATTGTACATCAGTCACAGACCTGC A
CAATGCCTTTGATGGACCAATTACCATAACTATTGTTAACCGTGATGGCACCCGCTATG
TCCAGAAAGGAGAATACAGAACGAATCCTGAAGACATCTACCCCAGCAACCCTACTGATG
ATGACGTGAGCAGCGGCTCCTCCAGTGAAAGGAGCAGCACTTCAGGAGGTTACATCTTTT
ACACCTTTTCTACTGTACACCCCATCCCAGACGAAGACAGTCCCTGGATCACCGACAGCA
CAGACAGAATCCCTGCTACCACTTTCATCAGCACTAGTGCTACAGCAACTGAGACAGCAA
CCAAGAGGCAAGARACCTGGGATTGGTTTTCATGGTTGTTTCTACCATCAGAGTCAAAGA
ATCATCTTCACACAACAACACAAATGGCTGCAGGCTGGGAGCE
BICARACAGACREAGAEE T CAGTTTTTCTGGATCAGGCATTGATGATGATGAAGATTTTA
TCTCCAGCACCATTTCAACCACACCACGGGCTTTTGACCACACAAAACAGAACCAGGACT
GGACCCAGTGGAACCCAAGCCATTCAAATCCGGAAGTGCTACTTCAGACAACCACAAGGA
TGACTGATGTAGACAGAAATGGCACCACTGCTTATGAAGGAAACTGGAACCCAGAAGCAC
ACCCTCCCCTCATTCACCATGAGCATCATGAGGAAGAAGAGACCCCACATTCTACAAGCA
CAATCCAGGCAACTCCTAGTAGTACAACGGAAGAAACAGCTACC
TGGCATGAGGGATATCGCCAAACACCCAAAGAAGACTCCCATTCGACAA
CAGGGACAGCTGCAGCCTCAGCTCATACCAGCCATCCAATGCAAGGAAGGACAACACCAA
GCCCAGAGGACAGTTCCTGGACTGATTTCTTCAACCCAATCTCACACCCCATGGGACGAG
GTCATCAAGCAGGAAGAAGGATGGATATGCACTCCAGTCATAGTATAACGCTTCAGCCTA
CTGCAAATCCAAACACAGGTTTGGTGGAAGATTTGGACAGGACAGGACCTCTTTCAATGA
CAACGCAGCAGAGTAATTCTCAGAGCTTCTCTACATCACATGAAGGCTTGGAAGAAGATA
AAGACCATCCAACAACTTCTACTCTGACATCAAGCAATAGGAATGATGTCACAGGTCCAR
GAAGAGACCCAAATCATTCTGAAGGCTCAACTACTTTACTGGAAGGTTATACCTCTCATT
ACCCACACACGAAGGAAAGCAGGACCTTCATCCCAGTGACCTCAGCTAAGACTGGGTCCT
TTGGAGTTACTGCAGTTACTGTTGGAGATTCCAACTCTAATGTCAATCGTTCCTTATCAG
GAGACCAAGACACATTCCACCCCAGTGGGGGGTCCCATACCACTCATGGATCTGAATCAG

ATGGACACTCACATGCCACTCAACARGETCEAGCARRCACAACCTCTGGTCCTATAAGGA §

AE AGTCACAGACCTGCCCAATGCCTTT TCTGTTGCCAAACCACTGTTCCTTCTG

AD AGTCACAGACCTGCCCAATGCCTTT GGTGTCTGTCTCTTTCATCTTCATTTTCTTCATTT

CB GGGAGCCAAATGAAGAAAATGAAGATGAAAG TTTGCTCCACCTTCTTGACTCCCATG

CE GGGAGCCAAATGAAGAAAATGAAGATGAAAG TCTGTTGCCAAACCACTGTTCCTTCTG

AB AGTCACAGACCTGCCCAATGCCTTT TTTGCTCCACCTTCTTGACTCCCATG

16.abra. A CD44 cDNS regidjanak szinezett rajza. A szekvenciaban kiemelve
lathatdéak a lehetséges kiesd exon tartoméanyok és a forward, reverse primer
poziciok. Az amplikonok sokszorozasdhoz a tablazatban listazott primer
kombinaciokkat hasznaltuk a kdvetkez6 valtozatokban: AE, AD, CB, CE, AB.

Az Ujgeneracids szekvenalas soran a bemeneti nukleinsav darabokat univerzélis PCR

reakcioban, gyongyfelllethez rogzitve darabonként elkilonitve felsokszorozzuk. A
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kapott, gyongyfelulethez rogzitett darabonként identikus klén szekvenciak bazis
sorrendjét, reakcioterenkent elkildnitve, piroszekvenalassal meghatarozzuk. Mind a
szekvenaldshoz, mind a klonalis sokszorozashoz univerzalis primereket hasznalunk,
melyeket a kiindulasi cél DNS darabokhoz csatolnunk kell. Ennek a csatolasnak a
technoldgiaja vagy PCR alapu vagy ligalassal torténik. Jelen esetben a High Pure PCR
product purification Kit-tel (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) tisztitott PCR
termékeket, ellattam univerzdlis A és B adaptor szekvencidkkal, biztositva a
sokszorozashoz sziikséges primerkotd helyeket. Ehhez elészor a PCR-el elballitott
kettésszala DNS végzddéseit hasonldoan kell kezelniink, mint a darabolt DNS-t, azaz
tompa végeket kell biztositanunk. A ligaz enzim 5’ foszfat (PO,) csoportot és 3’
hidroxil (-OH) csoportot igényel, hogy létre tudja hozni a foszfodiészter kotést az
adaptor és a target DNS kozott. A reakcio osszetétele a kovetkez6 volt: 2,5ul ligalo
puffer, 2,5ul ATP oldat, 1ul NTP, 1ul T4 polimeraz, 1ul polinukleotid kinaz (PNK),
1pl Taq polimeraz és 16 pl 500 ng mennyiségii PCR termék. T4 polimeraz segitségével
tompa végeket allitottam eld 5°-3’ iranyu szintézissel és 3’ — 5° iranyu exonukledz
aktivitassal, 25C°-on 20 perc alatt. A Taq polimerdzzal a 3° végre rakotdttem egy
adenint biztositva az A/T ligalas komplementaritasat és a polinukleotid kinazzal (PNK)
foszforilaltam az 5° végeket, 72C°-on 20 percig, befejezve igy az elokészitést. Az
elokészités utan a reakciomixbe mértem lul ligazt és 1ul MID-el ellatott adaptor
molekula oldatot és 25C°-on 20 percig tartottam. A ligalas végére a PCR termékiink a

17. 4bran lathatd forméban Allt eld.

®
\T —— J
f “ — \
17. abra. Y adaptor formaju, ligalt PCR termék FAM szinanyaggal jel6lve.

A primerkotd helyeken kiviil az igynevezett Y adaptor tartalmazta még a szekvenalési

-7z
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bazisos ,,vonalkod” szekvenciat (MID, Multiplex Identifier). A ligalassal eldallitott
konstrukciét a 18. dbra mutatja.

key MID1 primer1 Amplicon Target szekvencia primer2* key

18. &bra. ligalassal eléallitott PCR termék, univerzalis A és B primerkot6 helyekkel,
KEY szekvencidval és MID mintaazonosito szekvenciéval.

A sejtvonal mintakbol szarmazd termékeket a 6. tablazatban szereplé MID-ekkel
azonositottam.

6. tablazat. MID azonositok hozzérendelése a sejtvonal mintakhoz.

HT25 MID8
HCT116 MID9
HT199 MID10
A2058 MID11
WM983B MID12

A ligélt PCR elegyeket kétszeres Ampure Bead XP (Agencourt) alapl magneses
tisztitssal keszitettem el6 a fluoriméteres koncentracié meghatarozasra. A tisztitott
konstruktok kopiaszaméat Promega fluoriméterrel mértem meg, FAM sztenderd sor

kalibracio segitségével a www.my454.com weboldalon elérhet6 szamitasi

alkalmazassal. A PCR elegyek 4* 10 " kdpiaszdmat mértem dssze egy kevert oldatba.

