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Bevezetés

A Ewing tumorok csalddjaba (EFT) tartozd tumorok — azaz a csontok Ewing-
sarcomdja (ES), az extraossealis Ewing-tumor és a periférids primitiv neuroectodermalis
tumor (pPNET) — differencialatlatlan kis kereksejtes tumorok, melyek a csontokat és a
lagyrészeket egyarant érinthetik. E tumorok kozOs genetikai jellemzdje a TET-csaladba
tartozO EWSRI1 gén és az ETS-csaladba sorolhato 6t transzkripcids faktor egyik tagjat kodolo
gén kozott 1étrejovo reciprok kromoszomalis transzlokédcio. Az EWSRI1 gén leggyakoribb
transzlokaciods partnerei az FLI1 gén (11q24), illetve az ERG gén (21q22), ritkabb esetben
azonban az ETV1 (7p22), ETV4 (17ql12) valamint a FEV gén (2q33) is lehet. Az EFT
hatterében allo transzlokacid sokszintisége tovabb gazdagodott azon felismerés altal,
miszerint mindkét transzlokacids partner felcserélhetd mas génekkel. Eszerint az jonnan,
szorvanyosan azonositott C-terminalis partnerek mellett a transzlokacidban részt vehet a TET-
csaladba tartozo gének masik tagja, a FUS gén (16pl1) is.

Az EFT-re specifikus transzlokaciok valtozatossagat tovabb fokozza a transzlokacios
toréspontokban észlelt sokféle variacidos lehetdség. A leggyakoribb EWSRI-FLI12
transzlokacid esetében példaul az EWSR1 génen beliil négy (a 7., 8., 9. és 10.) intronban, az
FLI1 génszekvencidjat tekintve pedig hat (a 3., 4., 5., 6., 7. és 8.) intronban fordulhat el6
kisebb-nagyobb gyakorisaggal toréspont. Habar egy munkacsoport szerint eddig 12
kiilonbozd transzlokécid tipust publikaltak, mely transzlokaciokat a 12 leggyakoribbnak
nevezték el, az EWSRI1 gén 4 intronja, valamint az FLI1 gén 6 intronja kozott elméletileg 24
féle modon johet létre transzlokdcio, ezért legalabb 24 féle transzlokacio tipust kell
feltételezniink. A két leggyakoribb fuzios transzkriptum az 1. tipust EWSRI1(ex 7)-FLI1(ex
6) és a 2. tipust EWSRI1(ex 7)-FLI1(ex 5). A kiméra transzkriptumokrol szintetizalédo fuzids
fehérje a transzkripcidos kontroll megszakitasaval és a sejtek transzformaldsaval koros
transzkripcids faktorként viselkedik, €és végsé soron a Ewing-csalddba tartoz6 tumorok
kialakulasédhoz vezet.

A lehetséges transzlokacios toréspontok altal kozrefogott vizsgalandod génrészletek,
ezen belill is az intronok nagysaga miatt az EFT molekuléris genetikai diagnosztikdja RNS-
alapu. Az EWSRI1-ETS transzlokaciok kozotti, valamint az egyes transzlokaciokon beliili
heterogenitason til azonban a formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintak esetén az RNS-

degradéciobol fakado toredezettséggel ujabb metodikai nehézségek kertiltek elétérbe. Bar az



EFT molekularis diagnosztikajaban tobbféle modszer is elterjedt, az archivalt tumorszovetek

vizsgalataval kapcsolatos nehézségekre még nem sziiletett megnyugtatd megoldas.

Ceélkituzések

Jelen munka sorédn a kovetkezd célokat tliztem ki:

> Molekuléris genetikai moddszerek kidolgozasa és Magyarorszagon elsOként
valo beadllitdisa a Ewing-tumorok csalddjanak diagnosztikajaban az EWSRI-FLI1 és az
EWSRI1-ERG transzlokacidk azonositasara.

