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BEVEZETES

A vastag- és végbéldaganatok el6forduldsa és gyakorisdga vildgszerte novekszik. A
colorectdlis rdk napjainkban a harmadik leggyakoribb daganattipus, férfiakndl a prosztata- és
tiildétumorokat, n0knél az emlo- és tiidédaganatokat kovetve. A vastagbél daganatok sziirésére
manapsag szdmos modszer hasznédlhatd, melyek két nagy kategéridba sorolhatdk: 1) széklet
tesztek vagy nem invaziv tesztek (gFOBT - guajak-alapt occult székletvér teszt, FIT vagy
1IFOBT- immunkémiai székletvér teszt és széklet DNS teszt) €s 2) eszkdzos vizsgalatok vagy
invaziv mddszerek (flexibilis sigmoidoscopia, kettds kontrasztos irrigoscopia, CT
colonographia - virtudlis colonoscopia vagy colonoscopia). A diagn6zis mihamarabbi
felallitdsa azonban sok esetben nehéz a jellegzetes vagy specifikus tiinetek (pl.: széklethabitus
valtozas, véres széklet, hasi fajdalom vagy fogyds) hidnya miatt. A vastagbél daganatok
szlirésének célja az, hogy a daganatokat korai stddiumban észleljiik, esetleg a daganatokat
megel6zd adenoma stddiumot kimutassuk, igy megel6zziik az eldrehaladott stddiumok
kialakulasat.

Az utébbi években egyre nagyobb figyelem irdnyult a periférids vérben szabadon keringd
DNS molekulédk kutatdsara. E10szor autoimmun, majd daganatos paciensek plazma mintdiban
figyeltek meg az egészséges kontroll mintdkhoz képest szignifikdnsan magasabb keringd
DNS szintet.

Vastagbél daganatok kialakuldsa sordn szdmos genetikai és epigenetikai véltozds
felhalmozddasa torténik, amelyek az €p vastagbélhdm (epitélium) adenocarcinomdva vald
atalakulasat eredményezik. Az epigenetikai eltérések egyik tipusa, a megvaltozott DNS
metilacié szamos gén milkodésének szabalyozasaban jatszik szerepet, igy részt vesz az
egészséges fejlodésben, de kulcsfontossdgi a tumorképzddés sordn is. Bizonyos gének
promoéter régidjuk fokozott metilacidja (hipermetildcidja) utjan inaktivalédnak, amelynek
kovetkeztében fontos sejtfolyamatok moddosulnak. Példaul tumor szuppresszor gének
prométer metildcidja a génatirddds csokkenését/hianydt okozza, igy a folyamat daganat
kialakuldsédhoz vezet.

A Septin 9 (SEPT9) gén hipermetildciéjat tobb tanulmdany is leirta vastagbél daganatban
szenvedd pdciensek vér, illetve biopszids mintdiban. A SEPT9 a GTP-kotdé és

filamentumképz6 fehérjék szupercsaladjaba tartozik.



Kiilonbozé sejtfolyamatokban vesz részt, mint a sejtosztodds, az aktin dinamika, a sejt
motilitds, a sejt proliferdcid, a vezikula transzport €s az exocitdzis. Ennek a komplexitdsnak
az lehet az oka, hogy az alternativ splicing folyamata sorédn, tobbféle splice variansa eltérd

fehérjéket kddolhat.

CELKITUZESEK

Vizsgdlataim célja

e a SEPT9 gén metilacids szint eltérések vizsgdlata és Osszehasonlitdsa periférids vér és
szoveti szinten a vastagbél adenoma-carcinoma szekvencia sordn;

e a SEPT9 gén hipermetilici6 mRNS, illetve fehérje expresszidra gyakorolt hatdsdnak
tanulmanyozasa a colorectélis adenoma-carcinoma szekvencia elérehaladdsa sorén;

e a SEPT9 splice varidnsok expresszids vizsgélata 1ézer mikrodisszektdlt egészséges és
vastagbél daganatos mintdkban;

e a cirkuldl6 szabad DNS mennyiség és a SEPT9 gén metilacids szint korreldcidjanak
vizsgalata;

e a metildlt SEPTY szenzitivitdsdnak és specificitisdnak meghatdrozdsa eltérd lokalizacidju
(jobb és bal oldali) vastagbél daganatok esetén és

e a modszer hatékonysagdnak Osszehasonlitisa egyéb nem invaziv mddszerekkel, mint az

FOBT vagy az utan kovetésre hasznalt CEA meghatdrozas.

