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A génexpresszidé microarray-alapu globdlis elemzése sikeresen alkalmazhaté a humdn tumorok, kozottiik
a primer mdjrdakok karakterizdldsdira. A microarray technoldgia eldsegitheti a rikbetegek korai diagno-
zisdt, prognosztikus és terdpids klasszifikdciojat. Annak érdekében, hogy az archivdlt patolégiai min-
takban elrejtett genomikai informdciéhoz jobb hozziférést biztositsunk, harom kiilonbozo fixalészerrel
kezelt, paraffinba dgyazott széveteken vizsgaltuk az RT-PCR reakcick hatékonysdgdt. Minden fixdlészer
estén megbizhaté amplifikdciét kaptunk, amennyiben az amplikon mérete nem haladta meg a 225 bp-t.
A termékhossz tovdbbi ndvekedésével azonban a reakcié hatékonysiga és reprodukdlhatésiga gyorsan
csokkent. A legjobb szoveti morfoldgidt és a legegyenletesebb claudin-4 és claudin-7 immunhisztokémiai
festést ugyanakkor a formalin-fixdlt mintdk estén littuk. A konvenciondlis linedris RNS-amplifikdcids
protokollt eqy random nonamer T3-polimerdz lépéssel modositottuk. A T7T3 amplifikdcio olyan ,sense”
szdlil terméket hozott létre, ami indirekt jelolt cDNS-templittd volt konvertdalhatd. A fagyasztott és
mikrodisszektdlt Myc és Myc/TGF-a egértumorok microarray-elemzése az amplifikdciot kovetden jol
reprodukdlhatd expresszids profilokat (r=0,9) eredményezett, az eredeti expesszids mintdzatok megtar-
tottak voltak (r=0,78). A HGF-kezelt, c-Met kondicondlis knock-out és kontroll egerekbdl szdrmazo mdj-
sejtek expresszids profiljainak 0sszehasonlitdsdval 690, a HGF/c-Met titvonal dltal szabdlyozott gént azo-
nositottunk. A szignifikins gének funkciondlis elemzése azt mutatta, hogy a c-Met receptor a mdjsejtek
motilitdsanak és oxidativ homeosztdzisinak fontos requlitora. A c-Met-indukdlt expresszids mintdzat
kifejezédését humdn HCC-kben is vizsgdltuk, és beazonositottuk a humdn tumorok egy csoportjdt (27%),
melyekben a c-Met titvonal aktivdcidja valdszintisitheté (MET+). E tumorokra a gyakori vaszkuldris
invdzid, a magas mikrovaszkuldris stiriiség és a tobbihez képest rovidebb tiilélés volt jellemz6. Egy, a
111 evoluciondlisan konzervdlt c-Met-célgén expresszidjin alapuld predikciés modell pedig 83—95%-0s
pontossdggal volt képes a mdjkarcindomads betegeket a jo és a rossz tiilélést mutaté csoportokba szétvilo-
gatni. Osszességében kutatdsaink megmutattdk, hogy a gondos kisérlettervezés és a legkorszertibb mo-
lekuldris metodikdk felhaszndldsa mellett archivdlt és ezdltal ritka mintdkon is lehetévé vdlik a globdlis
génexpresszio elemzése. A komparativ genomikai analizis segitségével pedig olyan 1ij molekuldris klasz-
szifikdcios rendszereket hozhatunk létre, amelyek nélkiilozhetetlenek az individualizalt daganatterdpids
protokollok létrehozisdhoz. Magyar Onkologia 53: 61-67, 2009
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Global transcriptome analysis has been successfully applied to characterize various human tumors, in-
cluding hepatocellular carcinomas. This novel technology can facilitate early discovery as well as prog-
nostic and therapeutic diversification of cancer patients. To enhance access to the genomic information
buried in archived pathology samples, we assessed RT-PCR amplification rates in paraffin-embedded
tissues preserved in three different fixatives. Reliable amplification could be achieved from all paraffin-
embedded specimens, when the amplicon size did not exceed 225 bp. A longer amplicon size resulted
in rapid decrease of yield and reproducibility. In addition, formalin provided superior morphology and
better reactivity with claudin-4 and -7 immunohistochemistry. Amplification of the initial sample is
often required before transcriptome analysis of clinical specimens could be performed. We introduced a
random nonamer primed T3 polymerase reaction into the conventional linear RNA amplification pro-
tocol. The modified T3T7 method generated a sense strand product ideal for synthesizing indirectly
labeled cDNA templates. Microarray analysis of amplified frozen and laser-microdissected Myc and
Myc/TGFa mouse liver tumors confirmed good reproducibility (+=0.9) of the reaction and conserva-
tion of original transcriptional patterns (r=0.78). Finally, we tested the utility of expression profiling
for the classification of human HCC samples. By comparing expression data from HGF-treated c-Met
conditional knock-out and control primary mouse hepatocytes, we identified 690 HGF/c-Met target
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genes. Functional analysis of the significant gene set implicated c-Met as key regulator of hepatocyte
motility and oxidative homeostasis. Cross comparison of the c-Met-induced transcription signature with
human HCC expression profiles revealed a group of tumors (27%) with potentially activated c-Met
signaling (MET+). These tumors were characterized by higher vascular invasion rate, increased micro-
vessel density, and shortened survival. A prediction model based on 111 cross-species conserved c-Met
signature genes was able to diversify HCC patients into good and bad prognostic groups with 83-95%
accuracy. Our results therefore demonstrate that careful experimental design and state-of-the-art labo-
ratory methods could open the way for global expression profiling of archived and limited availability
pathologic samples. Comparative functional genomics based analysis of the cancer transcriptome could
lead to novel molecular classification systems which are essential for the introduction of individualized
cancer therapeutics. Kaposi-Novak P. Comparative genomic classification of human hepatocel-
lular carcinoma. Hungarian Oncology 53: 61-67, 2009

