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Bevezetés:

A rak genetikai eredetli betegség, melynél a sejtek atalakulasaért és elburjanzasaért
els6sorban a genetikai allomanyban végbemend valtozasok teheték feleléssé. Ezt a folyamatot
gyakran hasonlitjak a darwini evoluciés modellhez, miszerint a sejt DNS-ében fokozatosan,
1épésrol-1épésre kovetkeznek be a genetikai elvaltozasok, melyeknek koszonhet6en az érintett
sejtek szelekcids eldnyokre tesznek szert a kornyezetiikben 1év6 tobbi sejtekhez képest. Az
eml6- es petefészek-daganatok kialakulasa soran egy ilyen fontos evolicids lépésnek tekintik
a BRCAL és BRCA2 tumorszuppresszor gének inaktivalodasat. Ez azzal magyarazhato, hogy a
BRCA gének altal kodolt fehérjéknek kulcsszerepe van a genomstabilitas megOrzésében,
melyet tobb szerepik révén is biztositanak. Ezek kozil a legfontosabb a homolog
rekombinacioban valo részvételliik, ami a DNS-kettds szalu torések hibamentes kijavitasanak
fontos utvonala.

A BRCA génekhez kotheté tumorigenezisnek megkllonboztetjik orokletes és
sporadikus valtozatat. Orokletes BRCA tumorevollciordl abban az esetben beszélink, ha az
egyik BRCA allél csiravonal-mutéciét hordoz, mig a masik allél helyileg, a tumorban
inaktivalodik a tumorképzddés egy késébbi szakaszaban. Ezzel szemben sporadikus BRCA
tumorigenezis soran mindkét allél szomatikus aton inaktivalodik. Az oOrokletes BRCA
mutaciok eléfordulasi ardnya emld- és/vagy petefészek-daganatok esetében 10-20%, mig a
szomatikus mutaciok gyakorisaga 5-10% kozott valtozik. Tekintettel arra, hogy egy 6rokletes
BRCA mutécio akar 90%-kal is megndvelheti a tumor kialakulasanak kockazatat, tovabba,
hogy mind szomatikus mind 6rokletes BRCA mutans ovarium daganatok esetében lehetdség
van nagy hatékonysagu, szemelyre szabott tumorterdpia alkalmazasara, a mutaciok idében

torténd azonositasanak kiemelt egészségiigyi jelentdsége van.



A BRCA1-2 gének mutacioinak szirésére mar az 1990-es évek elején tortént
felfedezésiik utan nagy igény mutatkozott. Az évek soran kiilonb6zé moddszerek valtottak
egymast, melyek kodzil a legmegbizhatobbnak a Sanger szekvenalast tartjak. Mivel a BRCA
gének viszonylag nagyméretiieck és a benniik eldforduldé mutacidk a génen beliil barhol
lehetnek, a Sanger szekvenalas igencsak koltséges és i1ddigényes diagnosztikai eljarast
eredményez. Az asztali méretli Gjgeneracios szekvenald platformok elterjedésével azonban
lehet6ség nyilt arra, hogy a BRCA1-2 mutécio-detektalasi folyamatokat ezekre a
berendezésekre helyezziik at, megnovelve ezaltal a modszer 4teresztOképességét &s
érzékenységét, ami lehetdvé teszi a mutaciok tumormintabol torténd azonositasat akkor is, ha
a mintaban 1évé tumorsejtek aranya alacsony. Mindez elsddleges fontossagii ahhoz, hogy a
BRCA tumorigenezis folyamatat megismerjik, illetve annak kimenetelét befolyésolni tudjuk.
A tobbféle eredetli bioldgiai minta és mutaciotipus, tovabba a célzott terdpiak megjelenése a
BRCAL-2 esetében egy olyan 0 diagnosztikai eljaras kidolgozasat teszi sziikségessé, amely
képes magéaba integralni az igények sokasagat, megbizhatd maddszert nydjtva az érokletes és

sporadikus BRCA mutéciok kimutatasara.



