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1 R¥VIDĉT£SEK JEGYZ£KE 

 

5-Aza - 5-aza-2ô-dezoxicitidin 

5-FU - 5-fluorouracil 

ACTB - b®ta aktin g®n  

AD - adenoma  

ADP - adenozin-difoszf§t 

ATP - adenozin-trifoszf§t 

APC - adenomatous polyposis coli g®n 

bcDNA - biszulfit konvert§lt DNS 

BCIP - 5-br·m-4-kloro-3ô-indolil-foszf§t 

BRAF - B-Raf g®n 

BS-PCR - biszulfit-szekven§l· polimer§z l§ncreakci· 

CA7 - karbon anhidr§z g®n (Carbonic anhydrase VII) 

CCD - tºlt®scsatolt k®sz¿l®k (Charge-coupled device) 

cDNS - komplementer DNS 

CGI - CpG sziget (CpG island) 

CHI3L1 - kitin§z 3-szerŤ 1 g®n (Chitinase 3-like 1) 

CIMP - CpG szigeteket ®rintŖ region§lis hipermetil§ci· 

CIN - kromoszom§lis instabilit§s 

COL12A1 - kollag®n XII, alfa 1 g®n 

COX-2 - ciklooxigen§z-2 g®n 

Cp - §ttºr®si pont (crossing point) 

CpG - C-G dinukleotid 

CpG-sziget - CG dinukleotidban gazdag szekvenciar®gi· 

CRC - vastagb®ldaganat (colorectal cancer) 

CXCL1 - kemokin (C-X-C mot²vum) ligand 1 

CXCL2 - kemokin (C-X-C mot²vum) ligand 2 

DAB - diaminobenzidin 

DNS - dezoxiribonukleinsav 

DNMT  - DNS metiltranszfer§z 
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ELISA  - enzim kapcsolt immunabszorpci·s vizsg§lat (enzyme-linked immunosorbent 

assay) 

emPCR - emulzi·s polimer§z l§ncreakci· 

EtOH - etanol 

GAPDH - glicerinaldehid-3-foszf§t-dehidrogen§z g®n (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) 

GEO - Gene Expression Omnibus adatb§zis 

GREM1 - gremlin 1 g®n 

HRP - torma peroxid§z (horseradish peroxidase) 

FAM - 6-karboxi-fluoreszcein 

FAP - famili§ris adenomatosus polyposis 

FFPE - formalin-fix§lt, paraffinba §gyazott szºvet 

FIT - immunalap¼ sz®klet v®rtartalom meghat§roz§s (Fecal Immunochemical Test) 

FOBT - sz®klet v®rtartalom meghat§roz§s (Fecal Occult Blood test) 

HNPCC - herediter nem-poliposis kolorekt§lis karcinoma  

IL1B - interleukin 1 b®ta g®n 

IL1RN - interleukin 1 receptor antagonista g®n 

IL8  - interleukin 8 g®n 

IVT  - in vitro transzkripci· 

K-ras - Kirsten rat sarcoma g®n 

LNA  - lakatolt nukleinsav (Locked Nucleic Acid)  

lncRNS ï hossz¼ nem-k·dol· RNS (long non-coding RNA) 

LCM  - l®zer mikrodisszekci· (Laser Captured Microdissection) 

MBD1  - metil-CpG-kºtŖ domain feh®rje 1 (methyl CpG-binding domain protein 1) 

MeDIP - metil§lt DNS immunprecipit§ci· 

MeCP2 - metil-CpG-kºtŖ feh®rje (methyl CpG binding protein 2) 

MgCl2 - magn®zium-klorid 

miRNS - mikroRNS 

MMP3  - m§trix metallopeptid§z 3 g®n 

MMR - DNS hibajav²t· rendszer (mismatch repair)  

MS-HRM - metil§ci·-specifikus olvad§spont elemz®s (MS-High Resolution Melting) 

MSI - mikroszatellita instabilit§s 
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MSP - metil§ci· specifikus polimer§z l§ncreakci· 

MSS ï mikroszatellita stabilit§s 

NAT - tumor melletti ®p szºvet (normal tissue adjacent to tumor) 

NaOH - n§trium-hidroxid 

NBT - 4-nitro-blue tetrazolium 

OCT - fagyasztott be§gyaz· anyag (Optimum Cutting Temperature) 

p21WAF1 - ciklin-f¿ggŖ kin§z inhibitor 1 

PAM - Prediction Analysis for Microarrays statisztikai elemzŖ m·dszer 

PCNA - proliferating cell nuclear antigen 

PBS - foszf§t puffer (Phosphate Buffer Saline) 

PCR - polimer§z l§ncreakci· (Polimerase Chain Reaction) 

PPi - pirofoszf§t 

RIN  - RNS integrit§si sz§m (RNA Integrity Number) 

RN18S1 - 18S riboszom§lis RNS 

RNS - ribonukleinsav 

ROC - Receiver Operating Characteristic gºrbe 

rpm ï percenk®nti fordulatsz§m (round per minute) 

RT-PCR - val·s idejŤ polimer§z l§ncreakci· (Real-Time PCR) 

SAM - Significance Analysis of Microarray statisztikai elemzŖ m·dszer 

SAM - S-adenozil-metionin 

SLC7A5 - SLC 7 g®ncsal§d  5. tagja (Solute carrier family 7, member 5) 

Tm - olvad§spont (melting temperature) 

TMA  - szºveti microarray m·dszer (Tissue Microarray) 

TNM  - daganat st§dium beoszt§s 

UC - colitis ulcerosa 
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2 BEVEZET£S 

2.1 A vastagb®l szºvettani szerkezete 

A vastagb®l feladata a v²z ®s §sv§nyi s·k felsz²v§sa a b®lcsatorn§b·l ®s az 

em®szthetetlen salakanyag k¿lvil§gra juttat§sa. A hum§n vastagb®l hossza 

megkºzel²tŖleg 1,5 m, a b®lcsatorna §tm®rŖje §tlagosan 6-8 cm. A vastagb®l vakb®lre 

(coecum), felsz§ll· (colon ascendens), har§nt (colon transversum) ®s lesz§ll· (colon 

descendens) vastagb®lre, szigma-b®lre (colon sigmideum) ®s v®gb®lre (rectum) oszthat· 

[1]. A vastagb®lfal h§rom szºvettani r®tegre k¿lºn²thetŖ el, ezek a b®l lumene felŖl 

haladva: 1. tunica mucosa (ny§lkah§rtya), amely tov§bb bonthat· a lamina epithelialis 

mucosa (h§mr®teg), lamina propria mucosae (kºtŖszºvetes r®teg) ®s a lamina 

muscularis mucosae (mirigyekhez tartoz· izomszºvet) r®tegekre, 2. tunica submucosa 

(mucosa alatti kºtŖszºvetes r®teg) ®s a 3. tunica muscularis (a b®lcsŖ kºrkºrºs ®s 

hosszanti izomr®tege) [1]. Az eg®szs®ges vastagb®lre jellemzŖ, hogy ny§lkah§rtya 

h§mr®tege kesztyŤujj-szerŤen a b®l fal§ba, a lamina propria mucosae r®tegbe tŤrŖdik, az 

²gy l®trejºvŖ m®lyed®st Lieberk¿hn-kript§knak nevezz¿k. A b®l kºtŖszºvetes r®tege 

laza rostos kºtŖszºvet, amelyet a kript§k kºr¿l fibroblaszt/miofibroblaszt sejtek, 

tov§bb§ immunsejtek (granulocit§k, makrof§gok, B- ®s T- limfocit§k) alkotnak. A b®l 

h§mr®teg®t a kript§kon bel¿l baz§lisan elhelyezkedŖ oszt·d· Ŗssejtek alak²tj§k ki, 

amelyek differenci§l·d§sukkal p§rhuzamosan a kript§k lumin§ris felsz²ne fel® 

v§ndorolnak, ahol ®rett abszorpci·s hengerh§msejtekk® ®s ny§ktermelŖ kehelysejtekk® 

differenci§l·dnak, majd §tlagosan 5-6 nap m¼lva lev§lnak. A sejtoszt·d§s ®s a migr§ci· 

eg®szs®ges §llapotban dinamikus egyens¼lyban van a ny§lkah§rtya fel¿let®rŖl lev§l· ®s 

elhal· sejtek mennyis®g®vel. Azonban ha ez az egyens¼ly a sejtoszt·d§s fel® eltol·dik, 

¼gy lok§lis sejtszaporulatok, kit¿remked®sek, m§s n®ven polipok k®pzŖdnek. Az ²gy 

kialakult polipok a daganatk®pzŖd®s kiindul§si §llapotai lehetnek [2].  
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1. §bra: A vastagb®l szºvettani szerkezete 

2.2 Vastagb®ldaganatok (CRC)  

2.2.1 A vastagb®ldaganatok epidemiol·gi§ja 

Magyarorsz§g vil§gviszonylatban vezetŖ az ¼jonnan felfedezett daganatos 

megbeteged®sek ®s a daganatos hal§loz§s sz§m§t tekintve. Eur·p§ban a daganatos 

megbeteged®sek sz§m§t tekintve a magyar f®rfiak az elsŖ, a magyar nŖk a m§sodik 

helyen §llnak. [3, 4]. Egy 2012-ben k®sz¿lt felm®r®s szerint a gasztrointesztin§lis 

daganatok elŖfordul§sa Eur·p§ban elt®rŖ ter¿leti megoszl§st mutat, p®ld§ul a 

vastagb®ldaganat gyakoris§ga a balk§ni orsz§gokban viszonylag alacsony (pl. 

Alb§ni§ban 100.000 fŖre vet²tve 13 f®rfi ®s 11 nŖ), m²g a kºz®p eur·pai orsz§gokban, 

haz§nkkal az ®len relat²v magas elŖfordul§si ar§ny tapasztalhat· (Magyarorsz§gon 

100.000 fŖre vet²tve 87 f®rfi ®s 45 nŖ) (2. §bra). A magyar popul§ci·ban, f®rfiakban ®s 

nŖkben egyar§nt a t¿dŖr§k ut§n a vastagb®ldaganat a leggyakoribb daganatos 

megbeteged®s [3]. Haz§nkban az ¼jonnan felismert vastagb®ldaganatok sz§ma ®s a 

mortalit§s egyar§nt nºvekvŖ tendenci§t mutat. 2001-ben a magyar lakoss§g kºr®ben 

7600 vastagb®ldaganatos esetet diagnosztiz§ltak ®s 4910 hal§leset tºrt®nt, 2010- ben 

m§r az ¼jonnan diagnosztiz§lt CRC-k sz§ma 9000 nŖtt ®s 5000 hal§lesetet regisztr§ltak 

[5, 6]. 
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2. §bra: A vastagb®ldaganatok incidenci§ja (A) ®s mortalit§sa (B) a 2012. ®vi eur·pai 

felm®r®s adatai alapj§n. Az §bra Ferlay ®s munkat§rsai alapj§n, m·dos²tva k®sz¿lt [3]. 

 

2.2.2 A vastagb®ldaganatok kialakul§sa 

A vastagb®ldaganatok kialakul§sa az eg®szs®ges vastagb®lh§mban v®gbemenŖ, 

folyamatosan felhalmoz·d· molekul§ris v§ltoz§sok induk§lta folyamat, amely intenz²v 

kutat§s t§rgya. A klasszikus, Fearon ®s Vogelstein §ltal 1990-ben le²rt modell szerint az 

®p vastagb®lh§mb·l kiindulva mut§ci·k ®s egy®b molekul§ris v§ltoz§sok kºvetkezt®ben 

korai, majd k®sŖi adenoma r§kmegelŖzŖ §llapotokon §t a daganat v®g¿l 

adenokarcinom§v§ alakul [7] (3. §bra). 

  

3. §bra: Vogelstein modell. Az §bra Mudassar ®s munkat§rsai alapj§n, m·dos²tva 

k®sz¿lt [8] 
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Az eredeti modell sz§mos tov§bbi tanulm§nynak adott alapot, ®s idŖkºzben a 

Vogelstein-modellrŖl alkotott elk®pzel®s is form§l·dott. Az egyik m·dos²t§s, hogy a 

vastagb®l adenokarcinoma nem csak a tubul§ris ®s a tubulovill·zus polipokb·l, hanem 

egy®b r§kmegelŖzŖ §llapotokb·l (pl. szesszilis fogazott polipokb·l) is kifejlŖdhet [9]. A 

vastagb®lh§m norm§lis homeoszt§zis§t ®s a meg¼jul· h§m sejtoszt·d§si folyamatait 

k¿lºnbºzŖ genetikai ®s az epigenetikai folyamatok szigor¼an kontroll§lt folyamata tartja 

fent. A szab§lyoz§si folyamatok megv§ltoz§sa ennek ®rtelm®ben jelentŖs v§ltoz§st tud 

elŖid®zni, amely a kontroll§latlan sejtoszt·d§s ®s a sejthal§l zavarai miatt k·ros 

sejtszaporulatot eredm®nyez. A vastagb®ldaganat kialakul§s§t k¿lºnbºzŖ molekul§ris 

v§ltoz§sok okozhatj§k, ezek alapj§n k¿lºnbºzŖ tumork®pzŖd®s fel® vezetŖ genetikai ®s 

epigenetikai instabilit§ssal rendelkezŖ §llapotokat k¿lºnbºztet¿nk meg: elŖbbi 

kateg·ri§ban a kromosz·ma instabilit§st (CIN) ®s a mikroszatellita instabilit§st (MSI), 

ut·bbiban a DNS metil§ci·s szab§lyoz· rendszer hib§it.  

2.2.2.1 Genetikai instabilit§s 

2.2.2.1.1 Kromosz·ma instabilit§s (CIN) 

A kromosz·ma instabil daganatt²pusokra jellemzŖ, hogy sejtjei a norm§list·l elt®rŖ 

kromosz·mak®szlettel rendelkeznek (aneuploidia), a tumoros sejtek gyakran 

megsokszoroz·dott kromosz·ma szerelv®nyt hordoznak (poliploidia). A megszŤnŖ 

vagy tºbbszºrºsen jelenl®vŖ kromosz·maszakaszok genomi instabilit§st 

eredm®nyeznek, bizonyos g®nek alul- illetve fel¿lregul§l·d§s§t okozz§k. A 

tumorszuppresszor g®nek kºz¿l az APC, a p53 ®s a SMAD4 g®nek elveszt®s®t is gyakran 

ez a folyamat okozza [10]. Az APC g®n mut§ci·ja vastagb®ldaganatokban a 

leggyakrabban kimutathat· mut§ci·. Az APC feh®rje eg®szs®ges sejtekben a ɓ-katenin 

®s a GSK-3ɓ feh®rj®kkel k®pez komplexet, amely a ɓ-katenin degrad§ci·j§hoz vezet. Az 

APC feh®rje hi§ny§val a ɓ-katenin feh®rje negat²v regul§ci·ja megszŤnik, a 

sejtoszt·d§st szab§lyoz· Wnt ¼tvonal kontroll§latlanul mŤkºdhet. Ez§ltal a ɓ-katenin 

feh®rje mennyis®ge megnŖ, majd a sejtmagba transzlok§l·dik ®s olyan g®nek 

transzkripci·j§t induk§lja, amelyek az angiogenezist (pl.VEGF) ®s a sejtprolifer§ci·t (pl. 

ciklin-D) serkentik [11]. A g®n cs²rasejtes mut§ci·ja a famili§ris adenomat·zus 

polip·zus (FAP) szindr·m§t okozza, az ®rintett betegekn®l ®let¿k sor§n tºbb sz§z polip 

megjelen®se jellemzŖ [12]. A p53 apopt·zisban szerepet j§tsz· g®n leggyakrabban egy 
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misszensz mut§ci·t kºvetŖ kromosz·ma del®ci·val inaktiv§l·dik [13]. A SMAD4 ®s a 

TGFBR2 mut§ci·ja egyar§nt a TGF-ɓ ¼tvonal inaktiv§ci·j§t okozz§k, amely a CRC 

kialakul§sa sor§n jellemzŖen az adenoma ï high grade dysplasia §talakul§ssal 

p§rhuzamos v§ltoz§s [14]. A DCC (deleted in colorectal cancer) g®n a 18. kromosz·ma 

hossz¼ karj§n helyezkedik el, elnevez®se arra utal, hogy vastagb®ldaganatokban 

gyakran del®ci·val inaktiv§l·dik, ami a sejthal§l folyamat§ban id®z elŖ 

rendelleness®geket [15]. 

A Vogelstein modellt az a megfigyel®s is al§t§masztja, amely szerint a fent eml²tett 

v§ltoz§sok a r§kmegelŖzŖ adenom§kban is jellemzŖek. A kromosz·ma instabilit§s 

molekul§ris h§tter®ben §ll· mechanizmus lehet az onkog®n k¿lsŖ t®nyezŖk §ltal okozott 

stressz, a DNS telom®ra rºvid¿l®s ®s a daganatok kialakul§sa sor§n jellemzŖ glob§lis 

DNS hipometil§ci· is [16, 17]. A vastagb®ldaganatok 85%-a ebbe a kateg·ri§ba 

sorolhat· [18]. 

2.2.2.1.2 Mikroszatellita instabilit§s (MSI) 

A m§sodik molekul§ris t²pusba, az ¼n. mikroszatellita instabil daganatok (MSI) 

csoportj§ba a CRC esetek megkºzel²tŖleg. 15%-a tartozik. A csoport onnan kapta nev®t, 

hogy az ¼n. mismatch repair (MMR) hibajav²t· enzimrendszer (pl. MLH1, MSH2 

enzimek) elt®r®sei miatt a genomban tal§lhat· rºvid ism®tlŖdŖ szakaszok, az ¼n. 

mikroszatellit§k sz§ma megv§ltozik. Az MMR rendszer tagjai olyan hibajav²t· 

enzimek, amelyek felismerik ®s jav²tj§k a DNS replik§ci· vagy rekombin§ci· sor§n 

l®trejºtt inszerci·kat, del®ci·kat ®s hib§san be®p¿lt b§zisokat.  

Az MMR rendszer ºrºklºtt inakiv§ci·ja a herediter vastagb®ldaganatok leggyakoribb 

fajt§j§t, az ¼n. Lynch szimdr·m§t (HNPCC) eredm®nyezi [19], amelyben 

leggyakrabban az MLH1 (50% gyakoris§g), az MSH2 (40% gyakoris§g) ®s az MSH6 

(10% gyakoris§g) g®nek mut§ci·i jellemzŖek [20]. Az §ltal§nosan haszn§lt 5 

mikroszatellita marker, amely alapj§n a diagn·zist fel§ll²tj§k a BAT25, a BAT26 

mononukleotidok ®s a D5S346, a D2S123 ®s a D17S250 dinukleotidok. Ezek alapj§n 

megk¿lºnbºztet¿nk mikroszatellita stabil (MSS) ®s mikrosztellita instabil (MSI) CRC 

eseteket, az ut·bbi kateg·ri§t tov§bb bontva az ¼n. magas instabilit§ssal (MSI-H, 

vizsg§lt markerek tºbb, mint 30%-a mutat instabilit§st) ®s az alacsony instabilit§ssal 

(MSI-L, a vizsg§lt markerek kevesebb mint 30%-a mutat instabilit§st) rendelkezŖ 
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daganatokat. Az MSI-H daganatokban leggyakrabban az MLH1 g®n mut§ci·ja vagy 

prom·ter hipermetil§ci·ja illetve az MSH2 g®n mut§ci·ja jellemzŖ [21]. 

A daganatfejlŖd®si utak k¿lºnbs®g®re h²vja fel a figyelmet az a jelens®g, hogy ha egy 

daganat kromosz·ma instabilit§st mutat, akkor mikroszatellita instabil, ®s vice versa 

[22]. A betegek t¼l®l®se szempontj§b·l a mikroszatellita instabil daganatok jobb 

progn·zis¼nak tekinthetŖek, mint a kromosz·ma instabil CRC esetek [23]. A 

mikroszatellita instabilit§s kialakul§s§nak h§ttere j·l ismert, az MMR g®nek 

inaktiv§l·d§s§val jºn l®tre, amely tºrt®nhet mut§ci·val vagy DNS metil§ci·val is (pl. 

MLH1 hipermetil§ci·) [24]. 

2.2.2.2 Epigenetikai instabilit§s 

2.2.1.2.1 DNS metil§ci· 

A DNS metil§ci· egy olyan DNS-t ®rintŖ ºrºklŖdŖ m·dos²t§s, mely sor§n a citozin 

pirimidin gyŤrŤj®nek 5-ºs poz²ci·j§ban l®vŖ sz®natomhoz metilcsoport kapcsol·dik, 

m²g maga a nukleotid szekvencia v§ltozatlan marad. A folyamatot a DNS-

metiltranszfer§z csal§dba tartoz· enzimek (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) S-adenozil-

metionin (SAM) metil-donor jelenl®t®ben kataliz§lj§k [25]. A metil§ci· c®lpontjai a 

genomban elsz·rtan, illetve n®h§ny r®gi·ban sŤrŤbben elhelyezkedŖ CG dinukleotidok. 

CpG szigeteknek nevezz¿k a genom azon szakaszait, ahol a CpG dinukleotidok 

legal§bb 60%-os ar§nyban vannak jelen. A CpG szigetek megtal§lhat·ak a hum§n 

g®nek kºr¿lbel¿l fel®ben, gyakran a transzkripci·s faktorok §ltal felismert 5ô prom·ter 

r®gi·ban, ²gy kºzvetlen¿l szerepet j§tszanak az adott g®nek transzkripci·s 

szab§lyoz§s§ban [26]. A metilcsoport kapcsol·d§sa egyr®szt a transzkripci·s faktorok 

bekºtŖd®s®t fizikailag akad§lyozza, m§sr®szt lehetŖv® teszi az ¼n. metil-CpG-kºtŖ 

dom®nnel rendelkezŖ feh®rj®k (pl. MBD1-3, MeCP2) metil§lt DNS-hez val· 

kapcsol·d§s§t, amelyek tov§bbi feh®rj®k toborz§s§val szint®n g§tl· hat§ssal lesznek az 

adott g®n §t²r§s§ra [27]. Emellett a k¿lºnbºzŖ feh®rj®k kapcsol·d§sa miatt a 

kromatinstrukt¼ra is §trendezŖdik, a laza szerkezetŤ eukromatin helyett tºmºrebb, 

heterokromatikus forma v§lik jellemzŖv® [28].  
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4. §bra: A DNS metil§ci·s szab§lyoz§s folyamata eg®szs®ges ®s tumorsejtekben. A 

tumorsejtben a tumorszuppresszor g®nek hipermetil§ci·ja §ltal§nos jelens®g, amely 

ezeknek a g®neknek transzkripci·s inaktiv§l·d§s§hoz vezet. A daganatk®pzŖd®s sor§n a 

glob§lis hipometil§ci· is jellemzŖ, amely sor§n repetit²v szekvenci§k DNS metil§ci·s 

szab§lyoz§s al·l val· felszabadul§s r®v®n aktiv§l·dnak ®s genetikai instabilit§st 

eredm®nyeznek. E= exon. Az §bra Esteller ®s munkat§rsai alapj§n, m·dos²tva k®sz¿lt 

[29]. 

 

A metil§ci·s szab§lyoz· rendszer alapvetŖ fontoss§g¼ a magasabbrendŤ 

szervezetekben. Szerepet j§tszik az egyedfejlŖd®sben, ahol kezdetben minden CpG 

sziget demetil§lt (¼n. pre-implant§ci·s demetil§ci·s §llapot), majd az embriogenezis 

blastula st§dium§ban intenz²v remetil§ci·s peri·dus alatt, az ¼n. de novo metil§ci·s 

folyamattal kialakul az egyes sejt-, illetve szºvett²pusokra jellemzŖ metil§ci·s mint§zat, 

amelynek megŖrz®s®®rt az ¼n. fenntart· metil§ci· felelŖs [25]. Fiziol·gi§s §llapotban a 

genomban elŖfordul· CpG szakaszok demetil§ltak maradnak, ²gy nem vesznek r®szt a 

g®nmŤkºd®s szab§lyz§s§ban. A g®n prom·terekben elhelyezkedŖ CpG 

dinukleotidoknak megv§ltozhat az eredeti, szºvetspecifikus metil§ci·s mint§zata, amely 

csºkkentheti vagy fokozhatja az adott g®n kifejezŖd®s®t. Az ²gy aktiv§lt vagy inaktiv§lt 
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g®nek funkci·it·l f¿ggŖen v§ltozhat meg az adott sejt sorsa, protoonkog®nek DNS 

metil§ci·s g§tl§s al·li felszabadul§sa, illetve tumorszuppresszor g®nek hipermetil§ci·ja 

egyar§nt tumork®pzŖd®st induk§lhat [30]. 

2.2.1.2.1 DNS metil§ci·s rendszer hib§i 

A genomi instabilit§s mellett az epigenetikai folyamatok zavarai is daganat 

kialakul§s§hoz vezethetnek. 

Az ®letkor elŖrehaladt§val megjelenŖ aberr§ns DNS metil§ci·s mint§zat kialakul§s§nak 

gyakoris§ga - a megfigyel®sek szerint- egyre magasabb [31]. Az ilyen, ¼gynevezett 

korf¿ggŖ metil§ci·s v§ltoz§sok kºz® a genomszintŤ hipometil§ci· nºveked®se, m§sr®szt 

az ezzel p§rhuzamosan fell®pŖ g®nspecifikus, lok§lis DNS hipermetil§ci· tartozik [32].  

A szab§lyozott g®neket mindezek alapj§n A-t²pus¼ kor-f¿ggŖ DNS metil§ci·t mutat· 

(age-related, pl. ER, MYOD [31]) ®s daganatspecifikus C-t²pus¼ metil§ci·t mutat· 

(cancer-related, pl. p16(INK4A), MLH1, TIMP3) g®nekk®nt csoportos²thatjuk. 

A fenti aberr§ns metil§ci·s mint§zatok kialakul§s§val egyre nagyobb val·sz²nŤs®ggel 

®rv®nyes¿lhet a fokozottan expressz§l·d· onkog®nek, illetve a csºkkent mŤkºd®sŤ 

tumorszuppresszorok hat§sa, ²gy a sejtenk®nt akkumul§l·d· epigenetikai v§ltoz§sok 

nagy val·sz²nŤs®ggel vezetnek kontroll§latlan, daganatos sejtprolifer§ci·hoz.  