VIZSGALATI MINTAK ES MODSZEREK

Vizsgédlataimban 6sszesen 141 egészséges, 59 adenomds €s 161 vastagbél daganatos pédciens
plazma és szovetmintdit haszndltam fel. A kutatdsban részt vevd pdaciensek teljes kora
informdciot kaptak a vizsgédlatokrél. Azon pécienseknél, akiknél felmeriilt malabszorpcid
gyantja, akut egészségiigyi beavatkozdast igényld tevékenység sziikséges volt a mintavétel
idején vagy a vastagbél tumoron kiviil mas daganatos megbetegedése volt, nem tortént
mintavétel. A mintavételt megel6zden €s a mintavétel idépontjdban a tumoros betegek egyike
sem részesiilt radiologiai vagy kemoterdpids daganat kezelésben. Tanulmanyunkban minden

paciens atesett rutin kolonoszképos vizsgélaton. Az endoszképos vizsgélatot kovetden, a

paciensek, mintdk osztdlyozdsa patoldgiai szovettani elemzést kovetden tortént.



Duplex RT-PCR

A SEPT9 gén metiliciés mintdzatdnak meghatirozdsdhoz 24 egészséges, 26 enyhén
diszplasztikus adenomds (1 cm-nél nagyobb atméréjli, vagy szovettanilag tubulovillosus,
villosus komponens tartalmu) és 34 tumoros (6 I stddiumd, 11 II stddiumu, 11 III stddiuma, 5
IV stidiumua és egy ismeretlen stddiumud) péciens vér-és szovetmintdit hasznéltuk fel. A
biopszids mintdkbdl a homogenizaldst kovetden DNS-t vontunk ki High Pure DNA Mini kit
(Qiagen) és a QIAmp DNA Mini kit (Qiagen) segitségével. A plazma mintdk DNS
izolalasdhoz paciensenként 3,5 ml plazmat hasznaltunk az Epi proColon Plasma Quick Kit
(Epigenomics) alkalmazaséaval.

A SEPT9 specificitdsdnak és szenzitivitdsdnak meghatdrozdsa céljabol 92 egészséges és 92
tumoros (25 I stadiumu, 14 II stddiumd, 35 III stddiumd és 18 IV stddiumu) péaciens plazma
mintdit elemeztiik.

A PCR vizsgalat el6tt biszulfit kezelést alkalmaztunk az izoldlt DNS mintdkon, amely sordn a
nem metilalt citozin bazisok a biszulfit s6 hozzaadasdnak kovetkeztében uracilld alakulnak at,
és ezt a molekuldris valtozast lehet kimutatni a duplex PCR eljards sordn. Az alkalmazott
kvantitativ RT-PCR reakcié a metildlt CpG helyeket (CpG site) mutatja ki a Septin 9 gén v2
variansdnak prométer régidjan, masrészt a biszulfit kezelt DNS B-aktin (ACTB) hédztartasi gén
régidjan beliili szekvencidit méri. Az RT-PCR eredmények értékeléséhez detektalasi hatdrokat
(CT - cycle threshold) vettiink figyelembe. Minden minta esetében 3 PCR ismétlést
végeztiink, SEPT9 hipermetilaciét akkor igazoltunk egy mintdban, ha a 3 PCR reakciébol
legaldbb 2 a detektéldsi hatdron beliilre esett (SEPT9: <50 CT, ACTB: < 33,7 CT). Az
elemzés soran két féle modszert alkalmaztunk. Az 1/3 mddszerrel elemezve egy minta akkor
tekinthetd pozitivnak, ha a 3 PCR ismétlésbol legalabb 1 CP értékei a detektdlasi hatdron
beliil esnek. A 2/3 mddszer szerint viszont SEPT9 pozitiv a vizsgélt minta, ha a 3-bdl legalabb
2 PCR replikatum bizonyul pozitivnak.

