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2. Roviditések jegyzéke

Roviditeés Feloldas

as aminosav

BRCA1/2 BReast CAncer susceptibility gene 1/2

BARD1 BRCAL Associated RING Domain 1

bp bazispar

BRC repeat BRCAZ repeat

BRCT BRCA1 C-Terminal (domain)

CcC Coiled-Coil (domain)

CHK1 CHeckpoint Kinase 1

ctp C-terminal binding protein Interacting
Protein 1

DDR DNA Damage Response
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FFPE Formalin Fixed Paraffin Embedded

HBOCS Hereditary Breast and Ovary Cancer
Syndrome

HR Homologous Recombination
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MRN komplex Mrell, Rad50, Nbs1l complex

Mrell Meiotic Recombination 11

Nbsl Nijmegen Breakage Syndrome 1

NHEJ NonHomologous End-Joining

NGS Next Generation Sequencing
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Rad50 RADiation sensitive protein 50

Rad51 RADiation sensitive protein 51

RAP80 Receptor-Associated Protein 80

RING Really Interesting New Gene

VUS Variant of Uncertain Significance

SCPA Small Colony Phenotype Assay



ssDNS (single stranded) egyszali DNS
53BP1 p53 Binding Protein 1




3. Bevezetés

3.1. A tumorevolucié molekuléris biologiai alapjali

A daganatos megbetegedések vildgszerte a vezetok haldlokok kozé tartoznak *. Az
Egészséglgyi Vilagszervezet (WHO) becslései alapjan 2019-ben a vilag 183 orszagabdl
112-ben daganatos megbetegedések alltak a vezet6 halalokok listajanak elsd, vagy
masodik helyén. A rak, mint betegség, genetikai eredetii. A sejtek klonalis expanzidjaért
és a daganatok kialakulasaert a genetikai allomanyban végbemend valtozasok felelosek.
A daganat kialakulasa és fejlédése, a tumorigenezis folyamata, hasonléan a darwini
természetes szelekciohoz, egy evolucids folyamat, melyet a szomatikus sejtekben
végbemend mutaciok irdnyitanak sorozatos, szubklonalis szelekcidval 2.

A daganatok kialakulasa szempontjabol harom géncsoport tagjaira fokozott figyelem
Osszpontosul, ezek az onkogének, a tumorszupresszorok és a DNS hibajavitasban
résztvevo gének. Ezeket driver géneknek, azon mutacidikat, melyek szelektiv elonyt
biztositanak a sejt szdmara, driver mutacioknak nevezziik. A szakirodalomban sokszor a
DNS hibajavitasban résztvevd, daganatok kialakuldsahoz kapcsolt géneket ¢és a
tumorszupresszor geneket egy csoportként kezelik, eszerint 54 onkogén és 71
tumorszupresszor ismert. Az onkogének aktivalé mutacioi, mig a tumorszupresszorok és
a DNS hibajavitasban résztvevé gének inaktivalé mutécidi jarulnak hozza a daganatos
elvaltozasok kialakulasahoz 3. A DNS hibajavitisban résztvevé gének részleges vagy
teljes funkcidvesztésének hatasara genom szerte megné a kialakuld6 mutaciok szdma.
Ezek a mutaciok azonban, ellentétben az onkogének és tumorszuppresszorok
mutaciodival, nem kozvetlen hatast gyakorolnak a sejtburjanzasra *. Az Ugynevezett
passenger mutaciok nem biztositanak szelektiv elényt a daganatsejtek szamara °, ezek a
rogziilt modosulasok véletlenszerlien, vagy a sejtben megjelend driver mutacio
kdvetkezményeként jonnek létre.

Daganatonként atlagosan 2-8 driver mutacié azonosithatdé °. Mindegyik csoport
mutécidi megjelenhetnek a csiravonalban, amely 6rokl6do rakhajlamhoz vezet, illetve
megjelenhetnek a szomatikus sejtekben is, melynek az eredménye sporadikus daganat
kialakulasa lehet. Minden, a DNS szekvenciat érintd valtozads mutacionak mindsiil,
legyen az pontmutacio, kisebb-nagyobb inszercid vagy delécio (indel), vagy akar nagy
kromoszoma atrendezddés. A csiravonal mutaciok els6sorban pontmutaciok és rovid

indelek, mig a tumorsejtekben minden mutéciotipus fellelhet °.



A tumorokban jelenlévé driver mutaciok azonositasa rendkiviil fontos a hatékony,
személyre szabott daganatterapiahoz, a megfelelé kezelés kivalasztasahoz. Mind a
BRCA1, mind pedig a BRCA2 tumorszupresszor gén, az eml6 és petefészek daganatok
legfontosabb driver génjei kozé tartozik, igy az ezeket a géneket érinté mutaciok

feltérképezése rendkivil fontos a kezelés, valamint a prevencio céljabdl.

3.2. A BRCAL/2 felépitése

A BRCA1 és BRCAZ2 fehérjék DNS szekvencidjuk szintjén ugyan nem mutatnak
hasonl6sagot, azonban szamos parhuzam vonhat6 a fehérjék tulajdonséagaiban, illetve
funkcidiban. Mindkét kodolé gen hosszu, tobb, mint 80 kilobazis; mindketté extrém
hosszu centralis exonnal rendelkezik, amely a kifejez6d6 fehérje tobb, mint 50%-at
kodolja, valamint mindkét gén nagy fehérjét kodol (BRCA1L: 220 kDa, BRCA2: 390
kDa).

BRCA1
exon 11
RING adh CC
81-99 503-508 607-614
1-109 452-1079 1367-1437 1646-1863
BARDI DNS PALB2 Rap80
Abraxas
341-758 758-1064 CtIP
Rad50 Rad51 pS3
BRCA2
exon 11
OB OB OB
| LRREERRN . o5 EIE
21-39 1009-2083 DBD
2481-3186
PALB2 Radsl1 Rads51

1.4bra: A human BRCA1 és BRCA2 funkcionalis doménjei és a fehérjék /6bb interakcios partnerei.

A BRCAL1 fehérje 1863 aminosavhol épiil fel ¢, génje a 17-es kromoszdman (17¢21)
talalhato 7. A BRCA1 fehérje N-terminalisan egy RING (Really Interesting New Gene)
domén taldlhatd (1. abra), mely E3 ubikvitin ligaz aktivitassal rendelkezik. Az E3
aktivitas fokozodik, amennyiben a BRCAL koti a BARD1 fehérjét 8. A BRCAL és a
BARD1 heterodimert alkotnak. K48-kapcsolt ubikvitin lancok kialakulasat képes
katalizalni, ezen keresztlil a BRCA1 részt vesz a fehérjék proteaszoma altali lebontasanak
folyamatdban, emellett nem konvencionédlis K6 kapcsolt poliubikvitin lancok
kialakitasara is kepesek, mely tobbek kdzott a BRCAL E3 aktivitdsanak stabilizalaséért



felelés, tehat nem degradacios szignal. A BRCAL1-BARD1 komplex felel a hiszton
oktamer elemei (H2A, H2B, H3, H4), a DNS seértilés reszponziv H2AX hiszton varians,
valamint a »-tubulin monoubikvitindcidjaért, melyen keresztiil szabalyozé szerepet tolt
be ®1° Az N-terminalison nuklearis export szignal (NES) szekvencia is talalhato. Az
els6sorban magi lokalizacioji fehérje sejtmagban maradasat a BARDI fehérje kotése
biztositja, mivel ez az interakcid elfedi a BRCAL fehérjén talalhatdo NES szignalt 1. A
fehérje C-terminalisan két, tandem BRCT (BRCA1 C-terminal domain) domén
helyezkedik el. Ez a domén szamos mas, hibajavitasban résztvevé fehérjében is
megtalalhatd, szerepe az SXXF? motivumot tartalmazo és a szerinen foszforilalt fehérjék
kotésében van 2. A BRCAL fehérje centralis részét a 11-13-as exonok kddoljak. Ez a
régio magi lokalizacios szignalt (NLS) hordoz, aminek koszonhet6en a fehérje elsdsorban
a sejtmagban talalhat6. Emellett a BRCA1 kozponti része egy CC (Coiled-coil) domént
is hordoz, ami fontos szerepet jatszik a PALB2-n keresztiil torténé BRCA?2 interakcioban
13.

A BRCA2 gén és az altala kddolt fehérje is (1. abra) nagyobb, mint a BRCA1L, 3418
aminosavbol all 8, kodol6 génje a 13-as kromoszoman talalhato (13q12-13) 4. A BRCA2
N-terminalisan egy transzkripcios aktivaciés domént (TAD) hordoz. Centralis részén,
melyet a 11-es exon kodol, 8 konzervalt BRC ismétlédés talalhatd, melyek a Rad51
kotésért feleldsek °. A C-terminalison talalhatdo DNS-k&té domén- amely egy helikalis
doménbdl, harom oligonukleotid-kot6 (OB) red6bdl és egy Tower doménbdl (T) all- teszi
lehetévé a BRCA2 szamara mind az egyesszald (ssDNS), mind a kett6sszala DNS
(dsDNS) kotését 1°. Tovabba a C-terminalisan talalhato a BRCA2 két NLS szignalja is 1’

3.3. Genomstabilitas és a BRCA fehérjek szerepe annak fenntartasaban

DNS sérilések folyamatosan keletkeznek sejtjeinkben az azokat ér6 kiilsé és belso
karosito agensek hatasara. Ezek kivédése és a genom stabilitasanak megorzése érdekében
fejlodott ki tobbek kdzott egy komplex, szamos egymastol fiiggo- es flggetlen jelatviteli
utvonalat magaba foglald gépezet, a DNS sérllésre adott valasz (DDR-DNA damage
response). A DDR-ben fehérjék Osszetett halozata vesz részt, amelyek felelések a
kiilonb6z6 DNS  sériiléstipusok felismeréséért és az arra adott valaszreakcioert.

Specifikus szabalyozé utvonalakat foglal magaban, melyek kozremiikodnek tébbek

@ Az X barmely aminosavat jellheti



kdzott a DNS hibajavitasban, a sejtciklus szabalyozésban, a replikécids stresszre adott
vélaszreakcioban és az apoptézishan 8 is (2. dbra).
Tonizalo sugarzas Sejt metabolizmus

UV sugdrzis Vegyi Replikacios hibik
anyagoknak
valo kitettség

NN\

DNS sériilés
|

Szenzorok

&
{ §
Effektorok

Szeneszcencia Transzkripeid

Apoptozis DNS hibajavitas Sejtciklus elakadas

2. dbra: A DNS sériilésre adott valasz (DDR). A genomstabilitis megdrzése érdekében kialakult komplex
jelatviteli Gtvonal hal6zat. A DDR résztvevdi felelések a DNS sériilések felismeréséért és az arra adott
vélaszreakcioért. A DDR szabalyoz6 utvonalai tobbek koézott részt vesznek a DNS hibajavitasban, a

sejtciklus és a transzkripcid szabalyozasaban, valamint a programozott sejthalal folyamataban.

A kiilonbozd tipustt DNS sértilések javitasaért kiilonbozo hibajavito utvonalak, illetve
fuggetlen hibajavito fehérjék felelosek (3. &bra). A legalapvetobb, a DNS egyik szalat
érintd hibajavitd utvonalak a nukleotid kivagd hibajavitas (NER), mely a DNS kettds
hélix szerkezetet roncsold sérulések javitasaert felel, valamint a bazis kivago hibajavitas
(BER), amely a bazisok kisebb, kémiai mddosulasait javitja ki. A hibajavitashoz
sziikséges templat DNS az intakt komplementer szal. Két tovabbi, alapvetd hibajavitd
utvonal a DNS kett6sszalu torésének kijavitasaban (DSBR-Double stranded break repair)
jatszik szerepet, ezek a homoldg rekombinacié (HR-Homologous recombination) és a

nem homolog végek osszeillesztése (NHEJ-Nonhomologous end-joining).
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Bazis kivagod Nukleotid kivagd Rekombinécios Mismatch hibajavitas
hibajavitas (BER) hibajavitas (NER) hibajavitas (HR, NHEJ) (MMR)

Hibajavitdo mechanizmus

3. &bra: DNS karosité hatdsok és a javitasukért felelds hibajavité vitvonalak *°.A sériilt bazisok javitasaért

a baziskivago hibajavitas (BER), a kiterjedtebb, egy szalat érinto sériiléseket a nukleotid kivago hibajavitas
(NER), mig a hibasan parosodott bazisokért a mismatch repair (MMR) utvonal felelos. A DNS kettésszalu

torésének javitasaban két 6 utvonal, a homolog rekombindacio (HR) és a nem homolog végek dsszeillesztése

(NHEJ) jatszik szerepet.

A kettdsszalu torések komolyabb veszélyt jelentenek a sejt megfeleld miikodésére,
javitasuk bonyolultabb folyamat. A DNS kettOsszalu torése az egyik legveszélyesebb
sériilés tipus. Kettsszalu torést eredményezhet genotoxikus agens, illetve ionizald
sugarzas, de a replikacié nem kivant mellékterméke is lehet. A DNS masolasa soran a sejt
szamara nagyobb a DSB-k kialakulasanak kockazata, mivel a csak az egyik szalat érint6
sériilés is okozhatja a replikécios villa elakadéasat és 6sszeomldsat, ami kettdsszalu torés
kialakulasat eredményezheti.

EmlGs sejtekben a DSB-k két f6 utvonalon keresztiil keriilnek javitasra. A hibamentes
javitast biztosité HR az S/G2 fazisokban dominans, mivel miikdéséhez templat DNS-re

van sziikség, mely ezekben a sejtciklus fazisokban érheté el (testvér kromatida). A

10



kevésbé pontos, viszont gyorsabb és templatot nem igénylé NHEJ els6sorban a Gl
fazisban aktiv 2. A hibamentes, homoldg templat-fiiggé HR hidnya kromoszéma
atrendezddésekhez, ezen keresztiil pedig genominstabilitashoz vezet. A DDR DNS
kettésszalu torésekre adott reakciojanak részei azok az altalanos faktorok, amelyek a
sérilést azonositjak, amelyek a hibat kijavitjak és azok, amelyek kozvetitéként vesznek
részt az ehhez szilkséges folyamatokban. Mindezek a homol6g rekombinécios hibajavitas
esetében: a szenzorok, amelyek detektaljak a torott DNS végeket, az effektorok, amelyek
Kivitelezik a hibajavitasi folyamatot és azok a mediatorok, amelyek kozvetitenek a
szenzorok és az effektorok kozott (4. abra).

A BRCA fehérjék nélkilozhetetlen szerepet jatszanak a DNS kettdsszala torésének
hibamentes, homolog rekombinéacidn alapuld javitasaban. BRCA-hianyos sejtekben a HR
ennek megfeleléen zavart szenved, helyét a NHEJ Gtvonal veszi at a kett6sszalt DNS
torések javitdsaban. Ez az utvonal azonban tovabbi hib&kat general, ami kromoszoma
dtrendezédésekhez, genomi instabilitashoz vezet 2. A BRCA fehérjék kiilonbozo
fehérjekomplexek részeiként vesznek részt a homoldg rekombinécios hibajavitasban (4.
abra).

Szenzor Mediator Effektor

Visszaemésztés

111 TR 1 &
T

!

Szl invazio

Hi Tt

rrrrrr

A szenzorok (vilagos kék) detektaljak a sériilést, a medidtorok toborozzak, illetve aktivaljak az effektorokat
(kozép kék), amelyek felelosek a hiba javitasaért, valamint a sejtciklus ellendrzopontok aktivilasaért. A
sotét kékkel jelzett BRCAL-et is magaban foglalé makrokomplexek nélkildzhetetlen medidtorai és segitéi a

DNS sériilésre adott valasznak. 2.
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A homolo6g rekombinécid pre-szinaptikus fazisdban az Gtvonal szenzorai felismerik a
kettésszalu torést. (1) A BRCAL1 az Abraxas-RAP80 (Abraxas receptor associated
protein-80) kotésen keresztiil lokalizal a sérilléshez 22, A kettdsszala torés helyére
toborzott endonukledz komplex szal visszaemésztés utjan 3’ talnyuld végeket hoz létre,
melyet fehérjekomplex véd a degradéciétol: (2) a BRCAL kdlcsonhatasba 1ép CtIP-vel
(C-terminal binding protein interacting protein 1), amely inicidlja az 5’ szal
visszaemésztését, valamint az MRN (Mrell-Rad50-Nbsl) komplexszel, amely elvégzi
azt. A BRCAL felelés az 53BP1 fehérje (p53 binding protein 1) ATM altali
foszforilacidjanak megakadalyozaséért, ilyen médon a DSB homol6g rekombinécid altali
javitasanak elinditasaért 2. A BRCAL a CtIP-vel egyiittmiikddve a kettdsszalu torés
helyén a szabad végeken az 5° vég visszaemésztését segiti elé 2. A kialakuld 3’ egyszal(
DNS (ssDNS) végeket az RPA (Replication protein A) védi a degradaciétol. A homolog
rekombinacié kovetkezé 1épésében a (3) BRCALl- PALB2 (Partner and localizer of
BRCA2)-BRCA2 komplex a Rad51-et a szaltdréshez iranyitja 2, amely ott atveszi az
RPA helyét, ezzel ssDNS-Rad51 nukleoprotein filamentumokat hozva létre. A Rad51
irdnyitja a templatként szolgalé intakt DNS szal invazidjat és a D-hurok struktira
kialakitasat 262": a szinaptikus fazisban a Rad51 keresi meg azt a homoldg DNS szakaszt,
amely a javitas templatjaként fog szolgalni. Amint ratal&l a homolég DNS szakaszra, a
Rad51-ssDNS (Single stranded DNA) komplex megkezdi az intakt DNS duplexen a
szalinvaziot. A homoldég DNS szalat athelyezi és kialakitja a D-hurok strukturat. Az
athelyezett, intakt szal szolgal a hibajavitas templatjaul, ezzel két Holliday keresztet
alakitva ki. A poszt-szinaptikus féazis keretein bell torténik meg a Holliday keresztek
feloldasa, ezzel létrehozva két, kettdsszalt DNS-t (dsDNA-Double stranded DNA) %,

A BRCAI1 a DNS kettdsszalu torésének javitasdban a NHEJ tutvonal szabalyozasan
keresztil is részt vesz. A javarészt hibahagyo Utvonal a szabad DNS végeket homoldg
templat nelkiil, direkt modon Osszeligalja. A NHEJ rovidebb id6 alatt képes kijavitani a
hibat 2 és a sejtciklus minden fazisdban miikddik, ellentétben a homolog
rekombinacioval, amely az S és G2 fazisokra korlatozédik. A BRCA1 Ku80-nal torténd
interakcidja stabilizalja a Ku70/Ku80 heterodimert, mely feladata a szabad DNS végek
felismerése és szamos NHEJ faktor toborzasa a sériilés helyére *°.