> Az RNS alapu, 0, (Magyarorszadgon ¢és kiilfoldon ilyen forméaban eddig nem
alkalmazott) multiplex fluoreszcens PCR ¢s lézer indukalt kapillaris elektroforézis alapu
metodika alkalmazasa frissen fagyasztott EFT- minték esetében.

> Az RNS alapu, 1j, multiplex fluoreszcens PCR ¢és 1ézer indukalt kapillaris
elektroforézis alapi metodika alkalmazisa formalinnal fixalt, paraffinba agyazott EFT-
mintékban.

> A Semmelweis Egyetem, Ortopédiai Klinika Tumorbankjaban tarolt EFT-
mintdk feldolgozasat kovetdéen az egyes EWSRI-FLI1 és EWSRI1-ERG transzlokaciok és
transzlokacié tipusok eloszlasdnak meghatarozasa a magyar betegpopulécidban.

> Az EWSRI-FLI1 és EWSRI1-ERG transzlokaciok magyar betegpopuldcioban
észlelt spektruménak Osszevetése nemzetkozi adatokkal.

> Az EWSRI-FLI1 és EWSRI-ERG transzlokacids tipusok szerepe a Ewing-
tumorok csaladjanak klinikai megnyilvanulasdban (genotipus-fenotipus 0Osszefiiggések
keresése).

> A tObbszords fuzids transzkriptumok szekvencidjdnak és gyakorisaganak
meghatarozasa a Ewing-sarcoma csalddba tartozo tumorok esetében.

> Az egyazon EFT-mintdban eldfordulé multiplex fuzids transzkriptumok
hatterében allo jelenség jellemzése, valamint az EFT patomechanizmusdban feltételezhetd

szerepének megitélése sajat eredményeim ¢€s a szakirodalmi adatok alapjan.



Modszerek

A jelen retrospektiv vizsgalat keretében 23 frissen fagyasztott és 60 formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott, dsszesen 48 betegtdl szarmazod mintat dolgoztunk fel, melyek 1996 és
2006 kozott kertiltek mintavételre. A vizsgalat soran 25 betegtdl tobb mintat is feldolgoztunk,
de mindegyik mintavételbdl legfeljebb egy paraffinba agyazott é€s/vagy frissen fagyasztott
mintat vontunk be a vizsgalatunkba. Az Gsszes minta a Semmelweis Egyetem Ortopédiai
Klinik4jan miik6dé Tumorbankbdl szarmazik.

A Ewing-sarcoma/periférids primtiv neuroektodermdlis tumor diagnézisanak
kialakitdisa a WHO altal meghatarozott szovettani kritériumok alapjan elvégzett
hisztopatoldgiai vizsgalatokon alapult. A vizsgalatba a 22 FFT ¢és 53 FFPE, szovettanilag
Ewing-sarcomanak/pPNET-nek diagnosztizalt minta mellett 8 kis kereksejtes tumorként
diagnosztizalt tumormintat is bevontunk, melyek esetében azonban felvetédott az ES/pPNET
szOvettani gyanuja.

Az 0Osszes lehetséges EWSRI-FLI1 vagy EWSRI-ERG transzlokacio tipus
amplifikalasanak érdekében, az EWSRI1, FLI1 és ERG gének szakirodalomban leirt téréspont
régioinak figyelembevételével 6t (EWS A, EWS B, FLII A, FLI1 B, ERG) primerkészletet
terveztiink. A kiils6 primerek tervezésekor legfeljebb 200 bazisparnyi amplikonok
sokszorositasa volt az egyik legfontosabb kritérium. A belsé primerkészlet tervezésekor
célunk volt kiilonb6zé PCR termékek amplifikalasa: a lehetséges amplikonhosszak kozott
legalabb 2-3 bp kiilonbség megléte volt a kovetelmény, mely az amplikonok fluoreszcens
kapillaris elektroforézissel valdé megkiilonboztetésének feltétele. Az RNS misdségi
kontrolljaként szolgald B-aktin (ACTB) housekeeping génre egy kiils6 (ACTB A) és egy
belsé (ACTB B) primerpar lett tervezve.

