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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACF = aberréns kripta fokusz (aberrant crypt foci)

ACS = adenoma-carcinoma szekvencia

ACTB = B-aktin haztartdsi gén

BMI = body mass index

BSA = szarvasmarha szérumalbumin (bovine serum albumin)

Cdc = sejtosztdédasi ciklus (cell division cycle)

CEA = carcino-embionalis antigén

cfDNS = circulél6 szabad DNS (circulating free DNA)

CIMP = CpG sziget metildtor fenotipus (CpG island methylator phenotype)
CIN = kromoszémélis instabilitds

CpG = citozin-foszfo-guanin dinukleotid

CRC = vastagbélrédk (colorectal cancer)

CT = detektalasi hatér (cycle threshold)

CTC = virtudlis colonoscopia (CT colonographia)

DCC = deleted in colorectal cancer

DNMT = DNS-metiltranszferaz

DNS = dezoxiribonukleinsav

ER = 0sztrogén-repector (estrogen receptor)

FAP = familidris adenomatosus polyposis

FIT = immunkémiai széklet occult vérvizsgalat (fecal immunochemical test)
GCRMA = GeneChip Robust Multiarray Averaging

GSK-3pB = glikogén szintdz kindz 33

gFOBT = guajak-alapu széklet occult vérvizsgalat (fecal occult blood test)
HLTF = helikdz-szerl transzkripcios faktor (helicase-like transcription factor)
HPP1 = hyperplastic polyposis 1 gén

LCM = 1ézer-mikrodisszekcid (laser capture microdissection)

LOH = heterozigozitas elvesztése (loss of heterozigosity)

MLL = myeloid/lymphoid vagy mixed linkage leukemia gén

mSEPTY = metildlt Septin 9

MSI = mikroszatellita instabilitds

MSI-H = magas szintli mikroszatellita instabilitas
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MSI-L = alacsony szintli mikroszatellita instabilitas

MSS = mikroszatellita stabilitds

MMR = DNS hibajavité (mismatch repair) rendszer

NAT = szovettanilag egészséges szovet a tumor mellett

NGFR = idegi névekedési faktor receptor (nerve growth factor receptor)
0-6-MGMT = O-6- metilguanin-DNS-metiltranszferaz

PET = pozitronemisszids tomografia

PCDH10 = protokadherin 10

PCR = polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

PRESEPT = Prospective Evaluation of Septin 9 Performance for Colorectal Cancer
Screening

PMR = metil4cids szint szazalékos értéke (percent of methylated reference)

RIA = radioimmunassay

RIN = RNS integritdsi szdm

RT-PCR = valés idejii polimerdz lancreakcid (real-time polymerase chain reaction)
RUNX3 = runtszerii tarnszkripcids faktor 3 (runt-related transcription factor 3)
SAM = Significance Analysis of Microarray

SEPT9 = Septin 9

SFRPS5 = szekretalt frizzled-rokon fehérje 5 (secreted frizzled-related protein 5)
TCF =T sejt faktor (T cell factor)

TGF-p = transzformal6 novekedési faktor-3

TMEFF = transzmembran fehérje EGF-szeri és két follisztatin-szeri doménnel
(transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like domains)

UICC = Nemzetkozi Rékellenes Szovetség (Union for International Cancer Control)
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1. BEVEZETES
1.1. A vastagbélrak jelentosége

1.1.1. Epidemiolégia

A vastag- és végbéldaganatok el6forduldsa és gyakorisiaga vildgszerte novekszik.
Napjainkban a harmadik leggyakoribb daganattipus, férfiakndl a prosztata- és
tiildétumorokat, ndknél az emld- és tiidodaganatokat kovetve. Becslések szerint, 2008-
ban 1,24 milli6 djonnan diagnosztizdlt esettel az Osszes tumoros betegség
incidencidjanak 10%-at adtdk [1].

Az eurdpai lakossdgban a 2012-es évben 3,45 millié Gjonnan diagnosztizalt daganatot
és 1,75 millié6 daganat okozta haldlozast becsiiltek. Ebbol az emlétumort kovetve, a
masodik leggyakoribb daganattipus a vastagbéldaganat volt, 447 000 esettel. A
mortalitds tekintetében is a vastagbél daganatok foglaljak el a mésodik helyet (215 000
eset) a tiidotumorok utan [2].

A vastagbél eredetli tumorok megjelenésében foldrajzi kiillonbségek figyelhetok meg. A
betegség tobb, mint 63%-a a nyugati kultirdval rendelkezd fejlett orszdgokban fordul
eld. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Ausztrlidban, Uj-Zélandon és Eurépa nyugati
részén 100 000 emberbdl tobb,mint 40-nél figyelhetd meg, mig Afrikdban és Azsia
bizonyos részein ez a szam kevesebb, mint 6t [3]. A vastagbél tumorok incidencidjanak
emelkedését figyelték meg a kozép-eurdpai orszagokban is, igy hazankban 100 000
emberbol 87-re becsiilték 2012-ben [2].

Etnikai vizsgalatok sordn megfigyelték, hogy a betegség kialakuldsiban igen nagy
szerepet jatszanak a kornyezeti tényezok, mivel azokban a keleti bevandorlékban is

megnott a betegség incidencidja, akik nyugati orszdgokba emigréltak [4].

1.1.2. Stadiumbeosztas

A betegség progndzisit a daganat stddiuma hatdrozza meg. A stadiumbeosztisra
tobbféle moddszert dolgoztak ki: a TNM-rendszert, Dukes-féle (Astler-Coller szerint
modositva) beosztast vagy a Nemzetkozi Rakellenes Szovetség (Union for International
Cancer Control - UICC) klasszifikacios rendszerét (1. tablazat). A TNM beosztas soran

nemcsak a tumor méretét, az invazivitdst, a daganat kiterjedését, hanem a kornyezd,
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tdvoli nyirokcsomok érintettséget €s a szervi attétek jelenlétét is figyelembe veszik [5,
6]. A klinikai gyakorlatban a konnyebben alkalmazhat6 Dukes-féle stddiumbeosztas
haszndlata terjedt el.

1. tablazat: Vastagbél daganatok stidiumbeosztasa

Dukes* UICC TNM 7" Kérbonctani jellemzd
[5] [6] [5, 6] [5, 6]
T, carcinoma in situ: intraepithelidlis érintettség
No: nincs ismert regiondlis nyirokcsomo
- 0 Tis No Mo )
metasztazis
Mj: nincs ismert tavoli metasztazis
A T, NoM, T,: tumor betdr a submucosdba
B1 T, NoM, T,: tumor infiltrdlja a muscularis propriat
- T;NoM, T;: tumor betdr a subserosdba vagy a nem
T4, No M, peritonedlis vastagbél koriili teriiletekre
B2 y - e -
T4,: tumor penetral a viscerdlis peritoneum
1IB
felszinére
T4p,: tumor kozvetleniil a szomszédos szervekbe,
B3 11C T4NoMj
struktdrakba tor
T2 Niwivic Mo regiondlis nyirokcsomo 4ttétek:
A T, N, M, Nj.: 1 regiondlis nyirokcsom¢ érintett,
C1 . . Lo
T Noyy M, Nip: 2-3 regiondlis nyirokcsomd érintett,
Ts.3 Noy My Ni.: tumor depozit(ok) a subserosdban,
I11B
T34 Niaioiie Mo mesentériumban vagy a peritoneummal
T3 Ny, My nem fedett pericolicus vagy perirectalis
C2
T3.4a Noy My szovetekben regiondlis nyirokcsomé
T4.N2.Mg metasztazisok nélkiil
IIIC
N,.: 4-6 regionalis nyirokcsomo érintett
3 Ty N2 My 2w TOTEE Y
Nyy: 7 vagy tobb regiondlis nyirokcsomo érintett
T,: primer tumor nem értékelhetd
To: nincs bizonyiték primer tumorra
IVA Tx0sisr1.4 Nxs 012 My, | Ni: regiondlis nyirokcsomé metasztazis nem
D értékelhetd
M,,: tdvoli metasztazis egy szerven
M,,: tavoli metasztazis egynél tobb szerven
IVB | TupieraNy oaMyp | 10 YO0 &
vagy a peritoneumon

*. Astler-Coller szerint modositva
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1.1.3. Prognozis

A vastagbél daganatok tulélési statisztikdi az elmult években kedvezd tendencidkat
mutatnak a korai diagnézisoknak €s a tovabbfejlesztett kezeléseknek kdszonhetden. Az
eurOpai orszagokban az 5 éves tulélés atlagosan 60% alatt van. A tiinetmentes
stddiumban felismert daganatok tulélési esélyei kedvezdek: Dukes A stddiumban 90%,
Dukes B1 esetén 70% €s Dukes B2 stadium esetében 50%. Klinika tiineteket 4ltaldban a
késdi stddiumu tumorok okoznak, amelyek 5 éves talélési kilatdsai is rosszabbak: Dukes
C1 esetén 40%, Dukes C2 stadiumndl 25%, mig Dukes D esetén 0% [7]. Egy masik
tanulmanyban a legmagasabb értéket, 97,1%-ot az UICC szerinti 1. stddiumban irték le,
mig a legalacsonyabbat, 27,1%-ot a IIIC (T4, N2) stddiumban figyelték meg. A II.
stddiumban 71,5-87,5%-o0s talélést emlit az irodalom, mig a III stiddium tSbbi

alcsoportjaban (IITA-IIC /T4, N1/) 50,5-87,5%-os a tilélés valoszinlisége [8].

1.1.4. Vastagbél daganatok diagnosztikai és sziiromédszerei

A vastagbél daganatos betegek tulélését a korai diagnosztika (felismerés) javithatja. A
diagn6zis mihamarabbi feldllitisa azonban sok esetben nehéz a jellegzetes vagy
specifikus tiinetek hidnya (pl.: széklethabitus valtozas, véres széklet, hasi fijdalom vagy
fogyds) miatt [9]. Ezért a szlirdmddszerek célja a daganat kimutatisa minél kordbbi
stddiumban, esetleg mar a daganatot megel6zo6 allapot észlelése.

A szlirdmddszerek 4ltaldnos kritériumai a kovetkezok: 1. fontos egészségiigyi
problémat sziirjon; 2. a betegség gydgyithaté legyen; 3. korai, még tiinetmentes
allapotban is kimutathaté legyen, 4. a megfeleld szlirdmddszernek elérhetonek kell
lennie; 5. a betegség természete ismert legyen és a bizonyitékon alapulé terdpia széles
korben alkalmazhaté legyen [9]. A szlirdmdédszernek fajlagosnak, érzékenynek,
olcsonak, egyszeriinek, konnyen kivitelezhetonek, biztonsdgosnak és a tarsadalom altal
elfogadottnak kell lennie [10].

A teljes populécié sziirése, a korai rdkmegel6zd éllapotok endoszképos vagy sebészi
ellatdsa csokkentheti a mortalitdst. A vastagbél daganatok tulélési ardnya az ut6bbi
néhiny évben javult a viszonylag korai felismerésnek és a folyamatosan megujuld,

tovabbfejlesztett kezeléseknek kdszonhetden.
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A vastagbél daganatok szlirésének célja az, hogy a daganatokat korai stddiumban
észleljiik, esetleg a daganatokat megel6z6 adenoma stddiumot kimutassa, igy megel6zze
az eldérehaladott stddiumok kialakuldst.

A vastagbél adenomdk sziirésének fontossdgdt igazolja, hogy a daganatok 95%-a
beldliik fejlodik ki. Az 50 éve feletti népesség kb. 1/3-ban igazolhaté adenoma, amelyek
5%-bdl alakul ki tumor. Ez a kockédzat az un. "riziképolypok" esetén még magasabb.
Ebbe a kategdridba tartoznak az egy cm-nél nagyobb polypok, a villosus adenomdk
vagy a legaldbb 20% villosus komponenssel rendelkezd tubulovillosus adenomék, a

tobbszoros (>3) és a stlyos dysplasidt mutaté adenomadk [10, 11] (1. dbra).
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1. abra. A vastagbél daganat kialakulasanak egyik lehetséges modellje

A felso dbrasor forrdsa: [11- médositva]

A vastagbél daganatok sziirésére manapsdg szdmos moédszer haszndlhatd, melyek két
nagy kategdridba sorolhatdk: 1) széklet tesztek vagy nem invaziv tesztek (gFOBT -
guajak-alapua occult székletvér teszt, FIT vagy iFOBT- immunkémiai székletvér teszt és
szé€klet DNS teszt) és 2) eszkozOs vizsgdlatok vagy invaziv tesztek (flexibilis
sigmoidoscopia, kettds kontrasztos irrigoscopia, CT colonographia - virtudlis

colonoscopia vagy colonoscopia).
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Ezeket a teszteket akar kiilon-kiilon, akdr kombindciéban haszndljdk, a rendszeres
szlrést biztositd programok a legmegfelelobb eszkdzok a vastagbél tumorok okozta
mortalitds csokkentésére.

Az Amerikai Rak Egyesiilet (American Cancer Society) a 80-as évek elejétdl javasol
iranyelveket a vastagbél daganatok szlirésére, amelyek az utobbi évtizedekben
bekovetkezett technoldgiai fejlodés kovetkezében némileg modosultak [12]. Jelenleg
minden 50 év feletti, CRC (colorectal cancer - vastagbélrak) kialakuldsa szempontjabodl
atlagos rizik6ju férfinak €s ndnek egyarant a kovetkez6 mddszerek javasoltak vastagbél
polypok és daganatok sziirésére: 5 évente flexibilis sigmoidoscopia vagy 5 évente kettds
kontrasztos irrigoscopia vagy 5 évente CT colonographia (virtudlis colonoscopia) vagy
10 évente colonoscopia. Természetesen, ha az els6 harom moddszer polyp vagy daganat
gyanujat veti fel, vastagbéltiikrozés elvégzése javasolt [12, 13]. A nem invaziv tesztek,
mint a gFOBT vagy a FIT, tovabba a széklet DNS vizsgélat pozitivitdsa esetében is
sziikséges a colonoscopia elvégzése.

Hazéankban un. kétlépcsds és egylépcsds sziirési stratégidk ismertek. A kétlépcsds
stratégia esetén a székletvér vizsgdlat (FOBT) pozitivitist kovetden flexibilis
sigmoidoscopia vagy colonoscopia elvégzése ajanlott, mig az egylépcsds stratégia sordn
maér az els6 1épésben elvégzik az endoszkdépos vizsgélatokat [13]. Ennek az egylépcsds
eljarasnak az elfogadottsdga (compliance-e) a tdrsadalomban alacsony, mivel mér az
elsé korben invaziv vizsgalatokat alkalmaznak.

Az alkalmazott szlirdvizsgalatok ellenére, a két vastagbéltiikkrozés kozott megjelend, tn.
intervallum tumorok is ismertek. Ezek a korai stddiumi, inkdbb a proximalis
colonfélben el6fordulé tumorok daltaldban 6-60 hoénappal a vastagbéltiikrozés utan
jelennek meg. Egy amerikai tanulmany szerint a betegek 3,5-6%-ban mutathatok ki

[14].

1.1.4.1 A gFOBT (guajak-alapu occult székletvér vizsgalat) sziirémodszer

A székletvér tesztek alkalmazdsdval csak a nagyobb vérzd polypokat vagy a
daganatokat tudjdk kimutatni. A széklettel torténd fizioldgids napi vérvesztés 0,5-1,5

ml. Ha a vérveszteség eléri a napi 10 ml-t, a tesztek fele mutat pozitivitast [15].
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Tekintettel arra, hogy ez a vérzés gyakran nem folyamatos, hanem intermittild, az
egyszeri vizsgdlat nem elegendd, ezért legaldbb 2-3 alkalommal sziikséges székletmintat
gylijteni. A teszt egyik eldnye, hogy a gytlijtést a paciens az otthondban is el tudja
végezni.

A guajak-alapu teszt a leggyakoribb széklet vizsgalat, amely a hemoglobin vagy hem
pszeudoperoxiddz-aktivitdsat méri. Egyik hédtranya, hogy peroxiddzokban gazdag ételek
(pl: voros hisok, néhdny nyers zoldség) vagy gydgyszerek (NSAID, aspirin)
fogyasztasat kovetéen alpozitiv eredményt kaphatunk. Hamis negativ eredmény C-
vitamin alkalmazdsa sordn igazolt. Ezért a teszt elvégzése eldtt 3-5 napos diéta javasolt
[10,12]. El6nyei kozé tartozik, hogy olcsé és széles korben elfogadott. Rabdomizalt
vizsgalatok igazoltdk, hogy az 50 év feletti korosztdlyban évente elvégzett gFOBT
vizsgalat a vastagbél daganatok mortalitdsat 16-33%-kal, az incidenciat 17-20%-kal
csokkentette [16]. Erzékenysége (szenzitivitdsa) a nagyobb adenomékra 12%, daganatra
26%, mig fajlagossaga (specificitasa) 88% és 98% kozott mozog [17]. Ezek az értékek
azonban nagy mértékben fiiggnek az alkalmazott teszt mindségétdl, a mintavételi
technikdbol és a minta hidraltsagatdl is [12]. Egy mdsik tanulmény szerint ugyanis a
mddszer szenzitivitisa adenomdkra 41,3%, mig tumorokra 64,3% [18]. A specificitast

késOi adenomadkra €s tumorokra is 87,7-98,1% koriilinek tapasztaltik.

1.1.4.2 A FIT vagy iFOBT (immunkémiai occult székletvér vizsgalat) alapu sziirés

Az eldzovel szemben ennek a széklet tesztnek az egyik eldnye az, hogy kevesebb minta
is elég a vizsgalathoz, a mésik, hogy a human globinnal 1ép reakcidba, igy a nem human
eredetli hemoglobinnal nem reagdl, ezért nem kell szigoru diétat tartani a vizsgalat elott.
Azonban fals pozitiv eredményeket még ebben az esetben is adhatnak a NSAID szerek,
illetve a nem tumor eredetli vérzések, mint az aranyérbdl szdrmazé vérzés [17].
Erzékenysége daganatokra nagyobbnak bizonyult, mint a gFOBT-é (81,8%),
adenomadkra viszont kevésbé szenzitiv (29,5%). Fajlagossdga szdmottevOen nem
valtozott sem daganatokra (96,9%), sem adenomdkra (97,3%) nézve [18]. Mas
tanulmanyok szerint a teszt érzékenysége daganatra 51,8-94,1%, mig fajlagossaga 87,5-
97,8% volt [19, 20]. Tovabbi hatranya a guajak moédszerrel szemben, hogy koltséges,

ezért lakossagi tomegsziirésekre nem alkalmazzak.

11



DOI:10.14753/SE.2016.1841

1.1.4.3 Széklet DNS teszt a vastaghél daganatok sziirésére

Ennek a vizsgdlatnak az alapja a vastagbél falar6l (ép hamrél, adenomardl, daganatrol)
lelok6d6, majd a vastagbél lumenbe keriilo sejtek DNS-ének molekularis elemzése.
Sziirési céllal altaldban tobb markert, Un. paneleket szoktak vizsgdlni az adenoma-
carcinoma szekvencidnak megfelelden, mint K-ras, BRAF, APC vagy p53 gének
mutaciéit, mikroszatellita instabilitdst vagy DNS metilaciot. Hatranyai kozé tartozik,
hogy a tobbi non-invaziv teszthez képest dragdbb €s tobb mintdra van sziikség, valamint
a mintdk megfeleld csomagoldsa és szdllitdsa nagy koriiltekintést igényel [10]. Az
utébbi idében szdmos tanulmdany sziiletett a teszt hatékonysdgardl. Az egy metilacids
markert (vimentin, SFRP2, TPF12 vagy ITGH4 metilacid) vizsgdlé tanulmanyokban a
teszt érzékenységét vastagbél daganatokra 46%-94%-osnak, kés6i adenomékra 21-69%-
osnak taldltdk, mig fajlagossdgat 79-91% koz¢é becsiilték. A kiillonbozd marker
kombindcidkat hasznélé vizsgdlatokban a mddszer szenzitivitdsa daganatokra 75-91%-
os, adenomdkra 44-86%-os volt, specificitdsa pedig elérte a 82-96%-ot [21].
Osszehasonlitva az FOBT-vel, a székelt DNS tesztek szignifikdnsan nagyobb ardnyban
(52% vs. 13%) mutatjdk ki a vastagbél daganatot [22]. A székletbdl K-ras mutéciot,
NDRG4 és BMP3 metilaciét kimutaté mddszer érzékenysége vastagbéldaganatokra és
eldrehaladott adenomakra is magasabb (92,3%; 42,4%), mint a FIT teszt esetében (48%;
23,8%) [23]. A széklet DNS teszt a daganatot megel6z6 allapotok kimutatdsdra is
alkalmas. Heigh és mtsai az 1 cm-nél nagyobb, sessilis (nyél nélkiili), serrated (fogazott
mintdzatd) polypok kimutatdsdra a székletbeli BMP3 metildciét mint DNS markert
talaltdk alkalmasnak (p<0,00001), mig ezen polypok é&szlelésére a FIT teszt

eredménytelen volt [24].

1.1.4.4. Flexibilis sigmoidoscopia sziiromodszer

A rectosigmoideum (kb. 60 cm vastagbél szakasz) dtvizsgdldsdra alkalmas moddszer
eldnye, hogy nem igényel szediciot és az elOkészités sem olyan megterheld a
pacienseknek, mint vastagbéltiikrozés esetén. Legnagyobb hatranya, hogy csak a
proximalis vastagbél szakasz atvizsgaldsara hasznalhat6, igy a disztalis colonfélben 1€vo
elvéiltozasok diagnosztizaldsdra alkalmatlan. Ha azonban elvaltozdsok észlelhetok a

vizsgélt szakaszon, biopszia vétel is torténhet a vizsgdlat soran.
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Flexibilis sigmoidoscopidt kovetd colonoscopidra akkor van sziikség, ha ezekben a
mintdkban adenoma vagy carcinoma igazolddott [12].

A moddszer a vastagbél daganatok incidencidjat atlagosan 18%-kal csokkenti [25].
Specificitasa 94%-os a daganatokra, de szenzitivitasa igen alacsony, ugyanis 28,6-64%

kozott igazolt [26, 27].

1.1.4.5. Kettés kontrasztos irrigoscopia

Az irrigoscopia sordn rontgensugar segits€égével és barium enema felhasznaldsdval
torténik a vastagbél elvaltozasok kimutatdsa. Hatranya, a sugdarterhelés mellett, hogy
olyan mértékii elokészitést igényel, mint a vastagbéltiikrozés €s barmilyen eltérés esetén
colonoscopia elvégzése javasolt. Eldnye viszont, hogy kisebb megterhelést jelent a
péciens szaméra, mint a vastagbéltiikrozés, olcsébb és biztonsdgosabb. Erzékenysége az
1 cm-nél kisebb adenomakra 48%-o0s, a 7 mm-nél nagyobb adenomadkra 73%-os és a

daganatokra 85-97%-os [12], emiatt gyakran kiesik a mindennapi gyakorlatbdl.