A DNS metil§ci·s szab§lyoz· rendszer daganatokban megv§ltozott mŤkºd®s®nek 

eredm®nye az eg®sz genomra kiterjedŖ csºkkent DNS metil§ci·s szint, az ¼n. glob§lis 

hipometil§ci· ®s ezzel p§rhuzamosan a genom bizonyos r®szein, gyakran a g®nek 

szab§lyoz· r®gi·j§ban bekºvetkezŖ region§lis DNS hipermetil§ci· [32]. A glob§lis 

hipometil§ci· kromosz·ma instabilit§st, valamint retrotranszpozonok ®s onkog®nek 

aktiv§l§s§t okozhatja [33]. Toyota ®s munkat§rsai 1999-ben egy olyan CRC csoportot 

azonos²tottak, amelyben bizonyos g®nek egy¿ttesen hipermetil§l·dnak, ezeket CpG 

sziget metil§tor fenot²pus¼ (CIMP) daganatoknak nevezt®k el. A CIMP pozit²v 

daganatok a kºvetkezŖ tulajdons§gokkal rendelkeznek: idŖs kor, tºbbnyire nŖi 

betegekben fordul elŖ, proxim§lis lokaliz§ci·, a BRAF
V600E

 mut§ci· nagy ar§ny¼ 

megjelen®se, az MLH1 g®n hipermetil§ci·ja, a p53 mut§ci· ritka megjelen®se ®s 

specifikus szºvettani k®p [32]. A CIMP oszt§lyoz§s megosztotta a tudom§nyos vil§got, 

az elm®let l®tjogosults§g§t sokan ma is megk®rdŖjelezik. A CIMP pontos fogalma is 

folyamatosan §talakul, ®s b§r sok k²s®rlet ir§nyul a hipot®zis al§t§maszt§s§ra, a fogalom 
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meghat§roz§sa m®g mindig nem egys®ges. B§r a CIMP fogalom l®tez®se ·ta a DNS 

metil§ci·s v§ltoz§sok kutat§sa fŖk®nt a vastagb®l proxim§lis szakasz§n megjelenŖ 

daganatokra korl§toz·dott, a vastagb®l diszt§lis r®sz®n kialakul· CIMP negat²v (CIMP-

), sporadikus daganatokban is jelentŖs epigenetikai rendelleness®geket, kºzt¿k DNS 

hipermetil§ci·t figyeltek meg [34].  

A Ăfield effectò, azaz a ĂmezŖ hat§sò azt a jelens®get takarja, mikor a neoplasztikus 

elv§ltoz§s kºzvetlen kºrnyezet®ben - b§r makro- ®s mikroszk·pikus szinten m®g nem, 

de molekul§ris szinten m§r - felfedezhetŖek olyan v§ltoz§sok, amelyek a daganat 

kialakul§s§t elŖrevet²tik. A jelens®g egyik leggyakrabban vizsg§lt molekul§ris v§ltoz§sa 

a DNS metil§ci·, amelynek szintje sz§mos vizsg§lat eredm®nye szerint a szºvettanilag 

eg®szs®ges vastagb®l ny§lkah§rty§ban megemelkedik, ha egy szomsz®dos neoplasztikus 

elv§ltoz§s mellett helyezkedik el [35, 36]. Ez a jelens®g is felh²vja a figyelmet arra, 

hogy a tumor melletti ®s a teljesen eg®szs®ges p§ciensek vastagb®l ny§lkah§rty§j§nak 

molekul§ris tulajdons§gai elt®rŖek lehetnek, ²gy ezeket a szºvett²pusokat k¿lºn 

mintat²pusk®nt c®lszerŤ vizsg§lni [37]. 

2.2.3 A vastagb®ldaganatok diagn·zisa, klinikai st§diumbesorol§sa 

A klinikai gyakorlatban a vastagb®lr§kok diagn·zisa az endoszk·pos vizsg§lattal 

kezdŖdik, majd a biopszi§s ®s seb®szi ¼ton nyert szºvetmint§k patol·giai elemz®s®vel 

tºrt®nik. A tumor elŖrehaladotts§g§nak meg§llap²t§s§ra morfol·giai jegyeket 

haszn§lnak, amellyel a tumor baz§lis membr§non val· §tl®p®s®tŖl, kºrnyezŖ szervek ®s 

a nyirokcsom·k ®rintetts®g®tŖl f¿ggŖen k¿lºnbºzŖ kateg·ri§kba sorolj§k a daganatokat. 

ElsŖk®nt Dukes ®s munkat§rsai hoztak l®tre egy oszt§lyoz§si rendszert, amelyet 1954-

ben Aster ®s Coller m·dos²tott [38]. Az §ltaluk javasolt beoszt§st alkalmazz§k a klinikai 

gyakorlatban, mely szerint a kºvetkezŖ st§diumokat k¿lºnbºztetj¿k meg: 

Dukes A: a daganat csak a muk·z§t ®rinti 

Dukes B1: a daganat a muscularis prorpia r®teget ®rinti, nyirokcsom· ®rintetts®g nincs 

Dukes B2: a daganat §ttºri a seros§t, nyirokcsom· ®rintetts®g nincs 

Dukes C1: a daganat a muscularis prorpia r®teget ®rinti, nyirokcsom· ®rintetts®g van 

Dukes C2: a daganat §ttºri a seros§t, nyirokcsom· ®rintetts®g van 

Dukes D: A daganat t§voli metaszt§zisokat k®pzett 
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A klinikai gyakorlatban az ¼n. TNM rendszert is haszn§lj§k, amely a primer tumor (T0, 

1, 2, 3, X), a nyirokcsom· ®rintetts®g (N0, 1, 2, X) ®s a metaszt§zisok (M0, 0, X) szerint 

sorolja be az adott daganatot (1. t§bl§zat). 

1. t§bl§zat: A vastagb®ldaganatok klinikai besorol§sa 

TNM beoszt§s TNM krit®riumok Dukes 

beoszt§s 

Aster 

Coller 

beoszt§s 

Tis N0 M0 Tis = in situ carcinoma, a tumor a 

muk·z§ra korl§toz·dik 

- - 

T1 N0 M0 T1 = a tumor a szubmuk·z§ba terjed A A 

T2 N0 M0 T2 = a tumor a muszkul§ris propri§ba 

terjed 

A B1 

T3 N0 M0 T3 = a tumor a szubszer·z§n t¼l terjed B B2 

T4 N0 M0 T4 = a tumor a kºrnyezŖ szerveket 

vagy a viszcer§lis perit·neumot is el®ri 

B B3 

T1-2 N1 M0 N1 = a kºrnyezŖ nyirokcsom·k kºz¿l 

1-3 ®rintett 

C C1 

T3-4 N1 M0 N1 = a kºrnyezŖ nyirokcsom·k kºz¿l 

1-3 ®rintett, T3 vagy T4 

C C2, C3 

b§rmely T, N2 M0 N2 = a kºrnyezŖ nyirokcsom·k kºz¿l 

4 vagy tºbb ®rintett, b§rmely T 

C C1, C2, C3 

b§rmely T, N M1 M1 = t§voli metaszt§zis igazolt, 

b§rmely T, N 

- D 

 

A grade fogalma a daganatot alkot· sejtek differenci§lts§g§r·l ad inform§ci·t egytŖl 

n®gyig terjedŖ sk§l§n, ahol a besorol§s a differenci§lt sejtektŖl (G1) a 

differenci§latlanokig (G4) terjed [39].  
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2.2.4 A vastagb®ldaganatok szŤrŖm·dszerei 

A vastagb®ldaganatok fejlŖd®se a fent eml²tett molekul§ris ¼tvonalakon tºrt®nhet, 

amelyekben kºzºs tulajdons§g, hogy a tumor kifejlŖd®se ak§r ®vekig ®szrev®tlen¿l 

tºrt®nhet, mialatt a r§kmegelŖzŖ §llapot¼, majd vastagb®ldaganatos beteg sok§ig 

t¿netmentes. A daganat csak egy bizonyos nagys§g ®s st§dium el®r®se ut§n okoz 

t¿neteket, §ltal§ban a legtºbb p§ciens ilyenkor fordul orvoshoz. Ha a daganat 

diagnosztiz§l§sakor a tumor m§r Dukes C st§dium¼ (azaz m§r nyirokcsom· §tt®ted ad), 

akkor az 5 ®ves t¼l®l®si es®lyek drasztikusan csºkkennek, §tlagosan 47,7%-osra. Ha ezt 

az ®rt®ket ºsszehasonl²tjuk Dukes A st§dium¼ p§ciensek t¼l®l®s®vel (93,2%), 

egy®rtelmŤv® v§lik, hogy a korai felismer®s l®tfontoss§g¼ a beteg t¼l®l®si es®lyei 

szempontj§b·l. A fentiek t¿kr®ben a vastagb®lr§kot olyan k·rk®pnek tekinthetj¿k, 

amely korai diagn·zis mellett hat®konyan kezelhetŖ betegs®g [40], de a t¼l®l®si es®lyek 

a tumor fejlŖd®s®vel ®s terjed®s®vel p§rhuzamosan csºkkennek. 

A vastagb®ldaganatok sz§m§nak csºkkent®se c®lj§b·l a tumor kialakul§s§nak 

megelŖz®se ®s a ter§pi§s megold§sok fejleszt®se mellett a k¿lºnbºzŖ szŤr®si m·dszerek 

hat®konys§g§nak nºvel®se alapvetŖ fontoss§g¼. A korai diagn·zis a r§kmegelŖzŖ 

§llapotok hat®kony felismer®s®n alapul, hiszen a CRC ezekbŖl a k®pletekbŖl fejlŖdik ki 

a maligniz§l·d§s sor§n [2]. A szŤr®st a magas rizik·j¼ csoportokban (pl. csal§di 

halmozotts§g eset®n), illetve a kor elŖrehaladt§val, 50 ®v felett felt®tlen¿l aj§nlott 

elv®gezni [41]. 

Ahhoz, hogy egy vizsg§lati m·dszer nagy popul§ci· szŤr®s®re hat®konyan alkalmazhat· 

legyen, magas r®szv®teli ar§ny¼ (compliance), magas szenzitivit§s¼ ®s specificit§s¼, 

minim§lisan invaz²v, de kºlts®ghat®kony m·dszerre van sz¿ks®g. Napjainkban tºbbf®le 

szŤrŖm·dszer §ll rendelkez®sre, ezek kºz¿l a kolonoszk·pia a legelfogadottabb ®s 

leghat®konyabb, ¼n. Ăgold standardò m·dszer, amely a legnagyobb szenzitivit§ssal ®s 

specificit§ssal rendelkezik, valamint ter§pi§s beavatkoz§sra (a r§kmegelŖzŖ polipok 

elt§vol²t§s§ra) is lehetŖs®get k²n§l. A vizsg§latot megelŖzŖ elŖk®sz²t®s ®s a vizsg§lat 

kellemetlens®gei miatt azonban sajn§latos m·don a vastagb®ldaganat szŤr®s®re 

alkalmazott m·dszerek kºz¿l ez rendelkezik a legkisebb r®szv®teli ar§nnyal. A tov§bbi 

vizsg§latok kºz¿l a flexibilis szigmoidoszk·pia, a kapszula endoszk·pia, valamint a 

sz®kletv®r kimutat§s§n alapul· az FOBT ®s a FIT tesztek a leghat®konyabban 

alkalmazhat· szŤr®si m·dszerek. A flexibilis szigmoidoszk·pia egy kºr¿lbel¿l f®l 
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m®teres hajl®kony csŖvel v®gzett vizsg§lat, amely a diszt§lis vastagb®lfal vizsg§lat§ra 

alkalmas [42]. A kolonoszk·pi§n§l olcs·bb, emiatt kºnnyebben el®rhetŖ vizsg§lat, 

viszont a proxim§lis vastagb®lrŖl nem ad inform§ci·t. 

A kapszula endoszk·pia sor§n az eg®sz vastagb®l vizsg§lhat·, de a vizsg§lati elŖk®sz²t®s 

itt is kih²v§sokkal j§rhat. Egy 2012-es felm®r®s adatai szerint a vizsg§lat szenzitivit§sa a 

6 mm-n®l nagyobb polipokra vonatkoztatva 89%-os volt [43]. Ennek a 

szŤrŖm·dszernek val·sz²nŤleg azokn§l a betegekn®l lehet a legnagyobb haszna, akik 

egy inkomplett kolonoszk·pi§n m§r §testek vagy akikn®l a hagyom§nyos 

kolonoszk·pi§nak valamilyen kontraindik§ci·ja §ll fent, illetve azon betegekn®l, akiket 

a kolonoszk·pia diszkomfort®rzete tart vissza a vastagb®ldaganat szŤr®stŖl [44].  

A sz®kletben megjelenŖ v®r kimutat§s§ra kifejlesztett tesztek kºz¿l a kºlts®ghat®konyan 

v®gezhetŖ, guajak alap¼ FOBT (fecal occult blood test) vizsg§lat a legelterjedtebben 

alkalmazott. A gFOBT haszn§lat§val azonban a CRC miatti hal§loz§sok sz§ma csup§n 

15-25%-kal csºkkenthetŖ, a teszt alacsony szenzitivit§s¼, sok az §lnegat²v eset, ²gy a 

CRC-s betegek 33-75%-§t tudjuk csak kiszŤrni [45]. Ezzel szemben a hum§n 

hemoglobinra specifikus, immun alap¼ FIT teszt szenzitivit§sa el®ri a 60-85%-ot [46].  

A hagyom§nyos szŤrŖm·dszerek mellett a vastagb®ldaganatok korai felismer®s®t 

t§mogathatj§k azok a kutat§sok is, amelyek k¿lºnbºzŖ t²pus¼ biomarkerek azonos²t§s§t 

c®lozz§k. Biomarkernek nevezz¿k az olyan m®rhetŖ param®tereket, amelyek egy adott 

betegs®g jelenl®t®t vagy s¼lyoss§gi fok§t mutatj§k ki. A biomarkerek lehetnek feh®rj®k, 

DNS ®s RNS alap¼ markerek is. M®g ha csak a klasszikus szŤrŖm·dszerek 

kieg®sz²t®sk®nt is, ezen ¼j markerek haszn§lata sz¿ks®ges lehet a jelenlegi vastagb®l 

adenom§k ®s tumorok felismer®s®re alkalmas m·dszerek kimutat§si ®rz®kenys®g®nek 

nºvel®s®hez [47]. 

2.2.5 A vastagb®ldaganatok molekul§ris markerei 

2.2.5.1 Genetikai markerek 

A marker elt®r®se/v§ltoz§sa szempontj§b·l lehet genetikus (pl. mut§ci·, del®ci·, 

inszerci·), epigenetikus (pl. DNS metil§ci·, hiszton m·dos²t§s, miRNS-ek §ltali 

poszttranszkripci·s szab§lyoz§s) ®s feh®rje marker is. 

A klinikai gyakorlatban haszn§lt markerek k®t nagy csoportba sorolhat·ak: 

prognosztikus markerek, amelyekbŖl a betegs®g elŖrehalad§s§ra kºvetkeztethet¿nk, a 
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predikt²v markerek pedig egy adott ter§pia alkalmaz§sa eset®n v§rhat· hat®konys§got  

jelzik. A prognosztikus markerek kºz¿l leggyakoribbak a kor§bban m§r eml²tett APC ®s 

MMR g®nek cs²rasejtes, illetve szomatikus mut§ci·i, amelyek a daganat kialakul§s 

magas rizik·j§ra utalnak. A predikt²v markerek kºz¿l klinikai haszn§latban jelenleg az 

EGFR jel§tviteli ¼tban szerepet j§tsz· KRAS ®s BRAF g®nek vizsg§lata szerepel, 

amelyek inaktiv§ci·ja eset®n a p§ciensben az anti-EGFR ter§pia hat§stalan [48, 49]. A 

KRAS mut§ci·ja, amely a CRC-s esetek 40%-§ban jelentkezik [2], rossz progn·zist 

jelzŖ marker [50], §tt®tekben is kimutathat·, befoly§solhatja a monoklon§lis antitest 

ter§pi§t [51]. A BRAF g®n mut§ci·ja a CRC-k 10%-§ban jellemzŖ, valin-glutamin 

aminosav cser®t eredm®nyez (BRAF
V600E

), amely a MEK-ERK ¼tvonal konstitut²v 

aktiv§l·d§s§hoz vezet. Egy klinikai tanulm§ny szerint EGFR g§tl· ter§pia eset®n a vad 

t²pus¼ KRAS mellett vad t²pus¼ BRAF g®nnel rendelkezŖ betegek szignifik§nsan 

kedvezŖbb ter§pi§s v§laszt mutattak [49]. Azokban a CRC-s esetekben, amelyekben az 

MLH1 g®n hipermetil§ci·ja mutathat· ki, az 5-fluorouracil (5ô-FU) kezel®s nem 

eredm®nyes [52]. A SMAD4 g®n inaktiv§l·d§sa eset®n szint®n csºkken az 5ô-FU ter§pia 

hat®konys§ga, a g®n biall®likus expresszi·j§val rendelkezŖ betegek h§romszor nagyobb 

ter§pi§s elŖnyt ®lveznek [53]. 

A vastagb®ldaganatok kimutat§s§ban leg²g®retesebb biomarkereknek a DNS alap¼ 

markerek bizonyultak. A jelenleg el®rhetŖ biomarkerek kºz¿l a sz®kletbŖl ®s a 

v®rplazm§b·l izol§lt DNS alap¼ markerek intenz²ven vizsg§ltak. A r§kmegelŖzŖ 

§llapotokb·l ®s a daganatokb·l a b®l lumen®be lev§l· sejtekre jellemzŖ, hogy belŖl¿k az 

®p sejtekben v®gbemenŖ apopt·zis hat§s§ra keletkezŖ DNS fragmensekn®l 

(megkºzel²tŖleg 200 bp) hosszabb DNS szakaszok mutathat·ak ki. Ez az ¼n. hossz¼ 

fragmensŤ DNS szint®n j· mutat·ja lehet a vastagb®ldaganatoknak. Zhang ®s 

munkat§rsai 55 eg®szs®ges ®s 130 vastagb®lr§kos beteg sz®klet®bŖl kivont DNS 

hossz¼s§g§nak, intakts§g§nak, valamint az APC, a KRAS, a BRAF ®s a p53 hossz¼ 

DNS-ek jelenl®t®nek polimer§z l§ncreakci·val (800-800 bp hossz¼ amplikonokkal) 

tºrt®nŖ vizsg§lat§val a CRC-s esetek 56,2%-os szenzitivit§ssal ®s 96,3%-os 

specificit§ssal bizonyultak kimutathat·nak [54]. 
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2.2.5.2 Epigenetikai markerek 

2.2.5.2.1 DNS metil§ci·  

R®g·ta ismert, hogy a vastagb®ldaganatokban azonos²tott hipermetil§lt g®nek kºz¿l 

sz§mos, pl. tumorszuppresszor g®n (pl. MLH1, MGMT) inaktiv§ci·ja fokozza a 

sejtprolifer§ci·t ®s szelekt²v elŖnyt jelenthet a tumorsejtek sz§m§ra [55]. Az azonos²tott 

markereket aszerint is csoportos²thatjuk, hogy milyen eredetŤ mint§b·l nyert¿k ki Ŗket, 

²gy l®teznek szºvetbŖl, sz®kletbŖl ®s v®rsz®rumb·l vagy plazm§b·l izol§lt epigenetikai 

markerek. 

2.2.5.2.2 A vastagb®ldaganatok szºveti DNS metil§ci·s markerei 

M§r az aberr§ns kripta f·kuszokban (ACF) is kimutathat· n®h§ny g®n, mint pl. a 

RASSF1A, az SFRP1, az SFRP2, a RUNX3, az SLC5A8, a CRBP1, a CDH13 ®s a 

MINT1 ®s MINT31 l·kuszok hipermetil§ci·ja [56]. A kolorekt§lis adenoma-karcinoma 

szekvencia elŖrehalad§sa sor§n sz§mos olyan g®nt azonos²tottak, amely adenom§kban 

nem, de karcin·m§kban jellemzŖen epigenetikai csendes²t®s alatt §ll. A fentiek alapj§n a 

DNS metil§ci· malignus §talakul§s folyamat§ban betºltºtt fontos szerepe felt®telezhetŖ 

[57]. A k®sŖi adenom§kban a koraiakhoz k®pest egyre tºbb g®n metil§l·dik, amely azt 

jelzi, hogy a DNS metil§ci· a tumork®pzŖd®segy meghat§roz· korai esem®nye lehet 

[58]. Az adenoma-karcinoma §tmenet sor§n kor§n bekºvetkezŖ DNS metil§ci·s 

v§ltoz§sok tºbbek kºzt a CDKN2A/p16, a p14, a HLTF, az MGMT, a MINT31, az 

ITGA4, az SLC5A8 ®s az SFRP2 g®neket ®rintik, ezek ismerete hasznos lehet a korai 

felismer®s szempontj§b·l [59, 60]. Vannak olyan g®nek, amelyek hipermetil§ci·ja fŖleg 

karcin·m§kra jellemzŖek, mint pl. az MLH1, a GSTP1 ®s a THBS1 [61], m²g bizonyos 

g®nek fokozott metil§ci·ja mindk®t csoportban azonos²that· (MGMT, HLTF, 

CDKN2A/p16). A fentiek alapj§n azt felt®telezhetj¿k, hogy n®h§ny g®n aberr§ns 

metil§ci·ja m§r adenoma §llapotban jellemzŖ, majd tov§bbi g®nek metil§ci·ja a 

malignus §talakul§s sor§n j§tszhat kulcsszerepet. ElŖrehaladott vastagb®ldaganatokban 

®s §tt®tekben a TIMP1, az ID4, a CXCL2 ®s az IRF8 g®nek DNS hipermetil§ci·ja 

igazolt, amely eredm®nyek alapj§n felt®telezhetŖ, hogy a tumoros sejtekben ezen g®nek 

csendes²t®se nºveked®si ®s terjed®si elŖnnyel j§rhat [58]. 
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5. §bra: A vastagb®ldaganatok kialakul§sa sor§n az eg®szs®ges vastagb®l epit®liumb·l 

kiindul· daganatfejlŖd®s §llapotaira jellemzŖ DNS hipermetil§ci· §ltal szab§lyozott 

g®nek. Az §bra Lao ®s munkat§rsai alapj§n, m·dos²tva k®sz¿lt [62]. 

 

2.2.5.2.3 A vastagb®ldaganatok sz®klet epigenetikai markerei 

A sz®kletbŖl izol§lt markerek elŖnye, hogy invaz²v mintagyŤjt®s n®lk¿l vizsg§lhat·ak, 

²gy klinikai jelentŖs®g¿k kiemelkedŖ lehet a jºvŖben. K®zenfekvŖ megkºzel²t®s, hogy a 

b®lcsatorn§ban jelenl®vŖ szºveti elv§ltoz§sok jellemzŖ molekul§ris v§ltoz§sait a r·luk 

lev§l· sejtekbŖl, ²gy kºzvetve a sz®kletbŖl is lehetŖs®g¿nk van vizsg§lni. A 

szakirodalomban leggyakrabban szereplŖ CRC sz®kletmarker a vimentin (VIM). 

Eg®szs®ges vastagb®lh§mban a g®n elsŖ exonj§ban tal§lhat· CpG sziget metil§latlan, 

vastagb®ldaganatos betegekben hipermetil§ltt§ v§lik, amely nagy hat§sfokkal 

kimutathat· a CRC-s sz®kletmint§kb·l izol§lt DNS mint§kban is [63, 64]. Tov§bbi 

g®nek aberr§ns DNS hipermetil§ci·ja, kºzt¿k a GATA4/5 g®nek kºz¿l a GATA4 

hipermetil§ci·ja alapj§n a CRC-s ®s a kontroll mint§kat jelentŖs szenzitivit§ssal (51%) 

®s specificit§ssal (93%) lehetett elk¿lºn²teni [65]. Az SFRP g®nek kºz¿l tºbb (SFRP1, 

SFRP2, SFRP4) hipermetil§lt CRC-s betegek sz®kletmint§j§ban, ezek kºz¿l az SFRP2 

bizonyult a leg²g®retesebb markernek, amely 57%-os szenzitivit§ssal ®s 90%-os 

specificit§ssal rendelkezett az CRC vs. eg®szs®ges ºsszehasonl²t§sban [66]. A b²ztat· 

eredm®nyek mellett meg kell eml²teni, hogy a sz®klet markerekkel v®gzett valid§ci·s 

vizsg§latok a magas fals negat²v ®s fals pozit²v eredm®nyekre h²vj§k fel a figyelm¿nket, 
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amin a jºvŖben val·sz²nŤleg a vizsg§lati m·dszerek m·dszertani fejleszt®s®vel 

lehetŖs®g lesz jav²tani [57].  

 

2. t§bl§zat: A vastagb®ldaganat sz®klet DNS metil§ci·s markerei 

G®n szimb·lum G®n n®v Referencia 

CDKN2A/P16 ciklin-f¿ggŖ kin§z inhibitor 2A [57] 

GATA4 GATA kºtŖ feh®rje 4 [65] 

HIC1 r§kban hipermetil§lt g®n 1 [67] 

ITGA4  integrin alfa 4 [68] 

MGMT  O-6-metilguanin-DNS metiltranszfer§z [57] 

NDRG4 N-myc dowstream-szab§lyzott g®n 4 [69] 

OSMR onkosztatin M receptor-ɓ [70] 

PGR progeszteron receptor [71] 

SFRP2 szekret§lt frizzled-rokon feh®rje 2 [71] 

SFRP5 szekret§lt frizzled-rokon feh®rje 5 [71]  

VIM  vimentin [63]  

 

2.2.5.2.4 A vastagb®ldaganatok sz®rum/plazma DNS metil§ci·s markerei 

A v®rsz®rumb·l vagy plazm§b·l izol§lt markerek minim§lis invazivit§ssal 

vizsg§lhat·ak, ²gy klinikai alkalmaz§suk szint®n ²g®retes lehet. Igazolt, hogy a 

tumorokb·l kiszabadul· sejtekbŖl sz§rmaz· nukleinsavak beker¿lnek a v®rkering®sbe ®s 

a tumorra jellemzŖ molekul§ris v§ltoz§sokat hordozz§k, ²gy a sejtmentes, keringŖ 

nukleinsavak a szervezetben kialakul· k·ros folyamatok ®rt®kes jelzŖi lehetnek. Sz§mos 

vizsg§lat tŤzte ki c®lul a sz®rumb·l ®s/vagy plazm§b·l kimutathat· DNS metil§ci·s 

markerek azonos²t§s§t. Az egyik ilyen tanulm§ny a HLTF (helik§z-szerŤ transzkripci·s 

faktor) g®n hipermetil§ci·j§t ²rta le, amelynek m®rt®ke j·l korrel§lt a tumor m®ret®vel ®s 

st§dium§val [72]. 
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3. t§bl§zat: A vastagb®ldaganat sz®rum/plazma DNS metil§ci·s markerei 

G®n szimb·lum G®n n®v Referencia 

ALX4  arisztalessz-szerŤ homeobox 4 [73]  

CDKN2A/P16 ciklin-f¿ggŖ kin§z inhibitor 2A  [74]  

HLTF  helik§z-szerŤ transzkripci·s faktor [75]  

MLH1  MutL homol·g, vastagb®ldaganat, 

nonpolip·zis 2 

[76]  

NGFR idegi nºveked®si faktor receptor [77]  

RUNX3 Runt-rokon transzkripci·s faktor 3 [74]  

SEPT9 septin 9 [77]  

TMEFF2 transzmembr§n protein EGF-szerŤ ®s k®t 

follisztatin-szerŤ dom®nnel 2 

[77] 

 

Egy m§sik tanulm§nyban 133 CRC-s ®s 179 eg®szs®ges p§ciens plazm§j§ban vizsg§lt§k 

3 g®n (TMEFF2, NGFR, SEPT9) DNS metil§ci·s szintj®t. A vizsg§latban a CRC-s ®s az 

eg®szs®ges mint§k elk¿lºn²t®s®t a SEPT9 (Septin 9) DNS hipermetil§ci·ja alapj§n 

siker¿lt legnagyobb ®rz®kenys®ggel (69%) ®s specificit§ssal (86%) v®grehajtani, ez®rt 

ezt a markert tov§bbi vizsg§latoknak vetett®k al§ [77]. Tov§bbi megerŖs²tŖ k²s®rletek 

sor§n a SEPT9 vastagb®ldaganatok kialakul§sa sor§n megjelenŖ DNS hipermetil§ci·ja 

igazol·dott, ²gy m§ra a plazm§b·l izol§lt keringŖ szabad DNS markerek kºz¿l a 

legelterjedtebb ®s legismertebb DNS metil§ci·s markerr® v§lt. 

