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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACTB — B-aktin

ADCS - Adenoma-diszplazia-karcinoma szekvencia

APC — Adenomatous polyposis coli

BANK1 — B-sejt komplexum fehérje ankirinnel 1. szamu ismétlodés
BAT25 — Mononukleotid mikroszatellita

BAT26 — Mononukleotid mikroszatellita

BAX — Bcl-2 kapcsolddo X fehérje

BCNP1 — B-sejt fehérje 1

BRAF — B-Raf Proto-Oncogén Szerin/Treonin-Fehérje kindz
B2M — -2-mikroglobulin

CA7 — Karbon anhidraz VI

CACNAI1G - Kalcium csatorna, fesziiltség fiiggd, T-tipus, alfa 1G alegység
CCSA — Vastagbélrak specifikus antigén

CDA - Citidin deaminaz

CDK4 — Ciklin-fiigg6 4-es kinaz

CEA - Karcinoembrionalis antigén

CHI3L1 - Kitinaz 3-szerti 1-es fehérje

CIMP — CpG szigeteket érintd regionalis hipermetilacio

CIN — Kromoszomalis instabilitas

COL12A1 — Xl tipusu kollagen, al

COX-2 — Ciklooxigenaz-2

CpG-sziget — GC gazdag szekvencia a promoter régio kérnyekén
CRC — Vastagbél tumor

CRMP-2 — Collapsin valaszadé 2-es fehérje

CXCL1-2 — Kemokin (C-X-C motivum) 1, 2-es ligandum

DCC — Vastagbélrakban torl6dott gén (Deleted in colon cancer)
DcR3 — Decoy 3-as receptor

D5S346 — Dinukleotid mikroszatellita

D2S123 — Dinukleotid mikroszatellita

D17S250 — Dinukleotid mikroszatellita

FAP — Familiaris adenomatosus polyposis



DOI:10.14753/SE.2016.1807

FDR - False Discovery Rate

FIT — Immunhisztokémiai székletvér teszt

FOBT - Guaiac alapu székletvér teszt

FRET — Fluoreszcens rezonancia energia transzfer

GAPDH - Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GEO — Gene Expression Omnibus adatbazis

GREML1 — Gremlin 1

HGD - High-grade diszplazia

HNP — Humaén neutrofil 1-es fehérje

HNPCC — Herediter nem-poliposis kolorektalis karcinoma
HPRT1 — Hipoxantin foszforibozil transzferaz 1-es

IGF2R — Inzulin-szerii ndvekedési faktor 2-es receptor

IL1B — Interleukin 1B

IL1IRN — Interleukin 1 receptor antagonista

IL8 — Interleukin 8

K-ras — Kirsten patkany szarkdma virusos onkogén homolog
L-DNS — d-konformécids DNS tiikorkép

LogzFC — a csoportok kettes alapu logaritmikus értékeinek atlag kozétti kiilonbségei
LCM — Lézer mikrodisszekcid

LOH — Heterozigéta allapot elvesztése

LP — Lamina propria

M-CSF — Makrofag koldnia stimulal6 faktor

MGC20553 — FRMD domén tartalmazé 3-as gén

MIF — Makrofag migraciot gatlo faktor

MLH1 — mutL homoldg 1

MM — Mismatch (nem tokéletesen illeszkedd) nukleinsavminta
MMP3 — Matrix metalloproteindz 3

MMR — Téves egyezés javitd géncsalad

MS4A1 — Membrane-Spanning 4-es domén, A alcsalad, 1-es tag
MSI — Microszatellita instabilitas

MSI-L — Alacsony szintii instabilitast

MSH — MutS fehérje homolog
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MSS — Microszatellita stabilitas

M2-PK — Piruvét kindz M2

NEUROG1 — Neurogenin 1

NNMT — Nikotinamid N-metiltransferaz

PAM — Predikciés microarray elemzés

PCA — Fékomponens-elemzés

PM — Perfect match (tokéletesen illeszked6) nukleinsavminta
PIDD - P53-indukalt halal domén fehérje

PMS1, 2 — Postmeiotic Segregation Increased 1, 2

PSMES3 — Proteoszom aktivator komplex 3-as alegység

PTEN — Foszfataz és tenzin homol6g

p16 — Ciklin-fliggé kinaz inhibitor 2A

ROC — Receiver Operating Characteristic

RN18S1 — RNS, 18S riboszoma 1, 18S riboszoma RNS

RPL13A — Riboszomalis fehérje L13a
RT-PCR — Real-Time PCR

RUNX3 — Runt-related transzkripcios 3-as faktor

SAM - Significance microarray analizis

SDHA — Szukcinat dehidrogenaz komplex, A alegység, flavoprotein
SLC7A5 — Folyadék transzporter csalad 7, 5. tagja

SMAD2-4 — Mothers against decapentaplegic 2, 4-es homoldg
SOCS1 — Citokin 1-es szignal szupresszor

TGF-B — Transzformal6dé ndvekedési faktor (TGF)-B

TGFBRII — Transzformal6do novekedési faktor (TGF)-p receptor
TCF4 — Transzkripcios 4-es faktor

TCF/LEF — T-sejt faktor-1/limfoid er6sit6 1-es faktor

TMA — Tissue microarray modszer

TNM — Daganat stadium beosztas

UPL — Egyetemes Préba Konyvtar (Universal Probe Library)
YWHAZ — Tirozin 3-monooxigenaz/triptofan 5-monooxigenaz aktivacios fehérje, c-

polipeptid


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta_superfamily
http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta_superfamily
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2. BEVEZETES

2.1. A vastagbéltumorok eléfordulasa

Napjainkra a vastagbéldaganatok diagnosztikaja, terapiaja és kovetése nagy
fejlédésen ment at — sok esetben a nagy atereszté képességii molekularis technikaknak,
mint példaul a microarray vizsgalatoknak koszonhetéen — azonban még mindig nem
tekintheté teljesen megoldottnak. A betegség gyakori el6fordulasa miatt tovabbi
kutatdsok szlkségesek, hogy a maig nem teljesen feltérképezett patogenetikai és
molekularis biologiai hatteret és eredetet tisztazzuk. A modern tarsadalmakban
Iényegesen nagyobb aranyban fordulnak elé vastagbéldaganatos megbetegedesek. A
kolorektalis rak (CRC) mindkét nemben a masodik leggyakoribb el6fordulasa rakos
megbetegedés szemben a nem nyugati tarsadalmakkal (India, Thaiféld, Costa Rica) ahol
csak a 4-8. leggyakoribb daganatos megbetegedés. Az Egészségligyi Vilagszervezet
becslései alapjan évente 1 361 000 Uj beteget diagnosztizalnak, és 694 000-en halnak
meg a betegségben vilagszerte (Ferlay et al. 2012). A masodik leggyakoribb rékos
betegség és halalok Eurdpaban is, 2012-ben megkozelitéleg 447 000 uj megbetegedést,
valamint 215 000 halalesetet regisztraltak (Ferlay et al. 2013). A megbetegedések
hazankban is a mortalitds és morbiditas vezetd okai kozé tartoznak, a kolorektalis rak
mindkét nemben a masodik leggyakrabban halalt okozé daganatos betegség, 2012-ben
férfiaknal megkozelitdleg 4 800, néknél 3 700 10j esetet regisztraltak, és megkdzelitdleg
2 600 ferfi és 2 100 ndi halalesetet jegyeztek fel. Szazezer fore vetitve, hazankban
férfiaknal 87, ndknél 45 a becsiilt eléfordulasi érték, amely a legmagasabbak értékek
kdzott van, a térség orszagaiban. Az ismertetett adatok tekintetében esszencialis feladat
a daganat minél korabbi felismerése, amennyiben lehetséges még benignus allapotban,
valamint amennyiben a tumor mdar kialakult, akkor a terdpids lehetdségek
hatékonysaganak novelése. Az 5 éves tulélési adatok alapjan a korai rakoknal 63-92%,
nyirokcsomé attétek esetében 53-89%, metasztatikus, tavoli szerveken attétellel
rendelkezé tumoroknal azonban mar csak 11% korili az 5 éves tulélési arany
(O'Connell et al. 2004, American Cancer Society 2014-15).
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2.2. A vastagbéldaganatok genetikai valtozasai

A fejlédé tumor korai felismerése a betegek gyogyulasa szempontjabol
kiemelten fontos. Napjainkban egyre béviil a vastagbélrdk korai felismeréséhez
elengedhetetlen molekuléris bioldgiai hattérinforméacid, mely részben azoknak a nagy
ateresztOképességli molekularis biologiai modszereknek koszonhetd, amelyeket az
elmult évtizedben fejlesztettek ki. Mai ismereteink szerint a CRC genetikai mutaciok
felhalmozodasa mellett epigenetikai és génexpresszios valtozasok kovetkeztében alakul
Ki. A mutaciok kivaltéja lehet kornyezeti karcinogén vagy orokletes génmutécié. A
mutéciok az adott gén miikodését befolyasoljak. A kddolt fehérje szerkezete és
mennyisége szabalyozatlan sejtproliferaciéhoz vezethet, melynek kovetkeztében a sejt
kivonja magat sajat, illetve kornyezeti kontrollja aldl. A hibas osztédasi folyamat
eredményeképpen 1étrejové koros szovetszaporulat akadalyozza az érintett szvet vagy
szerv optimalis mitkodést, valamint a daganat terjedése sok esetben nem korlatozodik
csak az adott szOvetre, szervre, hanem mas szbvetre, szervre is atterjedhet, ezaltal
attéteket képezhet. A vastagbélrakos megbetegedések donté tobbsége (75-80%-a) a bal
colon-félben jelenik meg, am az utobbi idében tortént megfigyelések alapjan, a jobb
colon-félben tortént detekciok egyre gyakoribba valnak. A vastagbéltumorok
genetikailag tobb csoportba sorolhatdak, melyek egységes elorejelzése alapvetd
jelentdséggel birna a korai diagnosztika szempontjabol.

A kiilonbozd leirasok a beosztas tekintetében alapvetéen hadrom molekuléris
csoportositast kdvetnek, melyek a genetikai instabilitas két forméaja, valamint a CpG
sziget metilator fenotipus megléte illetve hianya (Szentirmay és Csuka 2004, Jass et al.
2007, Leggett et al. 2010, Wortley et al. 2014).

2.2.1. Genetikai és epigenetikai valtozasok

Fuggetlenil az emlitett csoportositastol, a tumor kialakuldsdhoz szamos,
egymast kovetd genetikai eltérésnek kell bekOvetkeznie. A genetikai instabilitas
lényeges elem, hiszen a késdbbiek soran bekovetkezd valtozasok bekdvetkezésének
esélyét noveli. Az instabilitas megléte nélkil, az Uj mutaciok kialakulasa lassabban
torténik meg, ezaltal a rakos elfajulas kialakulasi ideje is eltolodik.

A vastagbélrak egy heterogén rakos megbetegedés mely kialakuldsa esetében
genetikai valtozasok soran két instabilitasi szintet ismeriink. A legdominansabb (mely
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az esetek akar 85%-ért is felelds) molekularis kialakulasi utvonal a kromoszémakat
vagy azok részeit érinté kromoszomalis instabilitds (CIN). A masik forma a genomban
elszortan elhelyezkedé mikroszatellita régiokat érintd instabilitas (MSI) (Jass et al.
2007, Wortley et al. 2014). A betegség kialakuldsa esetén a két genetikai instabilitas
koziil, egyszerre csak az egyik figyelhetd meg, kizaro jelleggel (1. abra).

Kromoszoma instabilitas
Kromoszomaszam valtozas

1p deléc1o 8p delécio LOH 17p LOH 18q
APC Cox2 KRAS DCC-SMAD4 P-33
| 1 |
Sszsé Korai L | Kbztes Kései .
Egészséges Karcinéma Metasztazis
mucosa adenoma adenoma adenoma
T T A A
B-katenin BAX TCF-4 IIGF-RI TGF-BRII
MLHI
Epigenetika

1. abra: A vastagbélrék kialakulasanak lehetséges Utjai (Fearon ER, Vogelstein B 1990)

2.2.1.1. CIN utvonal

A tumoros megbetegedések 70-85%-a (Grady et al. 2004, Wortley et al. 2014) a
kromoszomalis instabilitasra vezethet6 vissza, melyre jellemz6 a kromoszomaszamban,
illetve a kromoszdmastrukturaban bekovetkez6 valtozas. Jellemzé a heterozigota allapot
elvesztése (LOH) a 18q, az 5q és 17p kromoszomakon torténé delécio, illetve olyan
kromoszomalis eltérések, melyek a bekovetkezé amplifikaciok és transzlokaciok
kovetkeztében alakulnak ki. Aneuploidia, onkogének tobbszords kromoszomalis
atrendez0dése ¢és szomatikus mutacioik felhalmozodasa jellemz6. A  csoport
legismertebb kialakulasa a familiaris adenomatosus polyposis (FAP), mely a daganatok
1%-at fedi le, s nagyszamu (100-at is meghaladhatd) adenoma megjelenése, valamint
vékonybél polipok, desmoid tumorok, osteomak és csontcisztak tarsulasa jellemzi
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(Rozen et al. 2006, Jass 2007). Az adenoma-diszplazia-karcindbma szekvencia (ADCS)
modell (Vogelstein 1988, Fearon és Vogelstein 1990), a megbetegedések tekintetében
leggyakoribb CIN forma kialakulasat tekinti at. Az ADCS kialakulasra jellemz6 a
sporadikussag, aneuploidia, poliploidia megléte, valamint a tipusos adenoma aljzaton
torténd kialakulas (Szentirmay és Csuka 2004, Jass et al. 2007, Wortley et al. 2014). A
klasszikus modellel leirhat6 kialakulas jellemzi 6ket, melynek soran a jellemzé APC, K-
ras €s p53 mutacioja kovetkezik be. BRAF mutacido nem vagy csak ritkdn fordul eld
benniik. A CIN atvonalon kialakuld tumorcsoportot azért targyaljuk részletesebben,
mert vizsgalataink megkezdésekor a tumorok metilacidés fenotipus, illetve
mikroszatellita instabilitdas meghatarozasara nem nyilt lehetéségiink. Mintainkat
hagyomanyos ADCS kialakuldstnak tekintjuk. Az atlag populaciéban ~10-24%-ban
benignus adenomak jelenléte figyelhetd meg, melyek ~5%-a malignus tumorokka alakul
a diszplazia kiillonboz6 fokozatain keresztiil (Leslie et al. 2002). Az ilyen jellegli
atalakulas tobb évig (~10 év) tart (Nagy 2003). Kdrnyezeti mutagének, novekvéd szamu
prométer metilacio hatasara az ép vastagbél nyalkahartya hiperproliferativ
nyalkahartyava alakul, amelyen tovabbi mutéaciok hatasara (pl: APC) 1 cm-nél kisebb
méretli tubularis adenomak johetnek létre. Az APC mutacidja a kolorektalis
karcinogenezis 75-80%-ra jellemz6, mint legkorabbi molekularis esemény (Takayama
et al. 2001).

