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1. Bevezetés

Molekularis patoldgia

Napjainkban a patoldgia diagnosztikai palettajanak egyre inkabb szerves részévé valik a
molekularis technologiakon alapulé molekularis patologia. A molekularis patoldgia
Otvozi a klasszikus szovettan és a molekularis biologia mddszereit és eszkozeit. A
nemrég még a molekularis biologiai alapkutatasokat, a molekulak szintjén megvalosuld
mechanizmusok feltaraséat célz6 mddszerek ma mar a mindennapi patoldgiai gyakorlatot
szolgaljak. Ennek el6feltétele, 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

maodszerfejlesztés fontos eleme a fiatal molekuléris patologianak.

A tumorképzdédés folyamata

Weinberg és munkatarsai 2000-ben hat pontban foglaltak Ossze a tumorok fobb
jellemzoit. Nevezetesen:

Fliggetlenség a novekedési faktorok jelzéseitdl.

Flggetlenség a novekedést gatlo jelzésektol.

Végtelen osztddasi képesseg.

Az apoptozis kikerulésenek képessége.
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Az angiogenezis, érképzddés folyamatos biztositasa.

6. Szovetekbe torténd behatolas (invazio) és az attétkepzés képessege.
2011-ben a szerzOk ujrairtak a listat és kibdvitették a kovetkezokkel:

7. Az immunrendszer hatasainak kikerulése, kiiktatasa.

8. A gyulladasi reakcio jelenléte.

9. A genomi instabilitas fenntartasa és tovabbfejlodése.

10. Szabalyozatlan metabolizmus, hypoxia és anaerob kdrnyezet jelenléte.
Ez a feltételrendszer egy, az idében és térben komplexen valtozé molekularis matrix
eredményeképpen jon létre, ahol az egyes molekulak médosulasai (Kis- és nagyléptékii
egyarant) a pillangoeffektus kovetkeztében kihatnak a teljes rendszerre. Mivel egyes
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molekularis valtozasok (akar fizioldgias akar patologias jellegiick) teljesen uj funkciok
ellataséra teszik képessé az adott molekulat és ez a jelenség képezi a daganatos evolucio
alapjat. A funkcidk kodolasa alapvetéen a genomban, a sejt genetikai allomanyaban
torténik és ezen belil szabalyozott. Léteznek olyan kodolt eltérések, oroklott mutaciok,
variaciok, amelyek ndvelik a tumor kialakuldsanak kockazatat az egyénben. Ha az
ellendrzésben szerepet jatszo molekuldk nem hajtjak végre a feladatukat, akkor
barmilyen eltérés kialakuldsa esetén a sejt elkerilheti az apoptozist és tovabborokitheti a
potencialisan fliggetlenséget biztositd 1) tulajdonsadgot. Az eldzdéekben emlitett
torténések egy instabil genomszervezddés iranyaba mutatnak. A folyamat
végigkisérheté a tumor kialakulasatol és molekuléris profilozassal az egyes allomasok,
lehetséges Utvonalak is leirhatok. Azonosithatok az egymast kdveto 1épések, az, hogy
hogyan kovették egymast az eszkdzok aktivalasai, csendesitései. Ezek a genomi
folyamatok, de nem ez a teljes eszkdzkészlet. Tovabbi variaciok generdlédhatnak a
transzkripcid és a transzlacié soran is is. A funkcié megjelenéséhez ez kozelebb all és
nem igényli a genom valtoztatasat. Hatékony eszkdz lehet, akar sokszorosan eltérd
funkciok kialakitasahoz a masolt pre-mRNS target alternativ hasitasi fragmentjeinek,
ugynevezett ,splice variansainak” létrehozasa. Az eredeti 10-es listdt biztosan

kib6vithetjiik az abnormalis splicing jelenlétével is.



