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1 R¥VI DCTESEK JEGYZEKE

5-Aza - 5-aza?2 -@ezoxicitidin

5-FU - 5-fluorouracil

ACTB-b®t a aktin g®n

AD - adenoma

ADP -adenozidi f oszf 8§t

ATP -adenozirt r i f osz f §t

APC - adenomatoupolyposis colig ® n

bcDNA - biszulfitk onver t 81t DNS

BCIP - 5-b r -4+kloro-3 4ndolil-f os z f 8§t

BRAF - B-Rafg ® n

BS-PCR-biszulfits zekvens8l - polimer8z | 8ncreakci
CA7 - karbona n h i d r Gamong @ihydrase V!

CCD-t ° 1 t ®k ®s a (Clai®dcoupled device

cDNS- komplementer DNS

CGI - CpG sziget (CpG island)

CHI3L1 -k i t i-:Ber B CHitinagekaike 1)

CIMP-CpG szigeteket ®rintR region8lis hiperm
CIN-kr omos zZommglaibs | i t §s

COL12A1-k ol | ag®ng®h!l , al fa 1

COX-2-ci k|l oo-2g ®@ren gz

Cp-8t°or ®si pont (crossing point)
CpG - C-G dinukleotid

CpG-sziget- CG dinukleotidbangazdag szekvencia® g i

CRC-v ast agb @blaextgl aancan)

CXCL1 - kemokin(C-X-C mo# v Yligand 1

CXCL2 - kemokin(C-X-C mo# v Yligand 2

DAB - diaminobenzidin

DNS - dezoxiribonukleinsav

DNMT -DNS metil transzfer 8z
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ELISA - enzim kapcsolt mmu n a b sz ioz p@r&ymalinked immmunosorbent

assay
emPCR-emul zi - s polimer8z | 8ncreakci
EtOH - etanol

GAPDH - (glicerinaldehid3-f o s-d £ 8t dr o g egy&maldehydemphosphate
dehydrogenage

GEO - Gene Expression Omnibasd at b8z i s

GREML1 - gremlin 1g ®n

HRP-t or ma peroxi d8z (horseradish peroxidase)
FAM - 6-karboxifluoreszcein

FAP-f ami |l i 8ris adenomatosus polyposi s
FFPE-formalinf i x 81 t, paraffinba 8§gyazott sz°vet
FIT-i mmunal ap¥% sz ®kI| et \F&al tmamunbchdmdiesyme gh at 8r o
FOBT-sz ®k | et v ®r t ar tFRedaloculmBiogdheatt 8 r 0z 8§ s (
HNPCC - herediternerp o |l i posi s komaorekt 8l is karcin

IL1B - interleukinl b®ag ® n

ILIRN - interleukin 1 receptor antagorast g ® n

IL8 - interleukin 8 ® n

IVT -invitrot r anszkri pci

K-ras - Kirsten rat sarcomg ® n

LNA - lakatolt nukleinsavl{ocked Nucleic Acidl

INcCRNSThossz-k- dem- RNSodhgRNA)g non

LCM -I®zer mi krodi sszekci - (Laser Captured Mi
MBD1 - metil-CpGk °© t R d o ma imethyf Cp®Gb@nding elomain grotein 1)

MeDIP-met i | 81t DNS i mmunprecipit$8ci

MeCP2- metil-CpGk ° t R fnmethyRGp kindiQg protein 2)

MgCl,-ma g n ®-klaoridi m

MIRNS - mikroRNS

MMP3 - m &rix metallopepti@ 89 ® n

MMR -DNS hi bajav2t:- rendszer (mismatch repai
MS-HRM -met isPerci fi kus ol v a-HighsRpsolution Meltinggmz ®s ( M
MSI-mikr oszatellita instabilit8s
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MSP-met i | 8ci - specifikus polimer8z | 8ncreakc
MSSTi mikr oszatellita stabilit 8s

NAT - tumor melletti® B z °© wanmal ti§sue adjacent to turor

NaOH-n § t rhidroxid

NBT - 4-nitro-blue tetrazolium

OCT-f agyasztott be8Sgyaz- anyag (Optimum Cutt
p21WAF1-ciklin-f ¢ gkgiRn 8z i nhi bi tor 1

PAM - PredictionAnalysis forMicroarrayss t at i szt i kai el emzR m-dsz
PCNA - proliferating cell nuclear antigen

PBS-foszf 8t puffer (Phosphate Buffer Saline)

PCR-pol i mer 8z | 8 nc rGhainReaction) ( Pol i mer as e

PPi-pi rofoszf §t

RIN-RNS integrit8si sz8m (RNA Integrity Numb
RN18S1-18S ri b®RN omS81I| i s

RNS - ribonukleinsav

ROC-Receiver Operating Characteristic g°rbe

romipercenk®nti fordulatsz8m (round per minu
RT-PCR-val -s idej T pol i mEme®PER)l §ncreakci - (Real
SAM - Significance Analysis of MicroarrastatisztikailemzR m- ds z er

SAM - S-adenozimetionin

SLC7A5-SLC7 @ ®ma b. §agja(Solute carrier family 7, membej 5

Tm-ol vad8spont (melting temperature)

TMA -s z°wmetr oar r glyssumMickcaizag)r

TNM -daganat st8dium beoszt§s

UC - colitis ulcerosa
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2 BEVEZETES

21Avast aggd® et tani szerkezete

A vastagb®l f®e | aSdsavt8ah g & s z&2 VK ®d c s BtsoraB b - |

em®szthetetl en sal akaniyad unk8n vivlia&graaggb &lut
me gk ° z ell5mt Rlae g ®l csat or na8cBhitAm®raRsjtea gdt®ll a gvoaskab
(coecum), felszsgl | - (col on ascendens), har
descendens) v asttlagb &lcrod,ons zsiiggpmd deum) ®s v ®
[1].A vasfalda@gb®Im sz°vettani z@tke car eb ®d ¢ | [°unm et nhee
hal adva: 1. tunica muowvS§hb (&gt kpltel®list va) ,

mucosa (hg8mr ®t eg) , l ami na propria mucosae
muscul ari s mucosae ( mi rriGgtyeedRebiricasuimacosao z - iz
(mucosa al atti k°t Rsz°vetes r ®teg) ®s a 3

hosszanti [1].2A2 mre®@t®sweigeeasb Pl | | e my I, k ahhoSgryt y a
h8&§mr ®t eges ke ¢y T anjlandd propria michsae®t ¢ o &Rdi k, az
2 gly®trej °vR m®l ked ®It8 k z g 8\b ebrefl glzln° t Rez°%°vet es
|l aza rostos k°t Rsz°%vet, amel yet a kript8k
tov8bb8 i mmunsejtek (g@sahumborct 8BR) makkot 8
h8mr ®t e g ®t a kri palg8hkkeolny elz kleRisde-j it 2eZk8 | a Isaakn?2 t | 8
amel yek di fferenci 8l -d8sukkal p8rhuzamosar
v8ndorol nak, ahlméndRarelt 8§ ®msagpjStedolakdqe@héell B sej t ek Kk
differe nci 81 - d&talka g-6msagadp 5m%|l va | ev8l nak. A sejt
eg®s z&lRlgeepsot ban dinami kus egyens¥ yban wvan
el hal - sejtek mennyi s®g®vel. Azonban ha ez
a9 | ok8lis sejtszaporul at ok, kit¢zemed®se
kialakult polipok a daganatf®pzRd®s ki indul
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Tunica mucosa Tunica submucosa

1. 88hbrvwastagb®l sz°vettani szerkez
22Vastagb®l d&@anat ok (
221Avast agb®l| cdpg alreanti @k - gi §8j a

Magyarorsz§8g vil 8gviszonyl at ban vezetR a
megbet eged®sek ®s sz 8dheS8gta ntad kisp Ehtaghndtbso z § s
megbetege@®m8eka emagyare f® rfiak az el sR, a
helyen lin@k. [3, 4]. Egy 2012ben k®s z ¢ | ér ifretl m®&r @|asstzr oi nt
daganat ok el Rbanred ul®§ KRa tEUr |l 2§, pmelgbsurll § sat
vastldagapba®g y a k o ra ba8l gka8 n i 0 r viszoBylp@ lalacaony (pl.

Al bgnilo8MEA0 f Rre3 vfe®r ft ivne2Rgs k1°1z ®pR)eur - pai or s
haz8nkzZ a®ledmt 2v magas el Rfordul 8sionar 8ny
100. 000 f8Rr ef ®ureftiP 2Gvse 8A am&Rgy ar popul 8ci - ban
nNnRkben eagytf @Rt 8k v ast g ag medggyakagibbn daganatos

megbetegd ®[8]. Haz 8nkbanni onnawnadted g s@ledza8giesm at o0 k
mor t eelgiyta&ns8wme k vR 8§t e mB@iberia magyar | akoss§8g
7600vastagb®t daganhet d@saghdEQ tt ¥ a BAREObéne t

m8az Y onnan di-lkage 080D R&s8 | Sha0O0EeD eesgeitakz t r § | t
[5, 6].
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28brmvast agbh®l daganatok inci da20t28j &@&vi Apum®s
fel@mataal apj AnF&blkray ®s mumk adtoSk2@savid, lat apj 8n

222Avast agb®l &ka @d reektud I8 s

A vastagb®l dagamaa¢ g®s zlsi®alea k ban & sRagabgebn®l NhR§ m
folyamatosan fel hal moz-d- mo | ,e kame&lry si wt§é n z
kut at 8s A 8kilgaysaszi kus, Feahem ®2Vdgaealogdtedil n s
ewastagb® hgmb- -1 ki i mduékaBBubdkEEeoke BRs®RR@gIy (
kor ai , magdehomakr@skRme ge |l Rz R 8l |l apotokon 8t
adenokarciom8 v 8 @7] (a3k.ul8br a)

Egészséges
epitélium
Aberrans
kripta Genom
APC fokusz f) instabiltds
o
adenoma

KRAS

BRAF /k’
SMAD4 -
TGF- B-RIl
ps3 ‘

3. 8§ Yogedstein modell Az 8bra Mudassar ®s munkat 8r
k ®s 8, | t
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Az eredet. model | sz8mos tov §hHRkahbeaul m§r
Vogelsteinmo d e | | r R al kotott Azledyi®pzced ROgysass f or m:
vast agbk@timmead enneom csak a t utzwls8 rpiosihafes kd -t y b L
egy®b r8kmegel ReRe8bEkapbDs ok biskh zf ¢eg {9].Fdchleitp o k b

vastagb®l h8m norm8lis homeejszetgzt s@8si®sf aal
k¢l ©ngbe®nzeR i kai ®s az kepigené&ébhnk&iontobya@®ato
fent . A szab8lyoz8si folyamat ok megvsg8ltoz§g:
el Ri d®zni , amely a konttdohl 81 atzlaavnar s e j tno sa

sejtszaporul atot eredm®ny&tz ¢ | °An bwwazsRt angdl|®d kduwal
v8l toz8sokezekoahap] 8k KRYPZ2RdPR RvdzuenoR genet
epigenetikaii nst abi |l it 8ssal rkesn d® eal bk emzZkR engaiRgb:laip ot o k
kat eg- rkir®bmors za mat (CInN)t andudskaielt &s | nS(MSIhi | it §s
ut - bkai DN met i |l 8ci -s szab8lyoz- rendszer hi

2221Geneti kai instabilit§gs
222. 1.1 Kromosz-Cihp instabilit8s (
A kromosz: - maag ainmd tt 2lpiulsoddra jell emzR, hogy

kromosz: - mak®s z | e t(@neuploidiaj & n wimorok esejiekegikakran

megsokszoroz-dott kromospoma plsaiedied v ®n At mk
vagy t °bbsz°rélseml ®v R kr oko s zg-enmaosnzi a k aisrzst ab i
eredm®nyeznek, b i- ziolnlyeotsv e g ®neelke | méglul 81 - d 8 s
tumor szuppr ess ARCapiB®@aIMADIK ®negk atveszt ®s ®t i
ez a folyamat okozzg10]. Az APC g®mut §ciasjtaglv®l daaganat oKk|
leggyakrabbakk i mut at hafAz ABCS Qg®B ® s Rabemsa b-katepin

®aGSK-3 b feh®r ) ®k kel k ®pkat ekompdegebd8ame]| § he
APC f eh@rij& nya&d v-khlt eni n feh®rj e n esgzaltnldvk r e g u |
sejtoszt - -d8gst szabsglyoz- Wn tE z %1l D-Bateninia kontr
feh®rj e mennyi s®ge megnR, m@padl yan sg@Pnméag
transzkripci-j8t IindukS8VEGR, ®amal gekt pz odmn g i
ciklin-D) serkentik [11]. A g ®n cs?2rasejtes mut 8ci - a a
pol isgFAR)szn dr - m8t,ap k ®@brd teg®tkent®] k sor 8n t°bb s
megj el en®§flE. AjpsBapemz Rzi sban szerepet | 8tsz:
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mi sszensz mut8ci -t k°vet R Kk[L3}h AMBEMAD4@®sa adel ®c |
TGFBR2Zmut 8§ci - ja edpyavdmil ai n&kKti v8ci - -j 8t oko
kial akul ged&l| esae&enomai hi gh grade dyspl asi a
p8r huzamol[84.ABACt( @zt ed in colorectal cance!]
hoss z & hdyazkgdik ellel nevez®s,e Rhogy wdasattagb®l dag:
gyakran del ®ci - val i naktiam@lt §diada®z aeniR a
rendel | e[i®ss®geket

A Vogel stein modeilsl tala8zt sgmehamernige agg et ®s ml 2t e
v8ltoaz8s@k megaeomRkiRanadienn |lddmomzRema IiAnst ab
mol ekbhBeBtt@rms 81 | - debetahcamki wgins k¢l sR t ®nyez Rk
stressz, a DNS telom®ra r°vid¢gl ®s ®s a dag
DNS hi pome[l6 178 Ai vassagb®l dmgabhetolk &m%eqg:r
sorofl§.at -

222. 1.2 MikroszaWM8l | ita instabilitgs (

A m8smdl kk ul?fpruiasd/an . mi kroszatellita i nstab
C S 0poaQR 8sktakne g k °© z e 15%a tRtozkd@ csoportonnan kaptae v ®t
hogy &  %n . mi smatch repair ( MMR) hi bajav?t:
enzimek)e | t ®r ®sae i g emoambtan t al 8l hat - revid i smé¢
mi kroszatell it 8k Azs MNRnendseee tagjsd lolyaohziibka.j av 2 t -
enzimk, amelyekf el i smeri k ®s jav2tj8k a DNS repli
| ®t rej°tt inszerci-kat, del ®ci -kat ®s hi b§s
Az MMR rendszer C°akeredi tienrakvasftcagh@l dagal
fajtBgs8t¥n. Lynch( HNPICE8Jd r - en8 §18]m @meflyben i

leggyakrabbarazMLH1 ( 50 % gy ad&MBH26 89 Y%, gyako MBH68g) ®s
(10% gyakorisgg) g®nBRE. Amut8Sictialig§njoslaine mezas
mikrosztellita marker amely alapj8n a di agBAT26i st fel
mononukleotiok ® @ D5S346,aD 2 S 1 2 8D1®5250 dinukleotidokE z e k  al apj 8n

megke¢l °nbeztet¢nk mikroszatellita stabil (N
eseteketazut - bbi kateg-ri 8t tov8bhh 8bvpaiHvd MaEk Vv
v i z snpikdrekt © bnoint 30%a mutati nst abi | it §8st) ®s az al a
(MSI-L, a v i zmargeiek kevesebbmint 30%a mutati nst abi | i t 8§8st) re

10
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daganatokatAz MSI-H daganatokban leggyakrabban MtH1 g ® n  mut 8ci - j a Vv
prom-ter hiper mMéSH2gI®Nc imujtas cii [2]].eat jee | d zz mz R

A daganatf kil RdBs2®gjRa afke | a figyel met az a
daganat Br o messabml it §st mutat, akkor mi kr a
[22. A betegek t ¥l ® ®s e s z einstoldagangtok- bbb a mi k|
progn-zi s¥nak tekinthet Re kCRC asetekf23]. & kr omo s
mikroszatellita nga bi | i t 8§ s ki aleajk-ull 8§ Smamzk t NiNR t @®n e k
inaktivgl  -d8s8maly j?Phri®thet mut8ci - -val var
MLH1hi per mdga4i | 8§ci - )

2222Epi geneti kai instabilit8gs
22121IDNS metil 8ci

A DNS metil 8§ci -t e®gyrRtkRyRamR DINSIos2t 8s, mel vy
pirimidin 9y Tpfig@®mek ®BR sz®natomhoz metilc
m?2 gnaga anukleotd szekvenci a v 8§ |At wlyamatdt eanDNSnar a d .

metiltranszfer8z csal 8dba tartoSadenaihzi mek (¢
metionin (SAM) metdd onor | ek anh & RE2BH.8Ne jnBekt i | §ci - c®l po
genomban ,ielllsezt-wvet am®@h &ny r ®gi - ban sidfok Tbben e

CpG szigeteknek nevezzg¢k a Cpsedinakiaotidakz o n S Zeé
| egal 8-bsha r & O Yamrmak jelen.A CpG szigetek mgt al 81 hat - ak a

g®nek k°r ¢l bel ¢l fel ®ben, gyakran a transz|
r ®gi @y, k°zvetl engl szerepet j 8t szanak

szab8l yR@.8sB8bmatil csoport kapcsod -d&lktaoreqghkr
bek°t Rd®s ®t fizikailag akad8l yoCps&a°t mM8sr ®s
dom& n e | rendel kezR Beh®Wg ®k2) ( prileé¢ z MBvDalll - D N ¢
kapcsol - d8s 8t , amelyek tov8bbi feh®r j ®k t ol
adot g ®WtnZra §23]. Emel | et t a k¢l °nb°zR feh®rj ®
kromatinstruktYra i s 8trendezRdi k, a | aza

heterokromati kus [R8&rma v8lik jellemzRv®

11
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Egészséges sejt

nn (] (] © @0 |0 A 9 00 Q (] °
I “ 1[—; L - AETT | ‘ r~ JE—I H | ’ ’L‘EZ I [y )
! 1 63} ' —_— =
Tumorszuppresszor gén promoéter CpG szigettel oo :
4 pp : & ’p P . 5’ szabalyoz6 régioban hipermetilalt szakasz Reneng lencunk
Nyitott kromatin struktira transzpozon
Tumorsejt l
° mq-)& el o) : - I ‘ °
‘ ‘ = f -5 ‘ 5 ‘ |l v‘r;—\ !’ r%\ l '——':—E}-

CpG sziget hipermetilacié

ZArtlkromatin strukeara 5’ szabalyozo6 régiéban hipometilalt szakasz

| }

Belépés a sejtciklusba
Apoptozis elkeriilése
DNS repair rendszer hibai

Imprinting elvesztése
Megvailtozott génexpresszié
Genetikai instabilitas

Angiogenezis Endoparazita szekvencidk
Sejtkapcsolatok elvesztése aktivalodasa
r \ Daganatképzodeés /
Nem metilalt CpG © Metilalt CpG

4. §MArDaNS met i | 8ci - s szab§8l yadumdejtekben/Ay a mat a
tumorsejtben a tumorszuppresszor g®nek hi g

ezknekag ®mekk r ans z kr i pcdi8-ss§8 hiorza kvteizve§l. A daganat
gl ob8lis hipometil 8ci - is jellemzR, amel vy
szalg | yoz §s al - | vra® v-®n f eal kst zi avb8al d- udl n8ask ®s gen

eredm®nyeznAdk. SHstellar®@x olman8r s ai al a&kpgs&ng,l tm- d
[29].

