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Bevezetés

Napjainkban a daganatos megbetegedések vilagszerte a
vezetd halalokok kozé tartoznak. Ezek a betegségek genetikai
eredetiiek, a DNS allomanyban bekovetkez6 valtozasok feleldsek
a sejtek malignus transzformdcidjaért, valamint klonalis
expanzidjaért. A tumorevolicidt gyakran hasonlitjdk a darwini
szelekciohoz, mivel bizonyos genetikai valtozasok, példaul az
onkogének aktivald, vagy a tumorszupresszorok inaktivald
mutacioi szelektiv elényt biztositanak a sejt szamara. A BRCA1
és a BRCA2 (BRCAL/2) gének tumorszupresszor gének, melyek
patogén variansai kézponti szerepet jatszanak az eml6- és/vagy
petefészek daganatok kialakulasaban.

A BRCAL/2 gének nélkilozhetetlen szerepet jatszanak a
genom integritasinak meg6rzésében. Reészt vesznek a DNS
kettGsszala torésének javitasaban és a sejtciklus ellenérzépontok,
valamint a transzkripcié szabalyozasaban is. E gének inaktivalo
mutacidinak  megjelenése a  sejtben a  mutaciok
felhalmozddasahoz vezet, amely U0jabb 1épés a daganatos
elvaltozas kialakulasahoz vezeto uton.

A BRCA gének altal vezetett tumorigenezis lehet 6roklétt
vagy szomatikus. Oroklétt tumorigenezis esetén az egyik allélt
érint6 inaktivaldé BRCA mutacid csiravonal eredetil, a masik allél
a szomatikus sejtekben, késobbi életszakaszban inaktivalodik. A
BRCA geének csiravonal eredeti patogén mutacioi felel6sek
legnagyobb részt az o6rokl6dé emlé- és petefészek-daganat

szindrémas (HBOCS) esetekért, mely szindroma drasztikusan
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megndvekedett kockazatot jelent a fiatal korban kialakulé eml6-
ésivagy petefészek daganatok szempontjabol. Sporadikus
tumorigenezis esetén mindkét BRCA allél az egyed szomatikus
sejtjeiben vesziti el a megfelelé miikodoképességeét.
Napjainkban mar elérhetd a hatékony, személyre szabott
terdpia, melyben a rutinszerien alkalmazott molekuléris
diagnosztika nyujt segitséget azzal az elsédleges céllal, hogy a
tumor kialakuldsdhoz vezeté driver mutaciokat azonositsa. A
BRCA gének esetén a molekularis diagnosztika javarészt direkt
szekvenaldson alapul, mely a mér kialakult daganat genetikai
hatterének feltérképezése mellett a potencialisan csiravonal
mutaciét hordozd, HBOCS esetek iddben toérténd azonositasat, a
hordozo tajékoztatasat és a prevencid lehetdségét is szolgalja.
Az azonositott patogén BRCA mutécidok nagy része az
expresszio elvesztésével, vagy a fehérje csonkolddasaval jar.
Mindkét gén esetében azonban szdmos misszensz varians,
valamint in-frame delécid/inszerci6 is ismert. Kockazatértékelés
szempontjabdl ezek a mutaciok jelentik a legnagyobb Kihivast,
mivel nem lehet kovetkeztetni a mutacié fehérjefunkciora
gyakorolt hataséra. Klinikai adatok hidnyaban ezeknek az
ismeretlen Kklinikai szignifikanciaju variansoknak (VUS) a
tovabbi, bioinformatikai predikcids és funkcionalis kisérlet alapu

vizsgalata szlikseges.



Célkitiizés

Munkénk soran célunk volt betekintést nyujtani olyan

maodszerekbe, amelyekkel tébblet informéacidval szolgalhatunk

akdr egy mar kialakult daganat genetikai hatterével, akar

ismeretlen klinikai szignifikancidjo BRCA mutacidk hatasaval

kapcsolatban. Kutatasi célunk eléréséhez a kovetkez6 kisérleti

terveket fogalmaztuk meg:

BRCAL/2 mutaciok azonositdsa daganatos betegek
tumorszovet-mintaibol Ujgeneracios szekvenalas
segitségevel

Az azonositott patogén BRCA2 varians vizsgalata a beteg
kiilonb6z6  szovetmintain  Sanger és  (jgeneracios
szekvenalassal, szovetblokkoktol az egyedi sejtek szintjéig
A szekvenalasi modszerek ¢és a kiillonb6zé nagysagu
mintakbol szarmazo eredmények 6sszevetése

Az azonositott BRCA1l VUS variansok vizsgalata
bioinformatikai predikcios szoftverek segitségével

