
 
A vastagbéldaganat kialakulásának in situ és perifériás 

vér biomarkerei 
 

Doktori tézisek 

 
 

Dr. Tóth Kinga 
 

Semmelweis Egyetem 
Klinikai Orvostudományok Doktori Iskola 

 
 

 
 
 

Témavezető: Dr. Molnár Béla, az MTA doktora, tudományos tanácsadó 
 
Hivatalos bírálók: Dr. Dank Magdolna, Ph.D., egyetemi docens  
                              Dr. Tóth Erika, Ph.D., megbízott osztályvezető főorvos 
 
Szigorlati bizottság elnöke: 

Dr. Kovalszky Ilona, az MTA doktora, egyetemi tanár 
 
Szigorlati bizottság tagjai: Dr. Szaleczky Erika, Ph.D., adjunktus 
     Dr. Péter Antal, Ph.D., egyetemi adjunktus  
                       

 
 

 
Budapest 

 
2015 

 
 



BEVEZETÉS 

 

A vastag- és végbéldaganatok előfordulása és gyakorisága világszerte növekszik. A 

colorectális rák napjainkban a harmadik leggyakoribb daganattípus, férfiaknál a prosztata- és 

tüdőtumorokat, nőknél az emlő- és tüdődaganatokat követve. A vastagbél daganatok szűrésére 

manapság számos módszer használható, melyek két nagy kategóriába sorolhatók: 1) széklet 

tesztek vagy nem invazív tesztek (gFOBT - guajak-alapú occult székletvér teszt, FIT vagy 

iFOBT- immunkémiai székletvér teszt és széklet DNS teszt) és 2) eszközös vizsgálatok vagy 

invazív módszerek (flexibilis sigmoidoscopia, kettős kontrasztos irrigoscopia, CT 

colonographia - virtuális colonoscopia vagy colonoscopia). A diagnózis mihamarabbi 

felállítása azonban sok esetben nehéz a jellegzetes vagy specifikus tünetek (pl.: széklethabitus 

változás, véres széklet, hasi fájdalom vagy fogyás) hiánya miatt. A vastagbél daganatok 

szűrésének célja az, hogy a daganatokat korai stádiumban észleljük, esetleg a daganatokat 

megelőző adenoma stádiumot kimutassuk, így megelőzzük az előrehaladott stádiumok 

kialakulását.  

Az utóbbi években egyre nagyobb figyelem irányult a perifériás vérben szabadon keringő 

DNS molekulák kutatására. Először autoimmun, majd daganatos páciensek plazma mintáiban 

figyeltek meg az egészséges kontroll mintákhoz képest szignifikánsan magasabb keringő 

DNS szintet. 

Vastagbél daganatok kialakulása során számos genetikai és epigenetikai változás 

felhalmozódása történik, amelyek az ép vastagbélhám (epitélium) adenocarcinomává való 

átalakulását eredményezik.  Az epigenetikai eltérések egyik típusa, a megváltozott DNS 

metiláció számos gén működésének szabályozásában játszik szerepet, így részt vesz az 

egészséges fejlődésben, de kulcsfontosságú a tumorképződés során is. Bizonyos gének 

promóter régiójuk fokozott metilációja (hipermetilációja) útján inaktiválódnak, amelynek 

következtében fontos sejtfolyamatok módosulnak. Például tumor szuppresszor gének 

promóter metilációja a génátíródás csökkenését/hiányát okozza, így a folyamat daganat 

kialakulásához vezet. 

A Septin 9 (SEPT9) gén hipermetilációját több tanulmány is leírta vastagbél daganatban 

szenvedő páciensek vér, illetve biopsziás mintáiban. A SEPT9 a GTP-kötő és 

filamentumképző fehérjék szupercsaládjába tartozik.  

 



Különböző sejtfolyamatokban vesz részt, mint a sejtosztódás, az aktin dinamika, a sejt 

motilitás, a sejt proliferáció, a vezikula transzport és az exocitózis. Ennek a komplexitásnak 

az lehet az oka, hogy az alternatív splicing folyamata során, többféle splice variánsa eltérő 

fehérjéket kódolhat.  