Az EWS és FLII primerkészletek négy-négy forward, illetve reverse primerbdl allnak,
mig az ERG génre két forward primerbdl allo primerkészletet (ERG) terveztiink. Az EWS B
primerkészlethez tartoz6 belsd forward primereket fluoreszcens (6FAM, VIC, NED vagy
PET) festékkel jeloltiik.

A frissen fagyasztott mintakbdl Trizol reagens, az FFPE mintakbol High Pure RNA
Paraffin Kit vagy PureLink™ FFPE RNA Isolation Kit felhasznéalasaval izolaltam RNS-t,
majd -80 °C-on taroltam a tovabbi felhasznalasig.

A frissen fagyasztott EFT-mintdk esetében monoplex RT-PCR és nested fluoreszcens

multiplex PCR segitségével, a tervezett specifikus primerek, valamint a GeneAmp RNA PCR



Kit vagy az AmpliTaq Gold DNA polimeraz felhasznalasaval amplifikaltuk az EWSRI1-FLII1
¢s EWSR1-ERG transzkriptumokat. Az FFPE mintak vizsgalata sordan multiplex RT-PCR ¢és
multiplex fluoreszcens PCR kombindcidja altal sokszorositottuk a fizios transzkriptumokat.
Az EWSRI-FLI1 és EWSRI1-ERG transzkriptumok kimutatasa 1ézer indukalta fluoreszcens
kapillaris elektroforézis alkalmazasaval, az amplikonhosszak, és az amplifikalasban résztvevo
forward primerhez kotott fluoreszeens festék azonositasa alapjan tortént. A kimutatott fizids
transzkriptum szekvencidjat minden esetben DNS szekvencia analizissel ellendriztiik.

Az RT-PCR, valamint a mintdk mindségének ellendrizése céljabol minden FFPE

mintabdl szarmazd RNS-en elvégeztiik a housekeeping B-aktin gén atiradsat és amplifikaléasat.

Eredmények

A 23 frissen fagyasztott tumorminta koziil 21 esetben (91%) sikeriilt kimutatni az
EWSRI-ETS fuzios transzkriptumot. Az EWSRI1-FLI1 1. tipusaként ismert, leggyakoribb
EWSRI1(ex 7)-FLI1(ex 6) transzkriptum 10 beteg 11 mintdjaban fordult eld, a 2. tipusu
EWSRI1(ex 7)-FLI1(ex 5) valamint az EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6) transzkriptumokat pedig 4-4
mintdban sikeriilt kimutatnunk. Tovéabbi egy-egy mintdban az alabbi hétféle fuzids
transzkriptumot azonositottuk: EWSRI1(ex 7)-FLIl1(ex 7), EWSRI1(ex 7)-FLII(ex 8),
EWSRI1(ex 8)-FLI1(ex 5), EWSRI1(ex 8)-FLI1(ex 6), EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 8), EWSRI1(ex
9)-FLI1(ex 7), EWSR1(ex 10)-FLIl(ex 6). Egy esetben a 2. tipust transzlokacio alternativ
splicing eredményezte alternativ transzkriptumat (EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 5°8)) mutattuk ki,
mely nem tartalmazta a 6. és 7. exonokat.

A 21 frissen fagyasztott minta koziil, melyekben molekularis genetikai modszerekkel
is igazoltuk f0zids transzkriptumok jelenlétét, 5 mintaban tobbféle fuzids transzkriptumot is
talaltunk. Egy mintdban harom [EWSRI1(ex 7)-FLIl(ex 6), EWSRI1(ex 8)-FLIl(ex 6),
EWSRI1(ex 8)-FLI1(ex 8)], hdrom mintaban pedig két-két kiilonb6zd kiméra transzkriptumot
azonositottunk [EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 8), EWSRI1(ex 7)-FLI1(ex 6) az els6, EWSRI1(ex 7)-
FLI1(ex 5), EWSRI(ex 8)-FLI1(ex 5) a masodik és EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7), EWSR1(ex 9)-
FLI1(ex 7) a harmadik esetben]. Végiil egy frissen fagyasztott mintdban a 2. tipusu
EWSRI1(ex 7)-FLIl(ex 5) transzkriptum mellett annak egy alternativ transzkriptumat
(EWSRI1(ex 7)-FLI1(ex 58)) is azonositottuk.