1.1.4.6. Virtualis colonoscopia: CT vagy MR colonographia

A CTC vagy CT colonographia egy minimalisan invaziv, computer tomografiat (CT)
alkalmaz6 képalkotd eljards, amivel a colon teljes szakasza atvizsgalhat6. Hétrdnyai
kozé tartozik, hogy teljes elokészitést igényel és mintavételre alkalmatlan, a szervezetet
a vizsgdlat alatt sugdrtehelés éri, valamint a szamitégép daltal rekonstrudlt kép a
nyélkahartya finom részleteit, szerkezetbeli €s szinbeli eltérésit nem tudja megjeleniteni.
Hatranyai ellenére hazankban egyre elterjedtebb €s széles korben hozzéaférhetd. Eltérés
gyantjakor ebben az esetben is javasolt a vastagbéltiikrozés elvégzése. Eldnye, hogy
ritkdn 1€p fel szovodmény, illetve az extralumindris eltéréseket is kimutatja. Szedalast
ritkdn igényel és koltsége a colonoscopidval osszevethetd. Leginkdbb akkor javasolt, ha
a beteg 4ltaldnos dllapota vagy egyéb eltérések (pl. szilikiiletek) esetén a
vastagbéltiikrozés nem kivitelezhetd. Ennek kovetkeztében a paciensek részvételi
ardnya magasabb, mint a colonoscopia esetén [10, 12]. Erzékenysége az 1 cm-nél
kisebb vastagbél polypokra 70-86%-o0s, az 1 cm-nél nagyobb adenomékra 85-93%-os és
daganatokra 96,1%-os. Specificitdsa a 6 mm koriili eltérésekre 83,1%-os, és a 10 mm-

nél nagyobb eltérésre 94,6%-os [28, 29].
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A polypok sziirésére ajanlott protokoll szerint az 5 mm alatti polypokat utankovetni
érdemes, a 10 mm felettiek esetén colonoscopia javasolt [10]. Egy 5-9 mme-es polyp
észlelésekor 3 éveként ajanlott CTC utdnkovetés, mig egyidejlileg tobb 5-9 mm-es
polypus detektdlasakor colonoscopia elvégzése ajanlott [10].

Képalkoto vizsgélatok koziil az MR colonographia egy tjabb lehetséges non-invaziv
sziromoOdszer vastagbél daganatokra. A CT vizsgdlattal szemben elonye, hogy a
vizsgdlat sordn nincs sugarterhelés, de a pacemakerrel vagy beiiltetett fémmel
rendelkezé péciensek nem vizsgdlhatok. Erzékenysége és fajlagossdga nem nagyobb,
mint a tobbi médszernek. Erzékenysége 88%-os, specificitdsa 99%-os az 1 cm-es és az
annal nagyobb polypokra, a vastagbél tumorok kimutatdsira pedig 100%-ban alkalmas
[30]. Azonban koltségessége €s a biopsziavétel hidnya miatt haszndlata lakossagi szintli

szlirésre nem javasolt [9].

1.1.4.7. PET-CT

Egy masik képalkotd vizsgalat, a PET (pozitronemisszidos tomografia) hasznélata is
leginkdbb a metasztazisok kimutatdsira hasznalhaté. Erzékenysége az adenomdkra
ennek a mddszernek sem megfeleld. Egy kordbbi tanulmény szerint az adenomék kb.
24%-a mutathat6 ki PET CT-vel, az érzékenység a polyp méretével parhuzamosan ennél
a moédszernél is emelkedik [31]. Erzékenysége a daganatokra sem megfeleld, mivel
hamis pozitiv eredmények sziilethetnek gyulladdsos dllapotok fenndlldsa esetén [32].
Mivel ez a mddszer is koltséges €s mintavételre itt sincs lehetdség, ezért sziirésre nem

alkalmazhat6 [9].

1.1.4.8. Colonoscopia mint az alapveté diagnosztikai és sziirési médszer

Ez a médszer a vastagbél daganatok szlirésének "arany standard" eljardsa. Elonye, hogy
az egész vastagbél attekinthetd, a nydlkahdrtya kozvetleniil vizsgalhat6, mintavétel
lehetséges €s terdpids lehetdségek - mint pl. a polypectomia - is rendelkezésre allnak.
Azonban ennek a mddszernek a haszndlatakor a legmagasabb a szovédmények ardnya,
valamint teljes elOkészitést igényel, ezért a pdciensek részvételi ardnya alacsony.
Tovabbi hdétranya, hogy driaga és specidlis képzettségli személyzetet igényel. A

vastagbél daganatok incidencidjat 76-90%-kal képes csokkenteni.
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Szdmos tanulmédny ennél a szlirési mdédszernél igazolta a legnagyobb érzékenységet és
fajlagossdgot. Erzékenysége 1 cm-nél kisebb polypokra 75%-os, az 1 cm-nél nagyobb
polypokra pedig 90%-os. A daganatokat 95%-os érzékenységgel mutatja ki,
specificitdsa 99-100% koriil mozog [10, 33].

1.1.4.9. Vér alapu és egyéb non-invaziv eljarasok és fejlesztések a vastaghél

daganatok korai kimutatasara

Ez eddig ismertetett konvenciondlis vér alapu szlirdmddszerek a vastagbél daganatok
korai stddiumban vald biztos kimutatdsara alkalmatlanok. A lakossdg nyitottabb a nem
invaziv eljarasokra, ezért djabb lehetséges sztiromddszerek, terdpiat kovetd utankovetési
mddszerek dllnak kidolgozds alatt.

Az egyik ilyen lehetséges modszer a tumormarkerek kimutatdsa. A vastagbél daganatok
esetében a carcino-embiondlis antigén (CEA) és a carcinoma-asszocialt karbohidrat
antigén (CA 19-9) markereket szoktdk alkalmazni, amelyek szintje szignifikdnsan
megemelkedhet tumor esetén. ElOnyiik, hogy a szérumbdl kimutathatéak, igy minimalis
invaziv beavatkozast jelentek, ezért a lakossag vizsgalatra val6é hajlandésdga esetiikben
igen magas.

A carcino-embriondlis antigén egy sejtadhézidban szerepet jatszé glikoprotein. El6szor
1965-ben irtdk le, mint az elsé antigént, ami a fetdlis colonban és a colon
adenocarcinomdban kimutathatd, de az egészséges felndtt vastagbélben nem [34].
Magas szérum értékét figyelték meg szamos jo- €s rosszindulatu elvédltozasban, mint a
vastagbél-, a hasnydlmirigy-, a gyomor-, a tiid6- vagy az emlétumorokban, valamint
pancreatitis vagy colitis ulcerosa esetén [35]. Chen és mtsai vizsgdlata szerint
érzékenysége a vastagbél daganatra 40,9%-os, specificitdsa 86,6%-0s. Azonban ha egy
apoptézisgatld fehérjével, a survivinnel kombindltdk a vizsgélatot, kedvezObb
szenzitivitast (51,3%) és specificitast (89,9%) kaptak. [36]. A gyenge érzékenység miatt
a teszt alkalmazdsa csak a betegség utdnkoOvetésére, terdpia utdni kidjulds vagy
metasztazis kimutatdsara alkalmazhato. A vastagbél daganat kitjuldsdt megkozelitdleg
80%-o0s szenzitivitassal és koriilbeliil 70%-os specificitassal tudja kimutatni [37].

A CA 19-9 glikoszfingolipid szenzitivitisa CRC-re 26%-os, igy tumormarkerként
torténd haszndlata kevésbé terjedt el vastagbél daganatos betegek korében [38].

Leggyakrabban hasnyalmirigy €s epetiti tumorok detektdlasa hasznaljak.
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A szérum tumormarkerek szintjét azonban szdmos faktor befolydsolhatja, mint pl. a
szervezet hidratdltsdga vagy a beteg testtomege. Chen és mtsai szerint a szérum
tumormarkerek szintjét befolydsolhatja a péciens testtomeg indexe (BMI - body mass
index) is. Megfigyelésiik szerint a magas BMI-vel rendelkez6 egyének alacsony CEA és
CA19-9 szintje az emelkedett BMI éltal okozott hemodilici6 kovetkezménye [39].

Az utébbi években egyre inkédbb terjed a kapszula endoszkdpos vizsgdlat haszndlata,
amely nem igényel invaziv beavatkozast, ezért a lakossdg hozzadllasa pozitiv. Azonban
ez a mddszer is teljes elokészités igényel, tovabbi hatranyai, hogy mintavétel itt nem
lehetséges és szovOdményként a kapszula retencidja el6fordulhat. Lakossdgi szlirésre a

fent emlitett okok mellett magas koltsége is alkalmatlanna teszi [9].

1.1.5. A vastaghbél daganatok genetikai alapjai és a molekularis osztalyozasa

Vastagbél daganatok kialakuldsdban szdmos genetikai és epigenetikai valtozas és ezek
felhalmozdédasa is szerepet jatszik, amelyek az ép vastagbélhdm (epitélium)
adenocarcinomdva val6 dtalakuldsat eredményezik. Ennek molekuldris bioldgiai alapjat
négy kozponti dlldspont teremti meg: 1) a genetikai és epigenetikai valtozasok a sejtek
klondlis novekedése révén okoznak daganat kialakuldst; 2) a daganat képzddése
molekuléris és morfoldgiai szinten is egy tobblépcsds folyamat eredménye; 3) a tumor
1étrejottének egy kulcsfontossagu 1épése a genomidlis instabilitds kialakuldsa; 4) az
oroklodo tipusok megjelenése gyakran Osszefiiggést mutat kulcsfontossdgu genetikai
eltérések csiravonalbeli valtozataival [40].

A genomidlis instabilitds harom f6 molekuldris patolégiai udton johet Iétre: a
kromoszomalis instabilitds (CIN), a mikroszatellita instabilitds (MSI) és a CpG sziget

metildtor fenotipus (CIMP) titvonalakon [41] (2. dbra).
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2. abra: A vastagbél kialakuldsanak molekularis hattere

1.1.5.1. Kromoszomalis instabilitas (CIN)

A vastagbél tumorok kialakuldsdnak megkozelitdleg 70-85%-ért a kromoszomaélis
elvaltozasok felelosek [41]. A CIN ttvonal legelso elvaltozasa egy nydlkahartya 1€zi6, a
dysplasztikus aberrdns kripta goc (aberrant crypt focus = ACF), ami megel6zi a polipok
kialakuldsat. Napjainkban is elfogadott nézet, hogy a vastagbél daganatok a joindulati
elvaltozasokbdl, az adenomdkbdl is kialakulhatnak. Ezeknek benignus elvéltozdsoknak
a megjelenése legaldbb 5 évvel el6zi meg a rosszindulatd tumorok kialakuldsat
(rakelozd allapot) [42]. Az adenomdk megjelenésének foldrajzi eloszldsa megegyezik a
vastagbél daganatok eléforduldsanak régidival [43].

A Vogelstein-féle adenoma-carcinoma szekvencia (ACS) elmélet szerint a vastagbélrdk
kialakuldsa tumor szuppresszor gének inaktivicidja és onkogének aktivacidja
kovetkeztében létrejott, tobblépcsds folyamat eredménye [44].

Bizonyos kromoszoma régiok elvesztése gyakran vezet a vastagbélben tumoros szovet

kialakulasahoz.
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Egészséges szovetben ez az allélvesztés a kromoszomaparnak csak az egyik tagjan
jelenik meg, ha azonban a kiesett régi6 kddolja a normélis szovetndovekedést szabilyozd
tumor szuppresszor gént, akkor ez Kkontrolldlatlan szovetndvekedéshez, tumor
kialakuldsdhoz vezet [45]. Egészséges vastagbél nydlkahartydbol, 1 cm-nél kisebb,
enyhe dysplasidt mutatd, tubularis adenoma johet 1étre az Adenomatosis Polyposis Coli
(APC) tumor szuppresszor gén mutdcidja kovetkeztében [46]. Az APC gén az 5q21
kromoszoma région helyezkedik el, amelynek kiesése vagy a gén mutdcidja a
sporadikus vastagbél daganatok 70-80%-ara jellemz0, tovabba igen magas szdzalékban
megtaldlhatd az adenomdkban is [47]. Csiravonalbeli muticioként az autoszomalis
domindnsan 6roklodo familidris adenomatosus polyposist (FAP) okozza, amelyre korai
felndttkorban nagyszamu (100-1000) vastagbél adenoma kialakuldsa jellemzd [47]. Az
APC gén dltal kodolt fehérje a Wnt jelatviteli dtvonal negativ reguldtora, feladata az
intracelluldris B-catenin koncentricidjanak szabdlyozdsa. A nem mutdlt (vad tipusi)
APC fehérje komplexet képez a B-catenin és GSK-3B fehérjékkel, igy a PB-catenin
lebomlésat segiti el6. Az APC gén mutacidja kovetkeztében az APC fehérje nem képes
a fehérjekomplex kialakitasara, ezért megemelkedik a sejten beliili B-catenin szint. A
szabad p-catenin fehérje bejut a sejtmagba, és a T-sejt faktor (TCF) csaldd
transzkripcids faktoraihoz kotddve olyan gének transzkripcidjat aktivdlja, amelyek
eldsegitik a sejtproliferaciot (c-myc, cyclin D1), az érképzddést (VEGF), vagy gatoljak
az apoptozist (MDR1, survivin) [47-52]. Az APC gén tehdt szdmos sejtfolyamat (mint
pl. az adhézid, az apoptdzis vagy a sejtciklus) szabdlyozdsaban részt vesz [51].

Az ACS kovetkezd genetikai 1€pcsdjén a ras csalddba tartozé K-ras (Kirstein rat
sarcoma) onkogén muticidja all. Az 4ltala koédolt GTP4z aktivitdssal rendelkezd
fehérjének a normadlis sejtproliferdciéban és differencidcioban van alapvetd szerepe.
Mutécigjat a vastagbél daganatok és a nagyobb adenomdk 40-50%-aban kimutattak,
habér a kisebb adenomékban ritkdbban fordul el6 [52, 53]. Mutécidja kovetkeztében a
kis, enyhén dysplastikus, tubuldris adenomébdl, 1-2 cm-es, kozepesen dysplastikus
tubulovillosus adenoma alakul ki [40, 43, 44, 46, 47, 50-53].

A vastagbél karcinogenezis kovetkezd 1épése a 2 cm-nél nagyobb, stlyosan
dysplasztikus adenomdk kialakuldsa, amelyek 1étrejottében a 18-as kromoszdéma hosszu
karjan talalhaté tumor szuppresszor gén, a DCC (deleted in colorectal cancer) vesz

részt.
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A DCC gén altal kddolt fehérjének szerepe van az axon képzddésben, az apoptdzis
indukcidjdban és a sejtproliferacid negativ szabdlyozdasdban [54]. A 18qg21 régid
elvesztését (heterozigozitds elvesztése = LOH loss of heterozygosity) a vastagbél
daganatok 73%-dban, mig az adenomdknak csak 11%-dban mutattdk ki. A
karcinogenezisben betoltott késdi szerepére utalhat, hogy nagyobb szdzalékban (47%)
csak olyan adenomdkban észlelték, ahol a mikroinvazié is megfigyelhetd volt [49].
Ugyanezen a kromoszoma région tovabbi két tumor szuppresszor gén, a SMAD?2 és a
SMAD#4 is taldlhaté. Fehérje termékeik a TGF-B receptorokhoz kapcsol6do jetatviteli
utvonal intracelluldris medidtorai. A receptor heterodimerek (TGF-BRI és TGF-BRII)
képzddése utan a SMAD2 és SMAD3 molekuldk foszforizdlédnak. Ezt kovetden a
SMAD4 fehérjével képeznek heterokomplexet, majd a sejtmagba vandorolva szdmos
sejtfolyamatot (mint pl. a sejtosztddast, a sejtdifferencidciot, a matrix termelddést és az
apoptozist) befolydsolnak. Mutdcidjukat vastagbél daganatokban mutattdk ki, de
adenomadkban eddig nem sikertiilt igazolni [40, 43, 46, 47, 50-52].

A 17-es kromoszoma rovid karjan taldlhaté pS3 tumor szuppresszor gén muticidja és
inaktivacidja felelds a Vogelstein-féle tumorprogressziés modell utolsé szakaszaért, a
carcinoma kialakuldsdért. Mutidciéja a humdn tumorok kb. 50 %-dban megtaldlhaté
[52], invazivitdst mutaté vastagbél adenomdknak is kb. 50%-dban irtdk le, mig
vastagbél daganatokban 50-75%-os a gyakorisaga [47]. Az 4ltala kodolt szekvencia
specifikus DNS-koté fehérje, amely szdmos gén transzkripcidjat szabalyozza. Szerepe
van a sejtproliferacié gatlasban, a DNS-javitds indukcidjdban €és az apoptdzisban [40,
43, 46, 47, 50-52, 55]. A genom Orének is nevezik, mivel DNS karosodds esetén
feltartéztatja a sejtciklust a G1 ellendrzési pontndl, hogy végbemehessen a DNS
hibajavitds. Ha ez utébbi nem kovetkezik be, apoptdzist indukdl. Mutécidja
kovetkeztében ezért nagyobb az esély a DNS kdrosodds felhalmozodasara, genom

instabilitasra és ezéltal a daganat kialakulasra [56].

1.1.5.2. Mikroszatellita instabilitas (MSI)

A genomidlis instabilitds ezen formdjit a sporadikus vastagbél tumorok kb. 15-20%-
aban mutattdk ki. A mikroszatellitdk valtoz6 hosszusagu (altaldban 1-10 nukleotid),
bazisismétlddésekbdl allé rovid DNS-szakaszok, melyek a genomban elszortan, a tumor

szuppresszor gének régidiban is megtaldlhatok.
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A mikroszatellita instabilitds sordn a DNS hibajavité rendszer (mismatch repair /MMR/
rendszer) elvesziti azt a képességét, hogy a DNS replikdcidé sordn képzodott hibdkat
kijavitsa. Igy nukleotid muticiék (inzerciék vagy deléciék) halmozédnak fel a
genomban, valamint a mikroszatellita nukleotid szekvencidk hossza is valtozik, ezzel né
a daganatok kialakuldsanak lehetdsége [52, 57].

A mikroszatellita staitusz meghatarozasdhoz 2 mononukleotid (BAT25 és BAT26) és 3
dinukleotid (D5S346, D2S123 és D17S250) 16kuszt szoktak megvizsgalni. Magas
szintli mikroszatellita instabilitds (MSI-H) esetében a vizsgalt 16kuszok tobb, mint 40%-
aban kimutathat6 az instabilitds. Alacsony szintli mikroszatellita instabilitasrél (MSI-L)
beszéliink, ha a vizsgélt mikroszatellita 16kuszok kevesebb, mint 40%-aban észlelhetd
instabilitds. Mikroszatellita stabilitas (MSS) akkor all fent, ha nincs instabilitdas a
vizsgalt 16kuszokban. A MSI-H tumorok nagy része a hMLHI gén promoter
szakaszdnak DNS metildcidja és ennek kovetkeztében a hMLH1 gén expresszidjanak
megsziinése miatt alakul ki [41]. A sporadikus MSI-H tumorok altalaban kevésbé
differencialtak, mucinosusak és proximalisan helyezkednek el.

A hibajavit6 rendszernek legaldbb 7 tagja van: a hMLH1 (humédn Mut L homol6g), a
hMLH3, a hMSH2 (humdn Mut S homolég), a hMSH3, a hMSH6, a hPMS1 (humaén
posztmitotikus szegregacid, Mut L homol6g) és a hPMS2. A hMLHI és a hMSH?2
fehérjék elengedhetetlenek a hibajavité rendszer miikodéséhez. A hMLH1 (az esetek kb.
60%-4aban), a hMSH2, a hMSH6 és a hPMS2 gének csiravonalbeli mutacidjat
kimutattdk a herediter, polyposissal nem jar6é colon carcinoma szindromaban (HNPCC
vagy Lynch szindréma) szenvedd betegekben [41, 57, 58]. Ez az egyik leggyakoribb (3-
5%) familidrisan 6rokldd6 vastagbél daganat. A daganatok dtlagosan 45 éves életkor
koriil jelentkeznek és az esetek 70%-dban a jobb colonfélben, proximaélisan
diagnosztizdljak Oket. Magas kockéazatot jelent az olyan, nem vastagbél eredetii
daganatok kialakuldsara is, mint az endometrium, a petefészek, a gyomor, a vékonybél,

a hasnydlmirigy, az epeutak, az uréter vagy a vesemedence rosszindulati daganatai [59].

1.1.5.3. CpG sziget metilator fenotipus (CIMP)

A CIMP utvonal a sporadikus vastagbél daganatok kialakuldsanak megkozelitdleg 15%-
aért felel [41].
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Ezekben az esetekben is mikroszatellita instabilitds kovetkezik be, mivel a DNS
hibajavitd rendszer egyik génjének (altalaban az MLH1 génnek) promoter régidjan
taldlhaté CpG sziget hipermetildcidja miatt a hibajavitds inaktivva valik [8]. A CIMP
fenotipus soran kialakulé vastagbél daganatok sajitos klinikai jellemzdi, hogy
proximdlisan helyezkednek el, n6i dominancidval rendelkeznek és rossz a korjoslatuk
[60, 61]. A proximadlisan elhelyezkedd sporadikus vastagbél tumorok kb. 30-40%-a, mig
a disztélis colonfél és a rectum daganatok 3-12%-a CIMP pozitiv [61].

A CIMP pozitivitds megéllapitdsdhoz a CpG sziget metildciés markercsoport vizsgalata
szitkséges. Az optimdlis CpG sziget csoportok vizsgélata azonban még nem egységes.
[61]. A CIMP fenotipuson beliil megkiilonboztetiink alacsony és magas CIMP
kategoéridkat [8]. A magas CIMP fenotipusi (CIMP-H) tumorokban gyakori a BRAF és
a pMLH1 mutéicié és szdmos marker esetében a metilici6 mértéke megnd. Ezzel
szemben az alacsony CIMP tumorokban (CIMP-L) gyakori (92%) a K-ras mutécidja és
kevesebb gén metildcidja ismert [62].