A BRCA fehérjek nem csak a DNS kettdsszala torésének javitasaban jatszanak
szerepet, hanem példaul a BRCA1 BACH1-gyel és TOPBP1-gyel alkotott komplexe
révén a replikacio soran fellépd hibak megszintetésében is részt vesznek 21. A BACH1
BRIP1 vagy FANCJ néven is ismert. A FANCJ név utal tovabbi szerepére is, a fehérje a
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Fanconi aneémia fehérjék egyike, amely szerepet jatszik a DNS szalak kozti
keresztkotések kijavitasaban 31, A BRCA1-BACH1 komplex hatarfeliiletként szolgal a
DNS hibajavitas és a replikacios stressz kozott *2, mindez a sejtciklus ellenérz6é pontok
funkciojanal fontos.

A BACHL1, az Abraxas, valamint a CtIP is a BRCT doménjén keresztul Iép
kolcsonhatasba a BRCAT fehérjével, igy az ezt a régiot érintd mutaciok negativ hatassal
vannak a BRCA1 DSB-hez toborzasara, valamint szerepének betdltésére a homoldg
rekombinacios hibajavitasban.

A DNS sériilésre adott valasz a sejtciklus ellenérzopontok megfelelé mikodését is
magaban foglalja. Az ellendrzOpontok lehetdvé teszik a sejtciklus megallitasat a DNS
masolésa soran (G1/S, intra-S fazis ellenérzépont), illetve a sejt osztodasa elétt (G2/M
ellendrzdpont), annak érdekében, hogy a DNS-t érinté hibak ne 6roklddjenek tovabb a
kovetkezo sejtgeneraciora. A sejtciklus ellenérzépontok nem megfelelé miikodése a
genetikai modosulasok és a kromoszoma abnormalitasok felhalmozddéasahoz vezethet. A
BRCAL1 szerepet jatszik a fent mar emlitett komplexekkel torténé interakcion keresztul a

sejtciklus ellenérzépontok szabalyozasaban is (5. abra).

_——
Gl
GO
¥
ATR
M/G1 ."
cllendrzépont  m— .
Sejtciklus Gl/S
—— /
M ellenérzépont —
\S
/ Intra S-fazis
G2/M G2 ellenérzépont
RAPS0 “
ellenérzépont
CtP S
TOPBP1
CHKI1

5.abra: A BRCAI és interakcios partnerei a sejtciklus ellendrzé pontok szabalyozasaban. A BRCA1/RAPS0
komplex, a CtIP-vel segiti a CHK1 sérilés-indukdlt foszforilacidjat valamint a G2/M ellendrzépont
aktivalasat. Az S-fazis soran a BRCA1-BACH-TOPBP1 komplex jatszik szerepet a replikacios stresszre
adott valaszreakcioban, mig a G1/S ellendrzépont megfelelé miikédéséhez foszforilalt BRCAI-re van
szlikség, melyet az ATM vagy ATR kinaz kivitelez és amely sziikséges a p53 foszforilaciohoz, ezen keresztiil

pedig az ellendrzépont aktivaciojahoz.
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A BRCAI1-RAP80 komplex részt vesz a G2/M ellenérzépont aktivalasaban. A
RAP80 toborozza a BRCALl-et a DNS sérllés helyére, ahol a BRCAL kromatin
visszatartasa eldsegiti a CHK1 (Checkpoint kinase 1) foszforilaciojat a G2/M
ellenérzdpont aktivacidja soran 3. Tovabba a CtIP is sziikséges mind a CHK1 sériilés-
indukalt foszforilacidjahoz, mind pedig a G2/M ellenérzdpont aktivaciojahoz 343, A
BRCAL szerepet jatszik a replikacids stresszre (példaul elakadt vagy 6sszeomlott
replikéacios villa) adott valaszban is . Mindez az S fazis soran a BACH1-TOPBP1-
BRCAL interakcion keresztiil valosul meg ¥. A BRCA1-BARD1 komplex is részt vesz
a sejtciklus G1/S, S és G2/M fazis ellenrzépontjainak szabalyozasaban. A G1/S ponthoz
szlikséges a BRCAL foszforilacioja, melyért az ATM vagy az ATR kinaz felelés. Ez
elésegiti a p53 fehérje foszforilaciojat, valamint a G1/S ellendrzépont aktivaciojat .
Emellett a BRCA1 kdlcsénhat az MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint protein
1) fehérjevel, amely szamos hibajavitd fehérjét toboroz a DNS sériilés helyére, valamint
az S és G2/M sejtciklus fazisok megakasztasahoz is sziikséges . Egyre tobb a bizonyiték
arra, hogy a BRCA2 is szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban 4°.

A BRCA1/2 fehérjék a transzkripcié szabalyozasaban is részt vesznek *. Mara
vilagossa valt, hogy ugyan a BRCAL képes DBD doménjén keresztil kdzvetlenil kotni
a DNS-t, mégsem szekvencia specifikus transzkripcids faktor, inkdbb szamos
transzkripcios faktor koregulatora 2. A BRCAZ2 is szerepet jatszik a transzkripcio
szabalyozasaban, tobbek kozott a p53-mal, egy ismert transzkripcids regulatorral valo

komplex formalasan keresztiil %3,

3.4. A BRCA1/2 vezette tumorevolucio

A BRCAL/2 gének nagy aranyban tartalmaznak repetitiv szekvenciakat (Alu, LINE,
MER), amely ritka tulajdonséag a gének korében 4+*°. Mindez hozzajarulhat a genetikai
instabilitasukhoz %6, Szamos betegséghez kapcsolodd genetikai atrendezédés Alu
szekvencidkhoz kotott. A BRCA génekben végbemend genomi atrendezédések is az
ismétlddd szekvenciak nagy aranyaval magyarazhatok #'.

A BRCA gének altal iranyitott tumorigenezis lehet 6roklott vagy sporadikus tipusu
(6. abra). Oroklott BRCA tumorgenezis esetén a patogén mutacio csiravonal eredetii, mig

sporadikus tipusnal az érintett BRCA gén mindkét allelja a szomatikus sejtekben seril.
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Oroklott BRCA tumorigenezis

Sejteiklus ellenérzopont mutacio

= = — - - - X

Csiravonal mutdcio Szomatikus alteracio \ . co L
Nines sejteiklus ellenérzépont muticid

1. allél mutacidja 2. allél mutacidja

Sporadikus BRCA tumorigenezis

Sejteiklus ellendrzopont muticid

- - - -_—
= - =5 - & - - 23X
Nincs csiravonal mutdcio Szomatikus alteracio Szomatikus alteracio - - -
Mindkét allél ép 1. allél mutacidja 2. allél mutacidja

6.abra: A BRCAL/2 altal iranyitott tumorigenezis. A BRCA gének mutacioi szerepet jatszanak mind az
0roklédé daganathajlamban, mind pedig a sporadikus tumorigenezisben. Oroklott BRCA tumorigenezis
eseten az érintett BRCA gén csiravonal eredetii mutdaciot hordoz heterozigéta formdban, a masik allél a
hordoz6 élete sorén, szomatikus sejtjében inaktivalodik. Sporadikus tumorigenezis esetén mindkét BRCA
allél az egyén szomatikus sejtjeiben szenved sériulést. Mindkét tipus esetében azonban sziikséges a sejtciklus
ellendrzépontok seriilése is ahhoz, hogy valamely BRCA génre homozigota mutdns formdaban a sejt életben

maradjon 44,

Orokl6tt BRCA tumorigenezis esetén a masodik allél szomatikus sejtekben
inaktivalodik, mivel a csiravonal eredetli homozigéta mutins allapot embrionalis
letalitashoz vezet az embriogenezis korai szakaszaban “¢. A masodik BRCA allél
szomatikus sejtekben torténd elvesztésének modja nem teljesen tisztdzott. A BRCA
gének expresszios szintje magasabb terhesség és a pubertas ideje alatt. Mindezzel egyiitt
ezen idOszakokban az 0sztrogén termelés is megnovekedett szintet mutat. Ez arra utal,
hogy az 0sztrogén befolyasolhatja a BRCAL/2 expresszids szintjét. A megnovekedett
sejtosztddasi frekvencia a sejtek szamara replikacids stresszt okoz, amely esetben
lehetséges, hogy nem elegendd az egy vad tipusu kopia a sejtben betoltott szerepeinek
ellatasara (haplo-elégtelenség), mint normalis esetben. gy né a DNS sériilések
mennyisége, valamint a nagy aranyt ismétlodé szekvencia miatt fokozott a hibas
homoldg rekombinacios hibajavitds esélye, ami végsé soron a vad tipusu kopia
elvesztéséhez (LOH- Loss of heterozigosity) vezethet ** a Knudson-féle két talalat
hipotézisnek megfeleléen *°.

Mindkét BRCA allél elvesztése normalis esetben a sejt halalahoz vezetne, viszont
mégis jelen lehetnek olyan, ép BRCA alléllal nem rendelkezé sejtek, melyek kikeriilik az

apoptozist. Ez a BRCA hianyos allapot altal kivaltott instabil genomi kdrnyezet
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kdvetkezménye lehet. Annak érdekében, hogy a sejt ilyen helyzetben is életben maradjon,
szikkséges a sejtciklus ellenérzOponton vald atjutds, igy egy, a BRCA vezette
tumorigenezishez sziikséges tovabbi Iépés a sejtciklus ellenérzépontok sériilése. Gyakran
emogott a p53 fehérjét kodold gén szomatikus mutacioja azonosithatd. Mindez a sejtek
kontrollalatlan osztodaséhoz vezet. Ekdzben tovabbi szomatikus mutéciokat halmoznak
fel az érintett sejtek *4.

A BRCA gének mindkeét alléljanak szomatikus inaktivacioja is vezethet daganat
kialakuldsahoz. Javarészt mindkét allél esetében az inaktivacioért a fent mar emlitett
hibas homolog rekombinécid és annak kévetkezményeként kialakul6 nagyobb deléciok a
felelések . Az elsé allél elvesztése altalaban a pubertaskori fokozott sejtosztodas és
replikacids stressz idején kovetkezik be. A méasodik allél 4 ok miatt inaktivalddhat: (1)
szomatikus genom médosulas, (2) transzkripcios csendesités, (3) a haplo-elégtelenségnek
tulajdonithaté funkcidvesztés vagy (4) a poszttranszlaciés modositas hibaja. Mivel
mindkét allél a szomatikus sejtekben inaktivalddik, tobb mutacios eseménynek kell
végbemenni az egyed élete soran, igy altalaban a szomatikus BRCA tumorigenezis

eredményekeént kialakulé daganat megjelenése idésebb korra tehetd 4.

3.5. A BRCA génekhez kotheté daganatos megbetegedések

Napjainkban az emldérdk a leggyakrabban eléforduldé daganattipus, valamint a
leggyakoribb rakos megbetegedéshez kothetd halalok nék korében vilagszerte. Az
orokl6do esetek, melyeknél a fiatal korban kialakul6 daganatra hajlamositd génmutacio
a csiravonalban jelen van és éltalaban tobb csaladtag is érintett kiillonb6z6 generaciokbol,
az osszes eset kortlbeliil 5%-at teszik ki °. A BRCAL heterozig6ta csiravonal mutécidi
magas eml6- s petefészek daganat kialakulasi kockazattal jarnak mar fiatal korban, ezt
oroklédé emld és petefészek daganat szindromanak (HBOCS- Hereditary Breast and
Ovary Cancer Syndrome) nevezzik. Az 6roklédé emlédaganatos esetek koriilbelil 25-
28 szazalékaért BRCA1/2 mutacio felelés *2. A BRCA1 mutaciot hordozdokban kialakuld
daganatokra jellemz6 a megmaradt vad tipusi BRCA1 allél elvesztése (LOH- Loss of
heterozigosity), igy a tumorsejtek BRCA1 null mutansok lesznek. Altalanos vélekedés,
miszerint a BRCAL1/2 elvesztése kovetkeztében kialakulo6 DNS hibajavitas defektus
okozta genom instabilitas a tumorfejlédés mozgatorugdja 5>°*. Amellett, hogy a DNS
hibajavitds karosoddsa vezet a tumor kialakulasahoz, ugyanez teszi a tumorsejteket
szelektiven elpusztithatéva a homoldg rekombinacio deficiencidjat szelektiven célzo
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DNS kérositd agensek segitségével, mint példaul a platina alapu szerek, vagy a poli
(ADP-ribdz) polimeraz inhibitorok (PARPi) °.

A BRCAL és BRCA2 patogén variansai nem kizardlag az 6rokl6dé emlé- és/vagy
petefészek, illetve nem csak néket érintd daganatok kialakulasahoz jarulnak hozza.
Sporadikus emlé-, valamint petefészek daganatokban is jelen vannak °°, illetve a férfi
emlédaganat, a hasnyalmirigy €s a prosztata tumorok kialakuldsaban is szerepet jatszanak
5738 bar a prosztata daganatok és a BRCA1 kapcsolatat illetden egy friss tanulméany
szerint nincs megnovekedett kockazat *°.

A BRCA1/2 gének mellett szamos egyéb, ritkan el6fordulo hajlamosité gén mutécidja
Is vezet emlo- és/vagy petefészek daganat kialakulasahoz eltéré penetranciaval. Magas
penetrancia szintii mutaciok lehetnek jelen az STK11 génben °, mely egy szerin-treonin
kindz, a PTEN foszfataz génjében ®1, vagy a TP53-ban 2, mely a p53 fehérjét kodolja. A
kdzepes penetranciaju csoportban szamos, a BRCA funkciéhoz kapcsolddo gén talalhato.
llyenek példaul az ATM %3, a CHEK?2 ®, a PALB2 ®, a Rad51 % vagy a BARD1 °". A
felsorolt gének és a szdmos tovabbi, alacsony penetranciaju varians 6sszességében az
emlddaganatos esetek mindossze Kkoriilbelil 50%-aért felelés 8, tehat még eddig
azonositatlan gének is szerepet jatszanak a daganatos megbetegedésekre valé hajlam
kialakitasaban.

3.6. A BRCA gének mutacioi

A BRCAL vagy BRCA2 csiravonal mutacidja 72%-kal, illetve 69%-kal ndveli az
esélyt emlddaganat kialakuldsara 80 éves kor eldtt . Mivel mindkét gén
tumorszupresszor, funkcionalisan recesszivek, igy mindkét allél mutécidja sziikséges a
daganat kialakulasahoz.

Napjainkban szamos adatbazis érhet6 el, mely tartalmazza az ismert BRCAL és
BRCA2 gént érintd mutaciokat. A BRCA Exchange, mely tobb klinikai adatbazisban
(példaul ClinVar, BIC) fellelhet6 6sszes informaciot gyijti egybe a BRCAL/2 génekkel
kapcsolatban. Jelenleg tébb, mint 20.000 BRCA varianst tartalmaz, amelyek kozul tébb,
mint 3700 varians bizonyitottan patogén.

Mindkét gén polimorf, az azonositott mutaciok nagyrésze az expresszio elvesztésevel,
vagy a fehérje csonkolodésaval jar. Mindkét gén esetében szamos misszensz mutacio,
illetve in-frame inszercid/delécié ismert. Ezek jelentik a legnagyobb problémat a

kockézat értékelés szempontjabol, mivel ezen mutécidk fehérje funkciora gyakorolt
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hatasa nem mindig ismert '°. A megfelelé kockazat értékelés, a tanacsadas és az esetleges
megel6z6 kezelések/beavatkozasok (tehat a klinikai menedzsment) érdekében szikseges
az ismeretlen jelent6ségii variansok fehérje miikodésre gyakorolt hatasanak tovabbi
vizsgalata, mivel a kockazatértékeléshez elegendé mennyiségt statisztikai adat nem all
rendelkezésre. Azokat a mutaciokat, melyek klinikai jelent6sége bizonytalan, VUS
(Variant of Uncertain Significance) mutacionak nevezzilk . Mindkét gén esetében
jelenleg is tébb szdz VUS varians ismert.

A VUS variansok vizsgalatara tobb lehetdség is adott. Egyrészt lehetdségiink van
kiilonboz6 bioinformatikai szoftverek segitségével prediktalni a mutécié fehérjére és
ezzel egyltt a hordozéra gyakorolt hatasat. Masrészt funkciondlis Kisérletek keretein
beliil is vizsgalhatjuk a laboratériumi koriilmények kozott eldallitott varidnsok hatasat.
Mivel mind a BRCAL, mind a BRCA2 multidomén fehérje, szdmos, a sejt szamara
kulcsfontossagu folyamat résztvevdje, igy nincs egy konkrét kisérlet, aminek keretein
beliil eldontheté barmely variansrol, hogy az patogén-e vagy sem. A fehérjék egyes
doménjeire, azok funkcidira specifikus kiserletekkel vizsgalhatjuk az adott régiot érintd
VUS varidnsokat.

A BRCALl-et és a BRCA2-t érinté patogén muticiok a génben elszortan, barhol
eléfordulhatnak, viszont viszonylag gyakran el6forduld, populacionként valtozo,
ugynevezett alapité (founder) mutéciok figyelheték meg. A magyar populacioban 5
gyakoribb elvaltozas ismert, a BRCA1 esetében ezek a c.66_67delAG, a ¢.181T>G és
€.5263-5264insC, mig a BRCAZ2 esetében a ¢.5946_5946delT és a ¢.9098 9099insA. A
magyar HBOCS betegek esetében a BRCAL/2 génekben azonositott mutaciok 50-60%-

at ez az ot varians teszi ki 7273,

3.7. ABRCAL/2 diagnosztika

A BRCA diagnosztika nagyrészt direkt szekvenalasra épil . Négy kimenetel
lehetséges a szekvenalas eredménye szempontjabol: (1) nincs szekvencia eltérés, ennek
az eredménynek abban az esetben van nagy jelentdsége, ha egy méasik csaladtagnal mar
azonositasra keriilt egy BRCA gént érint6 patogén varians. (2) Patogen varians: a vizsgalt
egyen szamara az eml6- es/vagy petefészek daganat kialakulds kockazata fokozott. (3)
Polimorfizmus vagy neutralis varians: nincs megnévekedett kockazat, akar az (1) csoport
esetében. (4) Ismeretlen klinikai szignifikancigju varians (VUS): a varians klinikai

jelentésége, az ezzel jard kockazat mértéke ismeretlen.
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A VUS varidnsok osztalyozasara 2008-ban az IARC (International Agency for
Research on Cancer) bevezetett egy Ot osztadlyt tartalmazd, a patogenités
valosziniiségének meértékén alapuld, multifaktoridlis modellekb6l szarmaztatott
rendszert: 1. osztaly: nem patogén/ nincs Klinikai szignifikancia, 2. osztaly: valosziniileg
nem patogén/ alacsony klinikai szignifikancia, 3. osztaly: bizonytalan, 4. osztaly:
valoszintileg patogén, 5. osztaly: biztosan patogén. Az egyes osztalyokban a patogenitas
valésziniisége rendre <0,001, 0,001-0,049, 0,05-0,949, 0,95-0,99 és >0,99 .