A SEPT9 g®n a vastagb®ldaganatokkal ºsszef¿gg®sbe hozott, egyik leggyakrabban 

vizsg§lt DNS metil§ci·s marker. A g®n GTP-kºtŖ feh®rj®ket k·dol· g®ncsal§dba 

tartozik, a keletkezŖ feh®rj®k komplexekbe rendezŖdve filament·zus strukt¼r§kat 

hoznak l®tre, amelyek a sejtv§zat alkotj§k. A Septin9 feh®rje a sejtmembr§n megfelelŖ 

merevs®g®t biztos²tja, kapcsolatban §ll az aktin ®s tubulin filamentumokkal ®s szerkezeti 

§llv§ny (scaffold) proteink®nt egy®b feh®rj®ket organiz§l a sejtben [78, 79]. Szerepet 

j§tszik a sejtoszt·d§s citokinezis f§zis§ban, ahol a k®t keletkezŖ ut·dsejt oszt·d§s§ban 

van kritikus szerepe. A Septin feh®rj®k csal§dj§ra jellemzŖ az alternat²v splicing 

jelens®ge, amely sor§n a g®nt k·dol· intron ®s exon szakaszok k¿lºnbºzŖ mint§zatban 

v§g·dnak ki a g®nrŖl §t²r·d· pre-mRNS szakaszr·l. A g®n szerkezetileg bonyolult, 219 

kb hossz¼, 18 k¿lºnbºzŖ transzkriptuma ºsszesen 15 k¿lºnbºzŖ polipeptidet k·dol 
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(SEPT9_v1, v2, v3, v4, v4*, v5) [80, 81]. Tºbb CpG sziget is elŖfordul a g®nszakaszban, 

amelyek DNS metil§ci·s szintjei k¿lºnbºzŖ m®rt®kben befoly§solhatj§k a 

transzkriptumok kifejezŖd®s®t. Fokozott vagy csºkkent kifejezŖd®s®t sz§mos 

tumort²pusban le²rt§k; ov§rium daganatokban a g®n csendes²t®s al§ ker¿l, m²g 

emlŖdaganatokban fokozottan mŤkºdik, ²gy tumorszuppresszork®nt ®s onkog®nk®nt 

egyar§nt sz§montartj§k [82]. K®sŖbbi vizsg§latok sor§n bebizonyosodott, hogy a g®n 

sok szºvett²pusban kifejezŖdik, de a k¿lºnbºzŖ izoform§i elt®rŖ szinten vannak jelen a 

k¿lºnbºzŖ szºvetekben [83]. A SEPT9_v1 t¼lzott kifejezŖd®se emlŖ, ov§rium ®s 

prosztatar§kban is kimutathat· volt, m²g az ®p szºvetekben nem [84, 85]. A SEPT9_v3 

transzkriptum fokozott mŤkºd®st mutatott sz§mos sejtvonalban, de azokban nem, 

amelyekben a Septin 9 feh®rje sem fejezŖdºtt ki [86] M§sik k®t transzkriptum, a SEPT9 

v4, v4* ugyanazt a polipeptidet k·dolja, de a sejtet ®rt stresszhat§sok hat§s§ra 

megv§ltozik a transzkriptumok kifejezŖd®se; a v4* a malignus folyamatban j§tszik 

szerepet [87]. 

A SEPT9 g®n CRC-ben epigenetikusan szab§lyozott markerk®nt val· azonos²t§sa ut§n 

nemsokkal a n®met sz®khelyŤ Epigenomics c®g egy teljes vizsg§lati tesztet (proColon 

2.0 kit) bocs§tott piacra a felt®telezhetŖen tumorb·l sz§rmaz·, majd k®sŖbb a v®r§ramba 

ker¿lŖ SEPT9 fragmentum metil§lts§g§nak vizsg§lat§ra [88, 89]. K®sŖbb m§s c®gek 

(Abbott Molecular, Quest Diagnostics, ARUP Laboratories, Warnex Laboratories) §ltal 

fejlesztett SEPT9 DNS metil§ci·s tesztek is piacra ker¿ltek [90]. Az elŖszŤr®sre 

alkalmas SEPT9 kit fejleszt®s®vel egyre nagyobb szenzitivit§st ®s specificit§s ®rt®kek 

®rhetŖek el mind a k¿lºnbºzŖ CRC st§diumokban, mind a r§kmegelŖzŖ polipok 

kimutat§sa sor§n. Egy 2014-es, ºsszesen 135 CRC-s, 169 adenoma ®s 91 eg®szs®ges 

kontroll esetet elemzŖ vizsg§lat szerint az Epi proColon 2.0 kit 74,8%-os 

szenzitivit§ssal ®s 87,4%-os specificit§ssal tudta a vastagb®ldaganatos eseteket 

kimutatni, m²g a k®sŖi adenom§kat 27,4%-os ®rz®kenys®ggel siker¿lt felismerni [91]. A 

k¿lºnbºzŖ vizsg§latokban m®rt ®rz®kenys®gi ®s fajlagoss§gi ®rt®kek elt®rhetnek, az 

eredm®nyeket befoly§solhatja a vizsg§latba bevont betegek sz§ma, a bevon§s 

krit®riumai ®s a vizsg§lat technikai kivitelez®sben l®vŖ k¿lºnbs®gek is. 

B§r a keringŖ SEPT9 DNS metil§ci·s szintj®t v®rplazma mint§kb·l m§ra m§r magas 

szenzitivit§ssal ®s specificit§ssal tudjuk m®rni, arr·l napjainkban is viszonylag kev®s 

inform§ci· §ll rendelkez®s¿nkre, hogy a DNS hipermetil§ci· a vastagb®lszºvetben 
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milyen m®rt®kŤ ®s ez hogyan befoly§solja a g®n mRNS ®s feh®rjeszinten val· 

kifejezŖd®s®t.  

2.2.5.2.5 Egy®b epigenetikai szab§lyoz· mechanizmusok 

2.2.5.2.5.1 Nem-k·dol· RNS-ek 

A leggyakrabban vizsg§lt nemk·dol· kis-RNS-ek a 18-22 nukleotid hossz¼ poszt-

transzkripcion§lis szabalyoz§st v®gzŖ mikroRNS-ek (miRNS). A vel¿k komplementer 

szekvenci§j¼ c®l-mRNS molekul§khoz kapcsol·dva annak csºkkent vagy megszŤnŖ 

kifejezŖd®s®t eredm®nyezik. A fenti fontos szab§lyoz· mechanizmus sok 

daganatt²pusban igazoltan zavart szenved: az alul- ®s fel¿lszab§lyoz·d· miRNS-ek 

jelentŖsen hozz§j§rulhatnak a tumorkialakul§s§nak bonyolult folyamat§hoz. A 

vastagb®ldaganatok kialakul§s§nak vizsg§lata sor§n tºbb miRNS is azonos²t§sra ker¿lt. 

Az eg®szs®ges vastagb®lh§mhoz k®pest adenoma mint§kban jellemzŖ a miR-143, a 

miR-18a, a let-7 alul- ®s a miR-21 fel¿lexpresszi·ja, m²g CRC-s esetekben a miR-200 

csal§d csºkkent ®s a miR-21 miRNS-ek emelkedett kifejezŖd®se jellemzŖ [92]. 

A 200 b§zisp§rn§l hosszabb, feh®rj®t nem k·dol· RNS-ek (hnkRNS-ek - lncRNA) 

szint®n intenz²ven kutatott szab§lyoz· RNS-ek, amelyek a g®nexpresszi·t kºzvetetten 

feh®rj®k kºt®s®vel, a kromatinstrukt¼ra §trendez®s®vel, miRNS-ek m·dos²t§s§val, 

hisztonfeh®rj®k m·dos²t§s§val, DNS metiltranszfer§zok regul§ci·j§val, v®gsŖ soron az 

eukromatin-heterokromatin ar§ny§nak m·dos²t§s§val szab§lyozhatj§k [93]. 

2.2.5.2.5.1 Hiszton m·dos²t§sok 

A kromatin legfŖbb feh®rj®i a hisztonok, amelyek a DNS-t kompakt szerkezetbe 

rendezik. A hisztonfeh®rj®k N-termin§lis v®ge lizinben ®s argininben gazdag, amely 

aminosavak metil§ci·, acetil§ci·, foszforil§ci·, ubikvitin§ci· ®s ADP-ribozil§ci· 

c®lpontjai lehetnek, ez§ltal k¿lºnbºzŖ kromatinstrukt¼r§t alak²tanak ki, ²gy a 

g®nexpresszi· szab§lyoz§s§ban jelentŖs szereppel b²rnak [94]. 
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2.3 Szºveti mint§k expresszi·s ®s epigenetikai elt®r®seinek vizsg§lat§ra alkalmazott 

molekul§ris biol·giai m·dszerek 

2.3.1 Szºvetmint§k t²pusai ®s vizsg§lati lehetŖs®geik 

2.3.1.1. Szºveti mint§k t²pusai ®s vizsg§lati lehetŖs®gei 

Az endoszk·pos vizsg§latok sor§n nyert ®s a mŤt®tileg elt§vol²tott szºvetmint§k rutin 

diagnosztikai vizsg§latok c®lj§ra a mŤt®t ut§n kºzvetlen¿l leggyakrabban 4% pufferolt 

formalinba ker¿lnek, majd v²ztelen²t®s ut§n paraffinba §gyazva szºvetminta blokkot 

k®sz²tenek belŖl¿k. Ezenk²v¿l - b§r a rutin diagnosztik§ban ritk§n, de kutat§si c®lokra 

gyakran- fagyasztott szºvetmint§k gyŤjt®s®re is van lehetŖs®g. 

A g®nexpresszi·s vizsg§latok sor§n elemzett legide§lisabb mintat²pus a friss fagyasztott 

szºvet, amelybŖl kivont nukleinsavakat magas integrit§s ®s tisztas§g jellemzi. A friss 

fagyasztott szºvetmint§k gyŤjt®se ®s t§rol§sa -amely speci§lis logisztikai felt®teleket ®s 

extra r§ford²tott idŖt ig®nyel- viszont n®ha neh®zs®gekbe ¿tkºzik. Ezzel szemben a 

formalin-fix§lt, paraffinba-§gyazott (FFPE) szºvetmint§k gyŤjt®se a rutin patol·giai 

feldolgoz§s sor§n megoldott, a mint§k t§rol§sa pedig nem ig®nyel speci§lis 

kºr¿lm®nyeket. A vastagb®l k·ros elv§ltoz§sainak diagn·zisa rutin endoszk·pi§val 

nyert biopszi§s vagy mŤt®tileg elt§vol²tott szºvetmint§k FFPE blokkjainak metszeteibŖl 

tºrt®nik. A formalinos fix§l§s tºk®letesen megŖrzi a szºvetek strukt¼r§lis fel®p²t®s®t, 

azonban a molekul§ris szerkezet szempontj§b·l technikai h§tr§nyokkal j§r, pl. a 

nukleinsavak keresztkºt®se, tºredez®se [95, 96]. Ez§ltal az FFPE mint§kb·l izol§lt RNS 

gyakran tºredezett ®s alacsony integrit§ssal rendelkezik, emiatt az FFPE szºvetek a 

g®nexpresszi·s vizsg§latok sor§n kih²v§st jelentŖ mint§knak sz§m²tanak. Annak 

®rdek®ben, hogy az FFPE mint§k haszn§lhat·s§ga egyre bŖv¿lhessen, a manu§lis ®s 

automatiz§lt nukleinsav kivon§si elj§r§sok folyamatos fejleszt®s alatt §llnak [97, 98]. Az 

automatiz§lt rendszerek a nagy mintasz§mmal dolgoz· laborat·riumok sz§m§ra jelentŖs 

seg²ts®get jelenthetnek, mivel ezek a protokollok a k®zi izol§l§si m·dszerekn®l 

standardiz§ltabbak, ®s kevesebb gyakorlati idŖt ig®nyelnek [99]. 

A DNS az RNS-n®l stabilabb molekula, ®s b§r kivon§sra tºbb sz§z ®ves leletekbŖl is 

lehetŖs®g van, a hossz¼ t§rol§s¼ FFPE blokkokb·l kivont DNS alkalmaz§s§t szint®n 

korl§tozhatja a nukleinsav degrad§ci·, amelyet a formalin DNS-t k§ros²t· hat§s§n 

t¼lmenŖen a DNS metil§ci·s vizsg§latok egy r®sz®ben alkalmazott biszulfit konverzi· 
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tov§bb fokoz. A fentiek ellen®re DNS metil§ci·s vizsg§latokra - a megfelelŖ 

optimaliz§ci·s l®p®sek ut§n - mind friss fagyasztott, mind FFPE mint§k megb²zhat·an 

alkalmazhat·ak [100].  

2.3.1.2. L®zer mikrodisszekci· 

Mind az eg®szs®ges, mind a daganatos szºvetmint§k k¿lºnbºzŖ t²pus¼ sejtekbŖl §llnak. 

A vastagb®ldaganat kialakul§sa sor§n a h§mr®teg k·ros prolifer§ci·ja kºvetkezik be, 

amely a daganat elŖrehaladotts§g§t·l f¿ggŖen a kºrnyezŖ szºvetr®tegekbe tºr. Ahhoz, 

hogy a k¿lºnbºzŖ sejtt²pusokban zajl· molekul§ris k¿lºnbs®geket megvizsg§lhassuk ®s 

a tumork®pzŖd®s h§tt®rben rejlŖ molekul§ris folyamatokr·l bŖvebb inform§ci·t 

nyerj¿nk, sz¿ks®g van a k¿lºnbºzŖ sejtt²pusok elk¿lºn²t®s®re ®s k¿lºn-k¿lºn tºrt®nŖ 

vizsg§lat§ra, amely a szºvettani metszetek l®zer mikrodisszekci·j§val (LCM) 

val·s²that· meg. 

Napjainkban tºbb c®g §ltal gy§rtott l®zer mikrodisszektor k®sz¿l®k is el®rhetŖ. Ezekben 

a k®sz¿l®kekben kºzºs, hogy egy mikroszk·ppal kombin§lt l®zergener§tor egys®g teszi 

lehetŖv®, hogy a t§rgylemezrŖl a megadott poz²ci·kb·l sejteket v§gjon ki, majd 

juttasson egy gyŤjtŖfel¿letre (6. §bra). Ehhez a mikroszk·p objekt²ven kereszt¿l 

mikrol®zersug§r halad §t, majd a kijelºlt poz²ci·ban f·kusz§lt l®zersug§r impulzusa 

kºrbev§gja a k²v§nt sejtcsoportot. Az izol§lt szºvetdarab egy ¼jabb impulzus (Zeiss) 

vagy a gravit§ci· (Leica) seg²ts®g®vel a gyŤjtŖfel¿letre juttathat·. A szºvettani 

metszeteken lehetŖs®g¿nk van §ltal§nos fest®si elj§r§st (pl. hematoxilin-eozin) 

alkalmazni ®s a sejteket a morfol·gia alapj§n elk¿lºn²teni, vagy esetleg valamilyen 

sejtt²pusra specifikus fest®st (pl. egy adott marker immunhisztok®mi§val val· 

kimutat§sa) haszn§lni. A k²v§nt sejtsz§m mikrodisszekci·ja ut§n az §ltalunk v§lasztott 

sejtt²pus feld¼s²tott mennyis®gben §ll rendelkez®s¿nkre, amely manaps§g el®rhetŖ, kis 

sejtsz§mra optimaliz§lt (feh®rje, RNS, DNS, miRNS, stb.) izol§ci·t kºvetŖen ®s 

molekul§ris biol·giai m·dszerekkel vizsg§lhat· tov§bb. Az onkol·giai kutat§sok 

ter¿let®rŖl sz§mos tanulm§ny igazolja a l®zer mikrodisszekci· haszn§lat§nak elŖny®t 

[101, 102]. 
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6. §bra: Eg®szs®ges vastagb®l szºvetminta l®zer mikrodisszekci·j§nak folyamata. A 

l®zer mikrodisszekci·s szoftver seg²ts®g®vel lehetŖs®g¿nk van kijelºlni a k²v§nt 

sejtcsoportot, jelen esetben a vastagb®l kript§kat alkot· h§msejteket (A) ®s a 

stromasejteket (E). Ezut§n a l®zernyal§b a kijelºlt poz²ci·ban f·kusz§lva kiv§gj§k a 

sejtcsoportot (B, F), majd a t§rgylemez fel® helyezett adhez²v felsz²nŤ centrifugacsŖ 

kupakj§ba katapult§lj§k (C, G). Ez§ltal a folyamat v®g®n a h§m (D) ®s stromasejtek (H) 

k¿lºn-k¿lºn vizsg§lhat·ak. 

2.3.2 G®nexpresszi·s vizsg§latok 

A g®nexpresszi·s vizsg§latok alapja a Kary Mullis §ltal kifejlesztett polimer§z 

l§ncreakci· (PCR) napjainkban a leggyakrabban alkalmazott g®nexpresszi·t vizsg§l· 

m·dszer [103]. Ezenbel¿l a reverz transzkripci·t kºvetŖ, val·s idejŤ PCR (RT-PCR) a 

legelterjedtebb m·dszer, amely sor§n az RNS molekul§kr·l komplementer DNS 

(cDNS) k®sz¿l, majd ennek mennyis®ge elemz®se tºrt®nik. A reakci· sor§n 

felszapor²tott amplikonok §ltal gerjesztett fluoreszcens szign§l vizualiz§ci·ja 

g®nexpresszi·s vizsg§latokban leggyakrabban egy interkal§l·d· DNS fest®k vagy 

fluoreszcens pr·b§k hozz§ad§s§val tºrt®nik, majd a k®sz¿l®k folyamatos detekt§l§s 

mellett val·s idŖben m®ri a keletkezett term®kek mennyis®g®t. Ez a m·dszer nagy 

pontoss§ggal alkalmas a vizsg§lt cDNS templ§t mennyis®g®nek meg§llap²t§s§hoz, 

azonban csak limit§lt sz§m¼ g®n kifejezŖd®s®nek vizsg§lat§ra alkalmas. Egy daganat 

kialakul§sa azonban komplex molekul§ris biol·giai folyamatok eredm®nye, ²gy tºbb 

g®n egy¿ttes vizsg§lat§ra van sz¿ks®g, amely tºbbek kºzt a nagy §teresztŖk®pess®gŤ, 

array alap¼ rendszerekkel kivitelezhetŖ. Ez®rt a PCR technika a szŤr®sek sor§n 

kiv§lasztott c®lpontok megerŖs²t®se (valid§ci·ja) sor§n haszn§latos. 
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2.3.2.2 Microarray technol·gia 

A nagy §teresztŖk®pess®gŤ vizsg§latok alapja sok c®lpont egy¿ttes vizsg§lat§nak 

lehetŖs®ge. A g®nek kifejezŖd®si szintj®nek vizsg§lati m·dszereiben az ut·bbi 

®vtizedekben jelentŖs fejlŖd®s tºrt®nt, az array alap¼ technik§k megjelen®se ·ta egyre 

tºbb c®lpont egyre pontosabb m®r®s®re van lehetŖs®g. Microarray-nek h²vjuk azokat a 

teszteket, amelyekn®l egy ¿veg vagy szilikon fel¿letre 200 Õm-n®l kisebb §tm®rŖjŤ 

pontban ismert DNS szekvenci§kat, ¼n. pr·b§kat rºgz²tenek elŖre meghat§rozott 

sorrendben ®s elrendez®sben. A nagy denzit§s¼ array-ek oligonukleotidjainak fel®p²t®se 

fotolitogr§fi§s m·dszerrel tºrt®nik, amely sor§n maszkok seg²ts®g®vel r®tegenk®nt in 

situ ®p²tik fel a pr·b§kat a fel¿leten a b§zisok egyenk®nti hozz§ad§s§val. 

A leggyakrabban alkalmazott oligonukleotid array-ek szil§rd fel¿let¿kºn tºbb ezer 

pontban tartalmazz§k a vizsg§lni k²v§nt transzkriptumra specifikus rºvid szakaszokat, 

amelyhez tºbbl®p®ses mintaelŖk®sz²t®st kºvetŖen a mint§ban jelenl®vŖ 

oligonukleotidok a b§zisp§rosod§s szab§lyai szerint kapcsol·dnak. A l®trejºtt 

hibridiz§ci·t k¿lºnbºzŖ jelºlŖ l®p®sek seg²ts®g®vel fluoreszcens jelk®nt detekt§lhatjuk. 

A microarray-ek haszn§lat§val ²gy tºbb ezer g®n egy¿ttes vizsg§lata v§lt lehets®gess®, 

²gy ezek a vizsg§lati m·dszerek a komplex onkol·giai k®rd®sek megv§laszol§s§ban is 

teret nyertek. A microarray m·dszerekkel lehetŖs®g¿nk van a vizsg§lt sejtekrŖl egy 

statikus g®nkifejezŖd®si k®pet kapni, amelyet expresszi·s profilnak nevez¿nk. A 

k¿lºnbºzŖ mintacsoportok profiloz§sa ut§n az elemzett g®neket ºsszehasonl²thatjuk a 

csoporok kºzºtt, ®s azonos²thatjuk azokat, amelyek a k®t §llapot kºzºtt jelentŖsen elt®rŖ 

kifejezŖd®st mutatnak. Az azonos²tott elk¿lºn²tŖ g®ncsoportok ï a megfelelŖ valid§ci·s 

k²s®leti eredm®nyek ut§n - egy betegs®gre vagy §llapotra jellemzŖ diagnosztikus, 

prognosztikus markerekk®nt hasznos²that·ak [104]. Az egyik leggyakrabban haszn§lt 

g®nexpresszi· vizsg§lat§ra alkalmas oligonukleotid array az Affymetrix c®g §ltal 

gy§rtott HGU133 Plus 2.0 t²pus¼ chip, amellyel tºbb mint 47.000 transzkriptum 

egyidejŤ vizsg§lata kivitelezhetŖ.  

Đjabban a k·dol· g®nek expresszi·s vizsg§latai mellett megjelentek a k¿lºnbºzŖ nem 

k·dol· RNS-ek, mint p®ld§ul a miRNS-ek ®s hossz¼, nem k·dol· RNS-ek (lncRNA) 

vizsg§lat§ra alkalmas array vizsg§latok is. A keletkezŖ adatokb·l kiindulva, az mRNS 

vizsg§latokhoz hasonl· m·dszerekkel azonos²that·ak a k¿lºnbºzŖ betegcsoportok kºzt 

elt®rŖ kifejezŖd®st mutat· transzkriptumok. A kiv§lasztott mikroRNS vagy hossz¼ nem 
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k·dol· RNS-ek v§ltoz· expresszi·s v§ltoz§sainak megerŖs²t®s®re f¿ggetlen m·dszerek, 

p®ld§ul a PCR vagy hibridiz§ci·s alap¼ technik§k §llnak rendelkez®sre. 

2.3.2.3 RNS in situ hibridiz§ci· 

A fent eml²tett m·dszerekkel lehetŖs®g¿nk van egy adott homogeniz§lt szºvetmint§b·l 

meghat§rozni bizonyos transzkriptumok szintj®t. Ismert, hogy a szºvetet alkot· sejtek 

k¿lºnbºzŖ transzkripci·s profillal rendelkeznek, sŖt, a g®nek kifejezŖd®se egy adott 

sejtcsoporton bel¿l is elt®rhet. Az ilyen k¿lºnbs®gek azonos²t§s§ra lehet haszn§latos 

technika az in situ hibridiz§ci·, amely nem csak a kifejezŖd®s m®rt®k®rŖl, hanem a 

szºvetbeli, ak§r sejtbeli lokaliz§ci·r·l is inform§ci·t szolg§ltat. A m·dszer sor§n 

deparaffin§l§s ®s a megfelelŖ em®szt®si ®s felt§r§si l®p®sek ut§n a vizsg§lt RNS-sel 

komplementer pr·b§kat hibridiz§lunk a szºvettani metszetre. A pr·b§k §tlagosan 20-25 

bp hossz¼ak, lehetnek RNS vagy DNS, esetleg m·dos²tott DNS (LNA- lakatolt 

nukleinsav) alap¼ak [105]. A hibridiz§ci· kimutat§s§ra haszn§lhatunk direkt jelºlt 

pr·b§kat, vagy k¿lºnbºzŖ jelamplifik§ci·s rendszereket is. A jelek elemz®se ®s 

®rtelmez®se a hagyom§nyos immunhisztok®miai m·dszerekkel kapottakhoz jelekhez 

hasonl·an tºrt®nik.  

2.3.3 DNS metil§ci·s vizsg§latok 

A DNS metil§ci· napjainkban intenz²ven kutatott jelens®g, ²gy vizsg§lat§ra sz§mos 

m·dszer v§lt sz®leskºrŤen alkalmazott§. A vizsg§latok alapvetŖen k®t fŖ csoportba 

sorolhat·ak, a teljes genom-szintŤ DNS metil§ci·s elemz®sre, amely a jelenl®vŖ metil-

citozinok teljes szintj®t vizsg§lja, ®s a g®n-specifikus metil§ci·s anal²zisre, melynek 

c®lja egyszerre csak egy g®n metil§ci·s st§tusz§nak meghat§roz§sa. 

2.3.3.1 Teljes genom-szintŤ DNS metil§ci·s vizsg§latok 

A teljes genom-szintŤ DNS metil§ci·s elemz®s®nek c®lja, hogy olyan r®gi·kat 

azonos²tson a genomban, amelyek metil§ci·s mint§zata megv§ltozik r§kmegelŖzŖ vagy 

tumoros §llapotokban. Ez egy ºsszehasonl²t· vizsg§lat, ahol az eg®szs®ges referencia 

mint§khoz tºrt®nŖ v§ltoz§sokat azonos²tj§k a vizsg§lt mint§kban. Erre p®lda tºbbek 

kºzt a MeDIP (Methyl-DNA Immunoprecipitation) m·dszer, ahol a metil§lt DNS 

szakaszok 5ô-metil-citozin specifikus ellenanyagokkal tºrt®nŖ feld¼s²t§s§t kºvetŖen a 

metil§lt DNS szekvenci§k azonos²t§sa microarray (MeDIP-chip) vagy szekven§l§s 
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(MeDIP-Seq) alap¼ technik§kkal tºrt®nik. A Methyl-Cap hasonl· m·dszer, amely a 

hum§n MeCP2 feh®rje metil-kºtŖ dom®nj®t haszn§lja a precipit§ci·hoz. A m·dszer 

lehetŖv® teszi a teljes genom metil§ci·s esem®nyeinek vizsg§lat§t, h§tr§nya viszont, 

hogy jelentŖs kiindul§si mintamennyis®get ig®nyel. A feld¼s²tott metil§lt szekvenci§k 

elemz®s®re k¿lºnf®le nagy teljes²tm®nyŤ k®sz¿l®kek ®s technol·gi§k §llnak 

rendelkez®sre, mint pl az Infinium HumanMethylation450 BeadChip array, amellyel 

tºbb mint 485.000 CpG dinukleotid vizsg§lata lehets®ges. 