Jass és mtsi. 5 molekuldris tipust irtak le az MSI statuszt €s a CIMP statuszt figyelembe
vételével [62]:

1) CIMP-H fenotipusi és MSI-H tumorok. Erre a csoportra a BRAF mutéci6é és a

pMLHI hipermetildcidja jellemzS. A sporadikus vastagbél daganatok 12%-a tartozik
ide, amelyek altaldban jobb oldali lokalizacidjiak és ndkben gyakrabban fordulnak eld.
Altaldban diploidia, gécos nyédktermelés, alacsony differencidltsig és limfocita
infiltraci6 jellemzi. Kialakuldsuk a fogazott (serrated) adenomdkkal hozhatd
Osszefiiggésbe, igy ezek a daganatok a serrated polyp-dysplasia-carcinoma utvonalat
kovetik [62]. Ez az tutvonal az Osszes vastagbél tumor 10-20%-dnak kialakuldsaért
felelds. A fogazott utvonalra jellemzé BRAF vagy K-ras mutici6 a MAPK szignal
transzdukciés udtvonalon keresztiil az apoptézis csokkenéséhez, a mirigyek
fogazottsdgdnak kialakuldsdhoz vezet. A mikroszatellita instabilitds azonban nem
sziikséges a fogazott dtvonal kialakuldsdhoz [63, 64].

2) CIMP-H fenotipusi és MSS statuszu, fogazott adenomakbdl kialakulé tumorok.

Ezekre a tumorokra részleges hMLHI1, pl6 és trombospodin-1 metilacid, valamint
BRAF mutéci6 jellemzo.
A gyakorisdguk 8%-os, n6i dominancia érvényesiil. Jobb oldali lokalizacidju, diploid,

mucindzus €s alacsony differencidltsagu tumorok tartoznak ebbe a csoportba [62, 65].
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3) CIMP-L fenotipusd, MSI-L tumorok. Eldfordulasi gyakorisaguk 20%-os, fogazott

adenomabdl vagy hyperplasztikus polypbdl alakulnak ki. K-ras muticid, O-6-MGMT
metilacié jellemz6 rajuk. JOl differencidlt, férfi dominancidjd, bal oldali tumorok
tartoznak a csoportba [62].

4) CIMP negativ, MSS tumorok. Ez a leggyakrabban (57%) el6forduld tipus.

Jellemzden bal oldali, sporadikus tumorok tartoznak ide, amelyek tipusos adenomdkbol
alakultak ki. K-ras, p53 és APC mutécio jellemz6 Oket, igy a kordbban mér emlitett
FAP betegség is ide tartozik. Tovabba alacsony limfocita infiltracid, j6 differencialtsag
és a férfi nem dominancidja jellemzi ezeket a tumorokat [62].

5) CIMP negativ, MSI-H stituszii tumorok, amelyek gyakorisaga 3%-os. Altalaban jobb

oldaliak, férfi dominancidjiak, valamint mucinézusak, rossz differencidltsaguiak,
diploidia és lymphocyta infiltracié jellemz6 oket. A hMLHI1, a hMLH2 és a hMSH6
gének muticidja gyakori, ezért a kordbban ismertetett HNPCC tumorok is ide tartoznak

[62].

2. tablazat: A vastagbél daganatok molekuldris és klinikai jellemzoi (Jass [62] és

Cunningham [8] alapjdn)

1 2 3 4 5
CIMP fenotipus Magas Magas Alacsony  Negativ Negativ
MSI statusz MSI-H MSS/MSI-L MSI-L MSS MSI-H
Gyakorisag 12% 8% 20% 5% 3%
APC +/- +/- + +++ ++
K-ras - + +++ ++ ++
BRAF +++ ++ - - -
P53 - + ++ +++ +

hMLH1 statusz Metilalt Részben metilalt Metilalt Normalis Mutalt

Lokalizacié Jobb oldal Jobb oldal Bal oldal  Bal oldal Jobb oldal
Nem No6 N6 Férfi Férfi Férfi

Differencialtsag  Alacsony Alacsony J6 Jo Alacsony
Utvonal "Serrated" "Serrated" "Serrated" CIN MMR
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1.2. DNS metilacio

A DNS metil4cié szdmos gén ki- és bekapcsolddasaban jatszik szerepet, igy részt vesz
az egészséges fejlddésben, de kulcsfontossagu a tumorgenezisben is. A folyamat sordn
metil-csoportok épiilnek be a DNS nukleotid bazisaiba. Erre tobb lehetséges célpont is
létezik. Az egyik az adeninbdzis mddositdsa az N6 atomjian, ez leginkabb
baktériumokban, illetve a legtobb eukaridtiban jellemz6é. Egy madsik, leginkdbb a
Termophilus baktériumokban lehetséges metilacids hely, a citozin bdzis N4 atomjanak
modosuldsa. Leggyakrabban azonban minden organizmusban a citozin bdazisok 5.
szénatomjanak metilacidja zajlik le. A metil-csoport és a szénatom kozti kovalens kotést
a DNS-metiltranszferazok (DNMT) katalizdljak, 1étrehozva ezzel az 5-metil-citozin
bazist. Az eukaridta sejtekben hdrom DNMT csaldd, a DNMTI1, a DNMT2 és a
DNMT3 ismert. A DNMT1 és a DNMT3 fehérjék két doménbdl épiilnek fel, az egyik
az N-termindlis részen egy szabdlyzd rész, a masik a C-termindlison egy katalizald
egység. A DNMT?2 csak a katalizal6 részbdl all [66, 67]. A DNMT1 fehérje igen fontos
a metil4cié szabdlyozdsdban human sejtekben, és hozzdjarul az embriondlis Ossejtek
differencialéddsahoz. A DNMT3 fehérjék ezzel szemben, csak a de novo metilacié
kapcsan aktivalédnak [66, 68, 69, 70].

A metildciés mechanizmus sordn a metil-csoportot az AdoMet kofaktor, vagy mads
néven S-adenozil-metionin nytjtja. A reakci6 elso 1€pése sordn a citozin kibillen a DNS
kettds hélixbdl és a metiltranszferdz enzim szubsztratkotd zsebéhez kapcsolddik. Majd
az enzim aktiv helyén, a katalitikus cisztein-tiol egy dtmeneti kovalens fehérje-DNS
intermedier allapotot alakit ki a citozin 6. szénatomjdval. Igy reaktiv enamin keletkezik,
amely a kofaktor 4ltal biztositott metil-csoporttal 1ép reakciéba. Miutdn a metil-csoport
kotédott a citozin  C5 pozici6jdhoz, -elimindcidval felszabadul az enzim.
Végeredményként tehat S-metil-citozin keletkezik [66].

Emldsokben a metilacid szinte kizardlag az 5'-citozin-guanin-3' dinukleotidokon (CpG,
citozin-foszfo-guanin) torténik meg. A human gének kb. felének promoéter régiéjaban
ilyen C-G gazdag szekvencidk, un. CpG-szigetek (csoportokban, 0,5-4 kb hosszan és
60-70%-o0s C-G tartalommal el6fordul6 dinukleotid szekvencidk). Normadlis sejtekben a
CpG-szigetek nagy része metildlatlan (kivéve a ndi inaktiv X kromoszémat). Metilalt
formaban azonban egyértelmi kozremiikoddi a géncsendesitésnek, mivel egy prométer

régié metildcidja ugyantigy a heterozigozitds elvesztéséhez vezethet, mint a génmutécio.
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Bizonyos promoter régiok fokozott metilacidjaval (hipermetilacioval) kiilonbozo gének
inaktivalédnak, amelynek kovetkeztében fontos sejtfolyamatok médosulnak, ezaltal a
DNS metildciénak szerepe van a tumorképzddésben is. Példaul tumor szuppresszor
gének metildcidja sordn a génatirddas hidnya és a kddold régidk muticidjanak hidnya
figyelhetd meg, igy a folyamat daganat kialakuldsdhoz vezet [65, 66, 67]. A daganat
kialakulasaval 0Osszefliggd metildciokat C-tipusu (cancer-related) metilacioknak
nevezziik. Ez a metilacié tipus fordul elé a CIMP+ fenotipusi tumorokban [65],
amelyekben tobb gén inaktivacidja is kimutathatd, mint a tumor szuppresszor génként
ismert p16, APC, BRCA1 vagy a DNS hibajavit6 hMLH1 vagy az O-6-MGMT gének.
Minden human daganat egyedi hipermetildciés mintdzattal jellemezhetd, de néhdny gén
metil4dcidja tumor-specifikus, mint a petefészek- és emlddaganatokban ismert BRCA1
gén vagy a vastagbél-, gyomor- és endometrium tumorokban igazolt h(MLH1 gén [71].
A DNS metildci6 azonban nem csak a tumorgenezis sordn ismert. A normadlis
egyedfejlddésben is megfigyelhetd metildcid tipust, az A-tipusi (age-related) metildciét
az egészséges vastagbél nydlkahartydban is igazoltdk. Issa és mtsai az Osztrogén
receptor (ER) gén CpG-sziget metilacigjat irtdk le humén vastagbél nyalkahartya
sejtekben az Oregedéssel kapcsolatban [72]. Ugyanezen gén metildcidjat kimutattdk
adenomadkban is, igy ez az oregedéssel Osszefliggd metilacié a tumorgenezis egyik korai
1épcsdje lehet. Ez részben magyardzhatja a korral novekvd vastagbél daganat kialakulasi
esélyt, hiszen a vastagbél daganatok 90%-ban 50 éves kor felett jelennek meg. Az A-
tipusu metil4cié inkdbb fiziol6gids folyamat, mint kéros epigenetikai modosulds, mert
igen nagy gyakorisagu, nagyszdmu sejt érintett altala, minden egyénben el6fordul,
nemcsak a tumoros betegekben, és mert ez a folyamat gén- és szovetspecifikus [65, 73,
74].

A DNS metildci6 hdarom kiilonbozé valtozata ismert: 1) globdlis hipometilacié; 2)
emelkedett DNMT1 szint és 3) regionalis hipermetilaci6 a CpG-szigeteken, ami
gyakran magaba foglalja a gének prométer régidjat is [74].

A genomszintli 5-metil-citozin hidny a human tumorokban az egyik legkordbban leirt
molekuldris moédosulds [75, 76]. A hipometilacié szerepe a tumorgenezisben a
novekedés eldsegitésében nyilvanul meg, onkogének gén-specifikus hipometildcidja
altal. A fenti valtozds azonban gyakran a prométeren kiviili CpG-szigeteken torténik

meg, igy a génexpresszidra gyakorolt kozvetlen hatdsa nem tisztazott [71].
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A csokkent metilacié a genom stabilitasra is hatdssal van. Egy korai tanulmanyban
ragcsalé embrionalis Ossejtet felhasznalva vizsgéltdk a DNMT1 gén hidnyéat, amelynek
hatdsdra a kromoszomalis muticidk szdmdban szignifikins emelkedést észleltek [77,
78].

A genom-szintli hipometildcié egy masik okozdéja a DNMTI1 gén aktivitdsanak
emelkedése [79]. Fokozott DNMTT aktivitast tobb tumorban is kimutattak mar, példaul
a vastagbél- és tiidédaganatokban vagy daganatos sejtvonalakban [74].

Az egyik legelfogadottabb tényezd a human rakképzddésben a prométer régidk de novo
metilacidja. A sporadikus daganatokkal Osszehasonlitva, a csalddi halmozddast mutatd
daganatok majdnem felében az okoz6 gének promoter régidjanak metildcidja a felelds a
tumor kialakuldsaért. A hipermetilici6 kovetkezménye a metildlt gén funkcidjanak
elvesztése, expresszidjanak csokkenése. A promoéter régidk hipermetilacidjat nemcsak

daganatokban, hanem mér a rdkmegel6z6 allapotokban is kimutattdk [74, 78]. (3. dbra)
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3. abra: DNS hipermetilaci6 éltal eldidézett tumor szuppresszor gén atirasi csendesitése

vastagbél daganatos és egészséges colon sejtekben [67 - mddositva]
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Egészséges sejtekben a tumor szuppresszor gén promoter régidban taldlhaté CpG-sziget
altalaban metildlatlan, mig a géntestben talalhaté dinukleotid ismétlodések metilaltak.

Ez az allapot eldsegiti a kiillonbozd transzkripcids faktorok (pl. a TF-1, a TF-2 és a TF-
3) és az RNS polimeraz II (RNA pol II) prométer régidhoz valé kapcsoldddsat, ezéltal a
a gén 4tirdsat. A vastagbél daganatos sejtekben ezzel szemben a CpG-sziget citozin
bazisaihoz metilcsoportok kotddnek, a DNMT enzim kozremilkodésével. Az igy
l1étrejott  hipermetilacié gdtolja a tumor szuppresszor gén atirddasat. Ezzel
parhuzamosan, a géntesten DNS hipometildcié tapasztalhaté, amely a genetikai

bevésddés (imprinting) hidnydhoz, valamint kromoszomalis instabilitdshoz vezet.

1.3. Cirkulalé6 szabad DNS (cfDNS) eredete és alkalmazasi lehetosége a sziirésben

Az utébbi években egyre nagyobb figyelem irdnyult a periférids vérben szabadon
keringd DNS molekuldk kutatdsdra. Human plazmdban valé kimutatdsukrdl eldszor
1948-ban Mandel és mtsai szamoltak be [80]. Ezt kovetden a cirkulalé szabad DNS-161
(cfDNS) sz616 tanulmédnyok célpontjai az autoimmun betegségek voltak [81].
Elsdsorban rheumatoid arthritisben [82] €s szisztémads lupus erythematosusban [82, 83]
szenvedd paciensek szérumdban figyeltek meg szignifikdnsan magasabb keringd DNS
szintet, mint az egészséges kontroll mintdkban.

Az elsO, a ¢fDNS daganatos mintdkbdl valé kimutatdsat célzé tanulmany 1977-ben
jelent meg [84]. Leon és mtsai vizsgdlatukban 173 daganatos minta (tiid6, emld,
vastagbél, fej-nyaki régid, kozponti idegrendszer, genitdlis, uroldgiai daganatok,
leukémia) és 55 egészséges paciens szérum mintdinak szabad DNS szintjét hasonlitottak
0ssze radioimmunassay (RIA) segitségével. A kontroll mintdk 93%-aban a szabad DNS
koncentracié 0 és 50 ng/ml kozti tartomédnyba esett, mig a tumoros mintdk felében a
koncentracid, a normélishoz hasonléan, 0-50 ng/ml kozott mozgott, a masik felében
azonban ez a tartoméany 50-5000 ng/ml-ig terjedt. A daganatos betegek sugarkezelését
kovetéen alacsonyabb szabad DNS szintet mértek, mint a kezelés eldtt.
Tanulmdnyukban nem taldltak Osszefiiggést a cfDNS szint és a tumor elhelyezkedése
vagy mérete kozott. Ezt kovetden szamos vizsgalat sziiletett a szabad DNS szint és a
malignitds kozotti Osszefiiggésr6l. A daganatos mintdkban kimutatott cfDNS szint
tekintetében igen széles a skdla. Stroun és mtsai magas cfDNS koncentraciét (12,3

ug/ml) mértek 4ttétes rectum tumorban szenvedd péaciensek plazm4jaban [85].
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Ebben a vizsgdlatban az egészséges kontroll csoportban nem észleletek mérhetd cfDNS
koncentraciot.

Boni és mtsai szintén szignifikans kiilonbséget mutattak ki vastagbél daganatos és
egészséges paciensek plazmdjabdl izoldlt szabad DNS szint kozott. Valos ideji PCR
(RT-PCR) vizsgélat haszndlataval a kontroll csoportban az dtlagos cfDNS koncentraci6é
0,85 ng/ml volt, mig a daganatos mintdké 4771 ng/ml [86].

Nemcsak a kvantitativ vizsgédlatok eredményeztek kiilonbséget a kontroll csoport és
tumoros mintdk kozott, hanem a szabad DNS genetikai médosuldsdnak kimutatédsa is.
Péld4ul a vastagbél daganatban szenvedd péciensek szabad DNS mintdiban a K-ras
mutacid és pl6 gén hipermetildcié a betegség kitjulasdval €s a rossz progndzissal van
Osszefiiggésben [87, 88]. A vastagbél daganat diagnézisat segitheti a HLTF és a HPP1
gének emelkedett szérumbeli metildci6ja, bar ezzel a vizsgélattal leginkdbb az
elérehaladott esetek bizonyultak kimutathaténak [89].

A szabad DNS eredetére is tobb elmélet sziiletett. Egy korai vizsgalatban megfigyelték,
hogy humdan limfocitdk in vitro DNS-t bocsatanak ki a kornyezetiikbe mindenféle
befolydsolds, stimulus nélkiil. Tanulmanyuk szerint a kibocsdjtott DNS nem az
elpusztult sejtekbdl szarmazik, mivel ezen DNS mennyisége nem véltozott az
inkubdcids 1d0 novelésével €s a sejtpusztuldsi ardny sem novelte az extracelluldris DNS
mennyiségét [90]. Késobb két f6 mechanizmust, az apoptozist €s a nekrdzist tették
felel0ssé a szabad DNS eredetéért. A daganatos apoptotikus és nekrotikus sejtek tipikus
DNS fragmenticiés mintdzattal rendelkeznek €és néhdny esetben ezt a mintdzatot
igazoltdk a cfDNS vizsgdlatokban [91]. Diehl és mtsai tanulmdnya szerint a cirkulalé
DNS forrdsai a nekrotizdlé tumorsejtek, ugyanis hasonlé muticiot észleltek a szabad
DNS-ben, mint a tumorsejtekben. Az invaziv tumorok nagy nekrotikus régidkat
tartalmaznak, azonban ezek a sejtek kozvetleniill nem bocsdjtanak ki DNS-t az
extracellularis térbe, hanem a makrofagok éltal bekebelezett nekrotikus sejtek, majd az
azok altal megemésztett sejtek DNS-e keriil a véraramba [92]. Tehat vagy a nekrotizalé
€s apoptotizald sejtek bocsatjak ki a DNS-t a vérbe, vagy maguk a tumorsejtek 1épnek

be a keringésbe és azok lizisét kovetden keriil a DNS szabad forméba [93].
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A szabad DNS éI6 tumorsejt-eredetére utal és az apoptotikus ut ellen sz6l, hogy
apoptoézist indukdld radioterdpia ellenére sem novekszik meg a cfDNS szint, valamint
az, hogy a korai stddiumban 1év0 tumoros betegek vérében is kimutathatd, ahol
viszonylag alacsonyabb az apoptdzis €s nekrozis aranya.

Szintén ezt tdmasztja ald, hogy olyan tumoros sejtkultdra vizsgalatokban is kimutattak a
feliiluszoban szabad DNS-t, ahol igen alacsony volt az apoptézis vagy a nekrdzis [94].
Feltételezik, hogy az onkogén tartalmi cirkuldlé DNS-ek intrinsic onkovirusként
viselkedhetnek, mert egészséges sejtekbe 1épve tumoros transzforméciét okozhatnak,
ezaltal kulcsszerepiik lehet az attétképzOdésben is [94].

A szabad DNS eredetének egy tjabb megkozelitésére utalnak azok a tanulmanyok,
amelyek a neutrofil granulocitdk altal kibocséjtott extracelluldris csapddkrél (NET —
neutrophil extracellular traps) szdmolnak be. A neutrofil granulocitdk ezzel, a féleg
DNS-t tartalmazé héldzattal, az extracelluldris sejtek fertdzoképességét csokkentik és
megolik a baktériumokat [95], tovdbba szerepiik lehet thrombosis kialakuldséban is [96,
97]. SLE-ben szenvedd betegekben figyelték meg, hogy a neutrofil granulocitdk
nagyobb mennyiségben szabaditanak fel NET hélézatot, amely a betegség
kialakulasdhoz sziikséges plazmacitoid dendritikus sejtek krénikus aktivaciojit okozza
[98, 99].

Felmeriil a kérdés, hogy a szabad DNS vizsgilatokhoz vérplazma vagy szérum
haszndlata javasolt. Steinman vizsgalata szerint, egészséges egyének plazma és szérum
mintdit 6sszehasonlitva, a plazma csoportban mérhetetleniil alacsony a DNS szint, ezzel
szemben szérumban dtlagosan 1,9 ug/ml szabad DNS koncentricié észlelhetd. A
fentiekbdl kovetkezik, hogy az egészséges egyének plazma mintdjdban detektalt szabad
DNS patolégids eseményre utalhat [100]. A szérum és plazma DNS izolatumokat
Osszehasonlitva, a szérumban mért DNS szennyezett lehet sejtes elemekbdl szarmazd
DNS-sel, ezért a vérvételt kovetden napok milva is emelkedik a szérum DNS szint
[101].

Mindezen vizsgdlatok alapjan igen nagy figyelem irdnyult a szabad DNS alapd

vizsgalatokra, kiilonb6z6 daganatokkal valé Osszefiiggésére.

1.4. A Septin géncsalad

A septin (SEPT) csaldd az evoluici6 sordn fennmaradt, P-hurokkal rendelkezé GTPaz

szupercsalddba tartoz6, GTP-kotd és filamentumképzd fehérjék csoportja.
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Az élesztdgombdkban (Saccharomyces cerevisiae) mutattdk ki Oket eldszor, mint a
sejtosztodasi ciklusban részt vevo Cdc (cell division cycle) géneket [102].

A septinek a sejtosztédasban részt vevo sejtek kozotti sikban, az tun. osztédasi
bardazddban helyezkednek el. Feltételezések szerint az anya-lednysejt szétvalasakor
sziikséges nyaki filamentumok képzddésében jatszanak szerepet, de kolcsonhatdsban
vannak a citoszkeleton alkotéival, az aktinnal €s a tubulinnal egyarant. Ma mar ismert,
hogy magasabb rendli él6lényekben is megtaldlhatok €s tobb sejtfolyamatban - mint a
sejtpolaritds meghatdrozds, a citoszkeleton atrendezddés, a membrdn dinamika, a
vezikula transzport és az exocitdzis - is szerepet jatszanak, [103].

A septin gének a gerincesekben is fennmaradtak, sot szamuk valdsziniileg a
génduplikdcidknak koszonhetéen emelkedett. A humdn szervezetben eddig 14 septin
gént fedeztek fel, koziilikk néhany nélkiilozhetetlen a mit6zishoz, mig masok elsdsorban
a posztmitotikus eseményekben jatszanak szerepet. A septinek a diffizids barrier
kialakitdsan kiviil részt vesznek a vezikula transzportban, az apoptézisban és a
sejtmozgasban [104].

A septin fehérjék minden szovettipusban kimutathatok, de néhanyan koziililk magasabb
expressziot mutatnak a limfoid szdvetekben (1, 6, 9, 12), az agyi szovetekben (2, 3, 4, 5,
7, 8, 11) és a humdén testisben (14) [105, 106]. A SEPT2 és a SEPTO feltehetdleg a
citokinézisben jatszik szerepet, mig a SEPTS, a SEPT6 és a SEPT9 a tumorgenezisben
[103, 107, 108].