 

CÉLKITŰZÉSEK 

 

Vizsgálataim célja 

• a SEPT9 gén metilációs szint eltérések vizsgálata és összehasonlítása perifériás vér és 

szöveti szinten a vastagbél adenoma-carcinoma szekvencia során; 

• a SEPT9 gén hipermetiláció mRNS, illetve fehérje expresszióra gyakorolt hatásának 

tanulmányozása a colorectális adenoma-carcinoma szekvencia előrehaladása során;  

• a SEPT9 splice variánsok expressziós vizsgálata lézer mikrodisszektált egészséges és 

vastagbél daganatos mintákban; 

• a cirkuláló szabad DNS mennyiség és a SEPT9 gén metilációs szint korrelációjának 

vizsgálata; 

• a metilált SEPT9 szenzitivitásának és specificitásának meghatározása eltérő lokalizációjú 

(jobb és bal oldali) vastagbél daganatok esetén és  

• a módszer hatékonyságának összehasonlítása egyéb nem invazív módszerekkel, mint az 

FOBT vagy az után követésre használt CEA meghatározás. 

 

VIZSGÁLATI MINTÁK ÉS MÓDSZEREK 

 

Vizsgálataimban összesen 141 egészséges, 59 adenomás  és 161 vastagbél daganatos páciens 

plazma és szövetmintáit használtam fel. A kutatásban részt vevő páciensek teljes körű 

információt kaptak a vizsgálatokról. Azon pácienseknél, akiknél felmerült malabszorpció 

gyanúja, akut egészségügyi beavatkozást igénylő tevékenység szükséges volt a mintavétel 

idején vagy a vastagbél tumoron kívül más daganatos megbetegedése volt, nem történt 

mintavétel. A mintavételt megelőzően és a mintavétel időpontjában a tumoros betegek egyike 

sem részesült radiológiai vagy kemoterápiás daganat kezelésben. Tanulmányunkban minden 

páciens átesett rutin kolonoszkópos vizsgálaton. Az endoszkópos vizsgálatot követően, a 

páciensek, minták osztályozása patológiai szövettani elemzést követően történt. 



Duplex RT-PCR 

A SEPT9 gén metilációs mintázatának meghatározásához 24 egészséges, 26 enyhén 

diszplasztikus adenomás (1 cm-nél nagyobb átmérőjű, vagy szövettanilag tubulovillosus, 

villosus komponens tartalmú) és 34 tumoros (6 I stádiumú, 11 II stádiumú, 11 III stádiumú, 5 

IV stádiumú és egy ismeretlen stádiumú) páciens vér-és szövetmintáit használtuk fel. A 

biopsziás mintákból a homogenizálást követően DNS-t vontunk ki High Pure DNA Mini kit 

(Qiagen) és a QIAmp DNA Mini kit (Qiagen) segítségével. A plazma minták DNS 

izolálásához páciensenként 3,5 ml plazmát használtunk az Epi proColon Plasma Quick Kit 

(Epigenomics) alkalmazásával. 

A SEPT9 specificitásának és szenzitivitásának meghatározása céljából 92 egészséges és 92 

tumoros (25 I stádiumú, 14 II stádiumú, 35 III stádiumú és 18 IV stádiumú) páciens plazma 

mintáit elemeztük. 

A PCR vizsgálat előtt biszulfit kezelést alkalmaztunk az izolált DNS mintákon, amely során a 

nem metilált citozin bázisok a biszulfit só hozzáadásának következtében uracillá alakulnak át, 

és ezt a molekuláris változást lehet kimutatni a duplex PCR eljárás során. Az alkalmazott 

kvantitatív RT-PCR reakció a metilált CpG helyeket (CpG site) mutatja ki a Septin 9 gén v2 

variánsának promóter régióján, másrészt a biszulfit kezelt DNS β-aktin (ACTB) háztartási gén 

régióján belüli szekvenciáit méri. Az RT-PCR eredmények értékeléséhez detektálási határokat 