A BRCA gének molekularis diagnosztikai tesztelése altalaban direkt moédon, Sanger
szekvenalassal torténik. A médszer technoldgiai szempontbdl megbizhato, széles kdrben
elérhetd ¢és a kivitelezése is viszonylag egyszeri. Mindemellett viszont az
ateresztoképessége limitalt, és a koltséghatékonysaga is rosszabb, mint az ujgeneracios
szekvenaldasé (NGS- Next Generation Sequencing). Tovabba a Sanger szekvenalas
onmagaban nem alkalmas a nagy genomi atrendez6dések kimutatasara. Az NGS szdmos
elényos tulajdonsdggal rendelkezik a Sanger szekvenaldshoz képest. Alkalmas a nagy
genomi  atrendezOdések  vizsgdlatdra, nagyateresztOképességli, egyszeri a
munkafolyamata, egyéb genetikai tesztekkel parhuzamosan is futtathatd, valamint az

egységnyi koltsége is alacsonyabb °.

3.8. A BRCAL1 BRCT domént érinté6 VUS mutacioinak funkcionalis vizsgalati

lehetdségei

Széamos funkcionalis kisérlet ad lehet6séget a BRCA1 VUS variansok vizsgalatara
kiilonb6z6 organizmusokban. Ezek kdzil néhany, a BRCT doméneket érinté mutaciok
viselkedésenek megismerésére alkalmas modszer ker(l itt bemutatasra (1. tablazat):

A BRCAL1 szerepet jatszik a transzkripcio szabalyozéasaban 7. A TA teszt @ alapjat a
BRCA1 C-terminalisanak riporter gén transzaktivacios képessége adja, amennyiben az
egy heteroldg DNS-k&té doménhez (DBD) van fuzionaltatva . A kisérlet a fehérje
BRCT doméneket is magaba foglal6 C-terminalis régidjanak (as 1396-1863)
funkcioképességét vizsgalja 8. Eleszté alaph kisérlet tovabba az élesztd kis kolonia
fenotipus modszer (SCPA-Small Colony Phenotype Assay). A maodszer alapjat az a tény
adja, miszerint a vadtipusi BRCAT1 fehérje expresszidja ¢élesztd sejtekben akadalyozza
azok novekedését 8284 Ez a mddszer kvalitativ és kvantitativ mérési lehetéséget is
biztosit, mivel az éleszt6 kolonidk mérete és a koldnian beliili sejtszam is vizsgalhato.

Nincs inhibicio a trunkalt/C-terminalist érintd patogén variansok esetében 8485, A kisérlet
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a BRCT domén variansok (as 1646-1853) vizsgalatara korlatozodik, az ebbdl szarmazo
eredmények jol korrelalnak a TA teszt eredményeivel 2,

Szamos kisérleti modszert alkalmaznak VUS variansok vizsgalatdra human
sejttenyészetekben. A BRCA1 fehérje human sejtekben nagyrészt a sejtmagban talalhato
8588 de kis mennyiségben a citoplazmaban is detektalhaté 892, A fehérje mind NLS (as
503-508, 606-615), mind pedig NES (as 22-30, 81-99) szignalt hordoz, ezzel biztositva a
sejten bellili lokalizacio kontrolljat és a sejtmagi vagy citoplazmaba iranyul6 transzportjat
%1 Az egyes variansok Klinikai szignifikancigjat vizsgalhatjuk azok sejten beliili
lokalizécidja alapjan, hiszen, ha egy varidns nem képes bejutni a sejtmagba, Ugy a
feladatait sem tudja megfelelden ellatni. A BRCA1 sejtmagi lokalizaciojahoz nem csupén
a BARD1 kotése szlikséges, valamilyen eddig nem azonositott faktor is szerepet jatszik
a fehérje sejtmagba torténé belépésében, amely a BRCT doménekhez kothetd %2, A
BRCAL1 lokaliz&cids kisérletekben altalaban sejtmagi, diffiz (sejtmagi-citoplazmatikus)
és citoplazmatikus lokalizacios osztalyokat killonbdztetnek meg 994,

A BRCAL fehérje esszencialis szereppel bir a DNS kettészalu torésének homolog
rekombinacié tjan torténd javitasaban %4 Ransburgh és munkatarsai létrehoztak egy
vizsgalati rendszert, a DR-GFP rendszert, mellyel a homoldg rekombinécié hatdsossaga
vizsgélhatd egy mesterségesen, I-Scel endonukleaz altal generalt kettGsszalt DNS torés
javitasan keresztiil ®. Ahhoz, hogy a BRCA1 megfelelden el tudja latni feladatat a
homoldg rekombinéacioban, intakt RING és BRCT domének kellenek °3, ennek
megfelelden mind a RING, mind pedig a BRCT doméneket érinté mutaciok vizsgalhatok
ezzel a modszerrel.

Mivel a BRCAL nélkilozhetetlen szerepet jatszik a DNS kettésszalt torésének
homolog rekombinacion keresztiil torténd javitasaban, a BRCT domén mutans BRCAL
varidnsok miikddésének vizsgalatdhoz kiillonboz6 DNS karositd dgensekkel szembeni
érzékenységi tesztet is végezhetiink. Altalaban ehhez ionizal6 sugarzast (IR) %, vagy
valamilyen, a DNS kettGsszalu torését kozvetetten el6idéz6é vegyllettel torténd kezelést
alkalmaznak, példaul mitomicin-C-t vagy ciszplatint. Emellett a BRCA gének esetében
lehetdség van PARP inhibitorok alkalmazasara is. A PARP1 inhibicidja és a BRCAL
diszfunkcidja szintetikus letalitdst mutat. A PARP1 az egyesszali DNS torések
javitdsdban kozponti szerepet jatszik, ezért gatlasa esetén az egyesszall torés
kettdsszaluva teljesedhet ki. Amennyiben nem all rendelkezésre a sejtben mitkodéképes
BRCAL fehérje, Ugy a hibamentes DSB javitas sem lehetséges, igy a DNS sériilések

felszaporodnak, amik genom instabilitashoz és a sejt halalahoz vezethetnek °’. Ezek
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fényében az ismeretlen klinikai szignifikanciaju BRCAL variansok vizsgalatara alkalmas
maodszer a variansok tdlélésének monitorozasa kiilonb6z6 DNS karositd agensek, illetve
specifikus inhibitorok jelenlétében.

Az eddigiektél eltéréen a CRISPR/Cas9 technikan alapuld szaturacios genom editalas
maodszere nem emeli ki a gént a genomi kornyezetéb6l. A Cas9 enzim a vizsgalni Kivant
mutécié genomi régiojara specifikus guide RNS segitsegével a sejt altal kodolt BRCAL
génben generalja a modositast. A HAP1 human, haploid sejtvonal genomjaban létrehozott
modositas hatasa tulélési teszttel vizsgalhatd. Ez a mddszer lehet6séget ad exon/intron
hataron talalhat6, valamint a nem transzlalodé régidkat érinté mutaciok vizsgalatara,

viszont koltséges és klonozasi 1épéseket ugyanugy igényel, mint a fent emlitett modszerek
98

A A kisérlethez :
- ’ A vizsgalhato )
funkcionalis hasznalt o A modszer miikodési elve
" : BRCAI1 régio
kiserlet neve  organizmus
A BRCAL C-terminalisa
Transzkripcios o riportergén transzaktivacios
L o C-terminélis ) ) ]
aktivacio teszt  S. cerevisiae képességgel rendelkezik,
(as 1396-1863) . )
(TA) amelynek a régié intaktsaga a
fuggvénye
A human BRCAL1 expresszioja
¢leszto sejtekben azok
_ _ novekedéset akadalyozza.
Kis koldnia )
’ o Ehhez intakt BRCT domének
fenotipus . C-terminalis ’ )
o S. cerevisiae szukségesek. Amennyiben a
kiserlet (as 1646-1853) ’ »
BRCT domének funkciot
(SCPA) T
befolyasolé mutéciét
hordoznak, gy a kis kolonia
fenotipus nem detektalhatd
N-terminalis A BRCALI alapvetben sejtmagi
) BARDI1 koto lokalizacioju, amennyiben a
- 7 =7 human 7 -7 - -
Lokaliz4cio régié (as 1-109), sejten belili helyzete nem

sejtkultura )
BRCT domének megfeleld, tgy a feladatait sem

(as 1646-1863) tudja ellatni hianytalanul
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A A Kisérlethez L
. ’ A vizsgalhato ,
funkcionalis hasznalt _ A modszer miikodési elve
o : BRCAL1 regio
kisérlet neve  organizmus
A HR funkcid vizsgéalata stabil

sejtvonal segitségével, a

human homoldg rekombinacids

DR-GFP sejtkultira RING és BRCT események kovetheték
modszer (stabil domének nyomon. A RING, illetve

sejtvonal) BRCT domén muténs variansok
csokkent HR kapacitast
mutatnak
DNS karositd agensek
hatasanak vizsgalata, ionizalo
sugarzas, ciszplatin, vagy
_ ) ’ mitomicin-C segitségével,
Szenzitivas human RING es BRCT
) ’ ) mindezek kiegészithetok
teszt sejtkultara domének

Olaparib szenzitivitas
vizsgalattal a HR deficiencia és
PARPI szintetikus letalitasra

alapozva

Szaturacios
genom

editalas

haploid human

sejtvonal

Teljes BRCAL

genomi régio

A kvazi haploid human HAP1
sejtvonal genomi DNS-ében
kddolt BRCAL-t médositja

CRISPR/Cas9 modszerrel, az
egyes variansok expresszioja

esetén a sejtek talélését

vizsgalja

1.tdblazat: A BRCA1 BRCT domént érintd VUS varidnsainak vizsgalatara alkalmas funkciondalis Kisérletek.
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4. Célkituzések

A BRCAL és BRCAZ2 szerepe jelents az eml6 és petefészek daganatok oroklott
(HBOCS), valamint sporadikus formai esetében egyarant. Mind prevenciés, mind pedig
a mar kialakult daganat kezelésének szempontjabdl fontos tudni, hogy az azonositott,
BRCA gént érint6 mutacié klinikai szempontbol relevans-e vagy sem. A molekularis
diagnosztika eszkoztara egyarant lehetévé teszi a prevencids célbol torténd esetleges
hordozott mutécid azonositasat, és a méar kialakult daganat esetén, annak molekuléris
hatterének feltérképezését. A személyre szabott tumorterdpiahoz nem feltétlendl
elegend6 a tumorbol vett nagyobb szfvetminta vizsgalata, mivel a tumort genetikai
heterogenitas jellemzi, a tumorsejt alpopuldcidk genetikai hattere eltéré. Nagy
sejttdmegek egyuttes szekvenalasa a ritka variansokat elfedheti, ezzel értékes informaciot
vesztve. Az azonositott, viszont Kklinikai szempontbol ismeretlen jelentéségii BRCA
mutéciok esetében a hordozdval kapcsolatos tovabbi Iépések- az esetleges sziikségszerii
prevencids Iépések- bizonytalanok, igy ezek funkciondlis vizsgalata szilkséges annak
érdekében, hogy mind a hordozo, mind a kezeld orvos megfeleld informaciot kaphasson
a mutécio jelenlétének esetleges kovetkezményeir6l.

Kutatasunk f6 célja, hogy mélyebb betekintést nyerjink négy, a BRCA géneket
érinté, ismert, illetve ismeretlen klinikai szignifikanciaju mutéaciokkal kapcsolatban.

Mindezt az alabbi részfeladatok elvégzésével kivantuk megvaldsitani:

1. BRCA1/2 mutécidk azonositasa betegek tumoros mintéibol Gjgeneracios

szekvenalas segitségével.

2. Az azonositott BRCA2-t érinté patogen varians vizsgalata a beteg tumoros és
egészséges, nagy sejtszamot magaba foglald szOvetmintaban, Sanger és

Ujgeneracios szekvenalassal.
3. Az azonositott BRCA2 varians allélaranyanak vizsgalata kiilonb6z6
szOvettipusok esetén egészen az egyedi sejtek szintjéig, Sanger és Ujgeneracios

szekvenalassal

4. A nagy sejtszamot tartalmazo és az 5-10 sejtes klaszterek, illetve egyedi sejtek

szekvenalasi eredményének dsszevetése
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Az ismeretlen Klinikai szignifikanciagjd BRCAL variansok vizsgélata
bioinformatikai predikcios szoftverek segitségével

A BRCA1 VUS mutaciok létrehozasa molekularis klénozassal

A létrehozott BRCA1 VUS varidnsok vizsgalata egy altalunk valasztott élesztd

alapu funkcionalis kisérletben
A funkcionalis kisérlet eredményének 0sszevetése a bioinformatikai predikcioval

és kovetkeztetések levonasa a vizsgalt BRCAL VUS mutaciok patogenitasaval,

kezelési lehetdségével kapcsolatban
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5. Anyagok és mddszerek

5.1. Tapoldatok

LB tapfolyadek: Tripton (10 g/l), natrium-klorid (NaCl) (10 g/l), élesztokivonat
B5g/l),pH 75

LB taptalaj: LB tapoldat, Bacto agar (1,5%)

YPD téapoldat: 1% élesztékivonat, 2% pepton, 2% dextroz

YPD taptalaj: YPD tapoldat, 2% bacto-agar

Omission media (OMM): Omission media (OMM): 0,72% omission media
mix (600 ml térfogathoz: 0,96 gramm élesztd nitrogén alap, 3 gramm
(NH4)2504, 18 mg adenin, 12 mg arginin, 12 mg hisztidin, 18 mg izoleucin,
18 mg leucin, 18 mg lizin, 12 mg metionin, 30 mg fenilalanin, 12 mg triptofan,
18 mg tirozin, 12 mg uracil, 90 mg valin), 2% D-gliikéz. Taptalajhoz: 1,67%
bacto-agar

-Leu tapoldat: 0,72 g OMM mix (-Leu), 2 g dextr6z (100 ml-re)

-Leu taptalaj: -Leu tapoldat, 2% bacto-agar

+12 tapoldat: minden aminosavat tartalmaz

5.2. Antibiotikumok és szelekcios reagensek

Ampicillin: 100 pg/ml
Kanamicin: 50 pg/ml
Kloramfenikol: 30 pg/ml

5.3. Ellenanyag

A Kisérletek soran hasznalt ellenanyagot a 2. tablazat tartalmazza:

Antigén Szarmazam Jel6lés Gyarto Katal6gusszam H|,g|t§13
organizmus mertéke
HA patkany HRP Roche 12013819001 5000x

2. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott ellenanyag
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5.4. Alap oldatok

» Blokkol6 oldat (Western blot): 1XTBS-Tween, 5% BSA

« SDS puffer: 10xpuffer: 30,2 g Tris, 144 g glicin, 10 g SDS/1l

+ Transzfer puffer: 10xpuffer: 24 g Tris, 111,6 g glicin/1l, a blottolashoz 10x
higitott oldat

« TBS puffer: 10xpuffer: 1500 mM NaCl, 200 mM Tris HCI (pH 7,5)

« TBS TWEEN oldat: 10xpuffer: 10xTBS puffer, 0,05% TWEEN20

+ Katapult puffer: 10 mM EDTA, 2 mM Tris pH8, 0,5% Igepal (Sigma, kat.
szam: 18896)

5.5. Oligbk és egyéb oligonukleotidok

. BRCAZ2 ¢.7795G>T genomi amplifikacio oligok
GGATAGTCAAGGTCAGGTGGGCTCATACCCTCCAATGATGGAAAG
GACGCTGGAATGTAACAATGGGAGAAGAAAGAGGGATGAGGGAATAC

. BRCA1 ¢.5410G>A mutagen PCR oligok
CCTTGGCACAGGTATCCACCCAATTGTGGTTGTGCAGCCAGATGC
GGTGGATACCTGTGCCAAGGGTGAATGATGAAAGCTCCTTCACCAC

. BRCA1 ¢.5096G>T mutagén PCR oligdk
GTGTGTGAACTGACACTGAAATATTTTCTAGGAATTGCGGGAG
TTCAGTGTCAGTTCACACACAAACTCAGCATCTGTTTTCATAAC

. BRCA1 ¢.4983delA mutagén PCR oligok
CCAGAAGATTTATGCTCGTGTACAAGTTTGCCAGAAAACACCAC
CACGAGCATAAATCTTCTGGGGTCAGGCCAGACACCACCA

. BRCA1 ¢.1067A>G mutagén PCR oligdk

GGAATAAGCGGAAACTGCCATGCTCAGAGAATCCTAGAGATACTGAAGATG
GGCAGTTTCCGCTTATTCCATTCTTTTCTCTCACACAGGGGATCAG
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. BRCAL ¢.5123C>A mutagén PCR oligok
CTAGGAATTGAGGGAGGAAAATGGGTAGTTAGCTATTTCTGGG
TTCCTCCCTCAATTCCTAGAAAATATTTCAGTGTCCGTTCACA

. BRCAL ¢.5559C>A mutagén PCR oligok
CTGGACACCTAACTGATACCCCAGATCCCCCACAGCC
GGTATCAGTTAGGTGTCCAGCTCCTGGCACTGGTAGAGTGC

5.6. Plazmidok

A Kisérletek sordn hasznélt plazmidokat a 3. tdblazat tartalmazza:

Gén Vektor Leiras

] A mutagén PCR reakciokhoz hasznalt vektor,
pBlueScript 11 KS+ o
melybe a BRCAL fragmenteket épitettik

A BRCA1 cDNS-t hordozé entry vektor LR

BRCAl1 pENTR1A _
reakciékhoz

A negativ kontrollként hasznalt LacZ kodolo
LacZ PCR8-GW-TOPO L ) .
régiot hordozo entry vektor LR reakciohoz

Elesztd expresszios Gateway klonozasra alkalmas
GW pDEST-GADT7(B) .
vektor, N-terminalis HA tagelt

3. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt plazmidok

A BRCA1 VUS mutaciok funkcionalis vizsgalatahoz hasznalt expresszids vektor térképe

az 7. dbréan lathato:
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pT7
HA epitope ta
MATCHMAKER 5°AD LD

GAL4 amino acids AttRI1
GAL4 AD ChIR
GAL4 amino acids + .
= [y
pADH1 . g ccdB
’/."r @ AttR2

/____MATCHMAKER 3"AD LD
& FT3AD Sequencing Prim

o
: i Tadh1
A - pDEST-GADT7(B) \\
Yeast 2 mreplication origin |

f.’

9701 bp ‘,"

I.. / J|

/ LEU2 coding sequence:

W\
g S
ﬂpﬂ/

pUC plasmid replication origin

7. &bra: A BRCAI VUS variansok funkciondlis vizsgalatahoz haszndlt éleszté expresszios vektor. A vektor
gateway klénozasra alkalmas, valamint hordoz egy N-terminalis HA taget.
5.7. Baktériumtorzsek

e 2T1 Omnimax

» ccdB survival

5.8. Elesztotorzs

 Hf7c

5.9. A kisérletek soran alkalmazott médszerek
5.9.1. Restrikcios endonukleazzal torténoé emésztés

A DNS restrikcios endonukleazzal térténd emésztésekor a DNS 1 pg-jahoz 1 egység
(unit) enzimet hasznaltunk (ThermoFisher Scientific). A 10x témény pufferek kozil
(Red, Blue, Yellow, Green, Orange) valasztottuk ki az enzim szamara megfelel6t a gyartod
javaslatai alapjan. Az emésztést 2 draig végeztik 37°C-on. Ezt kovetden a reakciohoz 5x
STOP puffert adva a vart DNS fragmentumok méretétdl fiiggéen 0,8-1,5%-0s

toménységli agar6z gélen futtattuk meg. Sziikség esetén a gélbdl a megfelel6 méretli

fragmentet kivagtuk.
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5.9.2. Fragment izolalasa agaro6z gélbol

Az agar6z gélbdl valé DNS izolalasokhoz a Macherey Nagel Nucleospin Gel and
PCR clean up kitet (kat. szam: 740609.250) hasznaltunk a gyartd ajanlasanak

megfelelben.