2. Célkitiizések

A molekuléris biologiai kutatdsok és a molekuléris patologia diagnosztikai
algoritmusaban egyarant fontos szerepe van a nukleinsav sorrend eltérések pontos
kimutatdsanak. Ez a feladat genomi és transzkriptomikai szinten is fennall. Azt is
figyelembe kell venniink, hogy szamos ilyen kérdést csak igen nagyszadmu minta alapjan
nyert mérési eredmény statisztikai kiértékelésével tudunk megvalaszolni. Ez a feladat
technikailag a felhasznald szintjén koénnyen kivitelezhet6, de nagyon megbizhat6
méréseket igényel. Ennélfogva a molekularis bioldgiai/patologiai kutatasok és az esetek
egy jelentés hanyadaban erre alapozott diagnosztikus munkak kevésbé latvanyos, de
kétségtelenul fundamentélis része a metodika kidolgozdsa. Munkam soran DNS és
mRNS szinten vizsgaltam két olyan alapveté problémat, amelyek koziil az egyik mar
napi rutin szintjén is megoldast igényel, mig a masodik, bar még a kutatas stadiumaban
van, de naprol napra nyilvanvaldbba valik, hogy hamarosan szerepet kap a mindennapi
orvoslésban is.

e Genomi szinten felmeriild kérdés és igény a DNS baziscseréinek (SNP/mutacio)
és kisebb 1éptékii delécidinak egy rendszerben torténd sziirése nagyobb szamu
mintdn nagy megbizhatésaggal. Szadmos bevezetett modszer péarhuzamos
vizsgalatat végeztem el egy olyan modellen, amely erre optimalisnak bizonyult.
Nevezetesen a human C-Kit gén 11-es exonjan, amely érdekes (de nem
egyedulallé médon) egy rovid tartomanyban felvonultatja az egyszeri nukleotid
cserék, triplett kiesések és rovidebb hosszabb delécidk egész sorat, melyek
ideélisak a technika tesztelésere.

e Az mMRNS szinti munkdban adott molekula alternativ splice variansainak
azonositasara alkalmas eljarasok kidolgozasa volt a cél. A modellként szolgalo6
molekula a human CD44 volt, amelynek a variabilis régiéjaban talalhatd 10
variabilis exon potenciélisan tobb sz&z izoforma megjelenését teszi lehetové.
Célkittizésem volt, hogy az izoformdk azonositasara kialakitott, az ijgeneracios
szekvenalason alapul6 modszer kidolgozasaval a human melanémak és
kolorektalis tumorok esetén segitsem eldonteni, hogy létezik-e tumortipus-
specifikus CD44 splice-mintézat és ha igen annak melyek az adott tumortipusra

jellemzd  izoformai  (tumorspecifikus izoforma lajstrom  generaldsa).



3. Anyagok és modszerek

Valos idejii PCR, szaturald festékkel, HRM analizissel

A munka sordn alkalmazott mddszerek mind PCR-en alapul6 technikék voltak. A C-Kit
gén 11-es exonjanak rendkivil valtozékony eltéréseinek kimutatasat Ugynevezett nagy
felbontasu olvadas gorbe analizissel valositottam meg (High Resolution Melting Curve
Analysis, HRM).

A PCR hez hasznalt primerekkel az eltérés tipusanak jelenlététol fiiggéen, korllbelil
135 és 171 bp tartomanyba es6 cél régiot sokszoroztam fel.

A beallitast és a végs6 modszert a LightCycler 480 berendezésen hajtottam végre

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

Rekombinans PCR

A pozitiv, mesterséges kontroll fragmentek eldallitdsdra rekombindns PCR technikat
alkalmaztam. Az eljards sordn a varidns motivumokat atfed6 és hosszu PCR
primerekkel sokszoroztam fel, majd egy kilon PCR reakci6 sordn hozza amplifikéltam
a konstans végeket. Igy elallitottam a normal PCR primerekkel sokszorozhaté varians

bazist a proba alapu technika analitikai teszteléséhez.