A modszer optimalizalasa sordn, az SK-ES-1 sejtvonal egyik késéi passzazsabol

szarmazd RNS vizsgélata is tobbféle EWSRI1-FLI1 fuzids transzkriptumot mutatott ki. Az



eddig leirt EWSRI1(ex 7)-FLII(ex 5) transzkriptum mellett ebben a sejtvonal-passzazsban az
EWSRI1(ex 8)-FLIl(ex 5) transzkriptum is megjelent. A korai 2. passzazsbdl azonban az
EWSRI1(ex 8)-FLII(ex 5) nem volt kimutathat6.

A masik allélon taldlhat6 EWSRI gén transzkripciés mintazatdnak azonositdsara
amplifikaltuk és azonositottuk a 7. és 11. exonok kozotti EWSR1 génrészletet. Mindegyik
frissen fagyasztott mintdban csak egyféle, a 7., 8., 9. 10. és 11 exonokat egyarant tartalmazo
transzkriptumnak megfeleld hosszisagi termék abrazolddott, alternativ transzkriptumokat
nem sikertilt kimutatni.

RT-PCR amplifikacionak 39 beteg 45 formalinnal fixalt paraffinba agyazott mintajat
tudtuk aldvetni, mivel a gyenge RNS-mindség miatt 15 mintat ki kellett zarnunk a
vizsgalatbol. Hat beteg esetében két formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintdn is
vizsgaltuk az EWSR1-FLII és EWSR1-ERG transzkriptumok jelenlétét, ugyanakkor e mintak
mindegyike mas idépontokban tortént mintavételekbdl szarmazott.

Huszonot beteg 27 mintajaban (60%) sikeriilt azonositani EWSRI1-FLI1 vagy
EWSRI-ERG transzlokaciot mind fluoreszcens kapillaris elektroforézis altal, mind pedig
szekvenalassal. Huszonkét betegnél EWSRI-FLI1, harom betegnél pedig EWSRI1-ERG
transzlokaciot azonositottunk legaldbb egy paraffinos mintdban. A kovetkezd hat kiilonb6zo
EWSRI1-FLI1 ¢és egy EWSRI-ERG transzkriptumot azonositottuk a paraffinos
tumormintakban: EWSRI1(ex 7)-FLIl(ex 6), EWSRI(ex 7)-FLIl(ex 5), EWSRI1(ex 7)-
FLI1(ex 7), EWSR1(ex 10)-FLI1(ex 6), EWSR1(ex 7)-ERG(ex 6), tovabba az EWSR1(ex 8)-
FLI1(ex 7) ¢és EWSRI(ex 9)-FLIl(ex 7) transzkriptumokat, melyeket ugyanazon
tumormintdban mutattuk ki az EWSR1(ex 7)-FLI1(ex 7) transzkriptummal egyiitt.

Kovetkeztetések — a munka jelentosége

> Jelen munkdm sordn 0j modszert dolgoztam ki a Ewing-csaladba tartozo
tumorokra jellemzé EWSRI1-FLI1, valamint EWSRI1-ERG transzlokéaciokrol atirodd6 mRNS-
ek kimutatasara. Az 4j médszer monoplex vagy multiplex RT-PCR-en, tovabba fluoreszcens,
multiplex nested PCR-t kdvetd 1ézer-indukalt, fluoreszcens kapillaris elektroforézisen, és a
kimutatast megerdsitd szekvenaldson alapul. Ez a metodika alkalmas mind frissen fagyasztott,
mind a degradalt RNS-t tartalmaz6 formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintakban az

Osszes lehetséges EWSR1-FLI1 és EWSRI-ERG transzkriptum azonositaséra.



