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2. Roviditések jegyzéke

AD - aktivacios domen

bp — bazispar

c-MYC - Cellular myelocytomatosis oncogene

CAV1 - Caveolin 1

CCDNL1 - Cyclin D1

CCK - Cholecystokinin

CD99 - Cluster of differentiation 99

CITED2- Cbp/p300-interacting transactivator 2

DAX — dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenita critical region on the
X chromosome, gene 1

E1AF — E1A enhancer binding protein

EFT — tumorok Ewing-csaladja (Ewing family of tumors)

ERG - ETS-related gene

ES — Ewing-sarcoma (Ewing’s sarcoma)

ETS — E26-transformation-specific

ETV - ETS variant

EWSR1 - Ewing sarcoma breakpoint region 1

EZH2 — Histone methyltransferase Enhancer of Zeste, Drosophila, Homolog 2

FEV - Fifth Ewing Variant

FFPE - formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott

FFT — frissen fagyasztott tumor

FLI1 - Friend Leukemia virus Integration site 1

FUS - Fused in Sarcoma

GC - Guanin-citozin

GLI1 - Glioma-associated oncogene homolog 1

HLH — kanyar-hurok-kanyar (helix-loop-helix)

hTERT — human Telomerase reverse transcriptase

ID2 — Inhibitor of differentiation 2

IGF1 - Insulin-like growth factor 1

IGFBP3 — Insulin-like growth factor binding protein 3
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IQ — isoleucine-glutamine

kb — kilobazis

MMP — Matrix metalloproteinase

NFATc2 — Nuclear Factor Of Activated T-Cells 2

NKX2.2 — NK2 transcription factor related, locus 2

NROB1 — Nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1
NTD-N - terminalis domén

p21WAF1/CIP1
p5
PATZ1 -POZ (BTB) and AT hook containing zinc finger 1
PBK - PDZ binding kinase

PDGF-C - Platelet-derived growth factor C

PLD2 — Phospholipase D2

PNET - primitiv neuroectodermalis tumor (primitiv neuroectodermal tumor)

— Cyclin-dependent kinase-interacting protein 1

7%P2_ Cyclin-dependent kinase inhibitor of several G1 cyclin/Cdk complexes

pPNET - periférias primitiv neuroectodermalis tumor (periferial primitiv

neuroectodermal tumor)

RanBP2-like — Ran-binding protein 2-like

RG arginine-glicin

RNABD RNS-kot6 domén

RNP — ribonukleoprotein

RRM — RNS-felismeré motivum (RNA-recognition motif)

RT-PCR - Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction

Ser — szerin

SF1  Splicing factor 1

SP3 — Specificity Protein 3

SRCT - kis kereksejtes tumor

SMARCAS5 - SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a, member 5

SYBR Green — a Synergy Brands Inc. bejegyzett védjegye

TAD - Transactivation domain

TET - Ten-eleven translocation

TGFB-RII - Transforming growth factor 3 type Il receptor
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TOPK —T-lymphokine-activated killer cell-originated protein kinase
VEGF Vascular endothelial growth factor

UPP  Uracil Phosphoribosyltransferase

ZSG  Zinc finger Sarcoma Gene

ZF  cinkujj szerkezet (Zink finger)
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3. Bevezetés

A kis kereksejtes tumorok csoportja a hisztomorfol6giai hasonldsagon alapuld
besorolas revén rendkivil heterogén klinikumu malignus tumorokat foglal magaba. Ide
soroljuk a tumorok Ewing-csaladjaba (EFT) tartozé Ewing-sarcomat és a primitiv
neuroectodermalis tumort (PNET), tovabbd a neuroblastomat, a non-Hodgkin
lymphomat, a rosszul differencialt synovialis sarcomat, a rhabdomyosarcomat, a
kissejtes osteosarcomat, a desmoplasticus kereksejtes tumort és a mesenchymalis
chondrosarcomat. Munkam érdekl6dési terulete a tumorok e tadg és differencialis
diagnosztikai szempontbdl kihivasokkal teli korébdl a Ewing-csaladba tartozo
tumorokra iranyult.

A Ewing-sarcoma a masodik leggyakoribb gyermek- és fiatal feln6ttkori
malignus csonttumor, mely az 0sszes primer csonttumor kb. 10-15%-at teszi Kki.
El6fordulasi gyakorisdgat tekintve ugyanakkor nagyon ritka tumorfajta, éves
eléfordulasi gyakorisaga 1,28 Uj eset egymillio lakosra vonatkoztatva (Jawad és mtsai
2009), ami Magyarorszagon kb. 12 0j beteget jelent évente. ElGfordulasa a 10-19 éves
gyermek/fiatal feln6tt populacioban ugrik meg els6sorban, de minden életkorban
eléfordulhat. A Ewing-sarcomérol alkotott tudasunk gyarapitasat nemcsak a tumor ritka
volta lassitja, de a hatterében felismert tobbféle, Ewing-sarcomara/EFT-re specifikus
transzlokacio is neheziti a diagnozisalkotast és a szorosabb genotipus-fenotipus
Osszefliggesek felismerését, tovabba a kiindulasi pontnak szamitd prekurzor sejtek
ismeretlen jellege, valamint a transzlok&ciérél atir6do, onkogén transzkripcios
faktorként md{kod6 fazios fehérje bonyolult és szertedgazé hatdsmechanizmusa is
homalyositja a Ewing-sarcomarol szerzett molekularis ismereteinket.

Mintegy 90 év telt el James Ewing 1921-ben megfogalmazott felismerése Ota,
melyben ,,diffuse endothelioma of bone” név megalkotasaval kisérletet tesz a Ewing-
sarcoma osteosarcomatdl valé megkilénboztetésére, valamint majd 30 év telt el az EFT
hatterében &ll6 kromoszoma-atrendez6dés azonositasa Ota. Az utobbi évtizedekben
folyamatosan gyorsulé6 molekularis biologiai és molekularis patologiai technikai
fejl6dés ellenére még messze vagyunk a Ewing-sarcoma tumorgenezisének és

patomechanizmusanak teljes megértésétél, de egyre tobb részletére vagyunk ralatassal.
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Ebben a felgydlt, de sok helyen még rendszerezetlen tudésanyagban igyekszem jelen
munkammal felvazolni kutatdsom elméleti hatterét, egy Gj, kis mintaigény(i metodika
bemutatasaval gazdagitani a rendelkezésre all6 molekularis diagnosztika kelléktarat,
valamint pontositani a Ewing-csaladba tartoz6 tumorok patogenezisében gyakran
szerepet jatszo, de a kutatdi érdeklddés szempontjabdl eddig méltanytalanul hattérbe
szorult jelenségrdl, az EFT-re specifikus transzlokaciokrél atirédd transzkriptumokat

érintd alternativ splicingrol rendelkezésre allo ismereteinket.

3.1.  Atumorok Ewing-csaladja

A Ewing family of tumors (EFT) kifejezést Delattre az els6k kozo6tt hasznalja
1994-ben (Delattre es mtsai 1994), a kis kereksejtes tumorok egy alcsoportjara
vonatkoztatva, kifejezve, hogy tagjai kozt nemcsak szévetmorfologiai hasonlosag all
fent, de a malignitas héatterében all6 kromoszoma-rendellenesség is azonos. A tumorok
Ewing-csaladja elsésorban molekularis patoldgiai kifejezés, mely olyan betegségeket
foglal magaba, mint a csontok Ewing-sarcomaja (ES), az extraossealis Ewing-sarcoma
és a periférids primitiv neuroectodermalis tumor (pPNET). A Ewing-sarcoma és a
PPNET az azonos klinikai, immun-hisztokémiai és molekuléris genetikai jellemz6ik

alapjan ugyanazon tumor két morfolégiai variansanak tekinthet6k.

3.2. A Ewing-csaladba tartozé tumorok genetikaja

A tumorok Ewing-csaladjanak legfontosabb genetikai jellemz6je a 21.
kromoszoma hosszu karjan (22g12) elhelyezkedd, a fehérjék TET-csaladjanak egyik
tagjat kodol6 EWSR1 gen (Ewing sarcoma breakpoint region 1), és az ETS-csaladba
(E26-transformation-specific) sorolhat6 6t transzkripcids faktor egyik tagjat kddold gén
kozott letrejovd reciprok kromoszomalis transzlokacio. Az EWSRL1 gén transzlokacios
partnere leggyakrabban az FLI1 gén (11924) (85-95%) vagy az ERG gén (21g22) (5-
10%) (Sorensen és mtsai 1994). Ritkabb esetben azonban az ETV1 (7p22) (~1%) (Jeon
és mtsai 1995), ETV4/E1AF (17q12) (<1%) (Urano és mtsai 1996), illetve a FEV gén
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(2933) (<1%) (Peter és mtsai 1997) is részt vehet az EWSR1 gén partnergéneként az
EFT-specifikus transzlokécidkban.

Az EFT, valamint a Ewing-sarcomahoz hasonlé tumorok (Ewing’s sarcoma like
tumors) hatterében allo transzlokaciok sokszinlisége az utdbbi években tovabb
gazdagodott azon felismerés altal, miszerint mindkét transzlokacidés partner
felcserélhet6 méas génekkel. Az Gjonnan, szorvanyosan azonositott, nem a transzkripcios
faktorok ETS-csaladjaba tartozé C-terminalis partnerek mellett, mint a PATZ1/ZSG
(Mastrangelo és mtsai 2000), SP3 (Wang és mtsai 2007), NFATc2 (Szuhai és mtsai
2009) és SMARCAGS (Sumegi és mtsai 2011) gének, a transzlokacidban részt vehet a
TET-csaladba tartoz6 gének masik tagja, a FUS gén (16p11) (Shing és mtsai 2003, Ng
és mtsai 2007) is.

Az egyes EFT-

HEG-rapaat

S¥,G,0epaat] G Heh | ANP specifikus transzlokacidk
HEWSR1
alternativ partnergénekbdl
g B & 5 CHBE A BE adodé heterogenitasa
T ey mellett a  molekularis
i .

genetikai alapokon nyugvo

ERG

D;EI:E | diagnosztikat tovabb
T234¢ "

¥y ETVI neheziti, hogy  egyes
[T L o
12 34567 & 911:1+ transzlokaciok esetében a

partnergéneken talalhato

toréspont elhelyezkedése

FEV L, 3 )
| h | is valtozo lehet (1. &bra).
T = 3

1. dbra Az EWSR1 és az EFT-specifikus transzlokacioban
résztvevd partnergéneinek sematikus rajza a géneken
elhelyezked6 lehetséges toréspontok feltlintetésével (Aman és mtsai
2005, A szerzOkt6l Aatvett &bran feltlintett Fli-1 rovidités az

disszetraciéban alkamazott FLI1-nek felel meg)

Az EWSR1-ETS transzlokaciok legrégebben ismert és leggyakoribb képviseldje
az EWSRI1-FLI1 transzlokéacio, mely tokéletes modellje az EFT-specifikus
transzlokaciok heterogén eléfordulasanak.
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3.2.1. Az EWSR1-FLI1 transzlokacidk

A Ewing-csaladba tartozé tumorokra jellemzd leggyakoribb t(11;22)(q24;912)
transzlokécio, melyet 1983-ban egymastol fliggetlenil irt le két francia munkacsoport
(Aurias és mtsai 1983, Turc-Carel és mtsai 1983), az elsé molekularisan jellemzett,
tumorspecifikus, nem hemopoetikus kromoszoma-atrendezédések koze tartozik. Az
EFT eseteinek 85-95%-ara jellemz6 reciprok transzlokacioban az EWSR1 gén, valamint
a 11. kromoszoma hosszu karjan talalhato FLI1 gén (Friend Leukemia virus Integration
site 1) vesz részt.

Az EWSR1 gén kb. 32,5 kb hosszu, 17 exonbdl all, leggyakoribb transzlokacios
partnergéne, az FLI1 pedig kb 128 kb hosszu, 9 exont tartalmazd géen. A téréspontok
elhelyezkedésér6l a géneken belul (2. &bra) két, viszonylag nagyszamu, 89 Ewing-
sacomas (Zucman és mtsai 1993), valamint 77, igazoltan EWSR1-FLI1 transzlokéaciot
hordoz6 ES/pPNET tumorminta (Zucman és mtsai 1998) szekvencia analizisén
keresztil van informacionk. Az EWSRL1 génen a toréspontok két, egyenkent 3 valamint
1,2 kb-bol all6 régidban helyezkednek el, melyeket a 8. intronban talalhaté 1,2 kb-nyi,
toréspont-mentes szakasz valaszt el egymastol. Ez a két toréspont-régid voltaképpen
atoleli az 1. abran is feltlintetett, 7. intron elejét6l a 10. exon végeéig tartdé génszakaszt.
Az FLI1 génen bellil Zucman és munkatarsai eredményei alapjan a lehetséges
toréspontok kb. 40 kb hosszu, a 3. introntdl a 7. intronig tartd génszakaszon belil
oszlanak el (Zucman és mtsai 1992, Plougastel és mtsai 1993, Zucman és mtsai 1993).
Egy kés6bbi tanulmany ugyanakkor az EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 9) transzkriptum
azonositasarol is beszamol, amely felveti toréspont lehet6ségét az FLI1 gén 8.

intronjaban is (Zoubek és mtsai 1994).

10
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EWS GENE
22q12
— — — + —HHE—
EXoN1 B 5 6 7 8 910 12 1451617
BREAKPOINT
AEGION
EWS-FLI
FUSION GENE
der(22) of
Ll H—— H-1—-
EXON { M 5§ 6 T 6 7 8 8
FLIT1 GENE I BREAKBOI I
11g24 REGION
1 '] 1 1 | ML
8 i i i +H+—
EXON 1 2 3 4 5 6 7T 8 9

2. abra Az EWSR1 gén és az FLI1 gén transzlokacidjanak, valamint a lehetséges toréspontok
régidinak vazlatos abraja (Sandberg és Bridge 2000)

A toréspontok tulnyomd tébbségben intronikus elhelyezkedésilek, és
el6fordulasi gyakorisaguk egyenesen aranyos az intronok hosszaval (Lin és mtsai 1999),
ennek megfelel6en a toréspont-régiok legnagyobb intronjaiban fordul elé legnagyobb
szamban toréspont. Az EWSR1 génen a 1,4 kb-nyi 7. és 2,7 kb-nyi terjedelm( 8.
intronban 69 esethbdl 34 (49%) és 27 (39%) esetben azonositottak téréspontot. Az FLI1
génen a 23,3 kb hosszl 5. és a 8,9 kb hosszU 4. intronban 63 esetbdl 37 (59%) és 19
(30%) esetben volt megtaldlhato a téréspont (Zucman és mtsai 1993).

A két leggyakoribb, az 6sszes EWSR1-FLI1 transzlok&ciét hordozd tumoros
esetek kb. 3/4-ében jelenlévé kiméra transzkriptum az 1. tipusi EWSR1(ex 7)-FLI1(ex
6) (az EWSR1-FLI1 hordozo esetek 50-60%-aban) és a 2. tipust EWSR1(ex 7)-FLI1(ex
5) (25%). Ugyan a 8. intron a leghosszabb az EWSR1 génen talalhatd téréspont-régién
bellll, az EWSR1 8. intronjat érint6 transzlokaciok ritkan irédnak at mddosuléas nélkiil,
mivel az igy atirddd kiméra transzkriptum az olvasasi keret eltolodasaval, azaz ,,out of
frame” transzkriptum létrejottével id6 el6tti stopkodon megjelenésehez és csonka fizios
fehérje szintéziséhez vezet. Ezekben az esetekben az alternativ splicing mechanizmus
révén a 8. exon altaldban kivagddik, és a 7. exonhoz kapcsoldodik a toréspontnak

megfelelé FLI1 exon. A spilicing révén az olvasasi keret erintetlen marad, és ,,in frame”

11
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transzkriptum, valamint bioldgiailag aktiv kiméra fehérje szintetizalddik (Zucman és
mtsai 1993).

A leirt toréspont-régiokkal 6sszhangban az EWSRL1 génen bell 4 intronban (a 7,
8, 9. és 10. intronban), az FLI1 génszekvencidjat tekintve pedig 6 intronban (a 3, 4, 5, 6,
7. és 8. intronban) fordulhat eld kisebb-nagyobb gyakorisaggal téréspont. Amennyiben
a toréspontok megjelenése fuggetlen a masik génen kialakul6 téréspont helyzetét6l, és
eddig ennek ellentmond6 adat még nem merilt fel, agy elvileg 24-féle kombinacio
kialakulasa lehetséges az EWSRL1 és FLI1 gének transzlokacioja soran. Ezen lehetseges
transzlokéacio-tipusokon belll 18-féle ,,in-frame” kiméra transzkriptum megjelenésére
lehet szamitani MRNS-szinten, az olvasasi keret eltolodasa miatt pedig 6 out-of-frame
transzkriptum lehetséges, melyekben az EWSRL1 8. exonja egy FLI1 exonnal egyesul. A

24  lehetséges  transzlokacio-
EWSR1 FLH

chromosome 22 chromosome 11 tipushol egy tanulmany (Gamberi

és mtsai 2011) az eddigi irodalom
[7] s o [{o| rendszerezésével 12 eddig

, publikalt »leggyakoribb”
E [sHeH7HeHe] .

transzloké&cio-tipust sorol fel (3.

[ 7] [aHo] &bra), mely vélhetSen az osszes
%] D.E eddig kozlésre kerillt, ismert
|T E] szekvencidju EWSR1-FLI1
i transzlokacio vagy a
|7 H s ! .

LTH8] < - E transzkriptum szekvencidjabol
17 ] —z 7 al|—| 9 | visszakdvetkeztetett transzlokécid
’T—T;T‘ I_H:I'D tipusanak listdja. Természetesen

nagy valoszinliséggel vannak

I— A D EI EI EI . I: EI olyan EWSR1-FLI1 transzlokacio
[7Hs ‘|EH 10 | E tipusok is, melyeket a tudomanyos
[+ Hs _|TH 10 }_EHE] érdekl6dés valtozasa miatt mar
BT ‘|EH — El D’ _II_E] nem talalhattak kdzlésre méltonak,

3. abra Az EWSR1-FLI1 transzlokécio leggyakoribb,
toréspont-fiiggd tipusai (Gambieri és mtsai 2011) Kutatasom soran éppen ezert mind
a 24 lehetséges transzlokacios tipus

ezért nem szerepelnek a listaban.
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lehetséges el6fordulasaval szamoltam, és ezek figyelembe vételével terveztem a
szlikséges primereket.

3.2.2. Az EWS-fehérje felépitése
Az EWSRL1 génrdl atirodo EWS-feherje a RNS-kot6 fehérjek ribonukleoprotein

csaladjan beltl az an. TET-csalad tagja, mely csalad génjei a sarcomakra specifikus
kromoszoma-transzlokaciok mintegy 50%-aban vesznek részt, és kdzos jellemz6jik a
87 aminosavbol allo, a fehérje C-termindlisan elhelyezkedd RNS-ko6t6 RRM-domén
(RNA-recognition domain) (4. abra). Az EWS-fehérje C-terminalisdn az RRM-doment
korilvéve harom, argininben és glicinben gazdag, RNS-kotést el6segité un. RG domén,
valamint a C-termindlis legvégén egy RanBP2 tipusu cinkujj szerkezet talalhatd. A
fehérje N-termindlisan helyezkedik el a transzaktivaciés domén (TAD), melynek
szekvencidja 40%-ban azonos az eukariéta RNS polimeraz Il bazissorrendjével
(Delattre és mtsai 1992), tovabbéa az SF1 splicing faktorkotd hely (Zhang és mtsai 1998)

és az 1Q domén.

1 236 233 500 S40:3IH9 A47 434 515 518 540 559 G40 5540

HH2Z COOH

4. abra Az EWS-fehérje szerkezete. TAD-transzaktivaciés domén, SFlint — SF1-gyel interakciéba 1ép6
szerkezet, 1Q - 1Q domén, RG - arginin/glicin gazdag domén, RRM — RNS felismerd domén, ZF — cinkujj
szerkezet (Huret 2010)

Az N-terminalis TAD domén degenerdlt, szerinben, tirozinban, glicinben és
glutaminban gazdag ismétl6dé szekvencidkat tartalmaz és a tobbi TET-csladtag
transzaktivaciés doménjehez  hasonléan mas transzkripcios faktorokkal és
regulatorokkal, mint pl. a TFIID és az RNS polimerdz Il, komplexet alkotva
transzkripcids aktivator szerepet tolt be (May és mtsai 1993b, Bertolotti és mtsai 1998).
Az EWS-fehérje N-terminalisdval a hiperfoszforilalt RNS polimeraz Il-hez, C-
terminalisaval pedig az SR splicing faktorokhoz képes egyszerre kapcsolddni, részt

vallalva igy nemcsak a transzkripcidbodl, de a mRNS-érés folyamatabdl is (Yang és
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mtsai 2000). Az EWS-fehérje N-termindlisa képes kétédni az UL1C splicing faktorhoz is,
mely a pre-mRNS érését inditd korai spliceosome komplex E 0Osszeallitasat végzi
(Knoop és Baker 2000).

A 7. és 8. exon hataran ativel6 1Q-domén egy konzervalt kalmodulinkoté hely,
mely egy bels6 proteinkindz C foszforilacios helyet (Ser266) rejt. A szerin
foszforilacidja konformacio valtozast okoz, mely serkenti a promoterkotést, a fehérje-
fehérje interakciokat, valamint csokkenti az EWS-fehérje RNS-kotd képességét, ezaltal
szabalyozva a fehérje mikodését (Olsen és mtsai 2001). Ugyanakkor az N-terminalison
lév6 RG domének is képesek a TAD domén miikodésének gatlasara, valamint mas
aktivacids domének gatlason keresztili szabalyozasara (Rossow és mtsai 2000, Alex és
mtsai 2005).

Az EWS-fehérje pontos funkcidja még nem ismert, de valoszinlleg a
transzkripcié szabalyozasadban (May és mtsai 1993b, Bertolotti és mtsai 1998), a pre-
mMRNS splicingban (Zhang és mtsai 1998, Yang és mtsai 2000), a meidzisban, a
sejtoregedesben (Li és mtsai 2007) és a sejtciklus szabalyozasaban (Leeman-Zakaryan
2009) vesz reszt.

3.2.3. A FLI11-fehérje felépitése

A 11. kromoszoman elhelyezkedé FLI1 gen a transzkripcids faktorok ETS-
csaladjaba tartozik, mely csalad jellegzetessége a 3’ végen talalhatdé 87 aminosav
hosszlsagl DNS-kété ETS domén jelenléte. Ez az ETS-domén specifikusan kotddik a
purinban gazdag, centralis GGAA/T-magot hordozé DNS-szekvenciakhoz (Oikawa és
Yamada 2003). Az FLI1 génrdl atirddé FLI1-fehérje N-terminalisan egy transzkripcio
aktivéaciés domén (AD) és egy spirél-hurok-spiral (HLH-helix-loop-helix) szerkezet(,
fehérje-fehérje interakcidkban résztvevé PNT domént (Pointed), C-terminalisan pedig a
DNS-ko6t6 ETS domen, valamint a C-terminalis aktivacios domén talalhato (5. abra). Az
N-terminalis AD erételjesebb aktivatorként miikodik, mint a C-terminalis AD, mivel az
N-AD hidnyaban a C-AD aktivitasa jelentésen csokken, mig forditott helyzetben, a C-
termindlis AD hidnya esetén az N-terminalis aktivacios domén transzkripcios aktivitasa

nagymértékben fokozodik (Rao és Yamada 1993).
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AD HLH AD

5. dbra Az FLI1 fehérje vazlatos szerkezete. AD — aktivacids domén, HLH — kanyar-hurok-kanyar
(helix-loop-helix) (Oikawa és mtsai 2003)

Az FLI1-fehérje izolalasara els6ként a Friend murine leukemia virus indukalta
erythroleukémids sejtekbdl Kkertlt sor. Feln6tt szdvetekben elsésorban hemopoetikus
sejtvonalakban expresszalddik nagyobb mennyiségben ez a fehérje, de kisebb
mennyiségben kimutathatdo mas, pl. a tud6-, sziv- és az ovarium-szovetekben is (Ben-
David és mtsai 1991). Az embriondlis fejlédés soran fékent a hematopoetikus és
endotelialis sejtekben fejez6dik ki, és e sejtvonalak differencialédasaban vesz részt
(Oikawa és Yamada 2033).
az onkogenezisben is. Tamir és munkatarsai (Tamir es mtsai 1999) tanulmanyukban
kimutattdk, hogy a retinoblastoma (Rb) geén rendelkezik rejtett ETS-kotd hellyel a
promoterén. Az FLI1-fehérje, kapcsolédva ehhez az ETS-k6t6 helyhez, képes
transzkripcionalis szinten gatolni a retinoblastoma gén expresszigjat, és igy elésegiteni a
G1-S atmenetet a sejtciklusban. Erythroblastokban pedig az FLI1 mddositd szerepére
derult fény a termindlis differencidlodas és proliferacié egyensulydban: a fokozott FLI1-
expresszié gatolta az apoptézist és a végs6é differencialodast, valamint eritropoetin
jelenlétében serkentette a differencialatlan erythroblastok proliferaciojat (Pereira és
mtsai 1999).