Az ADCS kovetkezo allomasa, mikor az enyhén diszplasztikus adenomabol
kozepes méretii (1-2 cm-es) tubulovillozus diszplasztikus adenoma alakul ki. Az
atalakulas soran fontos szerep jut K-ras onkogén mutéacionak, mely a vastagbélrakok
~40-50%-aban fordul el6 (Ranaldi et al. 1995, Span et al. 1996).

A kovetkez6 1épcs6, a tubulovillézus adenomabdl sulyos diszplaziat mutatd
adenoma (>2 cm) kialakulasa. Fontos szerepet tulajdonitanak a 18. kromoszoma hosszl
karjan 1évo gének allélvesztésének (DCC, SMAD2, SMAD4), mely a vastagbélrakok
~70%-aban jelenik meg (Hedrick et al. 1994, Bevan et al. 1999).

A folyamat végen a sulyosan diszplasztikus adenomabdl karcindma alakul Ki,
melyet a p53 tumor szupresszor mutécidja és inaktivacioja segit el6 (Lane 1992, May et
al. 1999). A sejtproliferacio a funkciovesztése kovetkeztében kontrollalatlanna valik. A
p53 mutacio ~70%-0s gyakorisdgu az ADCS sorén és altalaban az invaziv névekedési
fazis elétt kovetkezik be (Mills et al. 2005).

10
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2.2.1.2. MSI Gtvonal

A mikroszatellitadk olyan valtozé hosszUsagu (1-6), bazis-ismétlédo szekvenciak,
melyek elszértan helyezkednek el a genomban. Instabilitasrol akkor beszélink, amikor a
mikroszatellita ismétlddések szamaban valtozas kovetkezik be. Ilyen példaul, amikor a
DNS hibajavito enzimek funkciojanak (mismatch repair, MMR) mutacio vagy metilacid
kovetkeztében kialakult hibdja révén, az ismétlddések hossza megvaltozik, minek
kovetkeztében a DNS replikacio és az azt kovetd rekombinacio kovetkeztében keletkezo
hibas nukleotid-parok nem javitodnak ki. A csoportba tartozik a leggyakoribb
(el6fordulasi gyakorisaga ~3-5%) Orokletes vastagbélrak tipus, a herediter non-poliposis
kolorektalis karcindma (HNPCC). Jellemz6é mutaciok az APC és K-ras, MLH1, MSH2
és MSH3 MMR mutaciok (Miyaki et al. 1997, Lynch HT és de la Chapelle 1999, 2003),
valamint a CTNNBL1, TGFBRII, TCF4, BAX és IGF2R gének kddold szekvencidjaban
megjelend, mikroszatellita ismétlddéséket hordozd frameshift mutaciok (Wortley et al.
2014). A bekovetkezé genomialis atrendez6dés soran kiilonb6z6 gének, illetve mikro
RNS-ek (miRNS) aktivalodnak vagy inaktivalodnak. Az MMR rendszer esetében
legaldbb 7 fehérje ismert (MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1 és PMS2),
melyek funkciondlis heterodimereket alkotnak. Ezek hibas miikodése megndveli a
mutaciok szdmat, melyek szamos, a sejtfunkciokban fontos szerepet betoltd gén
mitkodését karositjak (de la Chapelle 2003). Bizonyos tumor szupresszor gének
(TGFBRII, IGF2R és a BAX) kodolo régidiban is bekdvetkezhet valtozas (Souza et al.
1996, Rampino et al. 1997, Markowitz et al. 2003, Yashiro et al. 2010). A vastagbélrak
specifikussagot 5 mikroszatellita I6kuszt vizsgal6 mikroszatellita panel (a BAT25, és a
BAT26 mononulkeotid, valamint a D5S346, a D2S123 és a D17S250 dinukleotid
I6kuszok) alkalmazésaval hatarozzdak meg (Boland et al. 1998). A mikroszatellita
statusz alapjan megkilonboztetiink mikorszatellita stabil (MSS), alacsony szinten
instabil (MSI-L; a vizsgalt mikroszatellita Iokuszok kevesebb, mint 40%-a mutat
instabilitast) és magas szinten instabil (MSI-H; a vizsgalt mikroszatellita 16kuszok 40%-
nal nagyobb aranyban mutatnak instabilitast) tumorokat (Boland et al. 1998, Szentirmay
és Csuka 2004).
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2.2.2. CpG sziget metilator fenotipus (CIMP) statusz

A sporadikus tumorok esetében a masodik leggyakoribb (~15%) kialakuldsért
felelés utvonal (Issa et al. 2008). A karcinogenezis soran fontos szerep jut a
megvaltozott citozin metilacionak (Baylin et al. 1998, Jones et al. 1999). Ezen
epigenetikai valtozasok egyrészr6l a genomialis DNS 4ltalanos hipometilacioja,
valamint a CpG szigeteket érint6 regionalis hipermetilacié. Mig a hipometilacié néveli
a mutacids ratat, amely a globalis instabilitassal fligg 6ssze (Chen et al. 1998), addig az
5"  végeken elhelyezkedd  szigetek  hipermetilacioja  meghatarozott  gének
transzkripcidjanak inaktivaciojat eredményezi (Eden et al. 1994). A vastagbélrak
kialakulésa soran tobbféle promoter metilacio figyelheté meg. Az A-tipusu (age-related)
metilacié az ép nyalkahartya sejtekben is megtalalhatd, mig a C-tipusu (cancer-related)
metilacio kizar6lagosan a tumoros sejtekre jellemz6. Amennyiben ez utdbbi a promoter
CpG-szigetekben el6fordul, akkor ,,CpG island methylator phenotype” (CIMP+) tipusu
daganatrdl beszélunk (Toyota et al. 1999), amely csokkent transzkripcios aktivitast
eredményez. CIMP+ vastagbélrakok meghatarozasara mar létezik a mikroszatellita
panelhez hasonlé 5 markerbdl allo panel (CACNAIG, IGF2, NEUROGI, RUNX3 ¢és
SOCS1), melyet metilacié specifikus MethyLight valdsidejii PCR technikaval végeznek
(Weisenberger et al. 2006).

A CIMP pozitivitds és negativitads kihatassal van a tumorok mikroszatellita
stabilitdsara is. Jass és munkatarsai csoportositasa alapjan CIMP pozitivitas esetén
beszélhetlink alacsony, illetve magas metilacids fenotipust daganatokrol. Az el6bbihez
parosul a K-ras mutacio ~92%-os eléfordulasa, valamint kisebb mennyiségli gén
metil&cidja, mig utdbbihoz a BRAF mutacio, valamint egyéb nagy mennyiségli gén
metilacioja (Jass et al. 1999, Issa et al. 2005). A hMLH1 — mint a mikroszatellita
instabil tumorok egyik kulcsgénje — a DNS hibajavit6 rendszer miikodését befolyasolja,
ezaltal a ndvekedést szabalyozd génekben mutacié felhalmozddashoz vezet (Szentirmay
és Csuka 2004). Ezzel szemben a p16 a mikroszatellita stabil tumorokra jellemz6 tumor
szupresszor gén (Merlo et al. 1995), hibaja tumorképzédéshez vezet. A kialakulasi
csoporthoz tartoznak a foként fogazott adenomdkbol kialakuld daganatok, melyek
kialakulasat az an. fogazott ADCS utvonallal magyarazzak (Kambara et al. 2004, Jass et
al. 2007).
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A markerfejlesztésink 6 célja az volt, hogy barmilyen kontextusban ki tudjuk
mutatni a malignus elvaltozast biopszids mintakban. Vizsgalataink megkezdésekor
kromoszoma ¢és mikroszatellita instabilitds vizsgalatok mar elérhetéek voltak, de
rutinszeriien sok esetben nem torténtek meg. Metilator fenotipus vizsgalat tekintetében
hazai viszonylatban Klinika gyakorlatrél nincs tudoméasunk. Ezért a marker sorozat
mikroszatellita, illetve metilator fenotipus specifikussag vizsgalatdnak hianyéat tovabbi

in silico vizsgalatokkal kivantuk alatamasztani.
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2.3. A vastagbélrak klinikai vonatkozéasai

A vastagbélrak rakel6z6 allapota a Vogelstein model szerint a benignus adenoma
elvaltozas. Nagy altalanossagban 3 év utan Gjboli kolonoszkopos ellenérzés javasolt
azoknal, akiknek:

e az adenomak szama eléri, illetve meghaladja a harmat,

e az adenoma kerulete eléri, illetve meghaladja az 1 cm-t (Winawer et al. 2006),

e akiknél morfologiat tekintve villosus, high-grade diszplasztikus adenomat
igazolnak, 1 év utan Ujboli kolonoszkopos ellendrzés javasolt a magyar
gasztroenteroldgiai Utmutatd es nemzetkdzi ajanlasok alapjan.

A nagyobb méretii adenomak altalaban villosus novekedési szerkezetiiek, s
nagyobb aranyban fejlodik ki beldlikk vastagbélrak. A diszplazia azt fejezi ki, hogy
milyen mértékben tartalmaz aberrans morfoldgiaju és proliferacids sajatossagokkal bird
sejteket az adott elvéltozas. Ennek fontossadgat emeli ki az a vizsgalat, melyben
megallapitottdk, hogy habar csak az esetek 15%-a kerul a high-grade diszplasztikus
kategoriaba, azonban a metakron adenomék tébb mint 40%-a ebbdl a kategoriabol kertil
ki 3 éves vizsgalati periodus alatt (Neugut et al. 1995). A high-grade diszplazia
szovettani elkiilonitése a tobbi adenomatdzus képlettdl egyre hangsulyosabba valik:
némelyik kutatcsoport bizonyos szdvettani valtozast mar in situ karcinbmanak tart, de
ez a meghatarozas napjainkra még nem altalanos. Orszagok ko6zott is megfigyelhetd
kilonbség annak vonatkozasaban, hogy mit is tekintenek HGD-nek és mit in situ
karcindbmanak. Mig a japan szakirodalom féleg sejtmag jellemzdkre fokuszal, addig a
nyugati patolégiai vizsgalatok féleg a muscularis mucosae-n keresztili invaziora
helyezik a hangsulyt (Schlemper et al. 1998). Feltehet6en ez lehet az oka, hogy a japan
irodalomban nagyobb aranyban szerepelnek korai vastagbélrakos mintak (Schlemper et
al. 1998).

Toll és munkatarsai vizsgalataban 83 high-grade adenomas endoszkodpias kezelésen
részt vett egyént kdvettek nyomon 1999 és 2007 kozott (Toll et al. 2011). A Kiinduld
high-grade adenomék 1 cm-t meghaladd atméréjii, s 53%-k villosus (villosus vagy
tubulovillosus) allapotd volt. Az egyének 64%-a esetében figyeltek meg Uj adenoma
képzddését és 7%-uknal high-grade adenoméat vagy vastagbéltumor kialakulasat
detektaltdk (Toll et al. 2011). Ezek a megfigyelések csak megerdsitik azt a korabbi
vizsgalatot, melyet 1974-1983 kozott 26419 adenomas 35 év feletti egyén esetén
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végeztek. Az éves tumorra alakuld konverzids ardny 0,25%-0s volt, azonban mas
csoportositdsok alapjan megnovekedett konverziét figyeltek meg. Nagyobb méretii
adenoma (>1 cm atméré), villosus struktura és sulyos diszplazia ~3%, ~17% és ~37%-
ra novelte a konverzié ardnyat (Eide et al. 1986). Vizsgalataink soran az adenomak
diszplasztikus eldrehaladéasat tekintettilk Iényegi valtozasnak, a csoportbeosztasok
esetében kulon kezeltlik a low-, illetve high-grade diszplasztikus mintékat.