Célkituzések:

Doktori munkam soran egy olyan komplex BRCA diagnosztikai eljaras kidolgozasat
tiztem ki célul, amely a gének multiplex PCR alapt amplifikdlasat, ujgeneracios
szekvenalasat és a kimend adatok bioinformatikai elemzését integralja annak érdekében, hogy
megbizhatd maodszert nydjtson az 6rokletes és sporadikus BRCA inaktivalodas kimutatasara.

Ezt a kutatasi és fejlesztési folyamatot az alabbi l1épésekben terveztem Kivitelezni:

1. Hatékony eljaras kidolgozasa a BRCA1 és BRCA2 gének genomi DNS-mintabodl
torténd dusitasara, és Ujgeneracios szekvenalasra alkalmas DNS-fragmentkonyvtar készites

optimalizalasa.

2. Hozzjarulni egy, az Ujgenerécids szekvenalasok kiertékelésehez hasznalhatd
bioinformatikai programcsomag kifejlesztéséhez. Az adatelemzés és mutécid-analizis

tesztelése koroki BRCA mutéaciét hordozo6 kontroll mintdkon.

3. A kidolgozott munkafolyamat validdlasa lon Torrent PGM és Illumina MiSeq
ujgeneracios szekvenald platformokon. A két platform dsszehasonlitisa BRCA mutécio-

detektalas szempontjabol.

4. A Kkidolgozott diagnosztikai modszer tesztelése tumormintdkon. A BRCA

tumorevolucio folyamatanak vizsgalata ovarium tumorokban.



Alkalmazott modszerek:

A BRCAL és BRCA2 gének genombol torténd amplifikalasat multiplex PCR reakciok
segitségével oldottam meg. Az ehhez sziikséges primereket a Primer3 és a Clone Manager

szoftver segitségevel terveztem.

A multiplex PCR termekeket restrikcios enzimekkel emésztettem, majd
platformspecifikus adaptereket ligaltam hozzajuk. Az igy kapott fragmentkonyvtarakat
fragment analizissel ellendriztem, qPCR segitségével kvantitdltam és lon Torrent PGM,

illetve Illumina MiSeq Ujgeneracids szekvenalo platformokon szekvenaltam.

A mintael6készités 1épéseinek optimalizalasaval parhuzamosan egy Ujgeneracios
szekvenaléds-adatelemz6 szoftver fejlesztésében is részt vettem. Az NGSeXplorer az altalanos
adatelemzési  1épések mellett (szétvalogatas, illesztés, varianskeresés, stb.) olyan
algoritmusokat is tartalmaz, amelyek kifejezetten az lon Torrent szekvenalési kémiabdl adodd

hibak kiktiszobolesét szolgaljak.

A mutéaciok azonositasara kidolgozott munkafolyamatot a Coriell mintabankbol
szarmazo, BRCA csiravonal mutéciot hordozé sejtvonalakon teszteltem, majd egy fiiggetlen
mintacsoporton validaltam, @sszehasonlitva az lon Torrent PGM és az Illumina MiSeq

platformokon kapott szekvenalasi eredményeket és mutacios mintazatot.

A részleges vagy teljes géndeléciok és duplikaciok kimutatdsara ddzishanyadost
szamoltam az Gjgeneracids szekvenalas lefedettségi adataib6l. Az igy kapott eredményeket

MLPA analizissel validaltam.

A csiravonal mutécidkon validalt diagnosztikai mddszert tumormintakon is teszteltem.

El6szor egy tizfos, petefészek daganatos betegcsoport esetében vizsgdltam a BRCA mutécios



statuszt parhuzamosan a csiravonalban és a tumormintaban. Ezt kovetéen egy olyan, 25
betegbdl allo csoportot is megvizsgaltam, ahol csak ovarium tumorminta allt rendelkezésre a
mutécid-analizis elvégzésére. Az azonositott mutacidkat minden esetben Sanger

szekvenalassal validaltam.