Valos idejii PCR proba jeloléssel

A valos idejii PCR reakciokat harom kiilonb6z6 stratégiaval detektaltam. A pozitiv
kontrollokban taldlhatd négy alrégionak megfeleléen, harom ¢és négyprobas
rendszereket allitottam be. A harom stratégia sorrendben a kovetkezé volt: ,,simple”
proba jelolés harom probaval, ,,Tagman” proba jelolés harom és négy probaval, és

végiil ,,unlabeled” proba detektalas HRM festek és jeldletlen proba alkalmazasaval



Valos idejii PCR Kisérlet

A kiilonboz6 detektalasi stratégiak optimalizalt protokollja a kovetkez6 rendszer szerint
allt ossze. A ,simple” proba rendszerhez a LightCycler 480 genotyping mastert
hasznaltam (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) asszimetrkus primer koncentracid
jelenlétében. A jeldletlen prébékhoz hasznélt LightCycler HRM master —hez (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) szintén aszimmetrikus primerkoncentraciot allitottam
be. A Tagman prébas rendszerekhez LightCycler probe mastert (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) és azonos primer koncentraciét alkalmaztam. A végtérfogat 30l
volt és az aszimetria 5uMol forward és 10puMol reverse primer (Metabion GmbH,
Martinsried) koncentraciot biztositott a simple és unlableled probak esetében, S5uMol-t
pedig a Tagman probe- alapu reakcidban mindkét primerre. A préba koncentraciok a
simple, unlabeled és Tagman prébaknal azonosak, 5uMol-osak voltak. A Tagman
probas rendszer tobbszini mérés volt, azaz mind a 3 probat tartalmazta ebben a

koncentracidban, de egyenként kiilonb6z6 jeloléssel.

A MgCI; koncentracid 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 reakcidt LightCycler 480 (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim) rendszeren végeztem, TD PCR programmal.

Alternativ splice variansok Ujgeneracios szekvenalasa

A CDA44 variansokat ujgeneracios szekvenalasi technolgiaval hataroztam meg. A mérés
a Roche 454 klonalis szekvenator, GS Junior berendezésén (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) tortént. A folyamat négy elkiilonithetd részbdl all. A konyvtarkészitésbol, a

klonalis sokszorozashol, a szekvenalasi reakciobol és végil a kiértékelésbol.



RNS izolalas és atiras

Az iranyitott human CD44 alternativ splice variansokat teljes RNS izolatum, atirt és
PCR-el sokszorozott, majd tisztitott termékéb6]l mutattam ki. A folyamat eddig a pontig
a SE 2-es patologia intézet tumorprogresszios csoportja altal végrehajtott 1épésekbdl
allt.

A teljes RNS frakciot feln6tt scid egér xenograft, sejtvonal tumorok friss fagyasztott
szOvetmintaibol izolaltak vissza. A beliltetett sejtvonalak colorectalis HT25 (M.
Hendricks, lowa), HCT116 (ICLC HTL95025), HCR31 és melanoma HT199, A2058,
WMO983B sejtvonalak voltak.

Kdnyvtarkészités az tjgeneraciés amplikon alapu, klonalis szekvenalashoz

A konyvtarkészitési eljaras célja, hogy a szekvenalandé DNS fragmenteket a sztenderd
ujgeneracios munkafolyamat, bemeneti kémiai igényeihez igazitsuk. Az amplikon
szekvenalashoz az atirt cONS frakciot CD44 specifikus primer parokkal sokszoroztuk
fel.

Az Ujgeneracids szekvenalas soran a bemeneti nukleinsav darabokat univerzalis PCR
reakcidban, gyongyfelllethez rogzitve darabonként elkilonitve felsokszoroztam. A
kapott, gyongyfelllethez rogzitett darabonként identikus kl6n szekvenciak bazis

sorrendjét, reakcidterenként elkilonitve, piroszekvenalassal meghataroztam.

A sejtvonal mintakbdl szarmazé termékeket MID-ekkel azonositottam.

Klonalis szekvenalds GS 454 rendszeren.

A szekvenalési reakcio egy picotiter plate-ben zajlik. A keletkez6 kameraképeket a

program automatikusan linearis szekvenciaisorrendé konvertalja binaris allomany

formdjaban, mindségi adatokkal egyiitt. A mindségi bedllitaisoknak megfeleléen egy

szlirést kovetéen a leolvasasok kinyerhetdek. A leolvasasokat MID-ekre, azaz

azonositokra szedtem, majd FASTA formatumba hoztam, a gép sajat programjanak

segitségével. A FASTA allomanyokat adott exon motivumok keresésével — fishing -
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kombinéacidkat tartalmazo allomannya alakitottam és a kapott sorrendeket darabszamuk
és megbizhatésaguk alapjan szlirtem. A megbizhatdésdgot az adott leolvasdsok
azonositoi alapjan a gép sajat programjaban, a flowgramm, azaz az adott szekvenalas

jelsorozatainak a vizsgalataval végeztem el.