A metil 8§ci - s szabs8lyoz- rendszer al apve
szervezetekben. Szerepet j 8tszi k az egyedf
sziget demeitmpI8d it §c¥hn.s pdreeme taa dmBripgenesis 81 | ap

bl astula st8di um8barmeraltadtnts, e momoredmeitdi § gic i

folyamattal kialakul az egyessegjt | | et ve sz°%°vett2pusokra jell
amel ynek megRrezn@nstGRa®rttf eanzb|Rt.RBical-- gi 8s 8l | ap:
genomban el Rfordul - CpG szakaszok demetil 8]

g®nmTk®° d®s szab §l®nz § spSrboamm- .te ¢ he k lye@pce d R
dinukleotidoknakme gv 8| zeredétiaz ° m et speci f$ kmisntm®z atl 8c ¢
cs°Kkkeagyftkezhatiaa z adott g®Az ki gy jvakgRidWwWsl@itk .t i v 8

12
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g®nek funkci -tozhat heg &z;agajt Regtnsorgmi8d t o o n BNSg ®n e k
metil 8ci -is fgeSltsl z8sb hadlu-VI&@ saumor szuppreasszor g
egyatr@mdr k @predRuWkEBHIt h a t

22121IDNS metil 8ci -s rendszer hib8i

A genomi instabilit$§gs mel | ett az epigene
ki al 8hkzwézéisnek.
Az RRbetel Rrehal aadbte8vra8ln smeDgNSe IneentR | 8ci - s mi n

gyakorias §ngea f i gzgrietle@yseemagasabfB31]. Az i |l yen, Yagy nev
korf ¢ggRviBdttiolz8sio-kss k ? mi®pifameteinlo§nc,im8§ s n®s ek e d G
az ezzel pf8erlhguRpaBRpoescai nf DNSins pelranlke § i iI[RJci - tart

A szab8lyozott g®ndaRetkosii gngdRrzBNXS amatpij I8&Hci -
(agerelated pl. ER MYOD [31]) ®s daganCatzpmesdiifliSlkcu s t mut
(cancerrelated pl. p16(INK4A, MLHL, TIMP3) g®kR®®bportos?2thatjuk

Afentitaberr 8ns metil 8ci-s mint8zatok kialakul
®rvenyesgkbebt taan enxkhoe@saeltstkkenve makeod®
tumorszuppr esygZzagar oske j H &tn&®an t akkumul 81 - d- €
nagy valelszé¢eedZes®yggk kontroll 8l atlan, dagana

A DNS metil §ci - s daganamianme gv § Irteonzdostzter mT k ° d
eredm®nye az eg®sz genomra kiterjedR c¢cs®°kk
hi pometil 8pBfr h@®Wsanegemmbm bi zonyos r®szein,
szab8lyoz- r®gi -j 8ban bek?©®ve{3R.eAz Rg Iroebg8iloinsg |
hi pometil 8ci - k r o vatammiz retmotranszpozsok @ b i lointkYt®,n e k
aktivs8l 8§8sB3.Tokotr hat®jsa mubek egy dyars GRC cshp@réb®
azonos?2tottak, amel yben bi zonyoeket@®nek eqgy
sziget mei | 8t or% f (@lcdéAyp ok na k neXx €MMP®ko z et 2 v
daganatok a k°vetkezR tul ajdonsi8&gRosk kkbr ,ren@bbhk:
betegekenf or dyl peloRi m§| i sBRAF ¥ anluit &d¢i-- ,namy ar §
megj el &mMMBtsleg,®n hiip&rcmet myuyt S8acip&ad8 megj el en®s
specifi kus [3zR veItMRANos Xt®Pl yoz8s megosztotta
az el m®Il et | ®t j o gmoesgukl ®r sd§RHYy GMP gmrid& dogalmanis | S
folyamatogn8t al akul k2?2 ®®r b8t BDEnyul a hipot®zis

13
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meghat 8roz8sa m®g BgmdagChbh £ggalR®gms| ®t ez
metil 8ci-s v8ltozyack agh®lat psaxif RE®NS azalk
dagamtokr a kor | 8t vastdagb®l di sl $MPi ¢ OtMRs 2 ®n (Ki «
), sporadi kus daganatokban i ket jelk@rzt Rk NS
hi per mdigyeltékdneg34].t

A Kield effectd, azaza m& zhPRa b &8st a | el ens®get takarja,
el v8l toz8s Kk©°zv-abt8lre m@kkornom ke nstz®b @n kus szin
de mol ekul 8r i fselsfzeidnetzehnet R®&8k oVek amagamaB | t 0z § s
ki alakuURB8s.§€eA 2jtedlkens®g egyi ol eggyh8krabba&ht
a DNS met irel8szinties,z S8anmmesl wi zs g8l at eredm®nye s
eg®szs®ges Vvast angehgedelkediky 8hlak aehg8yr heppabrtiknz ® d 0 s
el v8l toz8s mel 336t Ezlhelj vd Zknes®igk iesl f el h2vj a
hogya tumor mell etti @SciaevhedlipgB®hab§PRPsy8SPHE
mol ekul 8ri s tul ajdons8gai el t ®r R&kk | 9mhet n
mi nt at Pl ski®msIBB.1 n i

2.23Avastagpp ® dagdnagak zi ssat,8 dkiluimmbi eksaoir ol 8 s a

A klinikai gyakorl atban a vastva gbk®ls8rl &ko k

kezdRdi k, ma j sde ba® skzii o p¥stzoin§ sn y®esr t e | seznfzv®st @wienlt §
t°rt®ni k. rehat achot tneesdgRInlaakp 2t §8s 8r a mor f ol

haspnak8lamel | yel a tumor baz8lis membr8non v
a nyirokcsom-k ®rintetts®g®t RIBakdhggmatgkte n Kk ¢ | °
El sRk®nt Dukes ®s murskdat8d ryoai§ amelyatitsdid slz@trit e
ben Astem- ®es[¥phdz 8§l tal uk jtavdskabimkbdieg@&kzt §8s
gyakorlatbanmelyszerinta k°vet BdrRmMokart &€t ] ¢ k meg:

DukesAadaganat c¢csak a muk:-z8t ®rint.i
DukesBladaganat a muscul aris prorpia r®teget

DukesB2.adaganat 8tt°ri a seros8t, nyirokcsom:
DukesCliadaganat a muscul aris prorpia r®teget
DukesC2:adaganat 8tt°ri a seros8t, nyirokcsom:
DukesD:A daganat t8voli metaszt8zisokat k®pze

14
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A klinikai gyakorlatban a  “WNM rendszerish a s z n &relyagpimer tumor (T,
1,2,3,9, a nyirokcsOpln2 X ®@isn tae tmdOR@s X) €z¥riati s o k
sorolja be az adottdaganafotl . t .8bl 8§z at )

1.t 8bl Bzetwastagb®l daganatok klinikai besoro

TNM beoszi TNM krit®r i uiDukes Aster
b e os :Coller
beoszt
Tis NO MO Tis = in situ carcinoma, a tumor - -
muk-z8ra korl 8to
T1 NO MO T1 = a tumor a s.A A

A gradef ogal ma a daganat ot al kot - seegtyetkRIdi f f
nN®gyi g terjedR JDleSloF i Baechreeglaci 8kt RI (G1)
di fferenci 8l atf39anoki g (G4) terjed

15
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224Avast agb®l daganatok szTrRm-dszerei

A vastagb®l dagantenk moimlek Bd ®akon Wt°y d ®anlh et
amelyekbenk © z° s t ul ajadtamork§ g,.ej b RFPs ®sekiey ®t | en ¢ |
t °r t,@mahleatt t a r8kmegel RzR 81l | apot Y, ma | d

ténet ment es. A daganat csakele®ry®sbtiozwtnygm s

t¢eneteket §l tal 8§8ban a | egt°bb p8ciens il
di agnoszti z8|l Ssa&klaoer Cattbb@@mamnu m@Er nPi rpkcsom-:
akkor az 5 ®ves t %l ® @Gk 8t [REPookaldaezda szt i ku:
az ®ro% Bkzdhasonl 2 tsjt Bk i piBnci: els AYal ®12W)s ®vV e | (
egy®rtel mfTv® vE8lik, Hogy oat &k @RIs@aiyes mne g
szemponAjB8bnti ek via gk a@tbo®hyrask nle kr kt®pk,i nt het j
amely korai hiaa Pklobpyaihmel RE,bede gas ®g¥il ®1 ®s i

atumorf¢ | Rd ®s®uw elr p8d®@®s®aemobsan cs®°kkennek.

A vastagb®l daganatoke se®mMmgBHEKkImars °© Kk eanl ta®&su | &
megel Rz®se ®s a ter8pi 8s megol d8sok fejl es:z:
hat ®k on yns°8vgeSlenRaskep v et R . Aoktoo 1 §gdh agn- zi s a I
8l | apat ®kony fadlaipurher s e en a CRE] leReiklb Rk i
amal i gni z §81[2].d\8ssz T9®s§n a magas (ipti k- -cjstal s
hal mozot t,siletge ae skeotr®ng | R5&®h aRlvafdft Biv@ti t, en ¢ | aj &
el vepdzni

Ahhoz, hogy egy vVvizsg8l ati m-dszer nagy pop

|l egyen, ma gaars8 nry®s z(vcRotnepllii anc 8Ps wsmpegasf iszietns
mi ni m8lisan invaz2v, de k°lts®ghat ®kony m- c
szmrBszer gl | rendel kez®sreae, | egelkf okglazdeplt t a

| eghat @ony dAlglmjrdl 0ostmand zer , amely a | egnagy
specificit8ssahbhl amindte] kezB8ki 8s Dbeavatkoz§8s
el t8vol 2t 8s8ra) As viebgB8BRa®géet megerE§ RzR el R
kel l emetl ens®gesiaj mEBhat osazmnbdan a vastaghb¢
al kal mazott m-dszerek k©°zg¢l ez .fAeonvdSeblbkie z i k

vizsgs8latok Kk©°zgl a &adhaeaxs dull a s evaamingamio i pios z
sz®kl et vo®r Ki mute@©B3s &RRIT taskel U le.gh atz®k onyabbe
al kal mazhat - szTr ®si m- dszeeggk?r Al bfellexi bfi d
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m®t eres hajl ®kony c¢csRvel v®gzett vizsgsgl at
alkalmas[42]. Akol onoszk:- pi 8n§lI ol cs-bb, emi att Kk
viszont a proxim8lis vastagb®l| r RI nem ad in

A kapszula endoszk:-pia sor8n az eg®sz vast a
Ittt 1 s ki h.ZEy8®2e&fkea | mgjatgRteranta i zs g8l at szenzit

6 mmn ®]| n a g ypokmb vongtkoztatva 89%s volt [43]. Ennek a
szTrRm-dszernek val-sz2nTleg azokn8l a bet
egy i nkompl ett 8kolm&ros a8gyemsik iekn ®| a hagyoms§

kol onoszk-pi 8nak v ajd8&lnli, llisteerazonkbetegekanylakiket d i k 8 ¢ i
akolonog k - pi a d®rszdaaenf ovritssza a vapM4Mlagb®l dagans:e
A sz®kl et berkimeugjdetilFess§Rl aw®zt ettt tesztek k©°zg¢
v®gezheghk&Rl, apga aFOBT (fecal occult bl ood tes
al kal mazott. A gZ&dBblfarhas z@QRC ami8atatl i ahal 81 oz
15-25%ka | cs°k&aenebet Ralacsony szenzitivit8sW
CRGs betegek 335%8§ t tudj uk ¢§48lak z zkeils zdz einb e n a h
hemogl obinra speEiTikaszt i snme mBs%dt[idch st 8sa el
A hagyomgmy ®@s zmebkett a vastagb®l daganato
t8mogathlt a8kishadaBeslokek k¢l °nbhbekRazomwos#t Bis
c ®l o.zzBBikomar kernek nevezzg¢gk az ol yan m®r het
betegs®g jelenl ®t ®t v albiomarkeley eb & gie kf 6 e B ®r |
DNS ®s RNS al apw®gmahr&kecslak i 8. kl asszi kus
ki eg®sz?2t@®%Uk®mar ke ez plas@ nejdenldigeyhaestt ag b ® |
adenomg k®s t umekr io&mer ®s ®r e al kal @azPk@Mgsk®g e k
n°vel PFI®h ez

225Avast agb @bkdna § @ k untakerei s

2.2.5.1Genetikaimarkerek

A marker el t ®r ®se/ v8ltoz8§sa szenmpo®c) 8b - |
inszerci ), epigeneti kus-d¢ptt §sbeNkSmenReNdIli§c
poszttransnsahk8Ii®foerhSRsr)] 6. mar ker

A Kklinikai gyakorlatban h a s z m&rketek k ®t nagya csompolrhat - ak
prognosztikus markerek, amehkp R | a betegs®g el Rrehal ad8s §1
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predi kt 2 pedigegy ddatttr ek @p kal maz8sa eset ®n Vv E8r ha
jelzik. Aprognoszti kus markerek k°z¢l APE®@®yakori
MMR g ®n e k cgsilfetveasgamat ebus mut 8acidagamatel Wiekl al
magas jB8irai htAal ma&di kt2v mar kerek k©°zg¢l K1 i

EGFR jel8tviteli KRASW®WsBRAFSgz®enreekp evt i zjs8gt8slza-t a s
amelyeki nakti v8ci-ja esamEGRR at @8&p ipl@4PpANE aat al a

KRASmMu t 8§ gamelyaaCRGCs esetek 40%gban jelentkezik[2], rosszpr ogn - zi st

j elmarRer[50], 8§t t ®tiekibrewunt abtehfaotl-y,8 s @info&tl jom§8hi n ant
t er §plj. BABRAFg®n mut §c ik-1p%8baaj ed R GvatregRitamin

aminosavc s er ®t e rBRAF®namely a MEKERK %t vonal konst
aktidBdzgezet Egy klini kalEGFRnwlEminy tez &pii mt e
t2 pyeRASMel | et t BRAF g @A pells Yar endel kezR betegel
kedvetzRrb&p i Snsutattal§ 49 aszddtana CRCs eseteken amelyekberaz

MLHL g®hi permeti |l 8ci - af | nnwtreotulFddtc-i lkleiZ, &8l0@gz Be
er ed m@BY.ASKADAg ®n | n adgd S v8BDinnt ®n BBV kken8pizab
hat ®konys8ga, a g®&nabi alele®@leilgkeutrsz ReSxbpornesszsozri - nj
ter diR®é& ¢ e[B3h. e k

Avastagb®l daganatgR g®ri entue e I§dk 8 DESvant darpkie r e k
mar ker ek bizonyultak. A jelenleg el ®r het R
V®r pl azm8 DN aliazpoh §iniam k emeikx £gm8 | tra8k megel Rz R
81 | klp-olt o®s kbdhganh®b | umen®be | ev8az: sejte
®p sejtekben v ®gbemem®Rpt hai § kK&rl &t RNSz Ragmensek®

(me g k ° z e20@ bWp)Rosszabb DNS szakaszolut at h aEz-aakn .k ihos sz %
fragmensT DNSnu tsatleimt @rva tja-g b ® d a ¢Zehmaantgo K @ & Kk .
munkatb8r sag®szs®ges ®s 130 @RKivoatgDN®| r 8k o's

hossz%s8g8nak, I nt ARCt sKRAFZaBRAF,® s wa8lhaomisetys a z
DNSek | el eneklp®tl ® mer § z | (8§00-800 bpehkocsismphionokkal)
t°rt ®nR V iazGREE lesetek8 B6a2hbs szenzi ti vit 8oss al ®s

speci f bizonydltdkls is @l t mak[$a t -
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2.2.5.2Epigenetikaimarkerek
2.2.5.2.1 DNS metil 8ci

R®g-ta i smergh,®l dagwpnat ovkabsam azonos2tott h i
sz8mos, pl . t umor 8MEzHL,pNGM&)sisnzaokrt | fpk®aza a( jpd .

sejtpr 0@®s fxezaa8lcakt2v el Rnyt j[9.AntaAarbnasiuomb
markereketszerintic soportos2thatjuk, hogy milyen er ¢
2gy | ®t eznek sz°vetbRI, pba®mBbt bRIi z®k 8V ®r s

markerek.

22522A vastagb®izd ®@EHn ante orkatkeGet i - S

M8&8r az aberr 8ns (ACF)ii pt ak i fmuk 8agyz ggtimaphna® h
RASSF1Aaz SFRP1,az SFRP2,a RUNX3,az SLC5A8,a CRBP1,a CDH13 ®s a

MINTI®s MIINTRBUBEZp&r me[56]. A ©il o aderno@earcisoma

szekvenciee | Rr ehal ssdz89me0 ss orl g n ky@nely adeon®hlwasi t ot t
nem, de karcin-m8kban jell emz RRerf eenpt &8 geekn eatl iak
DNS metmiall 8§ ginus f®t glaanku I8Ha n be tflltt°®tte | fearhtea
[577. A k ®a@anRBik bacherm koregyred Ribdz gk®®@p ersett i | 81 - di k
jelzi, hogy a DN met i | 8§ c ik-®padgynm®spra tk8aroazi- elshetm®ny e
[58]. Az adenom&karcimma 8§t mesi@t 8 n kor8nDMW®RkMmeeti k@&Z R - s
v8l toz8sok CDKN2ZAPLGa ild aHLTR az MGMT, a MINT3], az
ITGA4,azSLC5B ®s S&RP2g ®n e k et  ®ismeretehadznodeleizackkrai
felismer ®s [S96@.mpwanrtrj &k -dl yahi g®nmé&ft RladBegei yje &
kar ci n- m§k r raint pl. a2 MLId1nezGRSeT kP, 1a THBS1[61], m2 g bizonyo
g®ndlokozott mehdk®Ci -aaopoo $ MSKMBE t HLTF,
CDKN2A/p1§. A fentiek al apj 8n azt felt®tgR® ®&lzdirent § g K,
metija€@r - anden8l | apotbantopeg§blemziRg®nelaj dnet i |
mal i gnus 8t al alkucksZzepetEb REehpBadophat vast agb®
®Ltt taeTkMPE azID4, a CXCL2®xazIRFB g ®nBMNKS hi permeti |l 8c
igazolt,amelye r e d m®ny e k al a fhoggantumbresisejiékben t ez hg ® Re k
csendes?t®se n°veked®Hy. ®s terjed®si el Rnny
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— X .

Egészséges vastaghél

epitélium Aberrans kripta fokusz Adenoma Adenokarcinoma
SLC5A8 -
MINT?* piaY
MINT31* HLTF TIMP3
SFRP1 ITGA4 CXxcL12
SFRP2 CDKN2A/p16 ID4
CDH13 COH{ IRF8
CRBP1 ESR1

RUNX3

58brAvast agbh®| dagdgastabok §®s aB®d algibW®hb -elpi t ®
kKiindul - daganaijkee¢j] PRME®Rshi Plersniptodlai8saab8l yo
g®nekAz 8bra Laal ®pj Ioak@3 B .stai

22523Avast agb®l daganat ok sz®kl et epigeneti kai

A sz®kl et bRI izol 81t markerek el Rnye, hogy
2 gy klinikai jelent Rs®YRke kfi @ekmeR krealdRk 1 z2dle t
b®l csat or n &Shze?ne ¢jtvaesl | etnckac8vseorkz R mo |l ek uluBr i s v 8
l ev 8l - sejtekbRI, 2 gyl elh®g Rwa®\yye z a gARsl zn®@k. | et
szakirodalombanleggyakrabbans z e r €ERA Rz ®k | et mar k e (VIM).a Vi men
EQ®szs®ges vastagb®l hg8mban a g®n el sR exon|
vast aghb ®I| hewgekbena hippe t i | 81 t t § m8bvyvk,hatafmef gkk
ki mut atCR@st -sz®kl et mi nt §8kb- | [63 64]. Fd « 8 bDONS mi
g®nek aberr8ns DNS hiGAT4/5e®n d k8 ¢ kGATAS | Bozt
hi permeti |l BERGs] ®salaakjofiteglodnt R ns Bldomz i t i vi t
s peci f(eBwBsbahet ¢t A2 KSFRRA2 g @IBERPL, K° z ¢ | t
SFRP2,SFRB4 hi per mest ibleStletge®&R G z ®k | et m$FRR28j §b an,

bi zonyul t a | emgek,ganely GBS slzle n matr kvi to§ s s al ®
specificit8sagzalCRrCe nvdse. |l keegz®stzts @66 s A° shfzdahaa s o
eredm®nyek mell ett meg kel eml|l 2ltiech8ci -hogy

vizsg8l atok a magas fals negat2v ®s fals pc
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amin a j°vRben val -sz2nimldgzefrdjalngsnts®sad\ e
| e heteszjs ®YIS57]an i

2.t8bl Azabastagb®l daganat sz®kl et DNS m

G®n szi mMG®n n®v Referencia
CDKN2A/P16 ciklin-f ¢ gkgiRrn 8z i nhi bi t of[57]
GATA4 GATAtRKf eh®r j e 4 [65]
HIC1 rSkbapeh metil 81t g®n[67
ITGA4 integrin alfa 4 [68]
MGMT O-6-metiguaninDNS met i | t r a|[57]
NDRG4 N-myc dowstreans z ab 81 yz ot t |[69
OSMR onkosztatin M receptef [70]
PGR progeszteron receptor [71
SFRP2 Szekifriezedgrlotk on f eh®r j|[7]]
SFRP5 szekr et 8lotk ofnr & zezhl @erdj| [7]]
VIM vimentin [63]

22524Avast agb®l daganaDdIiE mze®mnatkéddi p |- 8z ma

A V®r sz ®r umb - | vagy pl azm8b - | izol 81t n
vi zsg$8l haktl-ianki,k at g yaslzki antg r@anz 8§ =.islgazblte hogyt a

tumorokb-I kiszabadul - sejtekbRI sz8rmaz- n
a tumorra jellemzR molekul 8ris Vv8ltoz8sok:

nukl einsavak a szervezet ®kps kahd@relkSkzl8lmo sk - r o's
vi zsgs8l at tSTz®reu nkbi- | c @su/lvaagy pl azm§b- | ki m
mar kerek azonos2t8s8t HTRhebsk®lk Ti ltyeamstz&mu l
fakto) g®n hi per meme llySnce k- jng®rrt?@kte8 |jl-elga t umor m
st 8§di (78h.8 v al

21



DOI:10.14753/SE.2016.1861

3.t8bl 8zaebstagb®l daganat sz ®akemi/ pl azma D

G®n szi miG®n n®v Referencia
ALX4 arisztalesss zer T homeobd[73
CDKN2A/P16 ciklin-f ¢ gkgiRn 8z i nhi bi |[74
HLTF helisk®z T transzkr |[75
MLH1 Mut L howeoslt-agg b ®I da|[76]
nonpolip-zis 2
NGFR idegn®veked®si fakt]|[77
RUNXS3 Runtr okon transzkri|[74
SEPT9 septin 9 [77]
TMEFF2 transzmembr §nz @ o1 [77]
follisztatins z e r ®nad 2 m

Egy m8si kbahnld83nCRCs®EN W 79 eg®szs®ges p8ciens pl
3 gM®MEFRR, NGFR,SEPT9 DNS met i | 8wiiz ssg &Slzatabt @®p®taa zGARC
eg®szs®ges mi na SERT9(e3 &kpitli°m2 @ ®s ®INS hi per met i
si ker ¢l t | egnagyobbs ®e ci®kieaniysPggalle z@B® %) W]
ezta mar kert tovS8bhbi V[i7Z2.3 08 Brhdp &k miazks @melteettetk® k
sor SBPT@ ast agb®l daganat ok kial akul §Baaj sor §8n
igazol -dgpyt m@ea8ka-Ip i zol 81t keringR szabao
| egel t edjegdtsaneb t@db b DNS®Emeglit §ci - s mar ker
A SEPT9g®n a vast agb&leda gamea temkkklegyakrébdan
vizsgs8lt DNS mae tkkielr §ck At R ®h e IGAIP] ®k et k- dol
tartozi k, a keletkezR f efla@®e p ®kstuukso Mp Bk a e k b
hoznak | ®tsejtalderatyjdkkSapti n9 feh®rje a sej
mer e®@5i®yt ,&kepcésalathag lalz a kt i nf iRsa meunbtudzar@eketi al ®s
8| | vaifgld p(r ot ei nk ®n't egy®b f elr®79. Berepget or gani
] 8t szi k acistegqkioseazi 9 8fs Kzeil se8udtasajides a h o H § & § Ik ®nt
van kritikus szerepeA Septinf e h®r j ®k csal 8dj 8ra jellemzR
j el ens®ge, amely sor8n a g®nt Kk-dol - intro
v8g: - drmg®nkRI SMRNS ds z agkrags @ - 4 z dbonyolalz 219 i | e g
kb hossz?, 18 ke¢ebhorRbSzRskphpebkp&pt udet K -
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(SEPTO9V], v2,v3,v4,v4*,9980,81]. T° bb CpG sziget is el Rford
amelyek DN S met i | §ec ik-¢sl © mshz® znR m®r t ®k ben bef ol
transzkriptumolkoklizfodjtezRd@y ®t cs° kiganmwts ki f
tumort 2l@ugiB&n ov8riuan g@&marcastokkasd m®g al §

eml Rdaganatokban fokozottan mTk°odik, 2gy t
egyas 88man [82.KI®s Rbbi vsiozrésgnd li abalk osodott, h o
sok sz°vkitteéejpesdBedink k¢l ° nb°szifRenivanmak jeleam$§ i el t

kel °ond22Z2Ret[8K BeSEPPB VIt %l zot t ki f,ojv8z RAi®s e®se m
prosztatar8kban ia& ®RpfMhue o 85 AGEPTIv3 m2 g
transzkriptumf ok oz ot t miok ¢ d ®mbs meeptvonal ban, de
amelyekbera Septin $eh®@je sem fejeR°tt ki [86) M8 s i k k ®t t BEPIS zkr i pt
vd, vA* ugyanazt a polipeptteatde®rtk- dbhp@ s g Maet 8a
megv_8ltozi k a tr ansaWtamatignunfolkamakhanf €f ez R& ®s e
szerepef87].