5.9.3. A BRCAI variansok eléallitasa: mutagén PCR, a kldénozas tovabbi
Iépései

A mutagén PCR reakcidkhoz a kovetkezé Osszetevoket hasznaltuk 50 pl-es

végtérfogathoz: 10 ul 5x HF puffer, 0,4 pl 25 mM dNTP (végkoncentracio: 200 uM),

2,5-2,5 pl forward és reverse 10 uM primert (0,5 uM végkoncentrécid), 10 ng templat

DNS 1 pl-ben, 0,5 pl Phusion polimeréz (ThermoFisher Scientific, kat.sz&m: F530S)

(végkoncentracié: 0,02 U/ul), mindezt Kiegészitettilk 50 pl-re Accugene (Lonza,
kat.szam: BE51200) vizzel.

A mutagén PCR-ek soran hasznalt oligok és a PCR programok tervezése soran Liu

és Naismith cikkét vettiik alapul ®. Az alabbi tablazatban (4. tablazat) lathato

Osszefoglalva az 6sszes mutécid létrehozasahoz hasznalt PCR program:

Vart
. Ciklikus . s . ) Tartd termék
Varians Denat. denat. Annealing Elongécié Denat. Annealing Elongécié hémérséklet  hossz
(bp)
5min  1min 1 min 5 min 3 min 1 min 15 min o0
1x 12x 1x 1x 1x
c. 5410G>A  98°C 98°C 55°C 72°C 98°C 50°C 72°C 20°C 4602
€.5096G>T 98°C 98°C 45°C 72°C 98°C 38°C 72°C 20°C 4602
c.4983delA 98°C 98°C 50°C 72°C 98°C 45°C 72°C 20°C 4601
c.1067A>G 98°C 98°C 54°C 72°C 98°C 46°C 72°C 20°C 4316
c.5123C>A 98°C 98°C 47°C 72°C 98°C 41°C 72°C 20°C 4602
c.5559C>A 98°C 98°C 48°C 72°C 98°C 39°C 72°C 20°C 4602

4. tAblazat: A mutagén PCR-ekhez hasznalt programok dsszefoglalasa.* Denat.: denaturdciés hémérséklet.

A PCR reakcio végeztevel 1 ul Dpnl restrikcios endonukleazt adtunk a reakciohoz,
majd 2 6ran at 37°C-on inkubaltuk, végezetil a DNS-t kicsaptuk 0,5x térfogat
ammonium-acetat (NHsAc) és 2,5x 0Ossztérfogat etanol (EtOH) (DNS+ NHsAc)
segitségével (10 perc szobah6n torténd inkubacio, majd 30 perc centrifugalas 13.400 rpm-

en).
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5.9.4. Ligalas

A ligaldshoz T4 DNS ligdz enzimet és a hozza tartozdé 10x T4 ligaz puffert
(ThermoFisher Scientific) hasznaltuk. A reakciot egy éjszakan at 16°C-on inkubaltuk. A
DNS-fragmenteket 1:1 aranyban alkalmaztuk, szikseég esetén a reakciot laboratoriumi

tisztasagu vizzel (Milli Q) egészitettik ki 10 pl-re.
5.9.5. LR reakcid

Az LR reakcidhoz a kovetkez6 mixet mértiik dssze: 75 ng ,,entry” vektor (1 pl-ben),
100 ng ,,destination” vektor (1 pl-ben), 0,5 ul LR II klonaz. Az elegyet egy éjszakan at
szobahdn inkubaltuk. Ezt kovetden a klondz inaktivalasahoz a reakciot kiegészitettiik 0,5
pl (2 pg/ul) Proteindz K oldattal és 10 percig 37°C-on inkubaltuk. Végul az elegyet

elektrokompetens bakériumsejtekbe transzformaltuk.
5.9.6. Baktériumsejtek kémiai transzformacioja és elektroporacidja

A kémiai transzforméciéhoz a kompetens baktériumsejteket tartalmazo
mikrocentrifuga csovet jégre tettik, hagytuk kiolvadni. Kiolvasztas utan a transzformalni
kivant DNS-t hozzdadtuk a baktériumsejtekhez, majd 30 percet jégen hagytuk a
bakterium-DNS elegyet. Ezt kovetden a hdsokkhoz 42°C-os vizfiirdobe tettiik a mixet 45
masodpercre, majd 1 ml-re LB tapoldattal kiegészitve 37°C-on inkubaltuk 1 6réat, végul a
megfeleld szelekcids taptalajra szélesztettiik. A sejteket egy ¢éjszakan at 37°C-on
novesztettik.

Az elektroporaciohoz az elektrokompetens sejtet szintén jégen hagytuk kiolvadni,
majd hozzdmértik a DNS-t és az elegyet 10 percig jégen hagytuk. Az el6re behiitott
kivettaba (2mm) mertik az elegyet, majd 2,50 kV-tal elektroporaltuk. Ezt kovet6en a
sejteket reszuszpendaltuk 1 ml LB tapoldatban és 1 orat novesztettiik 37°C-on, majd a
megfeleld szelekcids taptalajra szélesztettiik. Egy éjszakat inkubaltuk a lemezeket 37°C-

on.
5.9.7. Elesztosejtek transzformaciéja

A kompetens Hf7c élesztOsejteket jégen kiolvasztottuk, majd hozzdadtunk 1 pg
plazmid DNS-t. Ezt kovetéen 300 ul PEG-LiAc-t (polietilén-glikol-litium-acetat) adtunk
a mixhez. 30°C-on 30 percet inkubaltuk a mintat razatas mellett. 38,5 ul DMSO-t adtunk
a mintahoz. Ezt kovetden a mintat 15 percig 42°C-on hdsokkoltuk. A hdsokkolt elegyet
centrifugaltuk 3000 rpm-en 2 percig. A fellluszo eltavolitasa utan a pelletet 1 ml +12

tapoldatban reszuszpendaltuk, majd egy éjszakan at 30°C-on razatas mellett inkubaltuk.
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Maésnap a mintat centrifugaltuk 3000 rpm-en 2 percig. A fellliszét nagyrészt
eltavolitottuk, a mintan hagyott korulbelll 100 pl médiumban a pelletet visszaoldottuk,
majd -Leu taptalajra szélesztettiik. Korllbelll 48 6ra alatt 30°C-on felndvesztettik a

transzformans élesztd telepeket.
5.9.8. A BRCAL1 variansok kldénozésa expresszios vektorba

Mind az éleszt6, mind az emldés expresszids gateway vektorokba LR reakcio

segitségével épitettiik be a kiilonb6z6 BRCA1 variansokat.
5.9.9. Plazmid tisztitas baktériumsejtekbol

A plazmidokat modositott alkalikus lizis mddszerrel izoldltuk a baktériumsejtekbol
100

5.9.10. A mutéciok azonositasa betegekbél szarmazé tumorszovet mintakbol

A mutécidkat a Celemics OncoRisk panel segitségével azonositottuk Ujgeneracios

szekvenalassal (Illumina Miniseq).

5.9.11. Genomi DNS izol4cidja a BRCA2 mutaciot hordozo beteg

szovetmintaibol

A szovetblokkokbol és a vérmintabol torténé gDNS izol&cidhoz a fenol-kloroform
modszert alkalmaztunk °1. A lézer mikrodisszekcioval izolalt egyedi sejtek és
sejtklaszterek esetében a sejteket 5 pl katapult pufferbe gytijtottiik be. Ezt kovetéen 0,5
ul 1 mg/ml koncentracidju Proteinaz K-t (Qiagen, kat.szdm: 19131) adtunk a mintakhoz.

60°C-on 20 percig inkubaltuk, amelyet 3 perc 98°C-o0s inkubacid kovetett.
5.9.12. Western blot

Az élesztOsejtekbdl torténd Western blot kisérletekhez a 100 ml-be leoltott, egy
éjszakan at 30°C-on novesztett mintakon OD-t mértlink, ez alapjan minden mintabol
azonos mennyiségii élesztésejtet mértiink ki, ezt -Leu tdpoldattal azonos térfogatra
egészitettiik ki. Ezt kovet6en 4000 rpm-en 5 percig centrifugéltuk a mintakat. A pelletet
1 ml MQ-ban reszuszpendaltuk, majd ismét centrifugaltuk. A pelletet 1 ml 0,1 M NaOH
oldatban reszuszpendaltuk, majd 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, végiil ismét
centrifugaltuk. A NaOH eltavolitdsa utan a mintdkat 50 pl 2xSDS pufferben
reszuszpendaltuk. A sejtlizatumokat 8%-0s poliakrilamid gélen futtattuk meg. Ezt
kovetéen a fehérjéket nitrocelluldbz membranra transzferaltuk, 150 mA-rel, 12 6ra

inkubacioval, 4 °C-on. A membrant ezt kovetden 6 orat blokkold oldatban inkubaltuk. Az
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elsédleges ellenanyagot blokkol6 oldatban higitottuk, a membrant az elsédleges
ellenanyaggal egy éjszakan at inkubaltuk. Az ellenanyaggal torténd inkubaciot kovetéen
a membrant 2x15 percig mostuk 1xTBS-Tween-nel, majd 1x10 percig 1XTBS-sel. Az
eléhivashoz ~ WesternBright ECL  (Advansta, kat. szam: K-12045-D20)

kemilumineszcencian alapul6 kitet és Alliance Q9 (Uvitec) berendezést hasznaltunk.
5.9.13. Az éleszto koloniak mérése

Az ¢élesztd kolonidkat a transzformaciot kovetden felndvesztettiik, majd a telepeket
(minta tipusonként 50-100 darab) a Chemi HR 410 Imaging System berendezés UVP
Vision Works LS ,,Colony counting” programcsomagjaval mértiik meg (101309-008).

5.9.14. ABRCAZ2 c.7795G>T mutécidét hordozo beteg kdrtorténete

66 éves nod, egyéb jelentdségteljes betegsége nem volt. Testvére nincs, édesapjanél
kordbban rakot diagnosztizaltak (nem specifikalt). A beteg szileinél nem azonositottak
daganatos elvaltozast. A sziil6kt6l DNS mintagytjtésre nem volt lehetéség. 2011.-ben
diagnosztizaltak a beteget szerzus ovarium karcinémaval (WHO grade 2.). Ugyanebben
az évben a beteg hysterectomian és kétoldali adnexectomian esett at. A protokoll alapjan
TAX-BCP kezelést kapott a beavatkozasok utan, de a mellékhatdsok miatt a dozis
csokkentése volt sziikséges. Ezen felll Olaparib (Lynparza) kezelést kapott. A beteg
allapota 2017. 6ta stabil. A beteg tumorszdévet mintajat Celemics OncoRisk tumor panel
(Celemics, P002) segitségével szekvenaltak. A 31 tovabbi gén, melyre a szekvenald panel
specifikus, nem mutatott ki tovabbi mutaciokat, melyek hatdssal lennének a
tumorigenezisre. A beteg irasos formaban beleegyezett mintainak tovabbi vizsgalataba
diagnosztikai céllal.

5.9.15. Avizsgalt BRCA2 régi6 amplifikacidja és szekvenalasa

Az el6zbleg, teljes BRCA2 kodolo régid szekvenaldssal azonositott szubsztiticiot
(c.7795G>T) a beteg kiilonboz6 szdvettipusainak sejtjeiben vizsgaltuk. Ehhez kétlépéses
PCR reakcio segitségevel amplifikaltuk a vizsgalni kivant régiot. Az elsé PCR
reakciohoz, a genomi DNS-r6l torténé amplifikaciohoz a 5. tablazatban talalhatd

kondiciokat hasznaltuk:
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Reagens Végkoncentracio
10x Taq puffer 1x Taq puffer
MgCl; 2 mM
dNTP 2,5mM
AmpliTaq Gold DNS polimeraz (ThermoFisher ,
1 egyseg
Scientific, kat.szam: 4311806)
FW oligo
J 10 uM
(univerzalis tag szekvenciakkal)
Rev oligo
J 10 uM
(univerzalis tag szekvenciakkal)

5. tblazat: Az amplifikacidhoz hasznalt PCR mix dsszetétele, 20 pl végtérfogatra.

A PCR terméke 148 bp. Az alkalmazott PCR programot a 6. tAblazat foglalja 6ssze:

Homérseklet Id6 Ismétlésszam
95°C 2 perc 1x
95°C 15 méasodperc
61°C 30 masodperc 25x
72°C 20 mésodperc
72°C 1 perc 1x

6. tablazat: Az amplifikacidhoz hasznélt PCR program

A masodik, indexelé PCR-hez az els6 reakciobol 1 pl-t hasznéltunk templatként.

A hasznalt oligbk hordoztdk az univerzélis tag szekvencia komplementerét, valamint

[llumina specifikus adaptor szekvencidkat az 5° végiikon. A reakcio terméke 288 bp

hosszl. Az alkalmazott PCR reakcid kondicidit a 7. tablazat foglalja 6ssze:
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Homérséklet Id6 Ismétlésszam
95°C 2 perc 1x
95°C 10 mésodperc
70°C 30 masodperc 30x
72°C 20 mésodperc
72°C 1 perc 1x

1. tablazat: Az indexeld PCR kondicioi.

5.9.16. Az indexelt amplikonok szekvenalasa

Az (jgenerécios szekvenalashoz a mintak minéségét Qubit HS kvantifik&cios modszerrel
mértik (ThermoFisher Scientific). A szekvenalast lllumina MiniSeq Mid Output kittel
(300 cycles, kat.szam: FC-420-1004) végeztiik a gyart6 ajanlasanak megfelelen.

5.9.17. Az Gjgeneracids szekvenalas eredményének kiértékelése

A Kkiértékeléshez a CLC Genomics 3.6.5 (Qiagen) bioinformatikai szoftvert
hasznaltuk. Az illesztéshez hasznalt szekvencia a BRCA2-206: RefSeq. NM_000059,
Transcript ID: ENST00000544455.5 volt. A varians hivassal a BRCA2 c¢.7795
pozicioban talalhaté vad, illetve mutans allél aranyat vizsgaltuk. Az atlagos leolvasasok
szama 287 (min.: 70, max.: 636) volt. A read-ek szama konzisztens volt a lefedettséggel,
mivel kizérélag azokat a read-eket vettik figyelembe, amelyek hordoztdk a vizsgalni
kivant poziciot is.

5.9.18. Bioinformatikai analizis

A misszensz variansok bioinformatikai predikcidjahoz a PANTHER-PSEP 1% a
PMut 193 és az SNP&GO 1% szoftvereket alkalmaztunk. A BRCAL VUS variansokkal a
szoftverek webfellletén futtattuk le a predikcids vizsgalatokat. Bemend adatként a
BRCA1 UniProt 1% azonositojat (P38398) és az aminosavcserét adtuk meg a kovetkezd
formatumban: AS1PozAS2 (AS1: az aminosav az adott pozicidban, Poz.: pozicio, AS2:
az aminosav, amelyet a misszensz mutacio eredményez, példaul: VV18041).

A frameshift (a leolvasasi keret eltolodasat okozd) varians vizsgalatdhoz a
MutationTaster2 programot hasznaltuk az alabbi paraméterekkel:

Lekérdezés: ENST00000357654 (BRCAL ID in the Ensembl Transcript)

Verzio: GChr37

Input: CCCCAGAAGA[A/-]TTTATGCTCG (a delécioval szomszédos nukleotidok)
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6. Eredmények

6.1. A mutaciok azonositasa daganatos betegekbdl szarmazo szovetmintakban

A molekularis diagnosztikai vizsgalatra beérkezett emld-, illetve petefészek

daganatos betegek tumorszévet mintainak feldolgozasat kovetéen a genomi DNS-en

teljes BRCA1/2 kodol6 régid Gjgeneracids szekvenélasa segitsegével azonositottuk az

alabbi mutéciokat (8. tablazat):

Exon/ | Erintett | Mutacio Mutacio
Gén _ - Besorolds | Hatés
intron exon (DNS) (Fehérje)
p.E1661D Nem
BRCA1 | Exon 16 .4983delA VUS )
fsTerl6 ismert
Nem
BRCA1 | Exon 18 €.5096G>T | p.R1699L VUS )
Ismert
Nem
BRCAL1 | Exon 23 c.5410G>A | p.Vv1804l VUS )
ismert
Trunkalt
BRCA2 | Exon 16 C.7795G>T | p.E2599Ter | Patogén -
fehérje

8. tablazat: Az azonositott BRCA géneket érintd mutaciok. Munkank soran hdarom, a BRCAI gént érintd,
ismeretlen klinikai szignifikanciajua varianst (VUS) azonositottunk, ezek kozétt talalhatd egy a leolvasasi
keret eltolédasat okozd mutécid, valamint két aminosavcserével jard misszensz varidns. Emellett egy
patogén, korai STOP kodont eredményezé BRCA2 varianst is kimutattunk egy vizsgélt beteg tumorszovet
mintajaban.

A ClinVar és a BRCA Exchange adatbazis segitségével allapitottuk meg az egyes
variansokrol, hogy azok lehetnek-e driverei a daganat kialakulasanak, vagy sem. A harom
azonositott BRCAL varians esetében az adatbazisokban nem szerepelt egyértelmii
informacio a klinikai jelentdséget illetéen ezek, mint VUS varians, Kerlltek feltlintetésre.
Mindharom varians a BRCA1 BRCT doménjeit érinti (8. abra), a 18-as, 20-as és 23-as
exont. Mivel szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy mar a BRCA1 fehérje utolsé 11
aminosavanak elvesztése is patogén varianst eredményez % igy a c.4983delA, a
leolvasasi keret eltolodasat eredményez6 varians esetén Kisérletes bizonyiték hianyaban
is feltételezheté, hogy patogén varianst kédol. A misszensz variansok esetében a

predikcié Iényegesen bonyolultabb, nincs benne az a fajta szabalyszeriiség, mint a
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BRCAL1 frameshift (a leolvasasi keret eltolodasat okozd) mutéacioknal. Mindharom
azonositott VUS varidnst egyrészt bioinformatikai predikcios szoftverek segitségével,
masrészt laboratdriumi Kisérlettel vizsgaltuk azok klinikai relevanciajanak megallapitasa
érdekeben.

BRCA1 ¢.5096G>1

c.4983delA

RING . Nigl Nﬂ - SCD 1863 AA
8-96 1367-1437

81-99 503-508 607-014

¢.5410G>A

1-109 DNS kdtés (452-1079)

BARDI BRCA2 Abraxas
341-758 758-1064 PALB2 CtIP
Rad50 Rad51 ps3

8. dbra: Az azonositott BRCAL VUS varidnsok helyzete a kddolé régidéban. Mindharom azonositott VUS
varians a BRCAI BRCT domenjeit érinti. A BRCT domén sziikséges a fehérje megfelelé sejten beliili
lokalizacidjahoz, funkcidjanak betoltéséhez a homoldg rekombinacids hibajavitas, a transzkripcios

szabdlyozas, valamint a sejtciklus ellendrzépontok szabalyozasanak folyamataban.

