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A huszadik szazad masodik feléig a gének funkcidjanak és szabalyozasanak
tanulmanyozasa egyedi gének |épésrdl |épésre torténd vizsgalatan alapult. Tekintve, hogy
egyre tobb organizmus genomjanak szekvencidja valt és valik teljesen vagy részlegesen
ismerté, szamos Uj technika fejl6dott ki, melyek a génm(ikddés szisztematikus vagy egyedi
analizisét teszik lehetGvé. A 2000 Sta a Szegedi Bioldgiai Kozpontban m(ikodd Funkciondlis
Genomika Laboratdrium tébb platformon is lehetGséget kindl génexpresszié egyedi vagy
szisztematikus analiziséhez, nukleinsavak (RNS, DNS, miRNS, vérben cirkulald sejt mentes
cfRNA) valamint DNS metilacié kvantitativ analizisére. A laboratdrium részben kiszolgald,
részben kollaborativ alapon mikodik. Szamos egyluttm(ikod6 partneriink van mind hazai
mind kulfoldi intézetekbdl. Az aldbbi technoldgidk érhetdk el a laboratériumunkban:

1. DNS microarray technoldgia

DNS-microarray technoldgia segitségével az egyes sejtekben egy adott
id6pontban jelenlévé géntermékek (a mRNS molekuldk Gsszessége) egyetlen
|[épésben analizalhato, igy az adott sejt teljes génmiikodési mintazata egy adott
id6pontban meghatdrozhaté. Nyomon kdévethet6k a sejtek kiilonb6z6é hatasokra
torténd (pl. gyogyszeres kezelés, patoldgias folyamatok) valtozasai, lehet6vé valik
Uj biokémiai utak felderitése, gydgyszerek hatdsmechanizmusainak nyomon
kovetése, fizioldgiailag eltérd allapotokért (pl. betegség esetén) felel6s gének
felfedezése, ipari folyamatok optimalizdldasa. A technolégia alkalmas mind
genexpresszos valtozdsok nyomon kovetésére, mind miRNS valamint metilacids
mintdzat elemzésére. Laboratériumunk az Agilent cég hibridizaciés rendszerét
optimalizdlta és hasznalja a mddszerhez sziikséges Osszes magas szinvonalu
eszkozzel (Agilent konfokalis |ézer szkenner) és az adatfeldolgozdshoz szlikséges
szoftverekkel (Feature Extraction és GeneSpring analizalé és klaszterezd, valamint
statisztikai analizis programok). A cég katalégus lemezei mellett a rendszer
alkalmas olyan chipek tervezésére, melyeken egyszerre 2, 4 vagy akar 8 hibridizalas
is elvégezhetd, a lemezek feliilete adott elrendezés mellett barmely faj barmely
szekvenciait (akar sajat tervezés, akdr az adatbazisban elérheté szekvencidkat)
tartalmazhatja tetszéleges szdmban. A tervezés a cég sajat honlapjan keresztiil
online torténik.

2. Valds idejii PCR (gPCR) technolégia

A real-time PCR technika nukleinsavak (DNS, RNS) abszolut (ehhez azonban
ilyenkor kalibracids gorbe felvétele sziikséges) és relativ kvantitativ vizsgalatara ad
lehet6séget. Alkalmas génexpresszids vizsgalatokra, kdpiaszam meghatarozasra,
DNS microarray, RNAseq, ujgeneraciés (NGS) szekvendlas kisérletekkel kapott
eredmények validaldsara, illetve polimorfizmusok, SNP-ék detektdlasra. A mddszer
a PCR technikdn alapul, a szintézis lépés utdn minden egyes ciklusban a gép
detektdlja az aktualisan jelenlévé kett6s szali DNS-hez két6d6 fluoreszcens festék
(SybrGreen mddszer), illetve a bekot6d6 jelolt hibrizidald prébdbdl (TagMan
préba) szdrmazo fluoreszcencia intenzitdsat. Ez a fluoreszcencia intenzitds aranyos
a reakcid elegyben jelenlévé DNS mennyiségével alkalmassa téve ezt a mddszert a
kiindulasi DNS mennyiségek meghatarozdsdra. Laboratériumunkban a Corbett
Research RotorGene 3000 real-time PCR gép m(ikodik. Egyszerre 36 illetve 72
minta analizisét teszi lehetévé maximum 20ul reakcid elegyben. A 72 mintahelyU




rotorba specialis 100ul Grtartalmu, négyesével dsszehegesztett milianyag csévek
sziikségesek. A sikeres kvantifikalds egyik legfontosabb lépése a primerek és a
proba koriltekint6 megtervezése, az adatok megfelel6 interpretaldsa.
EgyUttm(kodéses alapon vallaljuk az 6sszes kisérleti 1épés megtervezését és
kivitelezését a primer tervezéstdl az adatok kiértékeléséig.