2.3.32 G®nspecifikus DNS metil§ci·s vizsg§latok 

2.3.3.2.1 Nem biszulfit konverzi·n alapul· m·dszerek 

A nem biszulfit konverzi·n alapul· DNS metil§ci·s vizsg§latok eset®ben metil§ci· 

szenzit²v ®s metil§ci·-f¿ggŖ restrikci·s endonukle§zokat haszn§lnak a vizsg§lt DNS 

minta metil§ci·s §llapot§nak felm®r®s®hez. A leggyakrabban alkalmazott metil§ci·s 

szenzit²v enzimek a HpaII ®s a SmaI nem has²tj§k a metil§lt DNS-t, a legelterjedtebb 

metil§ci· inszenzit²v enzimek az MspI ®s a XmaI mind a metil§lt, mind a nem metil§lt 

DNS szekvenci§t has²tj§k. Az enzimatikus has²t§s ut§n PCR technik§val vizsg§lhatjuk, 

hogy egy adott poz²ci·ban alkalmazott enzim kombin§ci·k hogyan befoly§solj§k a 

term®k k®pzŖd®st, has²t§s eset®n a term®kk®pzŖd®s g§tolt.  

2.3.3.2.2 Biszulfit konverzi·n alapul· m·dszerek 

A g®nspecifikus metil§ci·s mint§zat vizsg§lat§ra sz§mos m·dszer k²n§lkozik, amelyek 

tºbbs®ge a DNS biszulfit konverzi·j§n alapul. A biszulfit konverzi· sor§n a genomi§lis 

DNS szekvenci§ban elŖfordul· CpG szigetekben elhelyezkedŖ citozinok metil§ci·s 

st§tusz§t hat§rozhatjuk meg. A m·dszer l®nyege, hogy a nem metil§lt citozin 

nukleotidok a biszulfit reakci· sor§n uracill§ alakulnak (7. §bra), m²g az 5. sz®natomon 

metil-csoportot tartalmaz· citozinek nem v§ltoznak.  
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7. §bra: A biszulfit konverzi· folyamata. N§trium-biszulfit kezel®s eredm®nyek®ppen a 

nem metil§lt citozin nukleotidok nukleofil t§mad§st szenvednek ®s uracill§ alakulnak, 

az 5-metilcitozin nukleotidokat nem ®rinti a m·dos²t§s. Az §bra a 

http://www.grailmaster.com/genetics/protocols.shtml-Dateien/schumachersguide1.pdf 

szerint, m·dos²tva k®sz¿lt./ 

 

ĉgy a metil§latlan citozin poz²ci·j§ban egy pontmut§ci· keletkezik, amely hagyom§nyos 

molekul§ris biol·giai m·dszerekkel tov§bb vizsg§lhat·. A biszulfit konverzi·t kºvetŖ 

vizsg§latok is k®t nagy csoportra bonthat·ak: a metil§ci·-specifikus PCR (MSP) 

reakci·n ®s a nem metil§ci·-specifikus PCR reakci·n alapul· elemz®sekre. 

Az egyszerŤs®ge miatt sz®les kºrben alkalmazott MSP sor§n a primerek csak a metil§lt, 

konvert§lt szekvenci§ra specifikusak, ²gy a term®k kimutat§sa az eredeti minta 

metil§ts§g§ra utal. M§ra m§r sz§mos MSP-n alapul· alkalmaz§st is kifejlesztettek, ilyen 

p®ld§ul a MethyLight elnevez®sŤ val·s idejŤ PCR reakci· is, amellyel egy-k®t CG 

dinukleotid metil§lts§g§r·l szerezhet¿nk inform§ci·t.  

A nem metil§ci·-specifikus PCR reakci·n alapul· technik§k eset®n a primerek a 

konvert§lt mint§ra specifikusak, de a primer kºtŖhelyek nem CpG dinukleotidokra 

esnek, ²gy ide§lis esetben a felszapor²tott term®kben a metil§lt ®s nem metil§lt 

amplikonok egyar§nt, az eredeti mint§ra jellemzŖ ar§nyaik szerint szerepelnek. Ez a 

m·dszer a biszulfit-specifikus PCR (BS-PCR). 

EgyszerŤ ®s kºlts®ghat®kony DNS metil§ci·t vizsg§l· m·dszer a BS-PCR reakci·t 

kºvetŖ nagyfelbont§s¼ olvad§spont elemz®s. A PCR sor§n felszapor²tott amplikonokban 

a metil§lt citozinok szekvenci§ja a biszulfit konverzi· ut§n C-k®nt, m²g a nem metil§lt 

citozinok® T-k®nt szerepel. A kettŖssz§l¼ PCR term®kekben a C-G nukleotidok kºzt 3, 

m²g az A-T nukleotidok kºzºtt csak 2 hidrog®nh²d kºt®s jºn l®tre. Emiatt ha az 

amplikonokhoz interkal§l·d· fest®ket adunk ®s folyamatos meleg²t®s mellett ®szlelj¿k a 

fluoreszcencia szintet, akkor a fluoreszcencia az amplikonok szekvenci§ja szerint fog 

Citozin Citozin-szulfonát Uracil-szulfonát Uracil

Szulfonálás
Hidrolítikus

deamináció
Alkáli-

deszulfonálás

Citozin Citozin-szulfonát Uracil-szulfonát Uracil

Szulfonálás
Hidrolítikus

deamináció
Alkáli-

deszulfonálás
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csºkkenni. Eszerint az eredeti szekvenci§ban nem metil§lt szakaszok alacsonyabb, m²g 

a metil§lt szakaszok magasabb hŖfokn§l disszoci§lnak. Az eredm®nyk®nt kapott 

disszoci§ci·s gºrbe alakj§b·l a metil§ci·s sz§zal®kra tudunk kºvetkeztetni. Ez a 

m·dszer a metil§ci·s-specifikus nagy felbont§s¼ olvad§spont anal²zis (MS-HRM).  

Napjainkban a szekven§l§s alap¼ vizsg§latok ker¿ltek elŖt®rbe, mivel lehetŖs®g¿nk 

ny²lik egyszerre tºbb CpG poz²ci· metil§lts§g§t is meg§llap²tani. Ez tºrt®nhet a 

hagyom§nyos DNS szekven§l§ssal illetve piroszekven§l§ssal is. A hagyom§nyos 

m·dszer eset®n is k®tf®le strat®gi§t kºvethet¿nk: a kl·noz§s-alap¼ illetve a direkt 

szekven§l§st. A direkt szekven§l§s sor§n a biszulfit konvert§lt DNS templ§tr·l az ¼n. 

biszulfit-specifikus PCR reakci·ban az §ltalunk vizsg§lni k²v§nt szakasz felszapor²t§sa 

ut§n kºzvetlen¿l elv®gezhetj¿k a szekven§l§st. Amennyiben a biszulfit szekven§l§s 

eredm®ny®ben az adott CG dinukleotid a kezel®s ut§n v§ltozatlanul ĂCGò-k®nt 

jelentkezik, ¼gy a vizsg§lt CpG helyet metil§ltnak, m²g ha ĂTGò-re konvert§l·dik, ¼gy 

metil§latlannak tekinthetj¿k. Amennyiben az adott kromatogram cs¼cs C ®s T nukleotid 

jelbŖl is §ll, ¼gy r®szleges metil§ci· felt®telezhetŖ. 

A hagyom§nyos Sanger szekven§l§si m·dszer sok§ig a leggyakrabban haszn§lt 

b§zissorrend meghat§roz· technika volt. Ez a didezoxi l§nctermin§ci·n alapul· reakci· 

alkalmas a DNS szekvencia pontos leolvas§s§ra [106], viszont h§tr§nya a reakci· relat²v 

magas kºlts®ge. B§r az ¼jabb technik§k megjelen®s®vel a Sanger szekven§l§s h§tt®rbe 

szorult, tov§bbra is meghat§roz· m·dszer maradt tºbbek kºzt a rutin diagnosztikai 

vizsg§latokban. 

Az 1996-ban Ronaghi ®s munkat§rsai §ltal le²rt piroszekven§l§s m·dszer®nek alapja a 

szint®zis alap¼ szekven§l§s, amely sor§n a templ§t sz§llal komplementer nukleotid 

be®p¿l®se ut§n felszabadul· pirofoszf§t csoportot (PPi) mutatjuk ki.  

K®tf®le rendszer l®tezik, az elsŖk®nt le²rt szil§rd f§zis¼ piroszekven§l§s [107], amelynek 

tov§bbfejlesztett v§ltozata a foly®kony f§zis¼ piroszekven§l§s [108]. A tºbbszºrºs 

enzimatikus reakci· sor§n a dezoxi nukleotidokat (dATPŬS, dCTP, dGTP, dTTP) 

meghat§rozott sorrendben, ciklikusan adagoljuk a rendszerhez, amelyek a 

komplementer szekvenci§nak megfelelŖen be®p¿lnek, majd a felszabadul· pirofoszf§t 

(PPi) az ATP szulfuril§z enzim mŤkºd®se §ltal ATP-v® alakul, amely energi§t szolg§ltat 

a lucifer§z enzimnek, v®g¿l pedig a luciferin oxid§l§s§val f®nyt gener§l (8. §bra). A 

szil§rd f§zis¼ piroszekven§l§s sor§n a templ§t szil§rd f§zishoz (pl. m§gneses gyºngy) 
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kºtºtt, 3 enzim hozz§ad§s§val tºrt®nik a reakci· (polimer§z, ATP-szulfuril§z, lucifer§z), 

majd minden ciklus ut§n egy mos· l®p®s kºvetkezik. Ezzel szemben a foly®kony f§zis¼ 

piroszekven§l§si reakci· sor§n m®g egy enzim hozz§ad§sa tºrt®nik, ²gy ºsszesen 4 

enzim j§tszik szerepet (polimer§z, ATP-szulfuril§z, lucifer§z, apir§z), az apir§z enzim a 

reakci· boml§sterm®keinek ®s a be nem ®p¿lt nukleotidok elt§vol²t§s§®rt felel. A 

nukleotid be®p¿l®s szobahŖm®rs®kleten §tlagosan 3-4 m§sodpercet vesz ig®nybe, az ezt 

kºvetŖ reakci·k kºz¿l a mos· l®p®s miatt a szil§rd f§zis¼ piroszekven§l§s a gyorsabb.  

A k®t technika a leolvas§si hossz szempontj§b·l is elt®r, a foly®kony f§zis¼ 

piroszekven§l§ssal jelenleg tºbb b§zisp§r olvashat· le, mint a szil§rd f§zis¼ 

piroszekven§l§s m·dszer®vel, amely k¿lºnbs®g ®ppen a mos· l®p®s vs. enzimatikus 

lebont§sb·l ered, a jel/zaj ar§ny a szil§rd f§zis¼ reakci·ban kevesebb nukleotid 

be®p¿l®se ut§n lecsºkken, mint a foly®kony f§zis¼ piroszekven§l§s eset®n. 

 

8. §bra: A k®tf®le piroszekven§l§si m·dszer sematikus ºsszefoglal§sa. A) szil§rd f§zis¼ 

piroszekven§l§s h§rom enzim (polimer§z, ATP-szulfuril§z ®s lucifer§z) haszn§lat§val. 

B) foly®kony f§zis¼ piroszekven§l§s n®gy enzim (polimer§z, ATP-szulfuril§z, lucifer§z 

®s apir§z) alkalmaz§s§val. Az §bra Ronaghi ®s munkat§rsai alapj§n, m·dos²tva k®sz¿lt 

[109]. 

 

A f®nyjeleket a piroszekven§tor k®sz¿l®kben l®vŖ tºlt®skapcsolt (CCD) kamera 

®rz®keli, a szekvencia b§zissorrendj®re a hozz§adott nukleotidok ®s a felvillan§sok 

sorrendj®bŖl kºvetkeztethet¿nk. A m®rt f®ny erŖss®ge a be®p¿lŖ nukleotidok 

mennyis®g®vel ar§nyos, gyakorlatban 4-5 azonos nukleotid be®p¿l®s®ig ar§nyosan 

megfeleltethetŖ a nukleotidok sz§m§nak. EbbŖl kºvetkezik, hogy az enn®l hosszabb 

homopolimer szekvenci§k azonos²t§sa ezzel a technik§val kih²v§st jelentenek.  
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A k¿lºnbºzŖ szekven§l§si m·dszerek a mut§ci·s elemz®sek mellett a DNS metil§ci·s 

szintek vizsg§lat§ra is alkalmasak. A biszulfit konverzi·t kºvetŖen a metil§lt ®s a nem 

metil§lt citozinok gyakorlatilag pontmut§ci·k®nt jelentkeznek, ²gy a T ®s C nukleotidok 

ar§ny§b·l kºvetkeztethet¿nk a minta eredeti metil§lts§gi szintj®re. 

2.3.4 Feh®rj®k kimutat§sa 

A biol·giai mint§kban tal§lhat· k¿lºnbºzŖ feh®rj®k jelenl®t®t ®s szintj®t k¿lºnbºzŖ 

m·dszerekkel tudjuk kimutatni. Az §ltal§nos ºsszfeh®rje mennyis®get pl. Bradford 

m·dszerrel, egy adott feh®rje mennyis®g®t pontosan az ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) m·dszerrel lehet meghat§rozni, m²g a Western blot m·dszer 

seg²ts®g®vel feh®rj®k m®ret®re, vari§nsok vagy poszttranszl§ci·s m·dosul§sok jelenl®te 

hat§rozhat· meg. Ha azonban a feh®rje szºvetbeli kifejezŖd®s®re vagyunk k²v§ncsiak, 

az immunhisztok®mia m·dszer®t alkalmazhatjuk. Az alapfolyamat a szºvetmint§k 

fix§l§s§t, be§gyaz§s§t, metsz®s®t, majd a metszetekben l®vŖ antig®nek felt§r§s§t, 

endog®n peroxid§zok g§tl§s§t ®s a nem specifikus kºtŖd®sek blokkol§s§t foglalja 

mag§ban. Ezut§n az adott antig®nre specifikus ellenanyaggal val· inkub§l§s sor§n 

megtºrt®nik az antitest-antig®n kapcsol·d§s§n alapul· immunreakci·. A jel detekt§l§sa 

szempontj§b·l megk¿lºnbºztet¿nk direkten jelºlt elsŖdleges ellenanyagokat ®s az 

elsŖdleges antitestre specifikus jelºlt m§sodlagos ellenanyagokat (indirekt jelºl®s). Az 

ellenanyagok egy adott epit·pra (monoklon§lis antitest), vagy tºbb epit·pra lehetnek 

specifikusak (poliklon§lis antitest).  

A standardiz§l§s elŖseg²t®se ®rdek®ben - ahogy a szºvettani metszetek vizsg§lata sor§n 

§ltal§nosan-, az immunhisztok®miai fest®sek sor§n is hasznos az ¼n. szºveti microarray 

(Tissue MicroArray ï TMA) technika alkalmaz§sa. A m·dszer l®nyege, hogy egy adott 

t§rgylemezen nem csup§n egy, hanem egyszerre tºbb szºvetblokkb·l sz§rmaz· minta 

reprezentat²v r®gi·j§nak metszete helyezkedik el. Ehhez tºbb donor szºveti blokkb·l 

egy speci§lis TMA k®sz²tŖ k®sz¿l®kben kiv§lasztott ter¿letekrŖl egy-egy meghat§rozott 

m®retŤ (0,5 mm, 1 mm vagy 2 mm §tm®rŖjŤ) szºveti hengert emel¿nk ki, majd ezt egy 

fogad· paraffin blokkba illesztj¿k (9. §bra). Az ºsszeilleszt®s ut§n l®trejºvŖ szºveti  
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microarray (TMA) blokkb·l k®sz¿lt metszeteken azonos k²s®rleti kºr¿lm®nyek kºzt, 

jelentŖs reagens megtakar²t§s mellett v®grehajtott k²s®rletek sor§n sz§mos szºvetminta 

vizsg§lhat·. 

 

9. §bra: A szºveti microarray (TMA) A) k®sz²t®s®nek szeml®ltet®se, valamint B) egy 

hematoxilin-eozin festett TMA metszet digitaliz§lt t§rgylemez®nek r®szlete. Az §bra a 

https://medicine.yale.edu/pathology/research/tissueservices/tissuemicroarrayfacility/wha

t.aspx weboldalon tal§lhat· §bra alapj§n, m·dos²tva k®sz¿lt. 

Az immunhisztok®miai reakci· ut§n a ki®rt®kel®st hagyom§nyos mikroszk·ppal illetve 

digit§lis mikroszk·ppal is v®gezhetj¿k. A digitaliz§l§si folyamat sor§n egy nagy 

felbont§s¼ szkenner seg²ts®g®vel rºgz²tik a t§rgylemez k®p®t, amely elemz®s®re 

speci§lis szoftverek ®s algoritmusok haszn§lat§val van lehetŖs®g. A m·dszer elŖnye, 

hogy a l®trejºvŖ jel minŖs®ge §lland· marad. Az immunhisztok®miai reakci·k 

ki®rt®kel®se leggyakrabban szemi-kvantitat²v m·dszerekkel, r®szben szubjekt²v m·don 

tºrt®nhet, ²gy az eredm®nyek interpret§l§sa a m·dszer kritikus r®sze. A klasszikus 

®rt®kel®s egy relat²v sk§l§n tºrt®nik a festŖd®s intenzit§s§t·l f¿ggŖen (0 ha nincs 

festŖd®s, +1 gyenge, +2 m®rs®kelt ®s +3 erŖs immunfestŖd®s eset®n). EttŖl pontosabb 

®rt®kel®si rendszerek is haszn§ltak, pl. a Q-score m·dszer, amely az elŖbbi sk§l§t 

haszn§lva az adott festŖd®si intenzit§s¼ sejtek sz§m§val ar§nyosan sz§molja ki az adott 

mint§ban a feh®rje kifejezŖd®s®nek szintj®t. A v®geredm®ny egy sz§m®rt®k, amely a 

pozit²v sejtek sz§m§nak (P) ®s a festŖd®s intenzit§s§nak (I) szorzata: Q = P x I, a szorzat 

maxim§lis ®rt®ke 300.  
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3 C£LKITţZ£SEK 

 

PhD munk§m vizsg§lati c®ljait az al§bbi pontokban hat§roztam meg: 

 

 

1, Friss fagyasztott mŤt®ti ®s formalin-fix§lt, paraffinba §gyazott (FFPE) vastagb®l 

szºvetmint§kb·l tºrt®nŖ automatiz§lt RNS izol§l§s alkalmazhat·s§g§nak vizsg§lata. 

2, Munkacsoportunk §ltal publik§lt, friss fagyasztott vastagb®l szºvetmint§k teljes 

genomszintŤ g®nexpresszi·s vizsg§lata sor§n azonos²tott, a diagnosztikai csoportokat 

elk¿lºn²tŖ transzkriptum szett FFPE szºvetmint§kon val· vizsg§lata. 

3, Friss fagyasztott mŤt®ti, biopszi§s ®s FFPE vastagb®l szºvetmint§kb·l tºrt®nŖ 

automatiz§lt DNS izol§l§s alkalmazhat·s§g§nak vizsg§lata. 

4, A vastagb®ldaganatok kialakul§sa sor§n g®nexpresszi·s v§ltoz§st mutat· g®nek 

azonos²t§sa ®s lehets®ges szab§lyoz§si mechanizmusaik (DNS metil§ci·, miRNS) 

vizsg§lata. 

5, A klinikai gyakorlatban is alkalmazott, a vastagb®l adenoma-karcinoma szekvencia 

sor§n hipermetil§l·d· SEPT9 v®rplazma marker DNS metil§ci·s vizsg§lata 

vastagb®lszºvetbŖl izol§lt h§m ®s str·masejteken. 
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4 MINTĆK £S MčDSZEREK 

4.1 A vizsg§lt szºvetmint§k 

4.1.1 A vizsg§lt szºvetmint§k ºsszefoglal§sa 

4. t§bl§zat. Vizsg§lataink sor§n elemzett szºvetminta t²pusok ºsszegz®se. CRC = 

vastagb®ldaganat, AD = adenoma, NAT = norm§l adjacens szºvet, N = eg®szs®ges 

vastagb®lszºvet. 

Betegcsoport 

(mintasz§m) 

Vizsg§lat CRC 

(114) 

AD 

(34) 

NAT 

(102) 

N (18) ¥sszesen 

(268) 

1. RNS 

markerek 

vizsg§lata 

1.1.Automatiz§lt 

RNS izol§l§s  

20 - 20 - 40 

 1.2 RT-PCR 30 - 15 15 60 

 1.3 in situ RNS 

hibridiz§ci· 

3 3 3 - 9 

2. DNS 

metil§ci·s 

markerek 

vizsg§lata 

2.1. Automatiz§lt 

DNS izol§l§s 

30 - 30 - 60 

 2.2. DNS metil§ci·s 

vizsg§latok 

15 15 15 - 45 

 2.3 miRNS 

vizsg§latok 

3 3 3 - 9 

 2.4. 

Immunhisztok®mia 

10 10 10 - 30 

3. SEPT9 

metil§ci·s 

vizsg§lata 

Szekven§l§s ®s 

immunhisztok®mia 

3 3 3+3 3 15 

Vizsg§lataink sor§n ºsszesen 268 vastagb®l szºvetminta elemz®s®re ker¿lt sor. A 

mintacsoportban 114 CRC, 34 adenoma, 107 tumor melletti ®p szºvet (NAT ï normal 
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tissue adjacent to tumor) ®s 18 eg®szs®ges vastagb®l szºvetminta volt. A k¿lºnbºzŖ 

vizsg§latokba bevont mintat²pusok ºsszefoglal§sa a 4. t§bl§zatban tal§lhat·. 

4.1.2 A vizsg§lt szºvetmint§k feldolgoz§sa 

4.1.2.1. Friss fagyasztott mint§k  

Seb®szileg elt§vol²tott vastagb®ldaganatokb·l ®s az elt§vol²tott rezek§lt colonv®g 

makroszk·posan ®p (NAT) ter¿letekrŖl sz§rmaz· szºvetmint§k az elt§vol²t§st kºvetŖ 

rºvid idŖn bel¿l fagyaszt§sra ker¿ltek foly®kony nitrog®n felhaszn§l§s§val, majd a fenti 

friss fagyasztott szºvetmint§kat felhaszn§l§sig -80
o
C-on t§roltuk. Egyik mintacsoport 

sem tartalmazott olyan mint§t, ahol a beteg a mintav®tel idŖpontja elŖtt kemo- vagy 

radioter§pi§s kezel®sben r®szes¿lt. Minden betegtŖl beleegyezŖ nyilatkozatot 

gyŤjtºtt¿nk, a mintagyŤjt®shez sz¿ks®ges etikai enged®lyt (TUKEB 2005/037 ®s 

TUKEB 23970/2011) a region§lis etikai bizotts§g megadta.  

4.1.2.2 Biopszi§s mint§k 

A biopszi§s mint§kat (kb. 3-5 mg szºvet) rutin szŤr®si c®lb·l v®grehajtott 

kolonoszk·pi§s vizsg§lat sor§n gyŤjtºtt¿k, rºgtºn RNALater (Qiagen, Hilden, 

N®metorsz§g) nukleinsav stabiliz§l· anyagba helyezt¿k, majd felhaszn§l§sig -80
o
C-on 

t§roltuk Ŗket. Egyik mintacsoport sem tartalmazott olyan mint§t, ahol a beteg a 

mintav®tel idŖpontja elŖtt kemo- vagy radioter§pi§s kezel®sben r®szes¿lt. Minden 

betegtŖl beleegyezŖ nyilatkozatot gyŤjtºtt¿nk, a mintagyŤjt®shez sz¿ks®ges etikai 

enged®lyt (TUKEB 23970/2011) a region§lis etikai bizotts§g megadta. 

4.1.2.3 FFPE mint§k 

Az FFPE mint§k rutin patol·giai folyamat szerint 4%-os pufferolt formaldehidben 

lettek rºgz²tve (kevesebb, mint 24 ·r§n kereszt¿l). Az §ltalunk felhaszn§lt mint§k 

kevesebb, mint 6 h·napos t§rol§s ut§n lettek a helyi patol·giai archivumb·l kigyŤjtve. 

Egyik mintacsoport sem tartalmazott olyan mint§t, ahol a beteg a mintav®tel idŖpontja 

elŖtt kemo- vagy radioter§pi§s kezel®sben r®szes¿lt. Minden betegtŖl beleegyezŖ 

nyilatkozatot gyŤjtºtt¿nk, a mintagyŤjt®shez sz¿ks®ges etikai enged®lyt (ETT-TUKEB 

23970/2011) a region§lis etikai bizotts§g megadta. 
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4.2 Vastagb®lr§kra jellemzŖ mRNS markerek vizsg§lata automatiz§ltan izol§lt 

friss fagyasztott biopszi§s ®s FFPE mint§kon 

4.2.1 Automatiz§lt RNS izol§l§s alkalmazhat·s§g§nak vizsg§lata 

4.2.1.1 MintagyŤjt®s 

A 10 CRC ®s a hozz§tartoz· 10 NAT friss fagyasztott szºvetminta a 4.1.2.1 fejezetben, 

valamint ugyanazon biol·giai szºvetekbŖl k®sz²tett 10 CRC ®s a hozz§tartoz· 10 NAT 

FFPE minta gyŤjt®se a 4.1.2.3 fejezetben le²rtak szerint tºrt®nt. A vizsg§latba bevont 

szºvetmint§k adatait az 5. t§bl§zat foglalja ºssze. 

 

5. t§bl§zat: Az automatiz§lt RNS izol§l§s alkalmazhat·s§gi vizsg§latba bevont 

szºvetmint§k. *: Astler-Coller szerint m·dos²tva. 

 NAT CRC 

 Dukes B* Dukes C* 

Friss fagyasztott / FFPE 

Esetsz§m 10 6 4 

NŖ/F®rfi 4/6 3/3 3/1 

Ćtlag ®letkor (®v) 74,7 Ñ 6,7 75,7 Ñ 3,1 73,2 Ñ 10,7 

 

4.2.1.2 Automatiz§lt ®s manu§lis RNS izol§l§s 

Friss fagyasztott mint§k tºmeg®nek (20 mg szºvet) lem®r®se ut§n minden mint§t 

egyenk®nt MagNA Lyser Green Beads (Roche Applied Science, Penzberg, 

N®metorsz§g) ker§mia gyºngyºket tartalmaz· centrifuga csºvekbe helyezt¿nk, majd 

800 Õl MagNA Pure LC RNA Isolation Tissue Lysis Buffert adtunk hozz§. A szºvetek 

homogeniz§l§s§t 6500 rpm sebess®ggel 50 m§sodpercen kereszt¿l, k®tszer ism®telve a 

MagNA Lyzer (Roche Applied Science) homogeniz§tor seg²ts®g®vel v®gezt¿k. Az 

FFPE mint§kat metsz®st kºvetŖen centrifugacsºvekbe helyezt¿k, majd 2 x 10 perces 

xilolos ®s 2 x 10 perces abszol¼t etanolos inkub§l§s ut§n a metszeteket kisz§r²tottuk. A 

teljes RNS kivon§st maun§lis ®s automatiz§lt m·dszerrel is elv®gezt¿k ugyanazokb·l a 
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mint§kb·l. Az automatiz§lt izol§l§st 350 Õl szºveti liz§tumb·l, valamint 1-1 kisz§r²tott 

FFPE metszetbŖl v®gezt¿k az automatiz§lt MagNA Pure 96 Cellular Large Volume Kit 

(Roche) haszn§lat§val a MagNA Pure 96 automatiz§lt nukleinsav izol§l· rendszeren a 

gy§rt· elŖ²r§sainak megfelelŖen. A friss fagyasztott metszetekn®l a RNA Tissue LV 

0.39 elnevez®sŤ gy§ri protokollt, m²g az FFPE mint§k eset®n a RNA FFPET LV 0.21 

elnevez®sŤ protokollt haszn§ltuk. A manu§lis kivon§st 350 Õl szºveti liz§tumb·l az 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, N®metorsz§g), valamint 1-1 kisz§r²tott FFPE 

metszetbŖl az RNeasy FFPE kit (Qiagen) haszn§lat§val v®gezt¿k a gy§rt·i utas²t§sokat 

kºvetve. 