Szamos septin transzkriptum 4tesik az alternativ splicing folyamatan, amely sordn egy
adott kodold szakaszrdl tobbféle mRNS is keletkezhet. Az intronokkal (nem kédold
szakaszok) egyiitt egyes exonok (kodold szakaszok) is kivdgdédhatnak a pre-mRNS
szekvencidbol, ezért ugyanarr6l a génrél képzodd érett mRNS eltérd fehérjéket
kédolhat. Az emlds septin fehérjék egyik kozos jellemzdje, hogy tobb alternativ splicing
varidnssal rendelkeznek. Példdul a Septin 9 gén 18 kiilonbozd transzkriptuma 15
polipeptidet koédol, hossza (SEPT9_vl, v2 és v3), kozepes (SEPT9_v5) és rovid
formaban (SEPT9_v4). A septin 9 transzkriptumai koziil kettd ugyanazt a polipeptidet
kédolja (SEPT9_v4 és SEPT9_v4*). A legtijabb kutatdsok alapjdn azonban tovabbi
traszkriptumokra is fény deriilt, mint a SEPT9_v6 és a SEPT9_v7 [109]. A 18 splice
varidns a 6 db (alfa, béta, gamma, delta, epszilon és zéta) 5° vég és 3 db (SV1-3) 3’ vég
keveredésébol keletkezik [110].
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Ez nemcsak a SEPT9-nél fordul eld, ugyanis a SEPT4, a SEPT6 és a SEPT8 géneknél is
megfigyeltek hasonlo jelenséget. A SEPT6 és a SEPTS esetében 4-4 izoforma ismert.

A SEPT4 génben az alternativ splicing legaldbb 6 izoformat eredményez: kettd a
mitokondriumban mutathaté ki, koziiliik az egyiknek apoptotikus folyamatokban lehet

szerepe. A tobbi izoforma a citoplazmdban taldlhaté és kapcsolatban lehetnek a

daganatok kialakuldsdval [103, 111].

1.4.1. Septinek osszefiiggése kiilonb6zo betegségekkel

A Septin gének eltéréseit tobb betegségben is kimutattdk (pl. neuroldgiai eltérések,
infekcidk és daganatos elvaltozasok), de korélettani szerepiik még nem ismert.

A humén Septin gének egy része az idegrendszerben is termelddik, a SEPT3 gén
fokozott miikodését példaul idegi differenciacioban irtdk le [112]. Ezért feltehetOleg a
Septin géneknek tobb idegrendszeri betegség kialakuldsdban is szerepiik lehet. A
SEPT1, a SEPT2 és a SEPT4 gének az Alzheimer-betegségre jellemzd neurofibrilléris
plakkok kialakitdsdban jatszhatnak szerepet, mivel képesek kotddni a tau-alapu
helikallis filamentumokhoz [113]. A SEPT2/6/7 fehérjekomplex részt vesz a
mirkotubulusok stabilizdldsdban, ezdltal hozzdjarulhat az Alzheimer kérban észlelt,
mikrotubulus asszocidlt kéros tau-aggregatumok allandésdgahoz [114]. A SEPT2 gén
GTP-kotod képességének gatldsa modosult neuritok képzodéséhez vezet, tovabba a gén
fokozott expresszidjat mutattak ki agyi tumorokban [115]. A SEPT4 felhalmozddésat
juvenilis parkinsonizmusban [116], mig fokozott SEPT5 expressziot Down
szindromdban figyeltek meg [117]. Az autoszomdlis domindns oroklédést mutatod
amyotrophia neuralgica genetikai vizsgélata sordn, a 17. kromoszéma hosszu karjan, a
SEPT9 génben észleltek mutdcidkat [118].

A SEPT2, a SEPT9 és a SEPT11 esetében igazolni lehetett, hogy a citokinézisben
betoltott szerepiik alapjan részt vesznek a bakteridlis sejtek gazdasejtekbe vald
bejutdsdban [119].

A septin gének és a daganatok kozti kapcsolat kimutatisara leukémids betegek
vizsgélata soran keriilt sor. A 11-es kromoszoman talalhat6 MLL (mixed lineage
leukemia protein-1) gén atrendezédése (leggyakrabban kromoszémédlis transzlokécid
formdjdban) a human leukémidk kb. 10%-dban megtaldlhat6, de a csecsemokori

leukémidk esetén tobb, mint 70%-ban igazoltdk [120].
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Az MLL fuizids partnerei kozott a SEPT2 [121], a SEPTS [122], a SEPT6 [123,124], a
SEPTO [125] és a SEPT11 [126] is megtaldlhatd.

A legels6 fizids partnerként igazolt septin gén a SEPT9 volt akut myeloid leukémids
betegségben, ezért kordbban MSF génnek vagy mas néven MLL septin-like fusion
génnek nevezték el [127]. Azéta a 11. (MLL gén) és a 17. kromoszéma (SEPT9) kozti
transzlokdaciot tobb, féleg akut myeloid leukémids esetben irtdk le.

A masik bizonyiték a septin gének és a daganatok kapcsolatira az ovdrium- és
emlétumorokban megfigyelt allél eltérések. Emlddaganatos egérmodell kisérletekben
fokozott SEPT9 génmikodést igazoltak, valamint ugyanez a kutatdcsoport humén
mellrdkos sejtvonalat vizsgdlva magas SEPT9 expresszids szintet mutatott ki [128].
Human ovarium- és emlétumoros vizsgalatokban is a 17-es kromoszéma hosszu karjan
észleltek teljes vagy részleges allélvesztést, ahol a SEPT9 gén taldlhaté [129, 130].
Késobbi vizsgdlatok a SEPT9 gén egyes transzkriptuma varidnsainak elemzését
céloztak. A kiillonbozd transzkriptumokra érzékeny elemzések segitségével igazolhatd
volt, hogy a splice varidnsok szovetspecifikusak. A petefészek- és emlddaganatokban a
leginkdbb a SEPT_vl1, a SEPT9_v4 és a SEPT9_v4* jelennek meg. Emlddaganat
sejtekben a SEPT9_vl transzkriptum fokozott expresszidjat észlelték [131]. A v4
izoforma 4ltal koédolt két splice varidns expresszidja azonban kiillonbséget mutat: a
SEPT9_v4 transzkriptum a magzati és egészséges felndtt szovetekre jellemzd, mig a
SEPT9_v4* egészségesekben alacsony szinten mutathaté ki vagy mérhetetlen, de
daganatokban domindns [132]. Scott és mtsai petefészek daganatsejtekben a SEPT9_v1
€s a SEPT9_v4* fokozott miikodését figyelték meg. A legmagasabb expresszids értéket
a serosus €s mucinosus borderline tumorokban irtak le [133].

A hematoldgiai és ndgydgydszati tumorokon kiviil a septin csaldd tagjait mas daganatos
elvatozasokban is kimutattdk. Urologiai daganatokban a SEPT4 fehérje expresszid
70%-0s pozitivitdst mutatott prosztata-, hudgyhdlyag-, és vesedaganatos betegek
vizeletmintdjdban [134]. A septin fehérjék szerepét agydaganatokban is igazoltdk. A
mutans SEPT2 fehérje astrocytomakban, a SEPT3 fehérje medulloblastomédban, mig a
SEPT7 protein negativ korrelacigjat a gliomdkban észlelték [135, 136]. SEPT9 gén

metildciot a fej-nyaki daganatok esetében is leirtak [137].
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1.4.2. SEPT9 és a vastagbélrak

A septin géncsalad tagjai koziil a SEPT9 gén DNS metilacidjat igazoltdk vastagbél
daganatos betegek esetében.

Lofton-Day és mtsai irtdk le el6szor a SEPT9 metildcidét, mint lehetséges
vastagbéldaganat biomarkert. Vizsgédlatuk célja periférids vér alapi epigenetikai
markerek kutatdsa volt vastagbél daganatos betegek mintdibol. Restrikciés enzim alapud
technikdaval 56 lehetséges markert azonositottak, majd microarray €és RT-PCR
mddszerekkel 3 gént (TMEFF2, NGFR, SEPT9) vilasztottak ki, amelyek megfeleld
markerei lehetnének a vastagbél daganatoknak. A SEPT9 gén esetében a daganatos
mintdk 69%-ban észleltek metildciét, mig az egészséges esetek 14%-dban volt
kimutathat6 a metildcié [138]. Késobb két fiiggetlen csoporton, nagyobb mintaszdmon
tesztelték a SEPT9 gén metil4cidjat. A validacié sordn az elsé mintacsoportban 252
vastagbél tumoros mintabol 120 esetben (48%) detektaltak SEPT9 hipermetilaciot, az
egészséges kontrollcsoport 102 esete koriil csupan 7 paciensnél (7%) volt kimutathat6 a
SEPT9 metilacié. A masodik fiiggetlen csoport vizsgalata sordn 73/126 daganatos minta
(58%) és 18/183 egészséges plazma minta (10%) mutatott metilalt SEPT9 pozitivitést.
Osszességében  72%-0s  szenzitivitdst és  90%-os  specificitdst  tapasztaltak.
Vizsgélatukban az 1 cm-nél nagyobb polipok kb. 20%-dban észleltek magas SEPT9
metil4cids szintet. Alacsony pozitivitast igazoltak mas daganatos mintdk (11/96) és nem
daganatos betegségek (41/315) vizsgalata sordn [139]. A kimutatdsi moddszer
modositdsa (4j DNS izoldldsi mdodszer nagyobb volumenili plazma mintdbdl, javitott
biszulfit konverzids technika, médositott RT-PCR elemzés) utan a SEPT9 metilacié
szenzitivitisa 68-72%-o0s, a specificitds 89-93%-os lett [140]. Az ) moddszert
alkalmazva 29-37%-ban figyeltek meg SEPT9 hipermetilaciot vastagbél daganatot
megeldzd édllapotokban (adenoma és hiperplasztikus polyp esetén) [141]. Egy masik
kutatécsoport, eltérd izolacids €s detekcidos mddszert alkalmazva 90%-os érzékenységet
€s 88%-o0s fajlagossdgot igazolt, valamint az adenomdk csoportjdban 12%-ban észlelt
SEPT9 hipermetildciét [142].

A SEPT9 gén emelkedett metildcids szintjének vastagbél daganatos mintdkban torténd
kimutatdsara szamos eset-kontroll vizsgélat késziilt. A multicentrikus klinikai kutatdsok
Osszefoglal6 neve PRESEPT (Prospective Evaluation of Septin 9 Performance for

Colorectal Cancer Screening) tanulmdny lett, amelyet az amerikai-német Epigenomics
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cég inditott. Az els6 Eurépdban mar kereskedelmi forgalomban kaphaté teszt az Epi
proColon kit, amelyet azon pécienseknek javasolnak, akik elutasitjdk az egyéb
szirdvizsgélatokat.

Az Epigenomics cégen kiviil a Quest Diagnostics, az ARUP Laboratory és az Abbott
Molecular tarsasdgok is ajanlanak metilalt SEPT9 alapt vizsgélatokat [143, 144].
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2. CELKITUZESEK

Egyre tobb vizsgdlat bizonyitja, hogy a Septin 9 gén hipermetilacié miatti expresszid
csokkenésének szerep lehet a vastagbéldaganatok kialakuldsaban. Kevés informécié all
azonban a rendelkezésiinkre a SEPT9 benignus vastagbél eltérésekben, illetve
kiilonbozo lokalizacidju vastagbél tumorokban valé expresszidjardl, valamint a SEPT9
gén szoveti €s plazma metilacios szintjének Osszehasonlitdsardl és ennek a szabad DNS

mennyiséggel valé osszefiiggésérol.

Munkédm sordn a kdvetkezd célokat tliztem ki:

1. A SEPT9 gén metildcids szint eltérések vizsgdlata és Osszehasonlitdsa periférids vér
€s szoveti szinten a vastagbél adenoma-carcinoma szekvencia soran;

2. a SEPT9 gén hipermetilacié hatdsdnak tanulmanyozéasa a Septin 9 mRNS, illetve
fehérje expresszidra a colorectdlis adenoma-carcinoma szekvencia elorehaladdsa soran;
3. a SEPT9 splice varidnsok expresszids vizsgalata 1ézer mikrodisszektalt egészséges és
vastagbél daganatos mintdkban;

4. a cirkuldlé szabad DNS mennyiség €s a SEPT9 gén metilacios szint korrelacigjanak
vizsgalata;

5. a metilalt SEPT9 szenzitivitisanak és specificitisdnak meghatarozdsa eltérd
lokalizaci6ju (jobb és bal oldali) vastagbél daganatok esetén és

6. a modszer hatékonysdganak 6sszehasonlitdsa egyéb nem invaziv médszerekkel, mint

az FOBT vagy az utdnkovetésre hasznalt CEA-meghatérozas.
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3. MODSZEREK

3.1. Mintak és betegek

A vizsgalataimhoz hasznélt vér- és szoveti biopszids mintdkat a Semmelweis Egyetem
II. sz. BelgyOgyaszati Klinikdjan gytjtottik Ossze. A sebészeti mintavételek a
Semmelweis Egyetem Transzplantacids és Sebészeti Klinikdjan torténtek.

A mintavételeket a Regiondlis, Intézeti Tudomanyos és Kutatdsetikai Bizottsag
(TUKEB) jovahagyasdval végeztiik el. A kutatasban részt vevd paciensek teljes korl
informdciét kaptak a vizsgélatokrdl, ezt kovetden pedig a TUKEB éltal jovdhagyott
beteg beleegyezd nyilatkozatot alairtdk. Azon péacienseknél, akiknél felmeriilt
malabszorpcié gyanuja, akut egészségiigyi beavatkozast igényld tevékenység sziikséges
volt a mintavétel idején vagy a vastagbél tumoron kiviil mds daganatos megbetegedése
volt, nem tortént mintavétel. A mintavételt megel6zden €s a mintavétel idopontjdban a
tumoros betegek egyike sem részesiilt radiolégiai vagy kemoterdpids daganat
kezelésben. Tanulmdnyunkban minden paciens dtesett rutin kolonoszképos vizsgalaton.
Az endoszkopos vizsgélatot kovetden, a paciensek, mintdk osztdlyozdsa patoldgiai
szovettani elemzést kovetden tortént. A 3. és 4. tdbldzatban szemléltettem a

vizsgalatokba bevont paciensek szamat, illetve klinikopatoldgiai adatait.

3. tablazat. A vizsgélatokba bevont 6sszes betegcsoport klinikopatoldgiai adatai

Egészséges/ .
3 Ossz. CRC CRC CRC CRC CRC
Ep AD
CRC I II 111 IV NI
nyalkahartya
Esetszam 141 59 161 31 43 58 27 2
No/férfi 88/53 22/37 82/79 13/18 24/19 29/29 14/13 2/0
Atlag-
53,4 67,7 67,52 70,9 70,3 69,8 66,6 60
életkor

AD = adenoma, CRC I, CRC II, CRC, III, CRC IV = AJCC rendszer szerinti stddium

beosztds, CRC NI = nem ismert a tumor stadiuma
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4. tablazat. A vizsgélatokba bevont paciensek szama

Eg’észséges AD Ossz. CRC CRC CRC CRC CRC
/Ep nykh. CRC | 11 111 1\% NI
szovet vs.
plazma
mSEPT9 24 26 34 6 11 11 5 1
RT-PCR
Biopszia
mRNS 7 13 15 0 5 6 4 0
microarray
LCM
mRNS 6 6 6 0 6 0 0 0
microarray
IHC 10 14 13 0 7 5 0 1
Splice
varians 7 0 15 5 6 0 4 0
RT-PCR
c¢fDNS RT-
PCR 24 26 34 6 11 11 5 1
mSEPTY
RT-PCR
(jobb vs. 94 0 93 25 14 36 18 0
bal oldal)

AD = adenoma, CRC I, CRC II, CRC, III, CRC 1V = AJCC rendszer szerinti stddium
beosztdas, CRC NI = nem ismert a tumor stadium, RT-PCR = valés idejii PCR (real-time

PCR), LCM = lézer-mikrodisszekcio (laser capture microdissection)

3.2. A SEPT9 gén DNS metilacids vizsgalata vérplazma és szoveti mintakon

3.2.1. Mintagyiijtés

A SEPTY9 gén metilaciés mintdzatdnak meghatdrozasdhoz egészséges, adenomds és
vastagbél daganatos betegek periférids vér €s szovet mintdit hasznaltuk fel. A vérplazma
és szoveti metildcids értékek Osszehasonlitdsdhoz ugyanazon pacienstdl vettiink vér- és
szovetmintat. A vizsgélatban 24 egészséges, 26 enyhén diszplasztikus (low-grade
dysplasia) adenomds (1 cm-nél nagyobb atmérdji, vagy szovettanilag tubulovillosus,
villosus komponens tartalmi) és 34 tumoros (6 I stddiumd, 11 II stddiumu, 11 III
stddiumd, 5 IV stddiumu és egy ismeretlen stidiumi) péaciens vér- és szovetmintdit

hasznaltuk fel (5. tdblazat).
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5. tablazat. A SEPT9 gén metilaciés szintének meghatarozasahoz hasznélt mintdk

Egészséges Adenoma CRC
24 26 34
RT-PCR T TV VvV NI I 1 I IV NI

7 15 3 1 6 11 11 5 1
CRC = vastagbélrdk, RT-PCR = valos idejii PCR, T = tubuldris adenoma, TV =

tubulovillosus adenoma, V = villosus adenoma, I, II, 111, IV = AJCC rendszer szerinti

CRC stddium beosztds, NI = nem ismert tumor stddium

A periférids vérmintdkat a péciensek konyokvéndjabol vettik le EDTA csovekbe
(Vacutainer, Becton Dickinson, New Jersey, USA). Minden pécienstdl kb. 9,5 ml vér
keriilt levételre. A periférids véreket a vérvételt kovetden 4 o6réan beliil lecentrifugdltuk
1350 rcf fordulatszamon és 12 percen, szobahOmérsékleten, majd a feliilisz6t ismét
centrifugdltuk azonos koriilmények kozott. A centrifugdldsok sordn hemolizalé mintak
megsemmisitésre keriiltek. A masodik centrifugdcidéra a magas hattér DNS elkeriilése
érdekében volt sziikség. Az igy keletkezett plazma mintdkat felhasznalasig -80°C-on
taroltuk.

A biopszia mintdkat az endoszképos vizsgélat sordn vettilk. Betegek esetén az
elvaltozasbol, egészséges pacienseknél pedig a vastagbél kiilonbozd szakaszaibol,
véletlenszerti médon. Az igy nyert szovetmintdkat nukleinsav stabilizdlds miatt azonnal
RNAlater (Qiagen, Hilden, Németorszag) oldatba helyeztiik, majd szintén -80°C-on

taroltuk felhasznéldsig.

3.2.2. DNS izolalas és biszulfit konverzio

A biopszia mintdk esetében az elsé 1€pés a mintdk homogenizédldsa volt Polytron PT
1600 E asztali szovet homogenizatorral (Kinematica Inc., NY, US). Ezt kovetden a
DNS izolél4s a High Pure DNA Mini kit (Qiagen) €s a QIAmp DNA Mini kit (Qiagen)
segitségével tortént. Az igy nyert DNS mintdkat -20 °C-on tdroltuk a tovédbbi

felhasznalasig.
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A plazma mintdk DNS izoldldsa esetében, paciensenként 3,5 ml plazmat hasznaltunk az
Epi proColon Plasma Quick Kit (Epigenomics AG, Berlin, Németorszag)
alkalmazasaval. Az Epi proColon kit ezen része tartalmazza a biszulfit konverzi6 1€pést
is. A biszulfit kezelés vagy biszulfit konverzié a DNS metilaci6 stitusz megitélésében
van segitségiinkre. A folyamat sordn a nem metildlt citozin bazisok a biszulfit s6
hozzdaddsanak kovetkeztében uracillda alakulnak at, mig az 5. szénatomon metilalt
citozin nukleotidok valtozatlanok maradnak (4. abra). Ezt a molekularis valtozast lehet

detektdlni kiilonbozé molekuléris bioldgiai médszerekkel.

M, Szulfonalas NH,
N/ HSOSA +HN/
)=
0™y CH 0 S0,
H H
Citozin Citozin-szulfonat
HO Hidrolitikus
deaminacio
NH4
Alkali-
0 deszultonalas
HN | __HSO,
o |}|
Uracil Uracil-szulfonat

4. abra. Biszulfit konverzio reakcidja

A konverzio sordn a biszulfit ion kotodik a citozin bdzishoz, majd az ezt koveto
deamindcios lépéssel uracil-szulfondt jon létre. Végiil a deszulfondlds eredményként
uracil keletkezik. Ezzel szemben az 5-metilcitozin bdzisok nem mennek végig a
deamindcion, igy vdltozatlanok maradnak.

Kép forrdsa:
http://www.methods.info/Methods/DNA_methylation/Bisulphite_sequencing.html
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Minden elemzés sordn, a munkafolyamat eredményességének ellendrzésére
alkalmaztunk un. kiils6 kontrollokat, melyek a vizsgéalt SEPT9 metilaciora pozitivak,

illetve negativak (Epi proColon Control Kit, Epigenomics AG).

3.2.3. Kvantitativ RT-PCR

A kvantitativ RT-PCR reakciéhoz az Epi proColon kétirinyd PCR (duplex PCR)
vizsgélatot hasznéltuk (Epi proColon PCR kit, Epigenomics). Az eljards egy részrol
olyan biszulfit konvertdlt DNS szekvencidkat detektdl, melyek metildlt CpG részeket
tartalmaznak a Septin 9 gén v2 régidjdn, mdsrészt a PB-aktin (ACTB) haztartdsi gén
régi6jan beliili biszulfit kezelt DNS szekvencidkat is. Igy egyidejiileg, azonos reakci6
soran torténik a metildlt SEPT9 szekvencidk detektaldsa €s a teljes biszulfit konvertélt
DNS alloméany mérése.

A metildlt és metildlatlan szekvencidk elkiilonitésére az RT-PCR sordn metildlt SEPT9
specifikus fluoreszcens detekcids probat és biszulfit konvertdlt, metildlatlan szekvencia
specifikus blokkoldkat (blockers) haszndltunk. Igy a reakcié sorin csak a metilalt
szekvencidk amplifikécidja torténik meg. A duplex PCR a Septin 9 kimutatdsdra olyan
primereket tartalmaz, amelyek CpG dinukleotidmentes teriiletekre lettek tervezve. A
duplex RT-PCR reakcidhoz LightCycler 480 (Roche, Basel, Svijc) késziiléket

hasznaltunk, az 6. tablazatban feltiintetett hociklus alkalmazasaval.

6. tablazat. A Septin 9 kvantitativ RT-PCR hdciklusa

Héfok (°C) Id6
Enzim aktivacio 94 20 perc
Denaturaci6 93 30 mésodperc
50 ciklus Annelécio 56 35 mésodperc
Extenzi6 62 5 mésodperc
Hiités 40 30 masodperc

Tekintettel arra, hogy az Epi proColon PCR teszt egy kvalitativ eljards, a kvantitativ

mérésekhez a CT értékek feljegyzését és kalibracids gorbét alkalmaztuk.
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A kalibraciés gorbéhez biszulfit konvertdlt, teljesen metildlt kontroll DNS-t
hasznaltunk (EpiTect bisulfite converted, fully methylated control DNA; Qiagen) 30,
15,5, 2, és 0,8 ng/PCR higitdsokban.