4. Eredmények

A HRM mérés soran, sikeresen csoportokba lehetett rendezni a kiilonb6z6 jellegli DNS
szintli eltéréseket hordozé mintakat. JOI latszottak a normaltol egyértelmiien eltéré
szétolvadasi karakterisztikak.

Az SNP-t tartalmazo6 szekvencidk szétolvadasa jellegzetes csucsot mutattak fliggetlendl
az eltérés pozicigjatol, lényegében megérizve az eredeti olvadaspont értéket. A
delécioknal a szétolvadas eleje gyorsabb és igy nagyobb kilonbséget latunk. Ez a

kulonbség annal hosszabb Gton volt Iathatd minél hosszabb volt a delécio.

Proba alapu valés idejii PCR

Az unlabeled és simple préba rendszerek amplifikalast kovetd olvadaspont analizisel
egymastdl jul elkiiloniilé értékeket adtak. Az olvadaspont értékek - az elsé probatol a
harmadik probaig - és azoknak az elmaradasai a kovetkezképen alakultak. WT:67,2°C;
63,9°C; 63,3°C - DEL1:--; 63,9°C; 63,3°C - DEL2:--;--;63,3°C - DEL3:67,2°C; --;

63,3°C -DELA4:67,2°C; 63,9°C; --; DEL12: --; --; 63,3°C - DEL123: --; --; 63,3°C -
DEL1234: --; --; --; - 1ACC: 65,4°C; 63,9°C; 63,3°C - 2TTG: 67,2°C; 61,4°C; 63,3°C -
3GGA: 67,2°C; 60,8°C; 63,3°C -4CCA:  67,2°C; 63,9°C; 61,5°C -

1234ACCTTGGGACCA: 65,4°C; 58,4°C; 61,5°C.

Mindkét modszer alkalmas a vad tipus elkllonitésére a révid és hosszabb deléciok

kimutatasara olvadasi érték eltolddasaval.

A hidrolizis proba rendszernél minden régiora kaptam igen/nem vélaszt, amit az
amplifikalasi gorbén tal, végpontos genotipizalassal tudtam kimutatni szinparonként. A
detektald csatornak fiiggvényében elészor az 510nm-es €s a 610nm-es emisszio
grafikonjat vizsgaltam. A DEL3, 2TTG, 3GGA, triplett eltéréseket hordoz6 mintak
510nm-es erds emisszioval, a DEL1, 1ACC triplett eltérést hordozdk 610nm-es
emisszidval és a WT, DEL4, 4CCA, eltéréseket hordozé mindkét csatornan jelet add
mintdk szintén kulon csoportokba kertiltek. Az 510nm-es és a 645nm-es csatornék
fliggvényében a DEL4, 4CCA elkiilonilt a 645nm-es emissziotol és a DEL1, DEL2,
DEL12, DEL123, 1ACC 645nm-en adott magas értéket. A WT, DEL3, 2TTG, 3GGA

mind 510nm-en, mind 645nm-en adott jelet, igy itt is harom csoport volt lathato.
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A CD44 alternativ splice variansainak azonositasa

Az azonositott exon kombinaciok a mindségi sziirést kovetden alltak el6. A
szekvenalasok egyedi szignal minéségei a flowgramm alapjan, a konszenzushoz vald
hasonlitassal jol vizsgalhatoak. Az exon kombinacio jelenléteket szekvencia atfedés

illesztéssel lehetett azonositani.