(CT - cycle threshold) vettünk figyelembe. Minden minta esetében 3 PCR ismétlést 

végeztünk, SEPT9 hipermetilációt akkor igazoltunk egy mintában, ha a 3 PCR reakcióból 

legalább 2 a detektálási határon belülre esett (SEPT9: <50 CT, ACTB: ≤ 33,7 CT). Az 

elemzés során két féle módszert alkalmaztunk. Az 1/3 módszerrel elemezve egy minta akkor 

tekinthető pozitívnak, ha a 3 PCR ismétlésből legalább 1 CP értékei a detektálási határon 

belül esnek. A 2/3 módszer szerint viszont SEPT9 pozitív a vizsgált minta, ha a 3-ból legalább 

2 PCR replikátum bizonyul pozitívnak. 

A szabad DNS (cfDNS) mennyiségi meghatározására a duplex PCR során kimutatható ACTB 

háztartási gén mennyiségének arányával számoltunk.   

 

Microarray elemzések 

Az mRNS expresszió meghatározásához 7 egészséges, 13 adenomás (6 jól differenciált és 7 

rosszul differenciált) és 15 CRC-s (5 I stádiumú, 6 II stádiumú és 4 IV stádiumú) beteg 

biopszia mintáiból izoláltunk teljes RNS-t RNeasy Mini Kit (Qiagen) segítségével.  



A lézer mikrodisszektált minták 6 vastagbél daganatos (közepesen differenciált, bal oldali, II. 

stádiumú) beteg sebészi mintáiból származtak, akiknél a tumor mellett polypoid képlet is 

igazolható volt. A lézer mikrodisszekció során hám és stroma sejteket gyűjtöttünk, majd az 

ezekből történő RNS kivonáshoz az RNeasy Micro Kit-et (Qiagen) használtuk. 

A biopsziás és lézer mikrodisszektált minták esetében is Affymetrix teljes genom microarray 

elemzést végeztünk. A microarray vizsgálatok statisztikai feldolgozása során elsőként 

előfeldolgozást alkalmaztunk, amely háttér korrekcióból, normalizációból és összegzésből 

állt. Ezt követően a különböző csoportok között eltérően kifejeződő géneket SAM 

(Significance Analysis of Microarray) elemzéssel határoztuk meg. A betegségcsoportok közti 

eltérések meghatározására ANOVA és post Tukey HSD módszereket alkalmaztunk 

 

Valós-idejű PCR 

Hat vastagbél tumoros (közepesen differenciált, bal oldali, II. stádiumú)  beteg sebészeti 

mintájából izolált RNS minta reverz transzkripcióját követően, β-aktin háztartási gén és 

különböző SEPT9 splice variáns (v1, v2,  v4, v4*, v5) primer szekvenciák használatával valós 

idejű PCR-t végeztünk, amelynek során fluoreszcens SYBR Green festékes kimutatást 

alkalmaztunk,. 

 

Fehérjeszintű vizsgálat 

A SEPT9 metiláció fehérje expresszióra gyakorolt hatásának tanulmányozásához 

immunhisztokémiai vizsgálatot végeztük 10 egészséges, 14 adenomás (villosus és 

tubulovillosus)  és 13 vastagbél daganatos (II és III stádiumú) biopsziás mintán. A 

kiértékeléshez a SEPT9 immunhisztokémiai festődés intenzitásának jellemzésére szolgáló 

pontozási rendszert alkalmaztunk. 

 

Egyéb markerek (gFOBT, CEA) vizsgálata 

A retrospektív adatgyűjtés során a székletvér mennyiségének észlelési határa 0,6 mg Hg/gm 

volt. A CEA teszt mérési tartománya 0,2-1000 ng/mL CEA érték volt. A 4,3 ng/mL feletti 

értékeket tekintettük kórosnak 

 

 

 

 



EREDMÉNYEK 

 

1. SEPT9 gén DNS metilációs vizsgálata vérplazma és szövettani mintákon 

A szöveti mintákban erős szignifikáns különbséget (p<0,001) figyeltünk meg az egészséges 

vs. adenoma és az egészséges vs. tumor összehasonlításokban. Az adenoma és a daganatos 

csoportok SEPT9 metilációs szintje nagy mértékű hasonlóságot mutatott, a fenti két 

diagnosztikai csoport összevetése során nem tapasztaltunk szignifikáns eltérést (p=0,14). 