3.3. Az EWS-FLI1 onkogén fehérje szerkezete és funkcidja

Az EWSR1 és az FLI1 géneken talalhat6 toréspontok elhelyezkedésének
vizsgalata nyilvanvaldva tette, hogy az EWSR1-FLI1 transzlokacid soran, a téréspontok
eltéro elhelyezkedesebdl fakadoan kilonbdz6 hosszusagu fuzios gének johetnek létre, és
ezek mindegyike kotelez6 jelleggel tartalmazza az EWSR1 gén els6 hét, valamint a
FLI1 gén utolso, 9. exonjat (Delattre és mtsai 1992, Plougastel és mtsai 1993, Zucman
és mtsai 1993). Az EWSR1-FLI1 transzlokaciorol atirodo kiméra fehérjében ennek
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megfeleléen az EWS-fehérje N-terminalis TAD domeénje kapcsolddik 6ssze az FLI1-
fehérje DNS-kotd képességgel bird ETS, valamint a C-terminalis aktivacios doménjével
(6. &bra).

EWS (22q12 _ D EWS FNA BOD
nn, U T

N ] coow

ALTERMATE
SPLICE

EWS-FLII
t(11:22) der22 —
BHy R T oaoH
+
|
FLH (11q24) :
v, I I

6. abra Az EWS-FLI1 fehérje vazlatos szerkezete. NTD-N-terminalis domén; RNA BD-RNS-kotd
domén (Sandberg és Bridge 2000)

A fazios fehérjében szereplé domének fontossagat, transzforméacioban betoltott
szerepét tobb kiemelkedd tanulmany is vizsgélta. May és munkatarsai egyik
tanulmanyukban (May és mtsai 1993a) az EWSR1(ex 7)-FLIl(ex 6), valamint
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) transzlokacios szekvenciakat juttattdk be retrovirus vektor
segitségével NIH 3T3 sejttenyészetekbe. Egymastol fuggetlenil mindkét kiméra gén
képes volt a sejtek transzformacidjara. Ezt kbvetben, szintén virusvektorok révén olyan
modositott EWSR1-FLI1 szekvencidkkal fert6zték meg a sejttenyészeteket, melyekbol
hianyzott az EWS-eredet(i, N-terminalis TAD, ill. a FLI1-eredet(i, C-terminalis DNS-
kot6 domén szekvencigja. A modositott EWSR1-FLI1 gének egyike sem volt képes
transzformalni a sejteket, bizonyitva ezzel mindkét domén jelentdségét a prekurzor
sejtek transzforméacioban. A May-munkacsoport masik fontos kézleményében (May és
mtsai 1993b) az EWS-FLI1 kiméra N-termindlis aktivacios doménjének aktivator
hatasat hasonlitottdk 0ssze a nativ FLI1 N-terminalis aktivacids doménjével egy riporter
génkonstrukcié segitsegével. Kisérletikben az EWS-FLI1 N-terminalis doménje
mintegy 30-szorosan er6sebb transzkripcids aktivatornak bizonyult az FLI1 N-
terminalis aktivacios doménjéhez képest. Ugyanebben a tanulmanyban bizonyitottak azt

is, hogy mig az EWSR1-FLI1 virusvektor transzformalni tudta a NIH 3T3 sejteket, az
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FLI1 tartalmu vektor nem volt képes Kkivaltani transzforméciot, azaz a két
génkonstrukcid hatasa kozott nemcsak mennyiségi, de egyértelmd mindségi kilénbség
is van. A jelenségre harom lehetséges magyarazat sziletett: (1) az EWS-FLI1 és az
FLIL1 targetgénjeinek kore azonos, de a kiméra erGteljesebb és/vagy stabilabb DNS-
kotésre képes a C-terminalis doménjén a megvaltozott N-terminalis domén feltételezett
modulator hatdsa réveén; (2) a targetgének kore, valamint a DNS-kotés erdssege is
azonos, és az EWS-FLI1 er6teljesebb transzkripcios faktor hatasanak tulajdonithato a
transzformalo hatés; (3) a két transzkripcids faktor targetgénjeinek kore nem fedi
egymast.

Ugyanezen kutatdcsoporttdl latott napvilagot egy harmadik tanulmany is
(Lessnick és mtsai 1995), mely az EWS-FLI1 fehérje N-terminalis aktivacidos doménjét
vizsgalva jutott arra a megallapitasra, miszerint az AD két részbdl all: az N-terminalis A
doménbdl, melynek er6teljesebb transzformacios, de gyengébb transzkripcios aktivator
hatdsa van, valamint a disztalisabban elhelyezkedé B doménbél, melynek er6sebb a
transzaktivacids hatdsa, mint a transzformacids. Ez a publikacié mar felveti, hogy az
EWSR1-FLI1 onkogenetikus hatasa nemcsak DNS-dependens modon, de DNS-kotestdl
fuggetlen,  fehérje-fehérje  kapcsolatokon  alapuld  transzkripcio-szabalyozo
hatasmechanizmus réveén is érvényesilhet.

May és munkatarsai kozlései 6ta tobb kutatdcsoport is megerésitette az EWS-
FLI fazios fehérje transzformacios képességét. Szekvencia-specifikus antiszenz
oligonukleotidok (Ouchida és mtsai 1995, Kovar és mtsai 1997, Toretsky es mtsai 1997,
Tanaka és mtsai 1997) vagy RNS interferencia (Prieur és mtsai 2004, Chansky és mtsai
2004, Kinsey és mtsai 2006, Smith és mtsai 2006) révén gatolt EWS-FLI1 expresszidju
sejtek vizsgalatakor a tumorsejtek ndvekedésének gatlasat, vitalitasuknak a csokkenesét,
a transzforméacio gatlasat, valamint fokozott apopt6zis hajlamot észleltek. Mas
kutatocsoportok az EWS-FLI1 kiméra fehérje C-termindlis DNS-kotd helyének
pontmutaciok vagy deléciok altali modositasaval kisérleteztek, és eredményeik
alatamasztjak a transzformalo hatds kilénb6z6 merték( csokkenését. Ugyanakkor a
transzformacio bizonyos fokd fennmaradasa felveti a DNS-t6l figgetlen onkogén jelat
létezését a kiméra fehérje DNS-dependens onkogén hatasmechanizmusa mellett
(Jaishankar és mtsai 1999, Welford és mtsai 2001).
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A legkorabbi tanulményok May és munkatarsaihoz (May és mtsai 1993b)
hasonloan az EWS-FLI1 onkogén fehérjének, ill. ezen belll is els6sorban a C-terminalis
DNS-ko6té domeénnek foként transzkripcids aktivator funkcidt tulajdonitottak (Ohno és
mtsai 1993, Bailly és mtsai 1994, Lessnick és mtsai 1995, Rossow és mtsai 2001). Rao
és munkatarsai (Rao és mtsai 1993) ugyan mar 1993-ban felvetették, hogy az FLI1 C-
termindlis doménjének egyszerre lehet represszor és aktivator hatdsa a megfeleld
targetgének filiggvényében, a kimérafehérje gatlo jellegl szabalyozd funkcidja
els6sorban a targetgen kutatasa kapcsan kerult ismét az erdeklddes kozeppontjaba
(Hahm és mtsai 1999, Arvand és mtsai 2001, Nakatani és mtsai 2003, Prieur és mtsai
2004, Smith és mtsai 2004, Hancock és mtsai 2008, Kauer és mtsai 2009). Par
munkacsoport (Arvand és mtsai 2001, Smith és mtsai 2004) arra az eredmenyre jutott,
hogy az EWS-FLI1 fehérje transzkripcio gatlo hatasa joval jelentésebb az aktivator
hatasnal, de a kés6bbi tanulmanyok az aktivalt és gétolt targetgének aranyét
kiegyenlitettnek talaltak.

Egyes szerz6k (Arvand és mtsai 2001, Smith és mtsai 2004) felvetik a
transzkripcids aktivator es represszor jeldt elvalasat is, melynek magyarazatara az alabbi
feltételezések szilettek: (1) a transzkripcids gatlas egy eddig ismeretlen doménen
keresztlil jonne létre; (2) az EWS-FLI1 fehérje bizonyos targetgének promoterén
enyhébb fokd aktivator hatést fejt ki mint mas ETS-fehérjék, és ezekkel versenyezve a
targetgének promoterein, gatolja az ETS-fehérjék er6teljes aktivator hatasat; (3) az
EWS-FLI1 transzkripciot gatlé faktorok termelGdését serkenti, és igy indirekt
transzkripcids represszor hatast fejt ki.

Az EWS-FLI1 kiméra azonban nem csak onkogén transzkripcios faktorként fejti
ki transzformdaciés hatdsat, a transzkripcion tal a poszttranszkripcios modosulés
folyamatéara is hatassal lehet. A targetgenek transzkripcids szabalyozasan, serkentésén
vagy gatlasan tal a fuzids fehérje aberrans splicing faktorként is viselkedik, megszakitva
az RNS splicing megszokott, U1C és YB-1 altal kdzvetitett folyamatat. Knoop és Baker
kimutatta (Knoop és Baker 2000, Knoop és Baker 2001), hogy az EWS-fehérjéhez
hasonloan az EWS-FLI1 is kapcsolatban all az egyik U1 ribonukleoprotein-specifikus
fehérjével, az U1C-vel, tovabba az EWS-FLI1 megvaltoztatja a hnRNPA1 altal inditott
alternativ. 5’-splice hely valasztds folyamatat, és ezaltal moddosithatja az aktiv

spliceosome 0sszetételét. Az EWS-FLI1 ezen kivil az N-terminalis EWS-doménjén
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keresztiil er6sebben kapcsolodik az YB-1-hez mint a nativ EWS-fehérje, és az YB-1-
EWS-RNS polimeraz Il komplex meghiusitasan keresztul képes gatolni az E1A pre-

MRNS poszttranszkripcios érésének, splicingjének folyamatat (Chansky és mtsai 2001).

3.3.1. Az EWS-ETS fuzids fehérje targetgénjei

Az EWS-ETS fehérje, mint onkogén transzkripcios faktor, nagyszamd,
kilonboz6 sejtfolyamatokban résztvevd gén transzkripcidjat aktivalja, vagy éppen
gatolja. Az utébbi évtizedben elterjedt Uj metodikdk, mint példaul a microarray és a
kromatin immunprecipitacios (ChIP) vizsgalatok, nagymértékben felgyorsitottak az
EWS-ETS interakcidk vizsgalatat, folyamatosan boévitve a kiméra fehérje kozvetlen és
kdzvetett targetgén jeldltjeinek szamat.

Az EFT targetgén kutatdsa a kiinduldsi szOvettipus ismeretének hidnyaban
kétféle megkozelitesben zajlik, és ennek megfeleléen az eredmények 6sszehasonlitasa
sok esetben ellentmondasos. Egyik esetben a vizsgalat alapjat az EWSR1-ETS kiméra
gén EFT-sejtvonalakban torténé kiutése szolgaltatja (Smith és mtsai 2006, Siligan és
mtsai 2005, Kauer és mtsai 2009, Prieur és mtsai 2004, Kinsey és mtsai 2006, Gangwal
és mtsai 2008). A masik esetben pedig mas sejttenyészeteket transzforméalnak exogén
EWSRI1-EFT kiméragennel (Deneen és mtsai 2003b, Lessnick és mtsai 2002, Rorie és
mtsai 2004, Riggi és mtsai 2005, Hu-Lieskovan és mtsai 2005, Braunreiter és mtsai
2006). Az egyik legOsszetettebb targetgén-vizsgalat soran Smith és munkatarsai (Smith
és mtsai 2006) Osszehasonlitottak az EWSR1-ETS kiméra geén kiltésével modositott
EFT-sejtvonal microarray vizsgalati eredmenyét, valamint ugyanezen kiutott EFT-
sejtvonal microarray analizisét is exogén EWSRI1-EFT kiméragénnel valo Ujra
transzformaldsa utan, eredményeik azonban csak részben erfsitették meg az eddig
elfogadott targetgének transzkripciovaltozasat.

Az EFT transzkripciés profiljanak metaanalizisét Hancock és munkatarsai
vegezték el (Hancock és mtsai 2008). Az utébbi évek nagyobb targetgén kutatasainak
eredmeényeit dsszehasonlitva azt talaltdk, hogy a serkentett gének kdre nagyobb
mértékben egyezik az egyes tanulméanyok eredményeiben, mint a gatolt gének csoportja.
Ez alapjan azt valoszindsitik, hogy a gatolt gének els6sorban indirekt targetgének, vagy
pedig az egyes sejttenyészetekre jellemz6 szabalyozd folyamatoktdl fuggnek. Az

Osszehasonlitds masik kovetkeztetéese szerint a patkdny sejttenyészet alapl
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modellrendszerek (Deneen és mtsai 2003b, Riggi és mtsai 2005, Braunreiter és mtsai
2006) nem mutatnak korrelaciét a human sejttenyészeten alapuld, vagy EFT alapu
modellrendszerekkel. Ezen tal azonban a Rorie-féle modell kivételével (Rorie és mtsai
2004) mind az EWSR1-ETS kiutését (Lessnick és mtsai 2002, Hu-Lieskovan és mtsai
2005), mind pedig az exogén EWSRI-EST transzformécidjat alapul vevé
modellrendszerek (Smith és mtsai 2006, Siligan és mtsai 2005, Prieur és mtsai 2004,
Kinsey és mtsai 2006) révén kimutatott lehetséges targetgének kore szignifikans
0sszefliggest mutatott.

Az EWSR1-ETS fluzidsgénnek a sejtek transzkripcidjara gyakorolt pontos hatasa
ugyan gyarapodd ismereteink ellenére is sok tekintetben homalyos, vannak azonban
gének, melyek expresszidja igazoltan egyenesen vagy forditottan aranyos az EWSR1-
ETS kiméra gén kifejez6désével. A legfontosabb targetgenek listajat az 1. tablazat
tartalmazza, els6sorban a rosszindulatd tumorok Hanahan és Weinberg Altal leirt
bioldgiai sajatossagainak megfelel6en csoportositva (Hanahan és Weinberg 2011). Ezen
targetgének joreszerdl bebizonyosodott, hogy promoteriiket az EFT-sejtekben a kiméra
fehérje szabalyozza, tovabba az EWS-ETS fehérje kotodik is a promoter régidjukhoz,
igy ezek a gének direkt targetgénnek tekinthet6k. Egyes genek esetében azonban az
EWS-ETS fehérje és a gének promotere kozotti kozvetlen kapcsolat nem bizonyitott,
igy ezek a gének nagy val6szinlséggel az EWS-ETS fuzios fehérje kozvetett

szabalyozéasa alatt allnak.
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1. Tablazat Az EWS-EFT fehérje kozvetlen és kdzvetett targetgénjeinek listaja. A vastagon szedett

nev( gének kozvetlen, a tébbi gén feltehetben kdzvetett targetgénje az EWS-ETS fehérjének.

Gén neve

Serkentés
(+)/gatléas
)

A targetgén szerepe

Hivatkozas

1. PROLIFERACIOS SZIGNAL FENNTARTASA - KRONIKUS PROLIFERACIO

p21 WAFCIPL 1 — G1-S atmenet gatlasa Nakatani és mtsai 2003
p57KIP2 - — sejtproliferacié (S fazisba valé | Dauphinot és mtsai 2001
belépés) gatlasa
ID2 + — onkogén Nishimori és mtsai 2002
— Rb-csaléd inaktivacioja Baer és mtsai 2004
— sejtciklusba valo belépés Hu-Lieskovan és mtsai
— sejtndvekedés serkentése 2005
— sejtdifferencidlodas gatlasa Riggi és mtsai 2008
Fukuma és mtsai 2003
CCDN1 + — onkogén Dauphinot és mtsai 2001
— Wht-jelut része Fukuma és mtsai 2003
— foszforilalja és inaktivalja a | Baer és mtsai 2004
Rb-fehérjét Hu-Lieskovan és  mtsai
2005
NKX2.2 + — transzkripcios faktor Miyagawa és mtsai 2008
— sejtproliferéacio Riggi és mtsai 2008
— neurondlis differencialodas Cheung és mtsai 2007
Owen és mtsai 2008
TOPK/PBK | + — sejtproliferéacio és -motilitas Herrero-Martin  és  mtsai
— neurondlis marker 2009
GLI1 + — Hedgehog-Utban résztvevd | Beauchamp és mtsai 2008

transzkripcids faktor
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EZH2 + — hiszton metiltranszferaz Riggi és mtsai 2008
— géncsendesitésben jatszik | Burdach és mtsai 2009
szerepet Richter és mtsai 2009
— E2F-fligg6 proliferacios jelut
része
— neuroectodermalis és endothel
differencialodasban  szerepet
jatszd géneket szabalyoz
PLD2 + — sejtndvekedés Nozawa és mtsai 2005
- a PDGF-BB-kozvetitett
ERK1/2, Akt, és mTOR jelat
része
CD99 + — sejtmembran glikoprotein Rocchi és mtsai 2010
— a neuronalis differencialodas
inhibitora
— a MAPK jelut szabalyozasa az
ERK1/2 gatlasan keresztl
CCK + — autokrin novekedési faktorként | Hu-Lieskovan es  mitsai
miikodik 2005
— sejtproliferacio Carrillo és mtsai 2007
— neuronélis marker Reubi és mtsai 2004
c-MYC + — onkogén transzkripcios faktor | Hu-Lieskovan és  mtsai

sejtciklusba lépés serkentése

2005

— S-fazishoz  kapcsolt gének | Dauphinot és mtsai 2001
transzkripcidja Fukuma és mtsai 2003
2. TUMORSZUPPRESSZOROK GATLASA
p21 WAFICIPL 1 — G1-S atmenet gatlasa Nakatani és mtsai 2003
TGFB-RII - - TGF-B jelat tumor | Hahm és mtsai 1999
szuppresszor hatasanak | Fukuma és mtsai 2003
biztositasa Im és mtsai
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p57KIP2 - — sejtproliferacié (S fazisba valé | Dauphinot és mtsai 2001
belépés) gatlasa Herrero-Martin - és  mtsai
2009
ID2 + — onkogén Nishimori és mtsai 2002
— Rb-csaléd inaktivacioja Baer és mtsai 2004
— sejtciklusba valo6 belépés Hu-Lieskovan és mtsai
— sejtndvekedés serkentése 2005
— sejtdifferencidlodas gatlasa Riggi és mtsai 2008
Fukuma és mtsai 2003
CCDN1 + — onkogén Dauphinot és mtsai 2001

a Wnt-jeldt része
foszforilalja és inaktivalja a RB

fehérjét

Fukuma és mtsai 2003

Baer és mtsai 2004
Hu-Lieskovan és  mtsai
2005

3. SEJTHALALLAL SZEMBENI REZISZTENCIA, APOPTOZIS-GATLAS

IGFBP3 - — sejtapoptozis (IGF-1-fligg6 és - | Prieur és mtsai 2004
fliggetlen jelat) Miyagawa és mtsai 2008
IGF1 + — autokrin és parakrin | Toretsky és mtsai 1997
ndvekedési faktorként miikodik | Scotlandi és mtsai 1998
Riggi és mtsai 2008
Cironi és mtsai 2008
hTERT + — sejtoregedés gatlasa Takahashi és mtsai 2003
— immortalizacio Fuchs és mtsai 2004
PLD2 + — sejtnovekedes, sejtproliferacio | Nozawa és mtsai 2005

a PDGF-BB-kozvetitett
ERK1/2, Akt és mTOR jelut

része
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c-MYC + — onkogén transzkripcids faktor | Hu-Lieskovan és mtsai
— sejtciklusba 1épés serkentése 2005
— S-fazishoz  kapcsolt  gének | Dauphinot és mtsai 2001
transzkripcidja Fukuma és mtsai 2003
CITED2 + — a Wnt-jelut része Baer és mtsai 2004

—a mRNS géntranszkripcio
szabalyozoja
— AP2  transzkripcios  faktor

koaktivatora

Hu-Lieskovan és  mtsai
2005
Riggi és mtsai 2008

4. REPLIKACIOS HALHATATLANSAG

hTERT

+

— sejtoregedeés gatlasa

— immortalizécio

Takahashi és mtsai 2003
Fuchs és mtsai 2004

5. ANGIOGENEZIS

VEGF + — angiogenezis Fuchs és mtsai 2004
Guan és mtsai 2005
PDGF-C + — novekedési faktor Zwerner és mtsai 2001

— lehorgonyzas-mentes
tumorndvekedés
— metasztazisképzés
— stroma- és érfal-sejtek

proliferacioja

Zwerner és mtsai 2002

6. INVAZIO ES METASZTAZISKEPZES

CAV1

+

— az E-cadherin transzkripcios
represszorat szabalyozza
— lehorgonyzas-mentes

tumornovekedés

Tirado és mtsai 2006
Kang és mtsai 2007

Gangwal és mtsai 2008
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CD99

— sejtmembran glikoprotein

— a neuronalis differencialddas
inhibitora

— a MAPK jelut szabalyozasa az
ERK1/2 gatlasan keresztil

— a sejtproliferacio, sejtmigracio,

metasztazisképzés

Rocchi és mtsai 2010

PDGF-C

— novekedési faktor

lehorgonyzéas-mentes

tumorndvekedés
— metasztaziskepzes

stroma- és érfal-sejtek

proliferacioja

Zwerner és mtsai 2001

Zwerner és mtsai 2002

7. VELOCSO ES GANGLIONLEC FEJLODESE

NKX2.2 + — transzkripcios faktor Miyagawa és mtsai 2008
— sejtproliferéacio Riggi és mtsai 2008
— neurondlis differencialodas Cheung és mtsai 2007
Owen és mtsai 2008
TOPK/PBK | + — sejtproliferéacio és -motilitas Herrero-Martin  és  mtsai
— neurondlis marker 2009
EZH2 + — hiszton metiltranszferaz Burdach és mtsai 2009

— géncsendesitésben jatszik
szerepet

— neuroectodermalis és endothel
diffencialédasban szerepet

jatszd géneket szabalyoz

Richter és mtsai 2009
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CD99 sejtmembrén glikoprotein Rocchi és mtsai 2010
a neuronalis differencialodas
inhibitora
a MAPK jelut szabalyozasa az
ERK1/2 gatlasan keresztil
a sejt proliferaciéjahoz,
migraciojahoz,
metasztazisképzeshez
CCK autokrin novekedési faktorként | Hu-Lieskovan és  mtsai
makodik 2005
sejtproliferacio Carrillo és mtsai 2007
neuronélis marker Reubi és mtsai 2004
CITED2 a Wnt-jel(t része Baer és mtsai 2004
a mRNS géntranszkripcié | Hu-Lieskovan és  mtsai
szabalyozoja 2005
AP2  transzkripcios  faktor | Riggi és mtsai 2008
koaktivatora
7.EGYEB
UPP az uridin reverzibilis | Deneen és mtsai 2003a
foszforilalasat katalizalé enzim | Kim és mtsai 2006
a pirimidin alapu kemoterapias
vegyuletek, pl. 5-fluorouracil
aktivalasanak kritikus enzime
NROB1/ transzkripcios Riggi és mtsai 2008
DAX represszor/korepresszor Mendiola és mtsai 2006

— pontos funkciodja ismeretlen

Kinsey és mtsai 2006
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3.4.  Genetikai prognosztikai tényezék EFT-ben

A genotipus-fenotipus 6sszefliggések keresése egyidds a genetika kezdeteivel,
segiti a klinikusokat a genetikai eredmények értelmezésében és a betegség lefolyasaval
kapcsolatos korjoslatoknak is teret engedhet. Az EFT-betegek tumormintainak
vizsgalata sordn mind citogenetikai, mind molekularis genetikai modszerekkel torténtek

prébalkozasok prognosztikai markerek kimutatasara.

3.4.1. EWSR1-ETS transzlokéacio tipusok mint prognosztikai tényezok
Zoubek és munkatérsai (Zoubek és mtsai 1996) 147 EFT-beteg adatainak

felhasznalasaval végeztek genotipus-fenotipus vizsgalatokat. A betegek tumormintaiban
kimutatott EWSR-FLI1 transzlokacié tipusok és olyan Klinikai jellemz6k kozott
kerestek dsszefliggést, mint a tumor mérete, az életkor, a nem, tumor-lokalizacid, illetve
metasztazis jelenléte. Eredményeikben egy szignifikdns dsszefliggést tudtak kimutatni,
minden mas Klinikai paraméter és transzlokacio tipus kozott nem volt egyertelmd
kapcsoltsag: 55 lokalizalt tumorral diagnosztizalt EFT-beteg esetén az EWSR1(ex 7)-
FLI1(ex 6) transzlokacioju (I. tipust) tumoros betegek relapszus mentes tulélése
szignifikansan jobbnak bizonyult a tébbi transzlokacio tipust hordozo beteg tuléléséhez
képest.