Emulziés PCR reakcio és szekvenal6 gyongy tisztitasa

A tisztitott és adott mennyiségre 6sszemért PCR termék keveréket 0sszekevertem
kovalensen rogzitett, egyszalu A oligonukleotidot hordozo szekvenald gyonggyel. Az
emulziéos PCR olaj viz emulzigjat egy specidlis keverdedényben allitottam eld a
modszertani leiras szerint. Ebben az emulzidban hozzuk létre azokat a vizfazisd
mikroreaktor tereket, amelyekbe a szekvenaldgydngyok és a rajuk annellaltatott DNS
darab betszik. Az el6éemulziot 4000/ perc fordulaton, a beusztatast 2000/perc fordulaton
torténd kevertetéssel hoztam létre. Az eléemulzi0 komponensei: 470ul viz, 515pl
emulzidstabilizalé additiv, 270ul amplifikal6 mix, 20ul negyedére csokkentett primer
(ennek oka a rovid fragmentek visszaszoritasa), 70ul enzim mix és 2ul PPiase, hiszen a
mikro PCR-nél nagyon fontos a végtermékgatlas enzimatikus eliminalasa. A DNS

darabokkal ellatott szekvendld gyodngyok beusztatdsa utdn az emulziot 100pl-es
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térfogatokban PCR plate-be mértem, leragasztottam és PCR gépben felsokszoroztam.
Az olaj jelenléte miatt és a lehetséges nagyobb fragmentek elényhéz juttatdsa miatt
megnovelt extenzids idejii programot hasznéltam: 4 perc 94C°, 50 cikluson at 30 sec
94C-®, 7 perc 58C°, 30 sec 68C°, és végiil 10C° tartva, az olaj dermedésének elkeriilése

miatt.

Az emulzibs PCR végén a gyongyoket centrifugalassal 50ml cstvekben,
megszabaditottam az olaj és mastermix komponensektdl €s viasszanyertem a teljes
10°db gyongyot egy 1,5ml-es csébe. Az igy megtisztitott gyongyfrakcié még kétszalu
DNS klénokat tartalmaz, ezért NAOH segitségével denaturéltam a komplementer szalat.
A gyodngyoket és a rajtuk kovalensen logo egyszali DNS szalakat, hibridizalé kdzegben
0sszekevertem egy biotint hordozo elfogd B primer oldattal és annellaltattam. Magneses
sztreptavidin gyongyot konjugaltam a biotinilalt primerek végére, melyek egy része mar
rahibridizalt és fogta az amplifikdlt klénokat és igy a gyongydk egy részét is.
Tobblépéses magneses szepardcié utan a klonélisan sokszorozott DNS darabokat
visszanyertem és hibridizalassal szekvenald primert kottétem rajuk. Az elvarasnak és
szémitasnak megfeleléen 10'db gyongy 5%-a, azaz 500,000 gydngy keriilt

visszanyerésre.

Klonalis szekvenéalas GS 454 rendszeren.

A szekvendlasi reakcidé egy picotiter plate-ben zajlik. A dusitott gydngyoket az
enzimeket rogzité enzimgyongyokkel egyiitt, egymas utan egy specialis kazetta
segitségével belecentrifugaltam a picotiterplate reakciotereibe. A reakciéhoz sziikséges
enzimek, a primer és a templat mind gyongyhodz kotve a reakcidtérben dlnek és a
sziikséges nukleotidok egymastol idében elvalasztva, kortlbeliill 10 ora alatt adott
sorrendben ramosodnak a plate-re. A nukleotidok bekétédésekor fotonemisszid torténik,

amit a kamera rekciotérhez rendelve detektal.
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Kiértékelés

A keletkez6 kameraképeket a program automatikusan linearis szekvenciaisorrendé
konvertalja binaris allomany formajaban, mindségi adatokkal egyiitt. A mindségi
beallitasoknak megfeleléen egy sziirést kovetden a leolvasdsok kinyerhetdek. A
leolvasésokat MID-ekre, azaz azonositokra szedtem, majd fasta formatumba hoztam, a
gép sajat programjanak segitségével. A FASTA allomanyokat adott exon motivumok
keresésével — fishing - kombinaciokat tartalmazo allomannya alakitottam és a kapott
sorrendeket darabszamuk és megbizhatosaguk alapjan sziirtem. A megbizhat6sagot az
adott leolvasasok azonosit6i alapjan a gép sajat programjaban, a flowgramm, azaz az
adott szekvenalads jelsorozatainak a vizsgalataval végeztem el. A jelintenzitasok jol
mutatjak, hogy az egy, két, harom és négybazisos homopolimer meghatarozasok a
szekvenalas teljes hosszaban az adott érték szdérashataran beliil vannak. Az ellenérzést

kovetden az exon kombinaciokat listaba szerveztem.
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4. Eredmények

A HRM mérés soran, sikeresen csoportokba lehetett rendezni a kiilonb6z6 jellegli DNS
szintli eltéréseket hordozé mintakat. A 19 — 24 abrdk mutatjak a kapott csoportok
leolvadasi gorbe motivumait. Jol latszik az egyértelmiien eltérd szétolvaddsi
karakterisztika és a normaltol valo egyértelmii megkiilonboztethetdség.

Fontos, hogy az ilyen tipusi kiértékelésnél minden gorbét normalizalunk és a
referencianak kijel6lt, vad tipust kontroll goérbéjével korrigaljuk, azaz pontjaiknak
kilonbségét abrazoljuk. Az SNP-t tartalmazd szekvenciak szétolvadasa jellegzetes
cstcsot mutat fliggetlendl az eltérés poziciojatol, 1ényegében megbrizve az eredeti
olvadaspont értéket. A delécidknal a szétolvadas eleje gyorsabb és igy nagyobb
kilonbséget latunk. Ez a kulonbség annal hosszabb uton lathaté minél hosszabb a
delécio.

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

74 745 7 75 7 75 77 75 78 785 73 795 80 805 81 815 82 825
Temperature (*C)

19. dbra. Vad tipusu (kék) es SNP szekvenciak eltérés gorbéi

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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20. dbra. SNP szekvencidk valtozd hosszu delécids mintakkal.

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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21. &bra. 6-8 bézisnal hosszabb deléciok gorbéi.

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

33139
%199
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22. dbra. Rovid deléciok.

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

Relative Signal D
P
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-
o

70 7 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82
Temperature (*C)

23. &bra. SNP-k és deléciok kombinacioja egyatt.
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

35.316
31.316
27.316
g 23316
B

ifferd
©
o
L=2]

15.316
11.316
7.316

Relative Signal D

3.316

-0.684

-4.684

70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 g1 a2
Temperature (*C)

24. abra. Minden eltérés tipus egyltt.

Pozitiv kontroll eloallitasa

A rekombinéns PCR-t tisztitas utan SYBRGreen festékkel jelolt PCR-ben amplifikaltam
(25. abra).

Melting Peaks

1.403-
1.303
1.2034
1.103
1.003
0.903
0.803
0703
0.603

0.503
0.403

-(d/dT) Fluorescence (530)

2
w
=1
2

0.203- —
01034
0.003-

60 62 64 65 68 70 72 74 75 78 60 82 684 85 85 90 92 94
Temperature (°C)

25. dbra. Mesterségesen elallitott pozitiv kontroll szekvenciak olvadasi gorbéinek
negativ derivalt abrdzoladsa LightCycler 480 berendezésen, SYBRGreen

festékkel. JOl latszanak az olvadasi heterogenitasok.