Szignifikánsan magasabb metilált SEPT9 értéket észleltünk a tumoros csoportban, szöveti 

(p<0,001) és plazmamintákban (p=0,01) egyaránt. Meglepő módon az adenoma mintákban ez 

a hasonlóság nem igazolódott a két mintavételi csoport között. Az adenoma biopsziákban a 

tumorhoz hasonlóan emelkedett metilációt kaptunk, míg az adenomás plazmaminták inkább a 

normálishoz hasonló SEPT9 metilációs mintázatot mutattak. Az egészséges szövet csoportban 

mindössze egy minta esetében mértünk magas PMR értéket (1/24; 4,2%). Az egészséges 

plazmaminták közül csupán 2 esetben (2/24; 8,3%) mértünk magasabb PMR %-ot. A fentiek 

alapján, az adenomás plazmamintákban metilált SEPT9 pozitivitást az esetek 30,8%-ában 

(8/26), míg az adenomás szövetek 100%-ában (26/26) mértünk.  

A daganatos plazmacsoportban az esetek többségénél (30/34; 88,2%) észleltünk SEPT9 

metilációt, míg a szöveti tumoros minták 97,1%-ában (33/34) volt kimutatható SEPT9 

metiláció. A szövetben mért átlagos PMR érték az adenomás csoportban volt a legmagasabb 

(29,41%), ehhez hasonló metilációs szintet észleltünk a tumor csoportban is (21,52%), míg az 

egészséges mintákban mindössze 0,52%-ot. A plazmában ezzel szemben a betegség 

prognózisával párhuzamosan az átlagos PMR értékek is emelkedtek (0,01%, 0,17% és 5,95%) 

 

2. A SEPT9 gén hipermetilációjának hatása az mRNS expresszióra 

A 207425_s_at SEPT9 transzkriptum expressziós szintje alapján az egészséges biopsziás 

minták elkülöníthetők voltak az adenoma és a tumoros csoporttól. A fenti transzkriptum 

kifejeződése a késői stádiumú daganatok adenomától és korai stádiumú tumoroktól való 

megkülönböztetésére is alkalmasnak bizonyult (p<0,01).  

A 1559025_at transzkriptum vizsgálata során ezzel szemben az tapasztaltuk, hogy az 

egészséges minták és az enyhén diszplasztikus adenomák hasonló expressziót mutattak, míg a 

súlyosan diszplasztikus adenomák mRNS expressziója a tumorokéhoz állt közel. 

 



3. A SEPT9 gén metiláció hatása a fehérje expresszióra 

Legerősebb, 100%-os (10/10) SEPT9 fehérje termelődés az ép mintákban észleltünk: a 

luminális epitélium felé egyre intenzívebb, diffúz SEPT9 fehérje kifejeződést mutattunk ki. 

Az adenomás minták döntő részében elsősorban a hámsejtek apikális citoplazmájában 

tapasztaltunk közepes vagy gyenge immunreakciót, a +2 score értékű immunreakciót mutató 

sejtek aránya 42,8%-os (6/14) volt.  A legtöbb tumoros mintában azonban a SEPT9 festődés 

elég heterogénnek bizonyult, itt a +2 score értéket a minták 38,4%-ában (5/13) állapítottuk 

meg. 

 

4. A SEPT9 mRNS expresszió vizsgálata lézer mikrodisszektált mintákon 

A stromasejtek vizsgálatakor, az egészséges és adenomás mintákban hasonló 1559025_at 

SEPT9 transzkriptum expressziót kaptunk, míg a tumoros sejteknél ettől eltérő mRNS szintet 

mértünk. Az epitélium esetében az adenoma-carcinoma szekvencia előrehaladásának 

megfelelően csökkent a SEPT9 mRNS expresszió. Szignifikáns különbséget észleltünk a 

normális vs. adenoma (p<0,05) és a normális vs. tumor (p<0,01) összehasonlításokban. 

A hámsejtek vizsgálata során, a SEPT9_v1, _v2, _v4, _v4* és _v5 splice variánsok közül az 

ép vs. tumor összehasonlításban a legnagyobb (17,4x) különbséget a SEPT9_v2 esetében 

észleltük. 