Keywords: liver, hepatocellular carcinoma, transgenic mice, DNA microarray, genomic clas-

sification

BEVEZETES

A hepatocellularis karcinéma, avagy majrak, eléfordu-
lasat tekintve az 6todik leggyakoribb rosszindulatt da-
ganatos betegség a vilagon, és évente tobb mint 500 000
ember halalat okozza. A majrak kialakulasahoz vezetd
legfontosabb rizikéfaktorok viszonylag jol ismertek. A
daganat kialakuldsat szinte minden egyes esetben tobb
évtizedes kronikus majgyulladas elézi meg, amelynek
hatterében legtobbszor kronikus hepatitis B-, hepatitis
C-fert6zés, toxikus vagy metabolikus eredet(i elvaltoza-
sok allnak, amelyek gyakran majcirrézissal is tarsulnak.
Jol ismert, hogy a malignus tumorok kialakulasanak
hatterében a sejtproliferdciot és a sejthalalt szabalyozo
géneket érinté genetikai elvaltozasok szekvencialis fel-
halmozédasa all. Az egymasra halmoz6do genetikai és
epigenetikai elvaltozasok 1épésrdl 1épésre torténd felhal-
mozodasavezeteldszoratumorokkialakuldsahoz,ésazok
disszemindcidjahoz. Bar a majrakokban szamos jelent6s
szereppel biré genetikai elvaltozast sikeriilt azonosita-
ni, a hepatokarcinogenezis pontos patomechanizmusa
egyelére nem ismert. A Rb, E-cadherin, pl6 és egyéb
tumorszuppresszor gének allélvesztés és epigenetikai el-
térés révén torténd inaktivacidja mar korai neoplasztikus
elvaltozasokban is kimutathaté. Az elérehaladott sta-
diumban 1évé méjtumorok pedig szdmtalan, a genom
egészét érintd genetikai eltérést tartalmaznak, amelyek
kozott a p53 és B-catenin onkogének mutacidja, valamint
az 1q és 8q kromoszémarégiok amplifikacidja és a 8p és
17q szakaszok delécidja fordul elé a leggyakrabban. A
HCC-s betegek igen magas halalozasi aranyat elsésorban
a daganat terdpias probalkozasokkal szembeni rezisz-
tencidja okozza. A HCC-s betegeknek csak a legkorabbi
stadiumban diagnosztizalt viszonylag kis hanyada bizo-
nyul alkalmasnak valamely agressziv sebészi kezelés-
re, mint a méjtranszplantacié vagy a majreszekcio, ami
kurativ lehet. Mai tuddsunk szerint a majkarcinéma-sej-
tek rezisztensek szinte az dsszes elérhetd kemoterapids
szerrel szemben, ezért az elérehaladott stadiumban 1évo
betegek szdmadra a terdpids lehetdségek szama limitalt.
A tumorellenes szerek 4j generdcidja all kifejlesztés alatt.
Ezek a tumor kialakuldsdban szerepet jatszo jelatviteli
utakat specifikusan gatolva fejtik ki terdpias hatasukat.

Szamos ilyen szer, mint a bevacizumab vagy sorafenib,
biztaté eredményeket mutattak a kezdeti klinikai tesztek
soran. Ezért nélkiilozhetetlen olyan molekularis klasz-
szifikacids mddszerek kifejlesztése, amelyek képesek a
valtozatos genetikai elvaltozasokat tartalmazdé majkar-
cindomak kozott azokat beazonositani, ahol ezeket az tj,
célzott terapias szereket a legnagyobb sikerrel alkalmaz-
hatjuk.

A nagy felbontast genetikai profilalkotasi technikak
elterjedésével a rendelkezésiinkre all6 genetikai infor-
maci6 dramai modon megnodvekedett. Elérhet6vé valt a
tumorsejtekben végbemend 0sszes transzkripcios elval-
tozas egyidejl detektalasa. Az expresszids microarray-
ket sikeresen alkalmaztak kiilonféle human tumorok
molekularis hatterének feltérképezésére. A majrakokban
is meghatarozasra kertiltek a kiilonféle klinikai, prog-
nosztikai és viralis faktorokhoz kothet6 génexpresszios
eltérések. A tumorokban latott expresszids profilok
komplexitasa miatt azonban az elvaltozas hatterében
allé onkogenetikai elvaltozas direkt azonositasa alta-
laban nem lehetséges. Az egyes jelatviteli titvonalak
aktivacidjara jellemz6 transzkripciés mintazatokat szo-
vetkultiirakban valamint allatmodellekben, ahol a kisér-
letes valtozok megfeleléen kontrollalhatdk, viszonylag
egyszertibben azonosithatjuk. A komparativ genomikai
mddszerek pedig lehetévé teszik, hogy az evolicié so-
ran konzervalt ortoldég gének egymas mellé rendezése
révén a kisérleti modellekbdl szarmazd mintdzatokat
a human 1ézidkban is vizsgalhassuk. Igy olyan Gj mo-
lekularis klasszifikaciés rendszereket hozhatunk létre,
amelyekben az emberi tumorok patogenetikai hatteriik
alapjan keriilnek besorolasra.