A SEPT9g ®@RCbh en epigenet i kmasa&kreva&®Ralk &lzyonost2tt §s a
nemsokkalan ® me t s Epigkriomidscy@ggy tel jes viQobmgS§l at i t

20kit) bocs8wmoftelpi®aed @zhet Ren tumorb-1 sz8rm
ker gEHPROf r agment um meit z ¢ § §38 8% P& &8s c ®ge k
(Abbot Mo | ecul ar, Quest Diagnostics, ARUP Labo

fejlesztett SEPTODNS met i | §ci - s t es 190ekz iel Rpizala®s r
alkalmasSEPT9k i t f ej | ererzd Rys®vle | s 2za@ryzict it 8ist g tt R

®r het Rmekndela k¢l °nb°zR CRC st 8diumokban, n
ki mut at 8E9n20i1lesr 8hsszesesp 185 &G&REnoma ®s 91
kontroll esetet el emzR Vizsg8l at -osszerint
szenzitivitSssalkci®si cB7 84 %al tudt a a vast

kimutatni, m2 g a k®s Ri -oasd e®r zn®kkeanty felegeg9d]. As i ker ¢ | |
k¢l ©°nb°zR vizsg8latokban m®r tel®r&r@ketnnyesk®,g i
eredm®nyeketija defvdlzysgssd lah ata b evao n b e vbhoent8esg e k
kKrit®rivunmnasig@@dana k ai kivitelez®sben | ®v R k¢l
B8r a ker DNSGR MBEPTSrt®r ®tl az ma mei a tmiggd - |
szenzitivit§8sstaudd|j®sk snpExmainkhanciaviezglaagl kev ®s

i nform8ci - g1l | rendel kez®s¢nkr e, hogy a D

23



DOI:10.14753/SE.2016.1861

milyen m®rt®kKT ®s ez hogyan befoly8solja
kifejeZRd ®s ®t .

225258 gy ®b epigenetikai szab8lyoz- mechani zm

22525 MNemk - dol -ek RNS
A | eggyakrabban viRNSef 8118 2 n enmkk:| ;cmwlt -iztd k ihso s s 2z
t r ans z k rszapatyogosnt 8 | vhisgRNRek (MIRNS) A vel ¢k kompl em

szekvea@R§N|S¥ mol ekul 8khoz &kapcsol  -dva annak
kifejezRd®s®t A dante dm@nyyezi szabgl yoz- me ¢ h a
daganatt2pusban i gazzaul ®sanf elaylag z a bs&# eynovze dd -

jelenRs e n hozz8j 8§r udihaltankakb @ mBofalkkmor fAl yamat 8§
vastagb®l daganat ok ki albabk unhi8RsNeSh aiks va zzosngo8sl 2att
Az eg®szs®ges vastaooma®mh $mB&kd ak @pdB,81 e md B n ¢
miR-18a,alet-7 alut ®&@miR-21 f el ¢ | e x pr e-sesetekberj aamirOdn2 g CRC
csal 8d c¢s° kRkmiRNSekesned kmidRt t | &li f[@2ZneR Rd ®s e
A200 b8zisp8§rhirdl®r h@®t s na b (hkRNIek - INcARNR)S
szint®n intenz2ven-ekut ametl tyekz ab gyl®ynhex-prkRNS
feh®r ) ®k akkrto®@sa@vienls,t r ukt %r a -e8k r mndez ®t &8 & Vv ;
hi sztonfeh®r ] PHNS mmelbiskPt 8aB8yal eer®@ysBkazsroag pul §c
eukromatinrh et er okromatin ar 8ny8nakl93m- dos?t 8§s8val

22525MHi szt on m-dos?2t 8§sok

A kromatin | egf Rbb f eh®r j-®Bhkompakt sherkezetieo n o k ,
rendezi k. A htiesrzmion@sl éihs® rnjb&@kn N®s aamgly ni nben
ami nosavak metil 8§ci -, acetil §ciri bodiols&dior

c®l pontjaiez §lé&thalPmdR zR rukt &m&t i nasltak2t anak
g®nexpresszdPhanszebe8hy®RzPgd.zereppel b2rnak

24



DOI:10.14753/SE.2016.1861

23Sz°veti mint8k expresszi-s ®s epigenetika
mol ekul 8ris biol - -giai m-dszerek

231Sz°vetmint 8k t2pusai ®s vizsg8lati | ehet]l
2.3.1.1. Sz°veti mint8k t2pusai ®s vizsgs8la

Az endoszk-pos vizsg8latok sor8n nyert ®s

di agnosztikai vVvizsg8l at ok yakRabbarB4%apuffaroltmTt ®t

formalinba ker ¢l nek, majd v2ztelen?t®s ut §
k®sz2tenek belbRBIr¢lka. rluze mk2dveéalgnoszti k8ban r
gyakranf agyasztott sz©°vetmint8k gyTjt®s®re is
A g®nexpresszi-s vizsg8latok sor8n el emzett
sz°vet , amel ybRI kivont nukl einsavakat ma g
fagyasztott sz°vetmame¢l§k gyddi Pite Plek @ifs Db i
extra r8for d2viostzto nitd RMt®hiag @neyhe®@z s ®gekbe ¢tk
formalinf i x 81 t, -Spgeaabtinl{&daFPE) sz°vetmint 8k gy

feldol goz§8s sor 8n megol dott, a mi nt 8Kk t §
k°r ¢l m®nyeket. A vastaghb®l k-ros elv8ltozs§
nyert biopszi s vagy mTt®tileg elt8vol2tott
tort®ni k. A formalinos fix8l8s t°%k®letesen

azonban a mol ekul 8ri s szerkezet szempontj 8
nNukl einsavak ker st k Ez®s ¢ alt Azed&EPEseni nt 8k
gyakrant °r ed eazledads o®sy i ntegr it &8ss aHF PrEe nsdze®l keetze |
g®nexpresszi - s vizsgsg8l at ok sor 8§nAnnaek h2 v 8st
®r dek ®b enFrFPrEOgnyi naZ8k haszn8l hat - s8ga egyre
automati z8Kitvomu&kd id ioallsja8mastsoosk f e j[97,083. A2 ®s al a't
automati z8lt rendszerek a nagy mintasz§8mmal
seg?2ts®get jelenthetnek, mo lv&Ill 8saézerk:- das z @r e
standardi z8l tabbak, ®s k[@®}esebb gyakorl ati
A DNS az RNSh ® | stabil abb molekula, ®s b8r kivo
|l ehet Rs®g van, a hossz% t8rol 8s% FFPE bl ok
korl 8tozhatja a nukl afomalia DNStd e krSad& @it -, hame
t %4l meDNeSn met i | 8ci -s vizsg8latok egy r ®sz®b
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tovs8bhb fokoz. A fentiek el |l em®r me ghNe3 e lm@t
optimali z8ci-ms nld®g®Ss slks dtaryasztott, mi nd F
al kal maxOg.at - ak

2.3.1. 2. L®zer mi krodi sszekci

Mind az eg®szs®ges, mind at dpygeajytas kolsiRaskz.° v et
A vasdagagak®lal akul 8sa sor8n a h8mr ®t eg Kk-r 0s
amely a daganat el Rrehaladotts8gs8t- - f ¢ ggR.
hogy a k¢l °nb°zR sejtt2pusokban zak |®s mol el
a tumor k®p z Rd®s hg8§tt ®r ben rejl R molekul §r
nyerj¢nk, sz¢cks®g vael kag | 1R 12 % Rl @ R n B [° trkite DR G
Vi zsg,8| atnferl ay a sz°%vettani mej 088 ALEM)e k | ®z e
val - s2¢g.hat - me

Napjainkban t°bb c¢c®g 8§l tal gys8rtott | ®zer
a k®sz¢ |l ®kekben k°z°s, hogy egy mi kroszk: pj
|l ehet Rv®, hogy a t 8r gyb elme zreRjbnekia entjdeg &g ot t
juttassone gy gy Tjt Rf eSlbglagt.r eEh(héez a mi kroszk-p
mi krol ®zersug8akihall&dt 8tpozmajdban f - kusz§gl
kerbev8gja a kAv8Sntzosté&jtcsapuorettatar ab egy ¥

vagy agravits8ci - (Leica) seg2ts@®g@®veIveatggil
met szeteken |l ehet Rs®g¢ nk van 8| te@ih)8 nos foe
al kal mazni ®s a sejteket a morfol - -gia al a
sejtt 2 piufsirkauss pfeest ®s't (pl . egy adott mar
ki mutat8&sa) haszn8lni. A k2v8§nt sejtsz8m m
sejtt2pus feld¥%s?2tott mennyi s®gben 81| ren
sejtsz8&mrat opfem®r i e§ RNS, DNS, k°mRRR®&EN st
mol ekul 8ri s bi ol -gi ai m-dszerekkel vizsgsl
ter¢l et ®r RI sz8mos tanul m8ny igazolja a | @
[101, 107.
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6. SlErga#®s zs®ges vastaghb®l sz°vetminta | ®zer

| ®z er mi ks odizoszelkeci ~-seg2t s®gO®vel |l ehet Rs®
sejtcsoportot, j el en eset ben a Alva®s agmb®l
stranasejteket §) . Ezut8n a | ®zernyal 8b a kijel©°olt

sejtcsoportotB, F), majd at 8r gyl emez fel ® helyezett adhe
kupakj 8bha Ka apklzt8glt @ag k a( f ®) y@snasgjiekidg ®n a
kKe¢lkkenl ©n vizsg8l hat - ak.

2 3.2 G®nexpresszi-s vizsgs8latok

A g®nexpresszi-s Vi zsg§8ltaatlok kiafleajpljeas z & e tKta r
|l 8ncreakci - (PCR) napjainkban a | eggyakrab
m- ds[20grEzenbel ¢ a reverz transzkPGRpaci -t k?©°
|l egel terjedtebhb m-dszer
(cDNS) k ®s z ¢ |
fel szapor2tofglitadmplgekpesktettvifzlumdn efzden
g®nexpresszi - s vizsg8l atokban | egwgya kr abba
fluoreszckosz Sad &s8&kwmal dt ar tk@rbigzkg,m®kos det ek
mel | ett va®rais kietd Rb &ezett ter mPk eknagmennyi s @
pont oss8ggal al kal mas a Vvizsgsglt cDNS tem
azonban csak i mi t 81't sz8m% g®n ki fejeztd®a ®nek v
kialakul 8sa azonban komplex molekul 8ris bi

, amel vy sor 8n az R
, Mm@ ¢ e ehemk ®Are mefaikE®ni ks or &

=

g®n egy¢ttes vizsg8lat8ra van sz ks®g, ame
array al ap%u rendsEe®ekkeal PkCiRvittedlrihlkd Ra
kilvBsztott c®l pontok meger Rs2t®se (valids§gci
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2.3.2.2 Microarray technol -gi a

A nagy §tereszt Rk®pess®gT vizsgs§lat ok al a
|l ehet Rs®ge. A g®nek kifejezRd®si szintj ®r
®vi zedekben jelentRs fejl Rd®s t°rt®nt, az

t°bb c®l pont egyre pontMcoardyhb e n®h®y Pu & waaok
teszteket, amel yekn®l egy ¢nvRelg kviasgeyb bs z8itlm @k
ponttan i smert DNS szekvenci 8klaRr,e ¥Ymegh@at 8b ®I
sorrendben ®s Aelnraegnyd edzeReigoetnidestidiainad e a ®p 2 t ®s e

fotolitogr8fi8s m-dszerrel tor®®righnn k ®@me | y
stu®p2ti k fel a @orbdABikadk aedydnld &ntein hozz8gad

A leggyakrabban alkalmazott oligonukleotid amak s zi | 8rd fel ¢l et ¢k
pontban tartalmazz8k a vizsg8lni kka,v 8nt tr
amel yhez sets® bbrmi®ptRael Rk®s z2t ®st k°vet Ren

oligonukl eotidok a b8zi sp8rosod8§8s szabsgly
hi bridiz8ci- -t k¢l°nb°zR jel®l R | ®p®sek seg:
A microarraye k haszn8llatérveat &y e8f§h¢ittes vizsgsl
2 gy ezek a vizsgs8lati m- dszerek a kompl ex
teret nyertek. A microarray m-dszerekkel I
stati kus g®nki fej eed Rde®s i e xkp@peests zk apnip,r o ml
k¢l °nb°zR mintacsoportok profiloz8sa wut 8n
csoporok k°z°tt, ®s azonos?2thatjuk azokat,
ki fejezRd®st mut att lakRt RAg®dazeome@detl @ktR elak 4

k2s®l et eredgwnyek egs ®mre vagy 8l |l apotra
prognoszti kus mar k e[t0d.kAkz® ne g yhi aks zIlneogs @ yt ahkart a babka
g®nexpresszi - vizsg8l at 8r a al kal mas ol igor
gy8rtott HGU133 Pl us 2.0 t2pus¥Ys pumi p, ame

egyidej T vizsg8lata kivitelezhetR.

bjabban a k-dol - g®nek expresszi-s Vvizsgsgl
k- dol -ekRNSni nt p®e H8®s &omsRMS-ekn(lacRNAK - do | - |
vizsg8l at 8ra al kal mas aadatyo kvhi-zls gkiil iant Wkl vi as,.
vizsg8latokhoz hasonl - m- dszerekkel azonos?

elt® R kifejezRd®st mutat:.- transzkriptumok.
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k-dol -ekRNSI toz- expresszi®rse vi8{ gdpzet8isamn n Kk
p®l dS8ulvagyPEBRbr i techail8 Bihakse madl alp ke z ®sr e .

2.3.2.3 RNS in situ hibridiz8gci

A fent eml2?tett m-dszerekkel | ehet Rs®g¢nk
meghat 8rozni bi zonyjo®t .t rlasnnsezrktr,i phtaugno ka ss2 N
k¢l °nb°zR transzkripci-s profillal rendel k
sejtcsopaorst cen Azi®gethleh |. °© n basz®gneoks lehet8hasgdr | aa t
technika az in simucbahkriadikz §cxij e,z Ra@s| ynm®m ¢
sz°vetbeli, aks§gr sejtbeli |l okal i z8ci -r | |
deparaffingl 8s ®s a megfelel R em®sselt ®si ®s
kompl ementer pr - b8kanti hmebtrsizdeitzr8el.u nARS5par -sbz8kv e
bp hossz¥ak, | ehet nek RNS vagy - |dak&dk, eset |
nukl ei nsapMQy. alAaphthabkr i di z8ci - ki mutat 8s8ra |
pr-bg8kat, vagy k¢l °nbezR jelamplifik8ci - s
®rtel mez®se a hagyom8nyos i notakhozyelekhezt o k ®mi a
hasonl -an t°rt®ni k.

233DNS met il 8ci -s vizsg8l atok

A DNS metil §ci - napjainkban intenz2ven kut
m-dszer v 8l t sz®l esk°r Tam apVk®@tReah RuoatctsD.p 0 At
sor ol melisganbms zi nt Me DNBR8ceimzs®amel y a jel enl ®\
citozinok teljes sgpetij®tkws zmmgg8i | 8¢ci ®s an

c®l ja egyszerre csak egy g®n metil 8ci -s st 8

2.33.1Teljesgenoms zi nt me DNS&§ci -s vizsg§lat ok

A teljes genoms z i nt Tme@ NS &lc ¢ ®a®@ K c®lj a, hogy ol y
azonos2tson a genomban, amel yek metil 8ci - s
tumoros 8l |l apotokban. Ez egy °smferenhimmsonl 2t

mint8khoz t°rt®nNR Vv&8ltoz§8sokadp @lzdoan ots®? kit §j eSkk
k°zt a MeDDMNA (IMemthrydpr eci pi taahtoilong rme tdislz&Ir
szakaszolb dneti-kc i t ozin specifi kuR fedll ehantyg®tk kh?
metil 81t DNS szekvenci 8k -alziomlos¥ta§ya smekwe
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(MeDIP-S e q) al ap¥% t ecA Methylhpkhaals om? rt @ idks.z er a
hum8n MeCP2 -ketiRPRm®eeanja®@eni8ll j a a.Apmeds pernt §ci
| ehet Rv®esegzinoam melkjl 8ci -s esem®nyeinek v

hogy jelentRs kiindul &sif ethidiisZ menny inse®g € t§ |
el emz ®s ®r e kel onf ®I e nagy teljes2tm®nyT
rendel kez ®sr e ,um RumarniMethylhtion45@ BebdClig arramellyel
t°bb mint 485o0tidv0i0z sCyp83 adtian ulkelheet s ®g e s

2332G®nspeci fikus DNS metil 8ci-s vizsgs8latok
23321INem biszul fit konverzi-n alapul - m-dsze

A nem Dbiszul fidt konverzi -n a@as3ap®@®ben DIN&St inleS
szenzit2v-f@gghRetriels§cii kci -s endonukl e8zokat
minta metil 8ci - s §Alleggyakrab®an alkalmézethert®ir|®scRih-esz .
s z enenzimeka Hpal®s Snaalnem has?2t | 8Kk-t alegeiterfedtebls | t DN S

metil 8ci - I ns zMspl® § Xngavmi enrdz iamenke taizl 81 t |, mi nd
DNS s zekvenAzeBzimatikughsa?styjtSBk€ R t echnizk§€adhat | uk
hogy egy adtt poz 2 ci - ban al kal mazott enzim kombin

ter mPk k®pzRd®st, has?2t8s eset®n a ter m®k k@G
23322Bi szul fit konverzi-n alapul - m-dszerek

A g®nspecifikus metil 8ci-s mint Samaek vi zsg§l|
t°bbs®ge a DNS biszAlbiszklohivergoenp &inglail aapc
DNSszekvenci 8ban el Rf cerldhuell-.yelix@diRrzad lkge me k bkl
st 8tusz§t hat 8rozhatjuk me g . A m-dszer |«
nukleotidk a bi szul fit r eakc7i8&brsao)r,8 nm2ugr aaczi |19 .8 saz

meti-c soportot tartalmaz- <citozinek nem v§8Ilto:

30



DOI:10.14753/SE.2016.1861

Hidratikus Alldli-
" deamiécio g deszulfciiés
+ +
HN | HSO3  HN® H  HO N - OH HN |
)\ H /J\ H ; ,)\ H HSO: o
0 N o o® N7 Ssoy N © N7 S0, 3 D"J\N
| 'L ] | I
R R

R
Citozin Citozinszulforat Uracitszulforét Uracil

nH, Szulfodas NH,

7.8braA Dbiszul fit MNSotnrvbearuifitk ez b®RPgamaedm®ny ek
nem metil 81t citozin nukleotidok nukl eofil
az Smetilcitozin nuk| eoti dokat nem ®Nrzi nt8ibr aa am-
http://www.grailmaster.com/genetics/protocols.shPakeien/schumachersguidel.pdf

szerint m- db®3%8 %t yht .

gy a metil 8l atlan citozin poz2ci - -j8ban egy
mol ekul 8§ri sddslzieole kdiehh z & gp&IBHoabtz-ul f it konver zi
vizsgs8l at ok S k ®t naangeyt i speafipus PCR @MSPh ont h at

reakci - n ®s -sapenceinf inkeutsi | PSR |-reanezk®csie-kimr ea |l ap ul

Az egyszer Ts®febmnant kak@®hestt MSP sor 8&n a
konvert§8lt szekvenci 8r aki snud azt Heletiu miatk , 2. gy
metil 8ts8dM8ra wmBalns a8mapul MSRI kal maz8st i s

p® d§gul a Methyhl ght i dbpév el Ggyk®K ciCG i s,
di nukl eotid metil 8l ts8g8r: -1 szerezhet¢nk ion
A nem mepebtBEi kus PCR reakci-n alapul - t e

konvert§8lt mi ndeSra ppemerfi kds&®Rhel gkmk nem (

esnek 2 gy ide8lis eset ben a felszapor2tott t

D

ampli konok egyar 8nt, az eredet.i mikznat 8r a ]
m- ds z er -spechikusPCR (B&CR).