Az azonositott BRCAZ2 varians a gén 16. exonjat érinti, a 7795-0s pozicidban torténd
nukleotid csere (G>T) korai stop kodon megjelenéséhez és ezzel csonkolt fehérjetermék
keletkezéséhez vezet. Mindez funkciovesztéses feherjét eredményez. Mind a BRCA
Exchange, mind a ClinVar adatbazis alapjan patogén varians. Helyzetét a BRCA2 génen,
illetve fehérjén a 9. dbra mutatja be:

BRCA2

¢.7795G>T
E2599*

OB OB OB
a K e i e
DBD

21-39 1009-2083
2481-3186
PALB2 Rad51 Rad51

9. abra: A c.7795G>T szubsztiticid lokalizacidéja a BRCA2 kddolo régidban. 4 mutdcié a DNS kotd
doménben talalhatd, az aminosavcserét okozé G>T szubsztiticio korai STOP kodon kialakuldsdhoz, végsd

soron trunkalt, igy funkcidjaban sériilt fehérje kifejezédéséhez vezet.

36



6.2. Az azonositott patogén BRCA2 mutacioé vizsgalata

6.2.1. A BRCA2 c¢.7795G>T mutacié vizsgalata a beteg tumoros és

egészséges szbvetblokkjaiban

A patogén BRCAZ2 varians tumorszovet mintaban torténé azonositasat kovetéen
alaposabb vizsgalatnak vetettiink ald a betegb6l szarmazé tumoros és egészséges FFPE
(formalin fixalt, paraffinba agyazott) szovetblokkokat, szajnyalkahartya kenetet, illetve
vermintat (9. tablazat). Ezeket Sanger és Ujgeneracios szekvenalassal vizsgaltuk
parhuzamosan, 6sszehasonlitva a mutacidé detektalas megbizhatdsagat. Eloszor a beteg
tumorszdvet blokk mintait vizsgaltuk. Az NGS eredménye alapjan a tumorszdvet
blokkokban 77, illetve 78%-ban volt jelen a mutaciot jelent6 T allél a 7795-0s nukleotid
pozicioban. A Sanger szekvenalas eredményeéul kapott szekvenogramon a cstcsok (peak)
méretének dsszehasonlitasaval korulbelll azonos T allél jelenlétet detektaltunk. Késébb
tovabbi szévetminta tipusokat, szajnyalhartya kenetet, a petefészekb6l szarmazo
tumormentes, egészseges szovetallomanyt, és vermintat vetettink alad szekvenalasnak.
Erdekes mddon a beteg szajnyalkahartya kenet mintajaban is jelen volt a mutacio,
korllbelll a read-ek 20%-ban, a Sanger szekvenalas becslése is hasonlo eredményt adott.
Abban az esetben, ha a mutécié 6roklott lenne, heterozigéta allapotot latnank, tehat a
mutéciot jelentd T és a vad tipust jelenté G allél 50-50%-ban lenne jelen. Mindez arra
engedett kdvetkeztetni, hogy a beteg nem heterozigéta a BRCA2 ¢.7795G>T tranziciora,
sokkal inkabb egy mozaikos genotipus figyelhetd meg. Annak érdekében, hogy a
feltevésiink bizonyossagot nyerjen, tovabbi szdvettipusokat is megvizsgaltunk, ahogy az
mar fentebb emlitésre kerllt. A tumormentes, egészséges ovariumszdvet mintaban
mindkét szekvenalasi modszerrel a szajnyalkahartyabdl szarmazd eredményekhez
hasonloan, korilbelil 20%-os mutans T allél jelenlétet detektaltunk. Végezetiil a betegtdl
szarmazd vérmintat is megvizsgaltuk, ahol 26%-os T allél jelenlétet mutattunk Ki.

A harom, egymastol fuggetlen, eltéré csiralemez eredetii (szajnyalkahartya:
ektoderma, vér és petefészek: mezoderma), egészséges szdvetmintaban hasonlo, 20-25%-
0s aranyban azonosithatd a G>T szubsztitlcid. Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy a beteg nem heterozigota, hanem mozaikos genotipust mutat a vizsgalt

variansra.
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Szovet tipus Sanger szekvenalés Ujgeneracios szekvenalas
Tumor 1 78%
Tumor 2 77%

Szajnyalkahartya 1 23%
Szajnyalkahartya 2 21%
Egészséges ovarium (\ n /\{ [\ l!n'"'..,I“‘ill'”'li' 17%
(VVVYYVINY) A
G G GAATTTTAT
A ““. 1”\ i “"] f ' l\l
Vér M‘W ll I‘\ \\ [[| f xl\l 1\ | [\1 lll v '.:' ln'- \'lf l 26%
5 Al H J L
GGAAAAGAAGAATTTTAT
H l\
Szajnzljtlgg)hartya M' m [y\ ’I\ n,,.m.. [ "| ||\ 0%

9. tdablazat: A BRCA2 ¢.7795G>T pozicié vizsgdlata kiilonbéozd szbvetminta tipusokban, Sanger (a sarga
keretek a mutacio nukleotid pozicidjat jelolik) és Gjgeneracids szekvenélassal (a mutdciot jelentd T
nukleotid ardnya a 7795-0s nukleotid pozicioban) vizsgalva. A tumorszdvet mintdkban 77, illetve 78%-0s
aranyban volt jelen a T allél, mig az egészséges, tumortodl fuggetlen szévetmintakban is 20-25%-0s
ardnyban azonositottuk a mutdciot jelentd T alélt. A koriilbelll 1/4 -es aranybdl arra kovetkeztettlink, hogy

egy mozaikos esettel allunk szemben.

Tovabba lehetéségiink nyilt a beteg egyetlen leszarmazottjanak szajnyalkahartya
mintdjat is megvizsgalni, ebben a mintdban a mutaciot jelentd T allél nem volt jelen,

mindez arra utal, hogy az utdd nem 6rokolte a mutéciot.
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6.2.2. A BRCA2 c.7795G>T mutacié vizsgalata a beteg tumoros e€s
egészséges szovetmintainak egyedi sejtjein és sejtklaszterein

A makrodisszekalt szévetblokkok vizsgalatanak eredmeénye egy atlag a genetikai
hatteret illetéen. Viszont ez O6nmagaban nem elegendé a tumorsejt alpopulaciok
megismeréséhez vagy az esetleges jelenlévé ritka variansok felfedéséhez, amelyet az
egyszerre szekvenalt nagy sejttémegbdl szarmazé szekvencia informacio elfedhet. Ennek
kikuszobolésere az egyszerre vizsgalt sejtek szama csokkenthet6 egészen az egyedi sejtek
szintjeig.

A munkank sordn vizsgdlt BRCA2 c¢.7795G>T tranzici6t nem csupan
szovetblokkokban vizsgaltuk, hanem egyedi sejtekben és 5-10 sejtet tartalmazo
klaszterekben is. Ezen a konkrét eseten keresztlil bemutatva a modszert, mely a
késébbiekben a molekularis diagnosztika eszkoztaranak része lehetne, kiegészitve a nagy
sejtszd&mu tumorszdvet blokkokbdl szdrmazé szekvenalési eredményeket.

A Kklaszterek esetében feltételezziik, hogy az egymassal szomszédos sejtek egymas
leszarmazottjai legalabb részben, igy ugyanaz a genetikai allomany tobb kopiaban van
jelen a mintakban, ezzel a kisérlet sikerességét novelve. A munkafolyamat soran az
egyedi sejtek és a sejtklaszterek izolacidjahoz lézer mikrodisszekcidés mikroszkdpot
hasznaltunk. A kivalasztott sejteket 1ézer segitségével izolaltuk a minta tobbi részétol, és
ugynevezett “katapult puffer” tartalmd mikrocentrifuga csovek kupakjaba izolaltuk. A
sejteket feltartuk, és a szdvetblokkok esetében hasznalt PCR amplifikacios lépéseket
végeztik el, majd az amplikonokat Sanger és Ujgeneracios szekvenalassal vizsgaltuk. A
munkafolyamatot a 10. &bra foglalja dssze:
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Egyedi sejt
—
¢DNS
-
Lézer mikrodisszekcid Katapult Sejt lizis
&
D E E
Feltart sejt(ek)
N y y
UA AN A ARG M MA A AN
- . \0‘
Tag Genomi régio o ———
Genomic region — — =
PCR amplifikaciod Szekvenalo konyvtar létrehozasa Sanger és Wjgeneracids szekvenalas

10. abra: Az egyedi sejtek és 5-10 sejtet tartalmazo klaszterek esetén alkalmazott munkafolyamat sematikus
abraja. A: A vizsgalni kivant sejtek izolacioja fixalt szévetmintabol, 1ézer mikrodisszekcidval. B: A sejtek
., katapultia” specidlis puffert tartalmazé mikrocentrifuga csovek kupakjaba. C: A sejtek feltdrasa. D: A
mutéciét hordoz6 BRCA2 genomi régié amplifikdcidja a szekvendlashoz szlikséges tageket is hordozé
oligékkal, (E) A masodik amplifikécids 1épés Illumina specifikus adaptorokat is hordoz6 primerekkel. F: A

mintéak szekvenélasa parhuzamosan Sanger és Ujgeneracios szekvenalassal.

Annak érdekében, hogy egy tumor vizsgélata soran tobblet informécidhoz
juthassunk, hogy az alpopuléciokat és azok megoszlasat, az esetleges jelenlévé ritka
variansokat azonosithassuk és vizsgalhassuk, sziikséges a kiindulasi anyag, a mintaban
jelenlévé sejtek szamanak csokkentése. Tehat nagy sejttdmegek helyett egyedi sejtek,
illetve néhany sejtet tartalmazo sejtklaszterek vizsgalataval tobblet informécidhoz
juthatunk. Dolgozatomban a modszert a vizsgalt BRCA2 mutaciora nézve mozaikos
genotipust mutatd eseten keresztill ismertettik és validaltuk. Az egészséges egyedi
ovarium sejtek Sanger szekvenalasa soran azonositottunk heterozigota és vad tipusu
sejteket egyarant (10. tablazat). A szOvettipus 5-10 sejtet tartalmazo klaszterében
korllbelll 30%-os T allél jelenlétet detektaltunk. A tumorszdvet klaszterek kozott (10.
tablazat) talaltunk kett6t, melyben kizarolag a mutaciot jelentd T allél volt kimutathato,
ami arra utal, hogy korabban megtortént a heterozigota allapot elvesztése a tumorban
(LOH). Emellett azonositottunk heterozigdta tumorklasztert, melyben még felfedezhetd
10-20%-0s aranyban a vad tipusu allél is, valamint kizr6lag vad tipusa G allélt

tartalmazo klasztereket is, mely valoszintileg technikai hiba kovetkezménye.
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Szovettipus
(becsiilt sejtszam)

Sanger szekvenalas

Azonositott allél

Egészséges ovarium

(1 sejt)

(1 sejt) LU L L AU
Egészséges ovarium YUY G
(1 Sejt) AR S A ._._.‘_;k_m-sd
YT TR T,
Egészséges ovarium |.[| | A
. A " ) N G/T
e e
Egészséges ovarium N AN & G
(1 sejt) AL TV YT
Egészséges ovarium AN A Ag ' "‘; G
(1 sejt) LY, S :Al_ LU A
GGAAAGEL 66 6446
TR TR |
Egészséges ovarium UL AN . MR A afL 8
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Szovettipus
(becsiilt sejtszam)

Sanger szekvenalas
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10. tAblazat: A vizsgalt egyedi sejtek és sejtklaszterek Sanger szekvenélasi eredménye. Az egyedi,
egészséges ovariumszovetbdl szarmazo sejtek esetén a vartnak megfeleléen vadtipusu, valamint a BRCA2
mutécidra heterozigbta eredményt kaptunk. Az egészséges ovdriumszovetbdl szdarmazo  Klaszter
heterozig6ta allapotot mutat, mig a tumorszdvet klaszterek kozt taladlhaté homozigota muténs, tehat ezekben

a sejtekben mar valésziniileg végbement a vad tipusu képia elvesztése, heterozig6ta, illetve tisztan vad

tipusu is, amely valésziniileg technikai hiba eredménye.

Ujgeneracios szekvenalassal is megvizsgaltuk az egészséges ovarium szovetbdl
szarmazd egyedi sejteket és sejtklasztereket, valamint tumorsejt klasztereket (11.

tablazat). Egyedi tumorsejtek analizisére nem kerlt sor, mivel nem szolgalt volna tobblet

informéacidval a mozaikos esetet, valamint a munkafolyamat validalasat illetGen.
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Azonosito Szovet/sejtszam T G

Norm-01 Egészséges ovarium 1 - 100%
Norm-02 Egészséges ovarium 1 7% 92%
Norm-03 Egészséges ovarium 1 9% 90%
Norm-04 Egészséges ovarium 1 79% 21%
Norm-05 Egészséges ovarium 1 57% 42%
Norm-06 Egészséges ovarium 1 94% 5%
Norm-07 Egészséges ovarium 1 - 100%
Norm-08 Egészséges ovarium 1 = 100%
Norm-09 Egészséges ovarium 1 53% 46%
Norm-10 Egészséges ovarium 1 - 100%
Norm-11 Egészséges ovarium 1 - 100%
Norm-12 Egészséges ovarium 1 7% 92%
Azonosito Szovet/sejt T G
Norm_cl-01 Egészséges ovarium 5-10 43% 57%
Tum_cl-01 Tumor 5-10 82% 18%
Tum_cl-02 Tumor 5-10 2% 97%
Tum_cl-03 Tumor 5-10 87% 12%
Tum_cl-04 Tumor 5-10 99% -
Tum_cl-05 Tumor 5-10 4% 95%

11. tablazat: Vizsgalt egyedi sejtek és sejtklaszterek Ujgeneracios szekvenalasi eredménye (Normal:
egészseges ovariumszovet). Ahogyan az a Sanger szekvendlds eredményeinél megfigyelhetd volt, gy NGS
esetén is az egyedi egészséges ovariumsejtek esetén is heterozigéta, valamint vadtipusu sejteket
azonositottunk. Néhdny sejt esetében torzult allélardny figyelhetd meg, mely technikai hiba eredménye
lehet. Ugyanez a torzult ardny a Sanger szekvendldas néhany mintdjandl is megfigyelhetd. A normal klaszter
heterozigota dllapotot mutat, mig a tumorszovetbdl szarmazo klaszterek kdzott talélhatd kdzel vadtipusu,

illetve homozig6ta muténs is.

Ahogyan a Sanger szekvenalas mutatta, Ugy az NGS eredménye alapjan is az
egészséges ovariumsejt klaszter esetében kdzel heterozigota allapot rajzolodik ki, mig az
egyedi sejtek 42 szazaléka vad tipus és 16% heterozigéta. Tobb minta esetén (Norm-02,
03, 04, 06, 12) torzult G/T arany figyelheté meg, mely egyedi diploid sejtek esetén nem
lehetséges kimenetel. A torzult aranyt eredményezheti technikai probléma, mint példaul
az, hogy a lézer mikrodisszekcio soran nem egyedi sejtek kerlltek izolalasra. Tovabbi
magyarazat lehet a PCR amplifikacid esetleges hibaja. Az ,,allél kilokodés™ (allele drop
out) egy ismert jelenség, mely soran a DNS polimeraz az egyik allélt valamilyen okbol
kifolyolag jobban preferdlja az els6é néhany amplifikaciés ciklus soran, ezzel
mesterségesen eltolva a két allél aranyat egymashoz képest *%7. Hasonlo, nem vart allél
arany figyelheté6 meg a Tum_cl-02-es és a Tum_cl-05-6s mintanal, mindezt a Sanger
szekvendlas is igazolta (10. tablazat). Mindkét minta esetében nem vart médon alacsony
a mutaciot jelentd T allél reprezentdltsdga. Itt is lehet az allél drop out jelenség a

magyarazat, viszont valoszintileg az arany eltol6dasat ez esetben az okozhatta, hogy az
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izolalni kivant sejtek kivalasztasakor az egyik genotipushol tobb sejt kertlt kivalasztasra,

igy az aranyt mesterségesen eltolva.

6.2.3. A Kiilonbozé szovetminta tipusok amplifikalhatosaga és

szekvenalhatosaga

FFPE mintdk hasznalata a molekularis onkologiai diagnosztikaban rutinszert.
Héatranya viszont, hogy a formalinnal torténd fixacid a sejtekben DNS-fehérje
keresztkotéseket, illetve DNS kettdsszal toréseket hoz 1étre. Ez befolyasolja a PCR
amplifik&cié hatékonysdgat. Ezenfeliil a 1ézerrel torténd izolacid, valamint maga a
katapult is negativan befolyasolja az amplifikalhatosagot és a szekvenalhatésagot, mivel
a lézerrel torténd izolacio €és az energia, amely segitségével a sejtet a mikrocentrifuga csé
kupakjaba juttatjuk, a DNS-ben sérliléseket okozhat. A vizsgalt szovetdarab mérete, az
abban talalhato kis sejtszam, bar precizebb informacioval szolgalhat, sokkal nehezebben
kezelhetd. Egyetlen sejt elvesztése a munkafolyamat soran sokkal nagyobb hatassal van
a végeredményre, mint egy tobb szaz, vagy tobb ezer sejtet tartalmaz6 szovetblokk
esetén. Az egyedi sejtek és 5-10 sejtes tumor, illetve egészséges ovariumszovet klaszterek

amplifikalhatosaga és szekvenalhatdsaga a 12. tablazatban lathato:

Ossz
Szovettipus | Sejtszam : : Amplifikalhatésag | Szekvenalhat6sag
mintaszam
FFPE db db db % db %
Egészseges
. 5-10 2 1 50 1 100
ovarium
Egészséges
o 1 20 12 60 12 100
ovarium
Tumor 5-10 10 5 50 5 100

12. tdblazat: A vizsgalt minta tipusok amplifikalhatésaga és szekvenalhatoésaga. Mind az egyedi sejtek,
mind pedig a klaszterek esetében jol lathatéan a PCR amplifikacio a limitald 1épés, azok a mintak, amelyek

amplifikalhatok, szekvenalhatok is.

A klaszterek esetén mind az egészséges ovarium-, mind a tumorszdévet mintakbol
50%-o0s hatékonysaggal tudtuk amplifikalni a vizsgalni kivant BRCA2 genomi régiot,
mig az egyedi egészseges ovariumszovet sejtek esetében ez az arany 60% volt. Minden
olyan minta, amely esetén a PCR amplifikacio sikeres volt, szekvendlhatonak is
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bizonyult. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a mintak feldolgozésanak kritikus 1épései

a genomi DNS-r6l torténé amplifikacio, illetve az azt megel6z6 sejt izolacio.