A vastagbéltumoros megbetegedések klinikai osztalyozasa a daganatok mélysegi
terjedésének a nyirokcsomokba és a tavoli szervekbe torténé attétképzés. Tobbféle

értékelési rendszer létezik, ezek alapjat a TNM osztalyozés képezi (1. tdblazat).

e T: az els6dleges tumor mérete és kiterjedése
o Tx: értékelhetetlen
o Tis: in situ karcindbma
o TO: nincs jele daganatnak
o T1,T2, T3, T4: atumor mérete és/vagy kiterjedese
e N: nyirokcsomokban torténd kiterjedése
o Nx: helyi nyirokcsomok nem értékelhetdek
o NO: tumor sejtek hianya
o NI1: metasztazisok a helyi nyirokcsomokban (a daganat megtalalhatd
kdzeli és/vagy 1-3 nyirokcsomadban)
o N2:adaganat terjedése N1 és N3 allapot kdzotti
o N3: a daganat terjedése tavoli vagy szdmos helyi nyirokcsomoban
észlelhetd
e M: atavoli metasztazis mértéke
o MO: nincs metasztazis

o M1: metasztazis tavoli szervben
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1. tblazat: TNM és Dukes'-féle stddiumbeosztas kozotti 6sszefliggés:

UIC/TNM

Dukes'

Stage 0

In situ carcioma

Stage |

Nyirokcsomoban daganat nem figyelhetd meg, nincs
tavoli metasztazis
Tumor invazio a submucosaban (T1, NO, M0)

Tumor invazio a muscularis propriaban (T2, NO, MO0)

Stage 11

Nyirokcsomoban daganat nem figyelhetd meg, nincs
tavoli metasztazis
Tumor invazio a subserosaban (T3, NO, M0)

Tumor invazié més szervekben (T4, NO, MO0)

Stage 111

Nyirokcsomoban daganat megfigyelhetd, nincs tavoli
metasztazis
1-3db helyi nyirokcsomdban megfigyelhetd (barmely
T, N1, MO)
4 vagy annal tobb nyirokcsomoban megfigyelhetd

(barmely T, N2, M0)

Stage IV

Tévoli metasztazis (M1, valamint barmely T és N

csoportositas)
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2.4. Biomarkerek

Az idedlis biomarker lehetové teszi egy korallapot detekcidjat, az idealis
prognozisertékelést és gyogyszerhatas vizsgalatat, valamint magas szenzitivitassal és
specificitissal rendelkezik, mikdzben alacsony szdmu fals negativ és pozitiv eredményt
produkal. Egy eredményt akkor tekintiink pozitivnak, ha a vizsgalat eredménye
jelentOsen eltér az egészséges emberekben mérhetd értékt6l. Az egészséges egyénekben
tapasztalhatd eloszlas ismeretében a pozitiv és negativ eredmények kozotti
kiiszobértéket tigy valasztjdk meg, hogy lehetdleg minél kevesebb egészséges egyén
kerliljon a pozitiv tartoméanyba. Optimalis esetben egy teszt pozitiv eredményt ad a
vizsgalt betegség fennallasa esetén (valds pozitiv) és negativ eredményt akkor, ha a
betegség nem all fenn (valos negativ), tehat sosem ad alnegativ (negativ teszteredmény
a betegség fennéllasa esetén) vagy alpozitiv (pozitiv eredmény a betegség hianyaban)
eredményt. Egy adott diagnosztikus eljards optimalis mivoltdt két paraméter
megadasaval jellemezzik:

specificitas: annak a valosziniisége, hogy a diagnosztikus teszt értéke negativ
lesz egy olyan egyénen, akiben nem &ll fenn a vizsgalt betegség. A specificitas tehat azt
jellemzi, hogy a teszt milyen megbizhatéan azonositja azokat, akikben nem koros a
vizsgalt paraméter.

szenzitivitas: annak a valosziniisége, hogy a diagnosztikus teszt értéke pozitiv
lesz egy olyan egyénen, akiben fennall a betegseg. A szenzitivitds azt jellemzi, hogy a
teszt milyen megbizhatéan detektalja a betegség fennallasat.

A vastagbélrdk esetében a biomarkereket tobbféle modon csoportositjak. A
markerek csoportositasahoz Tanaka és munkatarsai (2010) csoportositasat vettik alapul.
A csoportositasban szérum/vér, széklet (Fecal Hemoglobin, gének és epigenetikai
markerek alcsoportositas) és miRNS markerek felosztas, valamint klinikai alkalmazésba

vétel szerint is csoportositanak (2. tablazat).

17



DOI:10.14753/SE.2016.1807

2. tablazat: Vastagbélrak detektald biomarkerek felosztasa Tanaka et al. 2010 szerint.

Klinikai Vizsgéalat Marker
alkalmazas . Marker/ek megnevezése Szenzitivitas Specificitas Hivatkozas
) anyaga tipusa
allapota
Alkalmazésban Széklet Fehérj:e FOBT 40-85% 90% Duffy et al. 2_007
Iév Szérum Fehérje CEA 30-40% >86% Duffy et al. 2001; Soreide et al. 2009
Karbohidrat CA 19-9 18-65% >90% Hundt et al. 2007
Klinikali Széklet DNS K-ras, APC, L-DNS, p53 - - Loktionov et al. 1998
\{|Z§galat| Szérum Fehérje TIMP-1 - - Holten-Andersen et al. 1999
stadiumban
Spondin-2, DCR3, Trail-R2, Reg IV 95% 91% Habermann et al. 2006
és MIC1
PSME3 - - Roessler et al. 2006
NNMT - - Roessler et al. 2005
CRMP-2 61% 65% Wau et al. 2008
SELDI technikaval: apolipoprotein
C1, C3a-desArg, al-antitripszin 97% 96% Habermann et al. 2006
atado
S Szérum Fehérje HNP 1-3 69% 100% Melle et al. 2005
Pr_ek"f‘l'k"?“ MIF 47,3% 90,6% Lee et al. 2008
St";éfg?nzgn M-CSF 26% 92% MroczKo et al. 2006
M2-PK 58%, 48% 95%, 90% Zhang et al. 2004; Schneider et al. 2005
Prolaktin 7% 98% Soroush et al. 2004
. . 78%:; 82%; .
CCSA-2,-3,-4 97%; 89%; 85% 91% Brunagel et al. 2002; Leman et al. 2008
MMP-9,-7 44,6% 95,8% Hurst et al. 2007
Laminin 89,3% 87,5% Saito et al. 2005
Plazma DNS Septin-9 52% 95% Lofton-Day et al. 2008
. 5 markeres szet (CDA, BANK1,
Fehérvérsejt DNS BCNPL, MS4A1(, MGCC20553) 88-94% 64-77% Han et al. 2008
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A napi gyakorlatban a székletben jelenlévd, szabad szemmel sokszor nem
lathatd vért kimutatd széklettesztek, vérszérum esetében pedig a karcinoembriondlis
antigén (CEA) valamint cancer antigen (CA 19-9) tesztek terjedtek el.

A leggyakrabban alkalmazott technikai eljarasok a székletvér tesztek (a guaiac
alapl FOBT és az immunhisztokémiai FIT) és a kolonoszképia. A székletben
eléforduld occult vér meghatarozas alapjat az a megfigyelés adja, hogy a nagyobb
adenomak fele, a daganatok kétharmada vérzik, ami a székletben kimutathato. Az
FOBT esetében a probléma az, hogy relative magas aranyl a fals pozitiv, illetve fals
negativ eredmények ardnya, valamint korai stddiumu eltérések kimutatdsaban alacsony
a szenzitivitasa (Burch et al. 2007). Elényei k6zott megemlithetd, hogy olcso, elvégzése
egyszerii, valamint a legkevésbé invaziv vizsgalat. A fecal-immun hemoglobin teszt
(FIT) jobb elkiilonit6 értékekkel rendelkezik, mint az FOBT, azonban ez egyutt jar a
vizsgalat aranak jelentGs dragulasaval (Newton et al. 2012). A ,,gold standard” sziir6- és
diagnosztikus vizsgalati modszer természetesen a kolonoszkopia, ami azonban draga,
kényelmetlen, tobb esetben fajdalmas eljaras (Winawer et al. 2003), viszont magasabb
felderitési aranya mellett, nem csak diagnosztikus, hanem gydgyité beavatkozasokra is
alkalmas. A targyalt vizsgalatok negativ jellemz0i miatt napjainkban egyre siirgetobb
olyan 1) diagnosztikai eljarasok kifejlesztése, melyek jelentdsen javithatjak a vastagbél
adenomak ¢és rakos eltérések idében torténd felismerését. Novekvo igény érzékelhetd
specifikus biomarkerek kifejlesztésére. Kulondsen igaz ez a Kkarcinogenezis
meghataroz6 1épésének szamitd high-grade diszplazia és korai karcindma kozotti
kilonbségtételre (Newton et al. 2012). A genomika és proteomika teriletén
tapasztalhaté fejlédés eredményeképpen a vastagbélrak specifikus molekularis
elvaltozasokat megismerhetjik és potencialis biomarkerként alkalmazhatjuk.

A CEA mar évek 6ta alkalmazéasban van, mint tumormarker vastagbélrak és
egyeb rakos megbetegedések kimutatdsara, azonban rék jelenlétének hianyaban is
megfigyelték, hogy szintje magas gyulladasos allapotokban (pancreatitis, hepatitis,
obstruktiv tiidébetegségek vagy gyulladasos bélbetegségek). Mivel a CRC stadiumaval
a CEA szint sok esetben nem korrelal, érzékenység és fajlagossag szempontjabdl nem
alkalmazhaté megbizhat6an a vastagbélrak korai felismerésében (Soreide et al. 2009).

A székletbdl kimutathato APC, K-ras, L-DNS és p-53 DNS markerek, illetve a

TIMP-1 szérum marker klinikai vizsgalata folyamatban van. A székletben talalhato
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hamsejtekb6l genetikai és epigenetikai markerek is kimutathatéak (Loktionov et al.
1998). Elényiik, hogy a széklet vértartalmahoz képest a sejtek levalasa a hamrétegrol
folyamatosnak tekinthetd, igy a székletben 1év6 sejtek mutacioi (K-ras, p53, APC),
mikroszatellita instabilitasa (MSI), vagy a hosszi DNS fragmentaltsdga (L-DNS)
megvizsgalhato.

Malignus vastagbéltumor sejtekben az apoptdzis csokken az egészséges kripta
sejtekhez képest, ami lehet6vé teszi az intakt genomialis DNS mérésén alapulo széklet
marker alkalmazasat (L-DNS) (Tanaka et al. 2010). A TIMP-1 fehérje egy olyan
tobbfunkcids glikoprotein, amely matrix metalloproteindzokat gatol. Vastagbéltumoros
betegek esetében magasabb szintjét figyelték meg a plazmaban. Mar a korai stadiumban
1évé tumorok esetében is megfigyelték a szintjének az emelkedését, ugyanakkor a
plazméban 1évé szintndvekedés nem figyelhetd meg mellrdkos, colon adenomas és
IBD-s betegeknél (Holten-Andersen et al. 1999, 2004a; Sorensen et al. 2008). Két
fuggetlen tanulmanyban is megerdsitették, hogy magas TIMP-1 szint jellemzi az
elérehaladott vastagbélrakos eseteket (Holten-Andersen et al. 1999, 2004b).

Szamos szérum biomarker preklinikai vizsgalata zajlik (pl.: CRMP-2, CCSA-2, -
3, -4, DcR3, HNP 1-3, Laminin, M2-PK, M-CSF, MIC1, MIF, MMP-7, -9, NNMT,
Prolaktin, PSME3, Reg IV, Spondin-2, Trail-R2). Szérumban egy 6t markerbdl allo
panel (DcR3, MIC1, Reg IV, Spondin-2 és Trail-R2) 600 mintan vegzett vizsgalata
alapjan a korai rak kimutatasanak szenzitivitasa és specificitasa jobb volt, mint a CEA
esetében (diaDexus Inc 2007). Kétdimenzids gélelektoforézis és tomegspektrométer
alkalmazasaval emelkedett NNMT és PSME3 szinteket mértek vastagbéltumoros
betegekben. Meger6sitd vizsgalatok soran a CRC detektalasaban a PSME3
diagnosztikus pontossagat a CEA-hoz hasonlonak, az NNMT esetében pedig annal is
jobbnak talaltdk (Roessler et al. 2005, 2006). Kiilonb6zd vastagbélrakos sejtvonalak
szekrétumanak vizsgalatakor a CRMP-2 szenzitivitdsat jobbnak, specificitasat
gyengebbnek talaltdk a CEA-nal. Abban az esetben, ha a két markert egyuttesen
alkalmaztak jobb specificitast (95%) és szenzitivitast (77%) értek el (Wu et al. 2008).
El6rehaladott adenoma és vastagbélrak kimutatasara specifikus antigénként, mindharom
CCSA fehérje markert koncentraciok alapjan vizsgaltak. Szenzitivitas és specificitas
esetében megbizhatdan kiilonitették el az elérehaladott allapot betegeket (97% ¢és 78%
CCSA-2, 89% és 82% CCSA-3 és 85% és 91% CCSA-4 esetében) (Leman et al. 2008).
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Az emberi neutrofil-fehérjék kozul, a HNP-1-3 vizsgalata soran azt talaltdk, hogy
vastagbélrakos betegek esetében a fehérjék felulexpresszalddnak: 69%-0s szenzitivitas
és 100%-os specificitas mellett sikerult 42 egészséges és 48 beteg mintat elkuldniteni
veluk (Albrethsen et al. 2005, Melle et al. 2005). Az M2-PK-rol feltételezik, hogy
elhald sejtekbdl keriilnek a keringésbe. Két fiiggetlen tanulmany is megerdsitette, hogy
a marker kozepes szenzitivitassal (48%, 58%) és erés specificitassal (90%, 95%)
rendelkezik, a CEA markerrel kombinalva a szenzitivitas ndvekedését figyelték meg
(Zhang et al. 2004; Schneider et al. 2005). Kimutattak, hogy az M-CSF szérumszint
vastagbélrdkos betegekben magasabb értéket mutat, mint egészséges paciensek
esetében, valamint a szérumszint valtozasa erGsebb Osszefliggést mutat nyirokcsomo
metasztazisnal, mint az a CEA, illetve a CA-19-9 markerek esetén tapasztalhatd
(Mroczko et al. 2007). 53 egészséges és 129 vastagbélrakos beteg szérum mintainak
génexpresszios vizsgalata alapjan a MIF szint CRC-s betegek esetében magasabb
értéket mutatott, s bar specificitas tekintetében nem érte el a CEA 100%-o0s értekeét (csak
90,6%), korai vastagbélrak detekcioban szenzitivitasa meghaladta a CEA 29,5%-0s
értékét (47,3%) (Lee et al. 2008). Az extracellularis matrix valtozasainak vizsgalata is
fontos 1épés lehet, hiszen a ham eredetli rosszindulati daganatok fejlédése soran a
matrix proteinek szdma megszaporodhat a Kkeringésben, ezaltal potencialis
biomarkerként val6 alkalmazhatdsadguk teret nyerhet. Az eliilsé agyalapi mirigy
hormonja, a prolaktin, mindamellett, hogy szdmos bioldgiai folyamatban részt vesz,
CRC jelenlétében emelkedettebb szintje mérhetd. Prolaktin vizsgélata sordn 47
vastagbéltumoros és 51 egészséges mintat hasonlitottak 6ssze, s egyedili markerként
77%-0s szenzitivitast és 98%-os specificitast mutatott (Soroush et al. 2004). Mas
tanulmanyok soran azt talaltak, hogy az MMP7 és 9 szérumszintje dsszefliggésben van
a CRC jelenlétével (Hurst et al. 2007). Tovabbi vizsgalatok azt is kimutattak, hogy az
MMP7 és laminin szérum markerek flggetlen prognosztikus markerkent is
alkalmazhatdak (Hurst et al. 2007; Maurel et al. 2007). Han és munkatarsai olyan
microarray vizsgalatot végeztek periférids vérbdl, melynek soran sikeriilt egy 5 tagl
génpanelt (BANK1, BCNP1, CDA, MGC20553, MS4A1) (Han et al. 2008) azonositani,
amely 88-94%-ig terjed6 szenzitivitassal és 64-77%-ig terjed6 specificitassal

rendelkezett. Hasonlo j6 eredményt ertek el a SEPT9 metilacidjat vizsgald periferias vér
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alapu teszttel is, melynek sordn 95%-o0s specificitast es 52%-0s szenzitivitast kaptak,

179 egészséges és 133 vastagbélrdkos minta vizsgélata soran (Lofton-Day et al. 2008).
Mint lathatd, napjainkra szamos igéretes markert azonositottak, melyekkel a

vastagbelrak kimutathatosdga nagymértékben javult, azonban ezen markerek gyakorlati

Klinikai alkalmazasba vételére még nem kerdilt sor.