De Alava és munkatarsai (de Alava és mtsai 1998) két évvel kés6bb publikalt,
112 beteg adatait feldolgozd tanulmanyaban hasonldé kovetkezésre jutottak.
Eredményeik szerint a kiméra transzkriptum tipusa (I. tipus vs. tobbi fazids tipus),
valamint az életkor, a nem, tumor lokalizaci6 és a diagnodzis felallitasakor észlelt
stadium (lokalizalt/metasztazis jelenléte) kozott nem volt szignifikdns 6sszefiliggés.
Ezzel szemben 99 beteg kovetésének egyvaltozds analizise soran a teljes tulélés
szempontjabol a metasztazis jelenléte és az |. tipusu transzlokacié is szignifikans
valtozonak bizonyult, és ezek a valtozok a tobbvaltozos analizis sorén is szignifikansak,
valamint fliggetlenek maradtak. Stadiumok szerint vizsgalva a betegcsoportot, lokalizalt
tumor (74 beteg) esetén az I. tipus mellett az életkor is 0sszefuiggott a teljes tuléléssel,
metasztatikus betegség (25 beteg) esetén azonban a valtozok egyike sem maradt
szignifikans. A tanulmany szerz6i a nem |. transzlok&cids tipusu EFT-betegeket is
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vizsgaltak teljes tulélés szempontjabol (1. tipus vs. Il. tipus, EWSR1-FLI1(ex. 4-5) vs.
tobbi tipus, illetve EWSR1(ex. 8-10)-FLI1 vs. tobbi tipus), de egyik tipus, illetve
tipuscsoport sem mutatott szignifikans osszefiiggést a vizsgalt klinikai jellemz&kkel
(lokalizalt tumor, metasztatikus tumor, 6sszes tumor).

Lin munkacsoportja (Lin és mtsai 1999) a statisztikai jellegli megkdzelitésen
tallépve kilonbdz6 fuzids transzkriptumokat [EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 4), EWSR1(ex 7)-
FLI1(ex 5), EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6), EWSR1(ex 7)-FLIl(ex 7), EWSR1(ex 7)-
FLI1(ex 8), EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 9), EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6)] kotranszfektalt
FLI1-érzékeny luciferaz riporter plazmid vektorokkal HelLa és NIH3T3 sejtekbe. A

kiméra fehérjék

= transzaktivacidjat  luciferaz

aktivitassal mérve az EWS(ex
7)-FLI1(ex 6) jelent6s
transzaktivacio  csokkeneést
tapasztaltak, mely az EWS(ex
7)-FLI1(ex 5) kiméra fehérjék
transzaktivaciojahoz  képest
kb.  50%-0s  csokkenést
— mutatott (7. &bra).

fold transactivation

74 75 T8 77 78 79 b

7. dbra A luciferaz riporter plazmidokkal és kiilénbdz6
EWSR1-FLI1 faziés génekkel kotranszfektalt Hela
sejtekben észlelt luciefrazaktivitas kulonbségek (Lin és mtsai
1999)

Ewing-sarcoma sejtvonalak riporter plazmiddal valo transzfektalasa esetén
szintén jelentGsebb transzaktivaciot észleltek a II. tipusu transzlokaciot hordozé
sejteknél, mint az I. tipust hordozdknal. Ellenérizték az I. és a Il. fuzids fehérje DNS-
kotd affinitasat, és az el6z6leg felhasznalt riporterek FLI1-kété szekvenciajahoz vald
kot6désének erBsségében nem volt kilénbség az egyes tipusok kozott, igy a
transzaktivacidban tapasztalt kiilonbségekért az egyes transzlokacio tipusok kilénbdz6
transzformalo aktivitasat tették felel6ssé. Mivel a két tipus kozott csak az FLI1 gén 6.

exonjanak meglétében van kiilonbség, feltételezték, hogy a 6. exon egyféle inhibitor

28



DOI:10.14753/SE.2015.1645

domént kodol, és ez magyardzza az EWS(ex 7)-FLI1(ex 6) transzaktivacid csokkenését.
Miutadn az EWS(ex 7)-FLI1(ex 6) kiméra fehérjénél az EWS(ex 10)-FLI1(ex 6) fehérje
transzaktivacidja is szignifikansan magasabb volt, az EWSR1 gen 8-10. exonjanak, ezen
belll is els6sorban a 8. exon altal kodolt foszforilaciot szabalyozo és kalmodulin-kotd
doménnek transzaktivitas-fokozo funkcidt tulajdonitottak.

Tobb mint egy évtizeddel Zoubek, de Alava és Lin vitakat gerjesztd cikkeinek
megjelenése utan két nagyobb esetszamud tanulmany jelent meg, melyek eredményei
mar nem erdsitik meg az EWSR1-ETS transzlokacid tipusok prognosztikai jelent6ségét.
Le Deley munkacsoportja (Le Deley és mtsai 2010) az Euro-E.W.I.N.G. 99 prospektiv
klinikai vizsgalat keretein belul 565 EFT-beteg (ezen belul 296 . tipusu, 133 Il. tipusd,
91 nem L/II. tipusu és 45 EWSR1-ERG transzlokacioju beteg) adatait dolgozta fel
prognosztikai faktor analizise sordn. A vizsgdlat nem mutatott ki szignifikans
Osszefuiggést az egyes transzlokacio tipusok és a progresszio vagy relapszus kozott.
Egyedil a nem L/Il. tipusi EWSR1-FLI1 transzlokéaciok mutattak 1,38-szoros
rizikbnovekedést progresszio/relapszus szempontjabol, de ez sem bizonyult
szignifikdnsnak. Van Doorninck és tarsai (van Doorninck és mtsai 2010) hasonldképpen
nem talaltak kulonbséget az I. és a nem |I. tipust EWSR1-FLI1/-ERG transzlok&cidju
EFT-betegcsoport kozétt az Otéves eseménymentes, valamint a teljes talélés
szempontjabol. Ugyanakkor van Doorninck munkacsoportja ezen tovabblépve elvégzett
egy erdekes vizsgalatot: 6sszehasonlitottak ugyanis sajat, 2000 utan diagnosztizalt EFT-
betegekbdl allo csoportjuknak adatait de Alava (de Alava és mtsai 1998) tanulmanyanak
1997 el6tt diagnosztizalt és kezelt betegeinek adataival. Azt talaltak, hogy mig a 2000
utdn diagnosztizalt betegek 5 éves teljes tulélése az I. és nem |I. tipusban 83%+6% és
79%+8%, addig de Alava betegcsoportjaban az 5 éves teljes tulélés ugyanezen
tipusokban 70% ill. 20%. A két tanulmany betegcsoportja kozott a nem 1. tipus
tekintetében észlelt 6téves teljes talélést érintd jelentés kuldnbséget a modern terapias
protokoll hatasossaganak javulasaval indokoltak, egyben magyarazatot adva a 90-es
években még prognosztikai tényezoként felmeriil6 transzlokacié tipusok jelentéségenek

eltlinésére a legujabb tanulmanyokban.
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3.4.2. Szekunder kromoszéma- és/vagy génmaddosulasok

Az EWSR1-ETS transzlokéacié tipusok prognosztikai jelent6ségének kutatasaval
parhuzamosan folyt a masodlagos kromoszéma- és génmddosulasok prognosztikai
jelentdségének vizsgalata EFT-betegeknél. A szekunder vagy kisér6 kromoszoma
valtozasok es génmutaciok megfelel6 illetve megenged6 héatteret teremtenek az onkogén
kimera fehérje transzformal6 funkcidja szdmara, valamint hozzajarulhatnak a tumoros
sejtek szelekcios elényszerzéséhez is.

A legjelentésebb, prognosztikai tényez6nek bizonyuld szekunder genetikai

véltozéasok kozé sorolhatok a p53 és p16'™K4A

gének mutacioi illetve delécidi. A p53 gén
mutécidi az EFT tumormintak kb. 10%-&ban mutathatok ki, és ezen esetek 83%-a
misszensz mutacié (de Alava és mtsai 2000). A p16™F** hemizigéta delécidja a
tumormintak 20%-aban van jelen (Honoki és mtsai 2007). Erdekes modon EFT

sejtvonalak szinte mindegyikében kimutathaté a p53 vagy p16™ 4

gének modosulésa,
mely in vitro szelekcios el6nyt enged sejtetni (Wei és mtsai 2000). A p53 mutacioja és a
p16™ A hemizigota deléciéja EFT-mintakban fiiggetlen prognosztikai tényezék,
melyek a rossz kemoterapias valasszal hozhatok dsszefliggésbe, tovabba a p53 és/vagy
p16INK4A

prognosztikai tényez6nek bizonyult, megel6zve a stddiumbeosztast vagy a metasztazis

génekben kimutatott modosulés tébb tanulmanyban is a legjelentésebb negativ

jelenlétét a diagnoziskor (de Alava és mtsai 2000, Huang és mtsai 2005).

Szambeli kromoszoma eltérések az EFT-tumormintdak mintegy 77-87%-aban
mutathatok ki, és a kromoszématobblet gyakoribb a kromoszomahianynal (Ozaki és
mtsai 2001, Ferreira és mtsai 2008, Savola és mtsai 2009). A leggyakoribb szambeli
eltérések el6fordulasi gyakorisaggal: az 1q (17-32%), 2 (11-29%), 5p (5-20%), 8 (46-
67%), 12 (17-29%), 18 (12%) és 20 (12-19%) kromoszémak tobblete, valamint a 7q
(25%), 9p (23%), 10 (13-16%), 16q (16-32%) és 19 (12-19%) hianya (Ozaki és mtsai
2001, Hattinger es mtsai 2002, Ferreira és mtsai 2008, Savola és mtsai 2009). A
kromoszoma eltérések atlagos szamat tekintve a legkevesebb (&tlag=5,8) a primer
tumorbdl szarmaz6 mintaban volt kimutathatd, ennél nagyobb szammal fordultak eld
kromoszomaszam eltérések a lokalis recidivaban (atlag=9,5), valamint a metasztazisban
(a4tlag=11,8) (Savola és mtsai 2009). Mindharom fent emlitett kutatdcsoport kdzolt
statisztikailag szignifikans dsszefliggést a genom instabilitasa és a talélés kdzott: Ozaki

és munkatarsai a <5, valamint a =5 kromoszéma eltérést, Ferreira és Savola
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kutatocsoportja pedig a <3, valamint a >3 kromoszémaszam valtozast mutatd
tumormintak kozott tallt szignifikdnsan hosszabb, valamint révidebb eseménymentes
és teljes tulélést.

Ozaki kdzleményében (Ozaki és mtsai 2001) az 1q, 2q, 12, es 20 kromoszomak
tobblete, valamint a 16q és 17p kromoszoméak hianya egyvaltozos elemzés soran
forditott aranyossagot mutatott a teljes tulélés tekintetében. A két leggyakoribb
kromoszomaszam eltérés tobbvaltozos elemzése soran pedig a 16q hianya jelentds és
fliggetlen prognosztikai faktornak bizonyult. Hattinger kutatocsoportja a 8, 12, 8+12, 1q
kromoszomatdbblet, valamint az 1p és 16q kromoszdémahiany 0sszefliggéseit vizsgalta
az Otéves teljes, illetve eseménymentes taléléssel (Hattinger és mtsai 2002). Az 1q
hiany esetében mind a teljes, mind az eseménymentes, a 16q hiany esetében pedig csak
a teljes tuléles mutatkozott szignifikansan rovidebbnek. A 12 és a 8+12
kromoszomatdbblet csak lokalizalt EFT-tumor esetén mutatott 6sszefliggést az
eseménymentes tuléléssel. Egy Gjonnan kozdlt tanulmany csak az 1q
kromoszomatdobblet esetén taldlt szignifikdnsan rovidebb eseménymentes és teljes
tulélest, és ennek metasztazistdl és tumormeérettél fuggetlen prognosztikai jelentéségét
az elvégzett tobbvaltozds elemzés is igazolta (Mackintosh és mtsai 2012).

Ugyan ezidaig foként kisebb esetszdmu vizsgalatokon alapul a telomeraz-
aktivitas és telomer hosszUsag vizsgalata EFT-mintadkban, az eredmények alapjan a
telomer hosszusdg meghatarozasa igéretes prognosztikai tényezének tlinik. Az elsd
vizsgalatok egyikében, bar a primer EFT-tumorban nem igazolodott a telomeraz-
aktivitds és az eseménymentes talélés kozott Osszefliggés, a terdpia alatti telomeréz-
aktivitas kovetése soran mar szignifikansnak bizonyuld 6sszefliggést sikertlt kimutatni
a magas telomeraz aktivitads és az alacsonyabb Otéves eseménymentes talélés kozott
(Ohali és mtsai 2003). E kozlemeny szerint a telomeraz-aktivitds emelkedés a terapia
alatt és az utankdvetés soran mintegy 2-15 hénappal el6bb jelezte a betegség
relapszuséat. Egy maésik kutatdcsoport szintén jelent6s telomeraz-aktivitds novekedést
észlelt a betegség progresszidja soran: a primer Ewing-sarcomas mintak 12,5%-aban,
mig a metasztazisok 100%-aban mértek telomeraz-aktivitast (Sotillo-Pineiro és mtsai
2004). Az eseménymentes tulélés csokkenése és a telomeraz-aktivitds novekedése
kozotti kapcsolat ebben a vizsgalatban is szignifikdnsnak bizonyult, bar EFT
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tekintetében prognosztikai értékét csokkenti, hogy a betegcsoportba osteosarcomas
betegeket is bevontak.

Avigad és munkatarsai primer Ewing-sarcomas mintak és periférias vérbol
szarmazd limfocitdk telomer hosszat hasonlitottak Ossze (Avigad es mtsai 2007).
Eredményeik nemcsak azt bizonyitjak, hogy a tumorsejtek telomer hossz csokkenése
szoros 0sszefliggést mutat az eseménymentes tulélés csdokkenésével, de a tébb mint két
kromoszoma eltéréssel vagy random aneuploidiaval meghatarozott genetikai instabilitas
is szignifikans kapcsolatot mutatott a telomer hossz valtozasaval. A telomer hosszanak
csokkenése primer tumorban a tébbvaltozos elemzés sorén is szignifikans prognosztikai
tényezd maradt. A kdzlemény szerint az igazolt révidebb telomer hossz mintegy 5,3-

szorosara novelte a betegek rizikojat a betegség kidjulasara.

3.5. Molekularis diagnosztikai modszerek az EFT
differencialdiagnosztikajaban

A differencidlatlan vagy rosszul differenciélt sejteket tartalmazé kis kereksejtes
tumorok hisztoldgiai képe fenymikroszkop alatt kis, kerek sejteket mutat, melyek nagy,
hematoxilin-eozinnal sotétkéken fest6dd sejtmaggal és keskeny citoplazma-szegéllyel
birnak. Az azonos morfologidja, primitiv sejtekbél fakaddan a felsorolt tumorok
megkilonboztetése hisztologiai kép alapjan kilondsen nehéz, mikézben a kilonb6z6
terdpias stratégidk és az eltér6 progndzis a kis kereksejtes tumorok egyertelm(
klasszifikaciojat koveteli meg. Ez a differencidl-diagnosztikai kihivas az utdbbi
évtizedekben immun-hisztokémiai és molekularis diagnosztikai eszkdzokkel bovitette a
patologia eszkoztardt. Az immun-hisztokémiai mddszerekkel strukturalis vagy
funkcionalis fehérjék, glikoproteinek és komplex szénhidrat molekulak kimutatasa valik
lehetévé a sejtekben, illetve az extracellularis terben, ezzel segitve a sejtek
differencialodasanak meghatarozasat. A molekularis diagnosztika ezzel szemben
specifikusabb informaciét nydjt, elsésorban azokban az esetekben, amikor ismertek a
tumorra specifikus kromoszoma- vagy génmodosulasok.

A Ewing-csaladba tartozo tumorok hatterében az adott tumorcsaladra specifikus
transzlokéaciok allnak, melyek megnyitjak az utat a molekularis diagnosztikai mddszerek

elétt. Azonban a sokféle, kulonb6zd gyakorisdgu transzlokacid, az egyes
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transzlokaciokon beluli, térésponttdl fliggé heterogenitas, tovabba a rendelkezésre allo,
kilonbdz6 archivalasi technikdkon atesett, és ebbdl fakaddan valtoz6 mindségl
tumormintak Ujabb és Gjabb kihivas elé allitjak a gyors, specifikus és szenzitiv
diagnosztikai modszer igényeével fellép6 szakembert.

Ebben a fejezetben attekintem az EFT diagnosztikdjaban alkalmazott
legfontosabb genetikai mddszereket, mint a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) és a
reverz-transzkriptdz polimeraz lancreakcio (RT-PCR) eljarasokat. Az Gjabb, egyel6re
még inkabb kutatasi stddiumban lévd, foként microarray technikakon alapulé alternativ
diagnosztikai madszereket (Skotheim és mtsai 2009, Luo és mtsai 2012) nem targyalom

részletesebben.

3.5.1. FISH

A fluoreszcens in situ hibridizacio molekularis citogenetikai analizis, mely
fluoreszcens festékkel jel6lt kromoszoma specifikus, komplementer DNS- (ritkabban
RNS-) szekvenciak, un. probak kotésenek vizsgalatabdl all. A Ewing-csaladba tartozd
tumorok diagnosztikajaban kétféle DNS-préba hasznélata terjedt el. A ,break apart”
probak, melyek centromerikusan és telomerikusan kilonb6zd fluoreszcens festéket
kotnek, a transzlokacioban résztvevd EWSR1 gén nagy reszet dlelik at, lefedve az
0sszes lehetséges toréspontot a kromoszoman. EWSRL1 transzlokaciét nem hordozo
tumorsejtek esetében a fluoreszcens mikroszkop altal készitett képen (8. &bra) a két
fluoreszcens jel egymashoz kozel, transzlokacio-pozitiv esetekben pedig egymastol
tavol abrazolodik.

Az altalaban ,hazilag”, a laboratoriumok altal tervezett uan. fazios—két, a
transzlokéacioban résztvevé génpar mindkét tagjara (&ltalaban az EWSR1 és FLI1
génekre) tervezett, kiloénbozd fluoreszcens festékkel jeldlt— probak hasznélatakor
azonban az el6zdvel ellentétes fluoreszcens képet kapunk: a transzlokaciét nem hordozé
tumorsejtek esetében egymastol tavoli, transzlokacio-pozitiv esetben pedig egymashoz

kozel 1év6 fluoreszcens jelet kapunk.

33



DOI:10.14753/SE.2015.1645

8. dbra Reprezentativ képek flzios (a, b), valamint ,,break apart” prébat (c, d) alkalmaz6 FISH

vizsgalat eredményérél EWSR1-transzlokacié negativ (a, c) és pozitiv (b, d) tumorsejteken
(Bridge és mtsai 2006)

A ketféle modszer szenzitivitasa es specifikussaga az EFT diagnosztikajaban
azonos, 91%, valamint 100%, pozitiv prediktiv értékilk 100%, negativ prediktiv értékik
pedig 93% (Bridge és mtsai 2006). A FISH-vizsgalat el6nyéhez tartozik még a magas
szenzitivitason és specificitason kivil a diagnosztika gyorsasaga, alkalmassaga frissen
fagyasztott és paraffinba agyazott mintak vizsgalatara is, valamint az a tulajdonsaga,
hogy szdvetekre illetve sejtekre lokalizalhato a kromoszoma eltérés. Hatranya azonban,
hogy kereskedelmi forgalomban csak korlatozott szamud proba kaphato, igy szikség
lehet hazi tervezésl prdbara is; viszonylag nagyobb a mintaigénye a molekularis
genetikai vizsgalatoknal; szuboptimalis minéségl mintaknal az eredmény értelmezése
nehézségekbe Utkdzhet, valamint a FISH-terminoldgia nem egységes a laboratoriumok
kdzott (Bridge és Cushman-Vokoun 2011).
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Emlitésre méltd még, hogy a fuzids probak csak bizonyos génparok altal alkotott
(leggyakrabban az EWSR1-FLI1) transzlokaciok kimutatasara alkalmasak, és mas, pl. a
szintén gyakori EWSR1-ERG transzlokacié jelenlétében alnegativ eredményt adhatnak.
Ezzel szemben a ,break apart” probak az 0Osszes EWSR1 gén altal alkotott
transzlokécional pozitiv eredményt adnak, de nem alkalmasak a transzlokécids partner
meghatarozasara, és mivel tébbféle tumor hatterében is allhat EWSR1-transzlokacio, az
EFT diagnosztikdjara csak bizonyos megszoritdsokkal, mas vizsgalatokkal (pl.

hisztoldgia, immun-hisztokémia) egyiitt alkalmas.

3.5.2. RT-PCR

A molekularis genetikai  diagnosztika az egyes EFT-specifikus
transzlokéciok toréspont fliggd heterogenitdsa, valamint a lehetséges tdréspont
régiok nagysadga miatt RNS-alapd. A kilénb6z6 lehetseges toréspontok altal
kozrefogott, vizsgalandé génrészlet hossza ugyanis molekularis genetikai
szempontbdl nagynak szamit: az EWSR1-FLI1 transzlokacid esetén az intronok
hosszanak figyelembevételével pl. kozel 50 000 bazispar. Ezzel szemben a
leghosszabb lehetséges EWSR1-FLI1 transzkriptum (EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 4)) az
EWSRL1 7. és FLI1 9. exonokra tervezett primerek esetén viszont csak 750-800 bp
hosszu, mely j6 minéségli RNS esetén RT-PCR (ill. sziikség esetén nested PCR)
altal amplifikalhatd, és jO eséllyel kimutathatova valik. A modszer rdadasul
érzékeny, kisebb mintaigényl a FISH-hez képest; alkalmas lehet minimalis
reziduum, disszeminalt betegség vagy relapszus korai monitorozasara is; szintén
gyors diagnozishoz vezet; a pozitiv vizsgalati eredmény esetén az EFT diagndzisa
biztos és az &tirodo szekvencia pontos ismerete a diagnozisalkotason tdlmutatd
tobbletinforméciot biztosit.

Ugyanakkor ennek a vizsgalati médszernek is vannak komoly korlatai: bar
az RT-PCR a FISH-hez hasonloan alkalmas archiv mintak vizsgalatara is, a minta
mindsége, a fixalas és tartositds modja meghatarozd lehet az eredményesség
szempontjabol, Iévén az RNS gyorsan bomld molekula, és az RNS degradécié utjat
allhatja hosszabb transzkriptumok amplifikacidjanak. Ezen tal a transzlokaciok
sokfélesége rendkivil megneheziti a diagndzis biztos kizarasat, mivel az RT-PCR

esetén is csak azokat az atirodd transzkriptumokat tudjuk kimutatni, melyekre a
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primerek tervezve lettek, a legtdbb laboratérium pedig els6sorban a leggyakoribb
transzlokacidk vizsgalatat végzi rutinszerlien, igy ritkabb transzlokacidk, esetleg
szokatlan transzlokacid tipusok alnegativ eredményt adhatnak. E problémakorre
adhatnak megoldast a jov6ben a microarray alapu vizsgalatok. Az RT-PCR vizsgalat
metodikai nehézségei kozé tartozik még a mddszer érzékenységébdl fakado
kontaminécidveszély, mely a minta min6ségét ellenérz6é pozitiv kontrollon kivil
negativ kontroll alkalmazésat teszi szikseégessé, valamint a szekvenalas, specifikus
prébaval valo hibridizacio, vagy mas vizsgalatok alkalmazasanak igénye, mely
igazolja a vizsgalati eredmény, az amplifikalt szekvencia specifikus voltat.

A mobdszerek attekintésébdl Kkitlinik, hogy egyenlére nem rendelkezlink
idealis, minden szempontbdl kielégitd diagnosztikai modszerrel az EFT igazolasara
vagy Kkizarasara. Mig frissen fagyasztott mintak vizsgalatandl inkabb a ritka
transzlokacidk vizsgalata okozhat problémat, addig a tobb éves vagy évtizedes
paraffinos metszetek feldolgozasanél a leggyakoribb transzlokécidfajtak igazolasa is
komoly nehézsegekbe Utkozhet. Mindegyik alkalmazott modszernek vannak el6nyei
és hatranyai egyarant, és ilyen szempontbol inkabb kiegészitik egymast, semhogy
versengenenek. Ugyanakkor az EFT diagnosztika hianyossagai allandé kihivast
jelentenek, és ennek kdszonhet6en Gjabb és Ujabb metodikai kézlemények latnak
napvilagot, melyek vagy a meglévé modszereket csiszolgatjak, vagy Ujszerd

vizsgalati modok felé veszik az iranyt.