Proba alapu valos idejii PCR

Az unlabeled és simple préba rendszereket alacsonyabb annealing hémérsékletre
optimalizaltam az olvadaspont analizis els6dleges kiértékelési pozicidja miatt. Az

amplifikalast koveté olvadaspont analizis eredményeit a 26. abra mutatja.
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Fluorescens

Temperature

olvadé probak és olvadaspont értékeik [°C]

simpl upl 65,4 | 67,2
simp2 up2 584 | 60,8 | 614 63,9
simp3 up3 61,5| 63,3

26. &bra. Az egyszinti simple proba olvadéasi pontok.

Mindkét modszer alkalmas a vad tipus elkilonitésére a rovid és hosszabb deléciok
kimutatésara olvadasi érték eltolodasaval. A simple proba modszer is egyszinii volt. A
jeloletlen prébak jel zaj aranya alacsony volt és igy nem kilénbozteti meg hatékonyan

az eltéréseket, nem adott egyértelmii olvadaspont eltérést (27. abra).

A riporter festék emisszioja megnd,

ha a quenchert szerkezetileg Q
blokkoljak a komplementer 5¢ 3p
nukleotidok HlEEENEENEEEEEEE
3¢ 5¢
R = Riporter (Fluorescein)
Q = Quencher
Ha a proba nincs bekotve, a riporter o
emisszidja gatolt
5¢ 3-p

27. ébra. A simple proba miikodése. A jobb jel zaj aranyt a quencher-el szemben
1évé komplementer szal nukleotidjainak térszerkezet modositd hatdsdnak
pillanatszer(i megsziinése okozhatja, szemben a HRM festékkel jel6lt unlabeled

préba relativ folyamatos jelcsokkenésével.
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Ennek oka valosziniileg a komlementer szal versengé reasszociacioja. A simple préba
rendszer magasabb jelszintet adva alkalmasabbnak bizonyult a szekvencialis eltérések
megkulonboztetésére.

A hidrolizis préba rendszert szigoribb annealing homérsékletre terveztem, hiszen itt
nem volt lehetéség olvadaspont vizsgalatra. Ebben az esetben az amplifikécié alatt
felgytilt, szabad fluoreszcens anyagok mennyiségét hasonlitjuk Ossze a PCR utén,
szinenként, emisszids csatornanként. Ilyen kortlmények kozott a rendszer minden
eltérést ki tudott mutatni. Minden régiora kaptam igen/nem valaszt, amit az
amplifikalasi gorbén tul, végpontos genotipizalassal tudtam kimutatni szinparonként. A
rendszer nem azonositja az eltérések tipusat, tehat ebbdl a szempontbodl kevesebbet
mond, mint az olvadaspont, viszont az eltérés jelenlétekor egyértelmiien nemet mond
(28. &bra). A kumulalod6 szabad fluorofor anyag mennyisége, a blokkold csoport nélkiil
az adott csatornan mérhet6 emissziot eredményez, utalva az adott szekvenciavaltozat

jelenlétének mértékére.
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a.,
Endpoint Fluorescence Scatter Plot 510 610
DEL3 DEL1
2TTG 1ACC
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b.,
Endpoint Fluorescence Scatter 510 645
n A= DEL4 DEL1
4CCA DEL2
DEL1 DEL12
DEL2 DEL123
DEL12 1ACC
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28. &bra. A Tagman probas rendszer kiértékelése end-point genotyping metodussal

Light Cycler 480 berendezésen. Az a., abrarész az 510nm — 610nm csatornan
torténd detektalas, mig a b., abrarész a 510nm — 645nm —en toérténd detektalas

eredményeit mutatja. Lathatd, mely variansok lathatéak kizarélag az adott

csatornan ¢és melyek adnak mindkettdn jelet.

A 29. 4brén lathatd a kiilonboz6 probarendszerek genotipizaldsi teljesitménye a
mesterséges kontrolok tlikrében, és a proba rendszer kialakitasa.
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a.,
UP1 SIMP1 T™M1 UP2 SIMP2 T™2 UP3 SIMP3 T™3
WT 67,2 63,9 63,3
DEL1 no amplification signal, no melting peek 63,9 63,3
DEL2 no amplification signal, no melting peek 63,3
DEL3 67,2 no amplification signal, no melting peek 63,3
DEL4 67,2 63,9 no amplification signal, no melting peek
DEL12 no amplification signal, no melting peek 63,3
DEL123 no amplification signal, no melting peek 63,3
DEL1234 no amplification signal, no melting peek
1ACC Tm shift 65,4 no amp. 63,9 63,3
2TTG 67,2 Tm shift 61,4 no amp. 63,3
3GGA 67,2 Tm shift 60,8 no amp. 63,3
4CCA 67,2 63,9 Tm shift 61,5 no amp.
1234ACCTTGGGACCA Tm shift 65,4 no amp. Tm shift 58,4 no amp. Tm shift 61,5 no amp.
b.,
SIMP3, UP3, TM3, Tm=63.3°C
SIMP2, UP2, TM2, Tm=63,9°C |TTTACATAGAC-ACACAACTTCCTTAT\
SIMP1, UPl, TM1, Tm=67,2°C [GGTTGEIGAGGAGATAAATEGAAACAATTATG
|CCACAGAA-CAT GTAT GAAGT%
CCACAGAAACCCATGTATGAAGT GATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT

29. dbra. Amplifikalasi és olvadasi eredmények a kiilonb6z6 probarendszereknél.
(unlabeled préba=UP, simple proba=SIMP, Tagman proba=TM). A sotét cellak
az olvadaspont eltéréseket és az amplifikacid elmaradasat jelolik Y/b.: a proba

poziciok, triplet eltérésekkel kiegészitve.

A CD44 alternativ splice variansainak azonositasa

Az Ujgeneracios szekvenalds eredménytablazata az exon motivumok egyenkenti
azonositasa és a mindségi megfeleléség és elégséges gyakorisdg alapjan eldallt
kombinacioit tartalmazza. Ezek a kombinaciok a mindségi szlirést koveten alltak eld.
A szekvenalasok egyedi szignal minéségei a flowgramm alapjan jol vizsgalhatoak (30.
abra). Az exon kombinacio jelenléteket szekvencia atfedés illesztéssel lehetett

azonositani (31. abra, 7 tablazat).
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GOLOGEHOLASNAX vs. GOLOGEHO1BAGEN

Numiber of Bases - Reference

COTACGTACETACET ALCTALCTALGTACGTALGTAL GTALCTACCTACCTAC CTACCTALCTALCTACGT ALGTALGT ACCTACCTACCT AL CTALCTALCTAL GTALGTAL GTAC CTACGTACGTACGTALCTACCT ACCT ALETALGTALETACCTACGTACGTAC CTACCTACLTALCTACGT A
20 aren

Numizer of Bases - Read

i 5 . ol Ml npllps R n e Alpedlln, o n i | = o0 .
COTACGTACGTACET ALCTALCTALCTACGTALCTALGTACCTACCTACCTAC CTACCTACCTACCTACGT ALGTALGT ACCTACCTACCTALCTALCTALCTAL GTACGTACGTAC CTACGTACGTACGTALCTACCTACCT ACGTALLTALLTACCTACCTACGTAC CTACCTACCTACCTACGT A
20 a76n

Numizer of Bases - Difference

CGTACGTACGTACGT ALGTALGTALGTACGTALGTALGTAL GTALGTAL GTAL GTACGTALGTALGT ACGT ALGT ALGT ACGTACGTACGT AL GTALGTALGTAL GTAL GTAL GTAC GTALGTALGTALGT ALGT ACGT ACGT ALGTALGT AL GT AL GTAC GTAC GTAC CTALGTALLTALLT ACGT A
ES

[ ]

30. dbra. Ujgeneracios piroszekvenogram (flowgram) leolvasasanak
mindségellendrzése. Konszenzushoz hasonlitas kiértékelése. Felil lathaté a
konszenzus szekvencia, kozépen az egyedi leolvasas és alul a két flowgram
bazis jeleinek kildnbsége. A vizszintes tengely mutatja a periodikus nukleotid
ramosasokat, egymdas utan az idOben elére haladva. A fliggbleges tengelyen
latszik az adott bazis beépiilésekor keletkez6 jel erdssége, tobb azonos bazis

esetén az egy bazisnyi jel adott szdmu tébbszorose.