A mindségi szelektalast kovetden, a kovetkezé exon kombinaciokat kaptam eredményiil
(a CD44 cDNS szekvenciaban : exonl = v1, exon10 = v10, exon a= v1 el6tti szakasz,
exon b = exon 10 utani szakasz): exon1,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,exonl10,exonb; exon3,exonb; exona,exonl,exon3,exon4,exonb;
exon3,exona,exonl,exonb; exona,exonl,exonb,exon3;
exona,exonl,exon3,exon6;exona,exonl,exon3,exon3;exona,exonl,exon3,exon4;
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; exon6,exon7,exon8,exon9,exonb; exon4,exon5,exons;
exonl,exon8,exon9,exonl0,exonb; exon3,exon4,exon5,exon6,exon7;
exon3,exon4,exon5,exon6; exon3,exon8,exon9,exonb; exona,exonl,exonl0,exonb;
exona; exona,exonl,exon8,exon9,exonb; exon3,exon4,exon6; exon3;
exonl,exon3,exon4,exon5; exonl,exon3,exon4,exon6; exona,exonl,exon6;
exon8,exon9,exon10,exonb; exona,exonl,exon3; exona,exonl,exon2;
exonl,exon3,exon4,exon5,exon6; exonl,exon3; exonl,exon6, exonl,exon10,exonb;
exon3,exon5,exon6; exonl,exonb; exonl,exon4,exon5,exon6;
exone,exon5,exon4,exon3,exona,exonl; exon3,exon8,exon9,exonlo;
exona,exonl,exon8,exon9,exonl0; exon3,exon7,exon8,exon9,exonlo;
exon3,exonl0,exonb.

A CDA44 alternativ splice variansainak tumorspecifikus mintazata

A SE 2. sz Pathologiai Intézet Tumorprogresszios Laboratoriumanak 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 més human tumor CD44 ASP-ével (alternative splice pattern).
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Az eredmények azt mutattdk, hogy létezik egy tumor tipusra jellemzd alternativ splice
mintdzat, amely kvalitativan stabilnak bizonyult a tumorprogresszié soran is.
Ugyancsak eltérének bizonyult ez a mintazat a tumor kiindulasaul szolgal6
szovettipusnal fellelhet6 CD44 mintazattél (amely az esetek jelentés hanyadaban
gyakorlatilag nem is expresszalta az alternativ exonokat).

A jelenség bizonyitani latszik azt a feltevést, hogy az alternativ splicing szerepet jatszik
a tumorok kialakuldsaban/tulélésében, jollehet a mintdzat kialakuldsanak maodja

egyaltalan nem ismert.
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5. Kovetkeztetések

A vélasztott HRM jelilésre épiild valos idejii PCR mddszer képes széles spektrumban
kimutatni a legviltozatosabb eltéréseket, tehdt mindségi érzékenysége, azaz a
variaciok jelenlétének detektalasa rendkivil jo. Felbontasat tekintve megallapithatd,
hogy az eltéréseket jellegilknek megfelelden eltéré szignal tipussal mutatja ki, de

genotipizalasra nem alkalmas.

A célzott, proba alapu, szekvenciaspecifikus detektalas két alkalmazott forméaja kozdl, a
Tagman probas rendszer képes adott szekvencia jelenlétére igen/nem valaszt adni.

Nem képes azonban a tervezetten vart eltéréseken tal mast genotipizalni.

A simple proba, hyprobe és unlabelled proba rendszerek eldre nem sejtett eltérés
jelenlétét az olvadaspont értékével képes detektélni. Kontrollokkal valé bedllitast

kovetéen genotipizalasra alkalmazhatoak.

A jeldletlen probak olcsobbak, de jelszintjik nem elég magas és igy felbontoképessegiik
alacsonyabb, fokuszalt HRM analizisre alkalmasak. Diagnosztikai feladatra a Tagman

probés és a simple prdébas rendszer is hasznalhato.

Az mRNS szintli eltérések, foként a splice variansok jellemzdje a szekvencia
kombinaciok heterogenitdsa. Ezeknek a variacioknak a felderitéseben a
leghasznalhatobb eljaras a hosszu leolvasdssal miikodo, klondlis szekvendldassal
meghatarozott, cDNS mintak célzott PCR termékeinek vizsgélata. Az eljaras nem
hasznalhatdé quantitativ kérdések megvalaszolasara, de mintazat, profil Gsszetétel,
aranyeltolddas, varians kiesés, eltiinés igazolasdra nagy biztonsdggal bevetheté. Az
igy szerzett exon-kombinacié adatbazis, pontos alapja a quantitativan is hasznalhatd

valos idejii, proba alapu PCR tervezésnek.
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