3.5.3. Molekularis genetikai metodikattérténet az EFT diagnosztikajaban

3.5.3.1.  Frissen fagyasztott mintak vizsgélata

A legels6 EFT-diagnosztika céljabol alkalmazott molekularis genetikai

maodszerek is ugynazt a metodikai sémat kovették, amit napjainkban is hasznélunk: a

reverz transzkripciot, mely sordn az RNS-r6l cDNS irodik at, PCR technikan alapuld

amplifikacié kovette, majd a sokszorositott cDNS szekvenciat a PCR-termék kimutatasa

céljabol agardz gélen futtattak (Delattre és mtsai 1992, Zucman és mtsai 1993, May és

mtsai 1993b, Sorensen és mtsai 1993, Sorensen és mtsai 1994, Giovannini és mtsai
1994, Delattre és mtsai 1994, Barr és mtsai 1995, Ida és mtsai 1995, Thorner és mtsai
1996, Minoletti és mtsai 1998, Kumar és mtsai 1999, Naito és mtsai 2000, Dagher és
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mtsai 2001). Ezt kdvette a szekvenalas, vagy specifikus probakkal vald hibridazalas,
mely igazolta, hogy az amplifikalt szekvencia valdban a keresett kiméra transzkriptum.

Az EFT diagnosztikajaban ma alkalmazott modszerek az esetek nagy részében
csupan korszer(isodtek a gyorsabb és pontosabb kimutatas érdekében. Igy példaul
megjelent a nested PCR mddszere, melynek soran az els6é (RT-)PCR-t kdvetéen a PCR-
terméket egy Ujabb amplifikdlasnak vetették ala egy Uj, belsd keret-primerpar
segitségével (Downing és mtsai 1993, Zoubek és mtsai 1994, Dockhorn-Dworniczak
1994, Meier és mtsai 1998, Le Deley és mtsai 2010). Ezaltal nemcsak a flzios
transzkriptum kimutatasanak érzékenysegeét, de az Gjabb szekvencia-specifikus primerek
altal az amplifikacio specifikussagat is ndvelve. A multiplex PCR-technika kilonbdz6
EWSR1-FLI1 transzkriptumok (Zucman-Rossi és mtsai 1998, Wang és mtsai 2007),
kilonb6z6 EWSRI1-ETS (Kojima és mtsai 2002, Wang és mtsai 2007) es/vagy
kilonbdz6 szolid tumorokhoz kotott transzlokaciok (Peter és mtsai 2001, Le Deley és
mtsai 2010) egyszerre torténé amplifikalasat tlzte ki célul, ezzel id6t, mintat és
reakcioelegyet takaritva meg.

Az egyes EWSRIL-ETS transzlokaciok, illetve a transzlokacio tipusok
megkuldnboztetésére és azonositasara, valamint az id6igényes szekvenalas kivaltasara
az aldbbi modszerekkel torténtek még probalkozasok: restrikcids enzimekkel valo
emésztés (Meier és mtsai 1998), multiplex real-time PCR EWSR1-specifikus
oligonukleotid probaval (Peter és mtsai 2001), a PCR-termék hosszusaganak mérése
Bioanalyzer segitségével (Kojima és mtsai 2002, Yoshino és mtsai 2003), valamint
kvantitativ RT-PCR reakcio SYBR green festékkel torténd olvadaspont-analizissel (van
Doorninck és mtsai 2010).

3.5.3.2.  Paraffinos mintak vizsgalata

Az EWSRI1-ETS transzlokaciok kozotti, valamint az egyes transzlokaciokon
bellli heterogenitason tul formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott mintak esetén a romld
RNS-min6séggel, elsésorban az RNS-degradacidbdl fakadd toredezettséggel Ujabb
metodikai nehézségek keriiltek el6térbe. Az archiv mintak vizsgalata még inkabb
megkdvetelte a megfeleld szenzitivitast és specificitast az alkalmazott modszerektdl.
Ennek megfelelGen a nested PCR alkalmazasa archiv mintdkon mar a kezdetektdl jelen

van (Adams és mtsai 1996, Scotlandi és mtsai 1996, Park és mtsai 1998, Hisaoka és
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mtsai 1999, O’Sullivan és mtsai 2001, Bridge és mtsai 2006, Le Deley és mtsai 2010),
bar a hagyomanyos PCR technika alkalmazasara is van jopar példa (Quezado és mtsai
1997, Hill és mtsai 2002, Fritsch és mtsai 2003, Stegmaier es mtsai 2004, Qian és mtsai
2005).

Az RNS-toredezettség okozta nehézségek leklzdesere, és a szenzitivitas
fokozaséara hasznalatossa valt az EWSR1-FLI1 transzlokécid tipusok tobb primerpar
segitsegével tortén6 amplifikacioja, melyre egyes kutatocsoportok esetében tébb
kilonallo PCR keretében (Stegmaier és mtsai 2004), masoknal pedig egyetlen multiplex
PCR keretében kerlt sor (Terrier-Lacombe és mtsai 2009). Ugyanakkor arra is van
példa, hogy az eltéré transzlokaciok amplifikalasa multiplex, az EWSR1-FLI1 hosszabb
kimera transzkriptumait pedig tobb nested PCR keretében sokszorositottak (Le Deley és
mtsai 2010).

A real-time PCR alkalmazasara is akadt példa (Lewis és mtsai 2007), Iévén ez a
maodszer joval érzékenyebb a hagyomanyos gélelektroforézissel torténé kimutatasnal, és
a két leggyakoribb EWSRI1-FLIL1 tipusra tervezett probakkal torténé azonositas
gyorsabb is. A ritkdbb EWSR1-FLI1 transzlokacié tipusok kimutatdsat SYBR green
alapy olvadaspont-analizis révén oldottdk meg, ami azonban nem nyujtja a specifikus

azonositas lehet6segeét.
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4. Célkit(zések

Jelen munka sorén a kovetkezd célokat tliztem ki:

> Molekularis genetikai mddszerek kidolgozasa és Magyarorszagon
els6ként valo beallitasa a Ewing-tumorok csaladjanak diagnosztikajaban az EWSR1-
FLI1 és az EWSR1-ERG transzlokéciok azonositasara.

> Az RNS alapu, 0j, (Magyarorszagon és kilfoldon ilyen formaban eddig
nem alkalmazott) multiplex fluoreszcens PCR és lézer indukalt kapillaris elektroforézis
alapu metodika alkalmazésa frissen fagyasztott EFT-mintak esetében.

> Az RNS alapa, uj, multiplex fluoreszcens PCR és lézer indukalt
kapillaris elektroforézis alapi metodika alkalmazéasa formalinnal fixalt, paraffinba
agyazott EFT-mintakban.

> A Semmelweis Egyetem, Ortopédiai Klinika Tumorbankjaban tarolt
EFT-mintak feldolgozdsat kovetéen az egyes EWSRI1-FLI1 és EWSRI1-ERG
transzlokaciok és transzlokacié tipusok eloszlasdnak meghatarozdsa a magyar
betegpopulécidban.

> Az EWSRI1-FLI1 és EWSRI1-ERG transzlokaciok  magyar
betegpopulécidban észlelt spektrumanak dsszevetése nemzetkdzi adatokkal.

> Az EWSRI1-FLI1 és EWSR1-ERG transzlokacios tipusok szerepe a
Ewing-tumorok csaladjanak klinikai  megnyilvanulasaban  (genotipus-fenotipus
Osszefliggesek keresese).

> A tObbszords fuziods transzkriptumok szekvenciajanak és gyakorisaganak
meghatarozéasa a Ewing-sarcoma csaladba tartoz6 tumorok esetében.

> Az egyazon EFT-mintaban el6forduld multiplex fGzios transzkriptumok
hatterében allo6 jelenség jellemzese, valamint az EFT patomechanizmusaban
feltételezhet6 szerepének megitélése sajat eredményeim és a szakirodalmi adatok
alapjan.
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5. Modszerek

5.1.  Betegcsoport

Az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatdsetikai
Bizottsaganak (ETT TUKEB) engedélyével (No.ad.22-3/2007-1018EKU) 1996 és 2006
kozott mintavételre kerilt 22 betegt6l szarmazé 23 frissen fagyasztott, valamint 47
betegtdl sz&rmaz6é 60 formalinnal fixalt, paraffinba &gyazott mintat vontunk be a
retrospektiv vizsgélatba. Ezzel dsszesen 48 betegt6l szarmazo 83, tobbnyire ES/pPNET
szOvettani diagndzissal bird mintat dolgoztunk fel. Az 6sszes minta a Semmelweis
Egyetem Ortopédiai Klinikajan miikédé Tumorbankbol szarmazik, Prof. Szendrdi
Miklos engedélyével.

A Ewing-sarcoma és a periféridas primtiv neuroektodermdlis tumor
diagnozisanak kialakitasa a klinikai korkepen, valamint a WHO altal meghatarozott
szOvettani Kritériumok alapjan elvégzett hisztopatoldgiai vizsgalatokon alapult. A
vizsgalatba a 75, szOvettanilag egyértelmiien Ewing-sarcomanak/pPNET-nek tartott
minta mellett 8, kis kereksejtes tumorként diagnosztizalt tumormintat is bevontunk,
melyek esetében felvet6dott az ES/pPNET szOvettani gyanuja.

A vizsgalat soran 25 betegt6l tobb mintat is feldolgoztunk. Altalaban egy
mintavételbdl szarmazd mintakat csak egyszer vizsgaltunk, tehat a tobbszords mintak
tobb mintavételb6l szarmaznak, kivéve azokat az eseteket, ha a minta frissen fagyasztott
és paraffinba dgyazott mddon is elérhet6 volt. Ezeket a mintakat, mivel a kétféle mintat
kilonb6z6 modszerekkel vizsgaltuk, valamint munkdm fontos része volt a metodika
kialakitasa is, akkor is bevontuk a vizsgalatba, ha azonos mintavételb6l szarmaztak.

Egyazon mintavételb6l rendelkezésre all6 tobb tumorminta esetén -féként
paraffinos mintadknal- a mintaban lathatd tumorrészlet nagysaga volt a f6 valasztasi
szempont, amennyiben e jellemzd tekintetében a mintak kozoétt jelentds kilonbség
adodott. Abban az esetben, ha a mintak kozott jelents kilonbség nem volt lathatd, a
vizsgalt mintat veletlenszer(en valasztottuk ki.

Ez az els6, magyar EFT-betegcsoporton alapulé molekularis genetikai vizsgalat,

mely kozlésre kerdlt.
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5.2. RNS-izolalas

5.2.1. RNS-izolalas frissen fagyasztott mintakbdl

Az atlagosan 50-100 mg frissen fagyasztott mintabol a homogenizélast kovetéen
Trizol reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével savas guanidium
thiocyanate-phenol-chloroform eljarassal, a felhasznalasi Utmutaté alapjan izolaltam
RNS-t. A mintakbol kivont RNS mindsegi és mennyiségi vizsgalata SmartSpec™ Plus
spektrofotométer (Bio- 142 Rad, Hercules, CA) segitségével tortént. Az izolalt RNS-ek
mennyisége 194 ng/ul és 4812 ng/ul kdzott mozgott. A magasabb RNS koncentracioju
oldatokat a reverz transzkripcidé el6készitéseképpen 200 ng/ul-ra higitottam, majd -80

°C-on taroltam a tovabbi felhasznalasig.

5.2.2. RNS-izolalas formalinnal fixalt, paraffinba 4gyazott mintakbol

Paraffinba agyazott mintak esetén négy, egyenként 10 ym vastagsdgu metszetet
készitettlink, melyekbdl a High Pure RNA Paraffin Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) vagy a PureLink™ FFPE RNA Isolation Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval, a felhasznalasi Utmutaté szerint mRNS-t
izolaltam.

Az FFPE mintdk deparaffinizédldsa a kit felhasznaldsi Utmutatdjnak kisebb
modositasaval, az alabbi modon tortént. A paraffinba 4gyazott mintdkbdl készitett négy
10 um vastagsagu metszet deparaffinizalasat egy cs6ben vegeztem. Els6 1épésként 1300
ul xilolt adtam a metszetekhez, majd 57°C-on 5 percig tartd inkubalas utan maximalis
(14000g) fordulatszamon 2 percig centrifugaltam, végul a fellluszét pipettaval
leszivtam. A xilolos mosast még egyszer megismételtem. Ezt kovetéen 1300 pl etanolt
adtam a metszetekhez, 2 percen keresztiil maximalis fordulatszamon centrifugéltam a
mintakat, majd a feluluszét pipettaval leszivtam. Az etanolos mosast tartalmazd lépes
megismétlése utdn 55°C-on széritottam a mintékat. Proteindzos emésztés céljabdl a
High Pure RNA Paraffin Kit Gtmutatdjanak megfeleld (Tissue Lysis Buffer, 10% SDS
és Proteindz K tartalmu) reakcidelegy masfeélszeresét adtam minden egyes, négy
metszetet tartalmazo cs6be, majd 55°C-on egy éjszakan at inkubaltam a mintakat. Ezt
kdvetden a High Pure RNA Paraffin Kit felhasznalasi Utmutatdjanak megfeleléen jartam
el.
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Az izolalt RNS koncentraciéjat SmartSpec™ Plus spektrofotométeren
ellendriztik, és csak a 20 ng/ul, vagy annal magasabb koncentraciéju RNS-eket vontuk
be vizsgalatunkba. Az izolacio folyamatanak végeztével az RNS-t -80°C-on taroltuk a

tovabbi felhasznélasig.

5.3.  Primerek tervezése

A formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintdkbdl izolalt RNS-ek jelentds
degradacioja miatt olyan kils6 és bels6é primerkeszlet tervezése volt a célunk, mely (1)
lehetbvé teszi az 6sszes lehetséges EWSR1-FLI1 vagy EWSR1-ERG transzlokacid
tipus amplifikalasat, (2) amplikonjainak hossza igazodik az RNS toredezettségéhez,
valamint (3) a bels6é primerkészleten beluli forward primerekhez tartozd lehetséges
amplikonok hossza legalabb 2-3 bp kilénbséget mutat, mely az amplikonok
fluoreszcens kapillaris elektroforézissel valo megkilonboztetésenek feltétele. A FFPE
mintakban a feltételezett atlagos RNS-hosszusag —a degradacié okozta toredezettség
miatt— kb. 150-200 bazispar, igy a primerek tervezésekor legfeljebb 150 bazisparnyi
amplikonok sokszorositasa volt a cél. Ennek feltétele pedig az volt, hogy az EWSR1
gén 7-10. exonjainak mindegyikére, az FLI1 gén 4-9. exonjainak pedig a nagy részére
primert kellett tervezni.

A primerek tervezésénél szempont volt még természetesen a PCR és multiplex
PCR szempontj&bol optimalis primerek kivalasztasa, tekintettel a primerek masodlagos
struktarainak és egymas kozotti interakcidinak lehet6ség szerinti elkerulésére, a
megfelel6 GC-arany biztositasara, valamint a hasonlé olvadaspontd (ATm <5-6°C)
primerek keresésere.

A primereket a MIT Primer3 on-line és a FastPCR primer design and
sequencing programmal terveztik. A primerek masodlagos szerkezetét, valamint a
primerek kozotti lehetséges keresztreakciokat az IDT Oligo Analyzer 3.1 (Integrated
DNA Technologies, USA) és a NetPrimer (PREMIER Biosoft International, USA)
programok segitségével ellendriztik. A primerek szekvenciajanak specifikussagat a
National Center for Biotechnology Information (NCBI) szekvencia-adatbazisaban
ellendriztik, a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) on-line program

felhasznalasaval.
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A fent emlitett elveknek megfelel6en, a szakirodalomban leirt (Zucman és mtsai
1993, Sorensen es mtsai 1994, Zoubek és mtsai 1994, Giovannini és mtsai 1994,
Zucman-Rossi 1998) torespont régiok lehetséges kombinacidinak figyelembevételével
hét, harom forward és négy reverse primerkészletet terveztiink. Az EWSR1 gén 7-10.
exonjaira négy-négy primerbdél allo kilsé (EWSR1 A) és belsé (EWSR1 B) forward
primerkészletet terveztem. A EWSR1 B primerkészlet primereit a lézerindukalt
fluoreszcens kapillaris elektroforézis altal valé azonosithatosag kedvéert fluoreszcens
(6FAM, VIC, NED vagy PET) festékkel jeloltuk. Az FLI1 gén 4, 5, 7. és 9. exonjaira
szintén négy-négy primerb6l allé kilsé (FLI1 A) és bels6 (FLI1 B) reverse
primerkészletet, az ERG gén 7. és 9. exonjaira pedig két forward primerbdl allé
primerkészletet (ERG) terveztiink. Végezetill az RNS minéségi kontrolljaként szolgald
B-aktin (ACTB) housekeeping génre egy kulsé (ACTB A) és egy bels6 (ACTB B)
primerpar lett tervezve. A kivalasztott primerkészletek szekvenciajat és jellemzdiket a 2.
tablazatban tintettik fel. A transzlokacioban resztvevd génekre tervezett primerek
kotédési helyenek vazlatos szemléltetése az 9. abran lathatd. A kivalasztott primerek
hosszlsaga 18-27 bp, GC-aranya 40-61%, és olvadaspontjuk 53°C és 58,7°C kozé esik.

2. Tablazat A vizsgalatban felhasznalt primerek jellemzgi

Primer Szekvencia Hossz | Molekula
(bp) | suly
(g/mole)
EWSR1 A E7.1 TCCTACAGCCAAGCTCCAAG 20 6031.0
5’ primerek E8.1 AAGAGGGGGATTTGATCGTGG 21 6606.3
Kiils6 E9.1 GAGAGCGAGGTGGCTTCAAT 20 6222.1
primerkeszlet E10.1 CATGGATGAAGGACCAGATCTT 22 6783.5
EWSR1B E7.2 6FAM-ATATAGCCAACAGAGCAGCAG | 21 6994.7
5’ primerek E8.2 VIC-GAGGCATGAGCAGAGGTG 18 6203.7
Bels6 E9.2 NED-GTGGCTTCAATAAGCCTGGTG |21 7027.2
primerkeszlet E10.2 PET-GGATGAAGGACCAGATCTTGAT | 22 73735
FLI1A F4.1 TCCTCCTTGTTCATTTTACACAGTTCC |27 8102.3
3’ primerek F5.1 CGTGAGGATTGGTCGGTGT 19 5930.9
Kiils6 F7.1 GGGCCGTTGCTCTGTATTCT 20 6106.0
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primerkészlet F9.1 GAGAGCAGCTCCAGGAGGAA 20 6225.1
FLILB F4.2 TTCTGGAAAAAGGATGTGTCG 21 6525.3
3’ primerek F5.2 GTGAGGATTGGTCGGTGTG 19 5970.9
Bels6 F7.2 CTGTATTCTTACTGATCGTTTGTGC 25 7620.0
primerkeészlet F9.2 GCAGCTCCAGGAGGAATTG 19 5877.9
ERG ERG7 GTGGAAGGAGATGGTTGAGC 20 6302.1
3’ primerek ERG9 AGGAACTGCCAAAGCTGGAT 20 6175.1
ACTB A ACTB1.1 CACCATGTACCCTGGCATT 19 5723.8
5’ és 3’ primerek | ACTB2.1 TCGTCATACTCCTGCTTGCT 20 6009.9
Kls6 primerk.

ACTB B ACTB1.2 PET-CACCATGTACCCTGGCATT 19 6273.8
5’ és 3’ primerek | ACTB2.2 GATCCACACGGAGTACTTGC 20 6102.0

Bels6 primerk.

EWSR1 exonok FLI1 exonok ERGY
<&

ERG7 ERG9

&= &=

v——(l—i

E9.1 E10.1 F4.1 F5.1 F7.1

EWSR1 exonok FLI1 exonok ERG9
&=

ERG7 ERG9

-

ERG exonok

9. dbra Az EWSR1-FLI1 és EWSR1-ERG transzlokaciokra tervezett primerek bekotédése (A)

frissen fagyasztott és (B) paraffinba agyazott mintak vizsgalata soran. Az egyes primerparok altal

amplifikalt PCR-termékek varhat6 hosszat Isd. a 3-4. tablazatban.
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54. RT-PCR és multiplex PCR frissen fagyasztott mintdkbol szarmazé RNS

esetén

54.1. Monoplex RT-PCR

Az RT-PCR soran a GeneAmp RNA PCR Kit (Perkin-Elmer Corp., Norwalk,
CT) felhasznalasaval 40-60 ng teljes RNS-t irtunk at és sokszorositottunk. A 7.5 pl
végterfogatl reakcioelegy 2 mM MgCl,-ot, 200 yM dNTP-keveréket (dATP, dCTP,
dGTP és dTTP), az E7.1-F9.1 vagy E7.1-ERG9 primerpérokbdl 0.075 pM-t, valamint
1.5U RNaz Inhibitort, 0.375U AmpliTag Gold DNA polimerazt és 2.25U MultiScribe
reverz transzkriptazt tartalmazott. A PTC-225 Peltier Thermal Cycler (MJ Research,
Watertown, MA, USA) tipusu késziilékben az alabbi PCR korilményeket alkalmaztuk.
A reverz transzkripcié 42°C-on 12 percig tartott, majd 10 perces 95°C-on torténé
polimeraz aktivacios lépest kovetben 40 kétlépeses ciklusbdl allé amplifikalas
kovetkezett, mely 94°C-on 20 masodperc denaturaciobol, tovabba 1 perces 60°C-o0s
anellalasbdl és egyidejii extenziobol allt, végil az RT-PCR reakcid 7 perces 72°C-on
torténd anellalassal és lanchosszabbitassal ért veget.

5.4.2. Nested multiplex PCR

A nested multiplex PCR-hez sziikséges reakcidelegy 7,5 pl végtérfogatban az
alabbi OsszetevOket tartalmazta: 0.3 pl RT-PCR végtermék, 2 mM MgClI2, 200 mM
dNTP-keverék (dATP, dCTP, dGTP és dTTP), 0.15 uM a fluoreszcens festékkel jeldlt
EWSR1 B és az FLI1 B vagy ERG bels6 primerkészletekbél, valamint 0.375U
AmpliTaq Gold DNS polimeraz (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA)
enzim. A multiplex PCR korilményei a kovetkez6k voltak: 95°C-on 10 perc AmpliTaq
Gold DNS polimeraz aktivalas, majd 20 masodperces 94°C-on valé denaturalasbol,
valamint 60°C-os 1 perces anellal&sbhol és lanchosszabbitasbol allo 40 kétlépeses ciklus,

melyet 7 perces 72°C-on térténd vegso anellalas és extenzié zart le.
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5.5. RT-PCR és PCR paraffinba agyazott mintakbol szarmaz6 RNS esetén

A paraffinba &gyazott tumormintékbdl izolalt, er6sen degradalt RNS esetén a
frissen fagyasztott mintédknal leirt monoplex RT-PCR mddszer a molekuléris
diagnosztika hatékonysaganak novelése érdekében mddositast igényelt. Az EFT
hatterében allo transzlokaciok degradalt RNS-mintan alapuld azonositdsanak igénye
multiplex primerkészlet hasznalatat tette szlikségessé mar az RT-PCR folyamata soran,
mely biztositotta a téredezett RNS maximum 150-200 bazisparnyi hosszlisagu cDNS

formajaban toérténd atirasat.

9.5.1. Multiplex RT-PCR

A reverz transzkripcio és amplifikalas paraffinba agyazott mintakbdl izolalt RNS
esetén is a GeneAmp RNA PCR Kit felhasznalasaval tortént. A 10 pl végtérfogati
reakcidelegy Osszetétele az alabbi volt: 60-150 ng RNS, 2 mM MgCl,, 200 uM dNTP-
keverék; 0.3 uM az EWSR1 A és FLI1 A vagy ERG primerkeészletekbdl, valamint 0,15
UM ACTB A primerekb6l; 2U RNaz inhibitor, 0.5U AmpliTag Gold DNS polimeraz és
4U MultiScribe reverz transzkriptaz. Az RT-PCR sordn a kovetkez6 kortlmeényeket
alkalmaztuk: 12 perces atiras 42°C-on, majd 40 ciklus amplifikdlas 95°C-on torténd 30
masodperces denaturacidval, 60°C-os 45 masodpercnyi anellalassal és 72°C-os 40
masodperces extenzioval, végul 72°C-on tortend 15 perces vegsO lanchosszabbitas

kovetkezett.

5.5.2. Nested multiplex PCR

A nested multiplex PCR soran a megel6z6 RT-PCR termekebdl 0,6 pl-t
felhasznalva az alébbi 7,5 pl végtérfogatl reakcidelegyet allitottuk dssze: 2 mM MgCI2,
200 mM dNTP-keverék, 0.13 uM a fluoreszcens festékkel jelolt EWSR1 B ésaz FLI1 B
vagy ERG bels6é primerkészletekbdl, tovabba 0.375U AmpliTag Gold DNS polimeraz
enzim. A multiplex PCR soran a kdvetkezd koriilményeket biztositottuk: 95°C-on 5 perc

DNS-polimeraz aktivalas, majd 40 kétlépéses ciklus 20 masodperces 94°C-on vald
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denaturalasbol, valamint 60°C-os 1 perces anellalasbdl és lanchosszabbitashol,
végezetll 7 perces 72°C-on torténd anellalas és extenzid kdvetkezett.