create reference -name exon3exon3exondexonbSexont -sequence
CAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAATGAAGATGAAAGAGACAGACACCTCAGTTTTTCTGGATCAGGCATTGA
TGATGATGAAGATTTTATCTCCAGCACCACAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAATGAAGATGAAAGAGACAGA
CACCTCAGTTTTTCTGGATCAGGCATTGATGATGATGAAGATTTTATCTCCAGCACCATTTCAACCACACCAC
GGGCTTTTGACCACACAAAACAGAACCAGGACTGGACCCAGTGGAACCCAAGCCATTCAAATCCGGAAGTGCT
ACTTCAGACAACCACAAGGATGACTGATGTAGACAGAAATGGCACCACTGCTTATGAAGGAAACTGGAACCCA
GAAGCACACCCTCCCCTCATTCACCATGAGCATCATGAGGAAGAAGAGACCCCACATTCTACAAGCACAATCC
AGGCAACTCCTAGTAGTACAACGGAAGAAACAGCTACCCAGAAGGAACAGTGGTTTGGCAACAGATGGCATGA
GGGATATCGCCAAACACCCAAAGAAGACTCCCATTCGACAACAGGGACAGCTG

create reference -name exonaexonlexon8exon9 -sequence
TCAATAGCACCTTGCCCACAATGGCCCAGATGGAGAAAGCTCTGAGCATCGGATTTGAGACCTGCAGGTATGG
GTTCATAGAAGGGCACGTGGTGATTCCCCGGATCCACCCCAACTCCATCTGTGCAGCAAACAACACAGGGGTG
TACATCCTCACATCCAACACCTCCCAGTATGACACATATTGCTTCAATGCTTCAGCTCCACCTGAAGAAGATT
GTACATCAGTCACAGACCTGCCCAATGCCTTTGATGGACCAATTACCATAACTATTGTTAACCGTGATGGCAC
CCGCTATGTCCAGAAAGGAGAATACAGAACGAATCCTGAAGACATCTACCCCAGCAACCCTACTGATGATGAC
GTGAGCAGCGGCTCCTCCAGTGAAAGGAGCAGCACTTCAGGAGGTTACATCTTTTACACCTTTTCTACTGTAC
ACCCCATCCCAGACGAAGACAGTCCCTGGATCACCGACAGCACAGACAGAATCCCTGCTACCAATATGGACTC
CAGTCATAGTATAACGCTTCAGCCTACTGCAAATCCAAACACAGGTTTGGTGGAAGATTTGGACAGGACAGGA
CCTCTTTCAATGACAACGCAGCAGAGTAATTCTCAGAGCTTCTCTACATCACATGAAGGCTTGGAAGAAGATA
AAGACCATCCAACAACTTCTACTCTGACATCAAGCA

31. abra. CD44 cDNS amplikonok leolvasasainak FASTA formatumban torténd

konvertalasai. Két exon kombinacidt igazolo leolvasas peldajan bemutatva.
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7. tabldzat. Exon kombinaciok listaja a mindségi szelektalast kovetden. (a CD44
cDNS szekvenciaban : exonl = v1, exonl0 = v10, exon a= vl el6tti szakasz,
exon b = exon 10 utani szakasz.

exonl,exon8,exon9,exonl0
exon8,exon9,exonl10,exonb,exon3
exona,exonl,exon6,exon3
exona,exonl,exon4,exon5
exona,exonl,exonb
exona,exonl,exona
exona,exonl,exon6,exon?
exon3,exon3,exon4,exon5,exon6
exona,exonl,exon8,exon9
exonl,exon2,exon3
exona,exonl,exon2,exon3
exon3,exon8,exon10,exonb
exon3,exonb
exona,exonl,exon3,exon4,exon5
exon3,exona,exonl,exonb
exona,exonl,exonb,exon3
exona,exonl,exon3,exon6
exona,exonl,exon3,exon3
exona,exonl,exon3,exond
exona,exonl,exon3,exon8
exon2,exon3,exon4,exon5,exon6
exona,exonb
exona,exonl,exon3,exonb
exon3,exona,exonl,exon3
exon3,exon6
exon3,exona,exonl,exon6
exon3,exon3

exona,exonl
exonl,exon8,exon9,exonb
exona,exonl,exon8,exonb
exone,exon7,exon8,exon9,exonb
exon4,exon5,exon6
exonl,exon8,exon9,exonl0,exonb
exon3,exon4,exon5,exon6,exon’
exon3,exon4,exon5,exon6
exon3,exon8,exon9,exonb
exona,exonl,exon10,exonb
exona
exona,exonl,exon8,exon9,exonb
exon3,exon4,exon6

exon3
exonl,exon3,exon4,exon5
exonl,exon3,exon4,exon6
exona,exonl,exon6
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exon8,exon9,exon10,exonb
exona,exonl,exon3
exona,exonl,exon2
exonl,exon3,exon4,exon5,exon6
exonl,exon3

exonl,exon6

exonl,exonl0,exonb
exon3,exon5,exon6

exonl,exonb
exonl,exon4,exonb,exon6
exone,exon5,exon4,exon3,exona,exonl
exon3,exon8,exon9,exonl10
exona,exonl,exon8,exon9,exonl0
exon3,exon7,exon8,exon9,exonl10
exon3,exonl0,exonb

A CD44 alternativ splice variansainak tumorspecifikus mintazata

A SE 2. sz Patholdgiai Intézet Tumorprogresszios Laboratériumanak munkacsoportja a
fentiekben részletezett modszer alapjan teljessé tette tobb, genetikailag eltéré human
kolorektalis tumor és melanéma CD44 alternativ splice variansainak listajat és
Osszevetette azt szamos mas human tumor CD44 ASP-ével (alternative splice pattern).
Az eredmények azt mutattdk, hogy létezik egy tumor tipusra jellemzd alternativ splice
mintazat, amely kvalitativan stabilnak bizonyult a tumorprogresszié soran is.
Ugyancsak eltérOnek bizonyult ez a mintdzat a tumor kiinduldsdul szolgald
szovettipusnal fellelhetd CD44 mintazattol (amely az esetek jelentds hanyadaban
gyakorlatilag nem is expresszalta az alternativ exonokat).

A jelenseg bizonyitani latszik azt a feltevést, hogy az alternativ splicing szerepet jatszik
a tumorok kialakulasaban/talélésében, jollehet a mintazat kialakulasanak mddja

egyaltalan nem ismert.
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5. Megbeszélés