A technoldgia fejlédésével elérhet6vé valt a paraffin-
ba dgyazott szoveti mintakban talalhaté RNS kinyeré-
se, ami korabban nem volt altalanosan lehetséges. Ko-
rabbi tanulmanyok az mutatjak, hogy alternativ szdveti
fixativumok, mint példaul az RNAlater hasznalata a
hagyomanyos formalinfixaciéval szemben jelentésen
javithatja a patologiai mintakbdl molekularis analizis-
re kinyerhetd nukleinsavak mennyiségét és mindségét.
Az 1j, jobb hatékonysagti RNS-izolacidés metodusok el-
terjedése tovabbi segitséget nyujthat a paraffinba agya-
zott archivalt szovetekben rejlé genetikai informaci6
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feltarasaban. A szoveti RNS mennyiségét mérni képes
valdsidejii PCR elemzések sordn viszonylag rovid szek-
vencidk keriilnek amplifikdlasra, ezért ez a technika
kiilonosen alkalmas olyan mintdk elemzésére, ahol az
RNS fragmentalt. Ugyanakkor barmilyen fixacid ese-
tén alapkovetelmény a szoveti morfoldgia, illetve az
immunhisztokémiai markerek reaktivitdsdnak mind
tokéletesebb megdrzése. Ezek ugyanis nélkiilozhetet-
lenek a pontos patologiai diagnozis felallitdsahoz. Ez-
altal a patoldgiai archivumokban térolt szovetekben
rejld genetikai informaci6 elérhetévé valik a kutatds
szamadra, ami jelentés szdmu, kivdléan dokumentalt
minta elemzését teszi lehetévé. A rutin mdédon kezelt
szovettani mintdkon végzett expresszids vizsgalatok
ezen feliil lehet6séget teremtenek 11j molekuldris tesz-
tek diagnosztikai bevezetésére is.

A komplex illetve kisméret(i elvaltozdsok elemzé-
se soran gyakran felmeriild probléma, hogy az eltérd
szoveti alkotéelemek, a morfoldgiailag jelentésen kii-
16nb6z6 sejtcsoportokban bekodvetkezd transzkripciods
elvaltozasok csak egymast atfedve, esetenként zavar-
va értékelheték. A microarray-alapi génexpresszio-
analizis, a 1ézer-mikrodisszekcid és a magnesgyongyos
vagy aramlasi citometrids sejtszétvalasztasi technikak
kombindacidjaval lehetévé valt, hogy az egyes komplex
elvaltozasokon beliil csak egy meghatarozott sejtpopu-
laciét vizsgéljunk. Példdul egy tumoron beliil kiilon ele-
mezhetjiik az epitelidlis és a kotészoveti komponenst.
A kinyert minta mennyisége azonban sok esetben nem
teszi lehetévé a hagyomanyos cDNS-jel6lési mddsze-
rek alkalmazasat, amelyekhez legalabb 100 ng poli(A)
szeparalt mRNS vagy 10-20 ug teljes RNS sziikséges.
Ilyenkor az RNS-minta amplifikdcidjara van sziikség,
amire szamos PCR-alapt és linedris amplifikacios tech-
nika keriilt leirdsra. Mara az oligonukleotid-probakat
tartalmazé microarray-k valtak a legelterjedtebb
platformmad. Ezeknél a mintdkat altaldban indirekt,
aminoallil-konverzion alapuld reakcioval jeldljiik. An-
nak érdekében, hogy az 1j platformokon kis mennyisé-
gl klinikai mintdkat is elemezhessiink, a hagyoményos
linedris RNS-amplifikdciés mddszerek modositdsa el-
keriilhetetlenné valt.

Kisérleteink sordn a legfejlettebb molekularis bio-
logiai modszereket haszndltuk fel annak érdekében,
hogy a humén hepatokarcinogenezis folyamatat jobban
megismerhessiik, és olyan molekuldris klasszifikacios
rendszereket dolgozzunk ki, amelyek lehetévé teszik a
majrakban szenvedd betegek progndzisanak megbecs-
lését, és teret nyitnak a személyre szabott molekuldris
terapidk el6tt.

CELKITUZES

1. Rutin szoveti fixaciés metodikak hatadsa a patoldgiai
mintak expresszids analizisére. Vizsgdltuk, hogy a
kiilonboz6 rutin szovettani fixaciés metodikak (for-
malin, aceton, etanol) milyen mértékben 6rzik meg
a szovetekben az mRNS integritdsat, valamint azt,

3

hogy real-time RT-PCR segitségével lehetséges-e az
ily moddon archivalt tumormintdk transzkripcios
analizise.