Eredmények és megvitatasuk:

1. A BRCA diagnosztikai eljaras kidolgozédsa sordn két mintacsoportot hasznéltam
(teszt és validacids csoport). Mindkét csoport olyan mintdkat tartalmazott, amelyek
valamilyen orokletes mutaciot hordoznak a BRCAL vagy a BRCA2 génben. A tesztcsoportba
tartoz6 24 mintat hasznaltam a mintael6készités 1épéseinek optimalizalasara, valamint az
NGSeXplorer paramétereinek bedllitasara, kulonds tekintettel az lon Torrent szekvenalasi
hibak kikiiszobolésére szolgald szlir6-algoritmusok finomhangoldsara. A mintaeldkészités és
adatelemzés optimalizalasanak koszonhetéen sikeriilt a szekvendlasok soran a megfeleld
lefedettsegi értékeket elérni, a varidnselemzés pedig helyesen azonositotta a mutécidkat mind

a 24 minta esetében.

2. Ezutan kovetkezett a kidolgozott diagnosztikai eljarés validalasa. A hisz mintabol
allo validacios csoport szintén BRCAL vagy BRCA2 mutans mintakbol allt, de ezdttal a
mutaciok pontos helye és szekvenciaja a validalast végzdé személy eldtt ismeretlen volt. A
DNS-mintakbdl keszitett fragmentkonyvtarakat Illumina MiSeq és lon Torrent PGM
platformokon is megszekvenaltam, 6sszehasonlitva a molekularis diagnosztikdban jelenleg
leggyakrabban hasznalt két szekvenalo berendezésen kapott eredményeket. Az
0sszehasonlitasbodl kiderlt, hogy az Illumina MiSeq helyesen azonositotta a kdroki mutaciot
mind a 20 mintaban, fals pozitiv talalat néelkil. Az lon Torrent esetében a varians-sziird
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algoritmusok ugyan segitettek megszabadulni a fals pozitiv talalatok 97,3%-at6l, azonban egy
esetben a valddi mutaciot is szekvendlasi hibanak mindsitették, ami a diagnosztikai

érzékenység csokkenését eredményezte (95%).

3. A BRCAL és BRCA2 genek atfogo diagnosztikai folyamatanak alkalmasnak kell
lennie a két gént érintd nagyobb atrendezddések detektalasara is. Ezért teszteltem az éaltalam
fejlesztett modszer alkalmassagat exon delécidk és duplikdcidk kimutataséara. Erre e célra két
tesztminta allt rendelkezésre, amelyekben megfeleléen sikeriilt azonositani az MLPA

modszerrel el6z6leg kimutatott atrendezédéseket.

4. A kifejlesztett BRCA diagnosztikai modszert olyan DNS-mintakon is teszteltem,
amelyeket ovarium tumorokbdl izolaltak. Az elséként megvizsgalt tiz betegmintabdl négyben
azonositottunk mutaciét, amelyek kozil harom o6rokletes volt, egy pedig sporadikus. Ez
utobbi egy Uj BRCALl mutacié volt (c.628C>T; p. Q210%*), melyet eddig még egyetlen
adatbazisban sem regisztraltak. Ugyanakkor ebben a mintaban sikertlt nyomon koévetni a
sporadikus BRCA tumorevolucid egyes Iépeseit is, melyek soran az egyik BRCAL allél a fent
emlitett mutacio révén inaktivalodott, a masik pedig nagy atrendezddés soran veszett el

(LOH, loss of heterozygosity).

5. Ezt kovetben ujabb 25 ovariumtumor-minta BRCA mutacios statuszat vizsgaltam
meg. A mintak kozel felében sikerilt azonositani olyan BRCAL vagy BRCA2 mutaciot, amely
a daganatképzidéssel osszefiiggésbe hozhatd. Ezeknek a mutacioknak a nagy része orokletes
volt, kettdrdl azonban feltételezhetjilk, hogy csak a daganatban volt jelen. A mutans allél
aranya az esetek tobbségében homozigota iranyba tolodott el, ami arra utal, hogy a vad tipusud
allel ezekben a tumorokban is LOH &ltal inaktivalodott. Mindez felhivja a figyelmet annak
fontossdgéra, hogy a diagnosztikai folyamat soran a BRCA gének mutéacios statuszat a

csiravonal mellett a tumormintaban is megvizsgaljuk.