Kontrollok eloallitasa

A vizsgéalatok soran kimutathatdé volt, hogy szinte minden tipust eltérés esetén
hasznalhato a valds idejii PCR technoldgia. A DNS szintl eltérések mas detektéalasi
feladatot vetnek fel, mint az mRNS szintlieck. DNS célpontom egy olyan génszakasz
volt, amely egyedi nukleotid eltéréseket, triplett kieséseket, rovidebb—hosszabb
eltéréseket is tartalmazhat. A human C-Kit gén 11-es exonjanak eltérésekkel érintett
szakaszat sokszoroztam fel és analizdltam. Az alkalmazott megoldasokat minden
esetben ismert eltérés mintazatok segitségével érdemes bedllitani. Az els6 feladat tehat
az volt, hogy megbizhatdé kontroll sorozatot allitsak el6. Ehhez a feladathoz a
rekombinans PCR technolégiat hasznaltam, illetve sanger szekvenalassal tipizélt
formalin fixalt, paraffinba agyazott mintakbol izolalt DNS-eket. Az elsé kontroll tipus
teljesen mesterséges eredetii és felsorakoztatja az 6sszes el6fordulo eltérés variaciot, de
nem hordozza a formalin fixalas és a deparaffinalas hatdsait, a masodik mintatipus
megfeleld mértékben kontrollja az eldkezelés hatasainak és egyben - nem minden
tipusra kiterjedve - tartalmazza a jellemz6 eltéréseket. Megallapithat6, hogy a megfelel6
modszerbeallitashoz mindkét kontroll tipus hasznalata elengedhetetlen. A mesterseges
kontrollok feladata kizér6lag az analitikai beallitds mas befolyasold faktoroktol mentes
segitése. A valddi mintakontroll is az analitikai beallitast segiti, de nem elsdsorban a
variacids profil reprezentaltsdgaval, hanem a rutin minta tipust éré és a pontos
kimutatast befolyasold kémiai és feltarasi hatasok biztositasaval. A két kontroll tipus
egyuttes alkalmazasaval valodi informaciot nyerhetlink maédszerlink teljesitményevel,
terhelhet0ségével, analitikai spektrumaval kapcsolatban. A mesterséges kontrollok
el6allitasahoz hasznalt rekombinans PCR technoldgia jol hasznalhatd. Két valtozatot
prébaltam ki, az egyik harom lépésben a masik két 1épésben, azaz amplifikacids kdrben
allitja eld a végsod kettds szalu DNS kontrollokat. Tapasztalatom szerint gyorsabb és
pontosabb a kétlépéses eljaras. A lépések kodzott nem sziikséges tisztitasi reakcio
vegrehajtdsa. A modszer nem tartalmaz templatot csak primereket, igy nincs

melléktermék képzddés. Az annealing hdOmérsékletet ezért nem kell magas
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specificitdsura optimalizalni, egyszeriien az eltéréseket generald atfed6é szekvenciak
olvadasi értéke ala allitjuk be 2C° értékkel. Fontos, hogy az oligonukleotidok, kiemelten
a 30 bazis felettiek, HPLC tisztitottak és MALDI TOF rendszerrel minéségellendrzottek
legyenek. A keletkezett fragmenteket az utols6 PCR reakciot kovetden tisztitva, sanger

szekvenalassal ellendrizziik, és rogtén hasznalhatjuk a beallitashoz.

HRM analizis

A nagyfelbontast olvadasi gorbe analizis egy kett6s szala DNS-hez kot6dé festékelegy
tisztitott frakciojat hasznélja a detektalasi feladathoz. A festékelegy a SYBRGreen,
melynek miikodése a molekula dinamikus energia leadasi aktivitasanak valtozasan
alapdl. A tisztitott pico green, vagy mas néven resolight frakcio a kettés spiral mellé
kotve elveszti forgd, porgd aktivitdsat és igy szabadsagi foka lecsokken. Energia
felvételkor, tehat gerjesztéskor (480nm) nem mozgassal, hanem fluoreszcens jel
frakcio a kettOs szal teljes hosszat teliti, nem hagy tiresen kotohelyeket a kettds szal
szétolvadasakor, igy élesebb és a folyamathoz kotottebb jeloléanyag lekotodés
tapasztalhatd. Ennek az a kdvetkezménye, hogy a folyamatos gerjesztéskor
tapasztalhatd magas emisszids jelszint, szétolvadaskor leesik és szinkronban koveti a
szétolvadas folyamatat (25-33). Ez a pontos folyamatkovetés, lehetdvé teszi a kb 100 —
200 bazison belili, akar egy nuklotid valtozés esetén tapasztalhatd olvadasi kiilonbség
Kimutatasat is. Mas eljarasok szintén hasznalnak denaturacid valtozasra visszavezetett
eltérés kimutatast, de vegrehajtasuk és beallitisuk munka és id6igényesebb. A DGGE
vagy TGGE eljarasok a denaturalasra urea vagy hémérséklet gradienst hasznalnak egy
gél matrixban. Ennek az eljarasnak a kivitelezése egy eclézetes koncentracié vagy
hémérséklet gradiens tartomany bedllitast igényel, Ugynevezett prepedikuléris gél
futtatas alkalmazasaval, GC gazdag toldott primert alkalmaz az egyik végen és pontos
gradiens gélontést igényel. Ezek a kovetelmények nehezitik a Kivitelezést és
lecsokkentik a sztenderdizalhatésagot. A HRM analizis kész PCR mixet hasznal, ami
sztenderd Osszetételii. A Kiértékelés kétfeleképen hajthatd végre. Az egyik egy specialis
erre a célra kifejlesztett gorbe jelleg analizis, a masik egy hagyomanyos olvadasi pont
kimutatds. Az olvadasi pont kimutatds a megszokott SYBRGreen analizis algoritmuséat

hasznalja. Lassan noéveli a reakcido hémérsékletét (0,1C°/sec) és kdzben folyamatos
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gerjesztés mellett (480nm) detektalja az emissziot (530nm). A keletkezd gorbe elso
derivaltjanak -1-el torténd szorzat gorbéje kiemeli a leesd fluoreszencia esési fazisat egy
cstcs formajaban, melynek maximuma az eses legmeredekebb pontja, inflexidja. Ez a
vizszintes tengelyen kijelolt homérséklet érték definicid szerint megfelel a kettsszala

DNS 50%-o0s szétolvadasanak allapotaval.

Az olvadéspont értek tolddasa es egyezése, kontroll fragmentek értékéhez képest,
azonositja az eltérés tipusat. Ez a megkdzelités hasznalhato, de fontos kijelenteni, hogy
az olvadasi érték tobb faktortdl fugg. Figg a kétszalu szakasz hosszatol, GC
szazalékatol és a bazisok sorrendjétél. Ez utobbit jelzik az olvadasi szamitasi keplet
termodinamikai paraméterei, mint a szomszédos bazis parok egyenkénti szabadentalpia
¢és entropia értékeinek figyelembevétele. Ebbdl az kovetkezik, hogy eléfordulhat olyan
eset, amikor az olvadasi érték kozel azonos, azaz felbontési értéeken bellli és nem
kiilonithet6 el két eltéré szekvencia kiilonbsége. Erre a feladatra jobb, ha nem a konkrét
olvadasi hdmérsékleteket vetjiikk 6ssze egymassal, hanem a teljes szétolvadasi folyamat

dinamikajat hasonlitjuk 6ssze egy referencia dinamikaval.

A mi esetlinkben a normalis, tehat vad tipusnak nevezett szekvencia variaciot vettem
alapul és ehhez hasonlitottam az eltér6 szekvenciak jellegeit. Ez a megkodzelités a
szétolvadds minden mérési pontjat felhasznalja, mint informadciot, ezzel boviti a
lehetdségeinket és érzékeny a konkrét bazissorrendre is. Haszndlatahoz viszont
elhanyagolhatd6 kompromisszumra van sziikség, mégpedig arra, hogy normalizaljuk a
gorbéket egy kiindulasi platéra mind a kezd6 hémérséklet érték, mind a kezdd és végsod
fluoreszcencia intenzitas szempontjabdl. Ezzel elveszitjik az olvadasi értéket, mint mért
paramétert. A két analizist azonban végrehajthatjuk kuldn-kilon is, igy 6sszességében

nem veszitiink informaciot.

Tovabbi kévetelmény, hogy az izolalasi eljarast azonos reagenssel és sztenderd modon
kell végrehajtani, funkcionalisan ellendrizni kell az amplifikalhaté nukleinsav tartalom
mennyiségét és a reakcio 0sszemérésnél a kiinduladsi DNS mennyiséget adott
tartomanyon belllire kell higitani. A kiserletek soran funkciondlis tesztelésre egy
masik, feltehetéen érintetlen génszakasz quantitativ valos idejli PCR kimutatasat

hasznéltam (beta-globin gén, 200bp tagret régidja). Ez az eljards kivalthatd
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koncentraciomérés és fragmentaltsagot vizsgalé modszer kombinéacidjaval is. Ez azt
jelenti, hogy egy megfelelGen tiszta és megfelel6 nanogram tartalmu izolatum sorozat,
adott koncentraciora normalizalhat6 (higithatd) a mérés el6tt, ha gélben megfutatva a
DNS nem ad 200bp tartomany alatti terméket.