4.2.1.3 RNS mint§k mennyis®gi ®s minŖs®gi ellenŖrz®se 

Az RNS koncentr§ci·t a NanoDrop 1000 spektrofotom®ter k®sz¿l®kkel (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, USA) m®rt¿k. Az RNS minŖs®g®t az RNA 6000 Pico 

LabChip kit haszn§lat§val az Agilent BioAnalyzer 2100 mikrokapill§ris elektrofor®zis 

rendszeren hat§roztuk meg. Az RNS minŖs®g®t egy 10 (legintaktabb) - 1 

(legtºredezettebb) terjedŖ sk§l§n meghat§rozott integrit§si sz§mmal (RIN - RNA 

Intergity Number) jellemezt¿k. 

4.2.2 Vastagb®lr§kra jellemzŖ RNS markerek vizsg§lata FFPE mint§kon 

4.2.2.1 MintagyŤjt®s 

A 15 CRC ®s a hozz§tartoz· 15 eg®szs®ges vastagb®l biopszia a 4.1.2.2 fejezetben, 

valamint 15 CRC ®s a hozz§tartoz· 15 NAT FFPE minta gyŤjt®se a 4.1.2.3 fejezetben 

le²rtak szerint tºrt®nt. A vizsg§latba bevont szºvetmint§k adatait az 6. t§bl§zat foglalja 

ºssze. 
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6. t§bl§zat: A vastagb®lr§kra jellemzŖ RNS markerek vizsg§lat§ba bevont mint§k. *: 

Astler-Coller szerint m·dos²tva. 

 NAT/  

Norm§l 

CRC 

Dukes B* Dukes C* Dukes D* Besorol§s 

n®lk¿l 

Biopszia 

Esetsz§m 15 2 4 6 3 

NŖ/F®rfi 11/4 1/1 4/0 3/3 1/2 

Ćtlag ®letkor (®v) 53,0 Ñ 15,0 73,0 Ñ 9,9 62,5 Ñ 11,0 68,0 Ñ 16,7 75,3 Ñ 11,9 

FFPE 

Esetsz§m 15 11 4 - - 

NŖ/F®rfi 6/9 5/6 1/3 - - 

Ćtlag ®letkor (®v) 66,5 Ñ 10,9 68,3 Ñ 9,6 61,5 Ñ 14,3 - - 

 

Az in situ hibridiz§ci·s k²s®rletekhez 3 NAT, 3 adenoma ®s 3 CRC szºvetmint§kat a 

4.1.2.3 fejezetben le²rtak szerint gyŤjtºtt¿k (7. t§bl§zat).  

 

7. t§bl§zat: Az in situ mRNS hibridiz§ci· vizsg§latba bevont vizsg§lt mint§k. *: Astler-

Coller szerint m·dos²tva. 

 NAT 

 

Adenoma CRC 

Dukes C* tubul§ris tubulovill·zus 

FFPE 3 2 1 3 

NŖ/f®rfi 1/2 1/1 0/1 1/2 

Ćtlag ®letkor (®v) 73 Ñ 2  72 Ñ 1,4  75  73 Ñ 2  
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4.2.2.2 Automatiz§lt RNS izol§l§s  

A biopszi§s mint§kat RNALater-ben j®gen kiolvasztottuk, majd ¼j MagNALyser Green 

Bead ker§mia gyºngyºkkel tºltºtt, 800 Õl MagNA Pure LC RNA Isolation Tissue Lysis 

Buffer-t (Roche Applied Science) tartalmaz· csºvekbe helyezt¿k. A 

szºvethomogeniz§l§st 6500 rpm sebess®ggel v®gezt¿k 50 m§sodpercen kereszt¿l, 

k®tszer ism®telve. Az FFPE metszeteket metsz®s ut§n centrifugacsºvekbe helyezt¿k, 

majd 2 x 10 perc xilolos ®s 2 x 10 perces abszol¼t etanolos inkub§l§s ut§n kisz§r²tottuk. 

A teljes RNS izol§l§st 350Õl biopszi§s szºveti liz§tumb·l illetve 1-1 kisz§r²tott FFPE 

metszetbŖl v®gezt¿k automatiz§lt MagNA Pure 96 Cellular Large Volume Kit (Roche) 

haszn§lat§val a MagNA Pure 96 automatiz§lt nukleinsav izol§l· rendszeren a gy§rt·i 

utas²t§soknak megfelelŖen. A biopszi§s mint§kb·l tºrt®nŖ RNS kivon§shoz az RNA 

Tissue LV 0.39 elnevez®sŤ gy§ri protokollt, m²g az FFPE mint§k eset®n a RNA FFPET 

LV 0.21 elnevez®sŤ protokollt haszn§ltuk. 

4.2.2.3 Mennyis®gi ®s minŖs®gi ellenŖrz®s 

Az RNS mint§k mennyis®gi ®s minŖs®gi ellenŖrz®s®t a 4.1.3 pontban le²rtaknak 

megfelelŖen v®gezt¿k. 

4.2.2.4 Val·s-idejŤ polimer§z l§ncreakci· 

A reverz transzkripci·t 150 ng teljes RNS-bŖl v®gezt¿k a Transcriptor First Strand 

cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Penzberg, N®metorsz§g) seg²ts®g®vel 

anchored oligo (dT) ®s random hexamer primerek kombin§ci·j§nak haszn§lat§val. A 11, 

kor§bbi microarray vizsg§lataink sor§n azonos²tott CRC-specifikus transzkriptum (CA7, 

COL12A1, CXCL1, CXCL2, CHI3L1, GREM1, IL1B, IL1RN, IL8, MMP3, SLC5A7) 

expresszi·s elemz®s®t val·s-idejŤ PCR m·dszerrel v®gezt¿k el a 18S ribosz·m§lis RNS 

belsŖ kontroll alkalmaz§s§val (8. t§bl§zat). A reakci·hoz RealTime ReadyÈ pr·b§kat 

(forward ®s reverz primer 400 nM, fluoreszcensen jelºlt hidrol²zis pr·ba 200 nM, Roche 

Applied Science) haszn§ltunk. A val·s idejŤ kvantitat²v polimer§z l§ncreakci·t 10 Õl 

v®gt®rfogatban 5 ng/minta cDNS-bŖl kivitelezt¿k, 5 Õl LightCycler Probes Master ®s a 

pr·b§k hozz§ad§s§val. A reakci·k ºssze§ll²t§s§t epMotion 5070 folyad®kkezelŖ 

automata (Eppendorf) seg²ts®g®vel v®gezt¿k. A LightCycler
È
 480 RT-PCR k®sz¿l®ken 

(Roche) a kºvetkezŖ hŖciklust haszn§ltuk: 95ÜC 10 perc enzim aktiv§ci· ®s denatur§ci·, 

45 amplifik§ci·s cikluson kereszt¿l 95ÜC 10 perc, 60ÜC 30 m§sodperc annel§ci· ®s 
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l§nchosszabb²t§s ®s 72ÜC 1 m§sodperc jeldetekt§l§s, majd 40ÜC 30 m§sodperces hŤt®sen 

kereszt¿l. A nyers Cp (crossing point) ®rt®keket a 18S referencia (housekeeping) g®n 

adataival normaliz§ltuk. 

A receiving operating characteristic (ROC) gºrbe elemz®shez a MedCalc 13.3 szoftvert 

haszn§ltuk annak ®rdek®ben, hogy a vizsg§lt markerek elk¿lºn²tŖ k®pess®g®t 

meg§llap²tsuk. Az elk¿lºn²tŖ k®pess®get jellemzŖ specificit§s ®s szenzitivit§s ®rt®keket 

interakt²v dot diagramokon §br§zoltuk. A diszkrimin§ci·s elemz®st SPSS 22.0 szoftver 

seg²ts®g®vel v®gezt¿k.  

8. t§bl§zat: A CRC-specifikus transzkriptumcsoport vizsg§lat§ra alkalmazott assay-k. 

G®nszimb·lum  G®n n®v Amplikon 

hossz 

RealTime ready 

Assay azonos²t· 

sz§m (Roche) 

CA7 karbon-anhidr§z VII  77 103015 

CHI3L1  kitin§z 3-szerŤ feh®rje 1 76 103035 

COL12A1 kollag®n XII, alfa 1 66 103045 

CXCL1 kemokin (C-X-C mot²vum) ligandum 1 105 105522 

CXCL2 kemokin (C-X-C mot²vum) ligandum 2 95 103070 

GREM1 gremlin 1  111 103109 

IL1B  interleukin 1, beta 87 100950 

IL1RN  interleukin 1 receptor antagonista 76 103133 

IL8  interleukin 8 92 103136 

MMP3 m§trix metallopeptid§z 3 110 103167 

SLC7A5 SLC 7. csal§d 5. tagja 72 103210 

RN18S1 18S ribosz·m§lis RNS 73 104092 
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4.2.2.5 In situ RNS hibridiz§ci· 

Az mRNS in situ hibridiz§ci·t a 11 marker kºz¿l kiv§lasztott k®t marker, a csºkkenŖ 

kifejezŖd®st mutat· karbon-anhidr§z VII (CA7; NM_005182.2), a 

vastagb®ldaganatokban fokozott expresszi·j¼ kemokin (C-X-C mot²vum) ligandum 1 

(CXCL1, NM_001511.2) eset®n v®gezt¿k el. A vizsg§latot a Bioneer d§n c®g 

seg²ts®g®vel v®gezt¿k. A vizsg§lat sor§n k®t-k®t nem §tfedŖ oligonukleotidot tervezt¿nk 

mindk®t c®lpontra: CA7 mRNS-n®l: 5ô-TGGCATTCCAGTGAACCAGAT-3ô (643-623 

nukleotidok) ®s 5ô-AGCGCATCTGTCAGACGATTCAT-3ô (758-736 nukleotidok), ®s 

a CXCL1 mRNS eset®n: 5ô-ATGCAGGATTGAGGCAAGCTTT-3ô (347-326 

nukleotidok) ®s 5ô-TTGGATTTGTCACTGTTCAGCAT-3ô (399-377 nukleotidok). A 

reakci·k kimutat§s§hoz ¼n. lakatolt/kºtºtt nukleinsav (Locked nucleic acid ï LNA) 

oligonukleotidokat haszn§latunk, amelyek olvad§spontjai (melting temperature; Tm) 

sorrendben a kºvetkezŖek voltak: 87
o
C, 84

o
C, 85

o
C ®s 86

o
C. Emellett negat²v ®s pozit²v 

kontroll pr·b§t is alkalmaztunk. A negat²v kontroll pr·ba egy 22 oligonukleotidb·l §ll· 

LNA oligonukleotid volt (Tm= 87
o
C), a pozit²v pr·ba egy 21 nukleotidb·l §ll·, miR-

126-ra tervezett, kor§bban publik§lt LNA pr·ba volt (Tm= 84
o
C) [110]. Az 5ô ®s a 3ô 

v®geken 6-karboxifluoreszcein (FAM)-nel jelºlt (dupla-FAM jelºlt pr·b§kat), az 

Exiqon c®gtŖl rendelt¿k (VedbÞk, D§nia). Az in situ hibridiz§ci·t Tecan Genepaint 

k®sz¿l®kben v®gezt¿k (Tecan, Mªnnedorf, Sv§jc) a kor§bbi le²r§soknak megfelelŖen 

[110]. Az FFPE blokkokb·l k®sz²tett 6 Õm vastag metszeteket deparaffin§ltunk, majd 

protein§z K enzimmel (25 Õg/ml) inkub§ltuk 8 percen kereszt¿l 37
o
C-on. Az in situ 

hibridiz§ci·hoz az egy adott g®nhez tartoz· pr·b§k elegy®t (60 nM) az Exiqon 

hibridiz§ci·s puffer®ben oldottuk fel (Exiqon), majd 57
o
C-on egy ·r§n kereszt¿l 

inkub§ltuk. Emellett egy-egy p§rhuzamos metszeten elv®gezt¿k a pozit²v (30 nM) ®s 

negat²v (60 nM) pr·b§k hibridiz§l§s§t is. SSC pufferekben tºrt®nŖ ºbl²t®si l®p®sek ut§n 

a metszeteket alkalikus-foszfat§zzal konjug§lt anti-FAM (1:800, Roche, Mannheim, 

N®metorsz§g) ellenanyaggal inkub§ltuk. A metszeteket 4-nitro-blue tetrazolium (NBT) 

reagenssel ®s 5-br·m-4-kloro-3ô-indolil-foszf§t (BCIP) szubsztr§ttal (Roche) kezelt¿k 

90 percen kereszt¿l, m²g a jelºlt nukleinsavak ter¿let®n sºt®tk®k csapad®k keletkezett. A 

metszeteket Nuclear Fast Red (Vector Laboratories, Burlingname, USA) fest®kkel 

kontrasztfestett¿k. A jelºlt metszeteket digit§lis szkennel®ssel rºgz²tett¿k (Pannoramic 

250 szkenner, 3DHISTECH Kft., 20x objekt²v).  
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4.3 DNS metil§ci·s markerek azonos²t§sa vastagb®l szºvetmint§k vizsg§lata sor§n 

4.3.1 Automatiz§lt DNS izol§l§s alkalmazhat·s§g§nak vizsg§lata  

4.3.1.1 MintagyŤjt®s 

A 10 CRC ®s a hozz§tartoz· 10 NAT friss fagyasztott szºvetminta a 4.1.2.1 fejezetben, 

10 CRC ®s 10 eg®szs®ges vastagb®l biopszia a 4.1.2.2 fejezetben, valamint 10 CRC ®s a 

hozz§tartoz· 10 NAT FFPE minta gyŤjt®se a 4.1.2.3 fejezetben le²rtak szerint tºrt®nt. A 

vizsg§latba bevont szºvetmint§k adatait az 9. t§bl§zat foglalja ºssze. 

 

9. t§bl§zat: Az automatiz§lt DNS izol§l§s alkalmaz§s§nak vizsg§lata sor§n haszn§lt 

mint§k. *: Astler-Coller szerint m·dos²tva. 

 NAT/Norm§l CRC 

 Dukes B* Dukes C* Dukes D* 

Friss fagyasztott 

Esetsz§m 10 7 3 - 

NŖ/F®rfi 6/4 3/4 3/0 - 

Ćtlag ®letkor (®v) 70,5 Ñ 11,7 67,7 Ñ 12,31 77,1 Ñ 8,5 - 

Biopszia 

Esetsz§m 10 4 3 3 

NŖ/F®rfi 6/4 2/2 1/2 2/1 

Ćtlag ®letkor (®v) 50,2 Ñ 12,6 63,8 Ñ 8,8 68,3 Ñ 13,2 55,0 Ñ 25,5 

FFPE 

Esetsz§m 10 6 4 - 

NŖ/F®rfi 4/6 3/3 1/3 - 

Ćtlag ®letkor (®v) 67,4 Ñ 13,3 66,0 Ñ 14,4 69,5 Ñ 13,1 - 
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4.3.1.2 Automatiz§lt ®s manu§lis DNS izol§l§s 

Friss fagyasztott mint§k tºmeg®nek (3-5 mg szºvet) lem®r®se ut§n minden mint§t 

egyenk®nt centrifuga csºvekbe helyezt¿nk, majd 180 Õl MagNA Pure DNA Tissue 

Lysis Buffer-t (Roche, Cat no: 04 805 160 001) m®rt¿nk r§juk, ezut§n 20 Õl protein§z K 

enzimet (Roche, Cat. no. 03 115 828 001) adtunk az elegyhez az automatikus izol§l§s 

elŖtt. A manu§lis izol§l§s sor§n a szºvetmint§kat 180 Õl ATL ®s 20 Õl proteinase K 

(mindkettŖ a QIAamp DNA Mini Kit r®sze) elegy®be helyezt¿k. ErŖteljes kever®s ut§n 

minden mint§t 55ÁC-on em®sztett¿nk 4 ·r§n kereszt¿l. A DNS izol§l§st a gy§rt·i 

utas²t§soknak megfelelŖen v®gezt¿k a MagNA Pure DNA and Viral NA Small Volume 

Kit felhaszn§l§s§val, a DNA Tissue SV 2.0 protokoll szerint. A manu§lis DNS kivon§s 

a QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) haszn§lat§val, a gy§rt·i utas²t§soknak megfelelŖen 

tºrt®nt. Az el¼ci·s t®rfogat mindk®t protokoll eset®n 200 Õl volt.  

Az RNALaterben t§rolt biopszi§s mint§kat j®gen olvasztottuk ki, majd a szºvetmint§t 

egy ¼j centrifugacsŖbe helyezt¿k §t, amely 180 Õl MagNA Pure DNA Tissue Lysis 

Buffer-t ®s 20 Õl proteinase K enzimet tartalmazott. ErŖteljes kever®s ut§n a 

szºvetmint§kat 55ÁC-on em®sztett¿nk 4 ·r§n kereszt¿l. A szºvetkever®kek enzimatikus 

kezel®se ut§n 100 Õl-enk®nt ¼j csºvekbe m®rt¿k, majd az automata izol§l§s elŖtt m®g 

tov§bbi 100 Õl l²zis pufferrel (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer), a manu§lis 

izol§l§s elŖtt 100 Õl ATL pufferrel eg®sz²tett¿k ki. A DNS izol§l§st a gy§rt·i 

utas²t§soknak megfelelŖen v®gezt¿k a MagNA Pure DNA and Viral NA Small Volume 

Kit felhaszn§l§s§val, a DNA Tissue SV 2.0 protokoll szerint. A manu§lis izol§l§st 

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) alkalmaz§s§val v®gezt¿k. Az el¼ci·s t®rfogat mindk®t 

protokoll eset®n 50 Õl volt.  

Az FFPE blokkokb·l 10 Õm vastags§g¼ metszeteket k®sz²tett¿nk, majd ezeket 

centrifugacsºvekbe helyezt¿k. A deparaffin§l§shoz 2 x 10 perces xilolos inkub§ci·t, 

majd 2 x 10 perces abszol¼t etanolos inkub§ci·t haszn§ltunk. A metszeteket kisz§r²t§s 

ut§n ¼j centrifugacsºvekbe helyezt¿k, az automata izol§l§s elŖtt 200 Õl MagNA Pure 

DNA Tissue Lysis Buffer-t ®s 20 Õl protein§z K enzimet adtunk a metszetekhez, a 

manu§lis izol§l§s eset®n 180 Õl ATL Buffer-t ®s 20 Õl proteinase K enzimet. ErŖteljes 

kever®s ut§n a szºvetmint§kat 55ÁC-on inkub§ltuk egy ®jszak§n kereszt¿l az 

automatikus izol§l§s elŖtt, ®s 56ÁC-on 2 ·r§ig a manu§lis izol§l§st megelŖzŖen. A DNS 
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izol§l§st a gy§rt·i utas²t§soknak megfelelŖen v®gezt¿k a MagNA Pure DNA and Viral 

NA Small Volume Kit felhaszn§l§s§val, a DNA FFPE SV 2.0 protokoll szerint. A 

manu§lis izol§l§st QIAamp DNA FFPE Kit (Qiagen) alkalmaz§s§val v®gezt¿k.  

4.3.1.3 Mennyis®gi ®s minŖs®gi ellenŖrz®s 

Az izol§lt DNS mennyis®g®t (OD260) NanoDrop 1000 spektrofotom®ter (Thermo-

Fischer) seg²ts®g®vel hat§roztuk meg. A tisztas§g meghat§roz§sa ®rdek®ben OD260/280 

®s OD260/230 ar§nyokat is meghat§roztuk, elŖbbirŖl a feh®rje szennyezetts®gre, 

ut·bbib·l a szerves old·szerek, s·k §ltali szennyezetts®gre lehet kºvetkeztetni. A kivont 

DNS fragment§lts§g§t egy m§r kor§bban le²rt m·dszer [111] seg²ts®g®vel ellenŖrizt¿k; 

amelyhez GAPDH g®n 4 k¿lºnbºzŖ hossz¼s§g¼ (100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp) 

szakasz§t felszapor²t· multiplex PCR seg²ts®g®vel. A reakci·ban mint§nk®nt 8 ng DNS-

t haszn§ltunk, GAPDH multiplex primert (0,133 ÕM v®gkoncentr§ci·) ®s LightCycler 

480 Probes Master (2x) reagenst adtunk. A PCR amplifik§ci·t LightCycler 480 

k®sz¿l®kkel, MonoColor Hydrolysis Probe/UPL Probe detekt§l§s alkalmaz§s§val a 

kºvetkezŖ hŖciklus szerint v®gezt¿k: kezdeti denatur§ci·: 95ÁC 10 perc, 45 ciklus 

amplifik§ci·: 95ÁC 10 s, 60ÁC 30 s, 72ÁC 16 s, majd hŤt®s 40ÁC 10 s. A polimer§z 

l§ncreakci· sor§n felszapor²tott amplikonokat 2%-os agar·z g®lelektrofor®zis 

seg²ts®g®vel vizualiz§ltuk SYBRSafe DNA Gel Stain (Life Technologies, Calrsbad, 

CA) ®s Molecular Weight Marker VIII (19-1114 bp) marker haszn§lat§val. 

10. t§bl§zat: A DNS metil§ci·s vizsg§latok sor§n tanulm§nyozott g®nek, primer 

szekvenci§i, az amplikonok lokaliz§ci·ja ®s hossza. 

 

G®n  Primer szekvencia 

/forward (F) ®s reverz (R)/ 

Amplikon 

lokaliz§ci· 

Amplikon 

hossz 

MAL  F: TGGTGAAGATAGAGAAGTTATTGGGTAGG 

R: AAAACCCCCAAACCACTAAACTC 

Chr 2: 95691438-

95691598 

160 bp 

SFRP1 F: GGAAAGAGATAAGGGGAGAAAAAGAA  

R: ATTTCATAAATTTACAAATATAATCCAAACTCC  

Chr 8: 41167194- 

41167333 

139 bp 

SFRP2 F: GGTTAAGATAGGTTTAATTGATTATTGGGGAATAG 

R: TAAACACCCAATATCCCATCCCT 

Chr 4: 154712515- 

154712634 

119 bp 
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4.3.1.4 BS-PCR ®s MS-HRM 

Az izol§lt DNS mint§k (®s a standard mint§k) DNS metil§ci·s vizsg§lata elŖtt EZ DNA 

Methylation kit (Zymo Research) seg²ts®g®vel konvert§ltuk a mint§kat 1 Õg input DNS 

mennyis®ggel. Ezut§n biszulfit-specifikus polimer§z l§ncreakci·t (BS-PCR), majd ezt 

kºvetŖen metil§ci·-specifikus nagy felbont§s¼ olvad§spont elemz®st (MS-HRM) 

alkalmaztunk. A primerek szekvenci§it ¼gy tervezt¿k meg, hogy ne essenek CpG 

dinukleotidokat tartalmaz· szakaszra, ²gy a metil§ci·s st§tusz ne befoly§solja a 

primerek biszulfit konverzi· ut§ni templ§thoz val· kapcsol·d§s§t (10. t§bl§zat).  

A BS-PCR reakci·kat 10 ng/reakci· biszulfit konvert§lt DNS-en 15 Õl v®gt®rfogatban 

kivitelezt¿k AmpliTaq Gold 360 mastermix (2x) (Life Technologies), LightCycler 480 

ResoLight Dye (40x) (Roche Applied Science), forward ®s reverz primer mix (200nM 

v®gkoncentr§ci·ban). H§rom k¿lºnbºzŖ g®n (MAL, SFRP1, SFRP2) metil§ci·s 

vizsg§lat§t v®gezt¿k, a MgCl2 koncentr§ci· a MAL ®s SFRP1 eset®n 2.0 mM, a SFRP2 

eset®n 1.5 mM volt. A PCR-t LightCycler 480 PCR k®sz¿l®kkel SYBR Green I/HRM 

detekt§l§st haszn§lat§val v®gezt¿k a kºvetkezŖ hŖciklus szerint: kezdeti denatur§ci·: 

95ÁC 10 perc, 10 touchdown ciklus: 95ÁC 30 s, 60ÁC 0,4ÁC csºkken®s/ciklus 30 s, 72ÁC 

30s; 40 ciklus amplifik§ci·: 95ÁC 10 s, 56ÁC 30 s, 72ÁC 16 s. A nagy felbont§s¼ 

olvad§spont elemz®s sor§n 95ÁC-on 1 perc inkub§ci·t kºvetŖen a mint§kat 40ÁC-ra 

hŤtºtt¿k, majd ezt kºvetŖen folyamatos detekt§l§s melletti fokozatos meleg²t®s 

kºvetkezett 20 m®r®s/ÁC felbont§ssal. A Cp ®rt®keket ®s a HRM adatokat LightCycler 

szoftver 1.5.0 (Roche) seg²ts®g®vel nyert¿k ki. A HRM gºrb®k elemz®s®t LightCycler 

GeneScanning alkalmaz§s§val v®gezt¿k. Standard mint§k ismert metil§ci·s sz§zal®kkal 

(0%, 25%, 50%, 75%, 100%) szolg§ltak a m®r®s kalibr§ci·j§ra, a biol·giai mint§k 

metil§ci·s szintj®t ezek alapj§n §llap²tottuk meg. 

4.3.2 Markerek kiv§laszt§sa DNS metil§ci·s vizsg§latokra 

4.3.2.1 Potenci§lisan DNS metil§ci· §ltal szab§lyozott g®nek kiv§laszt§sa 

A potenci§lisan DNS metil§ci· §ltal szab§lyozott g®nek kiv§laszt§sa kor§bban 

munkacsoportunk §ltal kºzºlt, teljes genomszintŤ g®nexpresszi·s elemz®sek 

eredm®nyei alapj§n tºrt®nt. A kor§bbi vizsg§latok sor§n ºsszesen 147 

vastagb®lbiopszi§t (49 ®p, 49 adenoma ®s 49 CRC), l®zer mikrodisszekt§lt vastagb®l 

h§m- ®s stroma sejteket (6 ®p, 6 adenoma ®s 6 CRC), valamint 5-aza-2ô-dezoxicitidin 
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demetil§ci·s kezel®s elŖtt ®s ut§n vizsg§lt HT-29 hum§n vastagb®l adenokarcinoma 

sejteket elemezt¿nk. A vizsg§lat sor§n teljes RNS izol§l§s ut§n a g®nexpresszi·s 

profiloz§st HGU133 Plus 2.0 microarray-n (Affymetrix) v®gezt¿nk. Az eredm®nyk®nt 

kapott nyersadatokat a Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) 

adatb§zisban kºzz® tett¿k, ezek az adatok a kºvetkezŖ GSE azonos²t·k seg²ts®g®vel 

el®rhetŖek: GSE4183 (53 biopszia), GSE37364 (94 biopszia), GSE15960 (6 eg®szs®ges, 

6 adenoma §s 6 CRC betegbŖl l®zer mikrodisszekt§lt vastagb®lh§msejtek) ®s GSE29060 

(HT-29 sejtkult¼ra k²s®rlet 6 ism®tl®sben).  