 

5. A cirkuláló szabad DNS mennyiség és a SEPT9 gén metilációs szint 

korrelációjának vizsgálata 

A szabad DNS mennyiségi meghatározása során, szignifikáns különbséget (p<0,01) csak az 

egészséges és daganatos minták összehasonlításakor tapasztaltunk. A mért átlagos szabad 

DNS mennyiség normális plazmaminták esetében 20,52 ng/ml, az adenomás mintákban 37,64 

ng/ml és a tumoros minták esetében 70,32 ng/ml volt. 

A SEPT9 metilációs szint és a szabad DNS szint összehasonlításakor, a korai daganatok 

esetén gyengébb (R2=0,254) a késői tumoroknál erősebb (R2=0,483) kapcsolatot 

tapasztaltunk. 

 

 

 



6. A mSEPT9 marker szenzitivitásának és specificitásának meghatározása 

eltérő lokalizációjú (jobb és bal oldali) vastagbél daganatok esetén 

Az 1/3 elemzési módszert követve az egészséges minták 15,2%-a (14/92) mutatott mSEPT9 

pozitivitást, míg a tumoros minták esetén ez az érték 95,6%-osnak bizonyult (88/92). A 

lokalizáció szempontjából nem tapasztaltunk különbséget a SEPT9 metilációs szintben: a bal 

oldali tumorok 96,4%-ánál (54/56), a jobb oldali tumorok 94,4%-ánál (34/36) észleltünk 

pozitivitást. A tumoros csoportot AJCC szerinti stádiumokra felbontva, a II. stádiumtól 

kezdve minden minta mSEPT9 pozitívnak bizonyult, míg az I. stádiumban a minták csupán 

84%-a (21/25) mutatott mSEPT9 pozitivitást. Így a mSEPT9 marker szenzitivitása 95,6%-os 

(95%-os konfidencia intervallum 89,2%-98,8%), specificitása 84,8%-os (95%-os konfidencia 

intervallum 75,8%-91,44%) volt. 

A 2/3 elemzési módszert alkalmazva, az egészséges mintákból csupán egy esetében 

tapasztaltunk mSEPT9 pozitivitást (1%; 1/92). A tumoros minták esetében is kevesebb 

bizonyult mSEPT9 pozitívnak (79,3%; 73/92). Lokalizáció szerinti összehasonlításban is 

kisebb eltérést tapasztaltunk. A bal oldali tumoros minták 85,7%-ában (48/56), míg a jobb 

oldaliak 69,4%-ánál (25/36) észleltünk SEPT9 metilációt.  A 2/3 elemzési módszerrel 99%-os 

specificitást (95%-os konfidencia intervallum 94,1%-100%) és 79,3%-os szenzitivitást (95%-

os konfidencia intervallum 69,6%-87,1%) tapasztaltunk. Az alacsony szenzitivitás miatt a 

tumoros stádiumok összehasonlításánál is alacsonyabb értékeket kaptunk (60%-77,8%). 

 

7. A mSEPT9 marker hatékonyságának összehasonlítása egyéb nem invazív 

módszerekkel 

Az egészséges páciensek 29,4%-ánál (5/17), míg a tumoros betegek 68,2%-ánál (15/22). 

tapasztaltunk occult vérzést. A tumoros betegek esetében a várt módon több (p=0,09) bal 

oldalinál (83,3%; 10/12) észleltünk gFOBT pozitivitást, mint a jobb oldaliaknál (50%; 5/10). 

Vizsgálatunkban a gFOBT szenzitivitása vastagbél tumorokra csupán 68,2%-osnak (95%-os 

konfidencia intervallum 45,1-86,1%), specificitása 70,6%-osnak (95% konfidencia 

intervallum 44-89,7%) bizonyult.  

Az egészséges páciensek 14,8%-ában (4/27), a tumoros csoportban 51,8%-ban (14/27) 

tapasztaltunk CEA pozitivitást. Ennél a vizsgálatnál sem észleltünk szignifikáns különbséget 

(p=0,34) a jobb (41,7%; 5/12) és bal oldali (60%; 9/15) tumorok között.  