3.2.4. Statisztikai elemzés

Az RT-PCR eredmények értékeléséhez detektdldsi hatarokat (CT - cycle threshold)
vettiink figyelembe (7. tdbldzat). Minden minta esetében 3 PCR ismétlést végeztiink. A
kiilsé kontrollok elemzése minden esetben sziikséges volt. Ertékelhetetlen volt a
vizsgalat, ha vagy a pozitiv vagy a negativ kontrollok barmely futdsanak CT értéke
kiviil esett a detektdldsi hatdrokon. A plazma és a szovet eredményeinek értékeléseit az
un. 2/3-as elemzési moddszer szerint végeztik el: SEPT9 hipermetilaciét akkor
igazoltunk egy mintdban, ha a 3 PCR reakciobol legalabb 2 a detektélési hataron beliilre
esett (SEPT9: <50 CT, ACTB: < 33,7 CT). Abban az esetben, ha egy minta 3 PCR
ismétlésébdl legalabb 2-nél nem észleltiink SEPT9 gorbe emelkedést és az ACTB CT
értéke sem lépte at a megadott hatarértéket (< 33,7 CT), a minta mSEPT9 negativnak

mindosiilt.

7. tablazat. Az RT-PCR reakciok detektaldsi hatarai
SEPT9 ACTB

PCR futasok Eredmény
CT CT
Pozitiv ,
3/3 <40,5 <303 Ervényes pozitiv kontroll
kontroll
Negativ ,
3/3 -- <371 Ervényes negativ kontroll
kontroll
Min. 2/3 <50 <33,7 SEPT9 pozitiv
Paciens Min. 2/3 - <33,7 SEPTY negativ
minta Barmely ;
Barmely futas it > 33,7 Ervénytelen

SEPT9 - Septin 9 gén, ACTB - p-aktin hdztartdsi gén, CT - detektdldsi hatdr (cycle
threshold)
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3.3. A SEPT9 gén hipermetilaciojanak hatasa az mRNS expressziora

3.3.1. Mintagyiijtés a microarray vizsgalatokhoz

A  SEPT9 metilici6 mRNS expressziora gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatdhoz
szovetmintdkat haszndltunk. Vastagbéltiikr6zés sordn 7 egészséges, 13 adenomads (6 jol
differencialt és 7 rosszul differencialt), valamint 15 CRC-s (5 I stadiumu, 6 II stadiumu
és 4 1V stadiumu) betegtdl vettiink biopszids mintdt. Az igy gylijtott szoveti mintdkat

azonnal RNAlater (Qiagen) oldatba helyeztiik, majd -80°C-on taroltuk felhasznélésig.

3.3.2. Nukleinsav izolalas, minoségi és mennyiségi ellenérzés

A biopszia mintadkbdl torténd teljes RNS izoldlashoz az RNeasy Mini Kit-et (Qiagen),
hasznaltuk a gyart6 leirdsa szerint. A biopszids mintdk homogenizalasdhoz Polytron PT
1600 E asztali szovet homogenizitort (Kinematica Inc.) alkalmaztunk. Az RNS
mennyiségi ellendrzésére NanoDrop spektrofotométert (NanoDrop, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, US), a mindségi ellendrzésre automatizilt kapillaris
gélelektroforézist (2100 Bioanalyzer és RNA 6000 Pico Kit, Agilent Inc, Santa Clara,
US) hasznaltunk. Az RNS mintdk mindségét RNS integritdsi szdmmal (RIN) lehet
jellemezni, amely az RNS degradécigjatol fiiggden egytdl tizes skdldn mozog. A
kisérletekbe csak a megfeleld mindségli, intakt, 7-nél nagyobb RIN értékii mintdkat
hasznéltuk fel. A mennyiségi ellenOrzést kovetden a teljes izolatumot felhasznéltuk a

microarray vizsgéalatokhoz.

3.3.3. Microarray vizsgalat

A biopszids mintdk esetében 5-8 pg teljes RNS-bdl szintetizaltunk biotinnal jelolt cRNS
probakat egy-koros jelolési modszerrel (One-Cycle Target Labeling), tisztito 1€pésekkel
(Sample Cleanup Module) és in vitro transzkripcidval (IVT Labeling Kit) az Affymetrix
rendszer (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA) feldolgozasi sémdjat kovetve
(http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_s2_manual.pdf).

Ezt kovetden a kapott cDNS-ek tisztitdsat (Sample Cleanup Module) €s in vitro
transzkripcidjat (IVT Labeling Kit) végeztiikk. Minden esetben 10 pg fragmentalt cRNS
keriilt hibridizdlasra a HGU133 Plus2.0 microarray-re (Affymetrix) 16 6raig 45 °C-on.
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Az aspecifikus hibridizdcié gitlasdra a gyarté utasitdsa szerint hering sperma DNS-t
(0.Img/ml Promega, Wisconsin, USA) és szarvasmarha szérumalbumint (BSA) (0.5
mg/ml, Invitrogen, Carlsbad, USA) alkalmaztunk. Ezt kévetéen a chipek GeneChip®
Fluidics Station 450 berendezéssel (Affymetrix) torténd mosdsa soran eltavolitottuk a
nem vagy rosszul kotodott cRNS komponenseket. A festéskor a biotinhoz kapcsol6dé
sztreptavidin-fikoeritrin (Molecular Probes, Carlsbad, CA) konjugatum altal 1étrejott
immunreakcié fluoreszcens jeleit detektdltuk a chip leolvasdsa (GeneChip® Scanner

3000; Affymetrix) soran (5. dbra).

42



DOI:10.14753/SE.2016.1841

Két-koros jelol6 modszer
Egy-koros jelol6 médszer (10-100 ug teljesRNS)

(1-15 ug teljes RNS vagy 0,2-2 ug mRNS)

Teljes RNS minta
sTTITTTTTTTIT AAAAA 3
Teljes RNS minta Poly-A RNS -~ Poly-A RNS kontrollok
STITTTTTTTTNAAAA & kontrollok hozzaadasa "
Poly-A RNS Poly-A RNS kontrollok Els6 kor, elsé szal T?-Oligo(dT) primer .
Rl ~ ¢DNS szintézis v 3 TTTTT - s
PR . . 5 AAAAA 3
hozzaadasa T7-Oligo(dT) primer 00000000000 TTTTT - eemms:

Els6 szal cDNS szintézis " 3 TTTTT — - 5

Elsé kor, masodik szil cDNS szintézis *

5 AAAAA 3
a1 0000000000TTTTT — 5t

Masodik szal
cDNS szintézis ‘

5 AAAAL — N 3
300000000000 TTTTT - s

Elsé kor, in vitro Jeloletlen
traszkripcié * '/ ribonukleotidok
3 u_l_l_l_l_l_l_u_l. uuuuy 5

STOOTTOOTODTTTTAAAAA — o3
3 10000000000TTTTT - me—sc

Elsé kor, antiszenz ‘,

RNS (cRNS)
Misodik kor, elsé Random primerek
szal cDNS szintézi " /
5 TOO0O0 aaasas 3°
3" uuuuuy s’
T7-Oligo(dT) primer

Maisodik kor, s )
masodik szil cDNS o - 5

szintézis 5 I ] AAANAL — I 3
3 EJ [i [E TTTTT — . 5'

Duplaszali cDNS tisztitas "'

._Biotinnal jelolt
Antiszenz cRNS biotinos jeldlés 4 / ribonukleotid analég

A o S ¢
a 1111]uulruu s

v

Fragmenticié ’

Biotinnal jelolt cRNS tisztitas

/ Hibridizaciés kontrollok

Hibridizacid
Sztreptavidin-fikoeritrin

4~ biotinnal jelélt anti- T ko

Mosés/festés v sztreptavidin antitest
TOOo00 DNS
Szkennelés m T7 prométer
®- Biotin

U'—Pszeudouridin

5. abra. Affymetrix microarray vizsgalat 1épései
Kép forrdsa:

http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/expression_s2_manual.pdf
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3.3.4. Statisztikai kiértékelés

A microarray vizsgélatok statisztikai feldolgozdsa sordn elséként eldfeldolgozast
végeztiink, amely héattér korrekcidbol, normalizaciobdl és dsszegzésbol allt. Ehhez egy
félautomatizalt modszert, a GCRMA (GeneChip Robust Multiarray Averaging)
mddszert hasznéltunk kvantilis normaliziciéval és az Un. median polish 0sszegzéssel
[145-147].

A normalizaciét kovetden a kiillonbozé csoportok kozott eltérden expresszalodéd géneket
SAM (Significance Analysis of Microarray) elemzéssel hataroztuk meg [148]. A gének
kivalasztasandl a két allapot, stddium kozott meglévd 2x-es kiilonbséget (logFC>1)
vettiik figyelembe, megfeleld szignifikans (p<0,05) eltérés mellett. A szignifikdns
eltérést Student t-teszt alapjan vizsgaltuk, Benjamini és Hochberg moédositas utan [149].
A feldolgozast, adatgyljtést €s statisztikai elemzéseket R 2.14.0 kornyezetben végeztiik
[150], Bioconductor  konyvtirak  alkalmazdsiaval. @ A  betegségcsoportok
Osszehasonlitdsara hierarchikus klaszter, diszkriminancia, fOkomponens elemzéseket és
logisztikus  regresszidt alkalmaztunk. A  betegségcsoportok  kozti  eltérések
meghatdrozasira ANOVA és post Tukey HSD mddszereket alkalmaztunk. Az
expresszids szintek dbrdzoldsdra boxplot diagrammokat alkalmaztunk, ahol a
génexpresszids kiilonbségeket kivantuk megjeleniteni. Szignifikancia hatdrnak minden

esetében a p<0,05 értéket vettiik.

3.4. A SEPT9 gén metilacio hatasa a fehérje expressziora

3.4.1. Mintagyiijtés

Az immunhisztokémiai vizsgdlathoz 10 egészséges, 14 adenomds (villosus ¢és
tubulovillosus) és 13 vastagbél daganatos (II és III stddiumui) formalinban fix4lt és
paraffinba 4gyazott biopszids mintdb6l 4 um vastagsdgi metszeteket készitettiink (8.

tablazat).
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8. tablazat. A fehérje expresszids vizsgalathoz hasznalt mintak

Egészséges Adenoma CRC
10 14 13
IHC T TV V NA I I O IV NI

o 1w 2 2 0 7 5 0 1

CRC = vastagbélrdk, IHC = immunhisztokémia, T = tubuldris adenoma, TV =
tubulovillosus adenoma, V = villosus adenoma, I, 1I, III, IV = AJCC rendszer szerinti

CRC stddium beosztds, NI = nem ismert tumor stdadium

3.4.2. Immunhisztokémia

Deparaffindlast és rehidrédlast kovetden az endogén peroxiddzok gatlasat végeztiik el
3%-0s hidrogén-peroxiddz €és metanol 30 perces, szobahOmérsékleten tOrténd
alkalmazasaval. Majd TRIS pufferes (Target Retrieval Solution 10x concentrate, S1699,
Dako, Glostrup, Dénia) antigén feltarast végeztiik (mikrohullimud antigénfeltards, 10
perc, 900 W teljesitmény majd 40 perc, 370 W teljesitmény). Az aspecifikus kotések
kivédésére a metszeteket 1%-0s human szérum albumin oldatban (Albumin from human
serum, A1653, Sigma-Aldrich) inkubdltuk 60 percig szobahdmérsékleten. Ezutdn a
metszeteket 60 percig, 37 °C-on nedves kamrdban inkubdltuk 1:100 higitott Septin 9
poliklondlis antitesttel (SEPT9 polyclonal antibody, PAB4799, Abnova, Heidelberg,
Németorszdg). A jelkonverziora EnVision + HRP (Labeled Polymer Anti-Mouse,
K4001, Dako) és diaminobenzidin - hidrogén-peroxiddz - kromogén - szubsztrat
rendszert (Cytomation Liquid DAB + Substrate Chromogen System, K3468, Dako)
hasznaltunk. Végiil hematoxylin-magfestést végeztiink (Hematoxylin Solution,
GHS132, Sigma-Aldrich). A targylemezeket digitdlisan archivaltuk (Pannoramic Scan
instrument, szoftver verzié: 1.11.25.0, 3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag), a
kiértékeléshez Pannoramic Viewer digitdlis mikroszképot (v:1,11,43,0, 3DHISTECH,
Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk.
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3.4.3. Statisztikai elemzés

A SEPT9 fehérje expresszié6 meghatdrozasanak kiértékelése sordn pontozdsi rendszert
alkalmaztunk, amely a SEPT9 fehérje immunhisztokémiai festés intenzitdsara
vonatkozik. Immunreakcid hidnydban -2 score értéket kaptak a mintdk, gyenge reakci6
soran 0 score értéket, kozepesen erds festddés esetén +1 és erds, diffiz citoplazmatikus
reakcié észlelésekor +2 score értéket. A score értékeket hasonlitottuk 6ssze a hdrom

mintacsoport kozott.

3.5. SEPT9 gén és splice variansainak expresszios vizsgalata lézer mikrodisszektalt

mintakban

3.5.1. Mintagyiijtés, RNS izolalas

A 1ézer mikrodisszektalt mintdk mRNS expresszids vizsgédlatdhoz sebészeti mintdkat
hasznaltunk fel 6 olyan daganatos (kdzepesen differencidlt, bal oldali, II. stddiumu)
betegektol, akiknél a tumor mellett polypoid képlet is igazolhaté volt. A mintagytijtés
sordan szovetdarabokat gyljtottilk a tumoros 1€zi6bdl, a mellette taldlhaté polypoid
részbOl €s a makroszképosan ép teriiletekbdl is. A szoveti részeket az eltavolitast
kovetéen 15 percen beliill folyékony nitrogénbe helyeztik és -80°C taroltuk a

felhaszndlasig.

3.5.2. Lézer mikrodisszekcio (LCM)

A fagyasztott szovetekbdl -20°C-on, kriosztitban 6um vastagsdgi metszeteket
készitettiink, melyeket egy specidlis membrianbevonati (1 pm PEN), az LCM-hez
sziikséges targylemezre helyeztiink (Membrane Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss, Jéna,
Németorszdg). Az 1igy elkészitett metszeteket -80°C-on taroltuk a tovabbi
felhaszndlasig. A festéshez etanolos higitdsi sorban val6 fixalast kovetden Cresyl Violet
acetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) alkoholban old6d6 festéket hasznéltunk. A
lézeres metszéshez PALM Microbeam rendszert (PALM, Bernried, Németorszag)
alkalmaztunk. Atlagosan 5000 hdm és 10 000 stroma sejtet gytijtottiink a kiilonbozo

szovettani teriiletekrol.
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3.5.3. Nukleinsav izolalas

Az RNS izoldlashoz az RNeasy Micro Kit-et (Qiagen) haszndltuk a gyarté leirdsa
szerint. Az RNS mennyiségi és mindségi ellendrzésekor a 3.3.2. fejezet szerint jartunk

el.

3.5.4. Microarray vizsgalat

Az LCM mintdk esetében igen alacsony a kapott teljes RNS mennyiség (5-50 ng),
valamint ennek tobb mint 90%-a riboszémélis RNS (rRNS), igy a kiindulasi hirvivo
RNS-t (mRNS) meg kell sokszorozni. Ehhez a két-koros jelolési (Two-Cycle Target
Labeling) modszert alkalmaztuk, amelyben az amplifikacié és a jelolés is megtorténik.
A kapott cDNS-ek tisztitasit (Sample Cleanup Module) €s in vitro transzkripciéjat (IVT
Labeling Kit), a hibridizalast, a mosési és festési 1épéseket a 3.3.3. fejezetben leirtak

szerint végeztiik.

3.5.5. Valés-idejii PCR

Az izolalt teljes RNS 1 pg-jabdl eldszor reverz transzkripcidt végeztiink a Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) felhasznaldsdval, a gyart6 utasitdsai szerint. A
real-time PCR soran SYBER Green fluoreszcens modszert alkalmaztunk (LightCycler
DNA Master SYBER Green I; Roche). A real-time PCR sordn B-aktin hdztartdsi gént
alkalmaztuk referencia génként. A SEPT9 splice varidnsok primer szekvencidi a 9.
tdblazatban, a hdciklus a 10. tdblazatban lathatok. A hdciklus végén végrehajtott
olvaddsi gorbe (melting curve) vizsgdlattal ellendriztik a képzddott termékek

specifikussagat.
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9. tablazat. B-aktin €s Septin 9 splice varidns primer szekvencidk

Primer Szekvencia (5’- 3') Termék (bp)
p-aktin F CCCAGATCATGTTTGAGACCTTC
p-aktin R GCCAGAGGCGTACAGGGATA %
SEPT9 v1F CGGAGGCACCATGAAGAAGT
SEPTY viR GGGCCACTGGAGTCACCAA 5
SEPTY v2F GCAGCTGGATGGGATCATTTC
SEPT9 v2R GGGTGGGGTGGAGTTGG 5
SEPT9 v3F CGCCGCTGCTAAATATATCC
SEPTY v3R GACCTCCTCGACCTCAAAAGA 50
SEPTY v4F GGCTCACCTGGTGTCTTGG
SEPT9 v4R GGGTGGGGTGGAGTTGG 5
SEPT9 v4*F GGCAGGAGTGTCATCTTTTC
SEPT9 v4*R GCGTGCCTCCTGGACA ol
SEPTY v5R GAGGAAGAGCTCAGGCCACT
SEPT9 v5F CTTGAGCCCGGCATCTCT %0
SEPT9 = Septin 9, F = forward primer, R = reverz primer
10. tablazat. A SEPTY splice varians RT-PCR vizsgalat h6ciklusa
Hoéfok (°C) Ido
Enzim aktivacio 95 5 perc
Denaturici6 95 10 masodperc
45 ciklus Annelécio 61 10 méasodperc
Extenzi6 72 20 masodperc
Hiités 40 30 masodperc

3.5.6. Statisztikai elemzés

A microarray adatok statisztikai kiértékelése a 3.3.4. fejezetben leirtak szerint tortént.
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Az RT-PCR vizsgélat eredményeképpen kapott CT (cycle threshold = detektéldsi hatar)
értékekbdl dCT értékeket szamoltunk a P-aktin héaztartdsi gén alapjan. Végiil az

expressziot kifejezo értéket az 6sszciklusszamhoz hasonlitottuk.

3.6. Cirkulalo szabad DNS mennyiség és a SEPTY9 gén metilaciés szint

sz,

3.6.1. Mintagyiijtés

A szabad DNS mennyiségi meghatdrozasdhoz 3.2.1. fejezetben szerepld plazma

mintakat hasznaltuk fel.

3.6.2. DNS izolalas, kvantitativ PCR

A cirkuldl6 szabad DNS mennyiségi méréséhez a 3.2.2. és 3.2.3. fejezetekben leirt
modszereket alkalmaztuk. A kvantitativ PCR-rel detektdlt plazma DNS mennyiség
tilnyomorészt megfelel a szabad DNS mennyiségnek. A duplex PCR-nek kdszonhetden
a SEPT9 génnel egy idoben az ACTB hdaztartdsi gén is kimutathaté, amelynek

mennyisége a szabad DNS mennyiségével ardnyos.

3.6.3. Statisztikai analizis

A metildlt SEPT9 koncentracié és a szabad DNS mennyiség meghatdrozdsihoz a
kordbban leirt (3.2.3. fejezet) kalibraciés gorbét haszndltuk. A kiilonb6zd csoportok
kozti szabad DNS szint Osszehasonlitisokhoz ANOVA és Tukey's HSD post-hoc

elemzést alkalmaztunk.

3.7. A metilalt SEPT9 marker szenzitivitasanak és specificitisanak meghatarozasa

eltéro lokalizacigja (jobb és bal oldali) vastagbél daganatok esetén

3.7.1. Mintagyiijtés

A metildlt SEPT9 marker érzékenységének és fajlagossdgdnak meghatarozdsahoz 94

egészséges és 93 vastagbél daganatos paciens plazmamintdit hasznéltuk fel.
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A beavatkozast kovetden minden pacienstdl vérmintat vettiink a plazma vizsgalatokhoz.
Validacié céljabol 40 véletlenszerlien valasztott paciensnél (16 egészséges és 24
daganatos) 2 x 9,5 ml vérmintat vettiink. A kordbban ismertetett mddszer szerint

centrifugdlt vérplazma mintdkat -80°C-on taroltuk felhasznélasig.

3.7.2. DNS izolalas, biszulfit konverzi6, kvantitativ PCR

A mintak feldolgozdsahoz a 3.2.2. és 3.2.3. fejezetekben emlitett modszereket €s
eszkozoket alkalmaztuk (Epi proColon Plasma Quick Kit, Epi proColon Control Kit és
Epi proColon PCR Kit, Epigemomics AG).

3.7.3. Statisztikai kiértékelés

Az elemzést részben a 3.2.4. fejezet 2/3 mddszere szerint végzetilk. Kordbbi
tanulmannyal [130] val6 0sszehasonlitds miatt azonban az un. 1/3 elemzési modszert is
alkalmaztuk, mely szerint egy minta akkor tekinthetd pozitivnak, ha a 3 PCR
ismétlésbdl legalabb 1 CT értékei a detektdldsi hatdron beliil esnek. Tehdt mSEPT9
pozitiv a vizsgalt minta, ha a 3-bél 1 PCR replikatum pozitiv és mSEPT9 negativ, ha
mind a 3 PCR ismétlés negativ lett. Az érzékenység, fajlagossag, valamint a pozitiv és
negativ prediktiv értékek (PPV és NPV) meghatarozasdhoz bindris klasszifikdciot
alkalmaztunk (11. tdbldzat). A mSEPT9 pozitivitds illetve negativitds eloszldsanak
meghatdrozasdra Pearson-féle khi-négyzet (y2) proba diszkrét eloszlasu valtozok
vizsgalatdra alkalmas statisztikai eljarast alkalmaztunk. A statisztikailag szignifikdns
esetekben (p<0,05) a részletesebb elemzés eredményét a Pearson reziduumok
segitségével tettiikk l4thatéva. Az &dbrazolashoz oszlop diagrammot €s asszocidcids

diagrammot hasznéltunk.
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11. tablazat. Szenzitivitas és specificitas értékelése

AKktualis feltétel
Pozitiv Negativ
Pozitiv Valés pozitiv (TP) Alpozitiv (FP)
Teszt eredménye ;
Negativ Alnegativ (FN) Val6s negativ (TN)

Szenzitivitds: TP/(TP+FN)
Specficitas: TN/(FP+TN)
PPV: TP/(TP+FP)

NPV: TN/(FN+TN)

3.8. A metildlt SEPT9 marker hatékonysiagianak osszehasonlitasa egyéb nem

invaziv modszerekkel

3.8.1. Mintagyiijtés

Ezen vizsgélat sordn a 3.7. fejezet SEPT9 metilacids eredményeit, guajak-alapi széklet
teszttel (gFOBT), valamint carcino-embriondlis antigén (CEA) teszttel hasonlitottuk
Ossze. A gFOBT teszt (Hema Screen, Immunostics. Inc., New Jersey) sordn 17
egészséges €s 22 daganatos paciens mintdit alkalmaztunk. A széklet mintavétel minden
esetben legaldbb 2 nappal a vastagbéltiikrozés eldtt tortént. A carcino-embrionédlis
antigénnel torténd Osszehasonlitishoz 27 egészséges és 27 daganatos vérmintat

hasznaltunk.