A pozitiv kontrollként szolgal6 ACTB gén nested PCR Kkeretében tortén6
amplifikacidja a multiplex RT-PCR termék felhasznalasaval, kilén cs6ben, hasonlo

reakcidelegy és korilmények alkalmazasaval tortént.

5.6.  Lézerindukalt fluoreszcens kapillaris elektroforézis

A PCR-termékek hosszusagat lezerindukalt fluoreszcens kapillaris elektroforézis
segitségével allapitottuk meg. A frissen fagyasztott minta esetén 0,3 pl, paraffinba
agyazott minta esetén 0,6 pl PCR-végtermékhez 11 pl Hi-Di formamidot és 0.5 pl
GeneScan 600 LIZ méretstandardot (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
kevertiink. A nukleinsav-oldatot 3 percig 95 °C-on denaturaltuk, majd régton jég kozé
tettilk, és ezt kovetéen ABI PRISM™ 310 Genetic analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) készulékben, POP-4 gélen, a felhasznalasi Utmutatonak
megfeleléen fluoreszcens kapillaris elektroforézisnek vetettiik ala. A GeneScan analysis
software 3.7.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) program tette lehet6vé a
PCR-termékek fluoreszcens festékkel jelolt primereken alapuld detektalast. A GeneScan
program a kulonb6z6 festékeket kulonb6zd szinekkel kddolta, igy a 6Fam festékkel
jelolt E7.2 primer termékei kék, a VIC festékkel jelolt E8.2 primeré z6ld, a NED
festekkel jelolt E9.2 primere fekete, veégul a PET festékkel jelolt E10.2 primer termékei
piros szind csucskent jelentek meg az elektroferogramon. Az elektroferogramrol ennek
megfeleléen leolvashato, hogy a PCR-fragmenst melyik forward primer amplifikalta,
valamint az adott termék hossza is. Ezek ismeretében az EWS B-FLI1 B valamint EWS
B-ERG primerek segitségével amplifikalt lehetséges amplikonok hosszét tartalmazo
tablazatrdl (lasd 3. és 4. tablazat) leolvashato volt az azonositott fUzios transzkriptum
tipusa. A vizsgalat soran, bizonyos esetekben a multiplex PCR-termékeket 2%-0s

agardz torténd elGszlrésnek vetettik ala.
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3. Tablazat Varhat6 PCR-termékhosszak EWSR1-FLI1 transzlokaciét mutaté mintak EWS B és
FLI B primerkészletekkel valé amplifikalasat kdvetéen. Az egyes sorokban szink6dok mutatjak, hogy

a megfelel6 kiméra transzkriptumhoz mely hossz tartozik.

Transzlokacio

Véarhat6 amplikon hosszak az amplifikalé primerparok

flggvényében
E7.2-F4.2 E7.2-F5.2 E7.2-F7.2 E7.2-F9.2
EWS(ex7/8/9/10)-FLI(ex4) | 132/313/351/384 |288/469/507/540 |413/594/632/665 |521/702/740/773
EWS(ex7/8/9/10)-FLI(ex5) 84/265/303/336 209/390/428/461 | 317/498/536/569
EWS(ex7/8/9/10)-FLI1(ex6) 143/324/362/395 | 251/432/470/503
EWS(ex7/8/9/10)-FLI(ex7) 771258/296/329 185/366/404/437
EWS(ex7/8/9/10)-FLI(ex8) 125/306/344/377
EWS(ex7/8/9/10)-FLI(ex9) 73/254/292/325
E8.2-F4.2 E8.2-F5.2 E7.2-F7.2 E7.2-F9.2
EWS(ex 8/9/10)-FLI(ex 4) |143/181/214 299/337/370 4241462/495 532/570/603
EWS(ex 8/9/10)-FLI(ex 5) 95/133/166 220/258/291 328/366/399
EWS(ex 8/9/10)-FLI(ex 6) 154/192/225 262/300/333
EWS(ex 8/9/10)-FLI(ex 7) 88/126/159 196/234/267
EWS(ex 8/9/10)-FLI(ex 8) 136/174/207
EWS(ex 8/9/10)-FLI(ex 9) 84/122/155
E9.2-F4.2 E9.2-F5.2 E9.2-F7.2 E9.2-F9.2
EWS(ex 9/10)-FLI(ex 4) 118/151 274/307 399/432 507/540
EWS(ex 9/10)-FLI(ex 5) 70/103 195/228 303/336
EWS(ex 9/10)-FLI(ex 6) 129/162 237/270
EWS(ex 9/10)-FLI(ex 7) 63/96 171/204
EWS(ex 9/10)-FLI(ex 8) 111/144
EWS(ex 9/10)-FLI(ex 9) 59/92
E10.2-F4.2 E10.2-F5.2 E10.2-F7.2 E10.2-F9.2
EWS(ex 10)-FLI(ex 4) 123 279 404 512
EWS(ex 10)-FLI(ex 5) 75 200 308
EWS(ex 10)-FLI(ex 6) 134 242
EWS(ex 10)-FLI(ex 7) 68 176
EWS(ex 10)-FLI(ex 8) 116
EWS(ex 10)-FLI(ex 9) 64
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4. Téblazat Varhaté PCR-termékhosszak EWSR1-ERG transzlokaciot mutaté mintdk EWS B és
ERG primerkészletekkel vald amplifikalasat kdvet6en. Az egyes sorokban szinkddok mutatjak, hogy a

megfeleld fuzios transzkriptumhoz mely hossz tartozik.

Transzlokacio Amplifikal6 primerpar
E7.2-ERG7 E7.2-ERG9
EWS(ex 7/8/9/10)-Erg(ex 6) 129/310/348/381 243/424]462/495
EWS(ex 7/8/9/10)-Erg(ex 7) 57/238/276/309 171/352/390/423
EWS(ex 7/8/9/10)-Erg(ex 8) 114/295/333/366
EWS(ex 7/8/9/10)-Erg(ex 9) 66/247/285/318
E8.2-ERG7 E8.2-ERG9
EWS(ex 8/9/10)-Erg(ex 6) 140/178/211 254/292/325
EWS(ex 8/9/10)-Erg(ex 7) 68/106/139 182/220/253
EWS(ex 8/9/10)-Erg(ex 8) 125/163/196
EWS(ex 8/9/10)-Erg(ex 9) 77/115/148
E9.2-ERG7 E9.2-ERG9
EWS(ex 9/10)-Erg(ex 6) 115/148 229/262
EWS(ex 9/10)-Erg(ex 7) 43/76 157/190
EWS(ex 9/10)-Erg(ex 8) 100/133
EWS(ex 9/10)-Erg(ex 9) 52/85
E10.2-ERG7 E10.2-ERG9
EWS(ex 10)-Erg(ex 6) 120 234
EWS(ex 10)-Erg(ex 7) 48 162
EWS(ex 10)-Erg(ex 8) 105
EWS(ex 10)-Erg(ex 9) 57

5.7.  Szekvenalas

A fluoreszcens kapillaris elektroforézis altal azonositott PCR-fragmentumok
szekvencijat minden esetben ellendriztik az ABI PRISM™ 310 Genetic analyzer
készuléken valo DNS-szekvenalassal.

Szekvendlashoz az RT-PCR-terméket a frissen fagyasztott paraffinba agyazott

mintdknak megfelel6 nested PCR reakcioOsszetétel és kortlmények szerint
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amplifikaltuk. A nested PCR 0sszedllitasa soran csak egy, a lézerindukalt fluoreszcens
kapillaris elektroforézis segitségével meghatarozott kiméra transzkriptumnak megfelelé
primerpart hasznaltunk fel. A nested PCR-terméket a MicroCon Centrifugal Filter
Devices (Millipore Corporation, USA) sz(ir6vel tisztitottuk, majd a BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
felhasznalasaval, a hasznélati utmutatonak megfelel6en szekvendl6 PCR-t végeztiink. A
PCR program kezdeti deanturaciét (1 perc 96°C-on) kovetd, 36 cikluson keresztill
tortéené amplifikalasbol (10 mésodperc 96 °C, 5 masodperc 50 °C, 4 perc 60 °C) allt. A
szekvenaldsi PCR-terméket etanolos tisztitds utan 16 pl Hi-Di formamidban oldottuk
fel, és 95°C-on 3 percig tartd denaturalast kdvetéen az ABI Prism 310 Genetikai
Analizator (Applied Biosystems, Foster City, CA) automata kapillaris szekvenalo

készulék segitségével azonositottuk a fuzids transzkriptumok nukleotid sorrendjét.

5.8. Kontroll

Az RNS-mintdk pozitiv kontrolljaként, az RNS min6ségének ellenbrzése
céljabol, a multiplex RT-PCR reakcid kereteben, a -aktin genre specifikus kills6 ACTB
A primerparral minden paraffinba agyazott mintabol szarmazé RNS-en elvégeztik az
atirast és amplifikdlast. A nested PCR mar kilon cs6ben, a paraffinos mintak
sokszorositdsanal leirt PCR-korilmények kozott, az ACTB B bels6é primerpér
felhasznalasaval tortént. Az amplifikdlt ACTB-fragmens kimutatasa lézerindukalt
fluoreszcens kapillaris elektroforézissel és/vagy agar6z gélen valo futtatassal tortént.

Negativ kontrollkent minden egyes RNS-izolalast, RT-PCR és PCR folyamatot
vizkontrollon is végrehajtottunk. Amennyiben a negativ kontrollb6l nukleinsav volt
kimutathatd kapillaris vagy geélelektroforézissel, Ugy kontaminacid lehet6sége miatt a

folyamatot megismeteltik.
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5.9. A modszer optimalizalasa

A fentebb leirt moddszert a DSMZ-t6l (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; Braunschweig, Germany) megrendelt, SK-

ES-1 sejtvonalbol szarmazd RNS-minta felhasznalasaval dolgoztuk ki és optimalizaltuk.

5.10. Az EWSRL1 gén transzkripcios mintazatanak vizsgélata

Az E7.1 forward, és az EWSR1 gén 11. exonjara tervezett reverse primerrel
(E11 TGTTGTCAGAGTCTTCATCTGGA) a frissen fagyasztott mintak vizsgalatanal
leirt kondiciokkal RT-PCR reakcidt végeztink. Az RT-PCR terméket nested PCR
reakcio sordn az E7.2-E11 primerparral amplifikaltuk, majd a PCR-terméket
lézerindukalt fluoreszcens Kkapillaris elektroforézis és agar6z gélelektroforézis
modszerekkel egyarant futtattuk. Szekvencia-analizisre e vizsgélat kapcsan nem kerult

Sor.
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6. Eredmények

6.1.  Frissen fagyasztott EFT-mintak molekularis genetikai vizsgalata

A 22 EFT-beteg 23 frissen fagyasztott mintaja kozil molekularis genetikai
modszerrel 20 beteg 21 mintajaban 6sszesen 9 kilonb6z6 EWSR1-FLIL és egyféle
EWSR1-ERG fuzids transzkriptumot sikerllt azonositanunk. A vizsgalatba bevont
betegek mintainak molekularis genetikai eredményei az 5. tablazatban lathatok.

Az EWSR1-FLI1 1. tipusaként ismert, leggyakoribb EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
(10A &bra) transzkriptum 10 beteg 11 mintajaban fordult eld, a 2. tipusu EWSR1(ex 7)-
FLIl(ex 5) (10B abra) valamint az EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) (10C. abra)
transzkriptumokat pedig 4-4 mintaban sikerult kimutatnunk. Tovabbi egy-egy mintaban
az alabbi hétféle fuzios transzkriptumot azonositottuk: EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) (10D.
abra), EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8) (11A. abra), EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5) (11B. é&bra),
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6) (11C. é&bra), EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8) (11D. 4&bra),
EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7) (11E. abra), EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6) (11F. abra). Egy
esetben a 2. tipusu transzlokacio alternativ splicing eredményezte alternativ
transzkriptumat (EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 578)) (12. &bra) mutattuk ki, mely nem

tartalmazta a 6. és 7. exonokat.

5. Tablazat A vizsgalatba bevont frissen fagyasztott EFT-mintak hisztopatologiai adatai
és a molekularis genetikai vizsgalat eredménye (FFT- frissen fagyasztott minta; ES- Ewing-

sarcoma; SRCT- kis kereksejtes tumor; pPNET- periférias primitiv neuroectodermalis tumor)

Beteg Minta Minta | Hisztoldgiai Kimutatott fazids
sorszama | sorszama | jellege | diagnozis transzkriptum
1. 1. FFT | ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
2. 2. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)

EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8)
3. 3. FFT | ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
4. 4. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8)
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Beteg Minta Minta | Hisztoldgiai | Kimutatott fuzids
sorszdma | sorszama | jellege | diagnozis transzkriptum
5. 5. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
6. 6. FFT | ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6)
7. 7. FFT | ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5)
8. 8. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
9. 9. FFT | ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
10. 10. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
11. 11. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
12. 12. FFT | ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6)
13. 13. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
14. FFT EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
14. 15. FFT | ES EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6)
15. 16. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
16. 17. FFT ES —
17. 18. FFT | ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6)
18. 19. FFT SRCT, EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
ES/pPNET?
19. 20. FFT | ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7)
EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)
20. 21. FFT ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5"8)
21. 22. FFT | ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6)
22. 23. FFT pPNET —
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10. &bra A frissen fagyasztott mintadkban azonositott flizids transzkriptumok téréspontjanak
szekvencia részlete 1. (A) EWSR1 (ex 7)-FLI1(ex 6); (B) EWSRL1 (ex 7)-FLI1(ex 5); (C) EWSR1

(ex 7)-ERG(ex 6); (D) EWSR1 (ex 7)-FLI1(ex 6)
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11. &bra A frissen fagyasztott mintakban azonositott fuziés transzkriptumok téréspontjanak
szekvencia részlete 1. (A) EWSRL1 (ex 7)-FLI1(ex 8); (B) EWSRL1 (ex 8)-FLI1(ex 5); (C) EWSR1
(ex 8)-FLI1(ex 6); (D) EWSR1 (ex 8)-FLI1(ex 7); (E) EWSR1 (ex 8)-FLI1(ex 8); (F) EWSR1 (ex
9)-FLI1(ex 7)
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A 21 frissen fagyasztott minta kozul,
FLH ex & FLIL ox 8 melyekben molekularis genetikai modszerekkel is
N [ igazoltuk faziés transzkriptumok jelenlétét, 5
R (- "I mintaban tobbféle fuzids transzkriptumot is

|
||r ||'||_|' ||||| ) o, , , L
| I| I||I ||||||| |,". |- “ | talaltunk. Egy mintdban harom, hérom tovabbi
|||

|
| | | l il |' || | |
v oy "HLL Tl
l | |' | T I \ 1 ||| | frissen fagyasztott mintajaban az alabbi haromféle
Il fal b _ . :
| ||.| '| I .I I'| Vi ll, 1 Kkiméra transzkriptumot mutattuk ki: EWSR1(ex 7)-

: Pty & ) e

12. 4bra A frissen fagyasztott mintak FLI1(ex 6), EWSRI1(ex 8)-FLIl(ex 6) és
vizsgalata soran azonositott alternativ. EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8) (13. &bra). A 4. beteg
transzkriptum, az EWSR1(ex 7)- frissen fagyasztott mintajaban az EWSR1-FLI1 1.
FLIL(ex 578) szekvencia részlete tipusa mellett az EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8)
transzkriptumot is azonositottuk (14. abra). A 7. beteg frissen fagyasztott mintajaban két
kilonb6z6 transzkriptumot (EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5), EWSR1(ex 8)-FLIl(ex 5))
mutattunk ki (15. abra). A 19-es szdmu beteg frissen fagyasztott mintajaban két fuzids
transzkriptumot (EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7), EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)) talaltunk (16.
abra). Végul a 20-as szamu beteg frissen fagyasztott mintajaban a 2. tipusi EWSR1(ex

mintdban pedig két-két  kilonb6z6 kiméra

[l
[||||| ||| |||I

transzkriptumot azonositottunk. A 2. szdmu beteg

7)-FLI1(ex 5) transzkriptum mellett annak egy alternativ transzkriptumat (EWSR1(ex
7)-FL11(ex 5"8)) is azonositottuk (17. abra).

A modszer optimalizalasa soran, még a betegmintak vizsgalatanak megkezdése
el6tt az SK-ES-1 sejtvonal egyik késOi passzazsaboOl szarmazd RNS vizsgalata is
tobbféle EWSR1-FLI1 fazids transzkriptumot mutatott ki. Az eddig leirt EWSR1(ex 7)-
FLI1(ex 5) transzkriptum mellett ebben a sejtvonal-passzazsban az EWSR1(ex 8)-
FLI1(ex 5) transzkriptum is megjelent. A korai 2. passzazsbol azonban az EWSR1(ex
8)-FLI1(ex 5) nem volt kimutathato.
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13. dbra A 2. szam( beteg FFP-mintajanak vizsgalati eredménye elektroferogramon. A mintaban
harom transzkriptumot sikeriilt azonositani: az EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) transzkriptumot az E7.2-F7.2 és
az E7.2-F9.2 primerparok 143 és 251 bp hosszi amplikon formajaban amplifikaltak; az E8.2-F7.2 és
E8.2-F9.2 primerparok altal 154 és 262 bp hosszisagban sokszorositott EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6) fuzios
transzkriptumot, valamint a csillaggal jelolt EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8) szekvenciat, melyet az E8.2-F9.2
primerek amplifikaltak 136 bp hosszu termék formajaban. (Az elektroferogramon minden fluoreszcens
festékkel jelzett primer terméke kiilonb6z6 szinl cslcsként abrazolodik: az E7.2 primer termékei kékek,
az E8.2 termékei zoldek, az E9.2 termékei fekete, az E10.2 termékek piros szinnel jelennek meg.)
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14. dbra A 4. szamu beteg FFT-mintdjanak vizsgalati eredménye. Az elektroferogramon az E7.2-F9.2
primerek altal sokszorositott 125 bp hosszi EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8) transzkriptum és az E7.2-F7.2 altal
amplifikalt 143 bp-nyi EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) szekvencia abrazolddott.
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15. 4bra A 7. szdmu beteg FFT-mintajanak vizsgélati eredménye elektroferogramon. A beteg
mintajanak analizise soran két PCR-terméket lehetett megkilénbdztetni: a 209 bp hosszd EWSR1(ex 7)-

FLI1(ex 5) transzkriptumot, mely az E7.2-F7.2 primerpar segitségével amplifikalodott, valamint az E8.2-

F7.2 primerek altal sokszorositott 220 bp méret(i, EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5) szekvenciaju terméket.

i

b
Ed L fy i
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16. abra A 19. szamu beteg frissen fagyasztott mintajanak elektroferogramon abrazolt vizsgalati
eredménye. Az elektroferogramon két kiméra transzkriptum jelenik meg harom cstcs formajaban, az
E7.2-F7.2 altal amplifikalt 77 bp-nyi EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) transzkriptum és az EWSR1(ex 9)-
FLI1(ex 7), melyet az E8.2-F7.2, valamint az E9.2-F9.2 primerparok is sokszorositottak 126 és 171 bp
hosszu termék formajaban.
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17. dbra A 20. beteg mintdjanak molekularis genetikai vizsgalata soran késziilt elektroferogram.

A mintaban kimutatott EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) transzkriptumot 84 és 209 bp hosszi amplikonként az
E7.2-F5.2 és az E7.2-F7.2 primerparok, a 191 bp méretli EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 578) alternativ
transzkriptumot az E7.2-F9.2 primerek amplifikaltak.

Tobbféle fazios transzkriptum azonos mintdban vald kimutatdsa kapcsan
felmerult az igény a transzlokacié altal nem érintett, masik allélon elhelyezkedd
EWSR1 gén transzkripcios mintazatanak azonositasara. A 7. és 11. exonok kozotti 323
bazisparnyi EWSRL1 génrészlet RT-PCR és nested PCR altal tortént amplifikalasa E7.1
és E11 (5-TTTAAGCAGTGTGGGGTTGT-3"), majd E7.2 és E11 primerparokkal,
tovabba kapillaris és gélelektoforézissel torténé megjelenitése soran mindegyik frissen
fagyasztott mintaban csak egyféle, a 7., 8., 9. 10. és 11 exonokat egyarant tartalmazo
transzkriptumnak megfelel6 hosszusagl termék abrazolddott (18. abra), alternativ

transzkriptumokat nem sikerdlt kimutatni.
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8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 14 200 21 22

18. abra Agardz gélelektroforézissel abrazolt, a 7-11 exonokat athidalo, 323 bp-nyi EWSR1
transzkriptum futtatasi képe a 22 EFT-beteg frissen fagyasztott mintajaban. Mindegyik minta
vizsgalata soran csak egyféle EWSRL1 transzkriptumot sikeriilt amplifikalni, alternativ transzkriptumok

nem abrazolodtak. A futtatasi képen lathaté szamok a megfelel6 sorszamui beteg mintajat jelolik.

6.2. Formalinnal fixalt, paraffinba agyazott EFT-mintak molekularis

genetikai vizsgélata

A vizsgalt 47 beteg 60 formalinnal fixalt paraffinba dgyazott mintdja kozul 13
mintaban az izolalt RNS nem felelt meg a 20 ng/ul minimalis koncentracios
kovetelménynek, igy ezeken a mintdkon molekularis genetikai vizsgalatot nem
vegeztiunk. Gyenge RNS-mindség miatt csak két mintat kellett kizarnunk a vizsgalatbol,
mivel a pozitiv kontroll sordn a B-aktin génszakasz tobbszori ismétlés ellenére sem
amplifikalodott. Osszesen tehat 39 beteg 45 mintajanak lett értékelheté a molekuléaris
genetikai vizsgalata. Ezen mintak hisztopatoldgiai adatait €s molekularis genetikai
vizsgalatanak eredményeit a 6. tablazatban tuntettiik fel, mig a feldolgozhat6 minéségu
mintaval bird betegek vizsgalati eredményeit a 7., 6sszesit6 tablazat tartalmazza. Hat
beteg esetében két formalinnal fixalt, paraffinba &gyazott mintan is vizsgaltuk az
EWSR1-FLI1 és EWSRI1-ERG transzkriptumok jelenlétét, ugyanakkor e mintak
mindegyike més id6pontokban tértént mintavételekbél szarmazott.

A 45 paraffinba agyazott EFT-minta kézil 25 beteg 27 mintajaban sikerllt
azonositani EWSR1-FLI1 vagy EWSRI1-ERG transzlokaciot mind fluoreszcens
kapillaris elektroforézis &ltal, mind pedig szekvenaléssal. A 25 betegh6l 22 betegnél
EWSR1-FLI1, 3 betegnél pedig EWSR1-ERG transzlokaciot azonositottunk legalabb
egy paraffinos mintaban. A kovetkez6 hat killonb6z6 EWSR1-FLI1 transzkriptumot az
alabbi gyakorisdgban azonositottuk a 22 betegnél: EWSR1(ex 7)-FLI1l(ex 6) 12
betegnél (20. &bra), EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) 6 betegnél (21. &bra), az EWSR1(ex 10)-
FLI1(ex 6) (22. abra) és EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) 2-2 betegnél, az EWSR1(ex 8)-
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19. dbra Az EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7)
transzkriptum szekvenciarészlete.

FLIl(ex 7) és EWSR1(ex 9)-FLIl(ex 7)
transzkriptumok pedig egy-egy betegnél. Az
EWSR1(ex 7)-FLIl(ex 7), EWSR1(ex 8)-
FLIl(ex 7) eés EWSR1(ex 9)-FLIl(ex 7)
transzkriptumok érdekessége, hogy e harom
kiméra tipust ugyanazon beteg mintajaban (23.
abra) azonositottuk, ugyanakkor e Kkivételtol

eltekintve a paraffinos mintakban nem volt példa

. tObbszoros fazios transzkriptum elGfordulasara.

Harom beteg paraffinos mint4jdban pedig az
EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) transzkriptumot (24.

abra) sikerllt kimutatni. A paraffinos mintdkban kimutatott hat EWSR1-FLI1 és egy

EWSR1-ERG transzlokéacié-varians kozul egyedil a 19. beteg mintajaban azonositott

EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7) transzkriptum (19. &bra) szekvencigja bizonyult Gjdonsagnak

a frissen fagyasztott mintdk eredményeivel 0sszehasonlitva. E beteg mintainak

érdekessége még,

hogy a frissen fagyasztott mintaban két kulonb6zé fazids

transzkriptumot azonositottunk, de az elébb emlitett transzkriptumot nem sikerdlt

kimutatni.