2.5. Microarray technika bemutatésa

Napjainkra a betegségek komplex molekularis hatterének vizsgalatara olyan
sokparaméteres, parhuzamos vizsgalati médszerek allnak rendelkezéslinkre, melyekkel
lehetdség nyilik szamos gén expressziojanak és ezek kapcsolatainak egyidejl
vizsgalatara. A microarray technoldgia a 90-es évek elején jelent meg a nagy genom
projektek szekvencia adatbéazisaira timaszkodva, s azdta széles korben elterjedt.

A molekuléris felderités érdekében a kiilonb6z6 molekulakat szilard fazishoz
hibridizaljuk, ilyen példaul a klasszikus Southern blot (Southern 1975). Ezzel a
hagyomanyos megkdozelitéssel ellentétben a microarray technika esetén az ismert
nukleotid-szekvencidk meghatarozott sorrendben vannak rogzitve a szilard hordozora
valamint az ismeretlen nukleinsav jelzett oldat formaban szerepel. A chip felszinéhez
egyszalu génszekvencia darabok vannak hozzécsatolva, melyekel az adott mintaban
talalhatd komplementer RNS molekula mennyisége hatarozhatd meg. A pordzus
hibridizaciés membranokat felvaltottdk a nem pordzus (veg, illetve szilikon alapl
anyagok, amelyekkel a reakciotérfogat jelentésen csokkent, a reakcidsebesség pedig
gyorsult. A detektalast fluoreszcens festékek segitik, amelyek érzékeny jelfeldolgozast
biztositanak, tobb ezer, vagy szazezer egyidejii reakcio esetében is (Petrik 2001).

Az mRNS expresszids microarray-k segitségével lehetévé valt nagyszami gén
expressziojanak dsszehasonlitasa kiilonb6z6 sejtekben, szdvetekben, ugyanazon tipusu
sejtek/szovetek eltérd allapotaiban (pl. fiziologias és patologias allapot; adott hatéanyag
adagolasaval, illetve anélkil). Az mRNS expressziés microarray technika lényege az,
hogy a vizsgélatban szerepld génekkel komplementer Un. target oligonukleotidokat
szilard hordozohoz kotik. Ezekhez hibridizaltatjak az adott sejttipusbol sz&rmazo RNS-
ol készitett, jelolt egyszalu cDNS molekuldkat, a probakat. A hibridizacié mértékébol
kovetkeztetnek a vizsgalt gének expresszios szintjére. Technoldgiai megkdzelités esetén

a génexpresszios chippek eseteben tobbféle megkozelitést kilonboztetiink meg.
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Az Un. ,spotted” array-ek esetében oligonukleotidok, cDNS-ek, illetve kis
fragmentumu PCR termékeket szerepeltetiink, melyeket teljes szekvencia hosszukkal
visziink a szilard feltletre. Amennyiben ismert bioldgiai elvaltozast, dtvonalat kivanunk
vizsgalni akkor a megkozelitéleg 1000 célszekvenciat tartalmazo cDNS array-t szoktak
elényben részesiteni. Vizsgalni kivant géneket robotkarral juttatjdk fel a membran
fellletre. Ehhez a technikai megkdzelitéshez nem szikséges hibridizaciés, mosasi,
illetve leolvaso késziilék.

A kétcsatornas microarray technikai megkozelités esetében két minta cDNS-
ének hibridizaciés 6sszehasonlitdsanak sordn a cDNS-esek targetjeinek a szilard
felszinre rogzitett komplementereket terveziink. A két vizsgélt mintabdl (pl.: kontrol vs.
beteg 6sszehasonlitds) RNS allomanyt izolalunk, melybdl reverz transzkripcioval egy
szali komplemeter DNS-t (cDNS-t) szintetizalunk. A hibridizacioés array membranjara
rogzitendé kétféle proba esetében kétféle (Cy3-Cyb) hibridizacios festékkel végziink
jelolést. A cDNS-ek osszekeveréset és hibridizalasat kovetden, a microarray-en
detektalhatd fluoreszcens intenzitds eltérésének az egyik, illetve masik szin iranyaba
(zold-piros)  kovetkeztethetink az adott allapotban a gén felll-, illetve
alulexpresszaltsagara. A fluoreszcens jeleket a kétcsatornds rendszereknél két
hulldmhosszon 532nm-en (Cy3) és 635nm-en (Cy5) rogzitik.

A teljes genomszintli expresszids elemzésekhez oligonukleotid microarray
technikat alkalmaznak. Habéar a technikai megkozelitésekben gyakran ,,spotted” és
oligonukleotid microarray technikaként hivatkoznak rajuk, elterjedtebb a gyartd altali
technikai megkdzelités ismerete. Az ilyen jellegii array-ek esetén rovid ismert
oligonukleotid szakaszokat visznek fel a feltletre. A szekvencidk lehetnek rovidebbek
(25-mer, Affymetirx), illetve hosszabbak (60-mer, Agilent)

Az egycsatornds technikai megkozelités esetén oligonukleotid target
szekvencidkat rogzitenek a szilard felszinhez. A prébakhoz kapott intenzitas értékek
jelzik a relativ hibridizciés szintet. Minden mintdhoz egy chip tartozik, s a chipek
esetében belsé kontrollokat alkalmaznak, melyek normalizaciojaval az egyes mintak
pontosabban és megbizhatdbban hasonlithatdak dssze. A technikai megkdzelités nagy
elénye, hogy egy hibas minta mas mintak ertékelését nem befolyésolja negativan,

hiszen barmikor vissza lehet nydini a mintak nyers intenzitas értékeihez, s a hibas vagy
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elrontott mintat ki lehet hagyni az elemzésb6l. Ismertebb egycsatornés rendszerek: Gene

Chip az Affymetrixt6l, Bead Chip az Illuminatdl, egycsatornas Agilent array-ek.

2.6. Array vizsgalatok marker szelekciokra

A vastagbelrdk kimutatasara alkalmas molekularis markerek nagy specifitasunak
és szenzitivitasunak kell lennie ahhoz, hogy idejekoran jelezze a betegséget. A nagy
ateresztd képességli technikdk, mint példaul a microarray technika, kifejezetten
alkalmasak a vizsgalt szovetben vagy vérben az adott pillanatban lezajlé folyamatok
vizsgélatara. Napjainkra mar lehet6ség van génexpresszidos markerszetek azonositasara
teljes genomialis expresszios profilok alapjan, s ezek alkalmazéasaval molekularis
biologiai klasszifikacio is elvégezhetd. Génexpresszios microarray technikaval szamos
vizsgalatot végeztek kiilonboz6 raktipusoknal, ideértve a vastagbéldaganatokat is.

A nagy teljesitményli teljes genomialis microarray vizsgalatok alkalmasak
marker szelekcidra, azonban a magas koltseg és idbigényességiik miatt a
diagnosztikaban valé alkalmazéasuk bonyolult és nehézkes, mindemellett a technika
alkalmazasa minden esetben kiterjedt bioinformatikai elemzeést, tobbvaltozos statisztikai
modszerek alkalmazasat vonja maga utan. A rutin diagnosztik&ban jobban alkalmazhat6
valos-ideji PCR (RT-PCR) kartyak lehetové teszik a microarray vizsgalatok altal
kiszlirt, potencialis markergének vizsgalatat. A RT-PCR technikaval akar szaz folotti
gén egyidejli vizsgalata is lehetséges (akar 384 férOhelyes lemezek). Kvantitativ RT-
PCR-ek esetében a transzkriptum panelek egyedi tervezésiiek. A Roche ,,Universal
Probe Library (UPL)” probdk olyan egyedi nukelotid kémiai technikat alkalmaznak
(LNA-Locked Nucleic Acid), amely lehetové teszi nagyon rovid (akar 8-9 nukleotid
hosszlsagu) oligonukleotidok hatékony hibridizaciojat is a PCR probakhoz. Az
optimalizalt primer-parok és UPL probak hatdsdra a RT-PCR prébak robusztus,
megbizhato, gyors és kdltséghatékony génexpressziés modszerré valnak, melyekkel a
jovében, a napi rutinban is lehetdség nyilik diagnosztikai vizsgalatok végzésére. A
hagyomanyos hisztoldgiai vizsgalatokat a mintavételi problémak nehezithetik. Az un.
orientacios hibak kovetkeztében olyan kritikus tertletek, mint az aberrans Kripta,
diszplazias teriiletek, vagy az in situ karcindmak rejtve maradhatnak. Az mRNS
expresszidt hasznalé6 molekularis alapi megkozelités tdamogathatja a patologusok egyre

novekvé munkaterhelésének csokkentését, hiszen mig egy patologus egy metszetet lat
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adott vizsgalat soran, addig génexpressziés microarray esetében tébb minta egyideji
standardizalasara nyilik lehet6ség. Teljes homogenizalt biopsziabdol szdrmazd6 mRNS
expresszids eredmenyek 6sszehasonlitasa versus patologus altal alkalmazott 1-2
metszetes meghatarozas. A technika alkalmazésa segit olyan funkciondlis informaciok

feltarasaban is, amelyekre a mikroszkdpos vizsgélat nem ad felvilagositast.

2.7. Microarray vizsgalatok vastagbélrakos mintakon

A szisztematikus mRNS expresszios valtozasok vizsgalatara leggyakrabban
alkalmazott platformok a ,,spotted” cDNS, valamint a nagy-denzitasd oligonukleotid
microarray-k. Az adenoma-diszplazia-karcindbma szekvencia vonatkozasaban szamos
génexpresszios microarray vizsgalatot végeztek el az elmult években. Nagy ateresztd
képességli mRNS microarray technika alkalmazasaval szamos tanulmany foglalkozik,
de ezek eredménye sem a karcinogenezis folyamatat, sem az egyes stadiumok
elkiilonitését illetéen nem egységes. A tanulmanyok felosztasat Nannini és munkatarsai
2009-es Osszeirasa alapjan mutatjuk be, a microarray technoldgia széles témakorben
val6 hasznélatdnak alatdmasztasaként. A beosztads sordn az aldbbi f6témakoroket
alkalmaztunk a tablazatos megjelenitésnél: a karcinogenezis folyamata sporadikus
vastagbélrdkban, prognosztika és a kezelésre adott valasz predikcidja. Ezen
vizsgalatokat a Melléklet 1. fejezetben foglaltuk dssze.

e A karcinogenezis folyamata sporadikus vastagbélrakban. Egyes vizsgalatok
eredményei kozott a tumoros és egészséges, valamint az adenoma és egészseges
colon nyalkahartya vonatkozasaban érdemi szignifikans génexpresszids eltérés
mutatkozott (Alon et al. 1999; Notterman et al. 2001; Yanagawa et al. 2001; Lin
et al. 2002; Zou et al. 2002; Williams et al. 2003; Kwon et al. 2004; Croner et al.
2005; Groene et al. 2006; Bianchini et al. 2007; Grade et al. 2007; Croner et al.
2008). A szignifikansan eltéréen expresszalodo gének szama 50-2632 kOzott
valtozott egészséges és vastagbélrakos mintdk 6sszehasonlitdsa soran. Egyes
kisérletek soran (Friederichs et al. 2005; Kwong et al. 2005) nem tudtak
elkiiloniteni a kiilonb6zé stadiumu vastagbélrakokat, ugyanakkor mas
vizsgalatokban (Frederiksen et al. 2003) sikeresen elkilonitették a Dukes' B és C

stadiumu tumorokat a jellemzé mRNS expresszios mintazatuk alapjan.
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Szamos tanulmanyban a primer tumorok mRNS expresszidjat vetették dssze a
metasztazisok génexpresszios mintazataval (Yanagawa et al. 2001; Agrawal et
al. 2002; Koehler et al. 2004; Li et al. 2004; Kleivi et al. 2007; Ki et al. 2007;
Lin et al. 2007). Ezekben a vizsgalatokban megallapitottak, hogy a metasztazis
képzés folyamatdban szerepet jatszo gének elsdsorban a sejt invazidval,
proliferacioval, adhézidval allnak 6sszefiiggésben.

Maés vizsgalatokban Osszevetették és sikeresen kilonbséget tettek bal és jobb
oldali colon tumorok mRNS expresszios mintdzatdban az epidemioldgiai,
morfologiai és prognosztikai jellemzOok vonatkozasaban (Bertucci et al. 2004;
Komuro et al. 2005; Birkenkamp-Demtroder et al. 2005).