Digitalis PCR (dPCR) technolégia

A digitalis PCR olyan PCR alapu technoldgia, mely lehet6vé teszi nagyon kis
mennyiségl nukleinsav abszolut - a QCPCR relativ mennyiségi meghatarozasaval
ellentétben - kalibracids gorbe nélkuili, mennyiségi analizisét nagy pontossaggal. A
reakcié elegy nanoliteres szétoszlatdsaval elérhetd, hogy egy -egy reakcid
egységben egy illetve nulla templat DNS keriljon, igy megfelelé Poisson korrekcid
és statisztika utan a reakcid elegyben lévé molekuldk szama meghatarozhaté. A
maodszer rendkivil érzékeny, igy alkalmas egysejt genomikai munkakhoz,
képiaszam meghatdrozashoz, ritka szekvencidk, mutacidk, allélek kimutatasara
alap és klinikai kutatasokban, biomarker illetve diagnosztikai kutatasokhoz
(vérben kering6 sejt mentes nukleinsavak, cfRNS, miRNA). Laboratériumunkban a
BioRad cég QX200 Droplet Digitalis rendszere m(ikédik minden sziikséges
hardware és software hattérrel optimalizalt koriilmények kozott.



4. RNAscope in situ hibridizacié (ACDBio)

Az RNAscope technoldgia egy forradalmian 4j in situ hibridizaciés médszer
specifikus RNS molekuladk intakt sejten belili kimutatasara. Kimagasloé specificitds
és érzékenység valamint kvantitalhatdsag jellemzi a kilénleges préba
tervezésnek kdszonhetben. A Z alaku probak alsé szakasza (18-20bp) specifikus a
target szekvenciara, amit egy 6sszekot6 szekvencia rész a felsé (14bp) farok
szekvencidhoz kapcsol. Két egymas mellett szorosan kapcsolédd Z proba
egylttesen formal egy 28bp hosszu szekvencia részt, amelyhez egy jelsokszorozé
rendszeren keresztiil fluoreszcens festék kapcsolédik. A kiemelked6 specificitast
az adja, hogy csak két egymds mellett hibridizalé préba képes fluoreszcens jelet
adni. A médszer mind frissen fagyasztott, mind fixalt, fagyasztott, mind paraffinba
agyazott mintdkon mukodik. Lehet&ség van akar 12 préba egyidejl hasznalatara,
igy adott pillanatban egy metszeten 12 génexpresszids minta detektalhaté. Ez a
madszer kivald az egyéb kvantitativ modszerek validalasara, kiegészitésére.
Laboratériumunkban az ACDBio cég RNAscope rendszere mukodik.
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Citometrias Egység

A tobbsejtl szervezetek miikodéséhez kiilonb6z6 funkcioval rendelkezd, specializalt
sejtek 6sszehangolt mlkodése sziikséges. Ennek az egyensulynak az eltolédasa vagy zavara
szamos betegségben megfigyelhetd. A sejtek bioldgiai funkcidit dontd tobbségben fehérjék
végzik, igy nagyon fontos, hogy sejtszinten tudjuk vizsgalni a fehérjék kifejez6dését. Erre
alkalmas, a mar tobb évtizede elérhet6 kutatasi technika, az aramlasi citofluorimetria, mely



fluoreszcensen jelolt antitestek segitségével detektdlja a sejtek sejtfelszini és/vagy
intracellularis fehérjéit. Jelenleg egy BC Cytoflex S (4 lézer), egy BD FACSCalibur (2 lézer)
analizatorunk és egy BD Jazz (2 lézer) sejtszorteriink van. Azonban az emisszios spektrumai
bizonyos fluoreszcens festékeknek atfednek, igy csak néhdny fehérjére korlatozédik a
vizsgalati lehet6ség egy mintdban. Ennek kikliszobolésére sziletett meg az egysejt tomeg
citometria, mely esetében a vizsgalni kivant fehérjét felismerd antitestek stabil és min. 96%-
os tisztasagu fémizotdppal jeldltek. A detektdlds az egysejt tomeg citometria esetében a fém
jelolék tomegének mérésén alapul, ezek tomegei nem fednek at, igy nagysagrendileg tébb,
kb. 42 marker egyuttes vizsgalata lehetséges egy sejtbdl. A tomeg citométer Magyarorszagon
egyediilalld technika a laboratériumunkban. Nehéz fémizotdpokkal konjugdlt antitest
koktélokkal (n=akar 42 marker/minta) n-dimenzids térben komplex egysejtszinti
bioinformatikai analizist (viSNE, FlowSOM) végziink.