EgyszerT ®s k°l|lts®dghavi®ksongl -D-REGRdeateicli 8ati BS
k°veayfel bont 8s%% ol vad8spont el emz®s. A PC
a metil 8lt citozinok szek¥k®m¢m8gaaanbms mel
citozikmBnkk® sTzerepel . eAmPekakBennRB| toPC&Rok k?©°
m2 g daz nA kIl eo‘tti dokakk®Z hidrog®nh?2d k°t ®s |
ampli konokhoz interkal 8l  -d- fes®®kéel|l adluunk

fluoreszcenciaszintet, akkora fluoreszcencieaz amp i konok szekvenci 8j a
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C S ° k kbkszemnt az eredetiSzeenci 8ban nem meti |l 81t szaka
a metil 81t szakaszok ma gAazs a & b e dhniR& noykkn®@snlt  dki
di sszog?8bé - al akj 8b- | a mekPVM8tk €z aestzBiz.al ¢

m-dszer aspnediifliSlcuis snagy fel borHRE)s % ol vad§8s
Napjainkban as zekven8l 8s alap% vizsg8latok ker ¢l 1

ny21lik egyszporzewet-Ibigl tCp&g 8§t I s nheteag 81 | ap?
hagyom8nyos DNS szekvens8l 8ssal il l etve pi
m-dszer eset®n is ko®tf ®l e-astaapadt @®dil&tt vie® vae
szekveAhdil 8Bskt szekven8l 8s sor8n a biszul fit
biszulfit-s peci fi kus PCR reakci -ban az 8l talunk v
ut 8n k°zvetl eng¢l el vRegezhetj ¢k a szekvens§gl

eredm®ny®ben az adott CG dinukl e-k®nd a k
jelentkezik,¥agy a Vv Ghalygi@é t i ICHI t nakr e mR @n hear tASTIGOd i k
metil 8l atlannak tekinthetj¢k. Amennyi ben az
jel bRl is 811, %gy r®szleges metil 8ci - felt
A hagyom8nyos SamgdszesrzekokB8BhO8sa | eggyak:!
b8zi ssorrend meghat 8roz- technika volt. Ez
al kal mas a DNS szekvVvHf,civwa spzoanrntosh §tedo&nvyaas Sas §
magask ° | t s ®g e . Bar kg8k wpgpbl ¢e®b®Vv el a Sange.l

szorult, tov8bbra i s ttrfelgbheak 8k ® z t - duzéem
Vi zsg8l atokban.
Az 1996ban Ronaghi ®s munkat 8r sai 81t al |l e2rt

szint ®zi s &ll&sp,% asmelkwesmnor 8n a templ 8§t sz8§lI
be®p¢l ®se ut 8n f el sz abamtatukki pi rof oszf 8t <cso
K®t f ®1 e rendszer d Ritfe&r ks Y4 apzi rddFdsarekk@eret n 8 e sr t
tov8bbfejlesztett v8ltozat al0& Af dabl%syr®&kro®nsy f ¢
enzimati kus reakci - sor8n a dezoxi nukl eo
meghat 8rozott sorrendben, ci kl i kusan ada
kompl ementer szekvenci 8nak megfpeiledtResnz bhet®
(PP)azATPszullir i | 8z enzi nATPAVI@ °all®=sleu I8, tarmel y ener (
a lucifer g®greadziignna k|l uci f eri n dBx8bdr8al)8.s 8A al
szi F8eds¥%m pirosaekeep§lBgE§s sgot88nd f8zishoz
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k°t38dnzimhozz8ads8s a®alekakci - (-pplUul mMergkg§z ATPuc
majdmindenciklusut 8n egy mos:- | ®p®s k°vetkezik. Ez.
piroszekven8l 8si reakci - sorg8§n m®g egy en:
enzi m je&tespzeitk (spzod z umlefr @rzi, | AZP | uci fer 8z, api
reakci - boml §8ster mPkei nek ®s a be nem ®py¢

nNukl eoti sz ble®pRMBL sl GakgldestaeBrs 8dper cet vesz i g«
kevetR reakci -k k©°szzilt 8z diso/s -p ilr@ps®&se knvieant8tl 8as
A Kk ®t techni ka @&z elngpoolnvt g s8ghait o Ihys®fis & iy B
piroszekveng8lt®sdbal b @jzaviagsrfiraigt a $ 2i 1f88rk%d s
piroszekven8l 8s m-dszer ®v e ll ,®pv@mezimgtikuk ¢ | ° nb s
| ebont 8sb- | eredszidf 8iz@d ks Mz arjkevesetb§ mulleatich

be®p¢l PeesdtkIment a fol yRkeoBYy 8E82s&8Va®Pi r 0S z ¢

. polimeraz polimeriz !
4—ACCTTGAGTACCATCTAGGA---------- ACCTTGAGTACCATCTAGGA----------
4 X TCCT--------- X TCCT-—--—-

dATP :
| dATP |
PPi

1 ATP-szulfurilaz
ATP
1 Luciferaz

PPi
l ATP-szulfurilaz
ATP

Apiraz

Luciferaz

Intenzitas

(d)XMP |

k
Ay
- ‘Inlcnzilk'ls
i i
|

%FE.\‘Y_( 4 !;E/:i
Fotimerts e
8 S8HBr &a®tf ®l e piroszekvens8l §8si m- dszer sema

piroszekven8l 8s h§8r osmwuelnfzuirm | (8o |®&smelruwgczi,f eATs
B) foly®kony f8zis¥% piroszekzddmnugligsszn®dwcer
®s a)@il k&1 makBs8wvrad . Ronaghi ®s murkkRstz&rl g ai ;

[109.

A f®nyjeleket a pir os zteklvte@GsSkCop)ckarkekas z ¢(I ®k b
®r z®kel i, baBssozealkwnmand®@re a hozz8adott nukl e
sorrendj ®b R k°oweRtrk @z y e tehreRs¢snGkg.e  Aa be®pg¢l |
mennyi s®g®v el ar &hyazgongyakarkll etortSndy osa®p ¢ |
megfeleltethetR a nRilkllbtetdkeke sz mMBma@gks z aEbbl
homopoli merazsarkaeZem&ls &k t echni k8val ki h?2v8s
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A k¢l °nb°zR s zekav emBtlesScaimz®idettdkz BNEKk met i | §ci
szintek vizsg8latg8ra is kélvkealRmeans aak .meA iHi8d zt
metil 8/t citozinok gyakorlatilag pontmut 8ci
ar8ny8b- -1 k°vmntakeetdet hesngeihkhl B®t s 8qgi

234Feh®r j ®k ki mut at §s a

A biol-giai mint8§kbadr jjkl e h@tt ®k ¢KRINDL ZPRE R ]

m-dszerekkel tudjuk kimutatni. Az 8l tal 8nc
m-dszerrel, egy adott feh®rj e mbénked y i s ®g ®t
immunosorbent assayp- dszerr el | ehetaWeateghm@at BFr ok nim,: d m:

seg?2tde@h®re¢el®k m®ret ®r e, vari8§nsok vagy pos

hat 8r oz.hHatzonbame gf e ®T y et bel i ki fejezRd®s ®r e
az i mmunhi smtdda®aeria®tmaz hatj uk. Avze t anli aap f8k| vy ¢
fi x8l1 8s8t , be8gyaz8s§8t, met sz®s ®t , maj d a

endog®n ocgg@gROXSd§2 ®s a nem s pecfoghljak us k ©°t
mag8baBzut 8§n az adott antig®nre specifikus
meg ° r ta®Rantitds nt i g®n kapcsol - d8s 8nA agleapudet eiknnt
szempontij 8hb- | me g kngjl €In°bl°tz t ellergyagbkeati®) saze k t

el sRdl eges antitestre specifikus jel?©©lt m§
el l enanyagok egy adott epit - -pra leghemekn okl on 8§

specifikusak (poliklon8lis antitest).

A standardi z81 8s-ahloBye @2 ts@Se e®t dak ®men szet
81t al-Sanimsann s zt dke®mi®siek sor8n i s hasznos az
(Tissue MicroArrayi TMA) techni ka al kal mazg§8sa. A m- ds:

t8rgyl emezen nem ceup®ntédhyp, sz&vembeéok&b: |
reprezent atntet se®gie- h&@naglzkedi k el . Ehhez t
egy speci8lis TMA k®sz?2tR k ®eagyngel gehkabteS8nr okziovt &t |
m®r et T (0,5 Mmmml§ismRWReglyen ger,majckenedy; nk ki
fogad:- paraffi@® b3orikde)b & sislzleed 2tejsgh ®s ut 8n |
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microarray(TMA) bl ok k b - | k®s z ¢l t met szeteken azono
jelentRs reagens megtk@ksa®rrlaesSm&meb| sz ve ® i
vi zsg.81l hat -

A
A Kkivalasztott g A szovethenger ¥ Az elkésziilt o
teriilet beillesztése a TMA metszése s,
kisziirdsa ] donor-blokkba ] 3 .
4 L 2
A metszet
™ targylemezre

helyezése

B

9. SMrsa’®veti [MEMA AokaRrsrza2yt ® s ® n e kvalasninteBnég®P | t et ®s
hematoxilireozin festett TMA metszetigitali z 81 t t 8r gy | .eAme z8@mreak ar ®¢
https://medicine.yale.edu/pathology/research/tissueservices/tissuemicroarrayfacility/wha
taspxwe bol dal on t al,&l Hask:@s&brla .al apj 8n

Az i mmunhi szt ok ®mi @it ReEeg@lk@mgn yuots8 nmiakr osz k- p
digits8lis miviergeszhlke tAypdki gi t al i z8I1 §si fol yam
fel bont8sY szkenner seg?ts®g®vel regz2tik
speci 8lis szoftverek ®s al garimtrhdssek RdRnry

hogy a | ®t rej °vR- jemarAadi.n Rsn@od i |/ tl akn@mi ai
ki ®rt ®kel ®se |-kggptaktabbanmsdemer ekkel, r ®s
t°rt®nhet, 2 gy az eredm®nyek interpret8l §s

®rt ®kel ®s egy relat2vtekhgli §8sgPrkt ®higlggRenf
fest Rd®s, +1 gyenge, +2 m®r s®kelt ®s +3 er
®rt ®kel ®si rendszersd&kories nhasszredl,t akme |l pyl . a z:
haszn8lva az adott festitRaA®Linyiostadn sizt8InoYsa| |«
mint 8ban a feh®rje Akiviegjeg ZRdn®N@ n eekg ys zsiznS8tn R
pozeetj2tvek sz8m8nak (P) ®s a fest Rad®zati nt enz
maxi m8lis ®rt®ke 300.

35



DOI:10.14753/SE.2016.1861

3 CELKI Tt Z£SEK

PhD muvik&mgs8l ati c®l jait az al 8bbi pontokbar

1, Friss f a®yamatintf o txt§ | mTt @tair aFFRABi wnabsat agpyRd z 0 |
sz°vetmi ht 8&@&bRBmati z8lt RNS i zol 81 8s al kal ma

2, Munkacsoportunk 8l tal publ i k&8I t, friss f
genomszintT g®ne smra&ms a d s diagnoszika gsddortokan

el k ¢ Itr@nazkriptfn széFFPEs z° vet mi nt 8 ko.n val - vizsg§8l a
3, Friss ftaGgtyiaszbioopszmT®s ®s FFREPrv@sRagh

automati z8lt DNS izol 81 8s al kal mazhat- -s8g§gn

4, A vastagb®l daganat ok kialakul 8sa sor 8§n
azonos?2t8sa ®s | ehet s®ges gmeah l8kcdz§simimel

vizsgs§8l at a

5, A klinikai gyakorlatbanisa | kal maz ot t , a-kawciacsnh szgkke®dia a d e n o
sor 8n hi peSEREtvi®@r8p!l-adz-ma mar ker DNS met il
vasst agb®l sz°vetdtRil- mazod |S8tldk e m ®s

36



DOI:10.14753/SE.2016.1861

4 MI NTCKMEBSZERE

4.1 A vizsgs8lt sz©°vetmint 8k
4.1.1 A vizsg8lt sz°vetmint8k ©°sszefogl al §s

4 . t 8Wli gzsa@t8] atai nk sor8&8n elemzett sz%vetm
vastagb®l daganat, AD = adenoma, NAT = nor
vastagb®l sz°%°vet.

Betegcsoport| Vi zs g8l at|CRC |AD NAT N(18) | ¥ss ze
(mi nt a:t (114) | (34) (102) (268)
1. RNS 1.1. Aut om?20 - 20 - 40
markerek RNS izol 8§
Vi zsgsgl
1.2 RT-PCR 30 - 15 15 60
1.3 in situ RNS 3 3 3 - 9
hibridiz§
2. DNS 2. 1. Aut o 30 - 30 - 60
metil 8(DNS i zol 8§
markerek
Vi zsg§gl
2. 2. DNS |15 15 15 - 45
vizsgs8l at
2.3 miRNS 3 3 3 - 9
vi zsgs8l at
2.4, 10 10 10 - 30
| mmunhi sz
3. SEPT9 Szekven§8l|3 3 3+3 3 15
metil 8¢(i mmunhi sz
vizsgsl

Vi zsg8l at ai nk 6&wa StnssgPllPsRdetemiemt a2 el emz ®s ®r e
mintacsoportban 114 CRC, 34 adenoma, tledorme | | et t i (NAD P nosmml® v e t
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tissue adjacent to tumo®s 18 eg®szs®ges vastagb®l sz°%v
Vi zsg8bhavtwmkthbami nt at?2 pds @bl Szgatbhoaglt al §$ haa -

4.1.2 A vizsg8lt sz°vetmint8k feldolgoz8sa

4.1.2.1. Friss fagyasztott mint 8k

Seb®szil eg el t8vol 2totzt eVvdsStvand B® DU & g acnoal t oonk
makroszk:-posane®pRI NAZEr mez ¢l ez°vetmint 8Kk

revid i dRn bel ¢l fagyaszt8sra ker¢ltek fol)y
friss fagyasztott s z80@en mi 8 Edik mintdcfomolt has z n §
sem tartal mazahol ohAyaetemgnta8§tmi nt ava@t el i dR

radi oter 8pi 8s k eMien dResrb e rb e tre®gstzRels ¢ Ibte.l eegyez
gy Tjteoaamigmtkagy Tjt ®shez sz ¢ KYKER €305/087tRisk a i en
TUKEB 23970/2011) a meggdtaon 8l i s eti kai bizot

4.1.2.2 Biopszi &8s mint 8k

A Dbiopszi8s ninmkagzovlkhb) 3B3utin szTr®si
kol onoszk:-pi &8s vizsg§gl at sorg&n gyTjtotte¢k
N®met onskBg)nsawnytaagbil ihz §flyee zhta;skzl8PGdregjsd ¢
t8rolt EgyRketmi nt acsoport sem tartal mazott
mi nt av®t el I d Rpraarmgty) ar adli Pottter B p m@ Mindere z el ®s b
betegt RI bel eegyezR anmgiirtaa kylzjattgest letikgiy T 2 Lk &
enged®l yt (TUKEB 23970/2011) a region8lis e

4.1.2.3 FFPE mint 8Kk

Az FFPE mint 8k rutin paos @uffergtifamaldehidbény a mat

|l ettek r°gz2tve (kevesebb, mi nt AHh0t 8k8n Kk
kevesebb, mint 6 h-napos t8rol s utsgn | ett
Egyi k mintacsoport sem tartalmazott ol yan |
el Rtt-viegmo radi oter 8pi §sMi hdeal GsehteemR RB®s zbed
nyil at kozatami ngtyalgjytTojttt@snhke,z sz ¢ k STEKEBs et i k a
23970/ 2011) a region8lis etikai bi zotts8g n
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42Vastagb®led §lem& 8 mar ker e ka uvtioznsagt 8 |zagtl a8 b n
friss fagyasztott biopsz8 ® s FFPE mi nt 8§k on

42 1 Automati z8Ilt RNMNS -iszZ8wisgkagks!| at kal maz

4211Mi ntagyTjt ®s

A10 CRC ®s a hozzsgtartoz- 1 @4.1NAfEjezéthen,s s f a g
valamintugyanazon biol -gi di0 LRTCv eRtsa kab Bhko-zlkc® z NA 4
FFPE mint adlPpfg 2z ®skeen |l e2rtalh sresgBtatbat
sz°vetmint 8k adaltalijtaazsdzet 8bl §zat f

5. t 8bAz8§zaut omati z§8I t RNS i zol 81 §s al kal m
sz°%vet MAster-Gdkl. | er szerint m- dos2tva.
NAT CRC
Dukes B* Dukes C

Friss fagyasztott/ FFPE

Eset sz8&m 10 6 4

NR/ F®r f i 4/6 3/3 3/1

Ctlag @®PeY |74, 7 N 75,7 N 732N10,7

4212 Automati z8NS ®sz onha8nl u8Ssl i s

Friss fagyasztott mint 8k t°meg®nek (20 mg
egyenM&NA Lyser Green Beads (Roche Applied Science, Penzberg,
N®met or sz§8g) ker 8mi aceqydndwyYlae tc st® aretk dle mahze-|
800 OI MagNA P utioneTisdueCLysR Buffertl dtod rak A he zek g e t
homogeBE6b8®80D8s pm SObaeanEs®gpelrcen kereszt ¢l ,
MagNA Lyzer (Roche Applied Scv ezl ¢ khomog
FFPEmMi nt &b ¢ z &R veeeeRterni e klgpacbetvyezt ¢kes majd 2
xilolos ®s 2 x 10 perces abszol “ut etanol os

tellesRNSk i vom&Bwrni8l i s ®s automati z8Ilt m-dszerre
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mint 8kb- 1. Az aut®lmadeito §llti zi§2 ahkh®d |-kisstz \8A R G it
FFPE metszetbRI v®gezt¢k az automati z8I1t Me
( Roche) haszn8l at §val a Mas@aNA iRworln&l 96 rantds

gy s8rt - &l Rrerg§ died Ren.t tA nfertiszeetfekgWwWds zat oORNA
0.39 elnevez®sT gy8ri protokollt, m2g az F
el nevez®sT protokol lkti vbag@®h sz ketiA Iman&®€l
RNeasy Mi ni Ki t (Qi agen, Hi kidsezn§r 2 N®meét oRF Fs

met szeRN®RasywzFFPE kit (WQPgqganhgi hratszin8lad ¥t

k°vetve.

4213RNS mi nt 8k mennyi s®gi ®s mi nRs®gi el l enF
Az RNS koncentr8cspektar Nk®@eo®m®®®P&R O0D0( Ther mc
Scientiic | nc . , Wal t ham, USA) meaz R¥YA 6000 PLo RNS m
LabChip kit haszn8l at gval az Agilent Bi oAnN
rendszerenh at 8r ozt AKX RNnSe g mi n Rs @19 ®legintaktgbp) - 1
(legt°redezettebb) 8te@ezgtetd Ri stk @RINSINRNFSE g h|az § n
Intergity Number) el | emezt ¢k

422VastagbPérB&maR RNS mar kerek vizsg8lata F

4221Mi ntagyTjt®s

A 15 CRC ®s a hozz8tartoz- - A4dIR2fejeg@=en, s ®ge s
valamint 1I5CK ®s a hozz8tartoz- 1 4. 1.R2cjezebénP E mi nt
|l e2rtak szerint t°rt®nt. A vizsgbylaia ba bev

Ossze.
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Vi zsg8§

6. t8RAIiVSzdtagyl®l el l emzR RNS marker ek
AstlerCol | er szerint m-dosz2?tva.