A GSE4183, GSE37364 ®s a GSE15960 azonos²t·val rendelkezŖ adatokb·l 

bioinformatikai elemz®se seg²ts®g®vel meghat§roztuk a potenci§lisan DNS metil§ci· 

§ltal szab§lyozott g®neket. Azokat a transzkriptumokat v§lasztottuk ki, amelyek 

fokozatosan v§ltoz· kifejezŖd®st mutatnak a hum§n vastagb®l ®p-adenoma-karcinoma 

szekvencia elŖrehalad§sa sor§n. Ehhez ¼n. rang korrel§ci·s vizsg§latokat v®gezt¿nk, 

majd Spearman (Rho koefficiens) ®s Kendall (Tau koefficiens) elemz®sek eredm®nyei 

alapj§n ®rt®kelt¿k a g®neket. A kiv§lasztott g®nek list§j§t a 11. t§bl§zat tartalmazza. 

A betegcsoportok kºzti ºsszehasonl²t§sok sor§n a szignifikanciaszintet a kis 

mintasz§mra val· tekintettel Benjamini-Hochberg m·dszerrel hat§roztuk meg.  

A DNS metil§ci·s vizsg§latokat megelŖzŖen meg§llap²tottuk, hogy az §ltalunk 

kiv§lasztott k¿lºnbºzŖ kifejezŖd®st mutat· g®nek kºz¿l melyik rendelkezik CpG-denz 

r®gi·val, ¼n. CpG szigettel. Ezekben a r®gi·kban, CG dinukleotidokban elhelyezkedŖ 

citozin molekul§k lehetnek a DNS metil§ci·s szab§lyoz§s c®lpontjai. CpG sziget 

predikci·t in silico  a CpG plot program felhaszn§l§s§val 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html) alkalmaztunk. A program §ltal 

haszn§lt CpG sziget defin²ci· a kºvetkezŖ: minimum 200 nukleotid hossz¼, 10 darab 

100 nukleotidos vizsg§lati ablakban legal§bb 50% gyakoris§ggal megjelenŖ C ®s G 

nukleotidok, legal§bb 0.6 megfigyelt/v§rt CpG ar§ny az §tlaghoz viszony²tva. 
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11. t§bl§zat: DNS metil§ci·s elemz®s sor§n vizsg§lt g®nek. 

G®n 

szimb·lum 

G®n n®v 

ALDH1A3  Aldehid-dehidrogen§z 1. csal§d A3 tagja 

BCL2 B sejt limf·ma  2 

CDX1 kaud§lis-t²pus¼ homeobox 1 

COL1A2 I-es t²pus¼ kollag§n alfa 2 

CYP27B1 citokr·m p450 27. csal§d B alcsal§d polipeptid 1 

ENTPD5 ektonukleozid trifoszf§t difoszfohidrol§z 5 

FADS1  zs²rsav deszatur§z 1 

MAL  T-sejt differenci§ci·s feh®rje 

PRIMA1  prolin-gazdag membr§n horgony 1 

PTGDR prosztaglandin D2 receptor 

PTGS2 prosztaglandin-endoperoxid szint§z 2 

SFRP1 szekret§lt  frizzled-rokon feh®rje 1 

SFRP2  szekret§lt  frizzled-rokon feh®rje 2 

SOCS3  citokin szign§l szuppresszor 3 

SULF1 szulfat§z 1 

SULT1A1 szulfotranszfer§z csal§d 1A, 1. tag 

THBS2 trombospondin 

TIMP1  metallopeptid§z inhibitor 1 

 

4.3.2.2 MintagyŤjt®s 

A 15 CRC ®s a hozz§tartoz· 15 NAT , valamint 15 adenoma friss fagyasztott minta 

gyŤjt®se a 4.1.2.1 fejezetben le²rtak szerint tºrt®nt. A vizsg§latba bevont szºvetmint§k 

adatait az 12. t§bl§zat foglalja ºssze. 
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12. t§bl§zat: A vastagb®lr§kra jellemzŖ DNS metil§ci·s markerek vizsg§lat§ban 

elemzett mint§k. *: Astler-Coller szerint m·dos²tva. 

 NAT Adenoma CRC 

Adenoma 

tubulare 

Adenoma 

tubulovillosum 

Dukes B* Dukes C* 

Esetsz§m 15 5 5 7 8 

NŖ/F®rfi 9/6 2/3 2/3 4/3 5/3 

Ćtlag 

®letkor (®v) 

77,5 Ñ 7,7 65,0 Ñ 7,6 64,2 Ñ 8,5 76,9 Ñ 3,6 78,1 Ñ 10,3 

 

4.3.2.3 L®zer mikrodisszekci· ®s makrodisszekci· 

A friss fagyasztott szºvetmint§kat ¼n. OCT fagyasztott be§gyaz· anyagba (Sakura 

Finetek, Jap§n) §gyaztuk be, majd -20ÁC-os krioszt§t k®sz¿l®kben 10 Õm vastag 

fagyasztott metszeteket k®sz²tett¿nk. A metszeteket PALM Membrane Slide 1.0 PEN 

(Carl Zeiss, Bernried, N®metorsz§g) 1 Õm vastags§g¼ poli-etil®n-naftal§t membr§nnal 

bor²tott lemezre helyezt¿k. A felhaszn§l§st megelŖzŖen a metszeteket 70% etanolban 5 

percig, majd abszol¼t etanolban 2 percig inkub§ltuk, majd krezil violet acet§t fest®kkel 

festett¿k (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A vastagb®lszºvet metszetekrŖl az 

epitheli§lis ®s strom§lis (megkºzel²tŖleg 10
3 
sejt/minta) sejteket v§gtuk kºrbe, majd egy 

PALM Microbeam l®zer mikrodisszektor seg²ts®g®vel katapult§ltuk egy gyŤjtŖcsŖbe. 

A makrodisszekt§lt mint§kat fagyasztott metszetekrŖl gyŤjtºtt¿k toluidink®k fest®s ut§n. 

A metszetekrŖl mikroszk·pos vizsg§lat ut§n a ny§lkah§rtyar®teg sejtjeit 

egyszerhaszn§latos tŤ seg²ts®g®vel ºsszegyŤjtºtt¿k majd egy centrifugacsŖbe helyezt¿k.  

4.3.2.4 Biszulfit konverzi· 

A biszulfit konverzi·t elŖzetes DNS izol§l§s n®lk¿l, a gyŤjtºtt sejtekbŖl EZ DNA 

Methylation Direct Kit haszn§lat§val (Zymo Research, USA) v®gezt¿k a gy§rt·i 

utas²t§soknak megfelelŖen. A protein§z K kezel®st 20 Õl v®gt®rfogatban, az elu§l§st 20 

Õl-ben v®gezt¿k.  
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4.3.2.5 Biszulfit-specifikus polimer§z l§ncreakci· (BS-PCR) 

In silico CpG sziget predikci·t az EMBOSS CpG Plot ny²lt forr§sk·d¼ algoritmus 

seg²ts®g®vel v®gezt¿nk. A biszulfit-specifikus reakci·hoz haszn§lt primereket a 

PyroMark Assay Design szoftver (SW 2.0, Qiagen) seg²ts®g®vel tervezt¿k, olyan nem-

CpG gazdag r®gi·kat v§lasztottunk, hogy a primerek kapcsol·d§s§t ®s az amplifik§ci·t 

a biszulfit konvert§lt DNS szekvenci§ja ne befoly§solja. A PCR primerek kºz¿l az 

egyik tag (a reverz vagy a forward primer) biotinil§lt volt, amely a PyroMark 

szekven§l§s szempontj§b·l volt fontos. A primerek specifikuss§g§t in silico ellenŖrizt¿k 

a BiSearch szoftverrel (http://bisearch.enzim.hu). 

A BS-PCR reakci·kat AmpliTaq Gold 360 mastermix (2x) (Life Technologies), 

LightCycler 480 ResoLight Dye (40x) (Roche Applied Science), forward ®s reverz 

primer mix (200 nM v®gkoncentr§ci·ban), 1 ng biszulfit konvert§lt DNS/reakci· 15 Õl 

v®gt®rfogatban. A kºvetkezŖ hŖciklus szerint inkub§ltuk a mint§kat egy LightCycler 

480 PCR g®pben SYBR Green I/HRM detekt§l§st haszn§lva: kezdeti denatur§ci·: 95
o
C 

10 perc, 10 ciklus touchdown ciklus: 95
o
C 30 s, 60

o
C 0,4

o
C csºkken®s/ciklus 30 s, 72

o
C 

30 s; 40 ciklus amplifik§ci·: 95
o
C 10 s, 56

o
C 30 s, 72

o
C 16 s. A nagy felbont§s¼ 

olvad§spont anal²zis sor§n 95
o
C 1 perc, lehŤt®s 40

o
C-ra, majd ezt kºvetŖen folyamatos 

detekt§l§s melletti fokozatos meleg²t®s kºvetkezett 20 m®r®s/
o
C felbont§ssal. A Cp 

®rt®kek ®s a HRM adatok a LightCycler szoftver 1.5.0 (Roche) seg²ts®g®vel lettek 

kinyerve. A HRM gºrb®k elemz®s®t a LightCycler GeneScanning alkalmaz§s§val 

v®gezt¿k. Standard mint§k ismert metil§ci·s sz§zal®kkal (0%, 25%, 50%, 75%, 100%) 

szolg§ltak a m®r®s kalibr§ci·j§ra, a biol·giai mint§k metil§ci·s szintj®t ezek alapj§n 

§llap²tottuk meg. 

A direkt biszulfit szekven§l§s b§zisonk®nt ad inform§ci·t egy-egy citozin metil§ci·s 

§llapot§r·l, ²gy a BS-PCR term®keinek egyik leghat®konyabb vizsg§lati m·dszere. A 

biszulfit konverzi· ®s a BS-PCR reakci·k ut§n a nem metil§lt citozinok uracill§ 

konvert§l·dnak, m²g a metil§lt citozinok v§ltozatlanul citozinok maradnak. ĉgy a 

szekven§l§s sor§n az amplikonok szekvenci§j§ban a CpG szigetek citozinj§ban 

megjelenŖ citozin/timin ar§ny fogja szolg§ltatni a DNS metil§ci·s inform§ci·t. 

Vizsg§latunk sor§n k®t k¿lºnbºzŖ piroszekven§l§si technik§t is alkalmaztunk, elsŖk®nt 

a rºvid (mintegy 60 nukleotid hossz¼) leolvas§si hosszal rendelkezŖ PyroMark Q24 

k®sz¿l®ket, majd k®sŖbb a rendelkez®sre §ll·, hossz¼ amplikonok (megkºzel²tŖleg 400 
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nukleotid hossz¼) leolvas§s§ra is alkalmas 454 technol·gi§t alkalmaz· GS Junior 

k®sz¿l®ket.  

4.3.2.6 Piroszekven§l§s PyroMark Q24 k®sz¿l®kkel 

A PyroMark Q24 (Qiagen) k®sz¿l®kkel val· szekven§l§shoz PyroMark Gold Q24 

reagenseket haszn§ltunk (Qiagen) a gy§rt·i utas²t§soknak megfelelŖen. A BS-PCR 

term®kekhez Streptavidin bor²tott gyºngyºket (Streptavidin Sepharose High 

Performance, GE Healthcare, London, Nagy-Britannia) adtunk, amelyek a biotinil§lt 

amplikonokhoz kapcsol·dtak. Ezut§n a gy§rt· §ltal elŖ²rt v§kumos tiszt²t·§llom§s 

haszn§lat§val megtiszt²tottuk az amplikonokat (70% etanol 5 sec, Denaturation Solution 

5 sec, Wash Buffer 10 sec) A denatur§l§s ut§n a Sepharose gyºngyhºz kºtºtt egysz§l¼ 

templ§tot kaptunk, amelyeket PyroMark Q24 szekven§l· plate-ekbe helyezt¿nk. Ezut§n 

25 Õl szekven§l· primert (0,3 ÕM annell§l· pufferrel hig²tva) adtuk a reakci·hoz, majd 

a szekven§l· primert 80
o
C-on 2 percig meleg²tett¿k, ezut§n 5 percig 

szobahŖm®rs®kleten inkub§ltuk. Mivel a tervezett amplikonok hossza meghaladta a 

PyroMark Q24 §ltal egy szekven§l§si reakci· alatt leolvashat· nukleotidok sz§m§t, 

amplikononk®nt k®t szekven§l· primerrel v®gezt¿k az adatgyŤjt®st [112]. Ehhez az elsŖ 

szekven§l§si reakci·t kºvetŖen ism®telt denatur§l§st v®gezt¿nk, majd ¼j szekven§l· 

primert adtunk az amplikonokhoz. A szekven§l§st a PyroMark Q24 szoftver v2.0.6 

(Qiagen) haszn§lat§val megtervezett fut§si file szerint v®gezte a k®sz¿l®k, amely az 

enzimek, a nukleotidok ®s a szubsztr§t hozz§ad§sa mellett regisztr§lta a 

f®nyfelvillan§sokat. A nyersadatok elemz®s®t a PyroMark Q24 szoftver seg²ts®g®vel, a 

CpG anal²zis m·dban v®gezt¿k. 

4.3.2.7 Piroszekven§l§s 454 GS Junior k®sz¿l®kkel 

A rºvid amplikonok kºnyvt§rk®sz²t®se ®s az emulzi·s PCR sor§n a gy§rt· §ltal aj§nlott 

ñGuidelines for Amplicon Experimental Designò protokollt kºvett¿k. Az amplikonok 

koncentr§ci·j§t fluorometri§san Qubit 1.0 k®sz¿l®kkel m®rt¿k a High Sensitivity 

dsDNA reagent (Life Technologies) haszn§lat§val. A vizsg§lni k²v§nt r®gi·knak 

megfelelŖen minden mint§b·l megszintetiz§ltuk az amplikonokat, amelyeket a 

kºnyvt§rk®sz²t®s sor§n azonos mennyis®gben (ekvimol§risan) kevert¿nk ºssze. A 

kºnyvt§r tiszt²t§s§t AMPure XP gyºngyºkkel (Agencourt, Beckman Coulter Genomics, 

Pasadena, USA) v®gezt¿k a standard gy§rt·i utas²t§sok szerint. Az amplikon kºnyvt§r 
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minŖs®g®t BioAnalyzer 2100 mikrokapill§ris elektrofor®zis rendszerrel, a High 

Sensitivity DNA Chip seg²ts®g®vel ellenŖrizt¿k. Az amplikonok fragmentv®g jav²t§s§t 

(fragment end repair) a GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit (Rapid Library 

Preparation Method Manual 3.2) felhaszn§l§s§val v®gezt¿k. A rendszer nagy kapacit§sa 

miatt a szekven§l§s sor§n egyszerre tºbb minta tºbb amplikonja is vizsg§lhat·, ez®rt 

vizsg§lataink sor§n 8 minta egy¿ttes elemz®s®t v§lasztottuk. A kºnyvt§rk®sz²t®s sor§n 

minden amplicon v®geihez egy-egy egyedi azonos²t· szekvenci§t, ¼n. molekul§ris 

vonalk·dot ®p²tett¿nk a GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit (Rapid 

Library Preparation Method Manual 3.4) haszn§lat§val. Ezek olyan rºvid, egyedi 

kombin§ci·t tartalmaz· mesters®ges szekvenci§k amely az adatelemz®s sor§n a 

szekvenci§k betegenk®nti elk¿lºn²t®s®re szolg§lt. A lig§l§s ut§ni tiszt²t§s sor§n az 

elŖzŖekhez hasonl·an AMPure gyºngyºket haszn§ltunk, majd a kºnyvt§r minŖs®g®t ®s 

a lig§l§s eredm®nyess®g®t ism®t mikrokapill§ris elektrofor®zissel vizsg§ltuk. Ezut§n a 

k¿lºnbºzŖ betegekhez tartoz· mint§kat ekvimol§risan ºsszekevert¿k, majd emulzi·s 

PCR-t v®gezt¿nk 0,5 molekula/gyºngy ar§nnyal a Lib-L emPCR kit haszn§lat§val 

legal§bb 80%-ban egyezett az eredm®ny.  

4.3.2.8 miRNS vizsg§lat 

A mikroRNS vizsg§latokat CRC (n=3), adenomas (n=3) ®s NAT (n=3) f¿ggetlen FFPE 

mint§kon hajtottuk v®gre. A miRNS izol§l§st a High Pure miRNA kit (Roche) 

haszn§lat§val v®gezt¿k, majd kºzel 800 miRNS kifejezŖd®s®t a Human Panel I + II 

(Exiqon) val·s idejŤ polimer§z l§ncreakci·n alapul· array seg²ts®g®vel v®gezt¿k a 

miRCURY
TM

 Universal RT microRNA PCR kit haszn§lata ut§n, a gy§rt·i utas²t§soknak 

megfelelŖen. A nyers Cp ®rt®keket az ¼n. platek kºzti (interplate) kalibr§torral ®s a 

mint§k kºzti lehetŖ legkisebb sz·r§st mutat· miR-423-5p referencia miRNS Cp ®rt®kei 

haszn§lat§val normaliz§ltuk. In silico miRNS predikci·t a miRWALK nevŤ ingyenes 

forr§sk·d¼ adatb§zis valid§lt c®lpontjai kºzt v®gezt¿nk. Ezt kºvetŖen a kiv§lasztott 

miRNS-ek expresszi·j§t hasonl²tottuk ºssze az eg®szs®ges, az adenoma ®s tumoros 

mint§k kºzºtt.  

4.3.2.9 Immunohisztok®miai vizsg§latok 

MŤt®tileg elt§vol²tott vastagb®lszºvet mint§kat gyŤjtºtt¿nk a NAT (n=10), 

adenom§kb·l (n=10) ®s CRC mint§kb·l (n=10) a rutin patol·gi§ban diagnosztiz§l§s 
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c®lj§b·l k®sz²tett FFPE blokkokb·l. A mint§kat szºveti microarray (TMA) metszeteken 

vizsg§ltuk. N®gy ɛm vastag metszeteket k®sz²tett¿nk, majd deparaffiniz§l§s 2 x 2 perc 

xilolos, majd 2 x 2 perc abszol¼t etanolos inkub§l§ssal zajlott, v®g¿l a metszeteket 

rehidrat§ltuk. Az SFRP1 immunohisztok®miai fest®s®nek antig®nfelt§r· l®p®se TRIS 

EDTA (pH 9.0) pufferben tºrt®nt mikrohull§m¼ felt§r·k®sz¿l®kben 900 W 

teljes²tm®nnyel 10 percen kereszt¿l, majd 340 W teljes²tm®nnyel 40 percen kereszt¿l. A 

mint§kat anti-SFRP1 poliklon§lis ellenanyaggal (ab4193, Abcam, Cambridge, Nagy-

Britannia) 1:800 hig²t§sban 37ÁC-on 60 percig inkub§ltuk. A vizualiz§ci·hoz az 

EnVision+ HRP rendszert (Labeled Polymer Anti-Mouse, K4001, Dako) ®s 

diaminobenzidin-hidrog®n peroxid§z-kromog®n szubsztr§t rendszert haszn§ltuk 

hematoxilin-eozin kontrasztfest®s alkalmaz§sa mellett. A metszetek digitaliz§l§s§hoz 

Pannoramic Scanner p250 Flash k®sz¿l®ket haszn§ltunk (szoftver verzi· 1.11.25.0, 

3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorsz§g), majd a Pannoramic Viewer nevŤ 

szoftverrel elemezt¿k Ŗket (szoftver verzi·  1.11.43.0. 3DHISTECH Kft.). A 

feh®rjekifejezŖd®s m®rt®k®t az egyes metszeteken az ¼n. Quick-score (Q) m·dszerrel 

®rt®kelt¿k. Minden egyes TMA szºvettani core-t kºvetkezŖ m·dszerrel vizsg§ltunk: a 

pozit²v sejtek ar§ny§t megszoroztuk az adott intenzit§s ®rt®kkel (0 ha nincs jel, +1 

gyenge jel, +2 m®rs®kelt ®s +3 az erŖs immunfestŖd®s eset®n). 

4.4 A SEPT9 g®n DNS metil§ci·s vizsg§lata l®zer mikrodisszekt§lt h§m ®s 

strom§lis sejtekben 

4.4.1 MintagyŤjt®s 

A 3 CRC ®s a hozz§tartoz· 3 NAT friss fagyasztott szºvetminta a 4.1.2.1 fejezetben, 3 

eg®szs®ges vastagb®l biopszia gyŤjt®se a 4.1.2.2 fejezetben le²rtak szerint tºrt®nt. A 

vizsg§latban norm§l adjacens ter¿leteket is vizsg§ltunk a tumort·l k®t k¿lºnbºzŖ 

t§vols§gr·l vett szºvetmint§kon (NAT1= a tumort·l maximum 1 cm-re l®vŖ szºvet, 

NAT2= a tumort·l legal§bb 10 cm-re elhelyezkedŖ szºvetr®gi·). A vizsg§lathoz 

felhaszn§lt szºvetmint§k adatait az 13. t§bl§zat foglalja ºssze.  
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13. t§bl§zat: A SEPT9 g®n metil§ci·s vizsg§lata sor§n felhaszn§lt mint§k. *: Astler-

Coller szerint m·dos²tva. 

 Norm§l NAT 1/2 Adenoma CRC 

Adenoma 

tubul§ris 

Adenoma  

tubulovill·zus 

Dukes 

B* 

Dukes 

C* 

Esetsz§m 3 3 1 2 2 1 

NŖ/F®rfi 2/1 1/2 1/0 1/1 1/1 0/1 

Ćtlag 

®letkor 

57Ñ21,8 65,3Ñ10,7 62 73,0Ñ2,8 62,0Ñ12,7 72 

 

 

10. §bra: A tumor melletti adjacens szºvetek (NAT1, NAT2) mintav®telez®s®nek 

m·dja. 

4.4.2 L®zer mikrodisszekci· 

A fagyasztott ®s -80
o
C-on t§rolt szºvetmint§kat fagyasztott (Optimal Cutting Medium) 

be§gyaz· anyagba §gyaztuk (Sakura, Hollandia), ®s -20
o
C-os krioszt§t k®sz¿l®kben 6-8 

Õm-es metszeteket k®sz²tett¿nk. A szºvetmetszeteket 1 mikrom®ter vastag poli-etil®n 

naftal§t membr§nnal bor²tott (PALM Membrane Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss, 

N®metorsz§g) lemezekre helyezt¿k, majd a felhaszn§l§sig -80
o
C-on tartottuk Ŗket. Az 

epiteli§lis ®s strom§lis sejtek elk¿lºn²t®se ®rdek®ben l®zer mikrodisszeci·t 

alkalmaztunk. A k¿lºnbºzŖ t²pus¼ szºvetmint§kb·l kb 10
3 
sejtet gyŤjtºtt¿nk mindk®t 

sejtt²pusb·l. A sejtek szepar§l§s§hoz egy Zeiss inverz mikroszk·phoz csatlakoztatott 

PALM l®zer mikrodisszektor k®sz¿l®ket haszn§ltunk, a sejteket egy, a metszet fel® 
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helyezett adhez²v fel¿letŤ kupakba katapult§ltuk. A gyŤjtºtt sejteket egy protein§z K 

tartalm¼ l²zispufferrel erŖsen ºsszekevert¿k, majd -80
o
C-on t§roltuk. 

4.4.3 L®zer mikrodisszekt§lt sejtek elŖkezel®se 

A l²zispufferben t§rolt sejteket 56
o
C-on 3 ·r§n kereszt¿l inkub§ltuk, majd tov§bbi friss 

protein§z K enzim hozz§ad§sa ut§n 16 ·r§n kereszt¿l 37
o
C-on inkub§ltuk. Minden 

egyes minta liz§tumot DNS konverzi·nak vetett¿nk al§, az alkalmazott protokoll szerint 

elŖzetesDNS izol§l§s n®lk¿l. A kis mintamennyis®g miatt az EPI proColon 2.0 kit 

gy§rt·i protokollj§t m·dos²tottuk, eszerint 45 Õl Bisulfite Conversion Reagent oldatot ®s 

10 Õl Protection Buffer-t adtunk a mint§khoz. A mint§k 80
o
C-on tºrt®nŖ 45 perces 

inkub§ci·j§t (MJ Research Tetrad, GMI, USA) kºvetŖen Binding Buffert ®s poly-dA 

(Qiagen, N®metorsz§g) reagenseket adtunk a mint§khoz, majd az elegyet szilikon 

membr§nt tartalmaz· oszlopra (Zymo Research, USA) m®rt¿k. Deszulfon§l§st 0,2 M 

NaOH hozz§ad§s§val v®gezt¿nk 2 percig, majd AW1 ®s AW2 (Qiagen) pufferekkel 

tºrt®nŖ mos§st alkalmaztunk. A biszulfit konvert§lt mint§kat 40 Õl 50
o
C-ra 

elŖmeleg²tett molekul§ris biol·giai tisztas§g¼ v²zben lettek elu§lva, majd a mint§kat 

felhaszn§l§sig -20
o
C on t§roltuk. A mint§k 92%-§ban a genomi§lis DNS kevesebb volt 

1%-n§l, ami magas konverzi·s ar§nyra utal. K®t l®zer mikrodisszekt§lt mint§ban ez az 

ar§ny 10% feletti volt, de ezeket sem z§rtuk ki a tov§bbi vizsg§latokb·l, hiszen m®g ²gy 

is elegendŖ biszulfit konvert§lt templ§tot tartalmaztak az amplifik§ci·hoz ®s a 

szekven§l· reakci·hoz. 

4.4.4 DNS metil§ci·s vizsg§lat 

A kis mennyis®gŤ biszulfit konvert§lt mint§kat egy k®tl®pcsŖs multiplex 

amplifik§ci·nak vetett¿k al§, amely egyszerre 13 r®gi· felszapor²t§s§ra alkalmas (12. 

§bra). A reakci·ban mint§nk®nt 2 ng biszulfit konvert§lt DNS-t haszn§ltunk. A 

primerek tervez®s®n®l figyelembe vett¿k, hogy komplementer szakaszaikban ne legyen 

CG dinukleiotid, ²gy a metil§ci·s st§tusz ne befoly§solja a primerek biszulfit konverzi· 

ut§ni templ§thoz val· kºtŖd®s®t. A PCR reakci· elsŖ l®p®s®ben multiplex pre-

amplifik§ci·t v®gezt¿nk a 13 primer p§rral, majd ezt kºvett®k a g®nspecifikus (sPCR) 

reakci·k. 
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11. §bra: A SEPT9 g®n lokaliz§ci·j§nak ®s genomi szervezetts®g®nek illusztr§l§s§hoz 

az UCSC genom bºng®szŖt (http://genome.ucsc.edu) haszn§ltuk. (A) Az §br§zolt 

genomi r®gi· 300 kb-t jelen²t meg, az §ltalunk vizsg§lt 8 amplikon (fekete ter¿letek, 1-8 

piros sz§mokkal jelºlve) poz²ci·j§t is jelºlt¿k. A CpG szigetek jelºl®se az amplikonok 

felett tal§lhat·, a g®nrŖl §t²r·d· transzkripci·s vari§nsok jelºl®se pedig az amplikonok 

alatt tal§lhat·. (B) Nagyobb felbont§s¼ k®p a 6 kb hossz¼ r®gi·r·l, amelyen a 4-7. 

amplikonokat tal§lhatjuk. 