A vizsgalt BRCAL variansok létrehozasa a molekularis
klonozas eszkoztaraval

A VUS varidnsok vizsgalata kis kolonia fenotipus kisérlet

segitségével



Anyagok és mddszerek

e  Molekuléris klénozas a kis kolonia fenotipus kisérlethez
(mutagén PCR, restrikcidés emésztés, fragment izolalas
agaroz gélbol, ligalas, LR klonozas, plazmid tisztitas)

e  Agar0z gélelektroforézis

e  Bakterialis és élesztétranszformacio

e  Western blot

e BRCA1/2 mutaciok azonositasa Ujgenerécids
szekvenalassal

e PCR nagy sejtszamot tartalmaz6 mintakon

e  Lézer mikrodisszekcio

e PCR 5-10 sejtes klasztereken és egyedi sejteken

o  Amplikonok Sanger és Ujgeneracios szekvenalasa

e BRCAI1 VUS variansok predikciés analizise bioinformatikai
eszkoztarral

e  Elesztékolonia-mérés



Eredmények

A mutdciok azonositdasa daganatos betegbol szarmazo

szovetmintakban

A BRCA1/2 mutécidkat a teljes kddold régiok ujgeneracios
szekvenaldsaval azonositottuk, molekuléris diagnosztikai céllal.
Az elérhetd adatbazisok alapjan az azonositott BRCA2
C.7795G>T varians patogen, korai stop kodont eredményez. A
harom azonositott BRCA1 varians: a ¢.4983delA, a ¢.5096G>T
és a ¢.5410G>A a ClinVar adatbazis alapjan ismeretlen klinikai
szignifikanciaja (VUS). Mindharom mutécié a fehérje BRCT
doménijét érinti.

A BRCA2 ¢.7795G>T mutécio vizsgalata a beteg tumoros
és egeszséges szovetblokkjaiban

Az azonositott patogén BRCA2 mutéciot a beteg tumoros és
egészseges ovariumszdvetének FFPE blokkjaiban,
szajnyalkahartyajaban, valamint vérmintajaban vizsgaltuk,
parhuzamosan Sanger és (jgeneraciés  szekvenalassal,
dsszehasonlitva a két modszer megbizhatdsagat. Az NGS alapjan
a tumormintakban 77-78%-ban volt jelen a mutaciot jelenté T
allél a 7795-6s nukleotid pozicidban. A Sanger szekvenalds
eredményél kapott szekvenogram csucsaibdl becsiilt allélarany
kdzel azonos volt. Nem vart modon a beteg egészséges, tumortol
fliggetlen és kiilonb6z6 csiralemez eredeti mintaiban is jelen volt

a mutaciot jelentd T allél, korulbelul 20-25%-0s aranyban. Ebbdl



arra kovetkeztettiink, hogy a mutéacié nem 6roklott, hanem egy

szomatikus mozaikos eset.

A BRCA2 ¢.7795G>T mutécio vizsgalata a beteg tumoros
és egeszséges szovetmintainak egyedi sejtjein s 5-10

sejtes klaszterein

A makrodisszekalt szdvetblokkok vizsgalatanak eredménye
atlagot képvisel a genetikai hatteret illetéen, ezért az egyes
mintakban talalhaté sejtszamot drasztikusan csokkentettik.
Munkéank soran egyedi sejteket és 5-10 sejtet tartalmazé
klasztereket vizsgaltunk. A mintdk izolacidjahoz lézer
mikrodisszekciot alkalmaztunk, a szakember altal kivélasztott
sejteket lézerfény segitségével katapult puffer tartalma
mikrocentrifuga csovek kupakjaba izolaltuk. Az egészséges
ovariumsejtek esetében a vartnak megfeleléen vad tipusq, illetve
heterozigéta sejteket azonositottunk. Az ebbdl a szévetbdl
szarmazd klaszter esetében 30%-os T allél arany volt
megfigyelhet6, mig a tumorszovet-klaszterek esetében 100%-ban
a mutaciot jelentd T allélt tartalmazo mintat is azonositottunk,
mely a koradbban mar lezajlott heterozigo6ta allapot elvesztésére
(LOH) utal.

A kiilonbozd szovetminta-tipusok amplifikdlhatosaga és
szekvenalhatdsaga
A vizsgalt FFPE mintakkal val6 munka hatékonysagat rontja

a formalin fixacid, és az egyedi sejtekhez és klaszterekhez

hasznalt Iézer mikrodisszekcid tovabb roncsolja azok DNS-
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allomanyat. Egy-egy sejt elvesztése a végeredményre sokkal
nagyobb hatdssal van, mint a szOvetblokkok esetén.
Eredményeink alapjan a limitalé 1épés a vizsgalni kivant genomi
régié PCR amplifikécidja; amennyiben ez a 1épés sikeres, Ugy a

szekvenalas mar nem jelent akadalyt.

A szbvetblokk és egyedi sejt/sejtklaszter szekvenalas

eredményének 6sszehasonlitasa

A makro- és mikrodisszekalt mintak esetében a végleges G/T
aranyban 10-20%-os eltérés figyelheté meg, tehat a mintaban

1év0 sejtszam csokkentése érdemben modositja a végeredményt.