NAT/ CRC

Nor m8 DukesB Dukes C Dukes Dt Besor (

n®l k ¢

Biopszia
Esetsz8&8m |15 2 4 6 3
NR/ F®r f i 11/4 1/1 4/0 3/3 1/2
Ctlag ®lel53,0 N73,0 62,5 NG680K16,7 753N11,9
FFPE
Eset szg&8m |15 11 4 - -
NR/ F®r fi |6/9 5/6 1/3 - -
Ctlag ®l e 66,5 F68,3 RN61,5 K- -
Az in sita k?bEIEBNATE Fddétnena® 8 CRCs z °nvientt & k a 't

4123 ej ezet ben

| e2rtak 8§84 rzian t)

gy Tjtott ¢k

(7

7. t8BEkE8Srkatsitu mMRNS hibridiz8ci*Astker zsg8l at
Coll er szerint m- dos?2tva.
NAT Adenoma CRC
tu b uris 8 tubulovill- z L Dukes C*
FFPE 3 2 1 3
NR/ f ®r f i 1/2 1/1 0/1 1/2
Ctlag @®e)Y ko/[73 N 2 72 N 1 75 73 N 2
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4222Aut omaRN 8ilztol 81 8 s

A biopszi 8s mibretn8k a®tg eRN AL aotlevraszt ot t uk, maj
Bead ker8&8mia gy°ngy°kkel toltott, 800 Ol Ms

Buffer-t (Roche Appl i ed Science) t &rt al maz
sz°vethomogeni z8I| 8§st 6500 rpm sebess®ggel
k®t szer i sm®t el ve. Az FFPE metszeteket me t
majd 2 x 10 perc xilolos ®s 2 x 10 perces

AtdjesRNS i zol 8§81 §8st 3500l biopdzkE§sz8§revetti F
met szet bRI v®gezt ¢k automati z8lt MagNA Pur
haszn8l at §val a MagNA Pure 96 automati z§8It
ut askintasks omegA ebebpRerb8k mM¢nt ®KR BMNREA ki vonS§:
Tissue LV 0.39 elnevez®sT gy8&8ri protokollt,
LV 0.21 elnevez®sT protokollt haszn8ltuk.

4223Mennyi s®gi ®s mi nRs®gi ell enRrz®s
Az RNS mi n tn&nnys ® g i ®s mi nRtsa®g 4 . le.ld ep&niz®am® | e

megfel el Ren v®gezt ¢k.

4224Val-i-sej T polimer8z | 8ncreakci

A reverz transzKkRNSpRI - tv Ry Baddcriptigr FitsteStrgneé s

cDNA Synthesis Kit (Roche DiagnosticsPenzberg, N® me t g rssezg& g s ®g ®v e |
anchored oligo (dT) ®s r anmdmslzex@d®@mg r§ vmarli me
kor 8bbi mi croarray Vv iCREgpEclilug tanszkhpturdCA?, 8 n  a z on
COL12A1, CXCL1, CXCL2, CHI3L1, GREM1, IL1B, IL1RN, IL8, MIMBBC5AT
expresszi-s -iedeenz GBSCRR nv-ad s ask8%ribozI m§VY RNSSe z t ¢ k e
bel sR kontrol8 als§haldmazeiRiSailaThone ReadyE pr -
(forward ®s mewerd uprmiemaerceh®&&n | eRoéhet hi dr ¢
Applied Science) haszn8l tunk. A viad -6l i dej
ve®gt ®r fSagnantaccBNs R | ki v3t@®l eci gkt Cycler Probe
pr - bh8kz z §a.dA s ®&w&klci - k "spMet8ildr t $DF10 folyad
aut omata (Eppendorf) LighthcFeﬁ ABERIPERKI® sz ® d eRktemk .
(Roche) a k°vet ke DR UCR ce0k 2pitera tca®@sta isdzeSndalt-tuur k:c i
45 amplifik8ci-950CkhLosprerker eAM@IIZC i M§ VG
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| §nchos®zabBB¥UC8&4E m8s o,anpjédrocU § e310d e Sedkok d§PDefresm e
kereszt ¢lp(crossingipoigtr s®r @ ®RLBSrydfegenhcia lousekeepingg ® n

adat ai val normal i z8Il tuk.

A receiving operatingegl ema®dad@az 13.3sszoftvert ( ROC)

haszn8l tuk annak ®r dek ®b en, h kg®yp e as ®Yi®Z s g

meg8l |l ap2tsuk®p aets @pddgplePonzZfRiR 1 t 8 s szenzi
interakt2v dot diagramokon 8 b3S®20skoftverk. A d
seg?ts®g®vel v®gezt¢k.

8. t 8BACRCzptecci fi kus transzkriptumcskoport vi:

G®nszi mMG®N n®V Amplikon | RealTime ready

hossz Assay a i

sz8m (Ro
CA7 karbonanhi dr 8z VI | 77 103015
CHI3L1 kiti-i8er B feh®rj 76 103035
COL12A1 kol l ag®n X1 1, al f66 103045
CXCL1 kemokin (GX-Cmo t 2)vVigamum1 | 105 105522
CXCL2 kemokin (GX-Cmo t 2)Vigamdum2 | 95 103070
GREM1 gremlin 1 111 103109
IL1B interleukin 1, beta 87 100950
ILIRN interleukin 1 receptor antagonista 76 103133
IL8 interleukin 8 92 103136
MMP3 m8trix metall opeyll0 103167
SLC7A5 SIC7.csal §fh 5. tag]|72 103210
RN18S1 18S ribosz-m8lis |73 104092
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4225l n situ RNS hibridiz8gci

Az mRNSinsituhi bri di z8ci -t a 11 markeaer ckE°kkenRi v
ki fejezRd®st -anmuhiadr-8z kaVYiblon ( CA7; NM_ 00O
vast agb®l dfaglomad totk b kexnpkin dGXsCzmo# y duigandum 1

(CXCL1, NM _001511.2)e s et ®n v ®A @izstg8KH ae bt a Bi oneer
seg?2ts®g®veA wvikgegkl@kt neor 8n fle@tReohviegopukl! e
mi n dck@lt p:cCATMRESNH ® | -TGGEATTCCAGTGAACCAGAT3 6 {6334 3

nNukl eot i-AGCECATRI&GTCBGACGATTCAT3 6 {7B®H8 nukl eoti dok)
a CXCL1 mRNS e s e-ATGREAGGABTGAGGCAAGCTTT3 0 334 7

nNukl eot i -GUTGBGATTTEECAGIGTTCAGCAT3 6 {387 Nn@kleotidok). A
reakci -k kimutat8s8hoz %n. | akatidNA)/ k°otott
oligonukleoticbkat haszn§8l atounwka,d Sia(mediingytgniperature; Tm)

sorrendbem  k °© v ekivditak:87RC, 84C,85C®86°C. Emel |l ett negat 2y
kontroll pr-b8t is alkalmaztunk. A negat?2y
LNA oligonukleotidvolt (Tm=87°C), apa i t 2v pr -ba egy mR1L nukl et
126ratervezett k or § b b aLnN Ap upbrl-ibkag 8#®) [110. A ZT M50 ®s a 3
v ® g e B-learboxifluorezcein (FAM}nel j el °© | t-F AMd ujpd la® afit azpr - b 8k
Exi gon c¢c®gt RI rD&@ md e it sitkh 2 (b\Vf & ddb EZk&,c i - t Tecan
k®sz¢l ®kben v®gezt ¢k d ThkamadbbiM@ineed®s 6 kn &Sk
[110. AZFFPE bl okkoleb Om kn@estas?atgettetk et depar af fir
proteing8z K enzi mmel (25 Og/°bn) Azinmsituu b 81 t uk
hi bridiz8cia-dhoazz agz®nbgy tartoz:- pr-b8k ele
hi bridiz8ci - s puffer ®b en °C-ohdoetgtyu k- rf8enl k(eH xe
i nkub8Il t uk -e gmepl8lrehtutz aempys met szeten el v®gez
negat2v (60 nM) pr SIBELk phuif breiredikdo®INg g 8tr ti®N R
a metszeteket alkaliktfso s z f at 8§ z z a FFAMK (4:800, uRgpche, tManmheirh, i
N®met or sz8g) el l enanyag gnadro-blue tetkamohug I(NBU)k . A me
reagen5siksre-Uklo®s3 andolil-fosz f §BC1 P) Sszubsztrg8ttal ( F
90 percen kereszte¢gl, m2g a jel©°lt nukl einsa
met szeteket Nucl ear Fast Red (Vector Labo
kontraszAjffelstlett t pé&itSsizet ®klee n rda IgRao@mic r © gz 2 t
250 szkenneBDHISTECHKft.,, 20x obj ekt 2v) .
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1 Automati z§8I t

10
CRC ®s

vizsgsg8l at ba

CRC ®s a
10

hozz8tartoz-

10

NS - isz8wis@nkagks | at kal maz

MintagyTjt®s

43DNS meti |l 8ciazo nmaraksd magkb ® |

hozz8tartoz-

1 01.2Nfajdzetdem, i s s
eg@®szs®g2sevaszelgpdb®)

yIze@tBmianta8ls or &

Sz % wvgeltantijnat 8°ks sazdea.t ai t

t §MAIz8 zaautt:omati z8I't DNS i zol 81 §s
nt 8k.-Cbl |l Astbkeerint m-dos?2tva.
NAT/ No CRC

Dukes B* Dukes C Dukes D*
Friss fagyasztott
Eset sz8m|10 7 3 -
NR/ F®r f i |6/4 3/4 3/0 -
Ctlag @®@®470,5 N67,7 N 77,1 K-
Biopszia
Eset sz8m|10 4 3 3
NR/ F®r fi |6/4 2/2 1/2 2/1
Ctlag ® ¢50,2 N 63,8 N 68,3 N55,0
FFPE
Esetsz8&8mj|10 6 4 -
NR/ F®r f i |4/6 3/3 1/3 -
Ctlag ® 67,4 N 66,0 N 69,5 K-

45
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4312Aut omati z8§I DN®si 2naln&Ig88d g s
Friss fagyaslznmeogt@bemmgnt Sk°vet) l em®m®sLd ut §

egyenk®nt centrifuga cs°vekbe helyezt ¢nk,
Lysis Buffert (Roche, Cat no: 08051600 0 1) m®r t ¢ nk rp8Srjoutkk i ne§zzut § 1
enzimet (Roche, Cat. n0. Q358280 01) adtunk az el egyhez az

ed Rt t . A manu8lis izol 8l 8s sor8n a sz°vet mi
(mindkettR a Ql Aamp DNA Mi ni Kkeve®&me) el
mi nden mi-omn §em®&S5AtCett ¢onk 4 -r8&n kereszt ¢l
ut as?k8mefghal el Ren v®gezt ¢k a MagNA Pure DI
Kit felhaszn8l 8s8val, a DNA TiBNS8ekiSWorR§D |
aQlAamp DNA Mini Kit (Qiagenhaszn 8l at §val , a gys8rt i ut a
t°r.A®n el Y%ogatnisn d k®tf pr ot okatl | eset ®n 200 Ol

Az RNALaterben t8rolt biopszi8s mintg88kat |
egy Yj centrifugacsRbe helyezt ¢k 8t amel vy
Buffer-t ®s 20 Ol protei nats.e Hr RerEif@8nh dart e
szo%vetmi ndBkam®SS5tA€Ct t s nk 4 - r 8 nenkineatikess z t ¢ |

kezelt®$re -20R®OI Y @dcgkyekitng dmaz automata i
t ov8bbil 21z0i0s QwWagNA Burer DNA Tigsue LysiBuffer), a manus8lis

i zol 81 8s el Rputf f 200 el0l egA@sLz2tett ¢k ki . A
utas2t8soknak megfelel Ren v®gezt ¢k a MagNA
Ki t fel haszn8l 8§8s8val, a DNA TissuestSV 2.0
Ql Aamp DNA Mini Kit (Qiadaen)l dckalsmd®Rgd Dgalt
protokoll eset®n 50 Ol volt.

Az FFPE bDblokkokb- | 10 Om vastags8§g¥% mets

centrifugacs®°vekbe helyezt kil oAodeparkafbf§icn
majd 2 x 10 perces abo | Y4t @tkam@lcos ti haszn8l tunk. A  me
ut 8n  Yj centrifugacs®°vekbe helyezt ¢k, az a
DNA Tissue Lysis Buffet ®s pXmt &liemzi@net adtunk a metstekhez, a

manu8lis izol 8l 8s ¢se&s®m0180 ®Ir cA®Rl nBsfef &r
keveunt®8$n a s z°ve-bnmi mk Btk&ldy uk®JALz ak §n keres
automati kus i zeeIn8128s re8liRyt ta, mAsn UBAAGS i zol §I
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i zol 81 8st a gys8rt i utas2t8soknak megfelell
NA Smal l Vol ume Kit felhaszn8l 8s8val, a DI
manu8lis izol 8l 8st Ql Aamp DNA FFPE Kit (Qi a

43. 1. 3 Menmiyn B®@gi ®sl|l | enRr z®s

Az izol 81t DNS mé&anaDrop slgs@ektrofqtoBRL: 2€Bherinc
Fischer) hbeaetg8¢8rntec®MgBk ethsegt as8g meghat 8roz8sa
®s OoD260/ 230 ar8nyokat I S megdrangeosaett uk®g
ut - bbib-1 a szerves old-szerek, skivont8§l tal:i
DNS fragment 8l ts8héimr eégddmeg2 koa®g®ban el | er
amelyhezGAPDHg ®n 4 k¢ | ° n B.g180Rbp, R@0sbp, Z300sbp, g400 bp)
szakéasbk8S§rapor2t- multiplex mPOR §81dgPMIt s ®g ®V e |
t haszn8ltunk, GAPDH mul tiplex primert (0,
480 Probes Master (2x) reageretitunk A PCR a mp | i f iigh®ycler- 480 L

k®s z ¢ | ®RoCaor Hydrds i s Probe/ UPL Probe adet ekt §

kevetkezR hRcRgketzutdg &gdeti ntdenatur 8ci -: 95AC
amplifik8ci - : 95AC 10 s, 60AC 30 s, 72AC
|l 8ncreakci - s to ramplikonokae | 284S agpgoarr2-tzo g ®|l el ekt r o

seg?2t s®g®vel vizuali z8l tuk SYBRSafe DNA Ge
CA) ®s Mol ecul ar Welilgdhtb pMa rnkaerrk el lhla s(zIn9%8 | a't

10. t Al PN&St -met i | 8ci - s vizsg8latok sor 8n
szekvenci 8i, az amplikonok Il okaliz8ci-ja ®s
G®n Primer szekvencia Amplikon Amplikon

/| forward (F) ®s revel okal i z hossz
MAL F: TGGTGAAGATAGAGAAGTTATTGGGTAGG Chr 2: 95691438 160 bp

R: AAAACCCCCAAACCACTAAACTC 95691598
SERP1 F: GGAAAGAGATAAGGGGAGAAAAAGAA Chr 8: 41167194 139 bp

R: ATTTCATAAATTTACAAATATAATCCAAACTCC 41167333
SFRP2  F:GGTTAAGATAGGTTTAATTGATTATTGGGGAATAG  Chr 4: 154712516 119 bp

R: TAAACACCCAATATCCCATCCCT 154712634

a7



DOI:10.14753/SE.2016.1861

4314BSPCR ®-8RMS

Az izol 8I't DNS mint8k (®s a standard mint §k
Met hyl ation kit (Zymo Research) seg?2ts®g®ve
mennyi s®ggel .-speikudp®r i Imies Zua |l fl ISRCR)r neap@ leix i - t (B
ko ventniketi-sPpecifikus nagy felbont #4K8M) ol vads

al kal maztunk. A primerek szekvenci 8it Yag y
dinukleotidolat t ar t al ma z - szakaszr a&, n2gybed omggEsolB
primerek biszulfit konverzil0 utt8hli§zatmp.l 8t h
ABSPCR reaalng r Rakci - bi szuénfLst Ok o vwRgtt ®§ If to g B

ki vit armpdTag Gokl 360 mastermix (2x) (Life Technologies), Wi@kicler 480
ResoLight Dye (40x) (Roche Applied Science
v®gkoncentr8ci - ban). (MALS BRRRL, EFRP2Ymrelt % 4 B c ig ®%
vi zs g8l at EMgChk®mneczetngk 8ci - a MAL ®s SFRP1 es
e s et @M vdlt. SPCRt LightCycler 480 PCR k®sz¢l ®kd
det ekt 8l 8st hasakf®¥leatk®&@uz®Rl hR®Jg&Ztugsk szerint:
95AC 10 perc, 10 touchdown ciklus: 95AC 30
30s; 40 ciklus ampi f i k§ci -: 95AC 10 s, 56AC 30 s,
ol vad®d porgt®rs§ n-ondpé&a@ nkub8§ci -t k©°vieOtARen a mi
hTtottm&j d ezt k°vet Ren folyamat os det ekt
kovetkezett 20 Im®rM®sC@i®®r @® ekl Ligatyctero k
szoftver 1.5. 0 n(yReorcthiekh KHiiRM2 ¢ S ®Rg®k ekl emz ®s ®t

GeneScanning al kal maz8s8val v®gezt ¢ k. St anc
( 0 %, 25 %, 50 %, 75%, r ®90%@al sboBgBl}j Bka,a an®
metil 8ci-s szintj®t ezek alapj8n 8l l ap2tott
432Mar kerek kivs8laszt8sa DNS metil 8ci s Vvi z:¢
4321Pot enci 8l i san DNS metil 8ci - 8l tal szabgl
A potenci 8l isan DNS metgi®n8ecki - kiSk&lraddbbtadhah§
munkacsoportun ktelje§ | genarszift kP &mPel xtpr esszi - s el e
eredm®nyei al Apj Borgbdit ®nt z LeSlzaetsekn sloAr78

vastagb®|l bi opszi 8&s (4P @PC) ,4 9l Razdeern ommak r od i
hg8m®s stroma sejteket (6 ®p ,azal dlexakieitidia ma ®s
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demetil 8ci -s kezel ®s29 éunfRt tva®s agb®tmaadesgBé
sejteket el emezt ¢ mllesRNA Vvizod @8 I1Sgs® n exd®rm&ns s z |
pr of i HGW%38 Blus 2.0 microarray( Af f ymetri x) v®gezt ¢ ink. /
kapott nyersadatokat a Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
adatb8zisban k°zz® tett¢i ¢k, azoneols?2bzkadagdks
el ®r het Rek: GSE4183 (53 biopszbapg®&3E®FS8S6 4
6 adenoma 8s I6®z@RC nhektreogdbiBlszekt 81t vastaghb
HT-29 sejtkubt ss m@KP ®®b E Bt

A GSE4183, €ESE87 3GSE1RI6O0 azonos?2b-wval re
bioinformatikaie | e mz ®s e seg?t s ®gpRovted n cme8d h astagr oxN S kn
81t al szabs§8lAnalatt ag®emnelketszkri ptumokat v §

fokozatosan v8ltoz- B f e ¢ @ @dgi®®dkarcimma at n ak
szekven@a el Rrehal aBBbBaz s#&wn8nrang korrel 8ci - s
majd Spear man (Rho koefficiens) ®s Kendall
al apj 8n ®rt®kekitwkl aas iR@tEltk ag @b é B zht st 8rtal m
A betegcsoportok ko zti °sszehasankis2t 8sok
mi nt asz8mr a BegamniHbekbet gt medszerrel hat 8r 0z
A DNS metil 8ci - s vi zsg8l atokat 8rmd qdluRZRen
ki vl BgktonbtzR ki fePrelRdR®R%t ¢, Imumalk yderlk r endel
r ®gi - val, Yan . CpG szigettel. Eeletkkeleyne zak erd@g
citozin molekul 8k | ehetnek a [IpEszigget i | §ci
pr edi k dn - silico a CpG pl ot program f el
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.Htalkalmaztunk A pr ogr am 8|
haszn§8lt Cp G as zki°gveett @ fRimu?mc i2200 nukl eoti d h
100 nukl eoti ddodsanvilzgny |8thi 50D4 agky akor i s 8gg:e
nukl eoti dok, | egal 8bb 0.6 megfigyelt/vs8rt C
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11. t SIONS8 znaett:i | 8ci -s el emz®s sor8n Vvi :
G®n G®n n®v
szi mb-
ALDH1A3 Aldehidd e hi drogen8z 1. <csal 8§d
BCL2 B sejt I imf- ma 2
CDX1 kaudt8 gws % homeobox 1
COL1A2 lles t2pus¥% koll ag8n al fa 2
CYP27B1 citokr-m p450 27. csal 8d B
ENTPD5 ektonukleozid trifoszf§8t di
FADS1 zs?2rsav deszatur g8z 1
MAL Tsejtdi f ferenci 8ci -s feh®rje
PRIMA1 proingazdag membr 8n horgony 1
PTGDR prosztaglandin D2 receptor
PTGS2 prosztaglande ndoper oxi d szint8z 2
SFRP1 szekret8ldakorrfigkz®rejde 1
SFRP2 szekret8ldakor rfigkz®rejde 2
SOCS3 citokin szigr8l szuppresszor 3
SULF1 szul fat 8§z 1
SULT1A1 szul fotranszfer8z csal §8§d 1A
THBS2 trombospondin
TIMP1 metall opepti d8z inhibitor 1

4322Mi ntagyTjt ®s

A 15 CRC ®s a ho,wvaaintalb aderomhissl fagyade®T minta
gy Tj t4@.ef e ezet ben le2rtak szerint tort®nt.

adataitaz12 t 8§ bd I8alajta fs s z e .
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12. t SAlvasdraP®lj el l emzR DNS metil 8ci - s m ¢
el emzett mi-@d l8lker *sz Arsitdterm- dos2tva.
NAT Adenoma CRC

Adenoma Adenoma Dukes B* Dukes C

tubulare tubulovillosum
Eset sz|15 5 5 7 8
NR/ F®r | 9/6 2/3 2/3 4/3 5/3
Ctlag |[77,5 N 650N7,6 64,2N8,5 76,9 N 78,1 N
®l et ko
4323L®zer mi krodi sszekci - ®s makrodi sszekci

Afrissf agyasztott s z ° viagyasziottbte§8kgayta z ¥an .an®@g@b a (
Finetek, Jabpe§mad-29doGzkukoszt 8§t k®sz¢l ®kben
fagyasztott metszeteket k®sz2tettg¢gnk. A me
(Car |l Zei ss et Be s @ Bwapsdtla gNs@nyil a®no bi §t me mbr 8
bor2tott | emezre helyezt¢k. A felhaszn8l §8st
perci g, majd abszol 4t etanol ban 2 percig i
festett ¢Adrich( SiSgtma Loui s, USA) . A vastagb®l
epitheli 8§l meg®8 z elD’sef/Mifigsgjkety §gt uk k°rbe, maj
PALM Microbeam | ®zer mkarapdubsggektbregeggys
A makrodi sszekats8zltto tnii nmeStksazte tfeakgryRlI gy Tjt ot t
A met szet ekr RI mi kroszk:-pos Vi gegjat8 | at u
egyszerhaszn8l &segepgynigjed td gy go®ehnetlryi ef zutgeakc s R

4324B1 szul fit konver zi

A biszulfit k onver zi -t el Rzetes DNS izol 81 8s n®I k
Met hyl ati on Direct Ki t has azm®yleaatt gkpgr t(-4y m
ut as2t8&soknak megfkelze2 ®s@l. WE @iz tefd ugsd tBhsdn 2
Oben v®gezt k.
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4325Biszulfit-s peci fi kus pol i MR8z | 8§ncreakci - (BS
I'n silico CpG sziget preéitkcfiortr 8sszZ« - EMB @S
seg?ts®g®vel V@®egegzetcgmk . kKud beaskauouil éthad z hasz

PyroMar k Assay Design szof ttwerv,ayé\We . 0, Qi
CpG gazdag r ®gi -kat pv Emas ek o&sa paz pd rhpdl§igf8itk 8§
a biszul fit konveméd 8bef ®DINBS ssazlejkav.enkAi BCR pr
egyik tag @ reverz vagyaf or war d pri mer) biotinil 8lt Y
szekven8l 8s szempontj 8b- | v dnlsiicod lolne mofsr.i zAt ¢pkr
a BiSearch szoftverrel (http://bisearch.enzim.hu).