. A kis mennyiségli bioldgiai mintdk oligonukleotid

microarray alapt expresszios analizisét lehet6vé
tevé linedris RNS-sokszorozasi technologia kifej-
lesztése. Célul thztiik ki olyan mRNS-amplifikacios
metodika kifejlesztését, amely kétkoros virdlis RNS-
polimerdz (T7 és T3) amplifikdciot alkalmazva sense
szekvencidju RNS-terméket generdl, és felhasznalha-
té aminoallil-jel6lt cDNS szintézisére.

. A T7T3 lineédris RNS-sokszorositas reprodukalhato-

saganak és megbizhatosaganak vizsgalata. Bizonyi-
tani kivantuk, hogy a T7T3 metodika lehet&vé teszi
igen kis mennyiségti, lézer-mikrodisszektalt szoveti
mintdk microarray-analizisét oly mddon, hogy az
amplifikacié eredménye reprodukalhato és jol korre-
1al az amplifikacio nélkiili microarray-kisérletekben
kapott génexpresszios értékekkel. Ezaltal jol alkal-
mazhato kisméreti hepatikus 1éziok vizsgalatara.

. A HGF/c-Met jelatviteli utvonal &ltal transzkripcids

szinten regulalt célgének azonositdsa genetikailag
modositott egérmodell segitségével. Célunk volt,
hogy c-met kondicionalis knock-out és kontroll ege-
rekbdl izolalt primer hepatocitdk génexpresszidjat
rekombindns HGF kezelés utan kiilonb6z6 idSpont-
okban (30 perc, 2, 12 és 24 6ra) microarray-vel vizs-
galva feltérképezziik, és meghatdrozzuk a HGF/c-
Met jelatviteli ttvonal aktivaciéja altal indukalt
hepatocita-specifikus transzkripcios valaszt.

. A HGF majsejtekben betoltott fiziologids hatdsanak

elemzése a célgének funkcionalis klasszifikacidja-
val. Vizsgalni kivantuk a HGF célgének funkcio-
nalis klasszifikacioja alapjan a HGF/c-Met utvonal
aktivacidjanak hatdsat a majsejtek fenotipusara és
homeosztazisara.

.Human hepatocelluldris karcinéma molekula-

ris klasszifikacioja Osszehasonlité funkcionalis
genomikai modszerekkel. A komparativ funkcio-
nalis genomikai elemzést alkalmazva az elsék ko-
zott vizsgaltuk a genetikailag mddositott egérmo-
dellben azonositott HGF/c-Met-specifikus célgének
expresszids profiljat human hepatocelluléris kar-
cindmékban és azonositottuk a human tumorok
azon alcsoportjat, ahol a c-Met-aktivaci6 részvétele
a tumor patogenezisében kimutathato.

A c-Met utvonal aktivacidjdnak a human majrak
patogenezisében betoltott szerepének vizsgalata. Az
expresszids mintdzat alapjan a HGF/c-Met ttvonal
aktivacidjat mutaté majrdkoknak a tobbi tumorral
valé 0sszehasonlito klinikopatologiai elemzése soran
feltartuk azon valtozdk csoportjat, amelyek Osszefiig-
gést mutatnak a génexpresszios mintdzattal.

. Génexpresszios mintazaton alapuld prediktiv statisz-

tikai modell megalkotdsa. Célunk volt, hogy a c-Met-
indukalt génexpresszids mintazat és a talélés korrela-
cidja alapjan olyan predikcios modellt alkossunk, ami
képes a HCC-sbetegek prognozisdnak eldrevetitésére.
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MODSZEREK
A humdn mdj- és endometridlis mintdk gyiijtése

Az endometrium-mintak jéindulatc méhelvaltozas-
ban szenvedd, menopausa el6tt 1év6, 35-43 év kozotti
betegekbdl szarmaztak, akik a beavatkozast megeld-
z6en semmilyen hormonkezelést nem kaptak. A ti-
zennyolc human endometrium-minta mindegyikét a
hiszterektomidt kovetSen azonnal haromfelé osztottuk,
és fixaltuk a harom kiilénb6z6 fixalé valamelyikében.
A szbvetdarabokat 5-5 ml friss 10%-os pufferelt (pH
7,0) formalinban vagy RNAlaterben egy napig, vagy 5
ml CuSO,-szaturalt acetonban hatvan percig szobahén
fixaltuk. Ezt kovetéen a mintakat a rutin szovettani
protokolt kdvetve paraffinba dgyaztuk.