A rakel6zo allapotnak szamitod sessilis €s fogazott adenomak génexpressziods
mintazatdnak  6sszehasonlitdsa soran szamos eltérést tapasztaltak a
karcinogenezissel 0sszefliggd jelatviteli ttvonalak tekintetében (Kita et al. 2006;
Kim et al. 2008).

Prognosztika (Bertucci et al. 2004; Cavalieri et al. 2007; Yamasaki et al. 2007).
Az eltérd genetikai hattér felderitése nagyban eldsegitheti a magas mortalitasi
rizikdju CRC-k molekularis osztalyozéasat. Wang és munkatarsai 23 olyan gént
azonositottak mellyel 78%-s bizonyossaggal elére jelezhetd a relapszus, Dukes’
B stadiumban (Wang et al. 2004). Onkolégiai szempontbol, a betegek egyénre
szabott kezelése céljabol kiemelkedd jelentdségli lenne molekularis alap
prognosztikai rendszerek kialakitdsa. Dukes’ B és C stadiumi CRC-k
elkilonitésére és progndzisanak megallapitasara is Kisérletet tettek mar
(Eschrich et al. 2005; Arango et al. 2005; Barrier et al. 2005, 2006, 2007).
Eschrich és munkatarsai 43 gen figyelembe vételével 90%-0s pontossaggal
megjosoltak a 36 honapos tulélést. Arango és munkatarsai 17 marker
segitségével Dukes' C stadiumu betegek betegségmentes tulélés kapcsan két
szignifikansan eltérd csoportot tudott megkiilonboztetni. Barrier és munkatarsai
a kiujulés kockéazatat vizsgaltak, mig D' Arrigo és munkatarsai (D' Arrigo et al.
2005) 37, a metasztazis kialakulassal, valamint a relapszussal kapcsolatot mutato
gént azonositott. Ezen vizsgalatokat a Melléklet I. fejezetben foglaltuk dssze.

A kezelésre adott valasz predikcidja (Shimizu et al. 2005; Ghadimi et al.

2005; Kim et al. 2007; Rimkus et al. 2008) eldsegitheti a személyre szabott
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terapias kezelést. Mariadason és munkatarsai (Mariadason et al. 2003) 5-
fluorouracil (5-FU) kezelésre adott terapids valasz vizsgalata sordn 420 gén
esetében figyeltek meg korrelaciot az mRNS expresszid és a terdpias valasz
kozott. D' Arango és munkatarsai (D' Arango et al. 2004) egy 80 génbdl allo
csoport meghatarozasaval sikeresen jellemezték 30 vastagbélrdk sejtvonalon az
oxaliplatin proapoptotikus hatasat. Del Rio és munkatérsai (Del Rio et al. 2007)
21 elsddleges eldrehaladott CRC mintan a leukovorinra és a FOLFIRI kezelésre
adott valaszreakcidt vizsgaltak génexpresszios szinten: 95%-0s bizonyossaggal
elkilonitették a terapiaérzékeny és a terapiarezisztens betegcsoportokat. Ezt
kovetden 80 eldrehaladott CRC mintan 629 olyan gént azonositottak, melyek
meghatarozzak a cetuximab kezelés vonatkozasaban a klinikai valaszt
(Khambata-Ford et al. 2007). Ezen vizsgalatokat az Melléklet 1. fejezetben
foglaltuk ossze.
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2.8. A mRNS microarray eredmények megerdésitésére szolgalo

modszerek

A génexpressziés microarray technolégia esetén annak kideritése és
megerdsitése érdekében, hogy a kimutatott jelintenzitas valoban korreldl a tényleges
génexpresszioval, fuggetlen vizsgalati modszereket is vizsgalatainkba vontunk. A
leginkabb elfogadott megerdsité modszer a real-time PCR-s vizsgalat, melynek sorén a
génexpresszios microarray Vvizsgalat a csoportok kozott eltéréen, alul- illetve
felilexpresszalt géneket vizsgalja. A wvalos ideji RT-PCR vizsgalat mellett, a
fenotipusos megjelenésért felel6s fehérje expressziot is vizsgaltuk, immunhisztokémiai

vizsgalatok soran.

2.8.1. Valés idejii RT-PCR vizsgalatok

A real-time PCR fluoreszcens jelolésnek koszonhetéen lehetové teszi a PCR
termékek valds idejii detektdlasat, nyomon kovetését. A fluorimetrids detektalast a
SYBR Green | fluoreszcens DNS-festék a kettdsszala DNS-molekuldkba torténé
beépiilése teszi lehetdvé. Specialis fluoreszcens probakkal — példaul hibridizacios
probakkal vagy an. fluorogén 5° nukleazzal (TagMan prébéakkal) — a termék szekvencia
specifikusan kimutathatd. A hibridizaciés probapar két eltéré fluoreszcens festékkel
jelolt oligonukleotid, melyek eltér6é tavolsagban (1-3 nukleotid) hibridizalnak a PCR
termékre. Az akceptor esetében mérjik a fényemissziot, melyet a gerjesztett donor
festék fluoreszcens rezonancia energia transzfer (FRET) révén gerjesztiink. A proba két
végen madositott (5° végen reporter, 3° végen quencher) molekulat tartalmaz. A préba
(20-30 bp hosszusagu oligonukleotid) receptor és quencher festékkel jel6lt
oligonukleotid, ahol a reporter festék emisszidjanak detekcidja, csak a DNS-polimeraz
lehasitasa esetén mérhetd. A real-time PCR-ek kiilonb6z6 hullamhosszi gerjesztési
fényforrast (LED vagy lézer) tartalmaznak és kiilonb6zd hulldmhossz fluoreszkald
jelet képesek detektalni digitalis CCD kameraval vagy PMT-detektorral (fotoelektron-
sokszorozd). Napjainkra Kkifejlesztettek mar ultagyors készulékeket is melyek
légbeftjasos technologiaval miikodnek, akar 20°C/masodperc fiitési-hiitési sebesség
(Light Cycler) is megvalosithato hasznalatukkal (Dezs6 et al. 2005).

A reakcid eldrehaladtival a detektor érzékeli az exponencidlisan ndvekvod

fluoreszcenciat, melyb6l az adott minta RNS tartalméara kovetkeztetiink. Az
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amplifikacios gorbék elemzése altal a nukleinsav kvantitativan elemezhetd, a PCR
termék mennyiségét az attorési ponttal jellemezhetjuk (Ct), amely azt a ciklusszdmot
jelenti, amelynél a ciklusonként mért fluoreszcencia exponencialisan kezd névekedni. A
Ct értek annal kisebb, minél nagyobb a kiinduldsi templat nukleinsavrol keletkezo
amplikon mennyisége. A Ct értékek a kiindulasi nukleinsav mennyiségr6l adnak
informéciot, hiszen a PCR termék mennyisége — bizonyos koncentracio hatarok kozott —
aranyos a kiindulasi nukleinsav mennyiséggel. Ismeretlen minta estében az attorési pont
mérésevel meghatarozhaté annak koncentracioja. Egy standard sor segitsegével, amely
az amplifikadland6 nukleinsavat ismert koncentraciokban tartalmazza, kalibracios gorbe
veheté fel, amely az Aattorési ciklusszdmokat a koncentraciok logaritmusanak
fliggvényében mutatja (Dezs6 et al. 2005). Génexpresszid Osszehasonlitas esetén belsd
kontrollként allandé expressziot mutatd Un. haztartdsi (housekeeping) gén mMRNS
szintjét mérjik a vizsgalt célgén expresszios szintje mellett, mellyel a meghatarozas

idején korrigalunk.

2.8.2. Feheérje expresszios vizsgalatok

Mig a targyalt két technikai megkdzelités, a génexpressziés microarray és RT-
PCR technikdk a gének aktivitdsdt €s miikodését prediktaljak, addig a tényleges
fenotipusos megjelenésr6l nem kapunk informéciot. A kiilonbozé  fehérjek
poszttranszlacios modosulasai, sejten belul lokalizaciojuk valtozéasa tovabb bonyolitja a
meghatarozast. Génexpresszios szinten kapott vizsgalatok eredményét ezért fehérje
szinten is ellendrizni kell. Az ilyen jellegli expresszio vizsgalatara nagy teljesitményii
szOveti microarray (tissue microarray, TMA) maddszert vontunk be vizsgalatainkba.

A génexpresszios vizsgalatok sordn elemzett és kivalaszott markerek
eredményeinek validacidja a fehérje expresszidos megerdsitésen til, az expresszalddod
fehérjék szoveti elhelyezkedésérdl is informaciot nyujt. Az adott patomechanizmussal
Osszefliggd fehérje valtozasok vizsgalatdhoz — illetve késobbi diagnosztikai alkalmazas
esetén — nagyszamu szévetmintan torténd ellenérzése elengedhetetlen. A TMA alkalmas
ezen szempontok érvényesitésére, s koltséghatékonysagi szempontbdl is megfelels. A
vizsgalat soran tobb szdveti korongot rogzitenek ismert elrendezésben a microarray
feluletre, majd ezt kezelik a megfeleld ellenanyaggal, ami altal tobb mintan ehyszerre

vizsgalhatd a kérdeses fehérje expresszioja, valamint széveti lokalizacidja.
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Formalinban fixalt paraffinba &gyazott szdvetblokkbdl — a vizsgalatba vont
mintaszamtol fiiggben — 1-2 milliméteres atmérdjii szovethengereket (un. core-okat)
helyeztiink el ko6zos blokkokba, majd ezekb6l 5 pm-es vastagsagl szdvettani
metszeteket készitettink hagyomanyos targylemezre. Az atmérd tekintetében az
egyszerre vizsgalandd mintaszdm, valamint a vizsgalt metszeti tertilet miatt az optimalis
meghatarozas fontos. Leggyakrabban a 4x6-0s, 6x10-es, 8x12-es vagy 10x24-es
elrendezést alkalmazzak. A TMA lemezek immunhisztokémiai jelolésére tetszélegesen

kivalasztott fehérje ellenes antitesteket alkalmazunk.
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3. CELKITUZESEK

Vizsgalataink kérdése, célja:

Nagy teljesitményli génexpresszids array technoldgiaval azonosithat6-e olyan
transzkriptum csoport, amelyek expresszié valtozadsa koveti a Vogelstein-
modelt?

A fenti transzkriptum csoportbol vannak-e olyan gének, amelyek expresszids
valtozésa érzékenyen és fajlagosan segithet az egészséges, adenomés és
vastagbélrakos szoveti mintdk elkllonitésében? Az eltérések hadm- vagy
stromalis eredete meghatarozhat6-e?

A transzkriptum sorozat alkalmazéasdval elkilonithetéek-e a sulyosan
diszplasztikus (high-grade) adenoma és korai vastagbélrakos mintak?

A transzkriptum csoport fuggetlen mintaszeten (Gene Expression Omnibus
(GEO) adatbazis) torténd tesztelés soran is alkalmazhatonak mutatkozik-e
mintasorozatok elkulonitésére, valamint mutat-e metilaciés fenotipus vagy
mikroszatellita instabilitas specificitast?

Célunk volt tovabba génexpresszids array technoldgia eredményének fliggetlen
mintacsoporton, konvencionalis RT-PCR mddszerrel térténé validacioja.
Tovabbi célkitiizéseink az azonositott transzkriptum csoport fehérjeszinti
megerdsitése volt szoveti mintdkon, immunhisztokémiai modszerrel.

Célul thztiik ki a kapott szdveti transzkriptum csoport elkiilonitd képességének
vérmintakon torténd tesztelését is annak céljabol, hogy a szOveti szinten talalt
elkiilonitd gének periférias szinten is alkalmasak-e a betegségcsoportok

megkilonboztetésére.
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. Beteg mintak

4.1.1. Biopszias mintak

Az elvégzett vizsgalatokat a 2. abra mutatja be. El6zetes tajékoztatas €s irdsos
beleegyezés utan a kezeletlen betegekt6l biopszias mintavételt végeztiink endoszkopos
vizsgalat soran. A mintékat -80 °C-n taroltuk RNALater reagensben (Qiagen Inc,
Germantown, USA). Osszesen 147 biopszias mintat (53 minta az elsé mintasorozat
esetében, s tovabbi 94 frissen fagyasztott minta a masodik mintasorozat esetében)
elemeztiink. Az els6ként elkészitett ,,tréning” microarray vizsgalat soran 6sszesen 53
mintat vizsgaltunk (11 egészséges, 9 low-grade diszplasztikus adenoma, 11 high-grade
diszplasztikus adenoma, 10 korai CRC, 12 el6rehaladott CRC) (Galamb et al. 2008a,
2008b, 2010). A Gene Expession Omnibus adatbazisaban az adatok elérhetéek
(hivatkozasi azonositd: GSE4183). A kés6bbiek folyaman 1jabb microarray
mintasorozatot vontunk be vizsgalatainkba validacié céljabol, ,.teszt” mintasorozatként.
Osszesen 94 (38 egészséges, 16 low-grade diszplasztikus adenoma, 13 high-grade
diszplasztikus adenoma, 14 korai CRC, 13 elérehaladott CRC) minta kertilt
hibridizalasra. A Gene Expession Omnibus adatbdzisban az adatok elérhetéek
(hivatkozési azonosit6: GSE37364). Minden minta esetében teljes RNS kivonast
végeztik az Affymetrix microarray elemzéshez. Filggetlen RT-PCR elemzéshez
Osszesen 68 (20 egészséges, 13 low-grade diszplasztikus adenoma, 11 high-grade
diszplasztikus adenoma, 10 korai CRC, 10 elérehaladott CRC, valamint 4 ismeretlen
besorolasi CRC) minta Kkerdlt hibridizalasra. A microarray és RT-PCR vizsgalatokba
bevont diagnosztikus csoportokat és az esetszdmokat a 3. tablazat tartalmazza. Késobbi
vizsgalatok soran 2 high-grade diszplasztikus adenoma a korai vastagbélrak mintak
kdzé sorolodott, a ,,Medsol” integralt korhazi informatikai rendszerben végzett minta
utankovetést kovetéen. Mint Kiderllt Gjonnan kért patologiai vélemény in situ
karcindma besorolast eredményezett. A patologiai vélemények idépontjanak kozelsége
kizérja a diszplazia-karcindma konverziét. Tovabbi vizsgalatok soran korai vastagbélrak
mintakként kezeltik a két mintat. A lézer mikrodisszekcios genexpresszios elemzés
soran 6sszesen 36 mintat — 6 egészséges, 6 adenoma es 6 CRC — alkalmaztunk ham és
strbma régidbol (3. tédblazat). A vizsgalatainkat a Regionalis és Intézményi
Tudoményos és Kutatési Etikai Bizottsdg (TUKEB szdm: 69/2008) is jovahagyta.
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4.1.2. Vérmintak

Osszesen 47 vérminta (16 egészséges, 12 adenoma és 19 CRC — 7 Korai, 12
elérehaladott CRC) elemzését vegeztik el. A microarray vizsgalatokhoz alkalmazott
diagnosztikus csoportokat és a paciensek szamat a 3. tablazat tartalmazza. Adenoma
mintdk kozott a diszplazia foka nem keriilt meghatérozasra, ezért ezeket kozosen, egy
csoportban tuntettik fel. Vizsgalatainkat a Regionalis és Intézményi Tudomanyos és
Kutatasi Etikai Bizottsag (TUKEB szam: 69/2008) is jovahagyta.