6.2.4. A szovetblokk és egyedi sejt/sejtklaszter szekvenalas eredményenek

0sszehasonlitasa

Ahogyan azt a 13. tablazat is szemlélteti, az Ujgeneracios szekvenélas eredmeényei
alapjan 10-20%-os eltérés figyelhetd meg a G/T allél reprezentdltsdgban az azonos
szovetb6l szarmazd mikro- és makrodisszekalt mintak esetén. Ez az arany a Sanger
szekvenalas esetén korulbelll azonos volt.

Mikrodisszekci6 | Makrodisszekcié

A mutéciot jelentd T allél
Sejtszdm/minta | Mintaszdm | ardnya a BRCA2 7795-0s
nukleotid pozicidjaban

Szdvettipus

O\Fé\%iejrzr?:f;\fet 1 12 26% 17%
FFPE Tumoros
o -- 5-10 5 55% 78%
ovariumszovet

13. tablazat: Az Ujgeneracios szekvenalas ereményének dsszefoglalasa a vizsgalt minta tipusok esetén. 10-

20%-os kiilonbség figyelhetd meg GIT allélaranyban a mikro-, illetve makrodisszekalt mintak kozott.

Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a bevitt minta méretének (a mintaban
talalhat6 sejtek szdmanak) csokkentésével pontosabb eredményt kaphatunk, adott esetben

egy daganat dsszetételével kapcsolatban, vagy épp egy ritka, mozaikos eset kapcsan.

6.3. Az ismeretlen Kklinikai szignifikanciaju BRCA1 variansok vizsgalata

6.3.1. Az ismeretlen klinikai szignifikanciaju BRCA1 variansok vizsgélata

bioinformatikai analizis segitségével

A bioinformatikai analizist az ACMG/AMP (American College of Medical Genetics/
American College of Pathologists) ajanlasanak megfeleléen kiviteleztiik, ennek
értelmében tobb szoftverrel parhuzamosan vizsgaltuk az azonositott BRCA1 VUS
mutaciokat % A misszensz varidnsok vizsgéalatahoz az alabbi harom szoftvert
hasznaltuk: PANTHER-PSEP, PMut, SNP&GO. Miikodésiik eltérd algoritmuson alapul
és eltér6 tulajdonsagok kapnak nagyobb hangsulyt annak érdekében, hogy
megkulonboztessék a patogeén, illetve benignus variansokat. A PMut és az SNP&GO gépi
tanulason alapulé szoftverek, szdmos tulajdonsagot vesznek figyelembe, egyebek mellett
az adott pozicioju aminosav konzervaltsdganak fokat, valamint az SNP&GO a Gene
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Ontology kategoridkat is. A PANTHER-PSEP ettdl eltéréen egy egyedi megkozelitést,
az ugynevezett evollcios prezervaciot alkalmazza.

Mindharom in silico prediktor egybehangz6 eredménnyel szolgalt (14. tablazat). Az
R1699L (c.5096G>T) VUS varianst mindharom szoftver
szempontjabol kockéazatosnak itélte meg, mig a V18041 (c.5410G>A) VUS varians

daganat kialakulasa

mindharom szoftver szerint valosziniileg benignus, illetve neutralis varians. Kontrollként
tobb, ismert patogén és egy ismert benignus varianst hasznaltunk, tébbek kozo6tt azokat a
kontroll variansokat, amelyeket az ¢lesztd alapu funkcionalis kisérletben is alkalmaztunk.
Ezek eredménye a vartnak megfelelt, viszont az SCPA Kkisérletben kontrollként
alkalmazott ¢.5559C>A varianst ebben a bioinformatikai analizisben nem tudtuk kontroll
mutacioként alkalmazni, ezek a szoftverek korai STOP kodont generalé mutacidkat nem
tudnak kezelni. igy a ¢.5559C>A varians esetében a ClinVar adatbazisra timaszkodtunk,
a rendelkezésre all6 eredmeények és publikéacidk alapjan, melyekben ezt a varianst, mint
a kisérlet kontrolljat alkalmazzak 8.

Mutacié PANTHER-PSEP| PT PMut [Pontszam|SNPs&GOPontszam| RI
i PLeedniik;ﬁ:E” 30 | Neutralis | 0.0504 | Neutralis | 0.064 | 9
ettt Prggtigéé}é'rt]a” 1628 | Patogén | 0.86 | Betegséy | 0.864 | 7
C.%Bﬁi%;G Pfg;gﬁ:}?” 176 | Patogén | 0.75 | Neutralis | 0.064 | 9
e Prggtig;%';a” 1628 | Patogén | 0.84 | Betegség | 0570 | 1
AITOBE Prggtig;éé'rt]a” 1036 | Patogén | 0.86 | Betegséy | 0883 | 8
MR Prggtig;éé'rt]a” 455 | Patogén | 0.86 | Betegség | 0.890 | 8
CE%?}TC P[)eedr:gﬁ:?” 176 | Neutrdlis | 0.44 | Betegség | 0.851 | 7

14. tablazat: A PANTHER-PSEP, a PMUT és az SNP&GO bioinformatikai szoftverekkel tértént BRCAL
varians predikcios vizsgalat eredménye. *Ismert, bizonyitottan patogén, illetve benignus variansok,
amelyek a VUS variansokkal egyiitt részt vettek a predikcids vizsgalatban. *PT: preservation time
(Prezervacios idd, millié év), RI: reliability index (megbizhatosdagi index, 1-9-ig terjedd skdla, minél

nagyobb a szam, annal megbizhatobb a predikcié eredménye.

Mindegyik program a megfelel6 kategoria mellett (Prediktaltan patogén/Prediktaltan
benignus vagy Betegség/Neutralis) egy predikcidos pontszamot is megad, amely

informécidval szolgal a predikcié megbizhatésaga szempontjdbol. A PMut és az
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SNP&GO esetében ezek az ertékek 0 es 1 kozott valtoznak (>0,5: patogen, <0,5:
benignus), minél tAvolabb esik a pontszdm a kozépeértéktol, annal pontosabb az eredmény.

A PANTHER-PSEP prezervacios id6 (PT- preservation time) alapjan kategorizal.
Tehat évmilliokban kifejezve vizsgalja azt az eltelt id6t, amiota az adott pozicidban
talalhat6 aminosavat ,,meg0rizte” az evolucio. Minél régebben konzervalodott az adott
pozicid, annal nagyobb a valdszinlisége annak, hogy az itt bekdvetkez6 aminosavcsere
karos kovetkezményekkel fog jarni. A karos hatas valosziniisége (Probability of
deleterious effect- Pdel) alapjan harom kategériat kiilonboztetnek meg: valdsziniileg
karos: >450 millio év, talan kéros: 450 milli6 év<X>200 milli6 év, valosziniileg
benignus: <200 millio év.

A misszensz variansok mellett egy delécidval jaro, a leolvasasi keretet eltold
mutaciot is azonositottunk, amely klinikai szignifikanciaja szintén nem ismert. Ez a
mutacio a c.4983del A/ p.E1661Dfs*16. A fenti szoftverek kizarolag misszensz variansok
predikciojdhoz alkalmazhat6k, frameshift mutacidk vizsgalatara nem alkalmasak, ezért
ennek pontosabb megismeréséhez a MutationTaster2-t 1 valasztottuk, melyet gyakran
hasznalnak kutatasban és a klinikumban egyarant. Eredményként a szoftver a vizsgalt
varianst a ,,Karos” csoportba sorolta, a p.E1661Dfs*16 frameshift varians funkcidvesztést

okoz (15. tablazat), ahogyan azt a szakirodalmi ismeretek alapjan varnank.

L o Tovabbi
Mutécio Szoftver Predikcio . L
informacidé
€.4983delA ) )
MutationTaster2 Kéros Funkcidvesztés
(E1661Dfs*16)

15. tablazat: A BRCAL c.4983delA VUS varians bioinformatikai vizsgalatanak eredménye. A mutacio

helyzetébdl és jellegébol adodo altalunk vart kimenetelnek a predikcio eredménye is megfelelt.

6.3.2. A BRCA1 VUS mutacidokat hordozé plazmid konstrukciok eléallitasa

A funkciondlis kisérletben hasznalt BRCA1 VUS, illetve kontroll, exonba
térképez6d6 mutaciokat PCR reakcid segitségével allitottuk el6 BRCA1 ¢cDNS-t hordoz6
entry vektorban (11. &bra). A polimerdz hibajabol addédéan a PCR amplifikacio
eredményezhet nem kivant hattérmutaciokat, ezért a hatékony mutagén PCR reakcio
érdekében sziikséges volt az amplifikdlandd BRCAL1 cDNS fragment hosszat
csokkenteni. Ehhez a pENTRI1A vektorban 1év6 BRCA1 c¢DNS-t négy fragmentre
bontottuk restrikcios endonukleazok segitségével: Sall-EcoRI1 (1-907 nt), EcoRI-Kpnl
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(908-2317 nt), Kpnl-BamHI (2318-3939 nt), BamHI-EcoRV (3940-5592 nt), majd a
kapott fragmenteket BlueScript vektorokba ligaltuk. A teljes BRCA1 cDNS-t felosztottuk
és mindegyik fragmenthez elkészitettik a megfelelé6 BlueScript vektort is, mivel a
jovoben is tervezziik alkalmazni a modszert tovabbi BRCA1 VUS variansok vizsgalatara,
amelyek nem feltétleniil a BRCT doméneket érintik.

Ezt kovetden ezeken a kisebb BRCAL fragmenteken végeztik el a mutagén PCR
reakciokat, amihez az Anyag és mddszerek fejezet 5.5 pontjaban felsorolt mutagén PCR
oligokat, illetve 5.9.3 pontjaban leirt PCR programokat hasznaltuk. A megfelelé mutaciot
hordoz6 BRCA1 darabokat teljes hosszaban megszekvenaltuk majd a fent emlitett
restrikcids endonukleézokkal izoléltuk és visszaillesztettiik az entry vektorba.

rrnbTl term

puc ori / rrnBT2 term
N attL1
%/ /

{

cutl
Sall (476)
~ EcoRI(1388)

kanamycin

attL2

cut2
pENTR1A::BRCA1

7867 bp

Eco RV (6090)

~ Kpnl (2798)

BamHI (4420) BRCAl

11. abra: A BRCAL cDNS-t hordozé entry vektor térképe a fragmentek létrehozasahoz hasznalt restrikcios

endonukledzok hasitéhelyeivel.

A vizsgalni kivant VUS variansok mellett a vad tipust BRCA1 cDNS-t hasznaltuk,
illetve ismert benignus, valamint patogén variansokat allitottunk elé a funkcionalis

Kisérlethez. Az egyes variansok poziciojat a 12. abra szemlélteti:
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BRCALl cS123C>A ¢.5550C>A
AL708E Y1833+

c.1067TA>G ¢.4983delA ¢.50960:>T c.5410G>A
Q356R. pEIG6IDf*16  RI1GIYL V18041

I

81-99 503-508 607-614
1-109 452-1079 1367-1437 1646-1863
BARDI DNS PALB2 Rap80
Abraxas
341-758 758-1064 CtIP
Rads0 Rads1 p53

12. dbra: Az eléallitott BRCAI mutdcidk pozicidja a BRCAI kédolo régioban. A hdrom vizsgélni kivant
VUS varians (narancs) mellett kontroll mutaciokat (fekete) is eldallitottunk, két BRCT doménjében patogén
mutaciét hordozdt, illetve egy ismert benignus BRCAL varianst. *: a leolvasasi keret eltolédasa miatt
létrejott korai stop kodon

6.3.3. A BRCAl VUS variansok expressziojanak vizsgalata éleszto
sejtekben

Annak érdekében, hogy biztosak lehessink a funkciondlis Kisérlet eredmenyeit
illetden, sziikséges volt ellendrizni az egyes variansok expresszidjanak mértékét, tehat
megbizonyosodni arrdl, hogy az eredményeink nem a kifejez6dés mértékének
kiilonbségébdl, hanem valdban a varidnsok funkcioképességének kiilonbségebdl
adodnak. Ehhez azonos élesztésejt mennyiségb6l kiindulva Western blot analizist

végeztiunk ennek eredménye a 13. abran lathato:
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180 kDa

130 kDa

5""0' Ny

HA-BRCA] s WB: anti-HA-HRP
224kDa

HA-LacZ === | WB: anti-HA-HRP

21 kDa

13. dbra: A vizsgalt BRCAI varidnsok expresszios szint ellendrzése \Western blot segitségével. A: Az egyes
BRCAI variansokat expresszalo élesztémintak Ponceau S festése nitrocelluloz membranon. B: A Western

blot analizis eredménye, a kisérlet alapjin az egyes varidansok kozel azonos mértékben fejezédnek ki.

6.3.4. A BRCAJ1 VUS variansok hatasa a koldniaméretre S. cerevisiae-ben

A vad tipusi human BRCA1 gatolja az emld és petefészek epitelidlis tumorsejtek
novekedését 1°. Ebben a fehérje C-terminalis régidjaban talalhato BRCT doméneknek
van szerepe, mivel a fehérje utolsd, minddssze 11 aminosavanak delécidja noveli az
emlddaganat kialakulasanak kockazatat 1%, Hasonlo jelenséget figyeltek meg élesztd
sejtek esetében is, ugyanis a vad tipusi human BRCAL expresszija gatolta az
élesztésejtek novekedését 8. Ezzel szemben a BRCT domének valamelyikén, a funkcidra
hatast gyakorld mutacidt hordozd variansok esetében normal méretii élesztd kolonidk
detektalhatok. Tehat az ugynevezett Small Colony Phenotype Assay (kis koldnia
fenotipus vizsgalat) vagy SCPA a BRCT domének (1651-1863 aminosavak) funkcio
képességének vizsgalatara ad lehetséget élesztd sejtekben. Mivel az altalunk vizsgalni
kivant BRCA1 VUS mutaciok mindegyike a fehérje BRCT doménjeit érinti, igy, mint
funkciondlis kisérlet, ezt a jol bevalt, gyors, konnyen kivitelezhetd, megfelelé mértékben

érzékeny és specifikus kisérletet vélasztottuk. fgy lehetdséget kaptunk arra, hogy a
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predikcio eredményét az él6 szervezetben kivaltott hatassal hasonlitsuk 6ssze az egyes
variansok esetén.

Kisérleteink soran a kiilonb6z6 VUS variansokat hordozd ¢élesztd expresszios
vektorokat transzformaltuk Hfc7 élesztd torzs sejtjeibe, majd a lemezre kiszélesztett,
felnott kolonidkat mértilk meg, és hasonlitottuk 0ssze a kontrollként hasznalt BRCA1
variansokat kifejez6 koloniak méretével. Eredménye a 14. bran lathat6. Mind a kolonidk
teruletét (A), mind pedig koloniak atméréjét (B) dsszehasonlitottuk az egyes variansok
esetén. A kiserletben a vad tipusit BRCAL (WT) mellett egy ismert benignus varianst, a
c.1067A>G tranzicidt, illetve két bizonyitottan patogén, a BRCT doméneket érintd
varianst, a ¢.5123C>A és ¢.5559C>A tranziciot alkalmaztunk kontrollként, valamint

abszoldt negativ kontrollként a LacZ-t ugyanazon a vektor vazon.

A B

Koloénia teriilet

Koldénia atméro

wewn

g
(2]
J

iy
[=]
L

-
(3]
I

1.0+

Relativ kolénia teriilet a
vad tipushoz (WT) viszonyitva

Relativ kolonia atmérd a
vad tipushoz (WT) viszonyitva

A D O D o L0
g N B P P N
NG < N S e N

14. abra: Az élesztd kis koldnia fenotipus mddszer eredményeinek dsszefoglalasa. A: A koloniak atlagos
terlilete a kiilonbozd variansok esetén, dsszehasonlitva a vad tipusu BRCAI-et kifejezé élesztd kolonidk
atlagos teriletével. B: 4 kolonidak dtlagos atmérdje a kiilonbozd varidnsok esetén, 6sszehasonlitva a vad
tipusi BRCAL-et kifejezd élesztd kolonidk datlagos atmérdjével. Kétiranyd ANOVA statisztikai vizsgalatot
végeztiink a GraphPad Prism 7.0 programcsomag segitségével. A grafikonokon a hibasavok a szérast (SD:
Standard Deviation) jel6lik. (nem szignifikdns (ns): p>0,05,; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001,; ****:
p<0,0001). LacZ: abszolut negativ kontroll, WT: vad tipusi BRCA1, 1067: ¢.1067A>G, 5123: ¢.5123C>A,
5559: ¢.5559C>A, 4983: ¢.4983delA, 5096: ¢.5096G>T, 5410: ¢.5410G>A

Eredményeinket minden esetben a vad tipushoz viszonyitottuk. Ez alapjan ahogyan
vartuk, a benignus kontroll varians a vad tipussal kdzel azonos, kis kol6niaméretet
eredmenyezett, mig a patogen kontroll variansok szignifikdnsan nagyobbakat. Bar az ures
kontrollhoz képest ezeknél a variansoknal is mérhetd volt bizonyos mértékli kolonia
méret csokkenés, ez azonban magyarazhatd6 dnmagaban a nagyméretli human BRCAI

fehérje jelenlétével is az élesztd sejtekben. A harom vizsgalt VUS varians, a ¢.4983delA
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(E1661Dfs*16), a c.5096G>T (R1699L) és a c.5410G>A (V1804l) a bioinformatikai
analizis eredménye alapjan vartnak megfeleld végeredményt mutatott. A ¢.5410G>A
tranzicid az éleszt6 kiskolonia fenotipus Kisérlet alapjan is benignus variansnak bizonyult,
ugyanis kozel a vad tipussal azonos mértékben akadalyozta az éleszté kolonia
novekedését, amely mitkodoképes BRCT doménekre utal a fehérjében. Ezzel szemben a
leolvasasi keret eltolodasaval jard c.4983delA és a misszensz varians ¢.5096G>T a
patogén kontroll varidnsokhoz hasonléan kevesbé befolyasolta az élesztésejtek
novekedését és mindkét varians jelenléte a vadtipusnal szignifikdnsan nagyobb méretii
kolbnidkat eredményezett, amibdl arra kdvetkeztettiink, hogy mindkét varians esetében a
BRCT domének nem képesek hidnytalanul funkciondlni. Az expresszié merteket
ellen6rz6 Western blot kisérlet alapjan pedig kijelenthetjiik, hogy eredményeinket
valoban az egyes variansok miikodéképességbeli kiilonbsége adja, nem a kifejez6dés

eltéré mértéke (6.3.3 fejezet).
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7. Diszkusszio

Napjainkban a daganatos megbetegedések a vezetd haldlokok koz¢é tartoznak
vilagszerte. Genetikai eredetii betegség 1évén, a DNS allomanyban bekovetkezo
ezek kdvetkezményeként a daganatra genetikai heterogenitas jellemz6. A tumorevollciot
gyakran hasonitjak a darwini szelekciéhoz, mivel bizonyos genetikai valtozasok, példaul
onkogének aktivalo, vagy tumorszupresszorok inaktivaldé mutacidi szelektiv eldnyt
biztositanak a sejt szamara. JOI ismert tumorszupresszor gének a BRCA1 és BRCA2,
melyek patogén variansai kozponti szerepet jatszanak az emld és/vagy petefészek
daganatok kialakulasaban.