A szabad DNS (cfDNS) mennyiségi meghatdrozasara a duplex PCR sordn kimutathat6 ACTB

haztartdsi gén mennyiségének ardnyaval szamoltunk.

Microarray elemzések

Az mRNS expresszi6 meghatarozdsdhoz 7 egészséges, 13 adenomas (6 jol differencidlt és 7
rosszul differencidlt) és 15 CRC-s (5 I stddiumd, 6 II stddiumid és 4 IV stddiumi) beteg

biopszia mintdibdl izolédltunk teljes RNS-t RNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével.



A 1ézer mikrodisszektalt mintdk 6 vastagbél daganatos (kbzepesen differencidlt, bal oldali, II.
stadiumu) beteg sebészi mintdibol szarmaztak, akiknél a tumor mellett polypoid képlet is
igazolhat6 volt. A 1ézer mikrodisszekcid sordn ham és stroma sejteket gylijtottiink, majd az
ezekbdl torténd RNS kivondshoz az RNeasy Micro Kit-et (Qiagen) hasznaltuk.

A biopszids és 1ézer mikrodisszektdlt mintdk esetében is Affymetrix teljes genom microarray
elemzést végeztiink. A microarray vizsgdlatok statisztikai feldolgozdsa soran elsoként
eléfeldolgozast alkalmaztunk, amely hattér korrekcidobol, normalizéciobol és Osszegzésbol
allt. Ezt kovetden a kiillonbozé csoportok kozott eltérden kifejez0dd géneket SAM
(Significance Analysis of Microarray) elemzéssel hatdroztuk meg. A betegségcsoportok kozti

eltérések meghatirozasira ANOVA és post Tukey HSD moédszereket alkalmaztunk

Valés-ideji PCR

Hat vastagbél tumoros (kozepesen differencidlt, bal oldali, II. stddiumi) beteg sebészeti
mintdjabol izoldlt RNS minta reverz transzkripcidjat kovetden, P-aktin hdztartdasi gén és
kiilonbozé SEPT9 splice varians (v1, v2, v4, v4*, v5) primer szekvencidk haszndlatdval valds
idejli PCR-t végeztiink, amelynek sordn fluoreszcens SYBR Green festékes kimutatast

alkalmaztunk,.

Fehérjeszintii vizsgalat

A  SEPT9 metildci6 fehérje expressziora gyakorolt hatdsdnak tanulményozdsdhoz
immunhisztokémiai vizsgdlatot végeztik 10 egészséges, 14 adenomds (villosus és
tubulovillosus) és 13 vastagbél daganatos (II és III stddiumud) biopszids mintdn. A
kiértékeléshez a SEPT9 immunhisztokémiai festodés intenzitdsdnak jellemzésére szolgdlod

pontozasi rendszert alkalmaztunk.

Egyéb markerek (gFOBT, CEA) vizsgalata

A retrospektiv adatgy(ijtés sordn a székletvér mennyiségének észlelési hatara 0,6 mg Hg/gm
volt. A CEA teszt mérési tartomédnya 0,2-1000 ng/mL CEA érték volt. A 4,3 ng/mL feletti
értékeket tekintettiik korosnak