A szétolvadasi gorbék jelintenzitasai, a vizszintes tengely mentén szinkronba allitva,
mérési pontrol merési pontra kivonhatdak egymashdl, azaz a normal szakasz jelsorabol
a vizsgalt minta jelsora kivonhatd és a kiilonbség egy tugynevezett ,,difference plott”
grafikonon abrazolhat6. A berendezés ezt a kiértékelést a beallitasok utdn megjeleniti és
a gorbéket csoportokba, ,.clusterekbe” sorolja. Azt tapasztaltam, hogy a C-Kit
génszakasz eltérései, tipusuk alapjan kiilén csoportokba kiilonithetéek el.

Az elkiilonithetoség szintje emelheté, ha minden ismeretlen mintat beoltunk,
wSpikeolunk” ismert homozigota normdal DNS mintdval. Ebben az esetben a lehetséges
homozigota SNP-ket tartalmazd, valdjaban tokéletes komplementer varidnsok is
heterozigota formaba hozhatéak, Kkiélesitve az SNP okozta jeltorzulast. A
szétolvadaskor ugyanis a kettds szali DNS targetiinkbdl jelen van mindkét allél, igy
reasszociaciokor keveredve is kialakulnak heterodimerek és homodimerek. Homozigéta
varians esetében viszont a kapcsolat a kettGs szalban komplementer és az olvadasi
kilonbség csak nagyon kis mértékben tér el egy egy-nukleotidban mas, hosszabb, kb
100 bazisos kettds szal olvadasi karakterisztik4jatol. Ha bemériink egy normal DNS-t
akkor eltérés esetén a komplementaritas hidnya miatt kialakulnak a heterodimerek és
nagyobb eltérést kapunk. Ha a mintank normal allélra volt homozig6ta, akkor nem

kapunk eltérést, a komplementaritds megmarad.

Valos idejii PCR, proba alapu, szekvenciaspecifikus detektalassal

A mesterséges kontrollokkal tovabb vizsgalva a C-Kit génszakasz adott exoneltéréseit,
attértem a szekvencia sorrendre specifikus jelképzes megvalositasara. Harom jelolési
technoldgiat hasznaltam. A jeldlési rendszerek kozil egy jeldletlen oligonukleotid proba
szettel és két fluoreszcens mddon jeldlt probaszettel dolgoztam. Az egyik jeldlt
prébaszett simple préba oligdé rendszert tartalmazott a masik probaszett egy harom és

egy négy probabdl allé hidrolizis, vagy mas néven Tagman proba oligo rendszert (34-
63



DOI:10.14753/SE.2015.1741

39). A jel6letlen és a simple proba oligok tervezésekor egymastol jol elkiilonithetd
olvadasi értékekre kellett tervezni a probakat, igy ez a két probatipus hatarozta meg a
harom egymas utan kovetkezé probabdl all6 oligoszettek szekvenciasorrendjeit. A
jeloletlen probak jelképzését a mixben 1év6 kettdsszal specifikus szinanyag a picogreen
festék adja, hasonloan a HRM analizishez. Ennek az az el6nye, hogy kész mixszel
dolgozhatunk, és nem kell magasabb aron, jel6lt prébakat vasarolnunk. Hatranya, hogy
egy csatornas mérést tesz csak lehetové, ezért elkiilonitheté olvadasi értékekre kell
tervezni az oligonukleotid probakat. A probas rendszerek feladata, hogy detektaljak a
lefedett szekvencia jelenlétét, részleges vagy teljes hianyat, esetleges méodosulatait. Ha
egy proba bekot, akkor a reakcio alatt vagy az azt kovet6 olvadasi analizis soran jeldlje
ezt a sajat vagy a vart modosult jelével. A jeldletlen probakkal csak akkor kapunk
amplifikacids jelet, ha valamelyikik bekét a PCR alatt. Az olvadaspont analizisben
lathatdé olvadasi érték sorokbol viszont lathatd, hogy melyik proba kétott be és milyen
hémérsékleten olvad le. Mind a harom probanak beallitottam egy jellemzo olvadasi
hémérséklettartomanyt figyelembe véve a tokéletes bekdtést €s az egyszeres, kétszeres,

triplett eltéréseket.

A reakcid Kivitelezésekor az asszimetrikus PCR segitette emelni a jelintenzitast,
segitve a probak bekdtését a komplementer szal reasszociacioja elégtt. Azt tapasztaltam,
hogy a rendszer azonos primer koncentraciok esetén, alacsony jelszinten miikodik, és
nem jo a jel-zaj aranya, igy nem ad megbizhato jelerésséget. A maximalis jelintenzitas
eléréséhez nem csak a HRM festék hasznalatakor fontos az eltolt felerdsitési reakcio
beéllitasa. Az aszimetria segit, de talzott alkalmazésa rontja a hatékonysagot és igy
kompromisszumot erdltet ki. A simple proba jel6lés jel-zaj aranya jobb, készonhetden
az assgimetridnak és az erds szinanyagnak, az idotartamban kiélezettebb

jelmegsziinésnek, valamint az alacsonyabb hattér intenzitasnak.

A tobb szinii multiplexdlhatésag megoldhato, de abban az esetben, ha az olvadasi
értékek elkulonitettek a probak tervezésekor, nincs ra szikség. Egy detektalasi
csatornan mérve, elkiilonitett olvadasi érték tervezéssel, a homérsékleti csucsok
egyértelmiien hozzarendelhetdek a lefedett terlilethez. Ezt az biztositja, hogy egy proba
bekdtése nem bir el akarmilyen kotés-energia csokkenést. Egy bizonyos méretii szakasz

kiesése, valtozdsa esetén, szamolhatdé a kotést mar nem biztositdé olvadasi érték
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minimuma. Igy az is biztosithatd, hogy egy magasabb tartomanyra tervezett proba
olvadasi értékcsokkenése nem tolddik bele egy alacsonyabb préba hémérséklet

tartomanyaba, félrevezetve a kiértékel6t.

Mas volt a helyzet a Tagman prébas rendszereknél. Ebben az esetben a jel6lt préba
olvadasi értéke nem mérhetd, a helyzet igen-nem valaszra korlatozddik. Egy ilyen
rendszer akkor hoz létre pozitiv jelet, ha a polimeraz leemészti a bekotott
oligonukleotidot, elvalasztva a blokkol6 anyagtdl a riporter fluorofért. A jelképzés
feltétele tehat a préba bomlasa. Fontos latni az amplifikaciot is, hogy elkulonithessiik
a proba esetleges spontan bomldsabol szarmazo, linedrisan novekvo szigndlt, a valodi
exponencidlis amplifikdcios folyamat jelétél. A Kiértékelést viszont nem az
amplifikacids gorbe adott csatornan mert igen-nem értékébodl, hanem a reakcidtérben
kumulalédo riporter fluorofér emisszios értékébol végezziik. Meglatasom szerint a
Tagman prébas, célzott detektdlds, ngynevezett ,,end-point genotyping” kiértékeléssel
csak az amplifikacio ellendérzésével egylttesen hasznélhatd biztonsdgosan. A harom
szin haszndlatdval csatorndnként pdrosithatjuk a megfeleld probak hidrolizisébdl
szarmazd jelszinteket és kovetkeztethetlink a probak bekotésére, azaz a lefedett
szekvencia jelenlétére. A Tagman probés rendszer, a kisérleteim alapjan alkalmas az
eltérések jelenlétének és helyének egylépéses azonositasara. Az eltérések nagysaganak
tlirését tervezéssel modosithatjuk. Ha rovidebb szakaszokra bontottam a lefedett
régiot, azaz tébb probat hasznaltam, de rovidebbeket, akkor pontosabban lehetett
azonositani az eltérés helyét, viszont a proba kevesebb eltérést tiirt el. Ez kedvez0, ha a
diagnosztikai feladat nem tesz kilonbséget az SNP jelenléte és a kisebb delécidk,
informéaciotartalma kozott. A Tagman préba haszndlata tehdt levagja, lesziikiti a
kapott informaciét és bekotott/nem kotott be, azaz érintetlen vagy érintett—re
egyszeriisiti a vdlaszt. A pozicionalasra alkalmasabb, mint az olvadaspont probak, de
eltérés tipus meghatarozasra nem jok. Pozicionalasukat viszont korlatozza, hogy a
PCR extenzids szakaszdban stabilan kotniuk kell, tehat viszonylag magas olvadasi
értékkel kell rendelkezniiik, igy hosszuk nem csokkentheté tetszélegesen. Osszefoglalva
a probas rendszerek olvadaspontot is mutatdé valtozatai alkalmasabbak az eltérések
tipusanak azonositasara, ellenben korlatokkal rendelkeznek a pozicid azonositasanak
feladatdban. Az olvadaspontot nem detektald hidrolizis prébéak forditva viselkednek,
nem mutatnak kulonbséget az eltérés tipusok kozott, csak bekotés és be nem kotést
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segitségével is.