4.1.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok mintaanyaga

Eldzetes tajékoztatas €s irasos beleegyezes utan a kezeletlen betegektdl biopszias
mintavételt végeztink endoszképos vizsgalat soran. Két (itemben végeztik a
mintaizolalast. Az els6 korben vizsgalt 11 transzkriptum esetében inditott
fehérjeexpresszids vizsgalataink soran, 7 esetben kaptunk értékelheté eredményt az
alkalmazott antitestekbdl szoveti mintdkon. Ezen mintak eltéré szammal fordulnak el
antitestenként, pl. ledzas miatt. Ebben a vizsgélati korben az egészséges (n=10-12),
adenoma (tubullaris és tubullovillosus; n=37-64) és vastagbélrakos (n=13-30)
szovetmintak eltéré mintaszammal lettek vizsgalatainkban kiértékelve (3. tablazat).

Tovabbi génexpresszios vizsgalataink eredmeényeképpen, immunhisztokémiai
vizsgalatok sordn ADCS specifikus antitesteket is kerestlink, melyek kozil a legjobbnak
bizonyul6 2 marker a micorarray vizsgalatok 11 transzkriptuméaval atfedett. Ez utébbi
vizsgalati korben 6sszesen 168 minta (35 egészséges, 75 adenoma — 37 low-grade
diszplasztikus, 38 high-grade diszplasztikus, valamint 58 CRC — 29 Dukes’ A és B,
valamint 29 Dukes’ C és D tumor) lett vizsgalatainkba vonva. A vizsgalatokhoz
alkalmazott diagnosztikai csoportokat a 3. tdblazat tartalmazza. Az egészséges
csoportba tartoz6 mintak esetében a kolonoszkdpia pozitiv széklet occult vér teszt miatt
lett végezve. Korabbi gyulladasos bélbetegség, kolorektalis vagy egyéb neoplazia nem
ismert. Vizsgalatainkat a Regionalis és Intézményi Tudoméanyos és Kutatasi Etikai
Bizottsag (TUKEB szam: 69/2008) is jovahagyta.
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3. tdblazat: A vizsgélatainkba vont microarray, RT-PCR és immunhisztokémiai mintak diagnosztikus csoportonkénti megoszlasa.

» I réning”
mintasorozat

»leszt” és fiiggetlen
mintasorozat

Fuggetlen LCM
(ham és stroma)
mintasorozat

Fuggetlen immunhisztokémiai
mintasorozat

Fuggetlen vér
mintasorozat

Csoport
Affymetrix Affymetrix Affymetrix Affymetrix
microarray | microarray | RT-PCR microarray Immunhisztokémia | Immunhisztokémia mic);oarra
(GSE4183) | (GSE37364) (LCM) (Sipos et al. 2014) y
Egeszseges 11 38 20 6-6 10-12 35 16
kontroll
low-grade
diszplasztikus 9 16 13 37
adenoma
high-grade 6-6 37-64 12
diszplasztikus 11 13 11 38
adenoma
CRC Dukes' A 10 14 10 29 7
; 6-6 13-40
CRC D[‘;kes C- 12 13 10 29 12
Ismeretlen CRC
stadium
Osszes vizsgalt 53 94 68 18-18 valtozo 168 47
minta
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4.2. Modszerek

4.2.1. Mintaizolalés

Szoveti mintdk esetében a teljes RNS izolaldsahoz RNeasy Mini Kitet (Qiagen)
hasznaltunk, s az izolalds soran a gyartod eldirdsait kovettiik. Mindségi és mennyiségi
vizsgalatokat ~ végeztink  spektrofotometriaval ~ (NanoDrop) és  kapillaris
gélelektroforézissel (2100 Bioanalyzer és RNS 6000 Pico Kit Agilent Inc, Santa Clara,
USA). 4,82 £ 0,60 ug totdl RNS-bdl biotinilalt ¢cRNS probakat szintetizaltunk, a
fragmentalashoz One-Cycle Target Labeling és Control Kitet alkalmaztuk a gyart6
Affymetrix leirdsa szerint.

A lézer mikrodisszekcid soran dsszesen 36 mintat — 6 egészséges, 6 adenoma és
6 CRC - alkalmaztunk ham és stréma régiobol. Regionkénti mintak nem azonosak.
Minéségi és mennyiségi vizsgalatok megegyeznek a szoveti mintaknal leirtakkal.

A génspecifikus forward és reverz primerek, valamint a fluoreszcens jelolt
hidrolizaciés probak (Universal Probe Library, F. Hoffmann-La Roche Ltd,
Switzerland, Basel) liofilizalasra kertltek 384 mintahelyes PCR lemezekre. Szdveti
mintdk RT-PCR-es vizsgalata esetében 2,5 pg totdll RNS reverz transzkripciojat
végeztik el 20 egészséges, 24 adenomas, 24 vastagbélrakos biopszia mintan. A cDNS
mintak minésége SDHA (szukcinat dehidrogenaz komplex, A alegység, flavoprotein)
housekeeping génnel ellendriztiik. A kivalasztott gének expresszid vizsgalatdhoz 5
ng/minta cDNS templatbdl inditottuk LightCycler 480 Probes Master (Roche
gyartmany) RT-PCR keészilékkel.

Vérmintak esetében a teljes RNS izolalasdhoz Paxgene Blood RNA Kitet
(Qiagen) hasznaltunk, s az izolalas soran a gyartd eldirdsait kovettiik. Az izolalt RNS
mintak koncentralasahoz GeneChip Blood RNA koncentralo kitet (Affymetrix Inc,
Santa Clara, US) hasznaltunk. Mindségi és mennyiségi vizsgalatokat végeztiink
spektrofotometriaval (NanoDrop) és kapillaris gélelektroforézissal (2100 Bioanalyzer és
RNS 6000 Pico Kit Agilent Inc, Santa Clara, USA). 5ug totdl RNS-bdl biotinilalt cRNS
prébakat szintetizaltunk. A fragmentalashoz az Affymetrix leirdsa szerint One-Cycle
Target Labeling és Control Kitet, valamint globin redukciéra PNA oligonukleotidokat
(Applied Biosystems, Foster City, US) alkalmaztunk. A vérmintdk méas betegektdl
szarmaztak, mint a biopszias mintdk. A vérvétel eldzetes tajékoztatas és irasos

beleegyezés utan, az endoszkopos vastagbélvizsgalat eldtt tortént meg. 9 ml periférias
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vért gyljtottiink Paxgene Blood RNA csovekbe (Qiagen Inc, Germantown, US). A
mintékat -80 °C-n taroltuk. A vizsgalatot a Regionalis és Intézményi Tudoméanyos és
Kutatasi Etikai Bizottsaga (TUKEB szam: 69/2008) is jovahagyta. Az elvégzett
vizsgalatok dsszesitett folyamatabrajat a 2. &bra mutatja.
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4.2.2. Gén és fehérje-expresszios vizsgalati modszerek

GSES671 (n=064;
32 egészséges és
32 adenoma)

GSE18105 (n=111: 17

egészséges és 04
vastaghélrikos minta)

GSE39582 (19 egészséges

, valamint kivilasztott VL P
I;:?];::;Z?;?CDE’-:ZS ;4 Metildciés fenotipus, oL 11 transzkriptum rastagbelrjlk elliilénitésre
MSI és 22 MSS vastaghélrik mikroszatellita RT-PCR fiiggetlen mintasorozat (n=68) 11 transzkriptum (microarray)
minta) instabilitas (in silico) HGD-Ad: n=24;

korai CRC: n=24
Nvs. ;d " fISIRC G 2 antitest esetében HGD-
1 antitest a - ]
- . . Adenoma és korai
tenszhsiptambdl weh -jij e Eﬁ; Re vastagbélrik elliilanitésére
Fehérjeszinti validicio szdvet 2 antitest a 11 (immunhisztokémia)
microarray (TMA) rendszeren transzhriptumbal HGD-Ad: n=69;
N: n=10-12: Ad: n=37-64; korai CRC: n=44
CRC: n=13-30
Nwvs. Adwvs. CRC G 11 transzkriptum
VIIL
Microarray - vérmintikon (n=47 vérminta ;16 egészséges, 12 adenoma és 19 CRC — 7 korai, 12 elorehaladott CRC)
2. abra: Az elvégzett vizsgalatok folyamatabraja. 1., Il. Microarray mintasorozatok N vs. Ad vs. CRC 6sszehasonlitasban (,,teszt” és ,,tréning”

L. ) P _
in silico Microarray — ,,tréning™ mintasorozat (n=53)

Nws. Advs.CRC G 11 transzloiptum
Iv.

Microarray — ,teszt” mintasorozat (n=94)

Nwvs. Advs CRC G 11 transzlriptum

LCM

V.
36 LCM minta - 6 egészséges,
6 adenoma és 6 CRC - him és
stroma régiohal

Egyesitett tréning és teszt
mintasorozat vizsgilat HGD-
Adenoma és korai

sorozatok). I1l. Figgetlen RT-PCR-es validacio N vs. Ad vs. CRC 6sszehasonlitasban. V. In silico vizsgalatok, N vs. Ad, N vs. CRC, valamint
metilacids fenotipus és mikroszatellita specificitas specifikussag vizsgalata. V. LCM vizsgalatok N vs. Ad vs. CRC dsszehasonlitasban hamon és
stroman. VI. High-grade diszplasztikus adenoma és korai vastagbélrak mintdk 0sszehasonlitdsa 11 marker esetében microarray és RT-PCR
eredmenyeken. Két kivalasztott fehérje marker vizsgélata az emlitett mintacsoportok 6sszehasonlitasara. VII. 7 antitest fehérjeszintii vizsgalata a
11 transzkriptumbol széveti microarray-en. VIII. Microarray vizsgélatok N vs. Ad vs. CRC 6sszehasonlitasban vermintakon.
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4.2.2.1. Egycsatornas oligonukleotid microarray rendszer (Affymetrix)

A ,tréning” és ,teszt” microarray mintasorozat esetében eltérd biotinalt cRNS
prébak szintéziséhez és fragmentalasahoz eltéré kiteket alkalmaztunk (,,tréning”
esetében — Enzo BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit — , teszt” esetében —
One-Cycle Target Labeling and Control Kit). A kordbbi vizsgélat soran alkalmazott
megkozelitést kivontak a forgalombol, s helyettesitették a ,,teszt” mintasorozat esetében
alkalmazott termékkel. A tovabbiakban a biopszias és vérmintak kezelése megegyezik.
A mintékat hibridizacios oldatban vittiik a chipre: a fragmentalt cRNS mintabol 10 g
mennyiséget hibridizaltunk HG-U133 Plus2.0 microarray-re (Affymetrix) 45°C-on, 16
oran keresztil. Kozben a jeldlt probainkat is tartalmazé folyadékot aramoltattunk a
microarray felszinén, elésegitve a komplementer szalak kotédését. Ezt a mosasi 1épések
kovették, amelyek soran a nem kotodott probakat eltavolitottuk. A hibridizaciot
kovetden eltavolitottuk a rosszul, valamint a nem kot6dott jelolt komponenseket, eltérd
homérsékletic  és  sOkoncentracioju  pufferek alkalmazasaval. A modositott
nukleotidokhoz fluoreszcens festéket kapcsoltunk, melynek mennyisége alapjan a
fluoreszcencia intenzitashol a génexpresszié mértékére kovetkeztettiink. A fluoreszcens
jelolés elsé 1épésében streptavidin-phicoerythrin (SAPE) konjugatumot kapcsoltunk a
biotinhoz. Ezt kdvetéen SAPE specifikus biotinilalt antitesttel végeztink immunreakciot,
amelyhez befejezd 1épésként ismét SAPE molekulat kapcsoltunk. A chipeket Fluidics
Station 450 automatdn mostuk és festettlk meg antitest amplifikacids festés
alkalmazésaval. Ezutan lézerrel gerjesztve a fluoreszcens festéket a kibocsatott
fluoreszcens fényt mértik meghatarozott hulldmhosszon. A fluoreszcens jeleket
GeneChip Scanner 3000 késziilékkel detektaltuk. Igy kapjuk meg minden egyes
microarray pontra a fluoreszcencia intenzitasi értéket, ami informéaciot ad a hibridizacid

¢és végso soron az adott gén kifejezddésének mértékérol.