A 139 hepatocellularis karcinéma-mintat és 60 pa-
rositott tumormentes kornyezé majbdl vett mintat 138,
lobektémian atesett majrakos betegbdl izolaltuk. A tu-
morok kozott viralis (HBV, HCV), toxikus és orokletes
anyagcserezavar (hemokromatozis, al-antitripszin-hi-
any) hatterén kialakuldk is megtalalhatdak voltak. Het-
ven beteg estében tumorkozeli majbol szarmazé nem
tumoros minta is elérhet6 volt. Normalis kontrollként
tizennyolc, metasztatikus vastagbélrak vagy kozle-
kedési baleset miatt majreszekcion atesett betegekbdl
szarmazd tumormentes mintakat hasznaltunk. A szo-
vetek tarolasa és felhasznalasa az Osszes érintett intézet
kisérleti bizottsaga altal jovahagyottan tortént.

Egérmodellek

A c-Met receptor kondicionalis knock-out egérmo-
dell 1étrehozasa soran a c-Met gén 16-os exonja keriilt
modositasra a Cre-loxP metodika felhasznaldsaval.
A c-Met 16-0s exonjat megcélzd génkonstrukttal a 16-
os exont megel6z6 intronba egy loxP-felismerdhelyet,
mig az exont kovetd intronba egy flox szakasz hatarolt
neomicinrezisztencia-génszakaszt juttatunk. Az igy lét-
rehozott c-Met"* allatoknak keresztezése soran homo-
zigota c-Metflovflox és c-Met*19210 genotipusok jottek 1étre.
Az Alb-Cre torzsben a Cre rekombinaz expresszidjat a
human albumin gén promotere szabalyozza, igy a Cre-
indukalt deléci6 a posztnatalis majsejtekre specifikus. A
c-Metovfox és Alb-Cre vonalak parositasaval létrejottek
az Alb-Cre*" / c-Met¥fx kondiciondlis KO és a kont-
rollként hasznalt Alb-Cre” / c-Met“¥*t genotipusok.
Az RNS-amplifikacios kisérletek soran hasznalt Alb
c¢-myc monotranszgén és az Alb c-myc / MT TGF-a
kettds transzgén egértorzsek létrehozasanak részle-
tes leirasa, valamint az ezekre az allatokra jellemzd
patoldgiai elvaltozdsok Osszefoglalasa szorosan nem
kapcsolddik a dolgozat témajahoz, de korabbi kozle-
ményekben elérheté. A majkarcindma-mintakat nyolc
hoénapos allatokbol gytjtottiik. A negativ kontroll
mintak két B6/CBA genotipust egér majabdl keriiltek

felhasznaldsra. Minden allatkisérleti eljaras a National
Institutes of Health allatkisérletekre vonatkozo irdny-
elvei szerint kertilt végrehajtasra.

Primer mdjsejtek izoldldsa és kezelése

A primer majsejtek izolaldsahoz két lépcsds kolla-
gendzemésztést hasznaltunk. A kollagendzemésztést
kovetben az életképes majsejteket (~95%) az egyéb sejt-
frakcioktdl percoll stirtiséggradiens-centrifugalassal va-
lasztottuk el. Az igy megtisztitott majsejtfrakciobol edé-
nyenként 2x10° sejtet a letapadast segité médiumban 10
cm atmérdjl, kollagénnel bevont sejtkultiiraedényekbe
osztottuk szét. Négy dras inkubdacié utan a letapadt sej-
teken a kezdeti médiumot szérummentes médiumra cse-
réltiik. A sejteket egy éjszakan at szérummentes kornye-
zetben novesztettiik, majd 50 ng/ml rekombindns human
HGF-fel kezeltiik fél, kettd, tizenkettd illetve huszonnégy
oran at. A nem kezelt vad-tipusu és c-Met-/- sejteket pe-
dig 0 oras kontrollként alkalmaztuk. Minden kisérletet
triplikdtumban ismételtiink meg. Hibridizacios referen-
ciaként pedig tobb B6/129 vad genotipust egérbdl frissen
izollt és Osszekevert primer majsejteket hasznaltunk.

Lézer-mikrodisszekcio

A vad tipust és a transzgenikus egerek méjabol szar-
mazd szovetmintdk OCT médiumban keriiltek beagya-
zasra és lefagyasztasra. A fagyasztott blokkokbol 7 pm
vastagsagu metszeteket vagtunk, amelyeket kezeletlen
iiveg targylemezekre vittiink fel és a mikrodisszekcidig
-80 °C-on taroltunk. A metszeteket alciankék festékkel
festettiik 10 masodpercig, majd felszallé alkohol soron
(50%, 75%, 95% és 100%, mindegyikben 20 mdsodperc)
dehidraltuk. A mikrodisszekcidhoz az Arcturus PixCell
Ile 1ézer-mikrodisszekcids késziiléket hasznaltuk. Mind a
tumorsejtek, mind a normalis mintdk mikrodisszekcidja
soran ezer darab, 30 um atmérdjii impulzusnak megfe-
lelé nagysagu teriiletet vagtunk ki. Mintanként mintegy
30004000 sejtet gydjtottiink guanidiumot tartalmazo
RNS-lizis-oldatba.