3.8.2. Statisztikai kiértékelés

A gFOBT és CEA teszt elemzéseit a Semmelweis Egyetem Kozponti Laboratériumaban
végezték el. A székletvér mennyiségének észlelési hatiara 0,6 mg Hg/gm volt. A CEA
teszt (Cobas, Roche Diagnostics) mérési tartomanya 0,2-1000 ng/mL CEA érték volt. A
4,3 ng/mL feletti értékeket tekintettiik kérosnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. SEPTY gén DNS metilacios vizsgalata vérplazma és szovettani mintakon

A szoveti mintdkban, kiillonboz6 mértékben, de minden csoportban észleltiink Septin 9
metildcidt. Erds szignifikdns kiilonbséget (p<0,001) figyeltiink meg az egészséges vs.
adenoma és az egészséges vs. tumor Osszehasonlitisok kozott. Az adenoma és
daganatos csoportok SEPT9 metildcids szintje igen hasonlé eredményt mutatott, koztiik
szignifikdns eltérést nem tapasztaltunk (p=0,14).

A plazma mintdk esetén, ezzel szemben, az egészséges mintacsoportban kevés esetben
(3/24) mutattunk ki SEPT9 metildci6 pozitivitast. Az adenomads betegek plazméjaban ez
az érték emelkedett, de a legmagasabb metilaciés gyakorisdgot a tumoros mintdkban

figyeltiink meg (6. dbra, 12. tablazat).
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6. abra. A mSEPT9 kvantitativ RT-PCR CT értékei

Az ép szoveti és plazma mintdkat 6sszehasonlitva, a biopszidk esetén mért alacsony

SEPT9 metilacids érték a plazma mintdkban mérhetetlennek bizonyult.
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Szignifikdnsan magasabb metilalt SEPT9 értéket tapasztaltunk a tumoros csoportban,
szoveti (p<0,001) és plazmamintakban (p=0,01) egyardnt. Meglepé médon az adenoma
mintdkban nem igazolddott ez a hasonlésdg a két mintavételi csoport kozott. Az
adenoma biopszidkban a tumorhoz hasonléan emelkedett metilaciét észleltiink, mig az
adenomads plazmamintdk inkdbb a normdlishoz hasonlé SEPT9 metildciés mintdzatot
mutattak.

Ahhoz, hogy 0ssze tudjuk hasonlitani a metildlt SEPT9 jelenlétét szovetben és
plazmdkban, normalizdlnunk kell a metildlt DNS mennyiségének és a teljes DNS
mennyiségének ardnydt. Ehhez a metilacios szint szdzalékos (PMR = percent of
methylated reference) értéket hasznaltuk. A PMR értékeket a 7. dbra szemlélteti minden

csoportban a szoveti és plazmamintdk esetén.
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7. abra. Plazma és szovetmintdk PMR értékei

A mSEPT9 pozitivitds, illetve negativitds eldontéséhez a PMR értékek esetében egy
hatarértéket (cut-off) alkalmaztunk. A mintdk metilacids szintbeli kategorizdldsit e
kiiszobérték alapjdn végeztiik. A hatarérték a biopszids mintdk esetében 1% volt,
tekintettel arra, hogy a negativ mintdk PMR értékeinek tobbsége ezen érték alatt volt.
Az egészséges csoportban kiiszobérték felettinek mindossze egy minta PMR értéke

mutatkozott (1/24; 4,2%).
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A plazma PMR értékkel val6 Osszehasonlitishoz a plazmamintik esetében is egy
kiiszobértéket alkalmaztunk. Mivel azonban a DNS szint a plazmamintdkban joval
alacsonyabb, mint a szovetben, ez a hatarérték is alacsonyabbnak, 0,01%-nak adédott.
Az egészséges plazmamintdk koziil csupan 2 esetben (2/24; 8,3%) mértiink ennél
magasabb PMR %-ot.

A fentiek alapjin, az adenomads plazmamintakban metilalt SEPT9 pozitivitast az esetek
30,8%-aban (8/26), mig az adenomds szovetekben 100%-ban (26/26) mértiink.

A daganatos plazmacsoportban az esetek tobbségénél (30/34; 88,2%) észleltiink SEPT9
metildcidt, mig a szoveti tumoros mintdk 97,1%-4aban (33/34) mutattuk ki.

A szovetben mért atlagos PMR érték az adenomds csoportban volt a legmagasabb
(29,41%), hasonl6 metilacids szintet észleltiink a tumor csoportban is (21,52%), mig az
egészséges mintdkban mindossze 0,52%-ot. A plazmdaban ezzel szemben a betegség
prognézisaval parhuzamosan az atlagos PMR értékek is emelkedtek (0,01%, 0,17% és
5,95%) (12. tdblazat).

12. tablazat. Plazma és szoveti mSEPT9 PMR eredmények

Egészséges | Adenoma | CRC
PMR atlag (%) 0.01 0.17 5.95
PMR széras (%) 0.03 0.57 10.92
Plazma
PMR 2/24 8/26 30/34
gyakorisag > 0.01% 8.3% 30.8% 88.2%
PMR étlag (%) 0.52 29.41 21.52
PMR sz6ris (%) 1.17 20.26 21.74
Szovet
PMR 1/24 26/26 33/34
gyakorisdg > 1% 4.2% 100% 97.1%
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4.2. A SEPT9 gén hipermetilaciojanak hatasa az mRNS expressziora

A SEPT9 gén mRNS expresszidjdnak meghatdrozdsakor a biopszidk esetében a SEPT9
gén transzkriptumait reprezentdld 4 kiilonboz6 Affymetrix azonositot (Affymetrix ID):
207425_s_at, 41220_at, 208657_s_at és 1559025_at
(www.affymetrix.com/analysis/index.affx) vettiik figyelembe.

A biopszids mintdknban a fenti 4 transzkritum azonosité koziil csak a 207425_s_at és a
1559025_at esetében észleltiink szignifikans kiillonbséget a csoportok kozott.

A 207425_s_at transzkriptum expresszids szintje alapjan az egészséges biopszids
mintdk elkiilonithetdk voltak az adenomatdl és a tumortdl, ugyanis szignifikdns
kiilonbséget (p<0,01) ezen csoportok kozott talaltunk. Hasonlé eltéréseket tapasztaltunk
tovabbd a késbi stddiumu daganatok vs. adenoma és korai stddiumi tumorok
0sszehasonlitdsban (p<0,01).

A 1559025_at transzkriptum vizsgdlata sordn ezzel szemben az egészséges mintdk és az
enyhén diszplasztikus adenomdk (AD-LGD, adenoma with low-grade dysplasia)
hasonl6 expressziét mutattak, mig a sulyosan diszplasztikus adenomdk (AD-HGD =
adenoma with high-grade dysplasia) mRNS expresszidja a tumorokéhoz 4llt kozel (8.

abra).
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8. abra. Biopszids mintdk normalizalt logaritmikus expresszids értékei az A,

207425_s_at és B, 1559025_at transzkriptumok esetében
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4.3. A SEPT9 gén metilacio hatasa a fehérje expressziora

Az egészséges, adenomds €s tumoros szovetmintdk koziil a leger6sebb SEPT9 fehérje
termelédést az egészségesekben észleltiik. Ep mintdkban a lumindlis epitélium felé
egyre intenzivebb, diffiz SEPT9 fehérje expressziét mutattunk ki, amit a kordbban mér
részletezett pontozdsi rendszer alapjan +2 score értékkel jellemeztiink. Az adenomads és
tumoros mintdkban ennél gyengébb SEPT9 festddési intenzitdst észleltiink. Az
adenomas mintdk dontd részében elsOsorban a hdmsejtek apikdlis citoplazmdjaban
tapasztaltunk kozepes vagy gyenge immunreakciét (+1 score érték). A legtobb tumoros
mintdban azonban a SEPT9 festddés elég heterogénnek bizonyult. A gyenge, diffuz
citoplazmatikus fehérje expressziét néhdny teriileten intenzivebb immunfestddés

valtotta fel (0 és +1 score értékek) (9. abra).

9. abra. A Septin 9 fehérje expresszié immunhisztokémiai elemzése A, egészséges, B,

adenomas és C, tumoros mintakon

A pontozdsi rendszert nemcsak a SEPT9 fehérje expresszids szintjének
meghatdrozdsira, hanem a csoportok kozotti Ossezhasonlitdsndl is alkalmaztuk. A
legintenzivebb festddést mutat6 (+2 score értékii) egészséges mintacsoportban a SEPT9
fehérje kifejezodést 100%-osnak (10/10) tekintettiik. Ehhez képest az adenomdékban
42,8%-0s (6/14) volt a +2 score értékli immunreakciét mutatd sejtek ardnya, mig a

tumoros mintakban 38,4%-os (5/13).
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4.4. A SEPT9 mRNS expresszio vizsgalata 1ézer mikrodisszektalt mintakon

4.4.1. SEPT9 mRNS expresszio vizsgalat microarray-en

A 1ézer mikrodisszektdlt mintdkban csak a 1559025_at SEPT9 azonositéju
transzkriptum esetében észleltiink szignifikdns kiilonbséget a mintacsoportok kozott. A
stromasejtek vizsgdlatakor, az egészséges és adenomds mintdk hasonlé expressziot
mutattak, mig a tumoros sejteknél ettdl eltérd6 mRNS szintet mértiink. Az epitélium
esetében az adenoma-carcinoma szekvencianak megfeleléen csokkent a SEPT9 mRNS
expresszids szint. Szignifikdns kiilonbséget €szleltiink a normalis vs. adenoma (p<0,05)

€s a normalis vs. tumor (p<0,01) 6sszehasonlitdsokban (10. dbra).
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10. abra. A 1559025_at azonositéju SEPT9 transzkriptum normalizalt logaritmikus

expresszios értékei 1ézer mikrodisszektalt A, stroma és B, epitélium mintdkon

4.4.2. SEPT9 mRNS spice variansok expressziéjanak elemzése

A SEPTY9 splice varidnsok expressziés vizsgdlathoz a 1ézer mikrodisszektalt
hamsejtmintdkat haszndltunk, tekintettel arra, hogy a hamban észleltiink nagyobb
kiilonbséget az ép és a tumoros mintacsoportok kozott.

A SEPT9_vl, v2, v3, v4, v4* és v5 splice varidnsok koziil az ép vs. tumor

Osszehasonlitdsban a legnagyobb (17,4x) kiilonbséget a SEPT9_v?2 esetében észleltiik.
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Erds expresszids kiillonbséget tapasztaltunk a SEPT9_v4* varidns esetében is (12,5x), és
hasonlé mértékli SEPT9_v4 és v5 expresszids eltérést is megfigyeltiink. Ezen a splice
varidnsok esetében a tumoros mintdkban mértiink magasabb expresszids szinteket.
Egyediil a SEPT9_v1 varidns esetében mértiink az ép mintdkban magasabb expressziot,
bar a tumoros mintacsoportban tapasztalt expresszidtdl vald eltérés mértéke igen

alacsony volt (0,5x) (11. 4bra).

15 r m Egészséges
n CRC

L

_'J_l:} -

35- . . -

V1 V2 V4 v4r V5
Splice variansok

Expresszio (45-dCT)

11. abra. A Septin 9 splice varidnsok expresszids szintjei lézer mikrodisszektalt

epitélium mintdkban

4.5. A cirkulidlo szabad DNS mennyiség és a SEPT9 gén metilacios szint

oz,

A szabad DNS mennyiségének meghatdrozasat duplex PCR segitségével végeztiik, -
aktin haztartdsi gén alkalmazdsdval. Az 3.2.1. fejezetben leirt mintdk koziil két
egészséges és 2 adenomds péciens plazmamintdjit ki kellett zdrnunk a vizsgdlatbol,
mivel ezekben az esetekben kiugréan magas szabad DNS szintet mértiink. A péaciensek
adatainak feliilvizsgdlatakor észleltik a betegek gyulladdsos paramétereinek
emelkedését, ami a vizsgélat idOpontjdban még ismeretlen volt.

Mindhdrom mintacsoportot (egészséges, adenoma, tumor) megvizsgalva, szignifikdns
kiilonbséget (p<0,01) csak az egészséges és daganatos mintdk Osszehasonlitdsakor
taldltunk. A mért atlagos szabad DNS mennyiség normadlis plazmamintdk esetében
20,52 ng/ml, az adenomds mintdkban 37,64 ng/ml és a tumoros mintdk esetében 70,32

ng/ml volt (13. tdblazat).
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13. tablazat. A szabad DNS mennyisége egészséges, adenomds és tumoros betegek

plazmamintaiban
Egészséges Adenoma CRC
N=24 N=26 N=34
cfDNS atlag (ng/ml) 20,52 37,64 70,32
cfDNS szoras
24,01 27,74 91,47
(ng/ml)

¢fDNS = circuldlé szabad DNS

Ezutdn a SEPT9 metildciés szintet hasonlitottuk Ossze a szabad DNS szinttel. Az
Osszehasonlitdsba csak a mSEPT9 pozitivitdst mutaté daganatos mintdkat vontuk be,
mivel a daganatbdl szdrmaz6é DNS a cirkuldlé szabad DNS egy részét alkotja. Kiilon
Osszehasonlitdsokat végeztilk a tumor progresszidjanak megfeleléen azért, hogy
pontosabb képet kapjunk a daganatos mintdkban taldlhaté Osszefiiggésrol. Az L., II. és
III. stddiumu tumorok esetében nem taldltunk szoros Osszefiiggést a plazma SEPT9
metildcidja és a szabad DNS mennyisége kozott (R’<0,4). A 1IV. stadiumd
daganatokban azonban igen erés korreldciét (R’=0,93) észleltiink, az igen alacsony
mintaszdm ellenére. Ezért szétvdlasztottuk a tumoros mintacsoportot nagyobb
mintaszamot szolgéltatd korai (I. és II. stddium) és eldrehaladott (III. és IV. stddium)
egységekre. Az elemzést az Uj csoportbeosztds alkalmazdsaval megismételve, a korai
daganatok esetén gyengébb (R?=0,254) a kés6i tumorokndl erSsebb (R*=0,483)
kapcsolatot tapasztaltunk. A fentiek alapjan latszik, hogy a mSEPT9 plazma biomarker
szintje leginkdbb az 4ttétes tumorokban korreldlt a szabad DNS mennyiségével (12.

abra).

59



DOI:10.14753/SE.2016.1841

IésIIstadium R2=0,254 o
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12. abra. A szabad DNS és a SEPT9 metilacids szint korrelacidja tumoros mintakban

4.6. A mSEPTY9 marker szenzitivitasanak és specificitisanak meghatarozasa eltéro

lokalizacidja (jobb és bal oldali) vastaghél daganatok esetén

A vizsgélatban a 3.7.1. fejezetben leirt 94 egészséges és 93 daganatos plazmamintat
hasznaltuk, amelyekbdl Osszesen 40 minta esetében (16 egészséges €és 24 tumoros)
kétszer végeztiik el a vizsgalatot validacié céljabdl. A fenti mintdk koziil 2 egészséges
és 1 daganatos minta esetében SEPT9 metilacid pozitivitdst €s negativitist egyarant
tapasztaltunk a parhuzamos vizsgdlatok sordn, ezért ezeket a mintdkat a tovabbi
vizsgélatokbdl kizdrtuk. Osszesen tehdt 92 egészséges és 92 tumoros (56 bal oldali
colonfél, 36 jobb oldali colonfél) plazmaminta 6sszehasonlitasat végeztiik.

Az Osszehasonlitds sordn a 3.2.4. és a 3.7.3. fejezetekben részletezett, 1/3 és 2/3
elemzési moddszereket alkalmaztuk. Az 1/3 szabdlyt kovetve az egészséges mintdk
15,2%-a (14/92) mutatott mSEPT9 pozitivitast, mig a tumoros mintdk esetén ez az érték
95,6%-osnak bizonyult (88/92). A lokalizdcié szempontjdbdl nem tapasztaltunk
kiillonbséget a SEPT9 metilacids szintben: a bal oldali tumorok 96,4%-anél (54/56), a
jobb oldali tumorok 94,4%-anél (34/36) észleltiink pozitivitast.
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Mindkét oldali tumoros csoportbdl 2-2 minta volt mSEPT9 negativ (14. tablazat). A
tumoros csoportot AJCC szerinti stddiumokra felbontva, a II. stidiumtdl kezdve minden
minta mSEPT9 pozitivnak bizonyult, mig az I. stidiumban a mintdk csupdn 84%-a
(21/25) mutatott mSEPT9 pozitivitast (16. tablazat). A fenti elemzési modszert kdvetve
a mSEPTY9 marker szenzitivitasa 95,6%-0s (95%-os konfidencia intervallum 89,2%-
98,8%), specificitdsa 84,8%-0s (95%-os konfidencia intervallum 75,8%-91,44%) volt
(13. abra, 15. tablazat).

A 2/3 elemzési mddszert alkalmazva, az egészséges mintakbdl csupan egy esetében
tapasztaltunk mSEPT9 pozitivitast (1%; 1/92). A tumoros mintdk esetében is kevesebb
bizonyult mSEPT9 pozitivnak (79,3%; 73/92). Lokalizici6 szerinti 6sszehasonlitdsban
is kisebb eltérést tapasztaltunk. A bal oldali tumoros mintdk 85,7%-aban (48/56), mig a
jobb oldaliak 69,4%-andl (25/36) észleltiink SEPT9 metilaciot (14. tablazat). A 2/3
elemzési modszerrel 99%-os specificitist (95%-os konfidencia intervallum 94,1-100%)
€s 79,3%-o0s szenzitivitast (95%-os konfidencia intervallum 69,6-87,1%) tapasztaltunk
(15. tdblazat). Az alacsony szenzitivitds miatt a tumoros stddiumok 6sszehasonlitdsanal

is alacsonyabb értékeket kaptunk (60%-77,8%) (16. tablazat).
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13. abra. Egészséges és tumoros (jobb €s bal oldali) mintdk mSEPT9 eredményei A, C,
oszlop diagrammon és B, D, asszocidcids diagrammon abrdzolva

Az oszlop diagrammokon (A, C) kékkel a mSEPT9 poczitiv, pirossal a mSEPT9 negativ
eseteket jellemeztiik. Az asszocidcios plotokon (B, D) a Pearson reziduumok
segitségével tettiik ldthatovda a mSEPT9 pozitivitds illetve negativitds eredményeit.
Kékkel a vdrhato értékhez képest torténo novekedést, pirossal a vdarhato értékhez képest

torténo csokkenést.
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14. tablazat. Az egészséges és tumoros mintdk mSEPT9, gFOBT és CEA eredményei

Osszes Bal oldali Jobb oldali
Egészséges
tumor tumorok tumorok
(%)
(%) (%) (%)

mSEPT9 pozitiv (1/3) 14/92 (15,2)  88/92 (95,6) 54/56 (96,4)  34/36 (94,4)

mSEPTY negativ (1/3) 78/92 (84,8) 4/92 (4,3) 2/56 (3,6) 2/36 (5,5)
mSEPTY pozitiv (2/3) 1/92 (1) 73/92 (79,3) 48/56 (85,7)  25/36 (69,4)
mSEPT9 negativ (2/3) 91/92 (99) 19/92 (20,6) 8/56 (14,3) 11/36 (30,6)

gFOBT pozitiv 5/17 (29,4) 15/22 (68,2) 10/12 (83,3) 5/10 (50)

gFOBT negativ 12/17 (70,6)  7/22 (31,8) 2/12 (16,7) 5/10 (50)
Emelkedett CEA 4/27 (14,8)  14/27 (51,8) 9/15 (60) 5/12 (41,7)
Normalis CEA 23/27 (85,2)  13/27 (48,1) 6/15 (40) 7/12 (58,3)

15. tablazat. Az mSEPT9, a gFOBT és a CEA szenzitvitasa és specificitisa

Szenzitivitas 95 % CI Specificitas 95% CI
(%) (%) (%) (%)
mSEPT9 (1/3) 95,6 98,2-98.,8 84,8 85,8-91,4
mSEPT9 (2/3) 79,3 69,6-87,1 98,9 94,1-100
gFOBT 68,2 45,1-86,1 70,6 44-89,7
CEA 51,8 31,9-71,3 85,2 66,3-95,8

16. tablazat. A mSEPT9 eredmények a tumorstddiumoknak megfeleléen

Osszes tumor I stadium II stadium III stadium IV. stadium
(%) (%) (%) (%) (%)
mSEPT9
88/92 (95,6) 21/25 (84) 14/14 (100) 35/35 (100) 18/18 (100)
pozitiv (1/3)
mSEPT9
73/92 (79,3) 15/25 (60) 13/14 (92,8) 31/35 (88,6) 14/18 (77,8)
pozitiv (2/3)
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4.7. A mSEPT9 marker hatékonysaganak osszehasonlitasa egyéb nem invaziv

modszerekkel

A 3.7.1. fejezetben leirt, majd az 4.6 fejezetben részletezett okok miatt kizart mintak
gFOBT és CEA eredményeit gyijtottiik 6ssze retrospektiven. Osszesen 17 egészséges
€s 22 tumoros mintandl rendelkeztiink gFOBT eredményekkel, mig rutin laboratériumi
CEA értékek 27 egészséges és 27 tumoros paciens esetében alltak rendelkezésiinkre.

Az egészséges paciensek 29,4%-4nal (5/17), mig a tumoros betegek 68,2%-andl (15/22).
tapasztaltunk occult vérzést. A tumoros betegek esetében a vart médon tobb (p=0,09)
bal oldalinal (83,3%; 10/12) észleltiink gFOBT pozitivitdst, mint a jobb oldaliaknal
(50%; 5/10) (14. tablazat). Vizsgalatunkban a gFOBT szenzitivitisa vastagbél
tumorokra csupdn 68,2%-osnak (95%-os konfidencia intervallum 45,1-86,1%),
specificitisa 70,6%-osnak (95% konfidencia intervallum 44-89,7%) bizonyult (15.
tablazat).