4.2.2.2. Lézer mikrodisszekcio

A lézer mikrodisszekcid lehetévé teszi, hogy szdveti mintakbol kis — par ezer
sejtes — részleteket metsziink ki, hogy ezeket a biolégiailag homogénebb csoportokat
kilon vizsgélat ald vonhassuk. Az egycsatornas oligonukleotid microarray rendszernél
ismertetett technikai eljarasokat alkalmaztuk. Ezaltal lehet6éség nyilik a pontosabb

mikrokdornyezet kdzotti kilonbségek felderitésére. A Iézer mikrodisszekcid soran inverz
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mikroszképot hasznalunk, amely lézerfény-generator alegységgel van ellatva. A
mikroszkép targyasztaldt egy precizios mikromotoros rendszerrel mozgathatjuk,
mikdzben az athalado 1ézersugar segitségével um-es méretii szoveti részeket vaghatunk
korbe. A targyasztalhoz mintagylijto kar csatlakozik, amely mintadsszegytijtés esetén a

mintat milanyag kupakba katapultalja (Galamb et al. 2010).

4.2.2.3. Fuggetlen Gene Expression Omnibus adatbazis adatok

A vizsgélatainkba bevont fuggetlen vizsgélatokat a Gene Expression Omnibus
(GEO) adatbazisabdl toltottik le. Az 6sszehasonlitani kivant mintak is HG-U133
Plus2.0 microarray chipen keésziiltek biopszids mintakon. A vizsgalatokat végz6
kutatocsoportok a MIAME elveknek megfeleléen kdzzétették vizsgélatuk adatait a GEO
adatbazisban (azonositok: GSE8671 (Sabates-Bellver et al. 2007), GSE18105
(Matsuyama et al. 2010)). A GSE8671 esetében Osszesen 64 (32 egészséges és 32
adenomas) mintat, a GSE18105 esetében 6sszesen 111 (17 egészséges es 94
vastagbélrakos) mintat hasonlitottunk 0ssze. A vizsgalatunk targyat képezo
markersorozatot a letdltott mintasorozatokon is megvizsgaltuk. Tovabbi in silico
vizsgalatunk targyat képezte a markersorozat CRC specifikussidganak tisztazasa
érdekében, a GSE39582 azonositdé szamu (Marisa L. et al. 2013) génexpresszids
microarray mintasorozat 19 egészséges mucosa, valamint kivalasztott 24 CIMP- és 13

CIMP+ és 14 MSI és 22 MSS vastagbélrak mintajanak 6sszehasonlitasa.

4.2.2.4. Valeés idejii RT-PCR vizsgalatok

A 11 transzkriptum expressziés mintazatanak validalasahoz kereskedelmi
forgalomban elérheté RT-PCR probakat alkalmaztunk (www.roche-applied-
science.com). Az RealTime ready probak listajat tablazatba foglaltuk (4. tablazat). A
tablazat tartalmazza a gén megnevezését, szimbolumat, valamint a hozzatartoz6 assay
azonositot, a genre tervezett amplikon hossz és annak pozicioja is megtalalhato a
tablazatban. A primerek szekvenciait nem tudjuk megadni, mivel kereskedelmi
forgalomban alkalmazott assay-ekr6l van szo. Minta mindség ellenérzésre SDHA
housekeeping gént alkalmaztunk. A Kkivalasztott gének expresszié vizsgalatdhoz 5
ng/minta cDNS templatbol inditottuk LightCycler 480 Probes Master (Roche

gyartmany) RT-PCR készillekkel. A vizsgalat soran a felhasznaloi keézikonyv szerint
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jartunk el (http:// www.roche-applied-science.com). A 10 perces 95 °C-0s enzim
aktivacid és denaturdcid utan, 45 PCR ciklus kovetkezett (10 mésodperces 95°C-0s
denaturacio, 30 masodperces 60°C-os hékezelés majd 1 perces 72°C-0s lezard szakasz).
A legalkalmasabb referencia gén kivalasztasahoz soran a kovetkez6 7 haztartasi gént
vontunk be RT-PCR-es vizsgalatainkba: GAPDH (gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenéz,
B2M (B2-mikroglobulin), ACTB (B-aktin), HPRT1 (hipoxantin foszforibosil transzferaz
1), RPL13A (riboszomalis fehérje L13a), 18S (18S riboszoma RNS) és YWHAZ

(tirozin 3-monooxigenaz/triptofan 5-monooxigenaz aktivacios fehérje, ¢ polipeptide).
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4. tdblazat: Real-time ready assay-k RT-PCR validécio soran. A tdblazat tartalmazza az assay azonositojat, a hozzatartoz6 gén

—
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4.2.2.5. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az elézetesen MRNS expresszios valtozasok alapjan kivalasztott gének
immunhisztokémiai vizsgalata tissue microarray (TMA) lemezen tortént. A 11
transzkriptum esetében 7 marker esetében nyilt lehetdségiink (CA7, COL12A1, ILS,
MMP3, SLC7A5, CXCL1-2, IL1IRN) immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzéseére,
mely markerek koziil a CXCL1-GRO antitest két mMRNS markert is lefed. A fennmaradd
3 fehérjemarker (CHI3L1, IL1B és GREML1) beallitasa esetében nem jartunk sikerrel.
Negativ kontrollokat nem alkalmaztunk vizsgélataink sordn, mivel az egészséges
mintdkhoz vald eltéréseket vizsgaltunk jo és rosszindulati tumorok esetében. A
kivalasztott markerek fehérjeszintli vizsgalatahoz formalin fixalt, paraffinba agyazott
(n=10-12), n=37-64) és

vastagbélrakos (korai és kései; n=13-30) szOvetmintakat hasznaltunk fel. Az endogén

egészseges adenoma (tubullaris és tubullovillosus;
peroxidazt 0,5%-o0s hidrogén-peroxid és metanol keverékével blokkoltuk (30 perc,
szobahomérséklet), majd antigén feltarast végeztik (TRIS-EDTA puffer a COL12A1,
ILIRN, CXCL1/2/3 esetén; TRS puffer a CA7, SLC7A5, IL8, MMP3 esetében)
majd 370 W

teljesitményen 40 percig). A nem specifikus kdtohelyek blokkolasara 1%-os BSA

mikrohulldmd melegitéssel (900 W teljesitményen 10 percig,
oldatot alkalmaztunk. Az egyes ellenanyagokat az 5. tablazat tartalmazza.
5. tablazat: A fehérjeszintii vizsgalatok soran alkalmazott antitestek és jellemzo

tulajdonsagaik

Gén szimbélum Gén név Antitest klén/gyartd Antitest
higitas
CA7 Karbon anhidraz VII ab103116 1:100
HPA009143/P HPA
COL12A1 XII tipusa a1 kollagén 009143, Sigma-Aldrich, 1:40
St. Louis, USA
. ab106350, Abcam, )
IL8 Interleukin 8 Cambridge, USA 1:40
Matrix metalloproteinaz ab51202, Abcam, )
MMP3 3 Cambridge, USA 1:200
Folyadék transzporter ab51202, Abcam, .
SLC7AS csalad 7, 5. tagja Cambridge, USA 1:200
Kemokin (C-X-C
CXCL1, -2 motivum) 1-es, 2-es R&D systems, 1:80
: Minneapolis, USA
ligandum
IL1IRN Interleukin 1 receptor HPA 001482, Sigma- 1:300

antagonista

Aldrich St. Louis, USA
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A primer ellenanyagok hozzdadasa utdn DakoCytomation EnVision SystemLabelled
Polymer-HRP (K1395, Dako, Glostrup, Dénia) és diaminobenzidin-hidrogén-peroxidaz-
kromogeén-szubsztrat rendszerrel (Cytomation Liquid DAB + Substrate Chromogen
System, K3468, Dako, Glostrup, Dania) hajtottuk vegre a jelkonverziot. A
targylemezeket digitalisan archivaltuk (Pannoramic Flash 250, 3DHISTECH,
Budapest). A metszetek Kiertékelését digitalis mikroszkop (Pannoramic Viewer
v:1.15.2, 3DHISTECH, Budapest) segitségével végeztiik az alabbi szemikvantitativ
pontozasi (score-) rendszer alkalmazasaval:

e -2:nincs immunreakcio a sejtek citoplazmajaban (a hAmban vagy a stroméaban),

e 0: gyenge festédés a sejtek citoplazmajaban (a hamban vagy a stréméaban),

o +1: kdzepes festddés a stromaban,

e +2: er6s immunreakcid a sejtek citoplazmajaban (a hamban vagy a stromaban).

Egyes esetekben a kozepesen erds/er6s citoplazmatikus fest6dés mellett a
magfestddés is megjelent, amit az eredmények fejezetben kiilon targyalunk.

Tovébbi immunhisztokémiai vizsgalatban, Sipos és munkatarsai (2014) korabbi
génexpresszios microarray vizsgalatok elemzése alapjan, olyan ADCS specifikus
transzkriptumokat ~ kerestek, melyek  génexpresszids, valamint megerdsitd
immunhisztokémiai képe alapjan alkalmasak lehetnek az egészséges, adenomas és
vastagbélrdkos mintdk elkulonitésére. A geénexpresszids eredmények alapjan, 26
potencidlis ADCS-specifikus transzkriptum fehérjeszintii elemzését is elvégeztiik
szoveti microarray rendszeren. Ezek részletes ismertetését6l harom fehérjemarker
kivételétdl eltekintenénk mivel a vizsgalt specifikus transzkriptumok csak ebben a
harom esetben fedtek at a vizsgalt 11 transzkriptummal, valamint a 3 markerbdl 2
bizonyult a publikacio esetében is a legalkalmasabbnak az ADCS specifikussag
tekintetében. Osszesen 35 egészséges, 75 adenomas (37 low-grade diszplasztikus és 38
high-grade diszplasztikus adenoma), valamint 58 vastagbélrakos (29 Dukes' A-B, 29
Dukes' C-D stadiumu CRC) mintat elemeztiink (Sipos et al. 2014). Ezen

fehérjemarkereket és jellemz6 tulajdonsagaikat a 6. tablazat tartalmazza.
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6. tablazat: A fehérjeszintii vizsgalatok soran alkalmazott antitestek és jellemzo

tulajdonsagaik

Gén Gén név Antitest klén/gyéarté Antitest Pozitiv kontroll
szimbdlum higitas
MMP3 MAlNX  Spi4d/Abcam ab51202/M 2 pg/mi  uman vastagbel
metalloproteinaz 3 adenokarcindma
kemokin (C-X-C
CXCL1 motivumos) 31716/R&D Systems 1 pg/ml human 1ép
. MAB276/M
ligandum 1
COL12A1 Xlll(;}f;;gnal na/Atlas HPAOO9143/P  1:200  humén vézizom

Az immunreakcid optimalizacigjat kovetden a markerek megfeleléen miikodtek a
szOveti microarray elemzés soran. Az antitest jelolést kovetden a TMA lemezeket
digitalizaltuk. Az immunhisztokémiai reakciok szemikvantitativ értékelését kilén-kulon

végeztik el a ham és a lamina propria tertletén.

4.3. A vizsgélatok soran alkalmazott statisztikai elemzések

Feldolgozas és mindségi kontrol. Az Affymetrix oligonukleotid microarray
CEL fajl formatummal dolgozik, amelyet az intenzitasok tarolasara fejlesztettek ki. Ezen
bellil egy cella egy prébat — egy gén bizonyos szakaszat — reprezentalja, minden
Affymetrix GeneChip® préba sorozat tartalmaz egy 25-mer méretii 8-20 parban 1évé
,Perfect Match” (PM) és ,,Mismatch” (MM) probat, mellyel a nem specifikus mMRNS-ek
kotodését hatarozhatjuk meg. Az MM az oligo kozepén elhelyezkedd cseréjétol
eltekintve teljesen megegyezik a PM szekvencia sorrenddel. A nyers fluoreszcencia
intenzitdsok vizsgalatdra R 3.2.1 programozasi nyelvet (statisztikai kornyezetet)
alkalmaztunk, azon belll is Bioconductor programcsomagot (R Development Core
Team, 2011). A mindségi elemzéseket a ,,Tumour Analysis Best Practices Working
Group” (Tumor Analysis Best Practices Working Group, 2004) javaslatai alapjan
végeztik el. Els6 lépésben a hibridizalt chipek mindségellenérzését (QC, quality
control) hajtottuk végre. A kapott eredmények kozil a jelenléti szazalékot (present call)
emelnénk ki, ami megmutatja, hogy a gének hany szazaléka expresszalt az adott szdveti
kornyezetben. A beolvasasra kerilt microarray chipet az esetleges melléktermék

jelenlét, ,present call” szazalék (25-55%) és RNS degradacid szerint értekeljik.
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Amennyiben az érték az emlitett skéala értékeitdl jelentdsen eltér, ott fennall a lehetdsége
az amplifikacidos vagy hibridizaciés hibanak, esetleg a minta nem megfeleld
mindségének. A QC sordn tovabbi értékelhetd mindségi adatokat tudunk
0sszehasonlitani, mint az RNS ,.digestion plot”, ami meredekségével mutatja a
kiindulasi minta minéségét. Tovabbi informaciot ad a fluoreszcencia intenzitas eloszlasa
(preprocessing) kovetkezik, amely harom f6 1€pésbdl all: hattérkorrekcid, normalizacio
és 0sszegzes. Az elsé 1épésben torténik a hattérkorrekcio, ahol kivonjuk a cellak koriili
fluoreszcencia intenzitast a cellakban mért értékekbdl. Ezt kdvetden normalizaljuk a
mintakat, ami azt jelenti, hogy kdz0s szintre hozzuk az egyszerre vizsgalt és elemzett
chipek fluoreszcencia intenzitas tartomanyat és eloszlasat. Megkulonbdztetlink chipen
bellli és chipek kdzotti normalizaciokat. A normalizalt értékeket leggyakrabban kettes
alapu logaritmus transzformacio utan szarmaztatjuk. A normalizaciot az 0sszegzés
kdveti, ahol az egy génhez tartozo fluoreszcencia intenzitdsokbdl egy értéket képzlnk,
ugyanis egy g@én tobb ponton reprezentalt a chipeken. Esetlinkben gcRMA
eléfeldolgozast, kvantil normalizéciot és ,,median polish” dsszegzést alkalmaztunk. A
probak eltérd hajlama a nem specifikus kotddésre a hattérintenzitas alabecsléséhez
vezethez, ennek Kkiklszobolésére fejlesztették ki a gcRMA eléfeldolgozast. A
leggyakrabban alkalmazott algoritmusok koziil kitiinik felhasznalobarat kialakitasa és
gyors szamitasi ideje. Alacsonyabb RNS koncentracid esetében a tébbi normalizaciénal
megbizhatobb eredményt nydjt (Wu és Irizarry 2005).