 

A multiplex PCR-t a kºvetkezŖ hŖciklus szerint v®gezt¿k a reakci·t: 15 perces 

denatur§ci· 95
o
C-on, majd 20 m§sodperc 95

o
C, 45 m§sodperc 58

o
C, 30 m§sodperc 

72
o
C 50 cikluson kereszt¿l. A reakci·k specifikuss§ga ®rdek®ben a sokszoros²t§s sor§n 

magas hŖfokot, a megfelelŖ term®kmennyis®g el®r®se ®rdek®ben magas ciklussz§mot 

alkalmaztunk. Ezut§n a g®n-specifikus PCR-ek a multiplex PCR-ben haszn§lt primer 

p§rok forward ®s reverz oligonukleotidjaival k®sz¿ltek, azzal a k¿lºnbs®ggel, hogy itt 

minden reverz primer az 5ô v®g®n tartalmazott egy rºvig Ătagò szekvenci§t (cgtcgtcg). A 

Ătagò 3 CG dinukleotidot tartalmazott, ²gy h§rom metil§lt citozinnal egyen®rt®kŤ belsŖ 

kalibr§tork®nt szolg§lt. A multiplex PCR reakci· 2 Õl-es mennyis®ge szolg§lt 

templ§tk®nt, a PCR sor§n a fent eml²tett hŖm®rs®kleti ciklust haszn§ltunk, a reakci·k 

kivitelez®se 96-os plate-ekben tºrt®nt. A keletkezŖ amplikonok szekvenci§j§t tiszt²t§st 

kºvetŖen Sanger szekven§l§ssal elemezt¿k egy ABI 3730 XL k®sz¿l®ken (LGC 

Genomics, Berlin, N®metorsz§g). Az adatelemz®s sor§n a kapott nyers eredm®nyeket az 

EMSE szoftver seg²ts®g®vel ®rt®kelt¿k ki a kor§bban r®szletezett m·dszer szerint [113]. 
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A ki®rt®kel®s sor§n az ºsszes elemzett CG dinukleotidban l®vŖ citozin molekul§ra 

kaptunk egy metil§ci·s sz§zal®kot. A nem metil§lt citozinok a biszulfit konverzi· sor§n 

zajl· deamin§ci· kºvetkezt®ben uracill§ alakulnak, amely a PCR amplikonokban 

timink®nt jelentkezik, m²g a metil§lt citozinok v§ltozatlanul C-k maradnak. ĉgy az adott 

CG dinukleotid metil§ci·s sz§zal®k§t a C nukleotidok ar§nya adja az ºsszes C ®s T 

nukleotidhoz hasonl²tva. Ezut§n minden amplikonban l®vŖ CG metil§ci·s ®rt®keket 

§tlagoltuk, majd hasonl²tottuk ºssze a k¿lºnbºzŖ mintat²pusokban. 

 

12. Ćbra: A SEPT9 DNS metil§ci·s vizsg§lat§hoz haszn§lt amplikonok adatai a CpG 

dinukleotidok eloszl§s§val, sz§m§val ®s az amplikonhossz felt¿ntet®s®vel. 

A reakci·kban kontrollk®nt mesters®gesen metil§lt ®s nem metil§lt DNS mint§k 

k¿lºnbºzŖ ar§ny¼ (0%, 25%, 50%, 75%, 100%) kever®k®t haszn§ltuk. A 100%-osan 

metil§lt DNS mint§t hum§n limfocit§kb·l izol§lt (Millipore, N®metorsz§g), a nem 

metil§lt DNS-t hum§n sperm§b·l izol§lt DNS mint§k szolg§ltatt§k. A metil§ci·s 

sz§zal®kok meg§llap²t§sa sor§n ezeket a mint§kat haszn§ltuk kalibr§tork®nt. A 

statisztikai szignifikancia meg§llap²t§s§ra egyutas ANOVA vizsg§latot haszn§ltunk. 
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4.4.5 Immunhisztok®miai vizsg§lat 

A Septin 9 feh®rjeszint kimutat§s§ra immunhisztok®miai vizsg§latot is v®gezt¿nk, a 

l®zer mikrodisszekci·hoz haszn§lt mintacsoport p§rhuzamos metszetein. A 6 Õm-es 

friss fagyasztott metszeteket 5 percig acetonban fix§ltuk, majd 30 percig sz§r²tottuk. 

Ezut§n PBS-ben mostuk, majd 10 percen kereszt¿l 1%-os BSA oldattal kezelt¿k az 

aspecifikus kºtŖd®sek blokkol§sa ®rdek®ben. A Septin 9 feh®rj®re specifikus 

poliklon§lis elsŖdleges ellenanyagot (Abnova PAB4799, N®metorsz§g) 1:50 h²g²t§sban 

alkalmaztuk 60 percen kereszt¿l 37
o
C-on, majd ¼jabb PBS mos§st kºvetŖen a 

metszeteket Alexa Fluor 546 m§sodlagos ellenagyaggal inkub§ltuk 30 percen kereszt¿l 

37
o
C-on. Magfest®st Hoechst 33258 (Sigma Aldrich, USA) alkalmaz§s§val v®gezt¿nk 

10 m§sodpercen kereszt¿l. Lefed®s ®s sz§rad§s ut§n a metszeteket Panoramic 250 

FLASH fluoreszcens szkennerrel digitaliz§ltuk pco.edge kamer§val ®s 20x nagy²t§ssal 

(PCO AG, N®metorsz§g). A Septin 9 feh®rje relat²v szintj®t az Alexa Fluor 546 

pixelenk®nti §tlagos fluoreszcencia intenzit§s§val hat§roztuk meg a h§m ®s stroma 

sejtekben (10 ter¿let/h§m minta, 4 ter¿let /stroma minta) a Panoramic Viewer Szoftver 

V1.15 (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorsz§g) Histoquant fel¿let®nek 

haszn§lat§val. Az adatokat egyutas ANOVA m·dszerrel elemezt¿k. 
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5  EREDM£NYEK 

5.1 A vastagb®lr§kra jellemzŖ RNS markerek vizsg§lata automatiz§ltan izol§lt 

friss fagyasztott biopszi§s ®s FFPE mint§kon  

5.1.1 Automatiz§lt RNS izol§l§s alkalmaz§s§nak vizsg§lata 

5.1.1.1 Az automatiz§lt RNS izol§l§s ºsszehasonl²t§sa manu§lis m·dszerrel 

¥sszesen 20 friss fagyasztott ®s 20 FFPE metszetbŖl sz§rmaz· automatiz§lt ®s manu§lis 

m·dszerrel kivont teljes RNS kihozatal§t, tisztas§g§t ®s intakts§g§t hasonl²tottuk ºssze 

eg®szs®ges ®s vastagb®l daganatos mint§k eset®n.  

Ugyanazon biol·giai mint§b·l sz§rmaz· friss fagyasztott ®s FFPE mint§kb·l hasonl·an 

magas RNS kihozatal volt jellemzŖ mind automatiz§lt (§tlag Ñ sz·r§s RNS mennyis®g: 

friss fagyasztott norm§lis: 8,3 Ñ 4,16 Õg RNS; friss fagyasztott CRC: 15,6 Ñ 10,28 Õg 

RNS; FFPE norm§lis: 2,7Ñ1,7 Õg RNS; FFPE CRC: 6,2Ñ2,4 Õg RNS), mind manu§lis 

izol§l§s ut§n (§tlag Ñ sz·r§s RNS mennyis®g: friss fagyasztott norm§lis: 7,88 Ñ 4,32 Õg 

RNS; friss fagyasztott CRC: 16,28 Ñ 12,38 Õg RNS; FFPE norm§lis: 1,87 Ñ 1,55 Õg 

RNS; FFPE CRC: 2,8 Ñ 1,51 Õg RNS). 

Az izol§lt RNS minta tisztas§g§ra jellemzŖ OD260/280 ®rt®k k¿lºnbºzŖnek ad·dtak a 

k®t izol§l§si m·dszert ºsszehasonl²tva. Az automata izol§l§s sor§n a friss fagyasztott 

mint§k ®rt®kei a k®zi izol§l§s eredm®nyeihez hasonl·nak bizonyultak, azonban az FFPE 

mint§k eset®n alacsonyabbnak ad·dtak (§tlag Ñ sz·r§s OD260/280: friss fagyasztott 

norm§lis: 2,04 Ñ 0,11; friss fagyasztott CRC: 2,08 Ñ 0,03; FFPE norm§lis: 1,65 Ñ 0,08; 

FFPE CRC: 1,74 Ñ 0,08). A k®zi izol§l§s¼ mint§k OD260/280 ®rt®kei mindk®t 

mintat²pus eset®n magasak voltak (§tlag Ñ sz·r§s OD260/280: friss fagyasztott norm§l: 

1,92 Ñ 0,03; friss fagyasztott CRC: 2,1 Ñ 0,01; FFPE norm§lis: 1,9 Ñ 0,06; FFPE CRC: 

1,9 Ñ 0,07). 

Az OD260/230 ®rt®kek az OD260/280 ®rt®kekn®l tapasztalt elt®r®sekhez hasonl· 

k¿lºnbs®get mutattak a k®t m·dszer ºsszehasonl²t§sakor. Az automatiz§lt izol§l§s ut§n a 

friss fagyasztott RNS mint§k OD260/230 ®rt®kei viszonylag magasak, m²g az FFPE 

mint§k eset®n alacsonyak voltak a k®zi izol§l§s eredm®nyeihez viszony²tva (§tlag Ñ 

sz·r§s OD260/230: friss fagyasztott norm§lis:, 2,14 Ñ 0,05; friss fagyasztott CRC: 2,2 Ñ 

0,03; FFPE norm§lis: 0,67 Ñ 0,27; FFPE CRC: 0,92 Ñ 0,42). A k®zi izol§l§si m·dszerrel 
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ez az ®rt®k is mindk®t mintat²pus eset®n magasnak bizonyult (§tlag Ñ sz·r§s 

OD260/230: friss fagyasztott norm§lis: 1,92 Ñ 0,36; friss fagyasztott CRC: 1,95 Ñ 0,30; 

FFPE norm§lis: 1,88 Ñ 0,21; FFPE CRC: 1,94 Ñ 0,28).  

Az RNS tºredezetts®g mentess®g®t kifejezŖ RIN (10-1) sz§m az Agilent BioAnalyzer 

2100 k®sz¿l®k §ltal a kapott mikrokapill§ris elektroferogramon l§that· 18s ®s 28s 

ribosz·m§lis RNS-nek megfelelŖ gºrb®k alatti ter¿letek ar§nya alapj§n automatikusan 

gener§l·dik. A sk§la legnagyobb ®rt®ke (10) intakt, m²g legkisebb ®rt®ke (1) a teljesen 

lebomlott RNS-re jellemzŖ. Ennek megfelelŖen a RIN ®rt®kek a friss fagyasztott mint§k 

eset®n magasabbak voltak az FFPE mint§k®n§l mind az automatiz§ltan (§tlag Ñ sz·r§s 

RIN ®rt®k: friss fagyasztott norm§lis: 6,1 Ñ 0,05; friss fagyasztott CRC: 6,9 Ñ 0,03; 

FFPE norm§l: 2,27 Ñ 0,20; FFPE CRC: 2,18 Ñ 0,4), mind a manu§lisan izol§lt mint§k 

eset®n (§tlag Ñ sz·r§s RIN ®rt®k: friss fagyasztott norm§lis: 6,6 Ñ 0,35; friss fagyasztott 

CRC: 7,7 Ñ 0,62; FFPE norm§lis: 1,9 Ñ 0,5; FFPE CRC: 2,1 Ñ 0,01) (13. §bra). 
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13. §bra: Az automatiz§lt (A) ®s a manu§lis (B) m·dszerrel izol§lt RNS mint§k 

mennyis®gi ®s minŖs®gi jellemzŖi. A box plot §br§zol§son az egyedi ®rt®kek piros 

pontokkal, a medi§n ®rt®ket v²zszintes vonallal ®s az adatok sz·r§s§t dobozzal 

illusztr§ltuk. (N = norm§l; T = tumor szºvetminta). 

 

5.1.2 A vastagb®lr§kra jellemzŖ RNS markerek vizsg§lata FFPE mint§kon 

5.1.2.1 Az izol§lt RNS mint§k mennyis®gi ®s minŖs®gi adatai 

¥sszesen 30 friss fagyasztott vastagb®l biopszi§b·l ®s 30 FFPE metszetbŖl sz§rmaz·  

automatiz§lt m·dszerrel kivont teljes RNS mennyis®gi, tisztas§gi ®s RNS integrit§si 

®rt®keit hasonl²tottuk ºssze.  

Mindk®t szºvett²pusb·l nyert RNS mint§kra hasonl· RNS kihozatal volt jellemzŖ (§tlag 

Ñ sz·r§s; biopszi§k: norm§lis=5,98 Ñ 1,72 Õg RNS, tumor= 5,77 Ñ 2,27 Õg RNS, FFPE: 

norm§lis = 4,20 Ñ 3,70 Õg RNS, tumor= 7,10 Ñ 3,30 Õg RNS) (14. §bra). A v§rtnak 

megfelelŖen mind az OD260/280, mind az OD260/230 ar§nyok szignifik§nsan 

(p<0,001) magasabbak lettek a biopszi§kban, mint az FFPE mint§kban. A RIN ®rt®kek a 

fagyasztott biopszi§kb·l izol§lt RNS mint§k eset®n (§tlag Ñ sz·r§s; norm§lis = 7,87 Ñ 

0,5; tumor = 7,55 Ñ 0,94) l®nyegesen (p<0,001) magasabbnak ad·dtak, mint az FFPE 

szºvetekbŖl sz§rmaz· RNS mint§kban (§tlag Ñ sz·r§s; norm§lis = 2,60 Ñ 1,20; tumor = 

2,40 Ñ 0,50).  
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14. §bra: Eg®szs®ges ®s tumoros friss fagyasztott biopszi§s ®s FFPE mint§kb·l 

automatiz§lt m·dszerrel izol§lt RNS mint§k param®terei. A) RNS kihozatal (Õg RNS), 

B) OD260/280 ar§ny; C) OD260/230 ar§ny ®s D) RNS integrit§s ®rt®k (RIN). A box 

plot §br§zol§son az egyedi ®rt®keket piros pontokkal, a medi§n ®rt®keket v²zszintes 

vonallal ®s az adatok sz·r§s§t dobozzal §br§zoltuk.  

 

5.1.2.2 G®nexpresszi·s vizsg§lat 

A kor§bbi vizsg§lataink sor§n azonos²tott 11 CRC-specifikus marker g®nexpresszi·s 

vizsg§lat§t 30 friss fagyasztott ®s 30 FFPE mint§n v®gezt¿k elŖzetes csoportmegad§s 

n®lk¿li hierarchikus klaszter elemz®s (unsupervised hierarchical clustering) eredm®nye 

alapj§n k®t nagy mintacsoport keletkezett. Az egyik csoportban a CRC mint§k ®s egy 

§tsorol·dott ®p minta, a m§sikba csaknem az ºsszes ®p minta (14/15) ®s az §tsorol·dott 

CRC esetek (8/15) voltak. Az FFPE mint§k elk¿lºn²t®se sor§n szint®n k®t nagy csoport 

alakult ki, majdnem teljesen tºk®letesen sz®tv§lasztva a CRC ®s ®p eseteket, csak k®t 

CRC minta sorol·dott §t az eg®szs®ges csoportba (15. §bra).  
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15. §bra: A val·s-idejŤ PCR eredm®nyeit §br§zol· hŖm®rs®kleti t®rk®p, amelyen a 

vizsg§lt 11 transzkriptum g®nexpresszi·s v§ltoz§sai l§that·ak a A) friss fagyasztott 

biopszi§kban ®s az B) FFPE mint§kban. A sz²nsk§la a relat²v fokozott expresszi·t·l 

(piros) a relat²v csºkkent kifejezŖd®sig (zºld) illusztr§lja a tapasztalt v§ltoz§sokat. 

Sºt®tk®k s§v a tumoros, m²g a vil§gosk®k s§v az eg®szs®ges/NAT mint§kat jelºli. 

 

5.1.2.3 A marker csoport elk¿lºn²tŖk®pess®ge friss fagyasztott ®s FFPE mint§kon 

A biopszi§s mint§k eset®n maxim§lis hat®konys§ggal siker¿lt elk¿lºn²teni a mint§kat 

(100%; 100%), m²g a (leave-one out m·dszerrel) keresztvalid§lt mint§k eset®n a mint§k 

93,3%-a ker¿lt a megfelelŖ csoportba (14. t§bl§zat). Az FFPE mint§k kºz¿l 6 ®p ®s 8 

tumoros minta automatikusan kiz§r·dott az elemz®sbŖl. A marad®k 9 ®p ®s 7 

tumorminta helyes klasszifik§ci·ja maxim§lis volt (100%; 100%).  
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14. t§bl§zat: Diszkriminancia elemz®s a 11 vizsg§lt transzkriptum kifejezŖd®se alapj§n 

A) friss fagyasztott biopszia ®s B) FFPE mint§kban. A t§bl§zat a becs¿lt csoporthoz 

val· tartoz§st foglalja ºssze az eredeti ®s a keresztvalid§lt csoportokban.  

 

A 

Friss fagyasztott biopszia Csoporthoz val· tartoz§s 

(becsl®s) ¥sszesen 

  Mint§k Eg®szs®ges CRC 

Eredeti  

Mennyis®g Eg®szs®ges 15 0 15 

CRC 0 15 15 

Sz§zal®k Eg®szs®ges 100 0 100 

CRC 0 100 100 

Kereszt-

valid§lt 

Mennyis®g Eg®szs®ges 15 0 15 

CRC 2 13 15 

Sz§zal®k Eg®szs®ges 100 0 100 

CRC 13,3 86,7 100 

B 

FFPE Csoporthoz val· tartoz§s 

(becsl®s) ¥sszesen 

  Mint§k Eg®szs®ges CRC 

Eredeti  

Mennyis®g Eg®szs®ges 9 0 9 

CRC 0 7 7 

Sz§zal®k Eg®szs®ges 100 0 100 

CRC 0 100 100 

Kereszt-

valid§lt 

Mennyis®g Eg®szs®ges 9 0 9 

CRC 0 7 7 

Sz§zal®k Eg®szs®ges 100 0 100 

CRC 0 100 100 
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5.1.2.4 ROC elemz®s 

A 11 tag¼ marker csoport g®nexpresszi·s eredm®nyei alapj§n tºbbszºrºs logisztikus 

regresszi· seg²ts®g®vel egy egyenletet hoztunk l®tre, amelyben a k¿lºnbºzŖ markerek 

eredm®nyei s¼lyozottan szerepelnek. Az eg®szs®ges ®s tumoros biopszi§k 93,3%-os 

szenzitivit§ssal ®s 86,7%-os specificit§ssal voltak elk¿lºn²thetŖek (16. §bra/A). Ezzel 

szemben az FFPE szºveteket magasabb specificit§ssal (96,7%), de alacsonyabb (70,0%) 

szenzitivit§ssal tudtuk megk¿lºnbºztetni (16. §bra/B).  

 

16. §bra: A) Friss fagyasztott biopszi§k ®s B) FFPE mint§k elk¿lºn²t®se a vizsg§lt 11 

marker g®nexpresszi·ja alapj§n meghat§rozott tºbbszºrºs logisztikus regresszi·s 

egyenlet seg²ts®g®vel. Az eg®szs®ges ®s a tumoros mint§k k®t k¿lºn csoportban 

§br§zolva l§that·ak, amelyet egy v²zszintes vonal v§laszt kett® ott, ahol a legnagyobbak 

szenzitivit§s ®s specificit§s ®rt®kek. 
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5.1.2.5 In situ hibridiz§ci· 

Az in situ mRNS hibridiz§ci·val a karbon-anhidr§z 7 ®s a kemokin ligandum 1 mRNS-

ek k¿lºnbºzŖ szºvetter¿leteiken jellemzŖ kifejezŖd®s®t k²v§ntuk vizsg§lni. ElsŖk®nt a 

legy§rtott pr·b§kat egyenk®nt tesztelt¿k k¿lºnbºzŖ szºvettani metszeteken. G®nenk®nt 

1-1 pr·ba alkalmaz§s§val gyenge diff¼z jeleket kaptunk, m²g 2-2 pr·b§t alkalmazva 

jobb jel-zaj ar§ny volt tapasztalhat·. H§rom tumoros p§ciens vastagb®ldaganat szºvet®t 

®s NAT szºvet®t, valamint h§rom adenoma mint§t vizsg§ltunk. Mindh§rom tumoros 

mint§ban azonos²that· volt kifek®lyesed®s ®s invaz²v front r®gi· is. Gyenge CA7 in situ 

mRNS jelet kaptunk a norm§lis vastagb®lszºveti mint§k n®h§ny h§msejtj®ben. Ezzel 

szemben az adenoma ®s CRC mint§kban a CA7 mRNS nem volt kimutathat·. 

Mindh§rom vastagb®ltumor eset®n magas CXCL1 kifejezŖd®st tapasztaltunk n®h§ny 

strom§lis sejtben a tumor kifek®lyesedett r®sz®n. Felt®telezhetŖ, hogy az emelkedett 

CXCL1 kifejezŖd®st mutat· sejtek makrof§gok lehetnek. Az adenoma mint§kban 

CXCL1 jel nem volt kimutathat· (17. §bra).  

 

17. §bra: A CXCL1 ®s a CA7 in situ mRNS hibridiz§ci·ja. Eg®szs®ges (a-d), adenoma 

(e-h) ®s CRC (i-l) FFPE metszeteket CXCL1 ®s CA7 transzkriptumokra specifikus LNA 

pr·b§kkal jelºlt¿nk, emellett negat²v kevert ®s pozit²v (miR-126) pr·b§kat is 

alkalmaztunk. Az in situ jeleket nyilak, a CRC mint§k kifek®lyesedŖ r®gi·j§t U jelºl®s 

jelzi. A metszeteket Nuclear Fast Red fest®kkel kontrasztfestett¿k. A k®peken tal§lhat· 

jelz®s 50 Õm-nek felel meg. 
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5.2 DNS metil§ci·s markerek vizsg§lata vastagb®ldaganatokban 

5.2.1 Automatiz§lt DNS izol§l§s alkalmaz§s§nak vizsg§lata DNS metil§ci·s 

elemz®s sor§n 

5.2.1.1 Az izol§lt DNS mennyis®gi ®s minŖs®gi ellenŖrz®se 

5.2.1.1.1 Az izol§lt DNS mennyis®ge spektrofotometri§s adatok alapj§n 

A friss fagyasztott mint§kb·l automatiz§ltan ®s k®zi m·dszerrel kivont DNS mint§k 

kºzel azonos mennyis®gŤnek ad·dtak. A manu§lis m·dszert az automatikus protokollal 

ºsszevetve, a mennyis®gi ®rt®kek §tlaga nem mutatott jelentŖs k¿lºnbs®get (p<0,01) 

(§tlag DNS mennyis®g Ñ SD; automata: 10,48 Ñ 6,16 Õg DNS; k®zi m·dszer: 14,61 Ñ 

14,05 Õg DNS). A biopszi§s (§tlag DNS mennyis®g Ñ SD; automata: 3,86 Ñ 1,42 Õg 

DNS/3-5 mg szºvet; k®zi m·dszer: 8,50Ñ 3,34 Õg DNS/3-5 mg szºvet) ®s az FFPE 

mint§k (§tlag DNS mennyis®g Ñ SD; automata: 4,61 Ñ 2,36 Õg DNS/metszet; k®zi 

m·dszer: 11,51 Ñ 6,89 Õg DNS/metszet) eset®n a manu§lis m·dszer szignifik§nsan 

(p<0,01) magasabb DNS mennyis®get eredm®nyezett (18. §bra). A mennyis®gi ®s 

tisztas§gi ®rt®kek sz·r§sa az automatikus izol§l§s ut§n kisebb volt, amely a daganatos 

mint§k eset®n volt legink§bb jellemzŖ. 

 

18. §bra: Friss fagyasztott biopszi§s ®s FFPE mint§kb·l automata (Roche) ®s k®zi 

(Qiagen) izol§lt DNS mennyis®ge. Minden csoportban 10-10 vizsg§lt minta volt. A box 

plot §br§zol§son az egyedi ®rt®keket piros pontok, a medi§n ®rt®keket v²zszintes vonal, 

az adatok sz·r§s§t dobozok jelen²tik meg. 
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5.2.1.1.2 OD260/280 ar§nyok 

A spektrofotometri§san m®rt OD260/280 ar§ny alapj§n a nukleinsav izol§tum feh®rje 

tartalm§ra kºvetkeztethet¿nk. Ha az OD260/280 ®rt®k 1,8 ®s 2,0 kºz® esik, akkor 

feh®rjeszennyezetts®gtŖl mentes mint§r·l besz®l¿nk. Majdnem az ºsszes friss 

fagyasztott ®s minden biopszia minta OD260/280 ar§nya 1,8 felettinek ad·dott az 

izol§l§si m·dszerektŖl f¿ggetlen¿l. Az OD260/280 ar§nyok a friss fagyasztott mint§k 

(§tlag OD260/280 Ñ SD; automata: 1,87 Ñ 0,07; k®zi: 1,88 Ñ 0,11) ®s a biopszi§k (§tlag 

OD260/280 Ñ SD; automata: 1,94 Ñ 0,04; k®zi: 1,93 Ñ 0,04) eset®n hasonl·ak voltak. 

N®h§ny automatikus m·dszerrel izol§lt norm§lis FFPE minta OD260/280 ar§nya a friss 

fagyasztott ®s biopszi§s mint§k®n§l alacsonyabb volt. A k®zi m·dszerrel izol§lt 

OD260/280 ar§nya szignifik§nsan (p<0,01) magasabb volt az FFPE mint§k eset®n (§tlag 

OD260/280 Ñ SD; automata: 1,83 Ñ 0,06; k®zi:2,00 Ñ 0,04) (19. §bra). 