Az ismeretlen Kklinikai szignifikanciaju BRCAL variansok
vizsgélata bioinformatikai analizis segitségével

Tobb bioinformatikai predikcios szoftvert alkalmaztunk
parhuzamosan annak érdekében, hogy az egyes BRCAL VUS
variansokat besorolhassuk a valdsziniileg benignus, illetve
valosziniileg patogén kategériakba. A bioinformatikai analizis az
ACMG/AMP ajanlasanak megfeleléen keriilt kivitelezésre. A
misszensz varidnsokhoz hasznalt PANTHER-PSEP, PMut és
SNP&GO eltéré algoritmus alapjan miikodé szoftverek. A
deléciés mutécié vizsgalatdhoz a MutationTaster2 szoftvert
alkalmaztuk. A predikciés szoftverek a vizsgalt BRCA1
c.4983delA, ¢.5096G>T és c¢.5410G>A variansok esetében
egybehangzé végeredménnyel szolgaltak. Ezek alapjan a

€.4983delA delécios mutans, illetve a ¢.5096G>T misszensz



varians predikaltan patogének, mig a ¢.5410G>A prediktaltan

benignus.

A BRCA1 VUS variénsok expresszidja és a kis koldnia
fenotipus vizsgalat

A bioinformatikai predikcié megerésitése érdekében egy, a
szakirodalom alapjan megbizhatd, gyakran alkalmazott és
konnyen kivitelezhet kisérletet végeztiink el, a kis kolonia
fenotipus Kkisérletet. A human BRCA1 élesztésejtekben torténd
kifejez6dése akadalyozza azok novekedését, ezzel kis kolonia
fenotipust alakitva ki. Ez a fenotipus a BRCT domének
mikodoképességét érintd variansok esetében nem azonosithato.
Mivel az eredményre hatassal lehet az egyes variansok
expresszios szintbeli  kilonbsége, Western blot Kisérlettel
megbizonyosodtunk réla, hogy a variansok azonos mértékben
fejezodnek ki.

A Kisérlet eredménye alapjan a vad tipus és az ismert benignus
varians csokkent kolonia méretet eredményezett, mig az ismert
patogén variansok normalt. A harom VUS varidns a
bioinformatikai  predikcio  alapjdn  vartnak = megfeleld
eredménnyel szolgalt: a c.4983delA és a ¢.5096G>T varians
expressziOja az ismert patogén variansokhoz hasonléan normal
kol6niaméretet eredményezett, mig a ¢.5410G>A kis kolénia
fenotipust mutatott, mint a vad tipust BRCAL és az ismert

benignus varians.



Osszefoglalas

Napjainkban a daganatos megbetegedések a vezetd haldlokok
kozé  tartoznak  vildgszerte. A  humédn  BRCA1/2
tumorszupresszorok patogén mutacidi fOszerepet jatszanak az
eml6-, illetve a petefészek-daganatok kialakuldsaban. A rakos
megbetegedések kezeléséhez mar elérhet a személyre szabott
terapia, a molekuldris diagnosztika segitségével.

A BRCAL/2 molekularis diagnosztika a nagyszamu sejtet
tartalmazd tumorszévetblokkok direkt szekvenalasan alapul, és
ez atlagolt képet ad a daganat genetikai hatterérél. Az egy
mintaban vizsgélt sejtek szaménak drasztikus csokkentése
pontosabb képet ad a daganat Gsszetételérdl, genetikai hatterérdl,
amit egy BRCA2 patogén mutaciét hordozd daganatos beteg
tumoros €és egészséges szovetmintainak vizsgalatan keresztil
mutatunk be. Eredményeink alapjan 10-20%-os kiil6nbség van a
vizsgélt pozicio allélardnyaiban a szdvetblokk, illetve a kis
sejtszamot tartalmazé mintak esetén, tehat érdemben valtoztat a
végeredményen a minta mérete.

Ha az azonositott BRCAL1/2 mutacié ismeretlen Klinikai
szignifikanciajd, a hatékony klinikai menedzsment érdekében
szlikséges a varians tovabbi tanulmanyozasa, ami bioinformatikai
predikcios szoftverekkel és a variansok funkcionalis analizisével

lehetséges.
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Summary

Nowadays, cancerous diseases are among the leading causes
of death worldwide, and pathogenic mutations of the human
BRCAL/2 tumour suppressors play a major role in the formation
of breast and ovarian cancer. Personalized therapy for the
treatment of cancer is enabled by molecular diagnostics.

The molecular diagnostics of BRCAL/2 is based on the direct
sequencing of tumour tissue blocks, which contain large numbers
of cells, presenting an averaged view of the genetic background.
Drastically decreasing the cell number in a sample gives a more
precise view of the composition of the tumour and the genetic
background, as we demonstrated via the examination of a
BRCAZ2 pathogenic variant carrier’s tumorous and healthy tissue
samples. Our results show a 10-20% difference between the allele
ratios at the monitored nucleotide position between the tissue
block and the decreased-cell-number-containing samples; thus,
the size of the sample significantly affects the final result.

If the identified BRCA1/2 variant is of unknown clinical
significance, effective clinical management requires further
examination of the variant employing bioinformatical prediction

software and functional assays.
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