EREDMENYEK

1. SEPT9 gén DNS metilacios vizsgalata vérplazma és szovettani mintakon
A szoveti mintdkban erds szignifikdns kiilonbséget (p<0,001) figyeltiink meg az egészséges
vs. adenoma és az egészséges vs. tumor Osszehasonlitdsokban. Az adenoma €és a daganatos
csoportok SEPT9 metildcids szintje nagy mértékli hasonlésidgot mutatott, a fenti két
diagnosztikai csoport Osszevetése sordn nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést (p=0,14).
Szignifikdnsan magasabb metildlt SEPT9 értéket észleltiink a tumoros csoportban, szoveti
(p<0,001) és plazmamintdkban (p=0,01) egyarant. Meglep6 médon az adenoma mintdkban ez
a hasonl6sdg nem igazolddott a két mintavételi csoport kozott. Az adenoma biopszidkban a
tumorhoz hasonléan emelkedett metilaciot kaptunk, mig az adenomds plazmamintdk inkabb a
normalishoz hasonlé SEPT9 metildciés mintazatot mutattak. Az egészséges szovet csoportban
mindossze egy minta esetében mértiink magas PMR értéket (1/24; 4,2%). Az egészséges
plazmamintak koziil csupdn 2 esetben (2/24; 8,3%) mértiink magasabb PMR %-ot. A fentiek
alapjan, az adenomads plazmamintdkban metildlt SEPT9 pozitivitast az esetek 30,8%-aban
(8/26), mig az adenomds szovetek 100%-aban (26/26) mértiink.

A daganatos plazmacsoportban az esetek tobbségénél (30/34; 88,2%) észleltink SEPT9
metildcidt, mig a szoveti tumoros mintdk 97,1%-4dban (33/34) volt kimutathat6 SEPT9
metildcid. A szovetben mért atlagos PMR érték az adenomds csoportban volt a legmagasabb
(29,41%), ehhez hasonl6 metilacids szintet észleltiink a tumor csoportban is (21,52%), mig az
egészséges mintdkban mindossze 0,52%-ot. A plazmdban ezzel szemben a betegség

prognézisaval parhuzamosan az atlagos PMR értékek is emelkedtek (0,01%, 0,17% és 5,95%)

2. A SEPT9 gén hipermetilaciojanak hatasa az mRNS expressziora

A 207425_s_at SEPTO transzkriptum expresszids szintje alapjan az egészséges biopszids
mintdk elkiilonithetok voltak az adenoma és a tumoros csoporttdl. A fenti transzkriptum
kifejez6dése a késdi stddiumu daganatok adenométél és korai stddiumi tumoroktdl vald
megkiilonboztetésére is alkalmasnak bizonyult (p<0,01).

A 1559025_at transzkriptum vizsgalata sordn ezzel szemben az tapasztaltuk, hogy az
egészséges mintdk és az enyhén diszplasztikus adenomdk hasonl6 expressziot mutattak, mig a

sulyosan diszplasztikus adenomdk mRNS expresszidja a tumorokéhoz allt kozel.



3. A SEPTY9 gén metilaci6 hatasa a fehérje expressziora

Legerdsebb, 100%-os (10/10) SEPT9 fehérje termelddés az ép mintdkban észleltiink: a
luminalis epitélium felé egyre intenzivebb, diffuz SEPT9 fehérje kifejezodést mutattunk ki.
Az adenomds mintdk donté részében elsdsorban a hdmsejtek apikalis citoplazmajaban
tapasztaltunk kozepes vagy gyenge immunreakcidt, a +2 score értékli immunreakciot mutatd
sejtek ardnya 42,8%-o0s (6/14) volt. A legtobb tumoros mintdban azonban a SEPT9 festddés
elég heterogénnek bizonyult, itt a +2 score értéket a mintdk 38,4%-aban (5/13) 4allapitottuk

meg.

4. A SEPT9 mRNS expresszio vizsgalata 1ézer mikrodisszektalt mintakon

A stromasejtek vizsgélatakor, az egészséges és adenomds mintdkban hasonlé 1559025_at
SEPTO transzkriptum expressziét kaptunk, mig a tumoros sejteknél ettdl eltéré6 mRNS szintet
mértiink. Az epitélium esetében az adenoma-carcinoma szekvencia eldrehaladasanak
megfelelden csokkent a SEPT9 mRNS expresszid. Szignifikdns kiilonbséget észleltiink a
normadlis vs. adenoma (p<0,05) és a normélis vs. tumor (p<0,01) 6sszehasonlitdsokban.

A hamsejtek vizsgélata sordn, a SEPT9_v1, _v2, _v4, _v4* és _v5 splice varidnsok koziil az
ép vs. tumor Osszehasonlitisban a legnagyobb (17,4x) kiilonbséget a SEPT9_v2 esetében

észleltik.