RNS-izolacié

A paraffinba agyazott endometrium-mintakbol &t
10 pm vastagsagui metszetet vagtunk, majd ezekbdl
a deparaffinizaciét kovetéen a High Pure RNA Pa-
raffin kit felhasznaldsaval teljes RNS-t izolaltunk. A
primer majsejtekbdl az RNS-t Trizol reagens segitsé-
gével, a human mintdkbdl a teljes RNS-t CsCl-gradiens-
centrifugdlassal nyertiik ki. A mikrodisszektalt szo-
vetmintakbol torténé RNS-izoldldshoz PicoPure kitet
hasznaltunk. A DNaz-emésztést az izolalé oszlopon
hajtottuk végre. Az RNS koncentraciéjat NanoDrop ND
1000 spektrofotométerrel mértiik meg. Az RNS-mintak
integritasat a Bioanalyzer kapilldriselektroforézis ké-
sziilékkel ellendriztiik a gyartd ttmutatasai alapjan.
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Kovantitativ real-time PCR elemzése

Az izolatumokbol 0,5 ug teljes RNS-t (10 ul térfogat-
ban) Mmulv reverz transzkriptaz (Applied Biosystems
N8080127) enzimmel ¢cDNS-re irtunk at. Az atiras so-
ran a mintakat 10 percig 42 °C-on, 50 percig 42 °C-on és
5 percig 95 °C-on inkubaltuk. A GAPDH- és {3-globin
gének atirodasanak kvantitativ elemzése soran a PCR
reakciokhoz 2 pl cDNS-templatot hasznaltunk. A 25 ul
térfogatt reakcidelegy a 12,5 ul 2-szeres SYBR Green
(Biorad 1708882) puffer hozzdaddsa utdn a két primert
300 nmol/l koncentrdcidban tartalmazta. Két perc 95
°C-on tortént denaturdcié utdn minden mintaval 40
PCR-ciklust (60 masodperc 95 °C-on, 60 masodperc 60
°C-on, 120 masodperc 72 °C-on) futtatunk le a Biorad
iCyler Real-time PCR berendezésen. Az olvadaspont-
analizis soran a mintdkat 55 °C-r6l 95 °C-ra hevitettiik
és a termékeket a jellegzetes disszociacios cstcs alapjan
azonositottuk. A relativ kvantifikacié soran a legkisebb
amplikonhossztusagia GAPDH-termék amplifikdcidjat
hasznaltuk referenciaként. A PCR reakcidkat triplika-
tumban megismételtiik és az egyes termékekre jelleme-
78 C, értékeket az ismételt mérések atlagabol szamitot-
tuk ki. A kiilénb6z6 médon fixalt mintak kozotti relativ
expresszids értékeket a Pfaffl és tarsai altal kidolgozott
Pairwise Fixed Reallocation Randomisation teszt alap-
jan allapitottuk meg.

Microarray-platformok

A Compugen 4&ltal gyartott egér oligonukleotid-
konyvtar 2199765 bp hossztisdgti probat tartalmaz,
amelyek 19140 egyedi gént és expresszalt szekven-
ciat reprezentdlnak. Az Operon V2 humén hosszu
oligonukleotid proba szett 21329 egyedi, 70 bp hosz-
szusagu probat tartalmazott. Az oligonukleotid probak
384 zsebes mikrotiter lemezen 3xSSC pufferben, 20-30
uM koncentracioban lettek feloldva. A probak 160 um
denzitdssal keriiltek nyomtatdsra az amino-szildnnal
bevont iiveg targylemezeken. A microarray-ket az NCI
Advaced Technology Center-ben nyomtattak.

A mintdk jelolése és a microarray-k hibridizdcidja

A primer egér majsejtekbdl, illetve a human szovetek-
bdl izolalt teljes RNS-mintdk fluoreszcens jelolésére
indirekt aminoallil metodikat alkalmaztunk. A cDNS-
mintdkat a hozzdadott Cy3 és Cy5 fluoreszcens festé-
kekkel jeloltiik. A microarray-k hibridizacidja sordn az
Osszes humadn, illetve egér mintat egy-egy kozos refe-
renciamintaval szemben hibridizaltunk. Minden egyes
minta analiziséhez két array-t hasznaltunk fel, amelyek
kozott a kisérleti- és a referenciamintak fluoreszcens je-
161ését megcseréltiik. A hibridizacio utdn a probak flu-
oreszcens jelét a GenePix 4000A fluoreszcens szkenner-
rel detektaltuk.

Statisztikai elemzés

Anyers microarray-adatok filtraciéjat ésnormalizacidjat
az NCI MadB webszerveren végeztiik el. A human kar-
cindma-mintak nem ellendrzott klasszifikacidja Michel
Eisen Cluster és TreeView programjanak felhasznala-
saval tortént. Az expresszids differenciat mutatd gének
kivalasztasahoz két kara t-tesztet hasznaltunk, ahol a
fals pozitiv gének ardnyat az azonositok random per-
mutdcidja soran hataroztuk meg. A transzkripcids min-
tazaton alapuld predikciés modell megalkotdsahoz a
BRB Array Tools statisztikai cscomagban elérhet6 hat al-
goritmust hasznaltuk. A tulélési statisztikat az R prog-
rammal kalkulaltuk (http://www.R-project.org/).