A BSPCR r eah AngpliTack Gold 360 mastermix (2x) (Life Technologies),
LightCycler 480 ResolLight Dye (40x) ( Roche
primer mix 200n M v®gkoncentr8ci -ban), 1 ng biszulf
v®gt ®r f ogat ban. AZekdwnet ik nZkRIbDBR¢ iulKl vas nms nt 8Kk
480 PCR g®pben SYBR Green |/ HRM det®kt §l §s't
10 perc, 10 ciklus touchdown ciklus:@530s,60C 0,4C cs° kken®s PCci kIl us
30s; 40 ciklus°®CdmpbBCBOKEXi 16 85 A nagy fel
ol vad8spont €nadll 2pzeirs ‘G-rdagdhnrima&@ysd 4elzt k°vet Ren

det ekt 81 8s mel |l et ti fokoza’€Co$emeberig8s ®a1 k°
®rt ®kek ®s a HRM adat ok 0Oa (RioghtCy csleeggr2 t s Rg
kinyerve. A HRM g°rb®k el emz®s ®t a LightoCcC
v®gezt ¢k. Standard mint8k ismert metil 8ci - ¢
szolg8ltak a m®r ®s kalibrs8ciinjt§gm®@a, ez eki all ¢
8l l ap2tottuk meg.

A direkt bi szul fit szekven&dgwscibtS8azismnimn®nt
8l | apota8BSPICR t gy ne®kyeiikn elke g va tz ® lgng dysaizbebr
biszul fit ko RPCRr zrieeak®$ - lameBtS8In8 1 & w©emozi nok
konvert8l - -dnak, m2g a metil 81l citozinok
szekven§8lag a mpsloirk8onn o k szekvenci 8j8§bannja8b@m:
megj el enR citozin/timin ar g8ny fromgai -4zo0l g
Vi zsg8l atunk sor 8n k®t kel °nb°zR piroszekyvi
a r °mintedy6 0 nukl eoti d hosadz %)e niewadMbike@BRS s | h o s

k®sz¢l ®ket aremmafd|l k®zsRd6be 8| ImegkRaedb@ % Ramy]! |
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nukleotidhos)s z¥.eol vas8s8ra is alkalmas 454 tec
k®sz¢l ®ket .

4326Pi r 0s z e PyraMarB Q8ls®s z ¢ | ®k k e |

APyroMark Q24 (ki agah) ls ® sPxraMai® 850l Q24 o z
reagensek t has Z M8 latglemk a gysrt i ut a®#C€R 8sokna
ter mPkekhez Streptavi din bor2tott gy°ngy’
Performance GE Healthcare, London, Nagyr i t anni a) adt unk, amel \
ampli konokhoz &kapcsoBBldaadk.elRz2ut8mwS8aumys$r |
haszn8l at 8val megt i @@®4etanobStsécuDenataratioraSwoiptibni k o n 0 k
5 sec, Wash Buffer 10 sec)dhe nat ur 81 Sephag8ase geyg°ynsgzyshl °%z k
t empl 8t g amelikelep RytoMakk Q24 szekveg | - -eklbat é e.l yEezzutt¢s8nnk

25 Ol szekvens8l - primert @@t 8kOKM aejckki §ho:
a szekven8l -°Compridmerper &i0g mel eg2tett ¢k,
szobahRM®r s ®k | Miveleantervezetk ampligdndk théssza meghaladta a

PyroMar k QY $Lddlavens8l Besol weaesatkati-- mllkaltdaot i
ampli kononk®nt k®t szekven$§Il[1l17. phhez arelrs R | vV ®
szekvens8l 8si reakci -t «“®getrRegnk,i sm®f el 4 da

primert adtunk az amplikonokhoA s z e k v teanFgmoN8ask Q24 szoftvev2.0.6
(Qiagen)haszn8l at §val me gt er v e zae tkt® sfanpsly8eski file
enzmek, a nukl eotiadeskub®sztr §t h o zrzeSgaids8zatar 8 Imte & |
f®nyfelvillan8sokat. A nyersadatok ,&| emz ®s (
CpG anal 2gy®gemt ghan

4327Pi r 0s z e kv &8 Rihiogks® s4z5¢41 ®k k e |

A r°vid amplikonok k°nyvt8rk®sz?2t®se ®s az
AGui delines for Ampl ipotokolt Ekpeet mght alAz Dasip
koncensttf IBecor g mOubi s aln 0 nk®® sta bkgh®Fehsiivity

dsDNA reg e n't (Li fe TechnoRAogiiegs)g8§has z k&Ilvatng v ¢
megfel el Ren mi nden mint 8b - | megszintetiz$8§
k°nyvt 8rk®sz2t ®s sor 8n azonos mennA/i s®gber
k°nyvt8r tisXg3yPragyg kABPu(dgencourt, Beck ms
Pasadena, USA) v®gezt ¢k a Atrtaachplrdkogyw 8ke ny
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mi nRsBig®Anal yzer 2100 mi kr okapi lal Hghi s el e
Sensitivity DNA Chips e g2 t s ® g ®tv g Az amplikbneki Raigment v®g | av?
(fragment end repdima GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit (Rapid Library

Preparation Method Manual 3R)e | haszn®y &zs€8glhtdsaer nagy kap
miatt as zekvens§gl $zretsOb Batniebgly ampVvi kegkE®a - |

vVizsgs8l aBaimlktaoregrycttes LfllMPst®ir k@9 za2stz@ «
mindenampl i con v®gei e@gxyedigy azonos?2t - szekven
vonal k- dota GSBpHEX €itaniug rRiapid Librg Preparation Kit (Rapid

Li brary Preparation MethodckzdMnwdlyaB. 4) vhd
kombi n8ci -t tartal maz-amelegt aarzs geEat ed zank e
szekvenci 8k betegenk®nt.i el k¢l °s0tr 8 ®raez s z
el RzRekhez hasonl - -an AMPure gy°ngy°®ket has:
a |i g8l 8s eired®i® opkeasps @®gXtr i s el ektrofor ®zi s
k¢l °nb°zR bet egkakehkewzi ntod r8trioesreemmi¢nkts&-emaj d em
PCRt v®geza,;snkmol ekul a/ gy°inggmRCRnhyal hasdnd
| egald0%dn egyezett az eredm®ny.

4328mi RNS vizsgs8l at

A mi kroRNS atlCRLs ¢ l=8) ok adenomas (n=3) ®s NA
mi nt 8kon hajtottuk v®gre. A mi RNS izol 81l §
haszn8l at §val v®gezt ¢k, maj d k°zel 800 mi R
(Exigon) wval-s idej T Tpwlol i mer8y b8gettes®Y®ve
miRCURY™Uni ver sal RT microRNA PCR kit haszng§l
megfel el Rep®r tARkneyke@isa eCe kirttekpfatd k a | i( br 8t or r al
mi nt 8k k°zti | ehet R He3dpkrefeseadmhiRNSLZp®&r8ts@&k emut at
haszn8nmarn Balainzsgdomu RNS predi kci -t a mi RWALK
forr8sk-d¥ acdca®tl pafitgtavwe®dg aBtl gn k. Ezt k°ovet
MRNSek expresszi - -j 8tz hag®@ynaza@@ad m&d ®®s sz e mar
mi nt 8kt k©° z

43291 mmunohi szt ok®mi ai vVvizsg8latok
MTt ®ti |l eg el t8vol 2tott v as taa YAT®(ns1@)° v et mi
adenom8kb - | (n=10) ®s CRC mint8kb- I (n=10)
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c®l j &b | k®sz2tett FFPE blokkokb-1. A mint ¢
Vi zsgN®dgeywnk vast ag kn®estzs?zteettehlpadtk depar af fini z§l
xilolos majd 2 x 2 perc a@zso letanobsi nkub 81 8s s al zajlott, vV R
rehidrat8ltuk. Az SFRP1 i mmunohi seZTRIB k ®mi ai

EDTA (pH 9. 0) pufferben t°ort®nt mi kr ohu!
teljes2t m®nnyel 10 percen keresztg¢l, maj d G
mi nt 8§ k&RPlpolti kl on8lis ellenanyaggal- (ab419
Britanni a) 1: 8 @O 60hpergigi tn&sukba@i vtiBzku al i @z8§ci - hoz
EnVision+ HRP rendszert Lébeled Polymer AntMo u s e, K4001, Dako
diaminobenzidith i dr og®n -kpemoxyi®dgrsBub hmasdndBettuk

hematoxiineozi n konallkaslzmd 28 ¢ @&s meeltiIseztett ek di gi t a
Pannoramic Scanner p250 ¢$trtafcthv e&kr®suzegl ket 1.
3DHI STECH Kft ., Budapest, Magywaeor snze&d) ,

szoftverrel el emezt ¢k Rk et (szoftver Ver z
feh®r jekifejezRd®s m®rt ®k ®ts caozr ee gy s mmedtsszze
®rt ®kelMi pkken egyes HRMKA v e znk-edestztearnrienkicaovriez s g § |
powai ts?2e] t e kmegazrosrnoyz§ttuk az adoOthannestegnrzi t 8s G
gyenge jel, +2 m®rs®kelt ®s +3 az er Rs i mmu

44A SEPT9g ®n DNS met il 8ci s vizsg8lata | ®zer m

strom8lis sejtekben
44. 1 MintagyTjt®s

A3BCRC ®s a hozzS8tartoz- 3 NAT2Ilfepezetben, 3f agy as z
eg®szs®ges vastag@R2fteijepsezibengy 2th@sak @ z ¢

Vi zsg8naortna&ipacens ter¢gl eteket i's vizsgs8ltu
tss8br - | vett sz°vetmint8kon -f(eNAT®¥R as Z uvme
NAT2= a tumort: -t el edadledlyle z K A Rwmszhdzy &It at®g |

f el hassznv8dttmi nt 8k taSlledtiSalajt aaf? sis z e .
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13. t 8ASEPWg®N met il 8ci -s vizsg§8§Mkastla- sor 8n

Coll er szerint m- dos2tva.
Nor m NAT 1/2 Adenoma CRC
Adenoma Adenoma Dukes Dukes
tubul8 r i s B* C*

tubul ovi |l | -

Eset §3 3 1 2 2 1
NR/ Fd@2/1 1/2 1/0 1/1 1/1 0/1
Ctlagd57N265, 3N62 73, 0N2, 8 62,0N 2,7 | 72
®l et K
Tumor
i 3
<1cm 10cm

10. 8brA: tumor mel |l ett i(NATAIANAZY) eh st sz®Rivelt ek®s ®

m- dj a
44. 2 L®zer mi krodi sszekci

A fagyas®Goont tt 8&solt sz©°vetmint8kat fagyaszt
be§8§gpayagba 8gyaztuk Eakurlari Hodtl & dk @9 z ¢ K
Ones metszeteket k®sz?2tettm@thastagApois zP v@®h me t

naftal 8§t me mbr 8§nnal bor2tott (PALM Me mb r
N®met or sz8g) yleeamgXek rmemjha0Coheltmads on §luks iRk e
epiteli 8lis ®s strom8l i s sejtek el k¢l ©nz

al kal maztunk. A k¢lonboezBetfapusiygysSgavetmink
sejtt2zpusb-|. A egej tZeeki ssz eipnavresrlz8 smBihkorzo s z k - |
PALM | ®zer mi krodi sszektor k®sz¢l ®ket hasz
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helyezett adhez2v felg¢letT kupakba katapul
tartal m¥% b? Rceheus 6§ gk p88Mandt §rol t uk.

44. 3 L®zer mi krodi sszekt8lt sejtek el Rkezel

A | 2zispufferb® ant8rekr€8nsepreket ¢(66i nkub§gl |
proteing8z K enzim hozz§a’@8msian kwthStindkeh & - r §n

egyesmih | i z8t umot DNS Kk o my akalmazottpratékollszerine t t ¢ n k
el RDNtSesi zol 8§81 &is minmtl &kmpd miaty 4z £R goroColon 2.0 kit
gy8rt-i protokol | j §tBisaffitedConsetsioroRedgenk!, d aetsozte r@sn t

10 4 ProtectionBuffer-t adtunk & minsl’&sekht @ 7 .t4BpeRes

i nkub §MJiRegedch Tetrad, GMI, USA° veBRadi ng BuflAert ®s
( Qi agen, N®met or sz8g) reagenseket adtunk
me mbr 8nt talromal magZymse Research, USA) mer t
NaOH hozz8ad8s8val v ® g e& AW2n(Riageh) ppfferekkel g , ma |
t°rt®NR mos §st al kal maztunhkt.40 @ 50fCiras z ul f it
el Rmel eg2tett mo |l e k u2lz8breins Ibeitotle-kgi @li u 8livsaz,t ai
felhas20@ |l & itg8§r ol tubaA mi gk dkevedeBtolts DNS

1%n 81 , ami magas konverzi-s ar8nyra utal. k
ar8ny 10% feletti votldy §8kdkei ewieksdg 8 Isaetno kzbg-rlt,u
IS el egendR biszul fit konvert8lt templ 8to
szekven8l .- reakci-hoz.

44. 4 DNS metil 8ci -s vizsgs8l at

A ki s mennyi s®gT biszul fidt konvert 8l t n
ampl i-fnnakkcvetett ¢k al §, amely egysix2rre 13
8by.a A reakci - ban mint 8nk®nitt Zhaspgn 8litsuznukl.f
pri merek tervez®s®n®l figyel e kidarenelegyént ¢ Kk, h
CG dinukleimgtiidl,8c?igys st 8tusz ne befoly8sol

ut 8tnamp |l 8t hko°zt Rd &k ®t . A PCR reakci - -- el sR |
ampl i fv&gBeazat- gInk pri mer p8rral, majd ezt k °v
reakci - k.
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chri7 (g25.2-925.3)

Scald | | 100 kbt | hgtd
A chri7y 7szsnacdl 7sa00000] 75350000l 75400000l

75450000 755000001
G Percent!I| I BT OO [1C (T NN 0T AN NI NN WU [ (000 [7) NN TSR N N N N N N NN NN 1 O ONIMUNUENS O O N O OO | L
CpG Islands  CGH 1 [=elld | CGIZ 1 CGM | | [CpGislands < 300 basee are light preen)
Amplicons 1/(1) | 2y 1(3) Bl 4-7) | (&)
SEPTR204/0d| - I .
SEPTB-208/5
SEFTS-201/v3 &
SERTS.203/v2 | ¢ - L
SEPTS-206 1 v6 - -
N EEFTO-207 1 vi
SEPTR200 VT | i
SEPTD-207)/ U7 Frererrtrmrrreren
it
At SEATE.205 / vd -}
Sealel 2k} 1 ot [
B chri7: 1| 753575000 753680001 7s@emsool 7sa0c00l | 753805000 753700000 | 7E37OS000 7537000l TsaTispol 7sa7Roool TsaTescol |TSE7a0000 | TEATAS00N
C Percert [IITEE (0 (0RO DELE OCAMI S0 |10 OO0 N 0 AU O O AU | A0 0 1 00 T 00O EMUANIE | OO0 WO O OO
CpiG lslands. cola I
Amplicons ) . (5 I () . (7
SEFTE-204 /i
SEFTE208/v5 ;
SEPTEE01 /43 ;
SEPTE-203/v2
SEFTE-206 / vé

11. br& A SEPT9 g®n |l okaliz8ci-j8nak ®s genomi
az UCSC genom b°ng®szRt (http:// genome. uc.
genomi r ®gij el30mM2tk bmeg, az §fl dkd tuen kt-8e/ri zIsegt8d |
pirossz 8 molk kjag | %lowze ci - j 8t i s | el @ togphkkonokA Cp G s
felett tal &8l hat -, a goenn RIl °pgdgzmeamplikondkr ans z k
al att tal 8l hat - . ( B) Nagyobb fel bont8s¥% k@
amplikonoka t al 81 hatj uk.