Mindkét BRCA gén hozzéjarul a genom integritasanak meg6rzéséhez azaltal, hogy
a sejt DNS sérilésre adott valaszreakcidjanak (DDR) szdmos pontjan nélkildzhetetlen
szerepet jatszanak. A DNS kettdsszalu torésének hibamentes, homolog rekombinacios
hibajavitasdban tobb komplexen Kkeresztil vesznek részt. A BRCAL a sérilés
felismerésében, a szabad DNS végek 5’ szal visszaemésztésében, valamint a BRCA2-vel
komplexet alkotva a homoldg rekombinacio kozponti szerepldiként, a Rad51 sérileshez
lokalizalasaban és a Rad51-fiiggd rekombinacio inicialasaban vesznek részt. A BRCA
fehérjék emellett a kettésszalu torések NHEJ utvonalon keresztiil torténd javitasaban, a
sejtciklus ellendrzépontjainak szabdlyozasaban, illetve a transzkripcids szabalyozasban
is szerepet jatszanak. Mindezek eredményeként, a BRCA gének inaktival6 mutacidi a
sejtben a mutaciok felhalmozodasahoz vezetnek, mely Ujabb 1épés a daganatos elvaltozas
kialakulasanak iranyaba.

A BRCAL1/2 mutacioi altal iranyitott tumorigenezisnek ket tipusa van, az 6roklott és
a sporadikus tipus. Orokl6tt BRCA tumorigenezis esetén az érintett BRCA gén egyik
alléljanak patogén mutacioja csiravonal eredetil, mig a masik allél a tumorigenezis soran
a szomatikus sejtekben inaktivalodik. A BRCA1 és BRCA2 csiravonal eredetli mutacioi
feleldsek legnagyobb részt az 6roklott emld és petefészek daganat szindromas (HBOCS)
esetekért. Ezek a mutéciok drasztikusan megndvekedett kockazatot jelentenek az emlé
és/vagy petefészek daganat kialakulasara mar fiatal korban. Sporadikus tumorigenezis
esetén mindkét BRCA allél a szomatikus sejtekben vesziti el miikodoképességét.

Napjainkban elérheté a hatékony, személyre szabott daganatterapia, melyhez a
molekularis diagnosztika rutinszerli alkalmazasa nyujt segitséget. A daganat

Kialakuldsaért felelés driver gének azonositasa lehetévé teszi a megfeleld terapias
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modszer Kivalasztasat, a daganat hatékonyabb kezelését, egyben csokkentve a kéros
kovetkezmenyek kockazatat. Viszont a jelenleg alkalmazott, tumorszdvetblokkokon
veégzett vizsgalat homogén egészként kezeli a daganatot, eredménye csupan atlagolt képet
ad annak genetikai hatterér6l, igy 1ényeges informacio keriilhet elfedésre. A BRCA gének
esetében a molekuléris diagnosztika javarészt direkt szekvenalason alapul, mindez nem
csupén a mar kialakult daganat genetikai hatterének feltérképezését szolgalja, hanem a
potencialisan csiravonal mutaciot hordozo, HBOCS betegek idében torténé azonositasat
és tajekoztatasat is.

Mindkét fehérje multidomén szerkezetli, kodoldo génjik polimorf, az ezekben
azonositott mutaciok dontd tobbsége az expresszid elvesztésével, vagy a fehérje
csonkolddasaval jar. Mind a BRCAL, mind a BRCA2 esetében szdmos misszensz
varianst, illetve in-frame (a leolvasasi keret eltolédasat nem okozd) deléciokat,
inszercidkat is azonositottak. Ezek a variansok jelentik a legnagyobb kihivast a klinikai
kockazat értékelés szempontjabol, hiszen ezeknek a variansoknak nem ismert a feherje
mikodésére gyakorolt hatasa. Ezért elegendd rendelkezésre 4llo statisztikai adat
hianyaban az ismeretlen Klinikai szignifikanciaju variansok (VUS) tovabbi,
bioinformatikai modszereken és funkcionalis kisérleteken alapul6 vizsgalata sziikséges a
megfeleld klinikai menedzsmenthez.

Munkank sordn 4, a BRCA géneket érinté varianst azonositottunk daganatos
betegekbdl szarmazo tumorszovet mintakban, direkt Ujgeneracids szekvendlas
segitségével. A harom azonositott BRCA1 varians klinikai jelentésége nem ismert, tehat
VUS variansok, mig az azonositott BRCA2 ¢.7795G>T varians ismert, patogén mutacio,
mely a fehérje korai terminaciojat, ezzel funkcidjanak sertlését okozza. Mindkét
mutécidtipus esetén van lehetdség a tovabbi, mélyebb vizsgalatra.

Amennyiben a daganatban azonositott mutacié ismert, patogén varians, gy
lehetdségiink van a daganatot reszletesebben is megvizsgalni, mely tébblet informéacidval
szolgélhat, ezzel segitve a személyre szabott daganatterapia sikeressegét. Egesz
szovetblokkok szekvenalasdval a daganat genetikai hatterének atlagolt allapotat
ismerhetjik meg, azonban ez nem ad pontos képet a tumort felépitd sejtek
alpopulacioirdl, azok megoszlasarol, az esetlegesen mar bekdvetkezett LOH események
aranyardél a tumoron belul, illetve a nagy sejtszam vizsgalata elfedhet a tumorban talalhato
ritka varidnsokat is, amely befolyasolhatja a megfelelé daganatterapia kivalasztasat,
illetve mddositasat.
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Dolgozatom elsé felében egy konkrét daganatos beteg tumorszovet, illetve egészséges
szovetmintainak vizsgalatan keresztil mutattam be egy 6sszehasonlitd, a mintakban
talalhato sejtszam csokkentésén alapuld modszert 111, A nagyméretii tumorszdvet, illetve
a tumortdl fliggetlen, ekto-, valamint mezoderma eredetii egészséges ovarium szovet, vér
és szajnyalkahartya minték vizsgalata alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy egy
a szakirodalom alapjan a BRCA gének esetében ritka, szomatikus mozaicizmus esettel
allunk szemben. BRCA gének esetében az ilyen tipusu de novo mutaciok kialakulasa
ritka, az azonositott esetek tobbsége heterozigota genotipusu, korulbelil 50-50%-0s
allélaranyokkal 112714 Mivel nem 4llt moédunkban a beteg sziileitdl szarmazo
szovetmintak vizsgalata, az Oroklott csiravonal mutacié lehetésége, illetve az
embriogenezis korai szakaszaban egy ezt kovetd reverz mutacio, tehat a reverz
mozaicizmus jelensége nem zarhatd ki. Bar a BRCA gének esetében ez nem jellemzd 1%,
Tovabba megjegyzendd, hogy mivel az egészséges szovetek vizsgalata nem képezi a
molekularis diagnosztika részét, igy a fent emlitett események gyakorisagat csak a
jelenlegi ismereteinkre alapozhatjuk, a valdsagban ennél sokkal gyakoribb jelenségek is
lehetnek.

Eredményeink alapjan, a reverz mozaicizmus lehet6ségét nem teljesen kizarva, de a
lehetséges események valosziniliségét szem el6tt tartva, arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az egészséges szdvetekben 20-25%-os mutaciot jelenté T allél frekvencia ugy
alakulhatott ki, hogy a mutacié az embriogenezis 2 sejtes allapotaban, de novo jelent meg
(15. &bra). Igy kialakitva az egészséges szovettipusokban azonosithat6 kérilbelil Ys-es
mutaciot jelentd T allél aranyt.

A B

Zigota Mutécioé megjelenése

15. abra: A BRCA2 c.7795G>T patogén varians feltételezett megjelenése a beteg korai embriondlis
fejlédése sordan, melynek eredménye egy ritka, szomatikus mozaicizmus eset, 20-25%-0s muténs allél

reprezentaltsaggal. Mindez a mutacio keétsejtes allapotban torténé megjelenésével magyardzhato.
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Ennek a ritka esetnek a mélyebb, egyedi sejtek és 5-10 sejtes klaszterek vizsgalatan
keresztil mutattuk be magat a moddszert, amely a hatékonyabb daganatterapiahoz
szlikséges tobblet informéacidval szolgalhat. Ehhez az adott szOvetmintabdl lézer
disszekcios mikroszkop segitségével izolaltuk, majd katapultaltuk a vizsgalni kivant
sejtet, illetve sejteket. Ezzel a mddszerrel lehetdségiink volt 5-10 sejt szintjen LOH
eseményeket azonositani, illetve az egészséges, fliggetlen szdvettipusokban is kimutattuk
a BRCA2 mutacio jelenlétét. Az egyedi sejtek vizsgalata es a szekvenalas eredmenyél
kapott, adott esetben torzult allélarany felhivja a figyelmet a mddszer hatranyara. Kis
mintaméret esetén fennall az allél kilokédés veszélye, mely nagymértékben modosithatja
a vegeredményt, igy az egyedi sejtek, illetve sejtklaszterek vizsgalata esetén meg
nagyobb Kkoriltekintés sziikséges, illetve a megfeleld tipusi és mennyiségii kontroll
alkalmazasa, mellyel az allél drop out jelensége kikiiszobolhetd. Mintdink
amplifikalhatésaganak és szekvenalhatdsadganak vizsgalatabdl kideril, hogy a limitalo
Iépés a vizsgalni kivant genomi régio PCR reakcidban torténé feldasitasa volt, ami nem
minden esetben miikodott megfeleléen. Azoknal a mintdknal, ahol ez sikeres volt, a
szekvenalas 100%-os hatékonysaggal miikodott mindket szekvenaldsi modszerrel. Mind
a Sanger, mind az Ujgeneracids szekvenalds alkalmasnak bizonyult a mintaink
vizsgalatara, bar mivel az NGS eredményeként az Osszes read-et lathatjuk, konkrét
szamadatokkal dolgozhatunk tovabb és a nagyon kis aranyban jelenlévd alléleket is
azonosithatjuk, mig ez a Sanger szekvenalas esetében torténd becslés soran pontatlanabb
az eredmeény. A makro- és mikrodisszekcio segitségével kigyiijtott mintakbol szarmazo
allélaranyok 0sszehasonlitasa alapjan 10-20%-os kiil6nbség rajzolodik ki, ami egy tumor
alpopulaciodinak vizsgalata esetén pontosabb genetikai hattér ismeretet jelentene. Mindez
a jovében a személyre szabott, hatékonyabb daganatterapia megvalasztasaban nyujthat
segitséget, amennyiben a modszer legalabb annyira rutinna valik, mint amennyire ma az
ujgeneracios szekvenalas alapu driver mutécio azonositas az.

Munkank masodik részében harom BRCA1 VUS varianst vizsgaltunk. Mindharom
varians a BRCA1 C-terminalisén talalhatd6 BRCT doméneket érinti. A ¢.4983delA
(E1661Dfs*16) a leolvasasi keret eltolodasat és korai terminaciét eredményez. Eddigi
ismereteink alapjan az a BRCAL varians, amelybdl legalabb az utols6 11 aminosav
hianyzik, patogén. A masik két varians misszensz tipusu, igy ezek esetében pusztan a
mutacio tipusabol és helyzetébdl nem kovetkeztethetiink azok fehérjefunkciora gyakorolt
hatasara. A VUS variansokat bioinformatikai analizisnek vetettik ala, azokat

parhuzamosan tébb szoftverrel vizsgaltuk meg. A predikciok alapjan a frameshift varians,
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illetve egy misszensz mutacio (¢.5096G>T, R1699L) prediktaltan patogén, mig egy
misszensz varians (c.5410G>A, VV1804I) prediktéltan benignus tipusd. Annak érdekében,
hogy megbizonyosodhassunk a predikcié megbizhatdsagarol, egy altalunk valasztott, a
szakirodalomban fellelhet6 és VUS variansok funkciondlis vizsgéalatahoz gyakran
alkalmazott funkcionalis Kkisérletben is megvizsgaltuk a varidnsokat. Az éleszt6 kis
kolonia fenotipus mddszer (SCPA) alapjat az adja, hogy a vad tipusi human BRCAL
fehérje kifejez6dése éleszté sejtekben azok novekedését gatolja, a normalisnal kisebb
koloniaméretet eredményezve. Am abban az esetben, ha a BRCT domén a funkcio
modosulasat eredményez6 mutaciot hordoz, mindez nem tapasztalhaté és normal
koloniaméret detektadlhatd. A modszer gyors, koltséghatékony és egyszeriien
kivitelezheté, mindemellett megfelelden érzékeny és specifikus 116, Kisérletiinkben a vad
tipusi BRCA1 mellett ismert benignus (c.1067A>G), illetve BRCT domént érint
patogén (c.5123C>A, ¢.5559G>T) varidnsokat alkalmaztunk kontrollként. Eredményeink
megfeleltek a bioinformatikai predikcio eredményeinek, a frameshift varians
(c.4983delA) és a prediktaltan patogén misszensz mutacio (c.5096G>T) szignifikansan
nagyobb koldniaméretet eredményezett, mint a vad tipust BRCAL, illetve az ismert
benignus BRCA1 varians. A masik misszensz varians (c.5410G>A), mely a predikcié
alapjan benignus mutacio, kisérletiinkben ezzel egybehangzd eredményt adott, kdzel a
vad tipussal azonos koléniaméretet eredményezett. Jelenleg tobb, human sejttenyészet
alapu kiserlet beallitasa van folyamatban csoportunkban annak érdekében, hogy a VUS
variansok mukodését illetden még pontosabb eredményt mutathassunk be.

Mivel a VUS variansok tovabbi vizsgalatanak célja végs6 soron a klinikai
menedzsment tdmogatésa, igy a vizsgalt VUS variansokkal kapcsolatban az alabbi
kovetkeztetést vontuk le: a predikcids szoftverek és a funkcionalis vizsgalat alapjan is
benignusnak besorolt ¢.5410G>A varians passenger mutacio lehet, mely érdemben nem
befolyasolja sem a tumorigenezis folyamatat, sem a daganat kezelési lehetOségeit. A két,
bioinformatikai és funkcionalis analizis alapjan is prediktaltan patogén varians, a c.
4983delA és a ¢.5096G>T lehetnek driverei a daganat kialakulasanak, azok vizsgalataink
alapjan hatassal vannak a fehérjefunkciora, igy végsé soron a sejtmiikodésre is. Mivel
mindkeét varians a BRCT doment érinti, a fehérje azon régiojat, mely tobbek kozott a
homoldg rekombinacios hibajavitashoz is sziikséges, igy ezek a variansok valosziniileg
deficiensek erre a funkcidra nézve. Ezek alapjan lehetséges célzott terapids lehetdség a
PARP inhibitorok alkalmazasa. A PARPi kezelés mellett BRCA deficiens daganatok

esetén gyakran alkalmaznak platina alapld szereket is, melyek DNS keresztkdtéseket
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hoznak létre, ezzel pedig a DNS kiilonbozé tipust sériiléseit idézik eld 7. Mivel a
BRCA1/2 alapti daganatokra jellemz6é a kromoszoma instabilitas, amely kromoszoma
atrendez6déseket eredményez, nagyobb a valdszinlisége daganat-specifikus antigének
megjelenésének 118, Preklinikai tanulmanyok szamolnak be a BRCA1/2 alapl daganatok
megndvekedett szintli antigenicitasarol, valamint arrdl, hogy ennek a tulajdonsagnak
koszonhetéen az immun-ellenérzépont inhibitorok alkalmazasa igéretes kezelési
modszernek tiinik ''°. Bar Samstein és munkatarsai vizsgalata alapjan a BRCAZ2 alapu
daganatok jobban reagalnak az immun-ellenérzépontok blokkolasara, mint a BRCAL
alaplak, ez valdszinilleg a két fehérje hianyaban megjelené mutaciok tipusaval
magyarazhatd. A BRCA2 alapti tumorokra nagy mennyiségli deléci6 megjelenése
jellemz6, amelyet valoszintileg az immunrendszer nagyobb hatékonysaggal azonosit,
mint a BRCA1 hianyaban vegyes tipusti mutaciok jelenléte 120,

Osszegezve, kisérleteinkben olyan mddszereket mutattunk be, melyek tovabbi
segitséget nyljthatnak mind a mér kialakult daganatok hatékony kezelésében a vizsgalt
daganat genetikai hatterének mélyebb, alpopulacio vagy egyedi sejt szintli megismerése
atjan, mind pedig az egészséges, de ismeretlen klinikai szignifikanciaju BRCA1 varianst
hordozé péciensek szamara megfeleld klinikai menedzsmentben, amely lehetéséget ad az
érintettek megfeleld tdjékoztatasara, illetve az iddben torténd esetleges prevencios
Iépésekre. Mindez pedig a jovébeni eml6 és petefészek daganatok és az ehhez kapcsolodd

halalesetek szamanak csokkentéséhez jarulhat hozza.
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8. Magyar nyelvii 6sszefoglald

A daganatos megbetegedések vildgszerte a vezetd haldlokok kozé tartoznak. A rakos
elvaltozasok genetikai eredetli betegségek, amelyeket az ezekre hajlamositd gének
bizonyos mutacié okoznak. Ezeknek a mutacioknak a felhalmozodasa malignans
transzformaciohoz és a tumorsejtek klonalis expanzidjahoz vezet. A daganatos
elvaltozésokat gyakran hasonlitjak a darwini evoluciohoz, mivel bizonyos génekben a
bekovetkezd valtozasok, mint példaul az onkogének aktivald, vagy a tumorszupresszorok
inaktivald mutacioi, szelektiv elényt biztositanak a tumorsejt szamara. Daganatonként
atlagosan 2-8 driver mutacio azonosithatd, tehat olyan genetikai valtozas, amely szelektiv
elonyt jelent a sejt szamara. Ezek a mutaciok lehetnek csiravonal eredetiick, amelyek
tovabb 6roklédhetnek generaciordl generacidra, de spontan, szomatikus sejtekben, de
novo is megjelenhetnek. A tumorokban jelenlévé driver mutacidk azonositdsa rendkiviil
fontos a hatékony, személyre szabott terapia szempontjabol. A BRCA tumorszupresszor
gének kulcs szerepet toltenek be a genom integritasanak fenntartasaban, igy az ezekben
a génekben megjelend mutaciok komoly kovetkezményekkel jarhatnak, kiemelt szerepet
jatszanak az emld és petefészek daganatok kialakulasaban.

DNS-iinkben nap, mint nap keletkeznek sériilések az azt éré kiilso, illetve belsd
karositd &gensek hatasara. Az ezekkel szembeni védelem és a genom stabilitdsdnak
megorzése erdekében alakult ki egy komplex jelatviteli tvonal halézat (DDR), amely
képes a hiba azonositasara, javitasara, illetve szikseges esetben a sejtciklus
megakasztasara, vagy akar a sejt elpusztitasara is. A kiilonbozd tipusu hibak javitasaért
mas-mas hibajavité utvonal, vagy fiiggetlen hibajavito fehérje felelGs. A legalapvetébb
DNS sérulések egyike és egyben az egyik legveszélyesebb is a DNS kettdsszalu torése
(DSB), mivel ebben az esetben nem alkalmazhaté a komplementer szal a javitas
templatjaul. Két f6 mechanizmus felelds a DSB-k helyreéllitasaért, a hibamentes, S/G2
fazisokhoz kotott és templat DNS-fiiggé homolog rekombinacio és a hibahagyo, a
sejtciklus egészében miikodd és templat DNS-t nem igényld nem homoldg végek
0Osszeillesztése (NHEJ).