EREDMENYEK

A szoveti RNS integritdsa a kiilonféle fixdldszerekkel kezelt
és paraffinba dgyazott humdn endometrium-mintikban

Paraffinba dgyazott endometrium-mintakon kvantitativ
PCR-assay segitségével vizsgaltuk az RNS integritasat
formalin, aceton, illetve RNAlater fixalast kovetéen. A
valtozo6 hossztusagt GAPDH és 3-globin PCR-termékek
amplifikacids hatékonysaga nem mutatott kiilonbséget
az egyes fixaloszerek kozott. A 225 bp-nal révidebb
termékek minden minta esetében jol amplifikdlhatoak
voltak. Ennél hosszabb amplikonok esetén azonban a
PCR reakciok hatékonysaga jelentésen csokkent. A sejt-
mag és a citoplazma strukturdlis részleteit legjobban a
formalin drizte meg. A claudin 4 és claudin 7 immun-
festés ugyancsak a formalinnal volt a legmegbizhatobb.
Az RNAlaterrel kezelt mintdkban mind a festés intenzi-
tdsa, mind az eloszldsa egyenetlen volt.

Sense szalii termék szintetizdldsa
a T7T3 linedris RNS-amplifikdcids technoldgia segitségével

Kifejlesztettiink egy 1j linedris RNS-amplifikdcios
protokollt, amely sense szalt aRNS terméket eredmé-
nyez. Az elsd és masodik korben oligo(d)T,-T7 és (N9)-
T3 amplifikacids lépéseket kombindlva a kiindulasi
mRNS-t atlagosan 2x10*-szeresére sokszoroztuk fel. Az
amplifikacié utan az RNS-szakaszok hosszusaga 150
és 1,350 bp kozott valtozott. Az aRNS-mintdk, akar a
mikrodisszektalt, akar a fagyasztott mintdkbol szar-
maztak, a reverz transzkripcié és az aminoallil-reakcio
soran megfelelden jelolddtek, és a microarray-hibridi-
zaci6 soran jol detektalhatoak voltak.

A linedris RNS-amplifikdcid reprodukdlhatésdgdnak
vizsgdlata transzgén egér tumorokon

A T3T7 génamplifikacios metodika reprodukalhatdsa-
gat Myc és Myc/TGFa transzgén egerekben kifejlédd
majkarcindmék elemzésével validaltuk. A legaldbb
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kétszeres regulaciot mutatd gének expresszios értékei
igen magas korrelaciét (Pearson r=0,9) mutattak a meg-
ismételt amplifikacids reakciok kozott. Az amplifikalt
mintdkat a nem amplifikdlt mintdkhoz hasonlitva a
szignifikans gének szdma majdnem azonos (1036 vs.
1035) volt. A hierarchikus klaszterelemzés alapjan
megerdsitést nyert, hogy az amplifikalt mintdk az ere-
detihez nagyon hasonl6 (r=0,78) profillal rendelkeznek
és a genotipusra jellegzetes expresszids mintazatok az
amplifikdcié sordn megdérzddtek.

A HGF/c-Met-regulilt expressziés mintdzat azonositisa
c-Met kondiciondlis knock-out primer mdjsejtekben

Meghataroztuk a hepatocitdkban expresszalodo HGF/c-
Met tatvonal altal az atirodds szintjén szabdlyozott gé-
nek csoportjat. A c-Met kondiciondlisan kiiitott és vad-
tipust primer egér méjsejtekbdl kiilonb6z6 idétartamu
rekombinans human HGF-kezelés (0, Y2, 2, 12 és 24 ora)
utdn nyert microarray-adatok Osszehasonlitd elemzé-
se soran 690, c-Met-aktivalt expresszios profilt mutato
gént azonositottunk. A c-Met knock-out sejtekben vég-
bemend hosszu tavu adaptaciot pedig az a 67 gén rep-
rezentalta, melyek transzkripcids szintje permanensen
kiilonbozott a kontroll és knock-out sejtek kozott.

A c-Met-szabdlyozott gének funkciondlis elemzése
és szerepiik a sejtproliferdcidban, motilitdsban és oxidativ
homeosztdzisban

A HGF-szabélyozott gének funkcionalis genomikai
klasszifikaciéjat a Gene Ontology adatbazis és a jelat-
viteli utvonalak kapcsolati térképei alapjan végeztiik
el. Ennek soran megerdsitettiik, hogy a fél és két 6randl
észlelt azonnali valasz géneken (Egrl, Hmgal, MafF,
JunB) tul a sejtadhézidban, a sejtmotilitdsban és a sejt-
vaz felépitésében részt vevd gének (Fnl, Neol, Robol,
Cldn2, Arpclb, Capl, Nck2, Msn, stb.) alkotjdk a c-Met-
szabdlyozott expresszids mintdzat funkciondlisan leg-
meghatdrozobb csoportjait. Els6ként fedeztiik fel, hogy
a HGF-kezelés elnyomta szamos oxidativ stressz va-
laszgén, kozottiik az Nrf2 transzkripcios faktor és cél-
génjeinek atirddasat. Ezen adatok alapjan feltételezziik,
hogy a HGF/c-Met utvonal jelentds szerepet tolt be a
majsejtek homeosztdzisdnak szabalyozasaban.