Vizsgalataink kézéppontjaban az immunrendszer aktivacidjanak és szabalyozasanak a
zavarai dllnak, ezért human vér és szovetmintdkon fehérjeszintli sejtes és molekularis
vizsgalatokat végziink. Nagy felbontdsu egysejt tomeg citométerrel immunfenotipizaljuk a
human periférids mononuklearis vagy kilonb6z6 szovetekbdl, pl. human primer
adenokarcindmabdl izolalt sejteket.

Bioldgiai mintanként (paciens vs egészséges kontroll) bioinformatikai 6sszehasonlité
elemzést (Cytobank, Astrolabe, GemStone, Kaluza) kbvetéen az egyes alpopuldcidk dsszetett
expresszidos mintazatat kiértékeljik. Az egysejt alapu fehérje vizsgdlati mddszerek mellett
folyadék biopsziak szolubilis mediatorai mennyiségi meghatarozdsa érdekében Luminex
(MagPix) és Legendplex (Biolegend) technoldgidkat allitottuk be. Molekularis profilt irunk le,
mely felfedheti az egyes patoldgiakra (rheumatoid arthritis, adenokarcinéma, COPD) jellemz6
mintazatokat, potencialis terapids célpontokat vagy Uj diagnosztikai markereket. A
patogenitassal asszocialt jelatviteli utak feltérképezése érdekében immunaktivaciot jellemzé
funkcionalis vizsgalatokat allitunk be, ahol immunmoduldlé gydgyszerjelolt molekulak
szlirhetdk.

F6bb kutatasi témaink

e Szisztémas autoimmun (RA, SLE, SSC) betegségek multiparaméteres
immunfenotipizalasa

e Egysejt tomeg citometrias jellemzése a llI- tipusu diabetes gyulladasos
szov6dményeinek

e A PBMC-ék és plazma fehérjék vizsgdlata stabil ill. exacerbdlé COPD-ben témeg
citometriaval

e Azintratumor heterogenitas nagy felbontasu vizsgalata human primer
adenocarcinomadban

e Avelesziiletett immunitds vizsgalata Drosophila melanogaster mutans hemocitakban
egysejt témeg citometrival

o Gybgyszerjelolt molekulak egysejt szint(i hatasvizsgalata egysejt tomeg citometriaval



A citometrias egység mliszerei

Egysejt tomeg citométer (Helios, Fluidigm): 130
csatornas citométer, melynél az antitestek
stabil, monoizotdpos fémekkel jel6ltek, jelenleg
egyszerre 42 fehérje vizsgéalatara van lehetGség
egysejt szinten. A biolégiai mintak complex
analizisére Cytobank, Astrolabe platformokat
haszndlunk.

Beckman Coulter Cytoflex S fluoreszcens
aramlasi citométer: 4 |ézerrel (405 nm, 488 nm,
561 nm, 638 nm) és 96-os microtiter tdlca
automata minta adagoléval rendelkezd
analizator. Az SSC és FSC csatornak mellett
egyidejlleg akar 13 marker vizsgadlhatd egysejt
szinten. Az adatkiértékeléshez a Cytexpert
szoftver mellett a Kaluza programot hasznaljuk.




Beckton Dickinson Jazz fluoreszcens aramlasi
citométer szorter: 2 lézerrel (405 nm, 488 nm)
rendelkezé kétutas sejtszorter.

Becton Dickinson FACSCalibur fluoreszcens
aramlasi citométer: 2 lézerrel (488 nm, 633
nm) rendelkezé analizator




Luminex MagPix: multiplex, magneses gyongy
alapu fehérjék mennyiségi meghatarozasara
vald m(iszer. Maximum 50 fehérje vizsgdlhato
mintanként és 80 minta helyezhet6 egy 96
lyukd lemezre. Az adatkiértékeléshez a Milliplex
szoftver elérhetd.
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