Osszefoglalés:

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a tumorevol(cioban szerepet jatsz6 BRCA
mutéciok vizsgalatara kifejlesztettlink egy olyan diagnosztikai folyamatot, amelyet csiravonal
és tumor DNS-mintdkon is sikeresen teszteltlink és mutaciok széles spektruméra nézve
validaltunk lon Torrent PGM és Illumina MiSeq Ujgeneracids szekvenald platformon
egyarant. A modszerrel a pontmutaciok és kisebb inszerciok/deléciok mellett a teljes exonokat
érinté deléciokat és dulpikaciokat is azonositani tudtuk. Az altalunk megvizsgalt ovarium
daganatok kozel felében azonositottunk olyan BRCA mutaciokat, amelyek valamilyen
formaban hozzajarulhattak a daganat kialakuldsdhoz. A legtébb BRCA mutans daganat
esetében a BRCAL vagy a BRCA2 gén egyik allélja 6rokletes mutacio révén inaktivalodott,
mig a masik allél a tumorevollcio késébbi szakaszaban szomatikus esemény révén veszett el.
Talélkoztunk azonban olyan esettel is, amikor mindkét BRCA allél szomatikus
mutécid/esemény altal inaktivalodott a daganatsejtekben. Az altalunk kifejlesztett mdodszer
tehat alkalmas a BRCA tumorevolucié egyes lépéseinek nyomonkdvetésére tumormintakban,
Illumina szekvenal6 platform hasznalata mellett pedig teljesiti a diagnosztikai modszerek

pontossagara és megbizhatdsagara vonatkozé klinikai elvarasokat is.



Publikéaciok:
1. A doktori eljaras alapjat képezo 2 db kozlemény:

Enyedi MZ, Jaksa G, Pintér L, Siikdsd F, Gyuris Z, Hajdu A, Hatarvolgyi E, Priskin K,
Haracska L. Simultaneous detection of BRCA mutations and large genomic rearrangements in
germline DNA and FFPE tumor samples. Oncotarget. 2016. doi: 10.18632/oncotarget, IF
(2014): 6,35

E. Ruprecht, M. Z. Enyedi, A. Szab0, A. Fenesi.: Biomass removal by clipping and raking vs
burning for the restoration of abandoned Stipa-dominated European steppe-like grassland.
Applied Vegetation Science. 2015. DOI: 10.1111/avsc.12199. IF (2015): 2,30

MTMT azonosité: 10051399

Osszes IF: 23,442

2. Referalt folyoiratban megjelent kozlemények:

2.1. A disszertacié témajahoz kapcsolodo kdzlemény:

Enyedi MZ, Jaksa G, Pintér L, Stuikosd F, Gyuris Z, Hajdu A, Hatarvoélgyi E, Priskin K,
Haracska L. Simultaneous detection of BRCA mutations and large genomic rearrangements in
germline DNA and FFPE tumor samples. Oncotarget. 2016. doi: 10.18632/oncotarget, IF
(2014): 6,35

2.2. Egyéb kozlemények:

Morocz M, Zsigmond E, Toéth R, Enyedi MZ, Pintér L, Haracska L. DNA-dependent
protease activity of human Spartan facilitates replication of DNA-protein crosslink-
containing DNA. Nucleic Acids Res. 2017; gkw1315. doi: 10.1093/nar/gkw1315. IF (2015-
2016): 9,202

E. Ruprecht, M. Z. Enyedi, A. Szabo, A. Fenesi.: Biomass removal by clipping and raking vs
burning for the restoration of abandoned Stipa-dominated European steppe-like grassland.
Applied Vegetation Science. 2015. DOI: 10.1111/avsc.12199. IF (2015): 2,30

E. Ruprecht, M. Z. Enyedi, R. L. Eckstein, T. W. Donath: Restorative removal of plant litter
and vegetation 40 years after abandonment enhances re-emergence of steppe grassland
vegetation. Biological Conservation. 2010. 143: 449-456. IF (2010): 4,29



E. Ruprecht, A. Szabo, M. Z. Enyedi & J. Dengler: Steppe-like grasslands in Transylvania
(Romania): characterization and influence of management on species diversity and
composition. Tuexenia. 2009. 29: 353-368.