A c-Met-indukalt expressziés mintdzatot mutato
humdn mdjrdkok azonositdsa komparativ funkciondlis
genomikai médszerekkel

A komparativ genomika mddszereinek felhasznala-
saval vizsgaltuk a HGF-szabdalyozott gének atirdda-
sat human hepatocellularis karcinoma-mintdkban.
Megallapitottuk, hogy az emberi madjrakok egy jol
meghatarozhaté csoportjaban (67/242, 27%) a HGF/c-

Met-célgének transzkripcids mintdzata megegyezett
a HGF-kezelt vad-tipust majsejtekében mutatottal. Ez
pedig a c-Met Gtvonal aktivacidjat feltételezi. A c-Met-
aktivalt expresszids mintdzatot mutatoé csoportot mas,
fliggetlen kutatocsoportok altal kozolt majkarcinoma-
és metasztatikus vastagbéltumorokban is azonositani
tudtuk.

A c-Met-aktivicié a mdjrakokban megnovekedett
mikrovaszkuldris denzitdssal és vaszkuldris invdzids
frekvencidval tdrsul

A majkarcindmékban vizsgdlt klinikai és patoldgiai
paraméterek koziil a megnovekedett mikrovaszkularis
denzitds (atlagosan 90,8+6,7 vs. 44,5+6,2, p<0,001) és a
vaszkularis invazié frekvencidja (x*=4,0, p<0,05) muta-
tott szignifikdns, pozitiv Osszefiiggést a c-Met transz-
kripcios mintazataval. Azon betegek tulélése (atlagosan
35,1715 hénap), ahol a tumor c-Met-aktivalt mintadzatot
mutatott, ugyancsak szignifikdnsan alacsonyabb volt,
mint a tobbi betegé (70,3+9,7 honap).

A c-Met-aktivdlt mintdzaton alapuld predikcids modell
83—-95% szizalékos pontossiggal képes a humdn HCC-s
betegek prognozisdnak megbecslésére

Végiil kidolgoztunk egy, a c-Met-expressziés mintazaton
alapuld predikcios modellt, amely képes a majkarcind-
mas betegek prognoézisanak megallapitasara. A legjobb
szepardciot biztositd 111 c-Met-célgén listajat 60 teszt-
mintan (30 MET+ és 30 MET-) hatféle predikcids algorit-
mussal végzett elemzéssel hataroztuk meg. A modellt
egy 79 mintabdl allo ellenérzd csoporton validaltuk. Az
igy létrehozott modell 85-98% kozotti pontossaggal tud-
ta a majkarcinémas betegek két, az atlagos tulélésben
jelentdsen kiilonbdz6 csoportjat azonositani.

MEGALLAPITASOK

1. A paraffinba 4gyazott mintakbol kinyerhet6 szo-
veti RNS integritasa formalin, aceton és RNAlater
fixalészerekkel azonos mértékii. A 225 bp-nal révidebb
RNS-szakaszok az archivalt mintabdl hatékonyan
felamplifikalhaték. Az immunhisztokémiai festések a
formalinfixalt mintakon megbizhatébban mukddnek,
mint a két masik fixaldszer hasznalata esetén.

2. A linearis amplifikacié atlagos mértéke a T7T3 mod-
szer haszndlata esetén atlagosan 2x10%, az atlagos
termékhossz 150 és 1,350 bp kozott talalhatd. Az
aRNS-termékbdl anti-sense szalt, aminoallil-jelolt
c¢DNS-minta szintetizalhato.

3. Microarray-elemzés soran a T7T3-amplifikalt min-
tak jo korrelaciot mutatnak mind a technikai repli-
katumokkal (Pearson r=0,9), mind a nem amplifikalt
mintakkal (Pearson r=0,78). Az amplifikaci6 soran a
majtumorok genotipusara jellemzd expressziés min-
tazatok megdrzddnek.
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4. A HGF/c-Met utvonal aktivacidja egér primer méjsej-
tekben a korai vélasz gének mellett a sejtadhézidban,
a sejtmotilitasban és a sejtvaz felépitésében részt vevd
gének expresszidjatindukalja. A c-Met ttvonal megha-
tarozd szerepet jatszik az oxidativ stressz valaszgének
regulacidjaban. A c-Met-knock-out hepatocitakban 67
gén expresszidja permanens adaptacios kiilonbséget
mutat.

5. Az ortolog HGF-indukalt gének expresszidja a human
majkarcindmaékban illetve méjmetasztdzisok egy
csoportjaban a c-Met aktivacidjaval megegyezd min-
tazatot mutat. Ezen tumorokban a mikrovaszkularis
denzitas (atlagosan 90,8+6,7 vs. 44,5+6,2, p<0,001) és a
vaszkularis invazio frekvencidja (x>=4,0, p<0,05) szig-
nifikdnsan megemelkedett.

6. A c-Met-aktivalt mintdzaton alapuld predikcids
modell 83-95% szazalékos pontossdggal képes a
human HCC-s betegek progndzisanak megbecslésé-
re. A c-Met-aktivaciét mutatd betegek tulélése rovi-
debb (atlagosan 35,1+715 honap), mint a tobbi betegé
(70,3+9,7 hénap).
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