 

19. §bra: Friss fagyasztott, biopszi§s ®s FFPE mint§kb·l automata (Roche) ®s k®zi 

(Qiagen) m·dszerrel izol§lt DNS OD260/280 ar§nya. Minden csoportban 10-10 vizsg§lt 

minta volt. A box plotokon az egyedi ®rt®keket piros pontokkal, a medi§n ®rt®keket 

v²zszintes vonallal, az adatok sz·r§s§t dobozokkal §br§zoltuk. 
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5.2.1.1.3 OD260/230 ar§nyok 

A spektrofotometri§san m®rt OD260/230 ar§ny alapj§n a nukleinsav izol§tum s· ®s 

szerves old·szer tartalm§ra kºvetkeztethet¿nk. Ha a fenti ®rt®k 2,0 ®s 2,2 kºz® esik, 

akkor tiszta DNS mint§r·l besz®l¿nk. A friss fagyasztott mint§k viszonylag magas 

OD260/230 ar§nnyal rendelkeztek (§tlag OD260/230 Ñ SD; automata: 2,01 Ñ 0,46; k®zi: 

1,85 Ñ 0,35), ezek az ®rt®kek az automatikus izol§lt mint§kban voltak magasabbak. A 

biopszi§s mint§k eset®n megerŖs²t®st nyert kor§bbi megfigyel®s¿nk, vagyis, hogy a k®zi 

izol§l§s eset®n alacsonyabb ®rt®keket kaptunk (§tlag OD260/230 Ñ SD; automata: 2,71 

Ñ 0,56; k®zi: 2,23 Ñ 0,13). Az FFPE mint§k k®zi izol§l§sa ut§n magas OD26/230 

ar§nyok voltak m®rhetŖek, ez a k¿lºnbs®g a tumoros mint§k kºzºtt szignifik§nsnak 

ad·dott (§tlag OD260/230 Ñ SD; automata: 1,81 Ñ 0,35; k®zi: 1,95 Ñ 0,27) (20. §bra). 

 

20. §bra: Friss fagyasztott, biopszi§s ®s FFPE mint§kb·l automata (Roche) ®s k®zi 

(Qiagen) m·dszerrel izol§lt DNS OD260/230 ar§nya. Minden csoportban 10-10 vizsg§lt 

minta volt. A box plot §br§zol§son az egyedi ®rt®kek piros pontokkal, a medi§n ®rt®k 

egy v²zszintes vonallal ®s az adatok sz·r§sa dobozzal ker¿ltek megjelen²t®sre. 
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5.2.1.1.4 DNS integrit§s 

Pozit²v kontrollk®nt friss fagyasztott mint§kon is elv®gezt¿k a DNS integrit§s 

vizsg§lat§t, ezekben a mint§kban g®lelektrofor®zissel jellemzŖen mind a n®gy amplikon 

kimutathat· volt. Az FFPE mint§kban ezzel szemben a felszapor²that· amplikonok 

sz§ma elt®rŖ volt az egyes mint§k ®s izol§l§si m·dszerek kºzºtt. Ha a k®t k¿lºnbºzŖ 

m·dszerrel, de ugyanabb·l a biol·giai mint§b·l izol§lt mint§k eredm®nyeit p§ronk®nt 

hasonl²tottuk ºssze, kisebb k¿lºnbs®gek ad·dtak a mint§k kºzºtt. Az FFPE csoportban 

a manu§lisan izol§lt mint§k 50%-a (10/20) mutatott magasabb DNS integrit§st, m²g az 

automata m·dszerrel kivont mint§knak csup§n 5%-a (1/20). A vizsg§lt mint§k 45%-a 

(9/20) hasonl· DNS integrit§st mutatott mindk®t izol§l§si m·dszer ut§n (21. §bra). 

 

21. §bra: Az FFPE szºvetekbŖl izol§lt DNS mint§k integrit§sa az automatiz§lt (Roche) 

®s k®zi (Qiagen) izol§l§si m·dszerek alkalmaz§sa ut§n. A van Beers ®s mtsai. §ltal 

kor§bban le²rt protokoll alapj§n v®grehajtott multiplex PCR sor§n a GAPDH g®n n®gy 

k¿lºnbºzŖ hossz¼s§g¼ szakasz§t szapor²tottuk fel (100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp) 

[111]. N=norm§lis minta, N1= 1. norm§lis minta, T=tumor minta, T1= 1. tumor minta 
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5.2.1.2 DNS metil§ci·s vizsg§lat 

5.2.1.2.1 MS-HRM vizsg§lat 

Mesters®gesen metil§lt ®s nem metil§lt, kereskedelmi forgalomban kaphat· (Qiagen 

Epitect DNA standards) DNS mint§k k¿lºnbºzŖ ar§ny¼ kever®k®vel DNS metil§ci·s 

standard kalibr§ci·s mint§kat hoztunk l®tre, amelyek DNS metil§ci·s eredm®nyeit 

standard sork®nt haszn§ltuk fel a biol·giai mint§k elemz®se sor§n. Az olvad§spont 

gºrbe -dF/dT deriv§lt diagram az olvad§spont eredm®nyek §ltal§nos §br§zol§si form§ja. 

Ezek az adatok alternat²v m·don hŖm®rs®kleti t®rk®peken is §br§zolhat·ak, ilyenkor a 

fluoreszcencia intenzit§s ®rt®kek egy sz²nsk§l§n (zºld: 0% metil§lt; piros: 100% 

metil§lt) m§trix rendszerben §br§zolhat·ak, ahol minden oszlop egy-egy mint§t, minden 

sor egy-egy adott hŖfokon m®rt intenzit§s®rt®ket jelent (22. §bra). 

 

22. §bra: A vizsg§latban alkalmazott metil§ci·s standard mint§k (0%, 10%, 25%, 50%, 

75%, 100%) olvad§spont elemz®s®nek eredm®nyei m§sodik deriv§lt f¿ggv®nnyel ®s 

hŖt®rk®pen §br§zolva. A hŖt®rk®pek minden sora egy adott hŖfokot, ®s minden oszlopa 

egy adott mint§t jelºl. A metil§ci·s sz§zal®kok a sz²nsk§la szerint: zºld: 0%-ban 

metil§lt, piros 100%-ban metil§lt. 
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A friss fagyasztott ®s a biopszi§s mint§kb·l izol§lt DNS mint§kkis elt®r®ssel hasonl· 

DNS metil§ci·s eredm®nyeket mutatott. £rdekes m·don a friss fagyasztott mint§k kºz¿l 

a 6. eg®szs®ges minta az ºsszes norm§lis mint§t·l elt®rŖ m·don magas DNS metil§ci·s 

sz§zal®kot eredm®nyezett mindk®t izol§l§si m·dszer eset®n, elsŖsorban az SFRP1 g®n 

eset®n, ami val·sz²nŤleg mintav®teli hib§nak tudhat· be (23. §bra/A, B).  

Az FFPE mint§k kºzºtt ezzel ellent®tben nagyobb fok¼ k¿lºnbs®gek voltak 

kimutathat·ak a k¿lºnbºzŖ izol§l§si m·dszerek alkalmaz§sa eset®n. Ez a k¿lºnbs®g a 

MAL g®n eset®n volt jelentŖs, az SFRP1 ®s SFRP2 g®nekn®l kev®sb®. A MAL assay 

eset®n az egy adott mintacsoporton bel¿li eredm®nyek sz·r§sa is nagyobb volt, ami az 

automatiz§lt izol§l§s ut§n m®g jelentŖsebbnek bizonyult, mint a k®zi m·dszer ut§n (23. 

§bra/C). A fentiek alapj§n a MAL primerp§rral v®gezhetŖ vizsg§latok ®rz®kenys®g®t 

alacsonynak, a h§tt®rzajt magasnak ²t®lt¿k. 

 

23. §bra: A vizsg§latban szereplŖ (a) biopszi§k, (b) friss fagyasztott ®s (c) FFPE 

biol·giai mint§k becs¿lt DNS metil§ci·s %-a hŖt®rk®pen §br§zolva. A hŖt®rk®pek 

minden sora egy adott hŖfokot, minden oszlopa egy adott mint§t jelºl. A metil§ci·s 

sz§zal®kok a sz²nsk§la szerint: zºld: 0%-ban metil§lt, piros 100%-ban metil§lt. NAT= 

tumor melletti adjacens norm§lis szºvet, FFPE=formalin-fix§lt, paraffinba §gyazott 

szºvet. 

DOI:10.14753/SE.2016.1861



75 

 

5.2.1.2.1 A manu§lis ®s az automata izol§l§s alkalmaz§sa ut§n kapott DNS metil§ci·s 

eredm®nyek ºsszehasonl²t§sa 

A k¿lºnbºzŖ izol§l§si m·dszerek szint®n hasonl· eredm®nyeket adtak a biopszi§s ®s a 

friss fagyasztott mint§k DNS metil§ci·s ®rt®kei tekintet®ben (biopszia: R
2
MAL  = 0,93; 

R
2
SFRP1 = 0,61; R

2
SFRP2 = 1,00; friss fagyasztott: R

2
MAL  = 0,72; R

2
SFRP1 = 0,69; R

2
SFRP2 = 

0,76). A line§ris regresszi· szerint sz§molt R
2
 korrel§ci·s koefficiens ®rt®ke alapj§n 

megk¿lºnbºztett¿nk m®rs®kelt (0,36<R
2
<0,67) ®s magas korrel§ci·t (R

2
>0,67). B§r a 

vizsg§lat sor§n csak limit§lt sz§m¼ minta ker¿lt elemz®sre, a k®t izol§l§si m·dszer DNS 

metil§ci·s eredm®nyei kºzt line§ris ºsszef¿gg®st mutattunk ki. Az FFPE mint§kn§l, 

ezzel szemben, ez a korrel§ci· alacsonyabb m®rt®kŤ volt. A h§rom vizsg§lt g®n kºz¿l a 

MAL primer p§r eredm®nyei k¿lºnbºztek legink§bb (R
2
MAL  = 0,09);, m²g az SFRP1 ®s 

az SFRP2 g®nek eredm®nyei kºzºtt nagyobb m®rt®kŤ egyez®st, erŖs korrel§ci·t 

tal§ltunk (R
2
SFRP1 = 0,89; R

2
SFRP2 = 0,89) (24. §bra).  

 

24. §bra: A biopszi§s, friss fagyasztott ®s FFPE mint§k MAL, SFRP1 ®s SFRP2 g®n 

DNS metil§ci·s eredm®nyei kºzºtti korrel§ci· a manu§lis (Qiagen) ®s automatiz§lt 

(Roche) izol§l§si m·dszerek alkalmaz§sa ut§n. Minden egyes korrel§ci·s diagram az 

adott mintacsoportban az adott g®n becs¿lt metil§ci·s ®rt®keit tartalmazza a k®t 

m·dszert ºsszehasonl²tva. A regresszi·s egyenletek, a korrel§ci·s koefficiens ®s a 

determin§ci·s egy¿tthat· (r
2
) a korrel§ci·s diagramok jobb felsŖ sark§ban van 

felt¿ntetve. 
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5.2.2 DNS metil§ci·s markerek azonos²t§sa vastagb®l szºvetmint§kban 

5.2.2.1 G®nexpresszi·s vizsg§lat 

A potenci§lisan DNS metil§ci·s szab§lyoz§s alatt §ll· g®neket a g®nexpresszi·s szintek 

v§ltoz§sa alapj§n v§lasztottuk ki. Kor§bban publik§lt g®nexpresszi·s vizsg§lataink 

adatai alapj§n olyan g®neket azonos²tottunk, amelyek folyamatosan v§ltoz· expresszi·t 

(pÒ0,05) mutatnak a vastagb®l adenoma-karcinoma §tmenet sor§n. A kºvetkezŖ g®nek 

szignifik§ns g®nexpresszi·s elt®r®se (p<0,05) volt megfigyelhetŖ az adenoma vs. ®p ®s 

az adenoma vs. tumor ºsszehasonl²t§sokban egyar§nt: a BCL2, a CDX1, a CYP27B1, az 

ENTPD5, a MAL, a PRIMA1, a PTGDR, a PTGS2, az SFRP1, a SOCS3, a SULT1A1, ®s 

a TIMP1. Emellett az ALDH1A3, a COL1A2, a FADS1, az SFRP2, a SULF1 ®s a THBS2 

g®nek a tumor vs. ®p ºsszehasonl²t§sban mutattak szignifik§ns g®nkifejezŖd®sbeli 

k¿lºnbs®get (p<0,01). 

Annak ®rdek®ben, hogy meg§llap²tsuk, hogy a tºbbf®le sejtt²pust tartalmaz· biopszi§s 

mint§kban tapasztalt g®nexpresszi·s v§ltoz§sok mely sejtt²pusokb·l erednek, l®zer 

mikrodisszekci·t alkalmaztunk, amely seg²ts®g®vel a h§m- ®s a stroma sejteket 

egym§st·l elk¿lºn²tve vizsg§ltuk. Eredm®nyeink szerint h§msejtekben kimutathat· 

szignifik§ns expresszi·s v§ltoz§st (p<0,05) a SOCS3 ®s a PRIMA1 g®nek mutattak az 

adenoma vs. ®p ºsszehasonl²t§sban. A BCL2, a CYP27B1, a COL1A2, a FADS1 ®s a 

SULT1A1 g®nek kifejezŖd®se csak a tumor-norm§l ºsszehasonl²t§sokban bizonyult 

szignifik§nsnak (p<0,05), m²g a CDX1, a ENTPD5, a PTGDR ®s a TIMP1 g®nek 

kifejezŖd®se mindk®t ºsszehasonl²t§sban v§ltoz·nak ad·dott (25. §bra). 
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25. §bra: A kiv§lasztott g®nek kifejezŖd®se az ®p, adenoma ®s tumoros biopszia 

mint§kon. Az eredm®nyeket boxplotokon §br§zoltuk, p§rosan jelºlve k¿lºn a biopszi§s 
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mint§kban ®s a l®zer mikrodisszekci·val izol§lt h§msejtekben tapasztalt v§ltoz§sokat. 

Az y-tengely a log2 normaliz§lt g®nexpresszi·s ®rt®keket jelºli. A boxplot §br§zol§son 

az egyedi ®rt®keket piros pontokkal, a medi§n ®rt®ket v²zszintes vonallal §br§zoltuk, az 

adatok sz·r§sa dobozokkal ker¿lt megjelen²t®sre. Az egyes csoportok kºzºtti 

ºsszehasonl²t§sok szignifikanci§j§t (p<0,05) is felt¿ntett¿k: az adenoma vs. ®p ®s tumor 

vs. ®p ºsszehasonl²t§sokn§l csillaggal jelºlt¿k (*), a tumor vs. adenoma ºsszehasonl²t§s 

szignifikanci§j§t (p<0,05) dupla csillaggal (**) jelºlt¿k. A m®rt ®rt®keknek megfelelŖen 

minden egyes doboz-§br§n m§s sk§l§t alkalmaztunk. Eredm®nyeink alapj§n a biopszi§s 

®s a l®zer mikrodisszekt§lt mint§kban tapasztalt g®nexpresszi·s mint§zatok hasonl·ak 

voltak. 

 

 

A strom§lis sejtek eset®n egyik g®n expresszi·ja sem mutatkozott szignifik§nsan 

elt®rŖnek az adenoma vs. ®p ºsszehasonl²t§sban. Azonban a COL1A2, a FADS1, a MAL, 

a PRIMA1, a SULF1, a THBS2 ®s a TIMP1 g®nek kifejezŖd®se a tumor-norm§l 

ºsszehasonl²t§sokban szignifik§nsan elt®rŖnek mutatkozott (p<0,05). Mivel 

eredm®nyeink alapj§n a strom§lis sejtekben kevesebb ®s kisebb m®rt®kŤ g®nexpresszi·s 

v§ltoz§st tal§ltunk, k®sŖbbiekben elsŖsorban a l®zer mikrodisszekt§lt h§msejteket 

vizsg§ltunk.  

5.2.2.2 HT-29 sejtek demetil§ci·s kezel®se 

A kiv§lasztott g®nek kifejezŖd®sbeli mint§zat§t megvizsg§ltuk demetil§ci·s §genssel 

kezelt HT-29 hum§n vastagb®l adenokarcinoma sejtvonalon is. A demetil§ci·s 

kezel®shez 10 ÕM 5-aza-2ô-deoxicitidint haszn§ltunk 72 ·r§s alkalmaz§si idŖvel. A 

kontrollsejtek eset®n a demetil§ci·s szer old·szer®t, azaz ecetsavat adtunk a 

m®diumhoz. A kezel®stŖl f¿ggetlen¿l 12 transzkriptum eset®n nem volt kimutathat· 

kifejezŖd®s, m²g a marad®k 6 g®nbŖl 4 eset®n (TIMP1, FADS1, CYP27B1, SULT1A1) 

csek®ly g®nexpresszi·s k¿lºnbs®geket tapasztaltunk. A PTGS2 g®n expresszi·ja 

fokoz·dott a demetil§ci·s kezel®s hat§s§ra (logFc k¿lºnbs®gkontroll-kezelt= -1.99), m²g a 

SOCS3 g®n kifejezŖd®se enyh®n csºkkent (logFc k¿lºnbs®gkontroll-kezelt= 0.50) a kontroll 

sejtekhez k®pest (26. §bra). 
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26. §bra: A kiv§lasztott g®nek kifejezŖd®sbeli k¿lºnbs®g®t illusztr§l· hŖm®rs®kleti 

t®rk®p a kontroll ®s az 5-aza-2ô-dezoxicitidin demetil§ci·s §genssel kezelt HT-29 

sejtekben. A microarray eredm®nyek intenzit§s®rt®k®t sz²nsk§l§n §br§zoltuk: piros = 

magas intenzit§s, fekete = kºzepes intenzit§s, zºld = alacsony intenzit§s. A kontroll 

(sºt®tk®k) ®s kezelt (vil§gosk®k) sejtmint§kat triplik§tumban vizsg§ltuk, amelyeket az 

egyes oszlopok jelºlnek, a kiv§lasztott transzkriptumok pedig egy-egy sorban 

tal§lhat·ak. Az §br§n l§that· vizsg§lt g®nek eset®n a demetil§ci·s kezel®s bizonyos 

m®rt®kŤ g®nexpresszi· nºveked®shez vezetett.  

5.2.2.3 DNS metil§ci·s vizsg§lat 

Munk§nk sor§n k®t k¿lºnbºzŖ piroszekven§l§si elj§r§st haszn§ltunk. ElsŖk®nt a 

biopszi§s ®s a makrodisszekt§lt, vegyesen h§m ®s kºtŖszºveti strom§lis sejteket is 

tartalmaz· szºvetmint§kat elemezt¿k. Az eredm®nyeink szerint 18 megv§ltozott 

expresszi·j¼ transzkriptum kºz¿l 4 g®nhez tartoz· 6 vizsg§lt r®gi· mutatott szignifik§ns 

DNS metil§ci·s szint elt®r®st. Ezek kºz¿l a COL1A2, az SFRP2 ®s a SOCS3 g®nek 

vizsg§lt r®gi·ja adenoma ®s tumor mint§kban hipermetil§l·dott, m²g a THBS2 

hipometil§ci·t mutatott a NAT mint§khoz k®pest.  

£rdekes m·don a THBS2 vizsg§lt r®gi·i kºz¿l kettŖ csºkkenŖ, m²g egy r®gi·ja nºvekvŖ 

DNS metil§ci·s szintet mutatott tumoros mint§kban a NAT mint§khoz viszony²tva (27. 

§bra). 
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27. §bra: A DNS metil§ci·s eredm®nyeket illusztr§l· box plot §br§k a biopszi§k ®s 

makrodisszekt§lt NAT, adenoma ®s CRC mint§k eset®n. A piros pontok DNS metil§ci·s 

®rt®keket jelºlnek, a dobozokban l®vŖ vonal a medi§nt, a doboz a sz·r§st mutatja. Az y-
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tengely a mint§k DNS metil§ci·s % ®rt®keket jelºli. Az egyes csoportok kºzºtti 

ºsszehasonl²t§sok szignifikanci§j§t (p<0,05) is felt¿ntett¿k: az adenoma vs. ®p ®s tumor 

vs. ®p ºsszehasonl²t§sokn§l csillaggal jelºlt¿k (*), a tumor vs. adenoma ºsszehasonl²t§s 

szignifikanci§j§t (p<0,05) dupla csillaggal (**) jelºlt¿k. A m®rt ®rt®keknek megfelelŖen 

minden egyes doboz-§br§n m§s sk§l§t alkalmaztunk. Eredm®nyeink alapj§n n®h§ny g®n 

DNS hipermetil§ci·ja mind biopszi§s, mind l®zer mikrodisszekt§lt h§msejtekben 

jelentkezett (p®ld§ul a MAL, a PRIMA1, a PTGDR ®s az SFRP2), m²g voltak olyan 

g®nek is, amelyekben nem volt kimutathat· jelentŖs DNS metil§ci·s szintv§ltoz§s a 

csoportok kºzºtt (p®ld§ul a BCL2, a CDX1, a PTGS2 ®s a SULF1). Makro = 

Makrodisszekt§lt mint§k, LCM = l®zer mikrodisszekt§lt sejtek. 

 

A g®nek DNS metil§ci·s adatait elŖzetes csoportmegad§s n®lk¿li (unsupervised) 

hierarchikus klaszter elemz®ssel vizsg§ltuk, amely alapj§n 3 nagy csoportba lehetett 

osztani Ŗket. Az elsŖ nagyobb csoport (SFRP2, COL1A2, THBS2, SOCS3, CYP27B1, 

SULT1A1, PRIMA1, MAL) viszonylag magas szintŤ DNS metil§ci·t mutatott adenoma 

®s tumoros mint§kban is. A m§sodik csoportba sorol·d· g®nek nem mutattak jelentŖs 

DNS metil§ci·s szintbeli elt®r®st a betegcsoportok kºzºtt. A harmadik klaszterbe csak a 

THBS2 g®n sorol·dott, amely relat²v magas DNS metil§ci·s szinttel rendelkezett a 

mint§kban (28. §bra/A).  
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28. §bra: A kiv§lasztott g®nek DNS metil§ci·s szint k¿lºnbs®g®t illusztr§l· 

hŖm®rs®kleti t®rk®pek. A) NAT, AD ®s CRC biopszi§kban ®s mikrodisszekt§lt 

mint§kban ®s B) NAT, AD ®s CRC l®zer mikrodisszekt§lt h§msejtekben. A DNS 

metil§ci·s eredm®nyeket sz²nsk§l§n §br§zoltuk: piros = magas, fekete = kºzepes, zºld = 

alacsony DNS metil§ci·s szint. A mint§kat oszlopokban, a g®neket sorokban 

§br§zoltuk. Hasonl· DNS metil§ci·s mint§zatokat tal§ltunk a k¿lºnbºzŖ 

mintat²pusokban, hiszen a PRIMA1, az SFRP1, az SFRP2, a MAL, a SOCS3, a 

CYP27B1, a COL1A2 ®s a SULT1A1 g®nek vastagb®l biopszi§kban ®s LCM 

h§msejtekben egyar§nt viszonylag magas DNS metil§ci·s szintet mutatott. N-E = 

eg®szs®ges h§msejtek, Ad-E = adenoma h§msejtek, T-E = CRC h§msejtek. 

 

A l®zer mikrodisszekt§lt h§msejtek DNS metil§ci·s eredm®nyei alapj§n a biopszi§s ®s a 

makrodisszekt§lt mint§khoz hasonl· csoportos²t§st kaptunk. A PRIMA1, az SFRP1, az 

SFRP2, a MAL, a SOCS3, a CYP27B1, a COL1A2 ®s a SULT1A1 g®nek viszonylag 

magas DNS metil§ci·s szintj®t tapasztaltuk mind vastagb®l biopszi§kban, mind az 

adenoma ®s tumoros szºvetmint§k h§msejtjeiben. A m§sodik csoportba tartoz· g®nek 

kºzºtt azok szerepeltek, amelyek nem mutattak jelentŖs DNS hiper-vagy hipometil§ci·t 

(28. §bra/B). 
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5.2.2.4 miRNS vizsg§lat 

A v§ltoz· kifejezŖd®st mutat· miRNS-ek c®lpontjainak kiv§laszt§s§hoz miRWALK 

adatb§zist haszn§ltuk. In silico miRWALK valid§lt modul seg²ts®g®vel sz§mos miRNS 

c®lpontot azonos²tottunk. A vizsg§lt miRNS-ek kºzºtt volt olyan, amely az §ltalunk 

vizsg§lt g®nek transzkriptumait c®lozta. Ilyen volt p®ld§ul a BCL2, a MAL, a PTGS2, az 

SFRP1 ®s a SOCS3 g®nek transzkriptumait pontenci§lisan c®lz· miR-21, amelynek 

kifejezŖd®se a vastagb®ldaganat kialakul§sa sor§n szignifik§nsan nºvekedett. A miR-

21* (c®lpontjai: BCL2, MAL, PTGS2, SFRP1, SOCS3), a let-7i* (c®lpontjai: BCL2, 

CYP27B, SOCS3) ®s a miR-181c (c®lpontjai: ALDH1A3, BCL2, MAL) szint®n fokozott 

expresszi·t mutatott (29. §bra).  

 

29. §bra: A kiv§lasztott miRNS-ek (hsa-miR-21, hsa-miR-21*, hsa-miR-181c, hsa-let-

7i*) normaliz§lt val·s idejŤ polimer§z l§ncreakci·ja sor§n kapott Cp ®rt®kei. A nyers 

Cp ®rt®keket a technikai interplate kalibr§torokkal ®s a legkisebb sz·r§st mutat· miR-

423-5p ®rt®keivel normaliz§ltuk. A piros pontok a normaliz§lt Cp ®rt®kek, a box plot 

vonala a medi§nt, a doboz a sz·r§s ®rt®keket mutatja. A Cp ®rt®kek ford²tottan 

ar§nyosak a miRNS-ek kifejezŖd®s®nek m®rt®k®vel. (N = NAT, Ad = adenoma, CRC = 

vastagb®ldaganat mint§k) 

DOI:10.14753/SE.2016.1861



85 

 

5.2.2.5 Immunhisztok®miai vizsg§latok 

Immunhisztok®miai vizsg§lat sor§n vastagb®l szºvetekben vizsg§ltuk az SFRP1 g®n 

feh®rjeterm®k®nek kifejezŖd®s®t. A NAT mint§kban m®rs®kelt diff¼z festŖd®s (+2) volt 

l§that·, ezzel szemben a miofibroblaszt sejtekre az erŖs diff¼z festŖd®s (+3) volt 

jellemzŖ (30. §bra/A). A tubul§ris adenoma mint§kban gyenge citoplazmatikus 

feh®rjekifejezŖd®st (+1) tapasztaltunk, amelyet n®h§ny ter¿leten erŖs, pontszerŤ 

immunfestŖd®s (+2/+3) k²s®rt (30. §bra/B). A tumoros mint§k tºbbs®g®ben (9/10) 

csup§n gyenge (+1) vagy 0 intenzit§s¼ immunfestŖd®st lehetett kimutatni (30. §bra/C). 

A Q-score elemz®s alapj§n az SFRP1 ºsszfeh®rje mennyis®ge a vastagb®l ®p-adenoma-

karcinoma §tmenet sor§n csºkken (30. §bra/D).  

 

30. §bra: SFRP1 immunohisztok®miai vizsg§latok eredm®nyei reprezentat²v A) NAT, 

(B) adenoma ®s (C) CRC mint§kon. A h§mszºvetekben az SFRP1 feh®rje kifejezŖd®se 

az erŖsen festŖdŖ (+3) miofibroblaszt sejtekhez, mint belsŖ kontrollokhoz hasonl²that· 

(A, piros nyilak). (D) A szemikvantitat²v immunhisztok®miai vizsg§lat eredm®nye (Q-

score ®rt®kek) a NAT, AD ®s CRC mint§k eset®n, amely oszlopdiagramok seg²ts®g®vel 

illusztr§lja a m®rt ®rt®keket, m²g a hibajelek a sz·r§st jelzik. Az SFRP1 g®n §ltal k·dolt 

feh®rje vastagb®l adenoma-karcinoma szekvencia elŖrehalad§sa ment®n folyamatosan 

csºkkenŖ feh®rje kifejezŖd®s®t mutattunk ki. 
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