A BRCAL1 és BRCAZ2 fehérjék részesei a sejt DNS sériilésre adott valaszanak (DDR)
tobb, kulcsfontossagt folyamaton keresztil. Mindkét fehérje részt vesz a DNS
kettdsszali torésének javitdsaban, elsésorban a hibamentes, homoldég rekombinacios
hibajavitason keresztiil. Tébb fehérjekomplex részét képzik a homoldg rekombinéacid

folyamatdban, a BRCAL a C-termindlisan talalhatdé BRCT domenjein keresztiil, mig a
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BRCA2 az N-termindlisan keresztil a PALB2 interakcié és a centrélis régiojaban
talalhato BRC ismétlddések Rad51-gyel torténd interakcioja Utjan. A BRCAL a DNS
kettésszalu toréséneck NHEJ utvonalaban is szerepet jatszik. Ezen felul szerepik van a
replikacidhoz kapcsolt hibajavitasban, a sejtciklus ellenérzOpontok, valamint a
transzkripcid szabalyozasaban is. A BRCA fehérjék nélkiilozhetetlenek a sejt megfeleld
mitk6dése szempontjabdl, teljes hianyuk az embrionalis fejlédés korai szakaszaban az
embrid pusztuladsadhoz vezet.

A BRCA géneket az emlddaganatok kialakulasaval kapcsolatban fedezték fel,
neviket is innen kaptadk (BReast CAncer), ami napjainkban a leggyakrabban el6forduld
daganattipus és a vezeté daganatos halalok ndk korében. A BRCA gének patogén
csiravonal mutécioi feleldsek legnagyobb részt (koriilbeliil 30%) a HBOCS (6roklott
emld és petefészek daganat szindroma) esetekért. A BRCA1/2 génekben hordozott
csiravonal mutécid kordlbelll 70 %-kal noveli az emlédaganat kialakulasanak esélyét 80
éves korig bezérdlag. A BRCA mutéciét hordozdkban kialakulé daganatok sajatos
jellemzdje a megmaradt vad tipusu allél elvesztése (LOH). Mindezért a BRCA gének
felépitése tehetd felelssé. Nagy aranyban tartalmaznak ismétl6do szekvenciakat, melyek
kozremiikddnek a tumorszupresszor gének genetikai atrendezddéseiben. A BRCA1/2
altal iranyitott tumorevoluciét nem kizérélag 6roklétt mutacio inicialhatja, a szomatikus
sejtekben, sporadikusan is kialakulhat. Ebben az esetben mindkét BRCA allél a
szomatikus sejtekben vesziti el miikodoképességét.

Mindkét gén esetében szamos patogén mutécid ismert, ezek az expresszio elvesztését,
illetve a fehérje csonkolddasat okozzak javarészt. Egyarant fellelhetd ezek kozott
inszercio, illetve delécio, korai terminécid, valamint misszensz mutéciok is. Kockazat
elemzés szempontjabol a misszensz variansok, illetve az in-frame indelek jelentik a
legnagyobb problémat. A BRCAL-gyel kapcsolatban ismert tény, miszerint mar az utolsé
11 aminosav elvesztése is patogen varianst eredmenyez, igy a korai terminécioval, illetve
a leolvasasi keret letolodasaval jaro valtozasokkal kapcsolatban konnyebb kévetkeztetni,
mig abban az esetben, ha egyetlen aminosav vagy pozicié valtozik, nincs egyértelmii
valasz. Azokat a variansokat, melyekrol elegendé adat hidnyaban nem donthetd el
egyértelmiien, hogy klinikai szempontbdl kockazatos-e vagy sem, VUS varidnsoknak
nevezzuk.

Munkank soran 4, BRCA gént érinté mutaciot azonositottunk daganatos betegekb6l
szarmazo szovetmintakban. Hairom BRCA1 VUS varianst és egy a BRCA2 gént érint6

patogén varianst. Célunk az volt, hogy bemutassuk, milyen médon és milyen tipusud
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tobblet informaciot nyerhetiink a kiilonb6z6 mutécidtipusok esetén. A VUS varidnsok
esetén a bioinformatikai eszkoztart vetettiik dssze egy altalunk valasztott funkcionalis
kisérlet eredmeényével, mig az ismert patogén varians esetén bemutattuk, hogy a vizsgalt
minta mérete, a mintaban jelenlévo sejtszam csokkentése milyen tobblet informacidval
szolgalhat a jovoben, hogyan segitheti a még hatékonyabb személyre szabott
daganatterapiat.

A petefészek daganatos beteg BRCA2 7795-0s nukleotid poziciojaban azonositott
G>T tranzicid ismert, patogén varians. El0szor a betegb6l szarmazd tumor és egészséges
ovarium szovetblokk, teljes vér, illetve szajnyalkahartya kenet mintakat vizsgaltuk
parhuzamosan Sanger €s Ujgeneracios szekvenalas segitségével. A tumorszovet blokkban
mindkét szekvenalasi modszer alapjan kordlbelil 75%-ban volt jelen a mutaciot jelentd
T allél a vizsgalt pozicioban. A betegtdl szarmazo, a tumortdl fliggetlen, ekto- €s
mezoderma eredetli egészséges szovetmintdk vizsgalata soran korulbelll 20-25%-0s T
allél jelenlétet detektaltunk mind Sanger, mind pedig Ujgeneréaciés szekvenalés
segitségével. Mindebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy nem szokvanyos sporadikus esetrél
van sz0, Ugy az egészséges szdvetekben nem lenne jelen a G>T tranzicid, viszont
valoszinlileg nem is 6roklott a mutacid, hiszen abban az esetben heterozigota allapotot,
tehat 50-50%-0s aranyt detektaltunk volna. igy kévetkeztettiink arra, hogy egy
mozaicizmus esetrél van sz6, tehat valamikor a korai embriogenezis soran jelenhetett meg
spontdn modon a mutacio, igy kialakitva egy mozaikos mintazatot az egyedfejlodés
soran. Munkankban ezt a konkrét esetet vizsgaltuk meg mélyebben, egyedi sejteken és 5-
10 sejtes klasztereken, parhuzamosan Sanger és Ujgeneracios szekvenalassal, bemutatva,
hogy a modszer maga milyen tobblet informéaciét adhat a kizarélag nagy sejtszamot
tartalmazd mintak vizsgalataval szemben. Az egyedi sejtek vizsgalata soran ahogy vartuk,
azonositottunk heterozigéta és vad tipusl sejteket az egészséges ovariumszovet
mintakban, illetve a daganatbdl szarmazo sejtek esetében szamos mintaban siker(lt
kimutatni a heterozigdta allapot elvesztésének jelenségét (LOH). Osszességében mindkét
szekvenalasi modszer kozel azonos G/T arany kimutatasara volt képes, bar Sanger
szekvenalas esetén a szekvenogram csucsainak aranyat csupan becsultik. A mintatipusok
szekvenalhatosaga és amplifikalhatdsaga alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
limitalo 1épés a PCR amplifikacio, amennyiben sikerlt feldusitani a vizsgalni kivant
BRCA2 genomi régidt, ugy a szekvendlas soran mar nem Utkoztiink problémaba. A
kiilonb6z6 mintdkbol szarmazo allél aranyok Osszevetése alapjan latszik, hogy 10-20%-

os eltérés van a nagy sejtszamot tartalmazd mintdk és az egyedi sejtek, illetve
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sejtklaszterek kozott. Mindez Osszességében arra vildgit rd, hogy a vizsgalt minta
méretének csdkkentése egy daganat vizsgélata soran tobblet informéacidval szolgélhat. A
kis szamu sejt egyedi vizsgalata pontosabb képet adhat a tumor Gsszetételérdl, az allél
aranyokrol. Igy lehetéség nyilik a ritka varidnsok azonositisara is egy tumoron belil,
valamint a tumort alkoto sejt alpopulaciok ardnyanak vizsgélatara, mindez hozzajarulhat
a jovoben a még hatékonyabb személyre szabott daganatterapia megvalasztasdhoz.

Munkank masodik felében a harom BRCAL1l VUS varians fehérjemtikodésre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk meg predikcios szoftverek, illetve funkcionalis kisérletek
segitségével. A varidnsokat parhuzamosan tobb bioinformatikai szoftverrel vizsgaltuk,
minden esetben két prediktéltan patogén (c.4983delA, ¢.5096G>T) és egy prediktéaltan
benignus (c.5410G>A) varians volt az eredmény. A variansok funkcionalis vizsgalatahoz
egy régota alkalmazott, megfelelé mértékben érzékeny és specifikus, élesztd alapt
Kisérletet valasztottunk. Alapjat az adja, hogy a vad tipusi BRCAL fehérje termeltetése
¢lesztében a koloniak novekedéset akadalyozza, ezzel kis koloniaméretet eredményezve.
Mindez a C-terminalis elhelyezkedd BRCT domének intaktsaganak filiggvénye,
amennyiben ezek a domének sériilnek, Ugy ez a fenotipus nem lathatd, az eredmeny
normal méretii éleszté kolonia. Kisérletlinkben kontrollként a vad tipusi BRCAL fehérje
mellett bizonyitottan benignus és patogén variansokat alkalmaztunk, a VUS varidnsok
expresszidjanak kol6niaméretre gyakorolt hatasat ezekkel vetettik 0Ossze. A
bioinformatikai predikcidval egybehangz6 eredményt kaptunk, vagyis a ¢.4983delA
frameshift varians és a c¢.5096G>T misszensz varidns normal kol6niaméretet
eredményezett, tehat a mutéacié hatasara a fehérje BRCT domeénje sériil, mig a c.5410G>A
varians esetében a vad tipushoz hasonldan kis méretli kolonidkat kaptunk. Mindez arra
enged kovetkeztetni, hogy ez a misszensz mutacid nincs hatadssal a BRCT domén
intaktsagara, funkcioja nem sérul.

Osszegezve, munkank soran olyan modszereket mutattunk be, amelyek segitségével
konkrét daganatos megbetegedés esetén mélyebb betekintést nyerhetiink a daganat
genetikai hatterébe. Jelen dolgozatban egy patogén BRCAZ2 varianst hordozd, petefészek
daganatos beteg tumor és egészseéges szovetmintainak vizsgalatdn keresztil
szemléltettiik, hogy a vizsgalt mintdk méretének csokkentése milyen eldnyokkel jarhat,
adott esetben egy daganat karakterizalasa soran, a megfeleld tumorterapia megvalasztasat
segitve. Tovébba bemutattuk, hogy ismeretlen Kklinikai szignifikancidji BRCA1

variansokkal kapcsolatban hogyan lehetséges viszonylag gyorsan, koltséghatékonyan a
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varians fehérjemtikodésre gyakorolt hatasat vizsgalni bioinformatikai és funkciondlis

analizis segitsegevel.
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9. Summary of the thesis

Cancerous diseases are among the leading causes of death worldwide. Cancer is a
genetic disease caused by certain mutations in cancer susceptibility genes. The
accumulation of these mutations leads to malignant transformation and the clonal
expansion of tumor cells. Cancerous diseases are frequently compared to Darwinian
evolution, as changes in certain genes, for example, activating mutations of oncogenes or
inactivating mutations of tumor suppressor genes render selective advantage to the carrier
cell. On average, 2-8 driver mutations-mutations that provide selective advantage to
cancer cells-can be identified in a tumor. These mutations can be of germline origin,
inherited from generation to generation, or they can arise spontaneously, de novo, in the
somatic cells. The identification of the driver genes of a certain tumor is of great
importance for effective, personalized therapy. The BRCA genes play a key role in the
maintenance of genome integrity; therefore, mutations in these tumor suppressor genes
can have serious consequences, and they have a significant role in the emergence of breast
and ovarian cancer.

Damage to our DNA occurs constantly, caused by extrinsic or intrinsic factors. To
protect against these agents and to maintain genome stability, a complex signaling
pathway, the so-called DNA damage response (DDR) network developed. DDR is able
to identify the damage, repair it, if necessary, arrest the cell cycle, and even destroy the
cell. Various repair pathways and independent repair proteins are responsible for the
repair of distinct types of DNA damage. One of the most common and most dangerous
DNA damage is DNA double-strand break (DSB), since in this case, there is no intact
complementary strand to be used as template for the repair process. Two main
mechanisms are responsible for the repair of DSBs: the error-free, S/G2-bound, and
template DNA- dependent homologous recombination (HR) and the nonhomologous end-
joining (NHEJ), which is error-prone and operates through the whole cell cycle without
the requirement of template DNA.

The BRCA1/2 proteins are involved in DDR via several key processes. Both proteins
take part in the repair of DSBs, mainly as players of the error-free HR. These proteins are
parts of several protein complexes in the HR process; BRCAL through its C-terminally
located BRCT domains, while BRCA2 functions as an interactor for PALB2 through its
N-terminal region and interacts with Rad51 through centrally located BRC repeats.

BRCAL also plays a role in DSB repair as part of the NHEJ pathway. Furthermore, both
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proteins are involved in replication-coupled repair, in the regulation of cell cycle
checkpoints and transcription. BRCA proteins are indispensable for proper cell function;
BRCA deficiency leads to embryonic lethality in the early phase of embryonic
development.

BRCA genes were discovered via their association with the development of breast
cancer. Nowadays, breast cancer is the most common type of cancer and the leading cause
of death among women. Pathogenic germline mutations of BRCA genes are responsible
for most of (approximately 30%) the HBOCS (Hereditary Breast and Ovary Cancer
Syndrome) cases. Carrying a BRCA1/2 germline mutation increases the risk of developing
breast cancer up to 70% until the age of 80. A unique characteristic of the tumors that
develop in BRCA mutation carriers is the loss of the wild-type allele (LOH). For this
phenomenon, the structure of the BRCA genes can be held responsible. These genes
contain repetitive sequences at a high ratio, which contribute to the genetic rearrangement
of the tumor suppressor genes. BRCAL/2-related tumorigenesis cannot only be initiated
by inherited mutations but can also occur spontaneously in the somatic cells. In this case,
both BRCA alleles are inactivated in the somatic cells.

Numerous pathogenic mutations of both tumor suppressor genes are known that
mostly lead to the loss of protein expression or result in a truncated protein. Insertions,
deletions, early termination, and missense variants can be found among these mutations.
From the perspective of risk management, missense and in-frame indels represent the
largest problem. It is known that the loss of at least the last 11 amino acids of BRCA1
results in a pathogenic variant, thus, the effect of changes causing early termination or
frameshift is easy to predict. However, in the case of single amino acid changes, the effect
is unclear. Those variants whose pathogenicity is uncertain due to lack of information are
called variants of uncertain significance (VUS). During our research, we identified four
BRCA mutations from tumor tissue samples. Three BRCA1l VUS variants and a
pathogenic BRCAZ variant were found. Our aim was to investigate the types of additional
information that can be obtained for the different mutation types. To analyze the BRCA1
VUS variants, we compared the results of bioinformatics tools and a chosen functional
assay. For the known pathogenic BRCA2 variant, we examined how the refinement of the
analysis by downscaling the sample size from tissue to single-cell level can provide
additional information for a more effective personalized tumor therapy.

The identified BRCA2 G>T transition at nucleotide position 7795 in an ovary cancer

patient’s tissue sample is a known pathogenic variant. First, we examined tumorous and
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healthy ovary tissue blocks, whole blood, and buccal mucosal swab of the patient by
Sanger and next-generation sequencing in parallel. In the tumor tissue block sample, we
found a 75% ratio of the mutant T allele instead of the wild-type G in the examined
nucleotide position by both sequencing methods. In the patient’s tumor-independent,
healthy tissue samples derived from ecto- and mesodermal germ layers, a 20-25% of
mutant T allele presence was detected both by Sanger sequencing and NGS. We
concluded that this is not a regular sporadic case, since in that event G>T transition would
not be detected in the healthy tissues of the patient, but it is not an inherited germline
mutation either, as in that case a 50-50% of the G/T alleles should be observed. Our
conclusion was that this is a case of somatic mosaicism; the BRCA2 point mutation
occurred spontaneously during the early embryonic development of the patient and
formed a mosaic pattern of mutation. We examined this specific case extensively by both
Sanger and next-generation sequencing of single cells and clusters of 5-10 cells to
determine the type of additional information the method itself can provide in comparison
to samples containing high numbers of cells. As presumed, we identified heterozygous
and wild-type cells in the healthy ovary tissue samples and detected loss of heterozygosity
in several samples derived from the tumor, when analyzing single cells.

In summary, we could detect similar G/T allele ratios with both sequencing methods,
although we only estimated the ratio of the Sanger sequencing peaks. Based on
amplifiability and sequencability, we concluded that the limiting step of the method is
PCR amplification. If the amplification of the BRCA2 genomic region of interest is
successful, the sequencing step does not pose a problem. Comparison of the allele ratio
results of the different sample types shows 10-20% disparity between the high-cell-
number-containing tissue blocks and the single cells or 5-10-cell-containing cell clusters.
This result highlights that decreasing the cell number in the analyzed tumor sample can
provide additional information. The investigation of low numbers of cells yields a more
precise picture of the composition of the tumor, the allele ratios. This method enables the
identification of rare variants and the examination of the ratio of tumor cell
subpopulations within the tumor, thus contributing to the selection of a more effective
personalized cancer therapy.

Subsequently, we examined the impact of three BRCA1 VUS variants on protein
function via prediction software and a functional assay. The variants were analyzed by
several bioinformatics software parallelly, and the results were the same: two were

predicted to be pathogenic (c.4983delA, ¢.5096G>T) and one was predicted to be benign
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(c.5410G>A). For the functional analysis of the variants, a long-established, highly
sensitive and specific, yeast-based assay was chosen. The assay is based on the fact that
the expression of the wild-type human BRCAL in yeast cells inhibits the growth of cells,
resulting in small colony size. This phenomenon depends on the intactness of the C-
terminal BRCT domains: if these domains are damaged, the phenotype cannot be
observed; the resulting colonies are of normal size. Besides wild-type BRCA1, we used
known benign and pathogenic variants as control to compare their results with those of
the VUS variants. Our results were consistent with the bioinformatics prediction; the
€.4983delA frameshift variant and the ¢.5096G>T missense variant resulted in normal
colony size, which indicates that the mutation causes damage in the BRCT domain, while
the ¢.5410G>A missense variant resulted in small colony size similar to the wild-type,
suggesting that this latter missense variant does not affect the intactness of the BRCT
domain; its function is not damaged.

In sum, we present methods with which we can gain deeper insight into the genetic
background of tumors in specific cancerous diseases. In the present thesis—via an
extensive analysis of the ovary tumor and healthy tissues of a pathogenic BRCA2 variant
carrier patient—we demonstrate the benefits of testing smaller samples / a lower number
of cells for the characterization of cancerous diseases, enabling a better cancer therapy
choice. Furthermore, we present how the effect of a BRCAL VUS variant on protein
function can be analyzed in a relatively fast and cost-effective manner using

bioinformatics and functional assay tools.
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