A CEA o0sszehasonlitisban pozitivnak tekintettilk azt a csoportot, ahol a megadott
normdlis értékeknél magasabb CEA értékeket kaptunk. Ez alapjdn a 27 egészséges
paciens koziil osszesen 4-nél (14,8%), a tumoros csoportban 14-nél (51,8%; 14/27)
tapasztaltunk CEA pozitivitast. Az emelkedett CEA értékeket figyelembe véve, ennél a
vizsgalatndl sem észleltiink szignifikans kiilonbséget (p=0,34) a jobb (41,7%; 5/12) és
bal oldali (60%; 9/15) tumorok kozott (14. tablazat). Bar a CEA emelkedést sziirésre
nem haszndljadk, megvizsgéltuk a moddszer érzékenységét és fajlagossdgat vastagbél
tumorokra: a szenzitivitdsa 51,8%-0s (95%-os konfidencia intervallum 31,9-71,3%),

specificitasa 85,2%-0s (95%-os konfidencia intervallum 75,8-91,4%) volt (15. tablazat).
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5. MEGBESZELES

A vastagbél daganatok esetében kulcsfontossdgu a korai diagndézis és a felismerést
minél hamarabb kovetd kezelés. Ehhez megfeleld érzékenységii és fajlagossagui, a
paciensek szdmadra is elfogadhatd szlirdmoddszer sziikséges. Szakmai szempontbol,
napjainkban a vastagbéltiikrozés a leghatékonyabb sziirési mddszer, azonban a betegek
kevésbé nyitottak erre az invaziv technikdra. Az alacsony compliance javitdsa
érdekében a vizsgdlatot gyakran altatdsban, béditasban végzik, azonban ennek ellenére
igen kicsi a szlirésre jelentkezok részvételi ardnya.

A vastagbéltikrozés tovabbi hdtrdnya, hogy nagy populdciora elsddleges
szlirémodszerként, eszkoz és szakember hidny miatt nehezen alkalmazhaté.

Munkdm sordn egy olyan vastagbél daganatra specifikus biomarkert, a metilalt Septin 9
gént tanulmdnyoztam, amelynek vizsgdlata nagy mintaszdm esetében is egyszeriien
kivitelezhetd és minimdlisan invaziv, ezért megfeleld elsddleges szlirdmddszer lehet.
Vizsgélataimban a SEPT9 gén metilaciés szintjét nemcsak periférids vérben, hanem
szoveti szinten is megmértem. Az Osszehasonlitds sordn igazoltam, hogy a metildlt
SEPT9 szdveti és plazma szinten is alkalmazhat6 vastagbél tumorok szlirésére.

A vastagbél tumorok korai diagnézisa céljabol, a SEPT9 gén metildcidjat az adenoma-
carcinoma szekvencia eldrehaladdsa sordn is megvizsgédltam, valamint a korai, illetve
késdi vastagbél tumorok SEPT9 metilacids szintjét is 6sszehasonlitottam. Vizsgalataim
alapjan elmondhat6, hogy a mSEPT9 markernek fontos szerepe van a vastagbél

daganatok korai kimutatdsidban nemcsak szdvetbdl, hanem periférids vérbdl is.

5.1. A septinek szerepe a kiilonboz6 sejtfolyamatokban és a tumorigenezisben

A Septin géncsaldd néhdny tagjardl, a SEPT2-r6l, a SEPT7-r61 és a SEPT9-rdl
kimutattak, hogy kiilonb6z6é mértékben, de szinte minden szovetben expresszalodnak. A
fenti gének egyedfejlédés soran valtozo/torténd kifejezddésérdl keveset tudunk, annyi
azonban ismert, hogy genetikai abldcidval mddositott, SEPT7, SEPT9 és SEPT11
génhidnyos egerek embriondlis korban elpusztultak, igy ezeknek a géneknek

l1étfontossagu élettani szerepiik lehet az embriogenezis sordn [151].
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Erre utalnak olyan humdn tanulmanyok is, amelyekben magas SEPT9 metilacids szintet
észleltek terhes nok plazmamintdiban [142].

A septinek emlds egyedfejlodésben betoltott pontos szerepe még nem ismert, de néhany
mads modell organizmus vizsgalata ravilagitott a lehetséges funkcidk egy részére.
Koriilbeliil 40 éve, eldszor az élesztdgombakban mutattdk ki, hogy a septin csaldd

tagjainak létfontossagu szerepiik van a sejtosztodasban (14. dbra) [152].

14. abra. A septin fehérjék elhelyezkedése a, C. elegans és b, human sejtek osztédasa

soran [103]

Az ecetmuslicdk (Drosophila melanogaster) egyedfejlodése sordn a septin hidnyos
embriok elpusztulasat a tobbmagvu blastodermek cellularizacidjanak hidnya okozza
[151]. Fonalférgek (Caenorhabditis elegans) vizsgdlatakor a septineket leginkabb az
osztddasi bardzddban észlelték, azonban nem bizonyultak Iétfontossaginak az
egyedfejlodésiik sordn. A septin mutdciok a fondlférgeknél hatdssal vannak
posztembriondlis fejlodésre, ami eltéréseket okoz a gonddok fejlodésében és az érzo-
valamint motoros rendszer funkcidiban [151]. Egérmodellekben az immunrendszerben
mutattdk ki a septinek szerepét. Ezekben az éllatokban 5-10-szeres SEPT9 expressziot
figyeltek meg a T-sejt fejlédés soran a CD4 CD8™ és a CD4"CD8" stadiumok dtmenete
kozott [153].

Minden eukariétdban, igy az emberi szervezetben is ismert, hogy a septinek a hetero- és
oligomer fehérjék polarizdlasdval szabdlyozzdka sejtfolyamatokat, azonban a pontos

molekularis mechanizmusroél keveset tudunk.
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Heteromer komplexek kialakitasdval filamentumokat tudnak képezni, amivel kiilonb6z6
sejtfolyamatokban vehetnek részt (15. dbra). Ilyen a mar emlitett sejtosztddds, ahol a
diffiziés hatdron helyezkednek el. A nem oszt6dé sejtek plazmamembranjdhoz is
kapcsolddnak septin fehérjék, hogy megtamasszdk a sejtmembranhoz k6tddo fehérjéket,
ezzel a sejt merevségét is biztositjak. Az emlds spermatozoon annulus-ban is kimutattdk
Oket, valamint a cilidris €s plazmamembrant elvdlaszté fehérjegylriit is a septinek

alkotjak [152].

a, osztédasi barazda b, plazma membran ¢, annulus d, cilium
nggésdeitsl Membrin /) £ Cilium
tartomany \ klti\u,r?,n}kedés %Reoeptor An terior§¢ 9/ £ :Sﬁg‘
S & %Tran'szporter c \/(—; Septin A\
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Lednysejt Plazma
membran

15. abra. A septinek szerepe a kiilonb6z0 bioldgiai folyamatokban [152 - médositva]

A tumorigenezisben betoltott szerepiik valdsziniileg a felborult sejtosztoddsi arannyal
magyardazhat6. A SEPT4 az apoptézist segiti eld, csokkent miikodése az apoptdzis
hidnyét és magasabb sejtszdmot idéz el6. A SEPT9 gén fokozott expresszidja eldsegiti a

sejtmotilitast, ezaltal a tumorok fejlodését [154].

5.2. A SEPT9 gén metilaciojanak vizsgalata a vastagbél adenoma-carcinoma

szekvencia elérehaladasa soran

A SEPT9 gén hipermetilaciéjat tobb tanulmany is leirta vastagbél daganatban szenvedd
paciensek vér, illetve biopszids mintdiban [138-144]. Vizsgdlatunkban a biopszids és
periférids vérmintdkat azonos paciensektdl gyljtottiik, ezzel osszehasonlithatova valt a
szoveti és a plazmabeli SEPT9 metildcids szint. A tumoros és egészséges kontroll
mintdkon kiviil, a rakmegel6z0 stadiumnak megfelel6 adenoma mintdkat is bevontunk

vizsgélatainkba.
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Kisérleteinkben az adenomads és tumoros szoveti mintdkban szignifikdnsan magasabb
SEPT9 metildciGs szintet észleltiink, mint az egészséges kontroll csoportnal. Erdekes
mddon azonban a kontroll biopszids mintdkndl is tapasztaltunk SEPT9 metildciot, bar
csekélyebb mértékben, mint az adenomds vagy tumoros mintacsoportok esetében. A
metildcids szintek szdzalékos értékei (PMR) nagy szoérdst mutattak, de a tumoros
(21,5%) és adenomds (29,4%) allapotokndl hasonlé mértékli SEPT9 metilaciét
figyeltiink meg, mig az egészséges mintacsoportban ennél mintegy 40x alacsonyabbat
(0,52%).

Az azonos betegektdl szarmazd szoveti és plazmamintdk Osszehasonlitdsa sordn a
legfontosabb észrevétel az adenomds mintacsoportban mutatkozott.

A szoveti adenomds mintdk jelentdésen emelkedett metilaciés mértékével szemben, az
adenomds plazmacsoportban csupan gyenge mSEPT9 jelet é&szleltiink. Fenti
eredményeinket kordbbi tanulmanyok is aldtimasztjdk. Warren és mtsai [142] az
adenomds plazmamintdk csupdn 12%-4ndl mutattak ki mSEPT9 pozitivitast, bar a
SEPT9 metilacié mértéke véltozhat az adenomdk méretétdl és tipusatdl fiiggden [139,
141]. Egy masik vizsgélat szerint a plazma mSEPT9 marker érzékenysége adenomdkra
csupan 14% [155].

A plazmamintdk esetében csak a tumoros csoportban észleltiink jelentds SEPT9
metildcidt. Ezzel szemben, az ép szovetmintdkndl is tapasztaltunk kisfoki SEPT9
metildciét, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Septin 9 génnek és géntermékeinek
élettani szerepe lehet az ép vastagbélszovet szabdlyozé folyamataiban. Megfigyeléseink
alapjan feltételezhetd, hogy a SEPT9 gén az embriogenezisben és az onkogenezisben

egyarant szerepet jatszik.

5.3. A SEPT9 gén metilacigjanak hatasa az mRNS és fehérje szintre

A biopszids mintdkon és a 1ézer mikrodisszektélt sejteken végzett mRNS expresszios
kisérleteink eredményei nagyrészt Osszhangban vannak a szoveti DNS metilacids
vizsgalatokban tapasztalt megfigyeléseinkkel. Az egészséges, adenomds és tumoros
mintdkban szignifikdnsan eltér6 SEPT9 mRNS expressziét mutattunk ki a betegség
progresszidjdnak megfelelden, azonban a SEPT9 kiilonb6z0 transzkriptumai esetében az

expresszios értékek valtozdsa egymastdl eltérd tendenciat mutatott.
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Az ép mintdkban a SEPT9 gén 207425_s_at transzkriptumdnak vizsgdlata sordn
meglepd moédon alacsony mRNS expressziot igazoltunk, szemben a 1559025_at
transzkriptum magasabb mRNS szintjével. A két transzkriptum expresszidja kozott a
madsik feltind kiilonbséget az adenomds mintdkban igazoltuk. A 207425_s_at
transzkriptum az enyhén diszplasztikus adenomds mintakban a sulyosan diszplasztikus
adenomdkéhoz hasonld expresszids szintet mutatott, mig a 1559025_at transzkriptum
esetében az egészséges mintdkéhoz hasonld kifejezddést észleltiink. A DNS metilacios
vizsgalatok eredményeivel inkdbb a 1559025_at transzkriptum expresszids valtozdsa
hozhat6 Osszefiiggésbe, ezért a 1ézer mikrodisszektdlt mintdkon végzett
vizsgalatainkban ezt a transzkriptumot vizsgéltuk.

Az mRNS expresszids eltérések és az ennek hatterében potencidlisan 4ll6 DNS
metil4ciés véltozdsok eredetének igazoldsa céljabol, 1ézer mikrodisszekcidt kovetden
lehetdségiink nyilott a stroma és hdmsejtek SEPT9 mRNS expresszids szintjét kiilon-
kiillon megvizsgdlni. Erdekes médon eltér6 SEPT9 mRNS expressziés szinteket
észleltiink a két mintacsoport kozott.

A stromabeli expresszi6 vizsgalatakor az ép és az adenoma mintdkban azonos SEPT9
mRNS kifejezddést tapasztaltunk, mig az ép hdmban szignifikdnsan magasabb SEPT9
mRNS expresszidt észleltiink, mint az adenomds hamban (p<0,05). A biopszids
vizsgalatok sordn mindkét sejttipus (a hdm és a stroma egyardnt) jelen volt, ez
magyardzhatja az ép mintdkban detekalt eltérd expresszios értékeket.

A fenti megfigyeléseink alapjan elmondhaté, hogy a SEPT9 mRNS expresszios
valtozdsok dontd része a hdmszovetbol szarmazik. Ezt a fehérje expresszids
vizsgélataink eredményei is aldtdmasztottdk. Immunhisztokémiai kisérleteink sordn az
ép mintdkndl leginkdbb a lumindlis epitéliumban észleltiink SEPT9 fehérje expresszidt,
mig az adenomdkban fdéleg a hdamsejtek apikdlis citoplazmdjdban. A betegség
progresszidja sordn egyre gyengébb SEPT9 fehérje termelddést tapasztaltunk
immunhisztokémiai moddszerrel. A tumoros 4llapotot jellemzd magas SEPT9
hipermetilacié epitelidlis eredetét mds tanulméanyunk is igazolta [156]. A hamsejtekben
a metildcié mar a tumorhoz kozeli (szovettanilag egészséges szovet a tumortél 1 cm

tdvolsdgra) sejtcsoportokon is jelentkezik.
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Feltételezésiinket, hogy a SEPT9 expresszid csokkenését DNS metilacié okozhatja, az
immunhisztokémiai és a DNS metildcids vizsgélataink kozott észlelt inverz korrelécio is
aldtdmasztja. Az egészséges mintdkban tapasztalt magas SEPT9 fehérje expresszids
szint korreldlt az alacsony SEPT9 metilacids szinttel. Ugyanez az Osszefiiggést
tapasztaltuk az adenomads és a tumoros mintdk esetén is. A két kiillonb6z6 molekularis
szinten tortént megfigyelés egyardnt erOsiti azt a hipotézist, hogy a colon szdvetben
1étrejovo kritikus molekuléris véltozdsok mar radkmegel6z6 allapotban is megjelennek,

nemcsak a tumorban.

5.4. A SEPT9 splice variansok vizsgalata

A Septin 9 mRNS splice varidnsok expresszidjanak elemzését szamos tanulmany
Osszefoglalta mar. A SEPT9_vl transzkriptum emelkedett expresszidjat emlo,
petefészek €s prosztata tumorokban mutattdk ki, mig ezek koziil egyik szerv normaélis
szovetében sem volt kimutathatdé [131, 133]. A fenti irodalmi adatokkal ellentétben,
vizsgédlatainkban egyediill a SEPT9_v1 transzkriptum varidns esetén észleltiink a
normélis colonban magasabb expresszidt, mint a tumorszovetben, ami dsszhangban van
a biopszids mintdkban kapott SEPT9 mRNS é€s fehérje expresszios eredményeinkkel és
a tumorban fokoz6dé DNS metildcidval.

Az emld tumorokban normdlis szdvethez képest a legnagyobb expresszids eltérést a
SEPT9_v1, a SEPT9_v3, a SEPT9_v6 és a SEPT9_v7 transzkriptumok varidnsok
esetén irtdk le. Az el6z0eknél kisebb mértékii, de szignifikans kiilonbséget mutattak ki a
SEPT9_v2 és a SEPT9_v5 varidnsok expresszidjdban, mig a SEPT9_v4 izoforma
expresszidja nem véaltozott [109]. A fenti tanulmanyok €s sajat eredményeink kozotti
ellentmondds egyik magyardzata az lehet, hogy a kiillonbozd transzkriptum varidnsok
expresszigjat mas-mas CpG szigeteken bekdvetkezd6 DNS metilacié befolyasolhatja,
ami az egyes szovettipusokban eltéroen jelentkezik [156].

A SEPT9 DNS metildcié és az altala befolydsolt mRNS expresszié kordbban mar
emlitett ham eredetét tobb SEPTO splice varidns tanulmany is megerdsiti. A SEPT9_v1
€s a SEPT9_v4* transzkriptumok magas expresszids szintjét petefészek tumorok
hamsejtjeiben is leirtdk [133], mig a SEPT9_v4 kivételével az 0sszes izoforma fokozott

expresszigjat emlé tumorok hdmsejteiben mutattak ki [109].
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A SEPT9_v2, a SEPT9_v4,_a SEPT9_v4* és a SEPT9_v5 splice varidnsok fokozott
expresszigjat tapasztaltuk a vastagbél tumoros mintdkban a normédlis mintacsoporthoz
képest. Ezt az Osszefliggést a biopszids elemzésnél egyediil a 207425_s_at azonositoju
transzkriptum esetében figyeltik meg. Az irodalmi adatokkal ellentétben,
vizsgélatunkban a SEPT9_v2, a SEPT9_v4 és a SEPT9_v5 transzkriptumok esetében is
észleltiink eltérést a normaélis és a tumoros mintdk kozott, bar nagymértékii kiilonbséget
csak a SEPT9 v2 és a SEPT9_v4* esetében mutattunk ki [133]. A SEPT9_v2
transzkriptum expresszidjdban észlelt eltérést mds tanulményok is aldtdmasztjak [139,
156]. A SEPT9_v2 transzkriptum startpontja a SEPT9 gén legnagyobb CpG szigetének
megfeleld génszakaszra esik (16. abra).

A DNS metilacios kisérletekhez felhasznalt Epi proColon kit is ezen CpG sziget adott
szakaszdnak metilacios allapotat méri, amelynek metildltsdga vastagbélrakra leginkabb
jellemzé. Az emlitett CpG szigeten helyezkedik el az 4bran is lithaté 4., 5. és 6.
amplikon is, amelyek direkt biszulfit szekvendldsdval vizsgdltdk a SEPT9 gén
metildltsagat ép, tumor melletti ép, adenoma és tumoros hdm, illetve stroma mintdkon.

[156].
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16. abra. A SEPT9 gén genomidlis felépitése [156]
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Egészséges, adenomads, tumoros és tumor melleti, szovettanilag egészséges szoveteket
(NAT2 = 10 cm-re a tumortdl; NATI = 1 cm-re a tumortdl) 6sszehasonlitva, az 5.
amplikonban mutathat6 ki a legnagyobb DNS metil4cids kiillonbség a mintacsoportok
kozott. A tumorhoz kozelebb esd teriilletek hdmsejtjein mar megjelenik a DNS
metildcid, ami az adenomdkban és a tumorokban a legmagasabb (17. dbra) [156].

Az szekvencidlisan dtfedd szakaszok tekintetében a SEPT9_v2 transzkriptumhoz az 5.
amplikon all a legkozelebb. A fentiekkel Osszhangban a SEPT9_v2 transzkriptum

esetében mutathat6 ki leginkdbb kiilonbség a vizsgalt mintacsoportok kozott.
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17. abra. A biszulfit konvertalt DNS szekvenalasi eredménye [156]

Amp = amplikon; Norm = normadlis szovet; NAT2 = szovettanilag egészséges szovet a
tumortol 10 cm-re; NATI = szovettanilag egészséges szovet a tumortol 1 cm-re; Adeno
= adenoma; str = stroma sejtek; epi = hdmsejtek

Szin jelolések: sdrga: metildlatlan (0%), zold: részlegesen metildlt (50%), kék: teljesen
metildlt (100%)
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5.5. A SEPT9 metilacié és a szabad DNS szint kozti osszefiiggés

A vérben keringd szabad DNS mennyisége és mindsége a benignus és malignus
allapotok egy lehetséges non-invaziv biomarkere lehet, kordbbi tanulmédnyok szerint
ugyanis tamogatja a diagnézis feléllitdsat, tovabba eldrejelezhetd vele a tumoros
progresszié €s a kezelés hatékonysidga [86-88]. Mead és mtsai [157] egészséges,
adenomads és tumoros pdciensek plazma mintdibol hatdroztdk meg a keringé szabad
DNS szintet, és szignifikdns kiilonbséget (p<0,001) tapasztaltak mindhdrom
mintacsoport 6sszehasonlitdsakor. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a szabad DNS
szint meghatdrozdsa nemcsak a tumoros, hanem mar a rdkel6z6é adenoma allapot
felismerésére is alkalmas.

PhD munkdm sordn a periférids vér SEPT9 metildcids szintjének vizsgdlata mellett
megmértem a vérben keringd szabad DNS mennyiséget is.

Emelkedett szabad DNS szintet mértiink az adenomas és a tumoros betegcsoportokban,
azonban szignifikdns kiilonbséget csak a normadlis és a tumoros mintdk kozott
igazoltunk. A daganatos mintdkat stddiumok szerint is megvizsgaltuk és a tumor
stddium progresszioval parhozamosan emelkedd tendenciit észleltiink. Lényegesen
magasabb cfDNS mennyiséget azonban csak a IV. stddiumban tapasztaltunk, bar a
tumoros mintacsoportban a szabad DNS koncentracié szdérdsa igen nagynak bizonyult.
Danese és mtsai hasonléan széles koncentracié tartomdanyt figyeltek meg [158].
Tanulmdnyukban szintén a szabad DNS mennyiséget €és DNS metildcids szintet
hasonlitottdk Ossze vastagbéltumoros mintdkban, €s eredményeinkhez hasonléan az
abszoltt szabad DNS koncentracié tumorstddiummal parhuzamos novekedését figyelték
meg. A fenti kutatdcsoport azonban mar a korai stddiumokban (I. és II. stadium) is
észlelt magas metildcids szintet, mig kutatocsoportunk a legmagasabb SEPT9 metil4ciét
csupan a IV. stddiumban mérte. Kézenfekvonek tilinik a magyardzat, hogy a késoi,
attétes daganatban fokozodé cfDNS szint a tumor méretével, kovetkezésképpen a

megnovekedett sejthaldlozassal és magas sejtproliferacidval all sszefiiggésben [159].

73



DOI:10.14753/SE.2016.1841

5.6. A SEPT9 gén mint CRC biomarker

A SEPT9 gént onkogénként €s tumor szuppresszor génként egyarant leirtdk [160].
Proto-onkogén viselkedését egerekben T-sejt lymphoma kialakuldsa sordn figyelték
meg [161]. Promoéter régidjanak hipermetildltsiga a génexpresszié csokkentésen
keresztiil azonban tumor szuppresszor funkcidjara utal vastagbél [136-139], petefészek
[162] és fej-nyaki tumorok esetén [163].