6. Tablazat Az EFT-betegek formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintainak hisztopatoldgiai

adatai és a molekularis genetikai vizsgalat eredménye (FFPE-formalinnal fixalt, paraffinba agyazott

minta, ES-Ewing-sarcoma, SRCT-kis kereksejtes tumor, PNET-periférias neuroectodermalis tumor)

Beteg Minta | Minta | RNS Hiszto- Kimutatott fazids
sorszama | sorszam | jellege | (ng/ul) patologiai transzkriptum
diagnozis
2. 1. FFPE | 244 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
2. FFPE | 144 EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
3. 3. FFPE | 274 ES —
4. FFPE |22 —
4. 5. FFPE |22 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
5. 6. FFPE | 72 ES —
6. 7. FFPE | 352 ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6)
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Beteg Minta | Minta | RNS Hiszto- Kimutatott fazios
sorszama | sorszam | jellege | (ng/ul) patologiai transzkriptum
diagnozis
8. FFPE |50 —
1. Q. FFPE | 105 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
8. 10. FFPE | 320 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
9. 11. FFPE | 325 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
12. FFPE | 204 EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
11. 13. FFPE |97 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
12. 14. FFPE | 939 ES —
13. 15. FFPE | 243 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
14. 16. FFPE |34 ES EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6)
15. 17. FFPE |93 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
17. 18. FFPE | 38 ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6)
18. 19. FFPE |83 SRCT, EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
ES/PNET?
19. 20. FFPE | 30 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7)
EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)
20. 21. FFPE | 46 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
21. 22. FFPE | 268 ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6)
23. 23. FFPE |43 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
24. 24. FFPE |24 ES —
25. 25. FFPE | 139 ES —
26. 26. FFPE | 422 SRCT, EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
ES/PNET?
217. 27. FFPE | 144 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
28. 28. FFPE |35 SRCT, ES? —
29. 29. FFPE |22 SRCT —
30. 30. FFPE | 114 SRCT EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
31. FFPE | 66 ES —
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Beteg Minta | Minta | RNS Hiszto- Kimutatott fazios
sorszama | sorszam | jellege | (ng/ul) patologiai transzkriptum
diagnozis

31. 32. FFPE | 181 SRCT, ES? EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
32. 33. FFPE | 33 ES —
33. 34. FFPE | 84 ES —
34. 35. FFPE | 355 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
35. 36. FFPE | 105 ES —
36. 37. FFPE | 32 ES —

38. FFPE | 96 —
37. 39. FFPE | 78 ES —
38. 40. FFPE |48 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7)
39. 41. FFPE | 114 ES —
40. 42. FFPE |21 ES —
41. 43. FFPE |81 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)
42. 44, FFPE | 20 ES EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6)
43. 45, FFPE | 231 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)

7. Tablazat A molekularis genetikai vizsgalat szamara megfelel6 minéségl mintaval biré 43 EFT-

beteg 23 frissen fagyasztott és 45 paraffinba agyazott, dsszesen 68 mintajanak hisztopatoldgiai

adatai és a molekularis genetikai vizsgalat eredménye.

A 23 FFT-minta sorszamat pirossal, a 45 FFPE-minta sorszamat feketével jeldltem. A mintak kora a

biopsziatol ill. tumorrezekcidtol a mintdk feldolgozasaig eltelt id6szakot jeloli. (FFT-frissen fagyasztott

minta, FFPE-formalinnal fixalt, paraffinba agyazott minta, ES-Ewing-sarcoma, SRCT-kis kereksejtes

tumor, PNET-periférias neuroectodermalis tumor)

Beteg FFT/FFPE | Minta | Minta | Hiszto- RNS Kimutatott fazios

sor- mintak jellege | kora | patologiai | (ng/ul) transzkriptumok
szama sorszama (év) | diagnozis

1. 1. FFT 10 ES 4812 | EWS(ex 7)-FLI(ex 5)

2. 2. FFT |9 ES 3649 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)

EWS(ex 8)-FLI(ex 6)

EWS(ex 8)-FLI(ex 8)

63




DOI:10.14753/SE.2015.1645

1. FFPE |12 244 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
2, FFPE |11 144 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
3. 3. FFT |9 ES 2179 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
3. FFPE |12 274 —
4, FFPE |11 22 —
4, 4, FFT |6 ES 1951 | EWS(ex 7)-FLI(ex 8)
EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
5. FFPE |7 22 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
3 3 FFT |5 ES 270 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
6. FFPE |6 72 —
6. 6. FFT |5 ES 1232 | EWS(ex 7)-ERG(ex 6)
7. FFPE |8 352 | EWS(ex 7)-ERG(ex 6)
8. FFPE |7 50 —
7. 7. FFT |4 ES 723 EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
EWS(ex 8)-FLI(ex 5)
9, FFPE |5 105 | EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
8. 8. FFT |4 ES 597 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
10. FFPE |5 320 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
9, 9, FFT |4 ES 2662 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
11. FFPE |8 325 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
12. FFPE |7 204 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
10. 10. FFT |4 ES 618 | EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
11. 11. FFT |3 ES 1722 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
13. FFPE |6 97 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
12, 12. FFT |3 ES 1479 | EWS(ex 7)-ERG(ex 6)
14. FFPE |6 939 —
13. 13. FFT |3 ES 578 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
15. FFPE | 4 243 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
14, FFT |3 1189 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
14. 15. FFT |3 ES 820 EWS(ex 10)-FLI(ex 6)
16. FFPE |6 34 EWS(ex 10)-FLI(ex 6)
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Beteg FFT/FFPE | Minta | Minta | Hiszto- RNS Kimutatott fazios
sor- mintak jellege | kora | patologiai | (ng/ul) transzkriptumok
szama sorszama (év) | diagnozis
15. 16. FFT 3 ES 528 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
17. FFPE |4 93 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
16. 17. FFT 2 ES 482 —
17. 18. FFT 2 ES 718 EWS(ex 7)-ERG(ex 6)
18. FFPE |3 38 EWS(ex 7)-ERG(ex 6)
18. 19. FFT 2 SRCT, 1205 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
19. FFPE |1 ES/ 83 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
pPNET?
19. 20. FFT |2 ES 784 EWS(ex 7)-FLI(ex 7)
EWS(ex 9)-FLI(ex 7)
20. FFPE |5 30 EWS(ex 7)-FLI(ex 7)
EWS(ex 8)-FLI(ex 7)
EWS(ex 9)-FLI(ex 7)
20. 21. FFT 1 ES 462 EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
EWS(ex 7)-FLI(ex 5"8)
21, FFPE |2 46 EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
21. 22. FFT 0 ES 828 EWS(ex 7)-ERG(ex 6)
22. FFPE |1 268 EWS(ex 7)-ERG(ex 6)
22. 23. FFT 0 pPPNET 194 —
23. 23. FFPE |2 ES 43 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
24. 24. FFPE |2 ES 24 —
25. 25. FFPE |3 ES 139 —
26. 26. FFPE |4 SRCT, 422 EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
EFT
27. 27. FFPE |4 ES 144 EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
28. 28. FFPE |4 SRCT, 35 —
ES?
29. 29. FFPE |5 SRCT 22 —
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Beteg FFT/FFPE | Minta | Minta | Hiszto- RNS Kimutatott fazios
sor- mintak jellege | kora | patologiai | (ng/ul) transzkriptumok
szama sorszama (év) | diagnozis
30. 30. FFPE |6 SRCT 114 | EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
31. FFPE |7 ES 66 —
31. 32. FFPE |6 SRCT, 181 | EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
ES?
32. 33. FFPE |6 ES 33 —
33. 34. FFPE |7 ES 84 —
34. 35. FFPE |7 ES 355 | EWS(ex 7)-FLI(ex 5)
35. 36. FFPE |9 ES 105 —
36. 37. FFPE |9 ES 32 —
38. FFPE | 10 ES 96 —
37. 39. FFPE | 10 ES 78 —
38. 40. FFPE | 10 ES 48 EWS(ex 7)-FLI(ex 7)
39. 41. FFPE | 10 ES 114 —
40. 42. FFPE |11 ES 21 —
41. 43. FFPE |11 ES 81 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
42. 44, FFPE |11 ES 20 EWS(ex 10)-FLI(ex 6)
43. 45. FFPE |11 ES 231 EWS(ex 7)-FLI(ex 6)
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20. &bra Az EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) kiméra transzkriptum elektroferogramja, melyen az E7.2-
F7.2 primerpéarok altal amplifikalt 143 bp hosszi fragmens csticsa abrazolédik

21. abra Az E7.2-F5.2 primerek altal amplifikalt 84 bp-nyi EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) transzkriptum
kapillaris elektoforézisének eredménye
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22. 4bra Az EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6) transzkriptumot tartalmazé minta molekularis genetikai
vizsgalatanak eredménye. Ezen az elektroferogramon a frissen fagyasztott mintak elektroferogramjahoz
hasonldan tébb csucs is dbrazolddik, melyek az E10.2-F7.2 és az E9.2-F7.2 primerpéarok altal amplifikalt
134 és 162 bp hosszl PCR-termékek.
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23. dbra A 20. szdmu paraffinos mintaban kimutatott EWSR1(ex 7)-FLI11(ex 7), EWSR1(ex 8)-
FLI1(ex 7) és EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7) transzkriptumok elektroferogramja. A nyilak a kovetkez6
termékeket jelolik: az E7.2-F7.2 altal apmlifikalt 77 bp EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) és az E8.2-F9.2 &ltal
sokszorositott 196 bp EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7) fragmensek, valamint az EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)
transzkriptumot amplifikal6 E8.2-F7.2 és E9.2-F7.2 primerek 126 és 171 bp-nyi PCR-termékei.
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24, abra Az EWSRI1(ex 7)-ERG(ex 6) transzkriptumrél az E7.2-ERG7 primerparok altal
sokszorositott 129 bp hosszu termék elektroferogramja
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7. Megbeszélés

7.1. Az EFT-mintadk molekularis genetikai vizsgalata

7.1.1. Az EFT-mintdk molekularis genetikai vizsgalati eredményeinek

megbeszélése

Kutatasom elsédleges célja az EFT-diagnosztika kidolgozasa volt, mely modszer
teszteleséhez megfelel6 eset- és mintaszamra volt szikségem. Tekintettel azonban a
Ewing-csaladba tartoz6 tumorok igen alacsony el6fordulési gyakorisagara, egy betegt6l
tobb mintat is fel kellett hasznalnom a vizsgalataimhoz. A mintak kivalasztasanal
vezeérld elv volt, hogy mind a frissen fagyasztott, mind a paraffinos mintakon belil egy
mintavételbdl (biopszia vagy kimetszés) csak egy mintat vizsgaljak, ugyanakkor a
kilonb6z6 id6pontban tortént mintavételekbdl szarmazod mintdkat beemeljem a
vizsgalataimba. A frissen fagyasztott és a paraffinos mintak kdzott azonban van azonos
mintavételbdl szarmazo atfedés, ugyanis mindkét mintacsoport esetében maodositott
diagnosztikus metodikat hasznaltam. Az 0sszes, vizsgalatba bevont beteg kozil 25
betegnek, a molekuléris genetikai vizsgalatra alkalmasnak talalt mintaju betegek kozdl
pedig 20 betegnek van ilyen médon tébbes mintaja.

A monoplex vagy multiplex RT-PCR-t kéveté multiplex PCR és lézer indukalt
fluoreszcens kapillaris elektroforézis maodszerével, valamint DNS-szekvenalassal
torténé megerdsités altal 22, illetve 39, tobbségében EFT-ként diagnosztizalt tumoros
beteg 23 frissen fagyasztott, illetve 45 paraffinba agyazott mintajat dolgoztuk fel.

Huszonkét beteg 23 frissen fagyasztott mintajabdl 21 (91%) mintaban, mig 39
beteg 45 formalinnal fixalt, paraffinba &gyazott mintdjabdl 27 (60%) mintaban siker(lt a
leirt médon EWSR1-FLI1 vagy EWSR1-ERG transzlokéciot igazolni. Az atfedések
miatt a 43, molekularis genetikai vizsgalatnak alavetett mintaju betegb6l 30 beteg
(70%) esetében tudtam igy molekularis genetikai modszerrel is megerdsiteni a klinikai
és immun-hisztokémiai alapokon all6 diagnozist.

A harminc, transzlokacio-pozitiv betegben 6sszesen 10 kilénb6z6 EWSR1-FLIL1
és egy EWSR1-ERG fuzids transzkriptumot talaltunk. Ezek kézul a két leggyakoribb, 1.
és 2. tipusunak nevezett EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) illetve EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)

transzlokécios transzkriptumot 14 (47%), valamint 8 (27%) betegnél azonositottuk, ami,
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tekintettel a magyar viszonylatban nagynak szamitd, nemzetkozileg kozepes szamu
betegcsoportunkra, nem tér el jelentésen a vilagviszonylatban megéllapitott
gyakorisagoktél. Van Doorninck 132 minta vizsgalatat felolelé tanulmanyaban (Van
Doorninck és mtsai 2010) 59% és 16% az 1. es 2. tipus el6fordulési gyakorisaga. Le
Deley altal publikéalt tanulmanyban (Le Deley és mtsai 2010) a ket leggyakoribb
transzlokéaciod tipus el6fordulasi gyakorisdga munkacsoporttol fiiggéen, 58, 193, ill. 314
beteg adatait alapul véve 48-59% ill. 20-28% koOz6tt mozgott, mig az 6sszes beteg
adatait nézve 52% és 24% volt. Az EWSR1-ERG transzlokacio el6fordulasa 13%-o0s
volt a mi vizsgalatunkban (4 beteg a 30 beteghbél), mely gyakorisag szintén kozel
megegyezd van Doorninck és munkatarsai 10%-0s eredményével.

A leggyakoribb EWSR1(ex 7)-FLIl(ex 6) és EWSR1(ex 7)-FLIl(ex 5)
transzkriptumokon kivil négy betegnel azonositottunk EWSR1(ex 7)-ERG (ex 6)
(13%), valamint két-két tovabbi betegnél EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) (6,5%) vagy
EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6) (6,5%) fazids transzkriptumokat. Hat betegnél pedig egyedi,
a mi vizsgalatunk soran csak ezen betegek mintdjara jellemzd transzlokacios
transzkriptumokat sikerilt azonositani, ugysmint a EWSR1(ex 7)-FLIl(ex 8),
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5), EWSR1(ex 8)-FLIl(ex 6), EWSR1(ex 8)-FLIl(ex 7),
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8), EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7) transzlokécidkat (3-3%), valamint
a 2. tipusu transzlokacio méar emlitett alternativ transzkriptumat (EWSR1(ex 7)-FLI1(ex
578)), mely nem tartalmazza a 6. és 7. exonokat. Ezen egyedi kiméra transzkriptumok
kozul kett6t, az EWSR1(ex 8)-FLIl(ex 5) és EWSRI1(ex 8)-FLI1(ex 8)
transzkriptumokat legjobb tudomasunk szerint mi k6zoéltik elséként.

A 43 vizsgalt EFT-beteg kozll azonban 13 beteg (30%) 2 frissen fagyasztott, ill.
18 paraffinos mintainak egyikében sem sikerult EWSR1-FLI1, vagy EWSR1-ERG
transzlokaciot kimutatni a fluoreszcens kapillaris elektroforézis és DNS-szekvenalas

maodszereivel egyittesen.
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7.1.2. Az EFT-mintdk molekularis genetikai vizsgalati mddszerének
megbeszélése

Kutatdsom sordn célom volt olyan, az EWSRI-ETS transzlokacio
diagnosztizalasara alkalmas modszer kidolgozdsa, mely képes kimutatni minden
lehetséges EWSR-FLI1 és EWSRI1-ERG transzkriptumot azok téréspont-fliggé
heterogenitasa ellenére is. Célom volt tovabba a modszer optimalizalasa formalinnal
fixalt, paraffinba agyazott EFT-mintak diagnosztizalasara is, mely terulet a molekuléris
genetikai vizsgalatok alapjaul szolgal6 RNS degradalodésa kovetkeztében még tébb
kihivasban bévelkedik. A vizsgalati modszer érzékenységenek ndvelése érdekében
Otvoztem a nagy kopiaszam el6allitasara képes nested PCR technikat a hagyomanyos
gélelektroforézisnél érzékenyebb lézer indukalta fluoreszcens kapillaris elektroforézis
maodszerével. A paraffinos mintdkban tapasztalt RNS-toredezettség miatt az EWSR1,
FLI1 és ERG geénekre tobb primerbdl allé primerkészletet terveztem, hogy a lehetséges
toréspontok ismeretében az 6sszes lehetséges fuzios transzkriptumot legfeljebb 150 bp-
nyi amplikonok forméjaban sokszorositani tudjam. Az RNS, a reagensek, valamint id6
megtakaritasa céljabol kis térfogatl (RT-)PCR-ekkel dolgoztam, melyek koriilményeit
ugy optimalizaltam, hogy a templatok tobb primerpar altal, egyszerre torténé
sokszorositasat biztositsam. A ket leggyakoribb transzlokéciofajta, az EWSR1-FLI1 és
az EWSRI1-ERG transzlokaciok heterogenitasanak figyelembevételével a nested
multiplex PCR-reakci6o forward primereit kilonb6z6 fluoreszcens festékekkel
jeloltettem, melyek egymastdl valé megkulonbdztetésére, valamint az adott forward
primer altal amplifikalt termek hosszanak megallapitasara a lézer indukalt fluoreszcens
kapillaris elektroforézis tokéletesen alkalmas. Az amplifikalé forward primer, valamint
az amplikon hosszanak ismeretében a kimutatott kiméra transzkriptum tipusa
leolvashatd egy altalam készitett tablazatrol. Ez a tablazat tartalmazza az 0sszes
lehetséges intronikus toréspontnak megfeleld fazios transzkriptumrdl a rendelkezésre
allo primerek altal sokszorosithatd amplikonok varhat6 hosszat.

A modszer SK-ES-1 sejtvonalon térténé optimalizalasat kovetéen feldolgoztam
a rendelkezésre allg, immun-hisztologiai modszerekkel diagnosztizalt frissen fagyasztott
és paraffinba agyazott EFT-mintakat.

A frissen fagyasztott mintak vizsgalata soran EWSR1-FLI1 és EWSR1-ERG

transzkriptumokat 91%-ban azonositottunk. Osszehasonlitva mas, relative nagyszamu,
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az EWSR1-FLI1 és az EWSR1-ERG transzlokaciok publikalt vizsgalataval, melyek
diagnosztikus érzékenysége 80-95% kozott mozog (8. tablazat), a mddszer
szenzitivitasa megfelel az élvonalbeli modszereknek. Ugyanakkor a modszer a magas
érzékenysegen kivul még olyan elényokkel is rendelkezik, mint a kis mennyisegd (40-
60 ng) RNS felhasznéalasa, kis térfogati PCR (7,5 pl), tobb, kilénbdzd hosszusagu
amplikon amplifikécidjanak lehetdsége ugyanarrol a fizios transzkriptumrél, mely igy
akar szekvenalas nélkul is lehetbvé teszi a transzkriptum felismerését, valamint a
modszer érzékenysege folytan az esetlegesen jelen lévé tébb kimeéra transzkriptum
Kimutatasa.

A formalinnal fixalt, paraffinba &gyazott mintdk vizsgalati modszerének
érzékenysege kutatasunkban 60%-nak bizonyult. A szakirodalomban fellelhet6,
hasonléan csak immun-hisztokémiai diagndzison alapuld, paraffinos EFT-mintak
molekularis genetikai dignosztikajanak érzékenysége nagy szoOrdst mutat, 43-83%
kdzott mozog (9. tablazat). Ennek megfeleléen az itt bemutatott diagnosztikus modszer
érzékenysege megfelel6, ugyanakkor célom magasabb érzékenységl mddszer

kidolgozasa volt.
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8. Tablazat A molekularis genetikai vizsgalatok érzékenységének 6sszehasonlito tablazata.

Legalabb 20 frissen fagyasztott, immun-hisztokémiai mddszerrel diagnosztizalt EFT-minta molekularis

genetikai modszerekkel torténd diagnosztizalasan alapuld irodalmi kozlések dsszehasonlité tablazata.

Szerz6k EFT fazios Erzékenység Mdadszer
transzkriptumokra
pozitiv/dsszes
vizsgélt minta
szama

Delattre és mtsai | 83/87 95% RT-PCR, gélelektroforézis,

1994 szekvenalds, Northern és
Southern blot

Zoubek és mtsai | 28/30 93% RT-PCR, gélelektroforézis,

1994 szekvenalés, Northern blot

Dagher és mtsai | 58/72 80% RT-PCR, sziikség esetén

2001 nested PCR,
gélelektroforézis,
szekvenalas, Southern blot

Le Deley és|521/578 90% RT-PCR, nested

mtsai 2010 single/multiplex PCR,
gélelektroforézis,
szekvenalas

van Doorninck és | 119/132 90% Single gRT-PCR (SYBR

mtsai 2010 green), gélelektroforézis,
szekvenalas

Jelen tanulmany | 21/23 91% multiplex RT-PCR, nested

fluorescens lézer

indukalt

PCR,
fluoreszcens

kapillaris elektroforézis
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9. Tablazat A molekularis genetikai vizsgalatok érzékenységének 0Osszehasonlitd tablazata

hisztol6giai médszerekkel diagnosztizalt, formalinnal fixalt, paraffinba agyazott EFT-mintakon

Szerz6k EFT fazids Erzékenység Madszer
transzkriptumokra
pozitiv / 6sszes

vizsgalt minta szama

Hisaoka és mitsai | 20/24 83% RT-PCR, nested PCR

1999

Hill és mtsai 2002 29/41 71% RT-PCR,
gélelektroforézis

Fritsch és mtsai | 21/28 72% RT-PCR,

2003 gélelektroforézis

Stegmaier és mtsai | 23/31 74% 3 RT-PCR 3 kiilonb6z6

2004 EWSR1-FLI1
primerparral

Bridge és mtsai | /43 54% RT-PCR,

2006 nem csak EFT gélelektroforézis

Lewis és mtsai 2007 | 43/53 81% Real-time RT-PCR

Thway és mtsai | 6/14 43% Real-time RT-PCR?

2010

Jelen tanulmany 27/45 60% multiplex RT-PCR,

nested fluorescens PCR

Tobb magyarazat is lehetséges a hisztopatologiai modszerrel EFT-nek
diagnosztizalt, molekuléris genetikai modszerekkel azonban negativnak bizonyuld
minték viszonylag nagy szdméra. Egyrészt a degradalt RNS-sel valé munka nehézségei
megmutatkoznak a DNS-szekvenalasban is. A primerek tervezésekor fontos szempont
volt, hogy az amplikonok hossza ne haladja meg a 150-200 bazispart, mivel degradalt
RNS esetén kb. ekkora templattal lehet szdmolni. Tekintettel arra, hogy csak az
EWSR1-FLI1 transzlokacién belil szamos variaciés lehet6ség van a toréspont
elhelyezkedésére, valamint nem csak az amplikonok hossza volt maximélva, de a

lehetséges amplikonhosszaknak legalabb 2-3 bazisparral kellett kilénbdznitk
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egymastdl, ezért a szekvendlds szamara idealis minimum kb. 90-100 bp-nyi
amplikonhossz igényt nem lehetett tartani. Tovabba az FLI1 exonok szekvenciaja sem
volt mindenhol megfelel6 primer tervezéséhez, ami szintén szlkitette a lehetséges
primerek korét. Az amplikonok varhatd hossza igy az EWSR1-FLI1 transzlokaciok
esetében 59-154 bp kozott mozog. Természetesen a 100 bp alatti amplikonokat
szekvenalni is nehezebb, ezért fluoreszcens kapillaris elektroforézissel kimutatott rovid
amplikon esetén a szekvenalas el6tti amplifikaciohoz masik, hosszabb amplikont
sokszorositd primerpart valasztottunk. Az EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) transzlokacio
esetén pl. az amplikon vérhaté hossza 84 bp volt, ami fluoreszcens kapillaris
elektroforézissel kimutathat6 volt. Ugyanakkor szekvenal&shoz a transzlokéaciot az E7.2
és F7.2 primerparral amplifikaltuk, a termék varhatd hossza pedig 209 bp volt. Ez
utobbi amplikon viszont a RNS degradacidja kovetkeztében nehezebben
amplifikélodott, igy el6fordult, hogy a fluoreszcens kapilléris elektroforezissel
Kimutatott transzlokaciot DNS-szekvenaldssal nem tudtuk igazolni.