Enyedi, M.-Zs., Ruprecht, E. & Deék, M: Long-term effects of the abandonment of grazing
on steppe-like grasslands. Applied Vegetation Science. 2008. 11: 53-60. IF (2008): 1,30

3. Egyéb szakmai anyagok:

Kéziratok:

Cs. Brasko, K. Smith, Cs. Molnar, L. Hegedus, A. Balind, N. Farago, L. Paavolainen, T.
Balassa, A. Szkalisity, F. Sukosd, B. Balint, M. Z. Enyedi, I. Nagy, L. G. Puskas, L.
Haracska, G. Tamas, & P. Horvath. Intelligent image-based in situ single-cell isolation.
Bekdldve.

Konferencia részvételek:

Sukosd F, Enyedi M, Hajdu A, Pankotai-Bodo G, Gyuris Z, Jaksa G, Pintér L, Haracska L.
Ovéarium karcinémak és orokletes emlérakok BRCA mutécid vizsgalata. EME, Orvos-és
Gyobgyszerésztudomanyi Szakosztaly, XXVI. Tudomanyos Ulésszak, Marosvasarhely (RO),
2016.

Enyedi M., Jaksa G., Pintér L., Gyuris Z., Keresztné Hatarvolgyi E., Priskin K., Haracska L.:
A BRCAL és BRCA2 gének diagnosztikaja Uj generacios szekvenalassal. EME, Orvos-és
Gyobgyszerésztudomanyi Szakosztaly, XXV. Tudomanyos Ulésszak, Kolozsvar (RO), 2015.

P. Sarkozy, Enyedi M, P. Antal: Flow Index Based Characterization of Next Generation
Sequencing Errors, 5th International Conference on Bioinformatics Models, Methods and
Algorithms (Biostec), 2014.

Enyedi M-Zs. Szegedi Bioldégus Doktorandusz Konferencia: A BRCA1 és BRCA2 tumor
szuppresszorok mutacidinak és interakcidinak jellemzése a DNS-hibatolerancia Gtvonalban.
Szekcio eldadoi dij. 2013.

Enyedi M., Gyuris Z., Keresztné Hatarvolgyi E., Haracska L: Az Ujgenerécids szekvenalas
alkalmazasi  lehetdségei a  molekularis tumordiagnosztikdban. EME,  Orvos-és
Gydgyszerésztudomanyi Szakosztaly, XXIIl. Tudomanyos Ulésszak, Székelyudvarhely (RO),
2013.

M. Enyedi, Z. Gyuris, E. Hatarvolgyi, A. Hajdu, Sz. Bakd, F. Siukodsd, L. Haracska:
Mutational analysis of oncogenes along the EGFR signal transduction pathway. 3rd
International Congress and 29th Annual Scientific Session of Romanian Society for Cell
Biology, Arad (RO). 2011.

10



Enyedi, M.-Zs., Ruprecht, E., Jozsa, J: Kisérleti beavatkozasok hatasa felhagyott
szérazgyepek fajainak csirdzasi dinamikajara. V1I1. Kolozsvéri Biolbgus Napok. 2007.

Enyedi, M.-Zs.: Arvalanyhajas sztyepprétek atalakulasa felhagyasuk kovetkeztében az
Erdélyi MezOségen. Aktualis fbra és vegetaciokutatas a Karpa t-medencében VII. Debrecen.
2006.

Enyedi, M.-Zs: Az Erdélyi MezOség arvalanyhajas sztyepprétjeinek eléfordulasat
meghatarozo tényezok. V1. Kolozsvari Biologus Napok.2005.

11