Vastagbél tumorokban a SEPT9-en kiviil mas gének - mint a protokadherin 10
(PCDH10; 55,5%), a szekretdlt frizzled-rokon fehérje 5 (SFRPS; 52,1%), a runt-rokon
transzkripciés faktor 3 (RUNX3; 58,9%) vagy az inzulinszerii novekedési faktor 2
(IGF2; 50,4%) [164] - promoter régidjanak hipermetilacidjat is leirtdk mar, de egyik
érzékenysége sem bizonyult elégségesnek ahhoz, hogy sziirésre alkalmazhatdak
legyenek. Ennek magyarazata, hogy fokozott metildcidjukat mas tumorokban is
kimutattak, igy specificitdsuk a vastagbélrakra gyenge. A PCDH10 prométer régidjanak
metilacidjat higyholyag tumorokban (50,4%) [165], méhnyakrdkban (91%) [166] és
gyomor daganatszovetben (86%) [167] is megfigyelték.

Vizsgdlatunkhoz hasonldan, szovetben és periférids vérben a PCDHI0 [158] és a
Syndecan 2 (SDC2) metilacids szintjét [168] tobb tanulmanyban is vizsgaltdk. A
tumoros szovetmintdk mindkét mintacsoportban magas metilaciés értéket mutattak
(94%; 97,8%), azonban a SDC2 gén metilaciéjanak szérumbdl torténd kimutatdsa
igéretesebbnek bizonyult (87%), mint a PCDH10-€ (62,7%).

A SEPT9 gént, mint a vastagbéltumor kimutatdsdra alkalmas markert, tobb kordbbi
tanulmany is ismertette [138-144; 169-172]. Fokozott SEPT9 metilaciét irtak le az
egészséges plazmamintdk 9%-dban és a tumoros mintdk 73%-dban. Ezekhez a
vizsgélatokhoz azonban egy kordbbi moédszert, az els6 generdaciés mSEPT9 kimutatdsi
kitet (Epi proColon 1.0) hasznaltdk. Sajat vizsgdlatainkhoz a madsodik generécids
modszert, az Epi proColon 2.0-t alkalmaztuk, amelynek eldnye, hogy kevesebb reagens
alkalmazdsdval, roviditett protokollal rovidebb id6 alatt, egyszerre tobb minta
vizsgélatét teszi lehetdvé.

A modszer hatékonysdgdnak megallapitdsara két kiilonbozd elemzési moddot
hasznaltunk: a magasabb szenzitivitassal jar6 1/3 elemzést €s a magasabb specificitisu

2/3 analizist.
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A korabban mar alkalmazott [140] 1/3 mdédszer szerint a tumoros mintdk csupan 4,3%-
aban (4/92) nem észleltiink SEPT9 hipermetildciot. Az egészséges mintdk 15,2%-aban
(14/92) tapasztaltunk fokozott SEPT9 metildcidt. A teszt érzékenysége az 1/3
modszerrel 95,6%-osnak, specificitisa 84,8%-osnak bizonyult. A tumoros mintdk
esetében Osszehasonlitottuk az érzékenységet a tumor lokalizacidjdnak szempontjabol is
(jobb, illetve bal oldali elhelyezkedés) és nem taldltunk eltérést (14. tdblazat). Warren és
mtsai [142] szintén elemezték a SEPT9 gén metildltsdgat a tumor elhelyezkedése
szerint. A tumorok 10%-a, amelyekben a SEPT9 gén nem bizonyult metildltnak, nem
mutatott lokalizaci6 preferencidt, bal-és jobb oldali tumorok egyarant voltak koztiik.

A sajit vizsgdlatunkban tapasztalt szenzitivitds értéket az irodalomban leirtakkal
Osszehasonlitva [139-142; 169-173], kiemelkedd eredményt kaptunk (17. tablazat). Az
1/3 elemzési mddszert kovetve a legalacsonyabb, 48,2%-0s szenzitivitast Church és
mtsai [170] munkdja mutatta. A specificitds terén viszont hasonléak voltak
eredményeink (84,8%) mds kutatdsok értékeivel (78,8%-91,5%) (17. tablazat).

A szenzitivitdsban észlelt kiilonbségekért valdsziniileg az eltéré labortechnikai
modszerek alkalmazdsa és a kiilonboz6 mintavételi eljardsok lehetnek a feleldsek.
Ahogy azt a 5.5. fejezetben ismertettem, az eredményt a szabad DNS mennyisége is
befolydsolhatja, amely a mintavétel idOpontjatdl is fiigghet. Korabecna és mtsai [174]
tanulmanyaban egészséges paciensek mintdinak szabad DNS szintjét tobb idopontban
mérték meg 24 oOra alatt és a legmagasabb szintet a déli 6rakban észlelték, de déleldtti és
délutdani maximalis DNS szintek is elofordultak. A fentiek figyelembevételével a
mSEPTY9 marker érzékenysége ugy novelhetd, hogy ha egységesen, lehetdleg a déli
ordkban torténik a vérmintdk gyljtése.

A 2/3 elemzési mddszer alkalmazdsdval igen magas, 98,9%-os specificitdst
tapasztaltunk. Az egészséges mintdk csupdn 1%-a (1/92) mutatott mSEPT9 pozitivitast,
tehdt ez a moddszer alkalmasabb a normdlis mintdk elkiilonitésére. A 2/3 elemzési
szabalyt kovetve, a tumoros mintdk csupdn 79,3%-dban észleltink SEPT9
hipermetilaciét, de az irodalmi adatokkal Osszehasonlitva még igy is kimagaslo

eredményt értiink el ezzel az elemzési moddal (17. tablazat).
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A 2/3 elemzés tovabbi hdtranyat a tumor lokalizdcidjanak Osszehasonlitdsa sordn
észleltiik, ugyanis ezzel a mddszerrel a jobb oldali tumorok kisebb szdzalékban (69,4%)
mutathatok ki, mint a bal oldaliak (85,7%). Mindezeket Osszevetve sziirés

szempontjabol az 1/3 mdédszer bizonyult alkalmasabbnak.

17. tablazat. A mSEPT9 marker érzékenysége és fajlagossdga vastagbél daganatokra az

irodalmi adatok alapjan

Elemzési Szenzitivitas Specificitas
modszer (%) (%)
Griitzmann és mtsai 2008 2/3% 48 93
[139] 2/3 72 90
1/3% 75 87
deVos és mtsai 2009 2/3% 57 08
[140] 1/3° 72 86
2/3 56 95
Tanzer és mtsai 2010 1/3 82 88
[141] 2/3 73 91
Warren és mtsai 2011
[142] 1/3 88,3 90
Toth és mtsai 2012 1/3 95,6 84.8
[169] 2/3 79,3 98,9
Church és mtsai 2014
[170] 1/3 48,2 91,5
Johnson és mtsai 2014
[171] 2/3 72,2 80,8
Potter és mtsai 2014
[172] 1/3 68 78,8
Jin és mtsai 2014
[173] 2/3 74,8 87.4

“ Bedllitdsi vizsgdlat

b Megerdsitési vizsgdlat

Minden daganat szlirésénél cél, hogy minél kordbbi stadiumban mutassuk ki az eltérést,
ezért megvizsgaltuk a moddszer hatékonysdgat a vastagbél tumorok stadium szerinti
lebontdsdban is. Az 1/3 analizis alkalmazdsdval a II. stddiumtdl kezdve 100%-os
biztonsdggal meg lehet dllapitani a tumor jelenlétét. Az 1. stddiumud tumorok 84%-aban
bizonyult megbizhaté markernek a SEPT9 metilaci6. A 2/3 elemzést kovetve érdekes
moédon a II. stddiumban kaptuk a legjobb kimutatdsi eredményt (92,8%), majd a

progresszidval parhuzamosan gyengébb érzékenységet észleltiink.
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A legalacsonyabb érzékenységi szintet (60%) az I. stddiumu daganatoknal kaptuk, igy
ez az elemzés nem alkalmazhaté a korai (I.) stddiumi tumorok szirésére. Mas
tanulmanyok eredményeit is figyelembe véve megéllapithatd, hogy az 1/3 elemezési
modszer kovetendd, a korai stddiumban valé kimutatas és a szirés érdekében (18.
tdblazat). Azonban az azonos kiértékelési modszerek kozott is nagy kiilonbségek
figyelhetOk meg.

Church és mtsai [170] vizsgdlatai szerint nemcsak az I., hanem a II. és a III. stddiumu
tumoroknak is igen alacsony a kimutathat6sdga. Tanulmanyukban részletezik, hogy a
szenzitivitds és specificitds nagyobb a fiatalabb korosztidlyban (65 év alattiakban) és az
érzékenység magasabb ndkben, mint férfiakban. Az eredményeket tehat a vizsgdlt

populacio Osszetétele is befolyasolhatja.
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18. tablazat. A mSEPT9 biomarker érzékenysége a vastagbéltumorok kiilonboz6

staddiumaira
Elemzési . I'. ,H.' ,H!' IV Osszes
médszer stadium stadium stidium stadium CRC
(%) (%) (%) (%) (%)
Griitzmann 2/3% 43 44 54 55 48
és mtsai b
2008 [139] 2/3 50 69 79 91 72
deVos és 1/32 45 84 82 100 75
mtsai 2009 2/3b 32 66 59 100 57
[140] 1/3b 53 75 78 100 72
2/3 26 60 67 75 56
Warren és
mtsai 2011 1/3 71 90 100 100 90
[142]
Toth és 1/3 84 100 100 100 95,6
Lt 2 2/3 60 92,8 88,6 77,8 79,3
[169] ’ ’ ’ ’
Church és
mtsai 2013 1/3 35 63 46 77,4 48,2
[170]
Johnson és
mtsai 2014 2/3 61,5 80 65,2 92,3 73,3
[171]
Potter és
mtsai 2014 1/3 64 100 68
[172]
Jin és mtsai
2014 [173] 2/3 66,7 82,6 84,1 100 74,8

“ Bedllitdsi vizsgdlat

b Megerdsitési vizsgdlat

Napjainkban igen nagy az érdeklodés és egyre tobb tanulmany jelenik meg a
rakmegel6z0 4allapotok, az adenomak szlirésének fontossagar6l. Munkédnk sordn
megvizsgiltuk a mSEPT9 marker érzékenységét a rdkel6z6 adenoma allapotra.

A kordbban mér részletezett plazmavizsgalatainkban a mintdk 30,8%-4ban észleltiink
SEPT9 metilaciét a nagy rizikdju (1 cm-nél nagyobb, vagy villosus komponenst
tartalmazd) adenomds csoport esetében. Kordbbi tanulminyok eredményeivel
Osszehasonlitva ez az érték igen magas, mivel az adenoma kimutatdsi sikeresség 11-

46%-os intervallumban mozog (19. tablazat).
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A fenti megfigyelésiink alatdmasztja az eddigi mRNS és fehérjeszintli eredményeinket
i1s, miszerint az adenomds mintdk SEPT9 expresszidja a normadlis és tumoros
csoportokban tapasztalt értékek kozott mérhetd. A mSEPT9 tehdt nem megfeleld

biomarkere az adenomaknak, de a korai stadiumud tumorokra mar alkalmazhato.

19. tablazat. A mSEPT9 marker érzékenysége adenomakra

Elemzési 210 mm <10 mm
modszer (%) (%)
2/3? 22 9
Griitzmann és mtsai 2008 [139] b
2/3 18 9
1/3 46 29
Tanzer és mtsai 2010 [141]
2/3 - -
Warren és mtsai 2011 [142] 1/3 11,8 9
Toth és mtsai 2014 [175] - 30,8 -
Church és mtsai 2014 [170] 1/3 11,2 -
Potter és mtsai 2014 [172] 1/3 22 20
Jin és mtsai 2014 [173] 2/3 27,4 -

“ Bedllitdsi vizsgdlat

b Megerdsitési vizsgdlat

5.7. A mSEPT9 kimutatasi médszer hatékonysaganak osszehasonlitasa egyéb nem

invaziv modszerekkel

Munkank soran a mSEPT9 marker érzékenységét és fajlagossagat dsszehasonlitottuk a
guajak-alapi FOBT-vel és a CEA szérumszintjével. A retrospektiven gyiijtott adatok
szerint a legalacsonyabb szenzitivitast a gFOBT mddszer adta (68,2%), és érzékenysége
sem volt kielégitd (70,6%).

A gFOBT alacsony érzékenységét valdszinlileg a nem specifikus gasztrointesztindlis
vérzések (mint pl. az aranyeres vérzések) magyardzhatjdk. Az egészséges egyének
29,4%-aban észleltink vért a székletben, bar vizsgédlatunkban a széklet vérteszt

elvégzése csak egy alkalommal tortént, az ajanlott legaldbb két teszt elvégzése helyett.
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A teszt elvégzését kovetd vastagbéltiikr6zés sordn azonban nem lattdk jelét sem
tumornak, sem tumort megeldz6 allapotnak, igy a normdlis csoportban észlelt gFOBT
pozitivitds vagy felsobb tdpcsatornai vérzésre, esetleg aranyeres csomokra, helyi
gyulladdsra vagy diéta hibara utalhat.

A gFOBT és a mSEPT9 specificitdisa normalis mintdkra hasonlénak bizonyult: a
gFOBT specificitdsa 70,6%-o0s, mig a mSEPT9 kimutatdsé 76,5%-o0s volt. A tumoros
mintdk tekintetében azonban szdmottevo eltérést észleltiink a specificitdsban:a gFOBT
esetében 68,2%-0s, a mSEPT9-nél 100%-os értéket kaptunk. .

Egy masik tanulmdany [171] a FIT szlrést hasonlitotta dssze a SEPT9 metildcidval és
szintén 68%-0s érzékenységet tapasztaltak a széklet tesztnél, de alacsonyabbat a
mSEPT9 esetében (72,2%). A specificitds esetében sem mutattak ki a mi
vizsgalatunktdl valé szamottevo eltérést (mSEPT9: 80,8%:; FIT: 97,4%).

A carcinoembriondlis antigén (CEA) szintjének mérése kordbbi eredmények [157]
alapjdn sem alkalmazhaté szliromodszerként, bar klinikai alkalmazdsa a tumorok
kovetésére megfelel6. Munkank sordn a gFOBT-hez hasonl6an a CEA eredményeket is
Osszehasonlitottuk a SEPT9 metilacié hatékonysagdval. Bar a szérum CEA szint nem
ajanlott szlirésre, a specificitdsa viszonylag magas értéket, 85,2%-ot ért el, de az
érzékenysége igen alacsonynak bizonyult (51,8%). Ha csak azokat a mintdkat vessziik
figyelembe, ahol a CEA és a mSEPTY tesztet is elvégeztik, a CEA specificitdsa
(85,2%) magasabb volt, mint a mSEPT9 markeré (70,4%). A mSEPT9 érzékenysége
azonban magasabbnak bizonyult (100%).

A SEPTY9 metilaci6 meghatdrozdsa azonban - a gFOBT és a CEA moddszerekkel
Osszehasonlitva - jelenleg driga. A mSEPT9 mddszer egyenlOre nincs automatizdlva,
manudlis technikat igényel, igy kevés mintaszamon lehet egyidoben a vizsgalatot
elvégezni. A jovOben tervezett automatizaciéval azonban, az esetszdm novelésével,
kevesebb manudlis beavatkozdssal a mddszer koltségei jelentdsen csokkenthetdk

lennének.
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5.8. Legfontosabb Gj megallapitasok és megfigyelések

- A mSEPT9, mint periférids vér alapi biomarker, mar kordbban is ismert volt, de a
SEPT9 gén metilaciés mintdzatit vizsgdlataimban hasonlitottam 0Ossze eldszor
ugyanazon pdaciensektdl vett szoveti €s vérmintdkban. A normélis mintacsoportnél
alacsony, mig a tumorosnal magas metilacios szintet mutattam ki. A két kiilonbozd
eredetli mintatipus kozott viszont az adenomads csoportban észleltem eltérést, ugyanis a
szoveti mintdkban magas, mig az adenomds plazmamintdkban alacsony SEPT9
metil4cidt tapasztaltam.

- A mSEPT9 marker nem alkalmazhaté sz{irdmddszerként az adenomds mintdkon
periférids vérbol, azonban a biopszids mintdkban megbizhatéan jelzi az adenomdk
jelenlétét.

- Lézer mikrodisszekcié segitségével elsOként mutattam ki, hogy a SEPT9 metildcié
ham eredeti.

- Immunhisztokémiai vizsgdlattal megerdsitettem a SEPT9 DNS metilacionak a fehérje
expressziora gyakorolt hatdsat.

- A SEPT9 gén splice varidnsainak (SEPT9_vl1, _v2, _v4, _v4* és _v5) vizsgalatdval
kimutattam, hogy a SEPT9_v2 transzkriptum expresszidja tér el leginkdbb a normadlis és
tumoros mintak kozott.

- A szabad DNS szint és a SEPT9 gén metildcidja kozott korrelaciot igazoltam tumoros
mintdkban, kiilonosen a késoi stadiumu vastagbéltumorokban.

- A mSEPT9 marker hatékonysdgit Osszehasonlitva az eddig haszndlt nem invaziv
modszerekével (mint a gFOBT-vel vagy az utdnkovetésre hasznalt CEA
szintmeghatdrozdssal), a periférids vérbol torténd mSEPT9 kimutatds hatékony

modszernek bizonyult a vastagbéltumorok sziirésére
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgdlataim sordn megéllapitottam, hogy a metildlt SEPT9 gén a vastagbéltumorok
specifikus €s szenzitiv biomarkere szoveti €s periférids vérmintdkban egyarant. A
tumorok szovet és plazmamintdkbdl torténd kimutatdsara egyardnt alkalmasnak
bizonyult.

A médszer daganat megel6z6 allapotok szlirésére csak szoveti szinten alkalmazhat6. A
daganatok szlrésére mar a korai stddiumokban is hasznidlhaté a megfeleld elemzési
mddszert alkalmazva. A mSEPT9 marker kimutatdsa a periférids vérbdl is elvégezhetd,
ezaltal komoly tarsadalmi hatdsai lehetnek a vastagbéltumorok sziirése terén a kedvezd
compliance miatt. A betegek részvételi ardnya wugyanis az eddig hasznalt
leghatékonyabb mddszer, a vastagbéltiikr6zés esetében igen alacsony. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a mSEPT9 marker vizsgélata nem helyettesiti a vastagbéltiikrozést,
de haszndlatdval csokkenteni lehetne a feleslegesen elvégzett, invaziv vizsgdlatok
szamat. Napjainkban ugyanis az egyre novekvd vastagbéltumoros esetszam, egyre tobb
vastagbéltiikrozést, ezzel egyiitt egyre tobb, a tiikrozéshez érté szakembert, és miiszert
igényel. A periférids vérbol torténd sziiréssel igy csak azokat a pacienseket kellene a
tikkrozésnek aldvetni, akiknél a teszt pozitiv, ezéltal nem csupdn iddt, energiat, hanem
koltségeket is megtakarithatndink. A mSEPT9 kimutatdsi mddszerrel egy alternativ

szlirési modszert ajanlhatnank a pacienseknek, igy névelve a sziirések compliance-ét.
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7. OSSZEFOGLALAS

7.1. Osszefoglalas - magyar

A vastagbél daganatok tobbsége kezelhetd lenne, ha idében felfedezésre keriilnének,
ennek ellenére még mindig sok beteget eldrehaladott stddiumu betegséggel
diagnosztizdlnak, amikor a tulélési esély sokkal alacsonyabb. Ennek okai a jelenleg
haszndlt szlirdmddszerek korldtai, mint a nagy invazivitds és ezzel az alacsony beteg
compliance vagy az alkalmazott moédszerek alacsony érzékenysége és fajlagossiga.
Mindezek hangstlyozzdk az olyan biomarkerek fontossigit, amelyek kimutatdsa a
periférids vérbol is lehetséges €s megfeleldo biztonsdggal haszndlhatok a vastagbél
daganatok sziirésére. A megfeleld sziliromarkerek azonositisat eldsegiti a tumorok
molekuléris hatterének, igy a gyakori patogenetikai okként szerepld6 DNS metilacionak
a vizsgéalata. PhD munkdmban a vastagbél daganatokra specifikus marker, a Septin 9
gén metilaciés mintazatat, valamint mRNS és fehérje expresszigjat vizsgaltam az
adenoma-carcinoma szekvencia eldrehaladdsa soran. Megallapitottam, hogy a SEPT9
gén metilacidja vastagbél daganatokban szoveti €s plazmaszinten is kimutathatd, a
rdkmegel6z0 adenomds mintdkban azoban csak a szoveti mintdkban mérhetd
biztonsdgosan. A SEPT9 gén DNS metilacids szintjének vastagbél adenoma-carcinoma
szekvencia sordn észlelt emelkedése allhat a csokkend SEPT9 mRNS és fehérjeszint a
hatterében, kiilonosen a hamsejtekben. Megéllapitottam, hogy a mSEPT9 kimutatasi
modszer igen magas specificitdsa és érzékenysége miatt hatékonyabb szlirdmddszer,
mint a guajak-alapu széklet vér teszt vagy a CEA szint meghatdrozdsa, még a nehezen
kimutathat6 jobb oldali tumorok esetében is. Megallapitottam tovdbba, hogy a SEPT9
gén metildcidjanak meghatdrozasa periférids vérbdl megfeleld6 modszer a vastagbél

daganatok sziirésére, de az adenomdk felismerésére nem alkalmazhato.
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7.2. Osszefoglalas - angol

Despite the colorectal cancer can be curable in most of the cases if it is recognized at
early stage, still many CRC patients are diagnosed with advanced-stage disease and
show poor prognosis. The reasons are the limitations of the used screening methods,
such as high invasivity with low patient compliance or the low sensitivity and
specificity. Therefore new biomarkers are needed, which can detect colorectal cancer
from peripheral blood and can be safely used as screening marker. The identification of
the appropriate screening markers can be enhanced by studying the molecular
background of the carcinogenesis such as DNA methylation as a frequent pathogenetic
factor. In my PhD thesis, DNA methylation of Septin 9, a colorectal cancer sensitive
biomarker was analysed during the colorectal adenoma-carcinoma sequence
progression, furthermore SEPT9 mRNA and protein expression were also examined. |
have established, that methylated SEPT9 was detected both in tissue and in plasma
samples of CRC patients, furthermore it was manifested only in tissue samples from the
precancerous adenomas. The increasing methylation of Septin 9 gene during the
colorectal adenoma-carcinoma sequence progression is reflected in the decreasing
SEPT9 mRNA and protein expression, especially in the epithelium. I have established,
that the high sensitivity and specificity of mSEPT9 marker makes this non-invasive
technique a better method for colorectal cancer detection than guajac-based fecal occult
blood test or CEA level measurement, even for the more difficultly detectable right
sided colon cancers. I have concluded that the detection of SEPT9 gene methylation
from peripheral blood is a suitable screening method for colorectal cancer, but not for

adenomas.
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