A multiplex PCRt a k°vetkezR hRciklus szerasnt vV ®(g ¢
denat ufC8cni,- ma5 d 20°Cm8§ Adbd pres S, dP20 c mSB8odper
7°C 50 cikluson kereszt¢gl. A reakci -k speci
magas hRfokot, a megfelel R term®Akmennyi s®g
al kal mazt un k-specitkasuPC&k a raultigle® RCFben haszn§8l t pr
p8r ok f or war cuki@tdavalkwResrzz, | aleikgd a k¢l °nbs®gg
mindenreverzprimeat z 5 6t & ®ig ®In ma z dtagis zeegkyv erncvii8g ( cgt c ¢
At a3g0CG dinukl eotidot tartalmazott, 2gy he§r
kal i brg8tork®nt szol g8l t2.d-eAmemulyti ispRlgeex SR OR ¢
templ &t KPR ,s or 8 n haR nf®eg rst@i kit Iradt Si tt e, kad srzenaskl cti u- nkk
Ki vit 86osplateskbent ©r.t ®htkel et kez R anmgpliiskzotmotk8 ss z
k°vetSRemger S z eeklveermeSa)ySAdls 3/BO XL k ®s z ¢ (LR e n

Genomi cs, Ber |l in, N®met orsz8g). Az adatelen
EMSE szoftve®r tsRlge?ltta:Glg®v &@bban r ®s fllEtezett
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A ki ®rt ®kel ®s sSsor 8n az 0Csszes el emzett CG

kaptunk egy metil 8ci -s sz8zal ®kot . A nem me
zajl - deami n8ci - kovetkezt ®ben uwokhani | | § a
timink®nt jelentkezik, m2 ¢k anamatdinlakl.t ¢qiyt @z
CG dinukleotid metil 8ci-s sz8zal ®k §t a C n
nukl eoti dhoz hasonl 2t va. Ezut 8n mikatd e n amp
8tlagoltuk, majd hasonl2tottuk °ssze a k¢glo©

CpG dinukleotidok eloszlasa # Amplikon CpG-k

hossza szama

D I R Amp 1 158 12

L e L S | Amp 2 268 14

—t—t ~+—H- -+ Amp 3 169 6

I S T B S S L T d LA Amp 4 207 17

R L e L B AmpS5 229 26

— Amp 6 292 19

Amp 7 200 10

— - — An1p8 278 26

122.Cba:A SEPTY9 DNSvimes g8 |Sati Samgikonok alatai a GplG t
di nukl eoti dok el oszl| §8s §vfadl,t ¢srezt8en8®&sa®v e’Rls a z

A reakci - kbame Ktoammrtg®ddske®nt met i | 8§l t ®s nem
k¢l °nb°zR ar8ny¥% (0%, 25 %, 50 %, 7-Gséh, 100 %)

metil 81t DNS mint 8§t hum8n l i mfocit8kb- I i
metil 8t t hDMSn sperm8b- -1 szpbb8I t athDtiN&Sk . miAt §
sz8zal ®k ok me g 8§ kdt apti th§ Sk atsorh&@ms zeglet uk k al
statisztikai szignifikancia meg8ll ap2tg8s8r a
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44. 5 I mmunhi sztok®mi ai vizsgs8l at

A Septin9 f eh ®r j e ssz8irmt i kmnmowunthaits8stg@K @mi®aye zt ¢ n k ,
| ®z er mi krodi sszekci-hoz haszn8l6ét &m nt acso
friss fagyasztott met szeteket 5 percig ace
Ez ut 8§ rbenPnBsBuk, majd 10 percdner d 9%dsBSA ol datt al kezel
aspecifikus k°t®do®s ke ®b sdptinddk k &6 B B Spegifikus e

pol i kl on §lellesanyados Rdohegya sPAB4799, HBMELEbABZSEC
al kal maztuk 60 [Cen amen dk &4j ahbt ¢PBS3 Amo s §s't

metszetekeA|l ex a FI| uor élldngyaggismoidd mglotsuk 30 per cen
37°C-o n . Magfest ®st Hoechst 33258 (Sigma Aldr

10 m8sodpercen keresztg¢l. teketf Ranb@mic 266 s z 8§ r
FLASH fluoreszcens szkennerrel digitaliz§8l:t
(PCO AG, N®met or sz§gg) . A Septin 9 feh®rje
pi xel en ko®flubrészcepdial mgenzi t 8s 8val hatstomazt uk m
sejtekben (10 t er ¢ lomanintagarPamiamid¢ \Gewer 8zoftvex r ¢ | e t
V1.15 (3DHISTECH Kift., Budapest, Magy arfcrl s4 &g )®n ekki
haszn8l atg8val. Az adadtadklaeg mégtygyk as ANOVA
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5 EREDMENY EK

51Avastlargdj®e bl e mz Rk & NSk mair z s g 81 aizoal &lutt omat i z
friss fagya®st 6FPEbimops B8k ®®m

5.1.1 Automatiz8lt RNS izol 81 8s al kal maz§8s 8§

5111Az automati z8I 't RNS i zol 81 8s ©°sszehasonl

¥sszesen 20 friss f agyasSztaoatzto nRast i 208 | RF RRES e
m- d s zlevont tellesRNS kihozat#i,t t i S®6 as gt asBgmBIt2t ot t uk ©
eg®szs®ges ®s vastagb®l daganatos mint 8k es
Ugyanazorbi ol - gi ai mifnti8ds | f sagyga smmatzott ®s FFPE
magas RNS ki hozat al volt jellemzR mind aut
friss fagyia83tdgtlte Ogr MNS; fri sNibDagpgadygt ot
RNS; FFPEnomi§:1 2, 7N1, 7 Og RNS; FFPE CRC: 6, 2N2,
izol 81 8s utg&n (8tlag N sz-r &8s 7RG, Beéndygi s ®¢
RNS; friss fagyasztott CRC: 16,281 2, 38 Og RNSis 1,.867RNRE 580 Om§ |

RNS; FFPE CRC: 2,811,510 (RNS).

Az izol 81t RNS minta tisztas8g8ratakael |l emzR
k ®t i zol 8l 8%3 s znehdaszrenrlaut omata i zol 81 8s sor
mint 8ka®k®®kei zol §lh&s oakbirothyut@iayodanazFFPE

mi nt 8§k e eneytaGbnb naalkacasd- dt ak (8tlag N sz-r§s

nor img04N0,11; friss fagyasztott CRC: 2,080 , 0 3; F Fi® E65N@Q8;m§ |

FFPE CRC: 1,748 0, 08) . A X®mini G| VBIDE®EEL280Mi ndkd
m ntat2pus eset®n magasak voltak n§tm8ag N =
1,92N0,03; friss fagyasztott CRC: 2X.0,01; FFPE nor@is: 1,9N0,06; FFPE CRC:

1,9N0,07).

Az OD260/ 23k ®@DI2GKK 80 ®rt ®kekn®Inlttapaszt
k¢l °nbs®gaetk@utiasdmeklrason Azt 8ebbkmati z8It iz
friss fagyasztotRNS mi nt 8 k OD2vEdiyAddna g@sta®keim2 g az |
mint 8k eset®n alacsonyak vovlitsazko st k@mgi Ni z c
sz-r8s 0OD260/ 230: i, e 148605 ffresgfagpasziott GRC:t2nor m§ |
0, 03: FFi®E67TN®27;MBPECRC:09R%0, 42). A k®zi izol 8§l §
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ez az ®rt ®k I S mi ndk ®t mi ntat?2pus eset ®n
OD260 230: friss iba,82Na36zfisofagyaszioty CRGEL$60,30;

FFPE nisol;88N\®J21; FFPE CRC: 1,90,28).

Az RNS t°medd 2atst®g®d 1kl) f sg&€mR aRI Mg( | ent Bi
210k ®s z 81 ®hk | a kapé&ris meketkapiflerogramon |
ri bosz:- mBek smdNfSel el R g°r b®k al att.i ter ¢l et
gener Al 'skkis8k.a | egnagyobb ®rt®ke (10) intakt
lebomlott RNSr e j el | emz R.Re&BRIMN®@rkt @Gieglf ed eflr i ss f agye
eset ®n magasabbak @®l tmknadaiaEF@@hmpailNSglsz - r
RI N @®frrti®ks f agyis 6N 006;tfrissrfagyasa®tt CRC: 69 0,03;

FFPE nor iN620; FFBRE,CRG: 2,180, 4) , mi nani 2 @a mgrmh in§ I8iks
es¢ ®n ( §t | RIgN N&frstz®sks:§ § a g yisa &68D,85¢ ftiss fagyasziog |
CRC:7,7N0, 6 2 ; F Fi® E9N®,b; FFRE CRC: 2,80,01)( 13. . §br a)

A Automatizalt moédszerrel izolalt RNS mintak
RNS kihozatal 0D260/280
2 © : el —5—
Z = : = | — —%
4 9 : o~
Y e : g 1 i
= - -
i —4— 4= = L c ] | } ?
Pl == — : . I ‘
é FFPEN FFPET Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPEN FFPET Friss fagyasztott Friss fagyasztott
N T N T
0D260/230 RNS integritas érték
——f— —— © o -
— © = i

i
il
%

0OD260/230
05 10 15 20

o~ ——

+ o
i
T

T T T T T T T
FFPEN FFPET Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPEN FFPET Friss fagyasztott;Friss fagyasztott
N T N T
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B Manualis mdédszerrel izolalt RNS mintak
RNS kihozatal 0D260/280
7 9 ! ~ - =
g _ ; . D
P | I t
g 2 . g o |:§j
z L ; 8" : t;:‘
g~ — -] = :
3 - == —— — ‘ ﬁ : == ‘ :
E FFPEN FFPET Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPEN FFPET Friss fagyasztott Friss fagyasztott
N T N T
0D260/230 RNS integritas érték
- - —— —— ;’__1 - 0
2 Y - ., =
- ==L JL ] — ) — :
8o 4 = |,
8 g .
g .
o 2
ol ——_— ——
T T T T + T T T
FFPEN FFPET Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPEN FFPET Friss fagyasztott Friss fagyasztott
N T N T
13. :8Alwr aautomati z§8It ( A) ®s a manus8lis (B
mennyi s®gi ®s mA niRe®gpl otel BBMERDI 8son az e
pont okkal, &tvhedizg§mt ® t ®lonal | 8§ tdobaez=l a z ad

I I | uskz tNr &I tnTo r=m8tluymor sz°%°vetminta).

512Avast agbj®dIriS8&kmzaR RNS mar kerek vizsg$8l at a

5121Azizol 81t RNeSnmyinst®&gki n®tai mi nRs ®gi ada

¥sszesen 30 friss fagyasztott vaggB8agh®l bi
aut omat iszergelkivont nelledRNS me nny,i st®igs zR®RES S8 g nt egr it §s
®rkéit asonl 2t ottuk ©°ssze.

Mi ndk®t sz©°vett2pusb- IRNBkierdz aRtNaSI mi anlt t8 kjreal I
N sz-rg§s; bissp8z,NBEOg nRN&ET t,AmmaRING, FEPE:
norim8420 30 Og RNS,10t BdB3rOg MNSYbr(aA vErtnak
megf el el Re ©D260/R8Y) dnindaaz OD260/ 230 arsgnyok Szi
(p<0O001) magasabbak | ettek a biopszi 88kban, mi
fagyasztb t bi opszi 8kb- | izol 81t RNSis=vi8ivt fk es e
05;tumor=755 840 | ®ny e0g1d magasab apk< 0a dmint az &KPE
sz°vetekbRI sz8rmaz- RNS mFRA&0®.kM;admorE8§t | ag |
24 0 ,50). 0
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A RNS kihozatal B 0D260/280
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Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPE FFPE Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPE  FFPE
Egészséges Tumor Egészséges Tumor Egészséges Tumor Egészséges Tumor
c 0D260/230 D RNS integritas (RIN)
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Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPE FFPE Friss fagyasztott Friss fagyasztott FFPE FFPE
Egészséges Tumor Egészséges Tumor Egészséges Tumor Egészséges Tumor

14. 8§ bErga®s z s ®g e s ®s t umor os friss fagyaszt
automati z8lt m-dszerr el A) RNSIkiBozatalORRN RNBi)nt §k
B)OD260/ 28Q)0DR2HMOY 23 0D)RNSnyY n®egri tARwx ®r t ®KkK
pl ot 8br 8z ol §s oenhpiros pontekkaly a thegh GRrrek@8Rkk2eks zi nt e s
vonal kadtolsRzs-gra8§ sdobozzal 8br 8zol tuk

5122 G®ne xgvri essgAil -at

A kor 8bhbi Vi zaszgos8n cast?ati astht e slolf BE&®RG marsker g®n
vizsgs8l at 8§t 30 friss fagyeaebBRretées ®ss @®o rFtFi?
n ® | kigrdrdhikus klasztee | e m{un&pervised hierarchical clustering)r e d m®n y e

al apj 8n k®t nagy mMzegwiclsopsopokehbamnmkaz €ERC
8t sor ®pni chd tat, asakmng z k b &@pni s a (4z48+t $§65)y o®s dot t
CRC esetek (8/15) voltakz FFPE mi nt &ko re8lnk ksizPimmft6®Rgyg e c S op o
al akul t Ki, maj dnem t el | es e@mpsetcktkcBdkle®te sen s
CRCmintas or ol - oe g ® Esbpofibg(kbs 8.br a)
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A Friss fagyasztott
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R
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ILIRN
[COL1IA2
SLCTAS
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MMP3
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11 transzkriptum

rel at 2v cs°kkent

s8§v a tumoros, m2g

A biopszi88s mint8k eset ®n
( 100 %; 100%)gnen2@guta Ml dkawverrel)

933%aker ¢ 1t

ed Rme g fadptio§ it Ib&z dtz

tumor os mi nt a automati kusa

tumormintahelyesk |

asszifik8ci-ja ma

8br §8zol

gAY frissxfapyasetaits z i
bi opszi S§IBpRFFREM®nt A bam?2 nsk§lokwzotax preeé g 2iv- t - |
ki fejezRd®si g
a vil 8gosk®k s8§

el k¢l °n2t Rk®pess®ge

maxi m§|
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14. t 8bils8zzkarti:mi nanci a ehemk®@sptaumlkiviiejsgi8Rd
A) friss fagyasztott bi opszia ®s B) FFPE n
val - tartoz8st foglalja °ssze az eredeti ®s

Mennyi |Eg®s zs 15 0 15
_ CRC 0 15 15
Eredeti ‘

Mennyi |Eg®s zs 15 0 15
Kereszt CRC 2 13 15

val.

A

Mennyi | Eg®szs 0 9
_ CRC 7 7
Eredeti ‘

Mennyi | Eg®szs 0 9
Kereszt CRC 7 7

val.
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5124 ROC el emz ®s

A 11 t agcgopomg®kexpresszi - s te ehai®iezikes al ap]
regresszi - seg?ts®g®vel egy egyenletet hoz
eredm®aygiozottan AzeerpgPeke®ges ®8%dAdsumor os
szenzitiviesspati isci8t6g8ssal (Mol §hicazeA) ¢1 ° n?
szemben az é&&mPEasabbes p&),tlaamassangabby(@@b) ( 96
szenzi ttiudittuks gnelg K16.1 °bbreaz/t B)t n i

A Friss fagyasztott
22 &>
20k o
18 ° @
- 8
1,6 -
141
12 -
10f © g >0,9009
08} 3 Szenzitivitas: 93,3 %
' & ° Specificitas: 86,7 %o
0,6 - o
, &
04 3 i
Egészséges CRC
30F
o
251 ® o
8
20} 8 ‘§0
154 2 & >1,4239
& ° Szenzitivitas: 96,7 %
1.0 9 Specificitas: 70,0 %
0,5 | 2
0,0 -
c.
05 1 1
Egészséges CRC

16. SAYFai ss fagyasztott biopszi 8k ®s B) FFP
mar ker g®nexpresszi -j a al apj 8n me gshat 8r oz
egyenlets e g2 t s ARzge®yv®esl z s ®g e s ®s a tumor os mi nt 8K
8br8zolva | 8edintvaksziamteed y ev o radefnagycPkas zt ke
szenzitivit8sek®s specificit8s ®rt ®k
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5.125Inss t u hi bri di z8ci

AzinsitumRNS hi bvaliad#arbprenhd r 8z 7 ®s aunklenRNSK i n | i Q¢
ek k¢l °onb2°zRkensnzieéel ez RI &«tidiej e z RKkE@sa®t k2 v 8§
|l egy8rtoegyenke®skkegtl colb°zR sz°%°vettani met sz
1-1 pr - ba al gyenbecha £ § 3.8 v g ted rek,e2t mgkigalkekBazva

jobbjel-zaj ar8ny volt tapasztalhat-. H8rom tum
®NATsz°%°vet ®t , val ami nt h8r okhi mdlle§rirooma tmu md r8¢
mi nt 8ban azonos?2that-:- volt KkifeRAPIhsitesed®s ¢

MRNS j el et kaptunk a norm8Il i s juensHzzlgb®| sz?°
szemben az adenomaa@G mMRNS@Qemi rwto§ Kb akni mut at
Mi ndh§8rtagnb &latsu mor EXCeELk®M emag &sl ®s t tapaszta
strom8lis sejtben a tFerhdrm®t, khbgy & ke@dkgdets e det t
CXCL1ki fejezRd®sjttenkutmakr of 8gok | ehet nek. A
CXCL1jel nem vot kimutah a €17 8.br a)

CXCL1 CA7 Negativ proba Pozitiv préba
(kevert) (miR-126)
g ) N o s
N : : Py
a0 b c -~ :.';
z
3 W
=
e f g - hj
@) PR N '\, Yy
© N ot
i j kf: |

17. 8B ICECLI®s CAinstumRNS hi br.Ed ®z g s-t#)gademomé a
(eh) O®s(i-lERCE metszeteket CXCL1 ®s CA7 trans:

pr-b8kkal jel ol t¢égnk, emel |l ee126)negrath §k ake v
alkalmaztunkAzind tu j el eket nyil ak, a CRC mintg8k |
jelzi. A metszeteket Nuclea F a st Red fest ®kkel kontraszt f.

j e | 5z0® sfeknfelel meg.
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5.2 DNS metil 8ci +-wvamdnlgdm®e Id agianad lkdtaa

5.2.1 Automati z8lt DNS izol 81 8s al kal maz§8s 8

el e nszo®&s§ n
521. 1 AzDNBom8hnyi s®gi ®s minRs®gi el l enRr z@
521. 1.1 Az izol 8t DNS mennyi s®ge spektrofot

A friss fagyauztoontatt i m8ht 8kb ®s DINGz imimt gkz er
ko zaezlonos mennyi s®gTnek ad- dt dikus protokollaa nu §1 i s
°sszeaméneyi s®git | agm®knauk at ot t j el ent Rs kgl
(8tl1l ag DNS mennyis®g N SD; automata: 10, 48
14,05 Og DNS). A biopszi§&§s (8tlag MNS menn

DNS/35 mg sz°vet; Kk ®zi m-d5zeg: s8°geN) 3®84 af
mint8&8k (8tlag DNS mennyi s®g N SD; aut omat
m-dszer: 11,51 N 6,89 Og DNS/ metszet) eseHl

(p<0,01) magasabb DS mennyi s®get 18 er 8m®ny e Aetnen(yi :
tisztas§8gi ®rt ®k ek sz-r 8sa aamelyaudganat@ast i k us
mi nt 8k elseegi®nk Sbodd tj el | emz R

DNS mennyiség
Friss fagyasztott Biopszia
. .

g

/ 1 =

DNS mennyiség (ng DNA)
"
DNS mennyiség (ug DNA)
: 4 s 8 0w nm

 — 1

——

Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- TFFPE Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T

=

DNS mennyiség (ng DNA)

Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen. T

18. §kFma:ss fagyasztott b i amtpnsata i(Roshe ®®s FKE@®ZEI m
(Qiagen)i z ol 81 t D N.SMindea csopygribai®Pe i zs g8l t Aboxnt a v ol
pl ot 8br 8zol 8§8s etpirogapontog g g e dnie deRkBent ® kve2kz&kz i nt e s

az adatgtk dsozb-orz8assk j el en2ti k meg.
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521. 1. 2 OD260/ 280 ar 8nyok

A spektrofotometri 8san m®rt OD260/h®0 j ar §8n
tartal m8r a Kk.°HaextQD260/286® rhte ® kp 2k ,08® k ¥ mkkde

feh®rjeszennyezetts®gt RI ment es mints8r |

fagyasztoen KRsopmwsiznia minta Oh2e&k0/&2d&20doart8ny
i zol 81 §si m-dszer ekt RI féeéggetlengl . Az OD2
(8tlag OD260/280 N SD; automata: 1,87 N 0, (
OD260/ 280 NasSD1l, a4td&im@&to4; k®zi: 1,93 N o0,
N®h8ny automati kus BFEBEemiret ai QD280 4 2 & @ r ani
fagyasztott ®sth 8Hi oplsaa £&n ymibrbt 8ko |l t . A k®z

OD260/ 280 ar §n <0k magagsabb Voit &z EFAE annt §(k ( Btsled ®n
OD260/ 280 N SD; automata:19.1,893 aN.0, 06; k®zi

Friss fagyasztott Biopszia
§
8¢ =5 = 83 T
23 2
. S5
i
Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T
FPE
g
E_
g ——
S § H
] == +

Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T

19. §WFmasss fagyasztott, bawpemattas @Ro cFhFeP)E ¢
( Qi agen) inz-ods8letr reNS OD260/ 280 1@lo8inyag §IMi nd
minta volt. A box plobkonaz egyeetipi ®oots®keokt ok k &Ket, a med
v2zszint,as &0 abSbdbbasdkkad 8rb&s§z ol t uk
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521. 1. 3 OD260/ 230 ar 8nyok

A spektrofotomet8§ s an m®r t OD260/ 230 ar8ny alapj 8n
szerves ol d-szer tarHhalemi®r a R2Y @ ®Wkeezsti ekt h et
akkor tiszta DNS mintS§8r .| b eiszan@dg mags. A fr
OD260/ 230 argnekal StémgelOB60/ 230 N SD; aut
1,85 N 0,35), ezek iazzo| @&rltt®otakmmagdalbzakn® o mat i k
bi opszi 8s mégée¢ SRs ets@st®nnyert kor 8bbi megfig
i zol §1 @lacsoaysbiRir@m®k e k e(t§ tklaapgt uMx2 6 0/ 230 N SD; i
N 0,56; k®zi: 2,23 N 0,13). Az FFPE mint §
ar8nyok voltak m®rhet Rek, e 2tt as Ki¢chakinfbisk®gn seé
ad- d&tttl ag OD260/ 230 8N HND:0, Bbt; 0o 20®tz8 br d), .95 N

Friss fagyasztott Biopszia

g R
® s 8
g 3 g
81 ° 3

8
§
Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T

0D260/280

Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T

20. §WFmrasss fagyasztott, bawpemattas @Ro cFhFeP)E ¢
( Qi agen) inods8letr reNS OD260/ 230 1@lo8inxysag §8IMi nd
mintavolt. A box pl ot &byé&dool ®s o ®kak piros pont ol
egy Vv2zszintes vonal |l akle r®&sl taezk angeagtjoekl esnz2-tr®@sss
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521. 1. 4 DNS integrit§8s