Ujgeneracios szekvenalas hasznalata PCR alapon, splice variansok

kimutatasara

Az mRNS szintli eltérések mar mas szempontbol érdekesek, hiszen logikailag tul
vagyunk a DNS szintli eltérések analizisén. Most nem a genom szinti eltéréseket,
hanem a keletkez6 mRNS molekulak mindségét és mennyiségét vizsgaljuk. A kérdés
most az, hogy ha meg akarjuk mérni a funkciéhoz kdzelebb all6 mMRNS molekulaink

mennyiségét, akkor ezt, hogy tehetjik meg a legalaposabban és a legpontosabban.

Az Ujgenerdcios szekvenalds alkalmas kozelitd informaciot adni a teljes mRNS
allomany mennyiségére, bar ennek az informéacionak a pontossaga és hasznalhatdsaga
fligg az alkalmazott technologia leolvasas szamatdl és a leolvasasok atlagos hosszatdl,
azok méretbeli szorasatdl. Minden klonélisan felsokszorozott célpontot szekvenal6
technoldgia esetében igaz, hogy PCR sokszorozds utani miveletként, hordozza a
végpontos PCR technoldgia allél eltolddasi és allél kiesési hibahatasat. Ezt a hibahatast
csak az tigynevezett ,,single DNA” szekvenatorok, amelyek kolnalis sokszorozas nélkl,
az adott egy darab DNS-t vizsgaljak, kerllik el. Az egy DNS-t szekvenalo eljarasok
még nem sztenderd moédon beallitott és megmért teljesitményti rendszerek. Az mRNS
molekulakkal kapcsolatos kérdések a megnyilvanuld funkcié analizise szempontjabdl
érdekesek els6sorban. Vizsgalhatd tehat a keletkezd varidnsok exon dsszetétele és
kombinacioja, a variansok aranya es abszolut mennyisége. A funkcio vizsgalata miatt
nem mindegy, hogy mérdmodszeriink figyelembe veszi-e az mRNS ben megnyilvanulo
¢és a funkcidt jelentdsen befolyasolo, akar teljes mértékben megvaltoztatd, DNS-hez
képest eltér6é szekvencia kombinaciot. Az Ujgeneracios szekvenalds adott mintaban a
jelenlévd 6sszes mRNS molekula egyedi klonjainak adott leolvaséasi hosszban torténd
szekvenalasat oldhatja meg. Az alacsony kopiaszdmban reprezentalt transzkriptek

konnyen kiszorulhatnak a mérésbol (40-49).

A hosszabb szakaszon azonos, de tavolabb kiillonbozd exonkombinacidkat tartalmazo

transzkriptek nem azonosithatoak, hiszen nincs rajtuk ativeld, folyamatos leolvasasunk.
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A mai technoldgidk koziil az altalam hasznalt rendszer képes 1000 bazisig, munkam
idejében 500 bézis hosszig szekvendlni. Ez a hossz alkalmas arra, hogy 3-7 atlagos
exon tartoményon ativeljen és igy azonositsa a kombinaciokat. A mennyiségi analizis
pontossagigénye és célzottsaga miatz azonban érdemes dttérni a valos idejii PCR
technoldgiara. Osszefoglalva, az Gjgeneracios szekvenalasi technoldgia, ha hosszabb
leolvasast biztosit, alkalmas a pontos exonkombinécidk azonositésara, igy biztositja a
valos idejii PCR rendszer tervezési alapjat, a pontos szekvencia informaciot. Ha magas a
szekvenalasok szama, akkor alacsonyabb reprezentaltsag is kimutathato, de a quantitativ
meghatarozas még mindig végpontbol szamol, hiszen PCR utan torténik, eltolva az
aranyokat, igy nem pontos. Masik hibafaktor a teljes transzkriptek szekvenalasanél az
rRNS frakcié kivondsanak torzitdé hatasa a maradek, célfrakcid Osszetételére.
Véleményem szerint a mennyiségi nukleinsav kopiaszdm meghatarozasara még mindig
a PCR folyamatanak lekdvetésén és az attorési pont meghatarozasan nyugvo valds idejii
PCR technolégia a legalkalmasabb. Ennek kapacitasa véges, igy az Ujgeneracios
szekvenaldsra harul a target sziikités feladata. A mi esetiinkben mar szikitett
célpontoknal volt szikség a pontos profilalkotasra, ezért a modszert nem teljes
transzkriptre, hanem célzott dtirdssal eléallitott cDNS amplikonokra dllitottam be. A
pontos méréshez, specifikus, variansok esetén, szelektiv és megbizhat6 szekvencia
informécion alapul6é tervezésre és jeldlésre van szikségunk. A két technoldgia
kombin&cidja szinergiat hoz létre. 4 valos idejii PCR rendszerek a kiilonbozd
probarendszerekkel és jel6lési logikakkal kifejezetten alkalmasak az alternativ
splicing altal kialakitott exon kihagyasok, exon sorrendvaltasok, exon duplikaciok és
alternativ exon hatarok nagy pontossagu detektalasara. Ehhez a fejlesztéshez viszont
fontos azonositani az alternativ splicing konkrét eseményeit és konkrét exon-exon
hatarokat. A kiilonboz6 szekvenciahatar kombinaciok kimutatasara jo példa a 32. bran

lathatd probatipus tervezési logika.
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32.4bra. A szekvenciakombinacidk ismeretében valaszthatd probas detektalasi
megoldasok. A felsd abra a két szekvencia oldal altal kialakitott j ativeld
motivumra alkalmazza az egy-probas rendszert. (Tagman proba rendszer, vagy
simple proba jel6lés). A masodik abrarészlet két FRET elven kapcsolatba keriilé
prébapar rendszert alkalmaz. Itt a prébak a szekvenciahatarokat jelolik. Az egyik
oldal probai a 3” végiikon 1évé fluoreszceiniikkel adjak at a gerjesztett elektront
a mésik oldalon 1év6 probak 5° végein 1évé vords szinanyagainak. Az elektront
kapo probak kiilonbozé hullamhosszokon emitdljak az energidt, igy a jelek

megfeleltethetdek a szekvenciakombinacidknak.