5. A cirkulalé szabad DNS mennyiség és a SEPT9 gén metilacids szint
korrelacigjanak vizsgalata

A szabad DNS mennyiségi meghatdrozdsa sordn, szignifikdns kiilonbséget (p<0,01) csak az
egészséges €s daganatos mintdk Osszehasonlitdsakor tapasztaltunk. A mért dtlagos szabad
DNS mennyiség normalis plazmamintdk esetében 20,52 ng/ml, az adenomds mintdkban 37,64
ng/ml és a tumoros mintak esetében 70,32 ng/ml volt.

A SEPT9 metildcidés szint és a szabad DNS szint Osszehasonlitdsakor, a korai daganatok
esetén gyengébb (R’=0,254) a késéi tumorokndl ersebb (R’=0,483) kapcsolatot

tapasztaltunk.



6. A mSEPTY9 marker szenzitivitisanak és specificitaisanak meghatarozasa

eltéro lokalizacioju (jobb és bal oldali) vastagbél daganatok esetén

Az 1/3 elemzési mddszert kovetve az egészséges mintdk 15,2%-a (14/92) mutatott mSEPT9
pozitivitdst, mig a tumoros mintdk esetén ez az érték 95,6%-osnak bizonyult (88/92). A
lokaliz4cié szempontjdbdl nem tapasztaltunk kiilonbséget a SEPT9 metildcids szintben: a bal
oldali tumorok 96,4%-4anal (54/56), a jobb oldali tumorok 94,4%-anal (34/36) észleltiink
pozitivitdst. A tumoros csoportot AJCC szerinti stddiumokra felbontva, a II. stddiumtol
kezdve minden minta mSEPT9 pozitivnak bizonyult, mig az I. stddiumban a mintdk csupan
84%-a (21/25) mutatott mSEPT9 pozitivitdst. [gy a mSEPT9 marker szenzitivitasa 95,6%-0s
(95%-0s konfidencia intervallum 89,2%-98,8%), specificitdsa 84,8%-o0s (95%-os konfidencia
intervallum 75,8%-91,44%) volt.

A 2/3 elemzési moddszert alkalmazva, az egészséges mintdkbol csupan egy esetében
tapasztaltunk mSEPT9 pozitivitast (1%; 1/92). A tumoros mintdk esetében is kevesebb
bizonyult mSEPT9 pozitivnak (79,3%; 73/92). Lokalizacié szerinti 6sszehasonlitdsban is
kisebb eltérést tapasztaltunk. A bal oldali tumoros mintdk 85,7%-dban (48/56), mig a jobb
oldaliak 69,4%-anal (25/36) észleltiink SEPT9 metilaciét. A 2/3 elemzési modszerrel 99%-os
specificitast (95%-os konfidencia intervallum 94,1%-100%) és 79,3%-o0s szenzitivitast (95%-
os konfidencia intervallum 69,6%-87,1%) tapasztaltunk. Az alacsony szenzitivitds miatt a

tumoros stadiumok 6sszehasonlitdsandl is alacsonyabb értékeket kaptunk (60%-77,8%).

7. A mSEPTY9 marker hatékonysaganak osszehasonlitasa egyéb nem invaziv

modszerekkel

Az egészséges paciensek 29,4%-énal (5/17), mig a tumoros betegek 68,2%-anél (15/22).
tapasztaltunk occult vérzést. A tumoros betegek esetében a vart médon tobb (p=0,09) bal
oldalinal (83,3%; 10/12) észleltiink gFOBT pozitivitast, mint a jobb oldaliaknal (50%; 5/10).
Vizsgalatunkban a gFOBT szenzitivitdsa vastagbél tumorokra csupan 68,2%-osnak (95%-o0s
konfidencia intervallum 45,1-86,1%), specificitasa 70,6%-osnak (95% konfidencia
intervallum 44-89,7%) bizonyult.