A viszonylag révid EWSRL1 (7. exon-10. exon, 6sszesen kb. 350 bp) és FLI1
génszakaszokat (4. exon-9. exon, kb. 500 bp) amplifikdlo 4-4, az exonhatarokat
tiszteletben tartd, és meghatarozott exonokra tervezett primerek igénye lehetetlenné tette
olyan tokeletes primerek tervezését, melyek egyaltalan nem mutatnak maésodlagos
szerkezetek (dimer, hairpin) képzddésére hajlandésagot. Tovabba a multiplex PCR
természetébOl fakaddan a reakcio ugy lett optimalizalva, hogy lehet6leg specifikus, de
minel tébb termék képzOdése biztositva legyen. A magas szinvonali PCR-kit
hasznélata, a magas anellalasi hémérséklet, a két keret primerpar hasznalata mind az
aspecifikus termékek képzddését hivatott akadalyozni, ennek ellenére l1ézer indukalt
fluoreszcens kapillaris elektroforézis mddszerrel foként a 100 bp alatti
hossztartomanyban aspecifikus termékek lathatok, melyek nehezitik az ebbe az
amplikonhosszba tartozé specifikus PCR-termékek egyeértelmd azonositasat. A masodik
leggyakoribb transzkriptum (EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)) varhato hossza szintén ebbe a
tartomanyba esik, de azonositasa a véarhatd, illetve mért hosszkilénbség ismeretében
nem igazan okozott nehezséget a vizsgalatok soran. Ennek ellenére a ritka fGzios
transzkriptumok azonositasa a 100 bp alatti hossztartomanyban nehezitett volt. Frissen
fagyasztott mintak esetében ez altalaban nem okozott gondot, mivel tébbnyire legalabb

két primerpér alkalmas ugyanannak a kiméra transzkriptumnak mas-mas hosszusagban
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val6 sokszororsitasara, ami ellensllyozza a révid amplikonok azonositasi nehézségeit.
Paraffinos mintdk esetében azonban a rdvidebb 6sszefuggé RNS-részletek miatt
nagyrészt csak egy, a lehetséges legrovidebb amplikont sokszorositd primerpar fogja a
fazios transzkriptumot amplifikalni, igy e transzkriptum felismerésének nehézségei
novelhetik az alnegativ mintdk szamat.

Figyelembe kell venniink azt is, hogy csak a két leggyakoribb transzlokaciofajtat
(EWSR1-FLI1 és EWSRI1-ERG) vizsgaltuk, igy a ritkabban el6fordulé EFT-
transzlokaciokat nem tudtuk kimutatni. A ritkabb transzlokaciok el6fordulasa kb. 1-2%,
ami a mi esetszamunkat tekintve, nagy valdszintiséggel nem jelent 1-2 mintaszdmnal
tobbet, mégis hozzajarulhat az alnegativ esetek nagyobb szaméahoz.

Nem zarhatd ki lehetséges okként az a magyarazat sem, hogy a [-aktin
housekeeping gén nested amplifikacioja nem elég érzékeny az RNS-minGség
differencialdsara, mivel jelentds koncentraciokllonbség fordulhat el6 az EWSR1-
FLIL/ERG és a B-aktin gén expresszidjaban.

Végezetil hangsulyoznom kell, hogy a vizsgalatba bevont mintak
diagnosztizalasa klinikopatologiai és immun-hisztokemiai alapokon tortént, s miutan e
vizsgalatok specifikussaga és szenzitivitasa nem 100%-0s, ezért minden bizonnyal van a
minték k6zott nem a Ewing-csalddhoz tartozé tumorminta.

A paraffinos mintak vizsgalati érzékenységének magyardzata sordn azonban ki
kell térni az érzékenységet kismértékben erint6, de az eredmények értelmezésére kihato
jelenségre. A multiplex PCR varhatd amplikonjainak hossza és az ABI PRISM 310
Genetic analyzer A&ltal mért amplikonhosszok koz6tt ugyanis par bazispéar
hosszkilonbség volt tapasztalhatd. Az E7.2, E8.2, E9.2 és E10.2 primerek amplikonjai
fluoreszcens kapillaris elektroforézis modszerrel mérve 6-7, 4, 5-6 illetve 3 bazisparral
rovidebbnek bizonyultak a varhato, szekvencia alapjan kiszamolt hosszukhoz képest.
Az E7.2-F5.2 primerpar terméke azonban ettdl eltérd, 9 bazisparnyi relativ rovidilést
mutatott a mérések soran. Multiplex PCR termékeinek mért, relativ hosszrovidiléseire
van példa a szakirodalomban (Deng és mtsai 2000, Kojima es mtsai 2002), €s a primer-
primer interakciokat (pl. hairpin-képzédést) teszik felelGssé a jelensegért. Ugyanakkor
ez a megfigyelés nem befolyasolja jelentésen a PCR-termékek azonositasat a leirt
maodszerrel, ugyanis a termékhosszak valtozasai elsésorban a forward primerhezhez

kapcsolddnak, eés miutdn a forward primereket kilénb6z6 fluoreszcencidjuk alapjan
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azonositani tudjuk, a hosszvaltozasok figyelembevétele figyelmet igényel, de nem okoz
komoly problémat.

Bar a formalinnal fixalt, paraffinba agyazott EFT-mintak vizsgalatara kialakitott
modszer érzekenységét tekintve nem toltétte be teljes mértékben a hozza flizott
reményeket, ki kell hangsulyoznom, hogy tudomasom szerint ez az elsé olyan multiplex
PCR-t magaba foglal6 mddszer az EFT diagnosztikajaban, mely egy-egy csében képes
amplifikalni az 6sszes lehetseges EWSR1-FLI1, illetve EWSR1-ERG transzkriptumot.
Az el6z6leg ajanlott modositasok utan a bemutatott modszer alkalmassa valhat komoly
alternativa nyujtasara az archivalt EFT-mintdk diagnosztikjanak terén, tekintettel a

maodszer kKis RNS és reakcidelegy igényére.

7.2. Az egy mintdban kimutatott tobbszordés fazids transzkriptumok

megbeszélése

Vizsgalatomnak az Uj metodikan tdlmutatd érdekessége, hogy a 30 beteg kozil,
akiknél molekularis genetikai mddszerrel is sikeriilt igazolnunk az EFT diagndzisat, 5
beteg mintajaban tébbféle fuzios transzkriptumot is talaltunk. A 2. szamu beteg frissen
fagyasztott mintajaban haromféle kiméra transzkriptumot mutattunk ki (EWSR1(ex 7)-
FLI1(ex 6), EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6) és EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8)). Ugyanakkor
ugyanez a beteg 11, illetve 12 éves 1. és 2 szam( paraffinos mintajaban csak a
gyakoribb EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) transzkriptum volt azonosithaté (5. és 6. tablazat).
A 4. beteg frissen fagyasztott mintajaban az EWSR1-FLI1 1. tipusa mellett EWSR1(ex
7)-FLI1(ex 8) transzlokéaciot is kimutattunk, az 5. szamu paraffinos mintajaban viszont
csak az 1. tipust tudtuk azonositani. A 7. beteg frissen fagyasztott mintajaban ket
kilénbdz6 (EWSR1(ex 7)-FLIl(ex 5), EWSR1(ex 8)-FLIl(ex 5)) kiméra
transzkriptumot mutattunk ki, de az 9. szdmu paraffinos mintaban itt is csak egy, a 2.
tipusu EWSR1-FLI1 transzkriptumot azonositottuk. Ezzel szemben a 19. szdmu beteg
20. szamu paraffinos mintajaban haromféle transzkriptumot mutattunk ki, az
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7), EWSR1(ex 8)-FLIl(ex 7) és EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)
transzkriptumokat, mig a frissen fagyasztott mintaban e fizids transzkriptumokbol csak
kettét (EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7), EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)) talaltunk. Végul a 20-as
szamU beteg frissen fagyasztott mintdjdban a 2. tipusi EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
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transzlokacio mellett annak egy alternativ transzkriptumat is azonositottuk, melybél a 6.
és 7. exon kivagodott, de a paraffinos mintdban (21. szdm) az EWSR1(ex 7)-FLI1(ex
578) nem volt azonosithato.

A nested PCR modszer alkalmazasa esetén tisztaban kell lenni a kontaminacio
veszélyével, igy a tobbszords, alternativ transzkriptumok Kkimutatdsanal ezt a
lehet6seget is mérlegelniink kellett. Ellene szél azonban az, hogy az eredmény ismételt
vizsgalatok soran is igazolhaté volt, a negativ kontrollként alkalmazott, vizet és
reakcioelegyet tartalmazé cs6bdl kontamindciora utald nukleinsav nem volt
Kimutathato, valamint a fizios transzkriptumok jo része csak ezekben a mintdkban volt
azonosithatd, a gyakoribb alternativ transzkriptumokat pedig a paraffinos mintak
vizsgalata igazolta.

A modszer optimalizalasa soran, meg a betegmintak vizsgalatanak megkezdése
elétt az SK-ES-1 sejtvonal egyik késGi passzazsabdl szarmazd RNS vizsgalata is
tobbféle EWSR1-FLI1 transzkriptumot mutatott ki. Az eddig leirt EWSR1(ex 7)-
FLI1(ex 5) transzlokacio mellett ebben a sejtvonal-passzazsban az EWSR1(ex 8)-
FLI1(ex 5) alternativ transzkriptum is megjelent. Korai passzazsokbdl azonban az
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5) nem volt kimutathato.

7.2.1. Irodalmi attekintés

Az 0t beteg mintgjdban tapasztalt tébbszoros fazios transzkriptum jelensége
szokatlan ugyan a Ewing-csaladba tartozé tumorok esetén, de az onkogenetikaban nem
ismeretlen. A desmoplasticus kis kereksejtes tumorokban (Liu és mtsai 2000), a
synovialis sarcomaban (Yang és mtsai 2002), vilagossejtes sarcomaban (Wang és mtsai
2009, Jakubauskas és mtsai 2011) vagy az ETV6/ABL1-, illetve PML/RARa-pozitiv
leukémiaban (De Braekeleer és mtsai 2011, Pandolfi és mtsai 1992) is leirtak tobbféle
kimeéra transzkriptumot ugyanannal a betegnél. Ugyan az EFT esetében a tdbbszords
fazios transzkriptumok jelenlétének lehet6ésége nem kdzismert, a Ewing-csaladba
tartozé tumorok elsé molekularis genetikai diagnosztizalasa Ota tobb esetben is
publikaltak hasonld eseteket (10. tablazat).
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10. Téablazat EFT-mintakban azonositott tobbszords fuzios transzkriptumok el6fordulasanak

Osszefoglalé tablazata hivatkozassal

Szerz6 Tumormintak Alternativ transzkriptumok
szama/osszes
tumorminta
May és mtsai 1993 | 1 (TC-32 sejtvonal) | EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) in-frame
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) in-frame
Zucman és mtsai | 4/89 (tumorminta) | EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) in-frame

1993

EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6) out-of-frame

EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7)

in-frame

out-of-frame

EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 5)
EWSR1(ex 8,10)-FLI1(ex 5) out-of-frame

in-frame

EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 8)
EWSR1(ex 8,10)-FLI1(ex 8) out-of-frame

in-frame

Zoubek és mtsai
1994

1/30

metasztazishol)

(sejtvonal

EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 4) in-frame
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 4) in-frame
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) in-frame
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8) in-frame
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 9) in-frame

de Alava és mtsai
1998

1/112 (tumorminta)

EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 5) in-frame

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) in-frame

Minoletti és mtsai
1998

1 (tumorminta)

EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) in-frame

EWSR1(ex 7)-erg3-ERG(ex 6) in-frame

Yoshino és mtsai
2003

1/3 (tumorminta)

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) ? in-frame
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7) ? out-of-frame
EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7) ? in-frame
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Szerzé Tumormintak Alternativ transzkriptumok
szama/osszes
tumorminta
Wang és mtsai | 1/4 (EFT-hasonlo | EWSR1(ex 7)-SP3(ex 6)  in-frame
2007 tumorminta  ritka | EWSR1(ex 8)-kriptikus exon (EWSR1 intron
EWSR1R1 8)-SP3(ex 6) in-frame

transzlokéacioval)

Bielack és mtsai
2004

1 (tumorminta)

EWSR1-ERG (primer tumor)

EWSR1-FLI1 type 5 (szekunder tumor)

Lewis és mitsai | 1/43 (50) | EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) (primer)
2007 (tumorminta)

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) (metasztazis)
Osszesen 12/284
Jelen vizsgalatunk | 5/22 beteg | EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) in-frame

tumormintaja

EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8)

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8)
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6)

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5)

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7)

EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5)

out-of-frame
out-of-frame

in-frame

in-frame

in-frame

out-of-frame

in-frame

out-of-frame

in-frame

in-frame

EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5*8) in-frame
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Az elsd tObbszords kiméra transzkriptumok leirdsat a TC-32 elnevezésl
sejtvonal molekularis genetikai vizsgalata kapcsan kozoltek (May és mtsai 1993). A
sejtvonalban EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) és EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) transzkriptumokat
egyarant azonositottak. Zucman tanulmanyaban (Zucman és mtsai 1993) az EWSR1-
FLI1 transzlokéciok toréspontjanak feltérképezése soran négy mintdban azonositottak
két kilonb6z6 EWSR1-FLI1 szekvenciaju RNS-t. Mind a négy mintaban az EWSR1-
FLI1 fazios izoformak egyike in-frame, mig a masik out-of-frame transzkriptumnak
bizonyult, mely utébbirdl egy korai stopkodon révén csak csonka, az FLI1 gén DNS-
koté doménjanak hidnyaban inaktiv fehérje irddik at. Harom mintaban a duplex fuzids
transzkriptumok az EWSR1 gén 9. exonjanak, mig egy mintdban a 8. exonjanak a
kivagddasaban kilonboztek. Zoubek (Zoubek és mtsai 1994) kozleményében egy
tumormintaban azonositott 6t kiméra transzkriptumrdl szamol be, az EWSR1 9.
intronjdban elhelyezked6 egyetlen transzlokacios toréspont mellett. De Alava és
Yoshino tanulmanyai (De Alava és mtsai 1998, Yoshino és mtsai 2003) két, valamint
harom kilonb6z6 EWSR1-FLI1 transzkriptumrol szamolnak be egy-egy tumorminta
kapcsan, bar Yoshino transzkriptumai csak elektroforézis és Bioanalyzer készlléek
segitségével lettek azonositva, szekvenalas nem tortént a feltételezett bazissorrend
meger0sitésere, igy eredménye kell§ dvatossdggal kezelendd. Minoletti (Minoletti és
mtsai 1998) kutatdsa soran két in-frame EWSR1-ERG transzkriptumot mutatott ki egy
EFT-tumormintaban, melyek kozil az egyik az ERG gén egy alternativ
transzkriptumabol szarmazo szekvencia inzercidjaval jott létre. Ewing-sarcomahoz
hasonlé (Ewing’s sarcoma like) tumormintadban azonositott két in-frame EWSR1-SP3
transzkriptumrol szdmolt be Wang (Wang és mtsai 2007), melyeket féként az EWSR1
8. intronjabol szarmazo kriptikus exon olvasokeretet meg6rzé beépilése kilonboztet
meg egymastol. Bielack és Lewis tanulmanyaikban (Bielack és mtsai 2004, Lewis és
mtsai 2007) ezzel szemben primer és szekunder tumorban, valamint primer tumorban és
metasztazisaban azonositottak kilonb6z6 EFT-specifikus transzkriptumokat.

Lewis ugyanebben a kozleményében két lehetseges magyarazatot vazol fel a
multiplex kiméra transzkriptumok Ewing-csaladba tartoz6 tumorokban vald
megjelenésére. Az egyik elmélet szerint a jelenség hatterében két kromoszomalis
atrendezddés allhat, mely poliklonalitas Utjan, vagy pedig két kulonbdz6 tumor

egyideji/egymas utani kialakulasa révén johet Iétre. Ugyan ismert a tumorsejtek 6rokitd
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anyaganak fokozott instabilitdsa, de két ugyanolyan jellegli kromoszdmavaltozas
kialakuldsanak esélye még igy is rendkivil Kicsi. A Bielack altal ismertetett eset
(Bielack és mtsai 2004) azonban, melyben kulonb6z6, EWSR1-FLI1, valamint
EWSR1-ERG  transzkriptumokat  azonositottak  primer  EFT-tumorban  és
metasztazisaban, megerdsiti ennek az elméletnek a lehet6ségét.

Az egy tumormintdban el6fordulé tébbszérés EWSR1-ETS transzkriptumok
legval6szinlibb magyardzatat azonban az mRNS alternativ splicingja adja, mely a
human génekrol atirddd feherjék valtozatossaganak egyik legfontosabb mechanizmusa.
Nem csak az egészséges sejtek génexpresszidjaban van nagy jelent6sége, de ismert
bizonyos fehérjék alternativ transzkriptumainak 6sszeftiggése is egyes tumorokkal (Roy
és mtsai 2005, Venables 2006, Skotheim és Nees 2007, Grosso és mtsai 2008). Az
alternativ splicing EFT-mintakban vald el6forduldsara Zucman mar 1993-ban felhivta a
figyelmet korabban emlitett tanulmanyaban (Zucman és mtsai 1993), melyben egyetlen
feltérképezett toréspont ellenére négy EFT-mintaban kettés EWSR1-FLI1

transzkriptumokroél szamol be.

7.2.2. Az EFT-mintdkban azonositott  tobbszorés EWSR-FLI1

transzkriptumok jellemzése

A Bielack altal kdzolt eset kivetelével tizenegy, szakirodalomban fellelt, EFT-
mintakban azonositott tébbszérés EWSR1-ETS transzkriptumra (May és mtsai 1993,
Zucman és mtsai 1993, Zoubek és mtsai 1994, de Alava és mtsai 1998, Minoletti és
mtsai 1998, Yoshino és mtsai 2003, Wang és mtsai 2007, Lewis és mtsai 2007) (10.
tablazat) az alternativ splicing mechanizmusa adja a legelfogadhatdbb, valamint
Zucman eredményei fényében a legmegalapozottabb magyarazatot. E tizenegy
tumormintadban nyolc esetben az EWSR1 gén, harom esetben az FLI1 gén, valamint
egy-egy esetben az ERG gén, illetve az SP3 gén szekvenciarészlete vagodik ki az
alternativ splicing révén (ket esetben mindkét transzlokacios partner szekvenciajat érinti
az alternativ splicing, ezért nem egyezik az esetek és a mintak szama). Wang, illetve
Minoletti esetének kivételével, ahol a kivagodd fragmentumok nem exonok, hanem
kriptikus exonként funkcionald intronikus szekvenciak, az alternativ splicing exonokat
tavolit el, tiszteletben tartja az exonhatarokat, és els6sorban az EWSR1 gént érinti. A

Wang éaltal ismertetett eset, azon tal, hogy Ewing-sarcomédhoz hasonl6 tumormintaban
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azonositott tobbszords transzkriptumokat, valamint az alternativ splicing az EWSR1-
SP3 gének transzlokaciojarél atirodd mRNS-en ment végbe, kildnleges abbol a
szempontbol is, hogy az EWSR1-szekvencia nemcsak egy intronikus SP3 génrészleten
keresztil illeszkedik az SP3 6. exonjahoz, de az SP3 6. exonja egyik transzkriptumban
sem teljes szekvencidju. A rovidebb transzkriptumban az EWSR1 7. exonja az SP3 gén
6. exonjanak 48. nukleotidjahoz kapcsolodik, a mésik alternativ transzkriptumban pedig
az EWSR1 8. exonja az intronikus szekvencian keresztil az SP3 6. exonjanak 26.
nukleotidjahoz illeszkedik. Azaz voltaképpen ebben az Ewing-sarcomahoz hasond
tumormintaban a Zoubek altal kdzolt esethez (Zoubek és mtsai 1994) hasonldan az
alternativ splicing mindkét partnergén szekvenciajat érinti.

Az altalunk ismertetett 6t minta esetében, melyekben tébbszérés EWSR1-FLI1
transzkriptumokat azonositottunk, két esetben érintette az alternativ splicing az EWSR1
gén exonjait, két esetben az FLI1 gén exonjait, valamint egy tovabbi esetben, melyben
harom kalénféle kiméra transzkriptumot azonositottunk, mind az EWSR1, mind az
FLI1 gének exonjainak kivagddasara van pelda.

Hat korabban, valamint harom altalunk vizsgalt és ismertetett tumorminta
esetében azonositottunk legalabb két kilénbdzd, aktiv fehérje szintetizalasara alkalmas
in-frame transzkriptumot. Nem ismert, hogy ezen esetekben a tobb kiilonb6z6 onkogén
fazios fehérje jelenléte befolyasolja-e valamilyen mddon a tumor patogenezisét, vagy
pedig mddositja-e barmilyen mértékben a betegség prognézisat. Ennek megitéléséhez
nagyobb szdmu, jobban dokumentalt esetek vizsgalatara lenne sziikség. Ugyanakkor
szlikséges megjegyezni, hogy a legijabb, mar emlitett, nagy esetszdmu vizsgalatok (Le
Deley és mtsai 2010, van Doorninck és mtsai 2010) nem talaltak Osszefliggést a
kilonb6z6 EWSR1-FLIL tipusok és a Ewing-csaladba tartozo tumorok korlefolyasa
kozott, ami alapjan feltételezhet6, hogy az alternativ splicing jelenségenek sokkal
inkdbb az EFT kialakulasa szempontjab6l van jelentésége, mint prognosztikai
szempontbol.

Hat el6z6leg, valamint harom altalunk kdzolt esetben, dsszesen hét kilonb6zo
alternativ transzkriptumban érintette valamilyen mddon az alternativ splicing az
EWSR1 8.exonjat (EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5), EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6), EWSR1(ex
8)-FLI1(ex 7), EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8), EWSR1(ex 8,10)-FLI1(ex 5), EWSR1(ex
8,10)-FLI1(ex 8), EWSR1(ex 8)-kriptikus exon (EWSR1 intron 8)-SP3(ex 6)). Ezen
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alternativ transzkriptumok mindegyike, egy kivétellel, out-of-frame, azaz olvasasi keret
eltolodassal jard transzkriptumok, melyek bioldgiailag inaktiv, az FLI1-fehérje C-
terminalis aktivaciés domeénjét nem tartalmazo csonka kiméra fehérjét eredményeznek,
az olvasasi keret eltolédasa kovetkeztében létrejové korai stopkodon réveén. Egyedil az
EWSR1(ex 8)-kriptikus exon (EWSR1 intron 8)-SP3(ex 6) transzkriptumrol
szintetizalodik teljes, aktiv fuzios fehérje, mely megtartja onkogén jellegét, mivel ebben
az esetben a kriptikus exon transzkriptumba vald beekelGdése helyreallitja az eredeti
olvasasi keretet.

Az olvasési keret eltolédasanak oka, hogy az EWSRL1 8. és 9. exonja 181, ill. 38
bazisparbdl all, ami kuldn-kilén nem, csak egylttesen oszthatd harommal, az olvasasi
keret alapjaul szolgald kodont alkot6 bazisparok szamaval. igy ha az EWSR1 8. vagy 9.
exonja egyedul szerepel csak a fuzios transzkriptumban, azaz az alternativ splicing a 8.
és 9. exonok hataran 1ép mikddésbe, a kodonokon alapulé olvasési keret megvaltozik.
Ezzel szemben az EWSR1 10., valamint az FLI1 4., 5., 6., 7. és 8. exonjai harommal
oszthatd szamuU bazisparbdl allnak, azaz részvételik a fazios transzkriptumban nem
befolyasolja a kodonok elhelyezkedéset.

A szakirodalomban fellelhetd tiz, valamint az altalunk kozoélt 6t, tébbszords
fazids transzkriptumot tartalmazé EFT tumorminta kdzll, nagyobb részben, dsszesen
nyolc esetben az in-frame transzkriptumok mellett out-of-frame kiméra transzkriptumok
is azonosithatok voltak. Az EWSR1 és FLI1 gének kozotti téréspont-meghatarozasok
eredménye szerint (Zucman és mtsai 1993, Zucman-Rossi és mtsai 1998) a
transzlokécios toréspont az EWSR1 gén 8. exonja és az FLI1 gén exonjai kodzott
megkozelit6leg ugyanolyan szdmban fordult el§, mint az EWSR1 gén 7. exonjat kovet6
toréspont, mely utobbi a tanulmanyok eredményei alapjan az EWSRI1-FLI1
transzlokaciok kb. 1/3-at teszi ki. Ha tehat csak az EWSR1(ex 8)-FLI1 transzlokaciokat
vesszilk szamitasba, akkor is az alternativ splicing eddigi tapasztaltaknal jéval
gyakoribb el&forduldsaval kell szamolni, hiszen az EWSR1 gén 8. exonjat kdvetd
intronikus téréspontok esetében az alternativ splicing biztositja az egyetlen lehet6séget a
bioldgiailag aktiv onkogén fuzids fehérje szintetizalasara. Az EFT patogenezisében
tehat az esetek figyelemreméltd, mintegy 1/3 részében az alternativ splicing jelentds
szerepet tOlthet be.
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A Ewing-csalddba tartozd tumorok szakirodalmabdl 6sszegydijtott tizenket,
tobbszoros EWSR1-ETS transzkriptumot tartalmaz6 minta molekuléris genetikai
eredményére 284 EFT-minta vizsgalata soran tettek szert a szerzok. Sajat feldolgozasu,
22 beteg frissen fagyasztott EFT-mintainak molekularis genetikai vizsgalata soran o6t
esetben azonositottunk tobb kilonb6z6 kiméra transzkriptumot ugyanabban a
tumormintédban. Az alternativ splicing korébbi vizsgalatok soran feltart, 6sszesen kb.
4%-o0s el6fordulasahoz képest a jelen vizsgalatokban viszonylagosan gyakoribb, 22%-0s
el6forduldsa az eddigi megallapitdsok fényében, elsésorban az EWSR1(ex 8)-FLI1
transzlokéacio tipus gyakori el6fordulasara vonatkozé adatok alapjan nem lehet véletlen.
Valészin(inek tiinik, hogy az altalam alkalmazott molekularis genetikai modszereknek,
azaz a nested és multiplex PCR, valamint a lézer indukalt fluoreszcens kapillaris
elektroforézis 6tvozésenek kdszonhet6 az alternativ splicing eredményezte t6bbszoros
fazios transzkriptumok nagyobb aranyl észlelése. Az altalam alkalmazott metodikak
alkalmasabbnak t(innek a tobbszords fuzids transzkriptumok amplifikalasara, és
érzékenyebbnek bizonyulhatnak az egyes sokszorositott PCR-termékek kimutatasa
soran.