Pozit?2yv kontroll k®nt isfevi®gsezt ggyaaszDNBEt i mt
Vi zsg8l at 8§t nt k@lkaebleenk taj el b e®z Reswelmi nd a n®g
kKi mut at hAtF-FPEZo Imti .rezzd kzembema f el szapor2that -

a
sz8ma elt®rR volt az egyeS8thHaiak®BKk k®s°nkdt B
m-dszerrel, eobgygaaabinmiint 8b- I pgobB8k®ntmin

hasonl 2totkiukelPls skel ©°nbs ®gldtkAz RFEE cdopasdln a mi n't
amanu8l i sminnti&i@|l AW/ 20) mutatott maamgasabb L

automata m-dszknakl Ska@BmM20)mi nA8vi zs g8l t

m
(9/20) hasonl - DNS integritgstl mgtbatagtt mi n
o o~ 0 < n AT
- ) =
A N N
& e sl La e B cnt L el Lal o B i | |8 o o= T
: & § 2§ =g oo sl biisiut iRt E 23 &
Eg.ﬂg.ﬂg.ﬁg.ﬂa.ﬁg.ﬂég 1] g & O
T —— o o (] (] (] d.,&,d —
692 —— e f v = 2 Eu Il i
= — 2
404 — b
320 =
o im
g o oo
7 —3
3719 ——
o~ - m
R e s e R
R T T T T T TR T T T T T e
2 S B s a iRt s Rd s . B Bie
—— - - - - -
T ———— G — — —— —— — — N — N —
T S — — ——— — W C—  — C— — -
A D S R R G B e e SR e TR R R e —
2 Lo Bon 2o 2 2 80 0 2 BB
e L e T LB e R L i e o s S e o e A O il L e = g8 o 5 o S S
BB EEESEEEE T ES TR E N TR = T
£ 28 & & 85 2 & & 5 & T &S & T = & o2 o<
EERRERF AT ARRRGE CSEaRe
21. S§WhraFFPE sz°vet ekDbRI izol 8t DNS mint 8Kk

®s k®zi ( Qi agen)alikzad IngalzBxsan Bears®Bsnz mE b & a |
kor 8bbparoatdkollal apj 8n v®grehajt oGAPDHu®nt i m® ey P (
k¢l °nb°zR hossz¥%s8g¥% szakasz§8t szaporz2tott

[117]. N=niomim8tla , N lisminta, T=tanoor mirga, T1= 1. tumor minta
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521. 2 DNS metil 8ci -s vizsgs8l at
52121 MSHRM Vvi zsg8l at

Mesters®gesen metil 8lt ®s nem metil 8It, k €
Epitect DNA standards) DNS mint 8kl Bgl ®Bb°2Z
standardk al i bmBot Sk at h amelyekDNS | et el 8ci - s ered
standar dhasenB®bhuk fel a PBi slorddimaiol niandt8&kp o
ger-#¢Ee/ dT derivg8lt diagram az olvad8spont er
Ezek az adatok alternat2v m-don hRmM®r s®kl e
fluoreszcencia intenzit§8s ®rt ®k ek egy sz?
metil 8l t) m88hri &z o,laivlatisdesekszoe agggy mint§ ,tminden
soregyegyadott hRf okon ahj@ent(22.i n8tbernaz)i t 8§ s ®r t ®Kk

MAL
2 Olvadispont gorbék

MAL

0% 10% 25% 50% 75% 100%
== e

SFRP1
a Olvadispont gorbék

100%

SFRP1
i
8
g

10% A M 75%
\ N

élmm / \\ // \‘\ 50%
£ 10,000 [~

B 7 74 76 18 80 82 8
' Homeérséklet('C)

Standard mintak

0% 10% 25% 50% 75% 100%
SFRP2 = 3

a Olvadispont gorbék

100%

SFRP2
4

80 8

T8
Homérséklet(*C)

0% 10% 25% 50% 75% 100%

2. 8KBraizsg8latban al kal mazott metil 8ci - s ¢
75 %, 100 %) eoll evhazd@@ss@nolenkt® rsodiek  dnBr | vigyél®s f ¢ ggvVv ®
hRt ®r k ®pen 8br 8zolva. A hRt®r k®pek minden
egy adott mi nt 8t jel ol . A metil §ecban s sz §z
meti |l 81 t sbapni rnoest i1l 080 9% .
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A friss fagyasztott ®®NSa nbknotg8skeil § ®r @s s e Bk
DNS metil 8ci -s erefimPakekem- dnean ad ot ti ss f ag
a 6. eg®szs®ges imminntag8ta-zl °eslstz@&rsR nmrdn&rl mag a
Sz 8z aelrRekdom®my end &k t®tt i | m-odsbdiSese les Rsor ban az SF
eset®n, ami val-sz2nTleg mBEhtat®teB).hib8na
Az FFPE mPtht kzz&l®°z el | ent ®t ben nagyobb fc
ki mutathat- -ak a k¢l °anlbR a&lIRmai zz8slB&zI| eS8as@ i @h- °dnsbzseG
MALg®n eset ®n VSEFRPUL® $FRIP2g ®h Bk n ®la z MAL\aBayb ® . A

eset®nN az egy adott mi nt axisnagyablvdltoamiab el ¢ | |

automati z8Ilt i zol 8dkBizonyulit Emi mi®ga jle®BInt MRskdbe
8br aA fentiekal ap jMAlnprai mer p8r r al v®gezhet R Vi zsc

alacsonynak, a h8tt®rzajt magasnak 2t®Iltg¢k.

Automata Manudlis Automata Manuélis Automata Manuélis
A izolaldsi médszer izolaldsi médszer B izolaldsi modszer izoldldsi modszer c izoldlasi médszer izolaldsi modszer

Nt ‘
src I src I
S 3 I
a5 a5 |
<
=

n

e

src

3

<

i e
&7 (NN i g k] B
Eginees [ .

e | sr'c s'c
< <
c e
e 3 we
e e e
e e 7°C
7 L 7 e
e we we
e EEERBEEMAREREN < HAN ofefslel
e 7 e

MAL

SFRP1

c
asc
<
arc
#
arc
5
3
we
e <
e wc
[ 7c e
NAT
e s
e arc
pig srrc
< e
> <
" <
e me
o we
pg e
- ST
arc |
N 3
wc we
» we
e e
L 76
e
| AR AN RHARAARAAAE 7
e e

23. 8hAr av.i zsg8l atban szerepl R (a) bi opszi 8k
bi ol -gi ai mi nt 8k b eachsRtl@&r kPP n meBtbir ISF il va . %
mi nden sora egy adott hRf okot , mi nden oszl
sz8zal ®kok a sz?2nks&mBl| metsizle§itbta,h: priertd H §1 ®O® N
tumor mel |l ettissa®yatenFikfRiBExg§I8tt mapar affi nba

Blops21a mintak
F FPE mintak

Friss fagyasztott minték
SFRP1

SFRP2
SFRP2

sz%vet.
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521.21A manug8lis ®s az automata izol 81 8s al ka
eredm®egekhasonl 2t 8sa

A k¢l °onb°zR i zol 81 8si m-dszerek szint®n ha:
friss fagyasztott it § k DNS met i | §ci (bwpsBrRu®@k®©D3; t eki nt
R%serp1= 0,61; Rsprpo= 1,00; friss fagyasztott: Fga. = 0,72; Rserer= 0,69; Rserpo=

0, 76). A | i nseeBntsizs§ nméekprraRed Bici - s koefficiens
megke¢l Oonboztett ¢ Ak0,B&r)s @kse | ma gfa08, ,366B<YRr e BS§c i ¢
vizsg8lat sor8n csak | imit8lt sz8&8m¥%W minta k
metil 8ci-s er edm®ny est mutatturkktki At i FEPEI sni hs Sk af
ezzelszembeez a korrel 8ci - alacsonyabb m®rt®kT
MALpri mer p8&r eredm®ny Riva k@09 n P2 afRBA@s | egi nk
az SFRP2g ®n e k eredPm®Paygyioblk °ap@r@s®keTr RS korrel §
t al §(R%rkbi0,89; Rsrrpo=0,89)(24. §br a) .

MAL
|!=0 A762 + 0.8968" x; r=0.9642; r'=0.9297

%0

“
. _»
) O]
- “ v “w
= B N Ew
‘] & O» Qe
2 2, Em S
= x ~
e =, Z Z
- = 7] 7]
==} =
0 0 “ 0 -0 0 o w 0 0 0 » “ . 0w o 0 20 » « 0 “ ) »
MAL (Roche) SFRP1 (Roche) SFRP2 (Roche)
120, 1o 10
- ¥=6.6636 + 1.0693"x; r=0.8479; r'=0.7189 ¥=5.6797 +0.9101°x; r=0.8354; r'=0.6980) = 8.1005 +0.9155%x; r=0.
R 0. g ™ - - 100
=) - = =
) <] Sw v S %o
N & = Z
g £ w Qe Cw
= E
,‘-‘E S » & 2 =
w
»
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A potenci 8lisan DNS metil 8ci-s szab8lyoz8s
v8ltoz8sa al apjkon ShBaasptudtt kiZlitzisg®haxar ek
adat ai olyanga®mje&kret akonaméltpyek uf ol yamatosan v
PQ@W) Mut at nak a v akacimgadE®Imeaden sro&d Bnet kezR g«
Sszi gnsi fg&nS8enx p & E@B)evaltme g f i g pzeaddmaEmaR® ® s

az adenomas.t umor ©° s s zehas onaB€l2aGhXk dCGYR27Blgzy ar 8nt :
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aTIMP1.Emellett & ALDH1A3,aCOL1A2,aFADS1,azSFRP2aSULF1® a THBS2

g®nek avs.®p’nmsosrzehasonl| 2t 8sban mut attak szig
k¢l ©nlpsO®P.et

Annak ®rdekh®bé&8h|,apbhgguka t°bbf ®|lei ospesjztit&sp u s
mint 8kban tapasztalt g®nexpresszi-s Vv8ltoz
mi krodi sszekci -t al kal mazit ®8 k ,omassstjeelkt y seg?t
egym8st - lveelvk zIs®gBH & irk®ny ei nk szerint h 8§ ms e
szigniexiphk @8kt 08 8stSOCIBRIOPRIMALg®N ek mutattak
ademmav s . © WPz e h as o MBCR2taL¥H2#Mh,a CORLA2,a FADS1®s a
SULT1A1lg ®n efke jkeiz Rd ®s e -ncosrank§ | a ° & toldbantbiaosyoln |

S zi gnmak (pd08 b ¥, @DXf), a BNTPD5,a PTGDR® sa TIMP1 g ®n e k
kifejaeni RiiR®Pe °sszehasadl dgB.gsPharna)v 8l t oz - nak
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mint 8kban ®s a | ®zer mi krodi sszekci - val iz
Azyt engely a | 0g2 no®mal®kzgAcoxpd @ & Wgjibrr 8z 04 i§s
az egyeedpi ®os®bhekt ok ketV 2 z @z imretd® 8rng 2@mldtiRikka,l

adat ok szok&saa tebqgit. mezgj eggprst Rtisscepor to
®sszehasonl 2t 8§8sok s tgan thek taglkein®m&t vip < ®,p0 5

vs. ®p ©°9sszehasonl 2t 8sokns§gl csill aggal |elo?o
szignifikanci 8j 8t (p<0,05) dupla csillaggal
minden egyes dobe br 8 n m8al snka&lt Inkal Eredm®nyei nk al
®s a | ®zer mikrodi sszekt 8l mi nt 8kban tapa
voltak.

A strom8l i s sej teXpreessesez@in mag gt k o zgaRint szig
el t ®r Rn e k v az° sasgzeenhoanrsa@zohbana COL1A2 aFADS] a MAL,

a PRIMAY, a SULF1 a THBS2®s TIMP1 g ®nk kf e ] eaztRuomoe mS§ |
®sszehasonl 2t 8so0kbamek satatkpzott {pxOFH.n Mavel el t ®r
eredm®nyeink alapj 8n a®stk iosngbgi®nneceptr@lsiszd n
v8l tozgst tal 8l tunk, k®s Rbbi ekben el sRsort
Vi zsg.8l tunk

5222HT-29 sejtek demetil 8ci-s kezel ®se
A kivs8lasztott g®nek kifejeeRd®sb&ti - ami 8y é&

kezelt HT-2 9 hum8n vast agna®lseadeomoalkaoai ni s. A
kezel ®s h e-aza2ldbe o&xM c5 t i di n't d kah gnazgsk T2RV
kontroll sejtek eset ®n a demetil 8§ci - s szert

m®di umhoz .t RA WKezmggle®d en ¢ | 12 t rkainnsuztkartihpattu-m
ki fejezRd®s, m2 g a MBMMPh BADEL, GYPZAYRINIURTIDAL4 e s et
csek®l vy g ®n e x p ekets tapagztaltsink Ak RTIGS2glRsn®ge x pr es s z i
fokoza ddémet i | Shcaitrg¢sI8h g F el RSolkede 1s ®F ) , m2 g a
SOCSxy ®n ki fepgheRARKEOY FC knillkele® B5O)RAKoONtroll
sejtekh@z RkB®past
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5-aza kezelt HT29 sejtek [ IKOR{FOITIT29 Sejtek

SFRP1 - 20203¢_s_at
SFRP1 - 202037_s_at
PRIMAT - 230087_at
SOCS3 - 214105_at
SFRP2- 223122 s at
COL1A2 - 220218_at
SFRP1 - 228413 _s_at
PTGDR - 215037_at
ENTPDS - 1554094_at
COL1A2 - 202403_s_at
| SFRP2 - 2231215 at
ALDH1A3 - 203180_at
ENTPDS - 205757_at

1
E

26. 8brA: kivs8lasztott g®nek kifejezRd®sbel.
t ®r Kk ®p a k o-aza&Z-@etokicitidhsl e met iy Becnssel 2 ezel t

TIMP1 - 201666_at

sejtekben. A microarray eredm®nyek intenzi
magas isnt enezkiett® = k°%°zepes i nt enkantto s, z°%1
(s°t ®Otkem®lk()vi ®B gsoeg kt @k )nt §8kat tripli kS8azumban v
egyesos zI|l opok jel°l nek, a ki v §8Il-egg mdrban t trart
tal 8l hat 8Hk8§nvAtzs g8l t g@er ekt iels®¢t®ns akezel ®s
m®rt ®k T g®nexpresszi- n°veked®shez vezetett

5223DNS met il 8ci -s vizsgs8l at
Munk8nk k®br &ngl °nb°®zR epijr8og 8xsd k.vle@&EAREI®NU N ka

bi opszi 8s ®s a ywmkemdhS §mz ®Rlst 8kI°tt,Rsee@yeti S
tartal maz- sz%vetmint8kat ell8@megtv8K .t 0 Aat te
expredgainszkriptum k°zgl 4 g®nhez tartoz- |

DNS metil 8ci s szi nQOLlA2 azr ®F PR 2a.S@EIgeRkn ek z ¢ |
Vi zsgs8l tade ®gma j a&®s t umbo permentti8lkE8bIGHBRER t t

hi pomet i | 8NATmi mMmtu& kaht cozt tk ®pest .

£Erdekes THBS&WVaresag8I1t r ®gi - i k°z¢ljankPevtetkRv R s © k
DNS me s 3ziht& mutatott u mor os @i NA§kmamt 8k h2arz viszo
8br a)
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tengel yk aDNE nm&t i | 8§8ci - s A2 ®ygy®&keksoppretl 6k i
°sszehasonl 2t8sok szignifikanci 8j 8t (p<0, 085

vs. ®p ©°sszehasonl 2t8sokn8l <c¢sillaggal jel?®
szignijf§tka(npcd®, 05) dupla csillaggal (**) je
minden egyes dobeg br §n m8s sk8l 8t al kal maztunk. Ere
DNS hipermetil 8ci | a mi nd bi opszi §8s, mi nd
j el ent keza&MAL, a PRINMAL G PTGDR®s S&RP2 |, m2g voltak o
g®nek i s, amel yekben nem vol't ki mutathat -

csoportok k° BCU2ta CDXlRHd RT&ILI®s &HELF]). Makro =
Makrodi sszekt8lt minz&kt SILiICMse] 8t ®ker mi kr od

A g®nek DNS metil 8ci - s adant@likte | € 1 Rzuentseusp e ¢
hierarchikus klasztee | e mzWwWiszs ®¢ § latmeK y3 nady &gopo8ba lehetett
osztaniRk.et Az el s R n &BRPY, ICOLLA2STHRS2,r SIOCS3, CYP27B1,
SULT1A1, PRIMAL, MALviszonylagma gas szi nt T DNS meti | §ci -t
®s tumoros mint8kban | s.gRAr@smndt &t caslbppel
DNS metil 8ci - s szi nt bkelzi®Abarmadk klaBAerbe @saklaet e g c s
THBS2g®nsor ol - chantetl y r el at2v magas DNS metil 8
mi nt b a®%b.r a/ A)
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28. §bA akivglasztott g®nek DNS metil 8ci - s
hRm®r s ®k lele tAi) iIN&ITKk ®pAD ®s CRC biopszi 8kban
mi nt 8kban ®s B) NAT, AD It®s h £RLe ||t®zkebre nmi kA
metil 8ci-s eredm®nyeket sz2nsk8l 8n 8br8zol't
alacsony DNS metil 8cbzé$ opsozkibnatn, Aa nygi @&nteSkkeat
8br8zol tuk. Hasonl - DNS metil 8ci - s mi nt
mi nt at 2 pus o kRREIMAL az ISFRP Y, & ri5FRR2,a MAL, a SOCS3,a

CYP27B1,a COL1A2 ®s SHLT1A1g®n ek vastagb®l bi opszi §
h8msejt eakrbS8ennt evgiys z MYl angetmd gas - s -Ezint et n
eg®szs®ges -bh8msadaerkma-RdeEmERLCt BBMs€&j t ek.

A | ®zer mi hgod@jitssak eBRNSImetil 8ci - s eredm®nye
makrodi sszekt 8l t proirntoskh 8zPRIVkEap8ABR1L R s A
SFRP2,a MAL, a SOCS3,a CYP27B1,a COL1A2® sa SULT1Alg ® n\askonylag

magas DNS metil 8ci mindwsasinhdg®®| thhipagssziad K huk
adenoma ®s tumoros sz©°vet misotpd®k t h@8mesajrttjoai:
k°ozo°tt azok szerepeltek, amelayek hn e nmeutid t8t
(28. 8&hral/ B)
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5.224mi RNS vizsgs8l at

A v8ltoz- ki fej ezrkd@isponty tagtha&mi &dNShoz mikF
adat b8zi stnsicamizRWALKikval i d8lt modul seg?tse
C®l pazrtoootos?2t &t tvurzls ge&l tk °mi°RNS vodz ®lltyalnynka
Vizsgs8lt g®nek tidawyeankvioBECL2aALIdBTIEB2a@z t a .
SFRP1®s S@CS3g ®n e k rtirpatnusnzaki t p o nmik-21c am@lyneks an ¢ ®|
kifejezRd®se a vastagb®l daganat ki a-l akul §8s
21* ( c ®BOLY MAL, BTGS2, SFRP1, SOCS8)let-7i* (c ®| p oBCLT, a i

CYP27B, SOCS3® s mig-181c ¢ ® | p oALDH1A3] BCL2, MALS zi nt ®n f ok oz

expresszi-t mutatott (29. 8br a)
hsa-miR-21 hsa-miR-21*

. (BCL2, MAL, PTGS2, SFRP1, SOCS3) _ (BCL2, MAL, PTGS2, SFRP1, SOCS3)
= :g 1 —— — = %
g5 — j 25 . l
S 3 : T %5 e
5 1 I 5L I —

[Ts]
g= ) §=. :
5§57 ; 5 E e
R — 5%

E £

= N Ad CRC = N Ad CRC

hsa-miR-181c hsa-let-7i*

z (ALDH1A3, BCL2, MAL) z (BCL2, CYP27B, SOCS3)
i it =
g% .. —— g9 L ==
0 © 1 o U :

z ;.| = — 2 % b
E | — . . LE, - - r
N Ad CRC N Ad CRC

29. 8 Br &:i v 81 as zk (bsaniR-2ihdarhis21*, hsamiR-181c, hsdet-
7i*) normaliz8lt val-s idej Tp®rdl®kmdr. §zA InSyne

Chr®rt ®keket a technikai interplate kalibr 8t
4235 p ®r tnRokremavleilzB I piukos pontp®k t ® kbexiplptmal i z § |
vonala a medi 8nt, a dob®Az Cp PRz tRkEe Kk ®rf to® kd

ar 8§ nkyaonRBlSe k ki f ej ez Rd ®EN&NATK Adm @lerno®&k GRCe=|
vastagb®l daganat mint 8k)
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5225 mmunhi szt ok®mi ai vVvizsg8l atok

| mmunhi szit pk @GBoiraS8ins vaghb ®I sz°vetekben vizsg
feh®@ j et er mPk®nek ki me S&kDRW®I®Btr. s ®K eNAT dmif f Yz

| 8t hat -, ezzel szembren aaz mir@fsi bdiofbfl Yazs zt e sst
j el ]l €3z R8b.r aAA)t ubudm@r insi nag@&ban gyenge cit
f eh®r j e ki(fle japaztBlwiR samelyet n ®h 8§ ny ter¢l eten er Rs
I mmunf est Rd®s (3Q¢ + 28/b+#3a)A B usn®nm to s mint 8k t°bb.
csup8n gyenge (+1) vagy 0O inte@zi t8hga/iChmu
AQscore el emz®ePl°=fsep@m&mes ns ®BRB®mdgrin®d
karcioma8t mened¢ s S I(&0&mM8 b.r a/ D)

30. SIBFRP1L 1 mmunowi sa32gdk®mola er ed mATYy e i rep
(B) adenoma ®s (C) CRC mint8kon. A h8msz®°v

az erRsen festRdR (+3) mi of i brobl aszt sejt

( A, piros nyil ak). (D) A szemikvant-itat?2yv
score ®rt®kek) a NAT, AD ®s CRC mint 8k ese!
il lusztr8lja a m®rt ®&rt®keket, m2 g a hibaj e

f eh®r j e v as kacgdn® bzekeedcaen oRmae hmé md®1 af ol yamat o
cs ° k kfeenhR®r j e kniufatupk&iz Rd ®s ®t
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