> A bemutatott (1j modszert alkalmazva vizsgaltam a Semmelweis Egyetem
Ortopédiai Klinik4jan mitk6dé Tumorbank 23 frissen fagyasztott, és 60 paraffinba dgyazott,
immun-hisztologiai modszerekkel tobbségében a Ewing-csaladba tartozd tumorként
diagnosztizalt tumormintajat, mely esetszam nemcsak a legnagyobb, kozolt molekuldris
genetikai vizsgdlat Magyarorszagon az adott betegkorben, de nemzetkdzi szinten is
jelentdsnek szamit.

> A frissen fagyasztott EFT-mintdk 91%-aban, a formalinnal fixalt, paraffinba
agyazott tumormintadk 60%-aban sikeriilt molekuldris genetikai modszerekkel is igazolni az
EFT diagnozisat. A paraffinos mintak vizsgalatara kidolgozott mddszer nehézségeit, gyenge
pontjait attekintve javaslatokat fogalmaztam meg a moddszer kisebb modositdsaira, mely
lehet6vé teszi a transzlokacidk és transzlokacid tipusok heterogenitdsa, valamint az archivalt
mintdkban tapasztalt RNS-degradacid miatt nehézségekbe iitk6z6 molekularis genetikai
diagnosztika szamara egy kis RNS- és reakcioelegy igényli alternativ vizsgélati modszer
alkalmazasat.

> Az 0sszes EFT-minta molekuldris genetikai vizsgalata sordn tiz kiilonb6z6
EWSRI1-FLI1 és egy EWSR1-ERG fuzios transzkriptumot sikeriilt azonositanom. Ezek koziil
kettdt, az EWSR1(ex 8)-FLI1(ex 5) ¢s EWSRI1(ex 8)-FLI1(ex 8) transzkriptumokat legjobb
tudasom szerint mi kozoltiik elsdként.

> A magyar EFT-minték vizsgalata soran észlelt EWSRI1-FLI1 és EWSRI-ERG
transzkriptumok eléfordulési gyakorisaga megegyezett a nemzetkozi adatokkal.

> Mintegy 0t beteg esetében tobb EWSRI-FLI1 transzkriptumot is
azonositottunk ugyanabban az EFT-mintdban. A jelenség legvalosziniibb magyarazatat eddigi
ismereteink alapjan az alternativ splicing mechanizmusa nyujtja.

> Az Osszes, tobbszoros fuzids transzkriptumot tartalmazé EFT-minta vizsgalati
eredményének ismeretében az alternativ splicing viszonylag gyakori jelenség: el6fordulési
gyakorisaga az eddig kozolt esetek alapjan kb. 4%, a jelen kutatds eredményei szerint 22%, de
a transzlokacios toréspontok ismert eloszldsa alapjan eléforduldsa akar a 30%-ot is
meghaladhatja.

> Az alternativ splicing a Ewing-csaladba tartoz6 tumorok jelentds részének
patogenezisében fontos szerepet jatszik, lehetdséget nyujtva az out-of-frame transzkriptummal
és ebbdl kovetkezden biologiailag inaktiv fehérje szintetizalodasaval jard esetekben az in-
frame mRNS atirdsdra ¢és aktiv onkogén fehérje létrehozdsara. A tObbszords fizids

crer

pedig felveti az alternativ splicing tovabbi, egyelore ismeretlen szerepét is.



> Az EFT-betegek tumormintaiban azonositott EWSRI-FLI1 és EWSRI-ERG
transzlokacio tipusok, a multiplex fizids transzkriptumokat mutatd esetek, valamint a betegek
tulélési adatai kozotti esetleges dsszefiiggéseket a jol dokumentalt esetek kis szama miatt nem

tudtuk vizsgalni.
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