Feltételezem tovabba, hogy a tobbszoros kiméra transzkriptumok el6fordulasa
EFT-mintdkban nemcsak gyakoribb az eddig tapasztaltaknal, de ugyanabban a mintaban
a kilonb6z6 kiméra transzkriptumok kifejez6dése kozott is nagy kilénbségek lehetnek.
Erre utal az a jelenség, hogy a frissen fagyasztott EFT-mintakban kimutatott tébbszoros
fazios transzkriptum kozil ugyanazon betegek formalinban fixalt, paraffinba agyazott
mintaiban talnyomorészt csak egy, de szinte mindig a leggyakoribb el6forduléasu in-
frame transzkriptum azonosithat6. A jelenséget nem magyarazza kielégitéen az RNS-
degradacio, mivel az EWSR1 és FLI1 primerszettek alkalmazésa révén a kulonb6zé
kimeéra transzkriptumok hosszaban csupan 10-20 bazisparnyi kulénbseg mutatkozik.
Mindez arra utal, hogy az in-frame transzkriptumok paraffinos mintdkban valo
kimutathatosaga mogott jelentés koncentracio-kilonbségnek is meg kell bdjnia, és a
kisebb mertékben kifejez6d6 out-of-frame, illetve tébbi in-frame transzkriptumok
mennyisége az RNS-degradacié kovetkeztében a kimutathatdsagi kiiszob ala csokken,
megfigyelések és kdvetkeztetések egybevagnak egyes korabbi (Zoubek és mtsai 1994,

Wang és mtsai 2007) eredményekkel. Zoubek ugyanis a négy kilonféle kiméra
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transzkriptum kimutatasa soran az egyik, méghozzd az EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 4)
transzkriptumot nagyobb mennyiségben tudta amplifikdlni, mely megfigyelés
0sszhangban volt az EWSR1 gén 9. és az FLI1 gen. 4. exonja kozott észlelt torésponttal
is. Wang hasonl6 modon, az EWSR1-SP3 transzkriptumok RT-PCR modszerrel torténd
sokszorositdsa sordn a PCR-termékek kozott a rovidebb alternativ transzkriptum
talsulyéat észlelte a hosszabb fuzids transzkriptum mennyiségéhez képest.

Egy kivételt talaltunk az frissen fagyasztott és a paraffinos metszetek kozott
tapasztalt eltérések alol: a 19. beteg frissen fagyasztott mintajaban csak két in-frame
(EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7), EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)), a paraffinos mintajaban azonban
ezeken kivil még egy out-of-frame kiméra transzkriptumot (EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 7))
is sikeriilt azonositani. A frissen fagyasztott, valamint a paraffinos metszet egyazon
biopsziabdl szarmazik, azaz ugyanannak az eredeti tumormintanak a részei. Miutan az
RNS-degradacié az archiv mintdban csokkenti a kimutathatdé RNS-mennyiséget, a
jelenségre nincs egyértelm( magyarazatom. Lehetséges, hogy a két mintaban valdban
létezett a fuzids transzkriptumok szamaban megmutatkozd minéségi kilonbség, ami
ugyanazon tumorsejtek kiilonb6z6 mikodésével, esetleg klonalitassal magyarazhato.
Ezt az elméleti feltevést tlinik megerGsiteni az SK-ES-1 sejtvonallal kapcsolatos
eredményeink, melyek szerint egy kés6bbi passage-bél szarmazd RNS-ben két
kilonbodz6, egy in-frame és egy out-of-frame kiméra transzkriptumot azonositottunk,
azonban a korai passage-ban csak az ismert, in-frame transzkriptum volt megtalalhato.
Termeészetesen az is felmerdl lehet6ségként, hogy a frissen fagyasztott mintaban is jelen
volt az out-of-frame transzkriptum, de a multiplex PCR, mely lehet6vé teszi tobb
termék sokszorositasat kilonb6z6, vagy akar azonos primerek segitségével, a kisebb
mennyiségben jelenlév6é templatot ebben az esetben nem amplifikalta kimutathatd
mértékben.

Zucman-Rossi tanulményai (Zucman és mtsai 1993, Zucman-Rossi és mtsai
1998) alapjan nagyjabdl megallapithatd az EWSR1 8. exonjat kdvet6 toréspont
figyelemremélté gyakorisaga, ugyanakkor az EFT-mintdkon végzett nagyszamu
nemzetk6zi molekularis genetikai diagnosztikus vizsgalatok eredmenyei nem tikrozik
ezt a torespont-gyakorisdgot. Sajat vizsgalataim sordn az EWSR1(ex 8)-FLI1
transzkriptumokat huszonhdrom mintdb6l 3 mintdban azonositottam, mely a

transzkriptumnak megfelel6 transzlokacio korabban tapasztalt 33%-o0s elGfordulashoz
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képest csak 13%. Bar az altalam vizsgalt, fagyasztott EFT-tumormintak szdma nem tdl
nagy, valészinlinek tlinik, hogy nem minden EWSR1(ex 8)-FLI1 transzlok&ciorol irodik
at EWSR1(ex 8)-FLI1 transzkriptum, vagy pedig nem irodik &t kimutathato
mennyiségben. Igy lehetséges, hogy a EWSR1(ex 8)-FLI1 transzkriptumok az esetek
egy részében mutathatok csak ki a tumormintakban, tehat az egyetlen EWSR1(ex 7)-
FLI1 transzkriptumot tartalmaz6 tumormintak egy részében is EWSR1(ex 8)-FLI1
transzlokacio valoszinlsithetd. Az out-of-frame fuzids transzkriptumok kifejezddése
tehat biologiailag jelentds szerep hidnyaban igen esetleges jelenség lehet, illetve
lehetséges, hogy az egyes mintakon tapasztalt valtozasai a kifejez6désnek, pl. az SK-
ES-1 sejtvonalnal vagy a 19. beteg mintainal tapasztaltak a tumorsejteket ért valamilyen
bels6 vagy kiils6, kdrnyezeti hatas fliggvénye.

Az 0sszes kozolt esetet figyelembe véve a 16, alternativ splicing altal érintett
EFT-tumormintabol 4 esetben val6szindsithet6 EWSR1(ex 8)-FLI1 transzlokacio, ami
az esetek 25%-a. Ennek megfelel6en az 6sszes alternativ splicinggal magyarazhato eset
mintegy 3/4-e nem vezethet6 vissza egyértelmien EWSR1(ex 8)-FLI1 transzlokacid
jelenlétére. S6t, a 16 esetbdl Gtben (31%) az EWSR1 génszekvencian nem, csak a
transzlokécios partner szekvencidjan azonosithatd kivagodas, illetve hét esetben (44%)
az EWSR1 8. exonjat kovet6 exonok is részei a fuzids transzkriptumok
szekvencidjanak. Igy az EWSR1(ex 8)-FLI1 transzkriptumot nem tartalmazd, de
tobbszoros fazios transzkriptumot hordozd tumormintak (12 minta a tizenhatbdl) nagy
valdsziniiséggel nem az EWSR1(ex 8)-FLI1 transzlokéacio tipust hordozzak.

A biztosan EWSR1(ex 8)-FLI1 transzlokacioju esetek aranya (25%) és a
val6szinden, ill. biztosan az EWSR1(ex 8)-FLI1-t6l eltérd transzlokacioju esetek aranya
(75%) kozotti nagy kulonbség alapjan nem zérhatd ki, hogy az alternativ splicing
jelenségének a Ewing-csaladba tartoz6 tumorok eseten az EWSR1(ex 8)-FLI1
transzlokacioju tumorok sikeres patogenezisén kivil mas szerepe is lehetséges. Az
alternativ splicing pontos jelent6sége, pl. a tumoron bellli klon valamilyen evollcios
elényét biztositd esetleges szerep feltarasa késGbbi, nagyobb esetszamu vizsgalatok

célja lehet.
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7.2.3. Az EWSR1-FLI1 és EWSR1-ERG transzlokacios tipusok és a
Klinikai kép 0sszefliggései

Az egyes EWSRI1-FLI1 transzlokacio tipusok eseménymentes, illetve teljes
tulélesre vonatkozO prognosztikai jelent6ségét Zoubek és munkatarsai, (Zoubek és
mtsai 1996), illetve De Alava és munkacsoportja (de Alava és mtsai 1998) vetettek fel
elséként a 90-es évek masodik felében, akik az 1. tipust EWSR1-FLI1 transzlokaciot
hordoz6 EFT-betegek esetében talaltak jobb kimenetelt.

Legutdbb szintén két munkacsoport (Le Deley és mtsai 2010, van Doorninck és
mtsai 2010) tett pontot az elhiiz6doé vita élére, nagyszamu betegcsoporton vegzett EFT-
transzlokéacio és a klinikai kép kozotti 0sszefliggések vizsgalataval (4.4.1. fejezet).
Eredményeik szerint, feltételezetten a jelenlegi intenziv kemoterapias kezelés mellett,
nem eszlelhetd szignifikans genotipus-fenotipus 6sszefiiggés, és egyik EWSR1-ETS
transzlokacio esetében sem beszélhetink szignifikansan jobb vagy esetleg rosszabb
kimenetelrdl.

Annak ellenére, hogy munkam elsésorban metodikai jelent6ségd, és ezekkel a
komoly genotipus-fenotipust elemzé kozlésekkel nem is volt célom felvenni a versenyt,
a Il. sz. Gyermekklinika Tumorregiszterében tarolt adatok alapjan felmerilt az igény a
hazai EFT-beteg populacion is ellenérizni a Ewing tumorok csaladjara specifikus
transzlokaciok spektruma és a betegek tulélése kozotti lehetséges dsszefliggéseket. A 43
vizsgalt beteg kozil 25 gondozésdnak adatai szerepeltek a Il. sz Gyermekklinika
Tumorregiszterében, azonban 18 beteg esetében nem volt kovethetd a
biopsziat/tumorrezekcidt kovetd ellatas. A Semmelweis Egyetem Ortopédiali
Klinikajanak Tumorbankjaban tarolt mintdk és a Il. sz Gyermekklinika
Tumorregiszterében térolt adatok kozotti reszleges éatfedés elsdsorban annak
kdszonhetd, hogy szamos 18 évet betoltott beteg a feln6tt ellatasban folytatta a
kezeléset, melyr6l nem allnak rendelkezésre. Néhany gyermek hianyos vagy hianyzo
utankdvetése pedig feltételezhet6en annak tulajdonithatd, hogy a biopsziat vagy a
tumorrezekciét kovetéen nem jart kontrollokra, vagy nem hazai intézményben
folytathatta a gyogykezelését.

A jelenleg rendelkezésre all6 adatok, elsGsorban a pontosan dokumentalt

betegek kis szama miatt (11. t&bl&zat), mely a vizsgéalandd transzlokécids tipusokra
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bontas esetén tovabb csokkenne, egyel6re nem teszik lehet6vé megbizhatd statisztikai
Osszefliggések elemzését.

Izgalmasnak igérkezne az a kérdésfeltevés is, hogy az egy tumormintaban
azonositott tobbszords fuzios transzkriptumok mennyiben befolyasoljak a klinikai kép
Kibontakozasét, a talélési adatok alakuldsat. Ugyanakkor a vizsgalt betegcsoportbol 6t
esetben mutattunk ki multiplex fazids transzkriptumokat, és ez a mintaszdm szintén tul
alacsony megbizhaté statisztikai elemzes véghezvitelére. A 11. tablazat tartalmazza a
vizsgalt betegek tulélési adatait, akiknél ez elérhet6. Az adatok attekintésekor azonban
egyértelm(i tendencidk sem az EWSR1-FLI1, sem a multiplex fuzids transzkriptumok
esetében nem olvashatdk ki a t&blazatbdl, ami a mi adataink alapjan is a szoros

genotipus-fenotipus 6sszefuiggések ellen szol.

11. Téblazat A molekularis genetikai vizsgalatnak alavetett tumormintak vizsgalati eredménye,

valamint a betegek talélési adatainak tablazata (exit-elhunyt, CR-teljes remisszid, PR- részleges

remisszio)
Beteg | Beteg Hiszto- Kimutatott fazids A beteg | Esemény- | Teljes
sor- kora | patologiai transzkriptum jelen mentes | tuléles
szdma | (év) | diagndzis statusz talélés (nap)
a (nap)
1. 17 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) exit 419 726
2. 16 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) exit 589 1079
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 6)
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8)
3. 7 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) CR 3381 3381
4. 14 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) | exit 603 872
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8)
5. 17 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) exit 194
6. 18 ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) | exit 1162 2377
7. 16 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) CR 3894 3894
EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5)
8. 15 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) — —
9. 18 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) CR 4320 4320
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Beteg | Beteg Hiszto- Kimutatott fazids A beteg | Esemény | Teljes
sor- kora | patologiai transzkriptum jelen -mentes | tulélés
szama | (év) | diagndzis statusza | tulélés (nap)
(nap)
10. |15 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex5) |CR 3499 3499
11. 34 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) | — —
12. 14 ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) exit 478 901
13. |19 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) | — —
14. |17 ES EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6) | PR 3233
15. 5 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) exit 400
16. 18 ES — — —
17. |15 ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) | CR 1285 1285
18. 4 SRCT, EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) CR 3003 3003
ES/
pPNET?
19. 14 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) CR 3019 3019
EWSR1(ex 9)-FLI1(ex 7)
20. 9 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5) CR 2588 2588
EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 58)
21. 17 ES EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) exit 118 478
22. 62 pPNET — — —
23. |21 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 6) | PR 473 473
24. 21 ES — — —
25. 13 ES — — —
26. |41 SRCT, EWSR1(ex 7)-FLI1(ex5) | — —
EFT
27. 27 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex5) | — —
28. 24 SRCT, — — —
ES?
29. 18 SRCT — — —
30. |19 ES, SRCT | EWS(ex 7)-FLI(ex 6) — —
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3. |21 SRCT, EWSR1(ex 7)-FLI1(ex5) | — —
ES?

32. |18 ES — CR 3647 3647
3. |6 ES — CR 1447 1447
34. |26 ES EWS(ex 7)-FLI(ex 5) — —
3. |27 ES — — —
36. |16 ES — exit 167
37. |13 ES — CR 2209 2209
38 |11 ES EWSR1(ex 7)-FLI1(ex7) | CR 4240 4240
39. |17 ES — exit 1400
40. |8 ES — exit 1297
41. |25 ES EWS(ex 7)-FLI(ex 6) — —
42. |20 ES EWS(ex 10)-FLI(ex 6) — —
43. |27 ES EWS(ex 7)-FLI(ex 6) — —
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8. Kovetkeztetések —a munka jelentésége

> Jelen munkdm soran Gj maddszert dolgoztam ki a Ewing-csaladba tartozo
tumorokra jellemz6 EWSR1-FLI1, valamint EWSR1-ERG transzlokaciokrdl atirodo
MRNS-ek kimutatasara. Az Uj modszer monoplex vagy multiplex RT-PCR-en, tovabba
fluoreszcens, multiplex nested PCR-t kdvet6 lézer-indukalt, fluoreszcens kapillaris
elektroforézisen, és a kimutatast meger6sité szekvenaldson alapul. Ez a metodika
alkalmas mind frissen fagyasztott, mind a degradalt RNS-t tartalmaz6 formalinnal
fixalt, paraffinba agyazott mintdkban az dsszes lehetséges EWSR1-FLI1 és EWSR1-
ERG transzkriptum azonositasara.

> A bemutatott Uj mddszert alkalmazva vizsgaltam a Semmelweis Egyetem
Ortopédiai Klinikajan miko6d6é Tumorbank 23 frissen fagyasztott, és 60 paraffinba
agyazott, immun-hisztologiai modszerekkel tobbségében a Ewing-csaladba tartozo
tumorként diagnosztizalt tumormintajat, mely esetszdm nemcsak a legnagyobb, kdzolt
molekularis genetikai vizsgalat Magyarorszagon, de nemzetkdzi szinten is jelentésnek
szamit.

> A frissen fagyasztott EFT-mintak 91%-aban, a formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott tumormintak 60%-aban sikertlt molekularis genetikai modszerekkel
is igazolni az EFT diagndzisat. A paraffinos minték vizsgalatara kidolgozott modszer
nehézségeit, gyenge pontjait attekintve javaslatokat fogalmaztam meg a modszer kisebb
modositasaira, mely lehet6vé teszi a transzlokéaciok és transzlokacié tipusok
heterogenitasa, valamint az archivalt mintakban tapasztalt RNS-degradécié miatt
nehézségekbe (itkdz6 molekularis genetikai diagnosztika szaméara egy kis RNS- és
reakcioelegy igény( alternativ vizsgalati modszer alkalmazasat.

> Az 0sszes EFT-minta molekularis genetikai vizsgalata soran tiz
kilonb6z6 EWSRI1-FLI1 és egy EWSRI1-ERG fuziés transzkriptumot sikerilt
azonositanom, kozullk kettét, az EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5) és EWSR1(ex 8)-FLI1(ex
8) transzkriptumokat legjobb tudasom szerint mi kézoltik els6ként.

> A magyar EFT-mintak vizsgalata soran észlelt EWSR1-FLI1 és EWSR1-

ERG transzkriptumok el6fordulasi gyakorisdga megegyezett a nemzetkdzi adatokkal.
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> Mintegy Ot beteg esetében tdébb EWSRI1-FLI1 transzkriptumot is
azonositottunk ugyanabban az EFT-mintéban. A jelenség legval6szin(ibb magyarazatat
eddigi ismereteink alapjan az alternativ splicing mechanizmusa nyujtja.

> Az 0sszes, tobbszords fuzids transzkriptumot tartalmazdé EFT-minta
vizsgalati eredményének ismeretében az alternativ splicing viszonylag gyakori jelenség:
el6fordulési gyakorisaga az eddig kozolt esetek alapjan kb. 4%, a jelen Kkutatas
eredményei szerint 22%, de a transzlokacios toréspontok ismert eloszlasa alapjan
el6fordulasa akar a 30%-ot is meghaladhatja.

> Az alternativ splicing a Ewing-csaladba tartoz6 tumorok jelentds
részének patogenezisében fontos szerepet jatszik, lehet6séget nyljtva az out-of-frame
transzkriptummal és ebbdl kdvetkez6en bioldgiailag inaktiv fehérje szintetizalodasaval
jaro esetekben az in-frame mRNS atirasara és aktiv onkogen fehérje létrehozasara. A
felteheten jelentds szama pedig felveti az alternativ splicing tovabbi, egyel6re
ismeretlen szerepét is.

> Az EFT-betegek tumormintaiban azonositott EWSR1-FLI1 és EWSR1-
ERG transzlokécid tipusok, a multiplex fazids transzkriptumokat mutatd esetek,
valamint a betegek tulélési adatai kozotti esetleges sszefliggéseket a jol dokumentalt

esetek kis szama miatt nem tudtuk vizsgalni.
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9. Osszefoglalas

A Ewing-csaladba tartoz6 tumorok (EFT) kozds jellemz6je az EWSR1 gén
valamint egy, az ETS-csaladba tartozo gén kozotti transzlokéacio. A partner gén az
esetek mintegy 95%-aban az FLI1 és az ERG gén. Joval kisebb gyakorisaggal ugyan, de
tobb méas ETS gén is alkothat transzlokéciét az EWSR1 génnel, valamint kzoltek olyan
ritka EFT-eseteket is, melyekben mindkét partnergént helyettesithetik mas gének. Az
EFT-re specifikus transzlokaciok heterogenitasa megmutatkozik a toréspont
elhelyezkedésétdl fiiggé véltozatossagban is, mely az EWSR1-FLI1 transzlokacio
esetében 24 kilénb6z6 transzlokécid tipus kialakulasahoz vezethet. Az EFT RNS-alapu
diagnosztikajat a transzlokécidk heterogenitasan tal tovabb neheziti az RNS-degradacio,
mely fékent a formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintak vizsgalatat teszi kihivassa.

Munkamban f6 célom volt egy olyan 0] molekularis genetikai modszer
kidolgozédsa, mely alkalmas a két leggyakoribb, EWSR1-FLI1 és EWSR1-ERG
transzlokéacid kimutataséra, valamint a frissen fagyasztott mintdk mellett a paraffinos
EFT-mintak vizsgalatara is.

RNS izolalas utan, erre a celra tervezett primer szettek segitségevel monoplex
vagy multiplex RT-PCR és ezt koveté fluoreszcens multiplex nested PCR keretében
amplifikdltam a fGziés transzkriptumokat. A PCR-termékeket 1ézer indukalt
fluoreszcens kapillaris elektroforézis mddszerével mutattam ki és azonositottam,
eredményeimet pedig szekvenalas utjan erésitettem meg.

Ezzel a modszerrel a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikdjan miikodd
Tumorbankbol 22 beteg 23 frissen fagyasztott, valamint 47 beteg 60 formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott mintajat vizsgaltam meg. A frissen fagyasztott mintak 91%-aban, a
paraffinos mintak kozul pedig 60%-ban sikerllt molekularis genetikai vizsgalattal is
meger6siteni az immun-hisztologiai diagnézist. Az EFT-mintdk vizsgalata soran o6t
beteg mintajadban tobb fuzids transzkriptumot is azonositottam. A tobbszords fuzids
transzkriptumot tartalmazé sajat, illetve korabban koézolt EFT-esetek attekintése utan
arra a kovetkeztetesre jutottam, hogy a jelenség hatterében allé alternativ splicing
gyakori jelenség, bizonyos transzlokécio tipusoknal jelentés szerepet jatszik a tumor

patogenezisében, de valdszin( ezen tdlmutato, eddig ismeretlen szerepe is.
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10. Summary

The Ewing family of tumours (EFT) is characterized by the translocation
between the EWSR1 gene and one of the genes belonging to the ETS family. In 95% of
cases the translocation partners are the FLI1 and ERG genes, however other ETS genes
can also form translocations with the EWSR1 gene. Furthermore there is ample
evidence now that both partners of the EFT-associated translocations are
interchangeable. The diversity of localisation of the translocation breakpoint is
responsible for the further heterogenity of EFT-specific translocations, and may result
in 24 different alternative forms of EWSR1-FLI1 translocation. The RNA-based
molecular diagnostics of EFT is further complicated by the degradation of RNA, which
makes the analysis of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples
especially difficult.

Our main aim was to establish a new molecular genetic method, that is able to
identify the two most common translocations, namely the EWSR1-FLI1 and EWSR1-
ERG, and to analyse both the fresh frozen tissue (FFT) and the FFPE tissue samples.

After RNA-isolation, the fusion transcripts were amplified by monoplex or
multiplex RT-PCR and subsequent fluorescent multiplex nested PCR, using specially
designed primer sets. The PCR products were detected and identified by laser-induced
fluorescent capillary electrophoresis and results were confirmed by sequence analysis.
By this method we processed EFT samples received from the tumour bank at the
Department of Orthopaedics, Semmelweis University, Budapest: in all 23 fresh frozen
samples and 60 FFPE samples of 22 and 47 EFT patients, respectively. This molecular
genetic method shows 91% and 60% sensitivity in the confirmation of the
immunhistological diagnosis of EFT in case of FFT and FFPE, respectively. In the
course of the analysis of the FFT samples multiple fusion transcripts were found in five
patients’ samples. After reviewing the previously reported EFT-cases with multiple
fusion transcripts and our own results as well, we came to the conclusion that alternative
EWSRI1-ETS splicing which accounts for the phenomenon of multiple fusion
transcripts, is a frequent event, and in certain cases can play an important role in the
pathogenesis of the Ewing family of tumours. However it is presumable that there is an

unknown role of the alternative splicing as well.
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