Az egészséges paciensek 14,8%-aban (4/27), a tumoros csoportban 51,8%-ban (14/27)
tapasztaltunk CEA pozitivitast. Ennél a vizsgdlatnal sem észleltiink szignifikans kiilonbséget

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



Bar a CEA emelkedést szlirésre nem hasznaljak, megvizsgaltuk a médszer érzékenységét és
fajlagossdgat vastagbél tumorokra: a szenzitivitdsa 51,8%-o0s (95%-os konfidencia intervallum

31,9-71,3%), specificitdsa 85,2%-os (95%-o0s konfidencia intervallum 75,8-91,4%) volt.

KOVETKEZTETESEK

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

A modszer daganat megel6zd allapotok sziirésére csak szoveti szinten alkalmazhats. A
daganatok sziirésére mar a korai stidiumokban is hasznilhaté a megfelel6 elemzési mddszert
alkalmazva. A mSEPT9 marker kimutatdsa a periférids vérbdl is elvégezhetd, ezdltal komoly
tarsadalmi hatdsai lehetnek a vastagbél tumorok sziirése terén a kedvezd compliance miatt. A
betegek részvételi ardnya ugyanis az eddig haszndlt leghatékonyabb mddszer, a
vastagbéltiikrozés esetében igen alacsony. Fontos azonban megjegyezni, hogy a mSEPT9
marker vizsgilata nem helyettesiti a vastagbéltiikrozést, de haszndlatdval csokkenteni lehetne
a feleslegesen elvégzett, invaziv vizsgalatok szamat. Napjainkban ugyanis az egyre novekvo
vastagbél tumoros esetszdm, egyre tobb vastagbéltiikrozést, ezzel egyiitt egyre tobb, a
tilkrozéshez értd szakembert, és miiszert igényel. A periférids vérbdl torténd sziiréssel igy
csak azokat a pacienseket kellene a tiikrozésnek aldvetni, akiknél a teszt pozitiv, ezdltal nem
csupdn iddt, energidt, hanem koltségeket is megtakarithatnank. A mSEPT9 kimutatasi
modszert mint alternativ sziirési moddszert ajanlhatnank a péacienseknek, igy novelve a

szlirésekben résztvevOk aranyat.



LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASOK

e A mSEPT9, mint periférids vér alapti biomarker, mar kordbban is ismert volt, de a SEPT9
gén metilaciés mintdzatat vizsgdlataimban hasonlitottam 0Ossze eldszOr ugyanazon
paciensektdl vett szoveti és vérmintdkban. A normadlis mintacsoportndl alacsony, mig a
tumorosndl magas metilaciés szintet mutattam ki. A két kiillonboz6 eredetii mintatipus
kozott az adenomds csoportban észleltem eltérést, ugyanis a széveti mintdkban magas,
mig az adenomds plazmamintdkban alacsony SEPT9 metil4cidt tapasztaltam.

e A mSEPT9 marker nem alkalmazhaté adenoma sziirdmddszerként periférids vérbol,
azonban a biopszids mintdkban megbizhatdan jelzi az adenomdk jelenlétét.

e [ézer mikrodisszekcid segitségével els6ként mutattam ki, hogy a SEPT9 metildcié ham
eredetdl.

¢ Immunhisztokémiai vizsgélattal megerdsitettem a SEPT9 DNS metildciénak a fehérje
expresszidra gyakorolt hatdsat.

e A SEPT9 gén splice varidnsainak (SEPT9_vl, _v2, _v4, _v4* és _v5) vizsgélataval
kimutattam, hogy a SEPT9_v2 transzkriptum expresszidja tér el leginkdbb a normalis és
tumoros mintdk kozott.

e A szabad DNS szint és a SEPT9 gén metilacidja kozott korrelaciot igazoltam tumoros
mintdkban, kiilonosen a késoi stadiumu vastagbél tumorokban.

* A mSEPT9 marker hatékonysdgat Osszehasonlitva az eddig hasznalt nem invaziv
modszerekével (mint a gFOBT-vel vagy az utdnkovetésre haszndlt CEA
szintmeghatdrozdssal), a periférids vérbol torténd mSEPTY9 kimutatds hatékony

modszernek bizonyult a vastagbéltumorok sziirésére.
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