68



DOI:10.14753/SE.2015.1741

6. Kovetkeztetések

A vélasztott molekularis jelenségek, mint a DNS szintii varidciok, baziscserék, deléciok
a C-Kit gén 11-es exonjan belul és az mRNS szintii splice variansok a CD44 molekula
transzkript repertoarjaban, jol reprezentdljak a molekularis technologia, fejlesztés,
beallitds, mddszervalasztds bonyolultsagat és érdekesseégét. DNS szintli elvaltozasok
esetén, ha még nem ismert, vagy sokféle ismert valtozatot kell kimutatnunk, elénydsebb
algoritmusban gondolkodnunk és sziiromodszert bedllitanunk. A sziiromodszer
érzékenysége és felbontdsi képessége erds kell legyen. Tesztelésem eredménye azt
mutatja, hogy a valasztott HRM jelolésre épiild valos idejii PCR mddszer képes széles
azaz a variaciok jelenlétének detektalasa rendkivul jé. Felbontasat tekintve
megallapithatd, hogy az eltéréseket jellegiiknek megfelelden eltérd szignal tipussal
mutatja ki, de genotipizalasra nem alkalmas.

A célzott, proba alapu, szekvenciaspecifikus detektalas két alkalmazott forméja kozil, a
Tagman probas rendszer képes adott szekvencia jelenlétére igen/nem valaszt adni. Nem
képes azonban a tervezetten vart eltéréseken tal mast genotipizalni. A jelképzés
igen/nem alapd, a Taqg polimerdz vagy a templat szalon taldlja a Tagman prébat és
leemészti igy jel képzddik, vagy nem talalja ott és nincs jel. Nincs tehat skala, ami
mentén mérhetnénk egy jelvaltozast. Ezt a kérdest csak olyan probarendszerrel lehet
megvalaszolni, amely rendelkezik folyamataban mérhet6 jelvaltozassal. A simple proba,
hyprobe és unlabelled proba rendszereknél a jel6l6 oligonukleotid nem semmisiil meg a
PCR alatt, igy olvadasi értéke megmérhetd egy homérsékleti skalan. Eldore nem sejtett
eltérés jelenlétét az olvadaspont értékével képes detektalni. Kontrollokkal valo
bedllitast kivetéen genotipizélasra alkalmazhatoak. A jel6letlen probak olcsobbak, de
jelszintjik nem elég magas és igy felbontdkepességik alacsonyabb, fokuszalt HRM
analizisre alkalmasak. Diagnosztikai feladatra a Tagman probéas és a simple probas
rendszer is hasznalhat6. Ha van egy listank az adott, kimutatando eltérésekrol, és ez a
lista figyelembe veszi a szekvenciakdrnyezetet is, akkor a Tagman probas rendszer
konnyen beéllithato erre a feladatra.

Az mRNS szintli eltérések, foként a splice variansok jellemzdje a szekvencia

kombinacidk heterogenitasa. Ezeknek a variaciéknak a felderitésében, kisérleteim
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tanulsaga szerint a leghaszndlhatobb eljards a hosszu leolvasdssal miikodd, klondlis
szekvenalassal meghatarozott, cDNS mintak célzott PCR termékeinek vizsgalata. Az
eljaras nem hasznalhaté quantitativ kérdések megvéalaszolasara, de mintazat, profil
Osszetétel, aranyeltolodas, varidns Kiesés, eltiinés igazolasara nagy biztonsaggal
bevethetd. Az igy szerzett exon-kombinacio adatbazis, pontos alapja a quantitativan is
haszndalhato valos idejii, préba alapl PCR tervezésnek. A proba rendszer lehet a
kombinaciot lefedé egyprobas rendszer (Tagman proba, simple proba) de kilondsen
hasznalhaté a szekvencia 6sszeéréseket nagy pontossaggal kimutatd, FRET elvén

miikodé hyprobe rendszer.
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7. Osszefoglalas

Munkdm sordn két egymastol eltérd szekvencia jellegeket felvonultaté molekularis,
detektalasi feladattal foglalkoztam. DNS és mRNS szintii varidciok kimutatési
technologiéit teszteltem a molekularis patologia tertiletén. A huméan C-Kit receptort
kodold gén 11-es exonja a nukleotid cseréken kivil, rendkivil sok, méretben heterogén
deléciot tartalmazhat. Ezen a szakaszon teszteltem a valds idejii PCR technoldgia és a
kiilonboz6 jel6lési rendszerek alkalmazhatésagat. Masik vizsgalati terliletem az
alternativ flizési varidciok profiljdnak és szelektiv kimutatdsanak modszertana volt. A
tumor kialakulds és mikroevolucié soran, hatékony eszk6z a funkciok heterogén
sorozatanak létrehozaséra a splicing mechanizmus megvaltozésa és a transzkript profil
atalakulasa. A kisérlet sorozatok célja az volt, hogy a szekvencia eltérések jellegét
figyelembe véve, a jelenleg hasznalt valds idejii PCR jelolésekkel hogyan és milyen
szinti eredményt lehet elérni és az Gjgeneracios szekvenalds hogyan segithet a splice
variansok feltérképezésében és a célzott modszerfejlesztésben.

A jellegzetes DNS szintli eltérések hatékonyan kimutathatoak voltak HRM analizissel
és jelleglik is azonosithato volt. Genotipizalasra azonban nem talaltam alkalmasnak. A
préba alapu jel6lések kozil a jeldletlen proba és a HRM festék kombinacidja kimutatta
a lefedett szekvencia szakasz eltéréseit, de jelszintje alacsony és igy genotipizélasra
csak korlatozottan alkalmas. A simple préba rendszer alkalmas az eltérések egyértelmt
Kimutatdsara, de olvadaspont csokkenése nem minden esetben stabil, a pontok
atfedhetnek. A hidrolizis proba rendszer multicolor kialakitasban miikoddképes ¢és
egyértelmii igen/nem valaszt adott. Hatranya, hogy nukleotid 16tyogések esetén csak
degeneralt, vagy tobb prdbas jeldlés alkalmazhatd. Az Ujgeneracids szekvenalas jol
alkalmazhaté onallé splice profil kimutatasi eljarasként, célzott amplikon alapd
kdnyvtarkészitéssel. Mennyiségi kimutatasra végpontos jellege miatt csak korlatozottan
hasznalhatd. A gyakorlatban alkalmazva sikertilt tumorspecifikus varians profilt
azonositani mind kolorektalis, mind melanéma daganatokban. El6nye, hogy valos idejii
PCR technoldgiaval kombinalva szinergia jon létre és a gPCR kimutatasunk szelektiv,

specifikus és pontos lesz.
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8. Summary

The aim of the study was to effectively detect, two different kinds of DNA and RNA
specific sequence alterations by molecular technologies in the field of molecular
pathology. The sequence of the 11th exon of the human C-Kit receptor gene has many
SNP and deletion based alterations in various size. Within this sequence the real time
PCR methodology was tested by different labeling chemistries. The other
methodological challenge was to test specific and accurate detection solutions for
profiling of exon combinations generated by splicing machinery of tumor cells. During
tumor microevolution and progression the splicing is one of the most effective tools to
generate heterogenic functions and to create different transcript profile. In spite of DNA
and mRNA based alterations the main aim was to show the feasibility of different
labeling technology used in real time PCR methodology and to analyze the potential
role of next generation sequencing technology for splice variant profiling by direct use
of or in conjunctions with real-time PCR techniques.

The different types of alterations on DNA level were highly detectable and identifiable
by HRM analysis but it was not suitable for direct genotyping. The unlabeled probe
system in combination with HRM dye was suitable for detecting the state of alterations
in covered sequences but not for genotyping because of low signal/noise ratio. The
simple probe based detection system was useful for detecting and also for genotyping
the differences, but with limitations originated from melting overlaps. The hydrolysis
probes were able to give a straightforward yes or no result for the alteration detection,
however the limitation was the need of degenerate or multiple oligos in the cases of
non-informative nucleotide changes. The next generation sequencing method in
combination with targeted, amplicon based library preparation workflow, was able to
show the splicing profile alone. The system was applicable for semi quantitative
purpose because of the end point PCR origin of the workflow. It was successfully
implemented for tumor specific variant profile identification in colorectal carcinoma
and in melanoma. The main advantage was to generate clonal next gene splice

information for development of highly specific and accurate real time PCR assays.
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