Bár a CEA emelkedést szűrésre nem használják, megvizsgáltuk a módszer érzékenységét és 

fajlagosságát vastagbél tumorokra: a szenzitivitása 51,8%-os (95%-os konfidencia intervallum 

31,9-71,3%), specificitása 85,2%-os (95%-os konfidencia intervallum 75,8-91,4%) volt. 

 

KÖVETKEZTETÉSEK 

 

Vizsgálataim során megállapítottam, hogy a metilált SEPT9 gén a vastagbél tumorok 

specifikus és szenzitív biomarkere szöveti és perifériás vérmintákban egyaránt. A módszer a 

vastagbél tumorok szövet és plazmamintákból történő kimutatására egyaránt alkalmasnak 

bizonyult.  

A módszer daganat megelőző állapotok szűrésére csak szöveti szinten alkalmazható. A 

daganatok szűrésére már a korai stádiumokban is használható a megfelelő elemzési módszert 

alkalmazva. A mSEPT9 marker kimutatása a perifériás vérből is elvégezhető, ezáltal komoly 

társadalmi hatásai lehetnek a vastagbél tumorok szűrése terén a kedvező compliance miatt. A 

betegek részvételi aránya ugyanis az eddig használt leghatékonyabb módszer, a 

vastagbéltükrözés esetében igen alacsony. Fontos azonban megjegyezni, hogy a mSEPT9 

marker vizsgálata nem helyettesíti a vastagbéltükrözést, de használatával csökkenteni lehetne 

a feleslegesen elvégzett, invazív vizsgálatok számát. Napjainkban ugyanis az egyre növekvő 

vastagbél tumoros esetszám, egyre több vastagbéltükrözést, ezzel együtt egyre több, a 

tükrözéshez értő szakembert, és műszert igényel. A perifériás vérből történő szűréssel így 

csak azokat a pácienseket kellene a tükrözésnek alávetni, akiknél a teszt pozitív, ezáltal nem 

csupán időt, energiát, hanem költségeket is megtakaríthatnánk. A mSEPT9 kimutatási 

módszert mint alternatív szűrési módszert ajánlhatnánk a pácienseknek, így növelve a 

szűrésekben résztvevők arányát. 

 

 

 

 

 

 

 

 



LEGFONTOSABB ÚJ MEGÁLLAPÍTÁSOK 

 

• A mSEPT9, mint perifériás vér alapú biomarker, már korábban is ismert volt, de a SEPT9 

gén metilációs mintázatát vizsgálataimban hasonlítottam össze először ugyanazon 

páciensektől vett szöveti és vérmintákban. A normális mintacsoportnál alacsony, míg a 

tumorosnál magas metilációs szintet mutattam ki. A két különböző eredetű mintatípus 

között az adenomás csoportban észleltem eltérést, ugyanis a szöveti mintákban magas, 

míg az adenomás plazmamintákban alacsony SEPT9 metilációt tapasztaltam. 

• A mSEPT9 marker nem alkalmazható adenoma szűrőmódszerként perifériás vérből, 

azonban a biopsziás mintákban megbízhatóan jelzi az adenomák jelenlétét. 

• Lézer mikrodisszekció segítségével elsőként mutattam ki, hogy a SEPT9 metiláció hám 

eredetű. 

• Immunhisztokémiai vizsgálattal megerősítettem a SEPT9 DNS metilációnak a fehérje 

expresszióra gyakorolt hatását. 

• A SEPT9 gén splice variánsainak (SEPT9_v1, _v2, _v4, _v4* és _v5) vizsgálatával 

kimutattam, hogy a SEPT9_v2 transzkriptum expressziója tér el leginkább a normális és 

tumoros minták között.  

• A szabad DNS szint és a SEPT9 gén metilációja között korrelációt igazoltam tumoros 

mintákban, különösen a késői stádiumú vastagbél tumorokban. 

• A mSEPT9 marker hatékonyságát összehasonlítva az eddig használt nem invazív 

módszerekével (mint a gFOBT-vel vagy az utánkövetésre használt CEA 

szintmeghatározással), a perifériás vérből történő mSEPT9 kimutatás hatékony 

módszernek bizonyult a vastagbéltumorok szűrésére. 
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