Microarray esetében a kiilonbozé diagnosztikus csoportok kozott eltérden
expresszalodo géneket Significance Analysis of Microarray elemzessel (SAM)
hataroztuk meg. Ezzel a statisztikai technikaval (SAM 4.0) permutéciét végzink,
mellyel azon géneket hatdrozhatjuk meg, melyeknek expresszié valtozasa feleldssé
tehet6 a diagnosztikus csoportok kozotti eltérésekért (Tusher et al. 2001). A szignifikans
kliszoberték a fals pozitiv aranyon alapul6 6 értek megvalasztasaval lehetséges, mellyel
az alacsony génexpresszios intenzitdsi gének nagy eltéréseit korrigaljak. Az elemzés
vegen két meghatarozd értéket kapunk, amelyek alapjan kivalaszthatéak a legeltérébb
gének. Az elso érték a kettes alapu logaritmikus ,,fold change” (Log2FC) — a normalizalt
génexpresszios atlagok kilonbségeét jeleniti meg a két diagnosztikus csoport kdzott —

valamint a korrigalt nem parametrikus p-érték (az adatok esetleges nem normal eloszlast
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kovet6 magatartdsa miatt), amely a szignifikancia mértékét jelzi. A génexpresszios
intenzitas esetében torekedtink a LogoFC > 1 értékhatar betartasara. Szignifikancia
meghatarozasnal minél nagyobb szamu nullhipotézist hasznalunk, annal nagyobb annak
a valoszinlisége, hogy noveljilk az els6faju hiba jelenlétét. A hamis felfedezési
hibaarany kontrollalaséhoz a géneket p-értékeik alapjan sorrendbe rendezzik, s egy
folyamatosan novekvé kiiszobértékhez viszonyitjuk. Benjamini és Hochberg-féle
modositott p-értéket (adjusted p-value) vettiink figyelembe (False Discovery Rate -
FDR) a vizsgalt paraméterek nagy szama miatt, s a szignifikancia szintet minden
esetben p<0,05-nél huztuk meg (Benjamini and Hochberg 1995, 2000). Az emlitett
modszer mellett a ,nearest shrunken centroid” modszert (Prediction Analysis for
miroarrays — PAM) alkalmaztuk a mintak génexpresszids klasszifikacidja soran. A
modszerrel olyan részhalmazokat/transzkriptum csoportokat keresiink, amelyek az
egyes diagnosztikai csoportokat a legjobban jellemzik (Tibshirani et al. 2002).

A RT-PCR eredmények kiértékelése sordn a génexpresszid relativ mennyiségi
meghatarozasat végeztik. A fold change értékeléséhez AACT modszert alkalmaztuk. A
célgén expresszié normalizalasdhoz a 18S riboszémaélis RNS-t alkalmaztuk belsé
kontrollként (ACT).

A feldolgozast, adatbanyaszatot és statisztikai elemzéseket is R 3.2.1
kornyezetben végeztik (R Development Core Team 2014), Bioconductor konyvtarak
alkalmazasaval. Hierarchikus klaszter, diszkriminancia, fékomponens-elemzéseket és
logisztikus regressziot alkalmaztunk az egyes betegségcsoportokat legjobban elkiilonitd
transzkriptumok meghatdrozasdra és az elkiilonitd képességiik tesztelésére. A
hierarchikus klaszter elemzés (hétérkép) egy olyan grafikai megjelenitése az adatoknak,
ahol a matrix minden egyes eleméhez egy szint rendeliink, pl. minél alacsonyabb ez az
érték annal zoldebb, minél magasabb annal pirosabb. A hagyomanyos megjelenitésnél
dendrogram illeszkedik mindkét valtozd hierarchia viszonyainak bemutatasara
(esetlinkben az Affymetrix azonositok illetve mintak keriilnek igy bemutatasra), melyt6l
mi eltekintettiink, kiilonb6z6 vizsgalataink jobb dsszehasonlithatosaganak érdekében. A
hétérképek soran a GSE8671 és GSE18105 génexpresszios in silico elemzések
eredményei is lathatdak (4. abra). A hoétérképeken minden mintacella egy adott szint
tartalmaz és a szin intenzitasa a gén kifejezddésével aranyos, melyet z-érték alapjan

csoportosit a program, mely megoszlasi képet mi az abrdzolas bal als6 sarkaban
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szerepeltettiink. Kiszdmitasa esetén transzkriptumonként a mintak esetén mért aktualis
intenzitas értékbol kivonjuk az dsszes minta atlagos intenzitas értékét, majd a kapott
értéket osztjuk az 6sszes minta szérasaval.

A fokomponens-elemzés esetében egy olyan dimenzidredukciés moddszerrdl
beszélink, amely a kdlcsonos kapcsolatban allé valtozok dimenzidinak a csokkentésére
helyezi a hangsulyt a jelenlévé variancia megtartdsa végett. Az adathalmaz
korreléltathatd valtozdinak linearisan korreldlatlan valtozok értékkészletéve vald
atalakitasa soran kapjuk meg az Un. fokomponenseket. Abrazolasa esetén,
leggyakrabban a két legnagyobb fékomponens eltérése lathatd. A fékomponens-elemzés
soran a GSE8671 és GSE18105 in silico génexpresszios vizsgélati eredmények is
lathatoak.

A 11 biomarker génexpressziojanak 0sszehasonlitasahoz — ketté csoport
Osszehasonlitdsa esetén — Student-fele kétmintds t-probat alkalmaztunk, amely azt
vizsgalja, hogy két fuggetlen mintaban — melyek normal eloszlasuak, intervallum vagy
aranyskalan mértek valamint szorasuk is megegyezik — egy-egy valdsziniiségi valtozo
atlag szignifikansan eltér-e egymastdl. A p<0,05 kritériumot hasznaltuk szignifikancia
meghatarozas esetén Benjamini és Hochberg-féle modositas utdn mind microarray,
mind RT-PCR platformon.

Ketténél tébb mintacsoport esetében egyszempontld Anovat alkalmaztunk,
melynek sordn a kiilonboz6 fuggetlen csoportok atlagainak variancijat hasonlitottuk
0ssze, hogy van e kozottik szignifikans kilénbség vagy nincs. A p<0,05 kritériumot
hasznaltuk szignifikancia meghatarozas esetén. Omnibus teszt statisztika, tehat arra nem
alkalmas, hogy a csoportok kozul jelezze mely csoportok eltéréek. Ennek érdekében
post-hoc teszteket alkalmaznak, mint példaul a Tukey HSD. A teszt az un. ,,Honest
Significant Difference (HSD)” érték meghatarozasan alapul, amelybdl a csoportok
kozotti tavolsdgot lehet meghatarozni. A p<0,05 kritériumot hasznéaltuk szignifikancia
meghatarozas esetén.

Az eltérések abrazolasara boxplotokat alkalmaztunk, ami az adatcsoportok
grafikai megjelenitési formaja kvartiliseik eloszlasa alapjan. Az Un. boksz terilet az
adatok 50%-nak megjelenitésért felelds, a felsé és alsd kvartiliseket az Uun. whiskerek
mutatjak, ezek 25-25% adatot fednek le normal eloszlas esetében. A kdzépen 1év6 vonal

a boksz terlletén, a médian érteket jel6li. Amennyiben a whiskereken kivili adatpont is
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lathatd, abban az esetben outlier-r6l beszélhetlink, amely legalabb 2 szorasegységnyire
esik az atlagtol.

Mind a microarray, mind az RT-PCR sorozat esetében multiple logisztikus
regressziot alkalmaztunk a binaris (0-kontrol, 1-beteg allapot) diagnosztikai valtozok
értékeinek maghatérozasara. A minta ,,beteg” allapotként valé diagnosztizalasanak
valoszintiségét (P) a kovetkezé megoldoképlet alkalmazasaval végeztik:

X =logit(P) = In (P/(1-P) = bo + b1ACt1+ b2ACt2 + ...+ bnACtn

A, Maximum-likelihood” illeszkedés modszer sordn (empirikus) olyan
egyutthatokat {bi} alkalmaztunk, amelyek meghatarozzak a kapcsolatot X és a kisérleti
mérések kozott {ACt}. A ,,Receiving operating characteristic” (ROC) gérbe elemzésére
Medcalc 12.1 szoftvert alkalmaztuk annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a
markersorozat elkiilonité hatasdt. Az elkiilonit6 képesség megallapitasahoz
meghatéaroztuk a transzkriptumsorozat szenzitivitasat és specificitasat is.

Interaktiv dot diagram a MedCalc szoftver kdrnyezetben masodlagos grafikai
megjelenitésnél alkalmazhaté a diagnosztikai pontossag vizsgalatara. Negativ és pozitiv
csoportok abrazolhatéak pont megjelenitéssel a vertikalis tengelyen. A horizontalis
vonal a legjobban elkiilonitd cut-off értéket adja meg (minimalis fals negativ és fals
pozitiv) két csoport kozott. A legjobb cut-off értékhez tartozé szenzitivitds és
specificitas értékek szintén az abrazolas jobb oldalan vannak feltiintetve.

Az alkalmazott Younden index a ROC diagnosztikai teszt erejét jelzé index
érték (Szenzitivités + Specificités - 1).

Diszkriminancia elemzést is végeztlink az SPSS 20.0 szoftverrel, melynek soran
a kilonbozé6 mintacsoportok elkulonulését vizsgaltuk a markersorozattal. Az
osztalyozas helyességét és erOsségét az un. Leave-one-out klasszifikécioval is
ellendriztiik. A kalibralt mintacsoportokat csoportokba osztottuk annak érdekében, hogy
megjosolhassuk a kiilonb6zd csoportokhoz vald tartozast. A klasszifikacios eredmények
tablazatban a helyesen klasszifikalédott mintak aranya, az 6sszes megfigyeléshez
viszonyitott darabszama és szazaléka is fel lett tiintetve. ,,Leave-one-out” klasszifikacio
kereszt-validaciés modszert is alkalmaztunk, melynek sorén az statisztikai értékelésbol
visszatartott csoportokkal validaljuk az elklonilést, majd a végén ezen visszatartott

csoportokat 6sszegezziik (McLachlan 2004).
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Immunhisztokémiai  vizsgalatok  esetén az  eltér6 score  értékek
mintacsoportonkénti megoszlasa esetén Fisher-egzakt tesztet alkalmaztunk adenoma-
diszplazia-karcindbma szekvencia atmenet soran. Ebben az esetben a valtozok kozotti

kapcsolat er6sségét mérjiik, valamint fliggetlenséguket teszteljuk (p<0,05).
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5. EREDMENYEK

Biopszias microarray mintasorozatokon lehetdségiink nyilt két eltéré idépontban
végzett elemzés 0Osszehasonlitasara, melyeket, mint ,tréning” és fliggetlen ,teszt”
mintasorozatként alkalmaztunk. A két mintasorozat ugyanazon a platformon készilt
(HG-U133 Plus 2.0, Affymetrix), azonban egyes korébban elvégzett microarray
elemzések esetében eltér6 hibridizacids eljardsokat alkalmaztuk, s igy az
eredménytiikben lathatd kisebb eltérések szisztematikus voltat ennek tudhatjuk be. A
microarray elemzések intenzitds értékei logaritmusos normalizaciot kovetden
Osszehasonlithatoak. Az els6 1épésben harom csoportot (egészséges, adenoma és CRC
csoportokat) képeztiink. A mintak csoportokba valo rendezését kovetden, SAM és PAM
statisztikai probakat alkalmaztunk a legeltérobb és legmeghatarozobb transzkriptumok
Kivalasztasara. A SAM minden paros 0Osszehasonlitdsra (egészséges vs. adenoma,
egészséges vs. vastagbélrakos, illetve adenoma vs. vastagbélrdkos minték) atlagos
intenzitas eltérést, valamint szignifikanciat vizsgal. A PAM a legjobb markersorozatot
adja meg, a csoportok elkulonitésének szempontjabdl. Az igy kapott eredményeket
Osszevetettlk, s a mindkét elemzésben jol szerepld transzkriptumokat elemeztiik tovabb.
A kritériumoknak legmegfelelébb markereket ezt kovetden diszkriminancia €S
logaritmikus regresszio elemzéssel véalasztottuk ki, melyek a legjobban elkil6nitik a
fent emlitett harom mintacsoportot egymastol. A kapott markereket ezt kovetéen a GEO
adatbazisbol letdltétt mintasorozatokon is megvizsgaltuk annak érdekében, hogy
teljesen fliggetlen mintakon is megerdsitsiik eredményeiket. Ezekben az esetekben
azonban csak paros 0sszehasonlitast tudtunk végezni, mert azonos microarray
platformon torténé vizsgalatot egyszerre mindharom diagnosztikus mintacsoporttal még
nem végeztek el. A microarray vizsgalatok eredményét eltéré validacios technikaval,
RT-PCR vizsgalattal is validaltuk. Az eredmények elsé részében egyiittesen mutatjuk be
a legjobbnak bizonyul6 11 markert annak érdekében, hogy microarray és RT-PCR
platformon valé alkalmazhatdésagukat kiemeljuk. A sorozat alkalmazéasaval minden
Osszehasonlitasban megfeleld eltérést sikeriilt detektalnunk. Az intenzitds adatokat
minden egyes mintasorozat esetében kilon-kilon is feltuntettik (7. tablazat). A
tablazatban a mintacsoportok kozotti eltérést kettes alapu logaritmusban adtuk meg, a
pozitiv, illetve negativ eltérés minden esetben az Gsszehasonlitas elsé tagjahoz képest

van elrendezve. A tablazatban szereplé pozitiv szamok az ADCS soran emelkedd
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génexpressziot jeleznek, mig a negativ szdmok csokkeneést. Példaként emlitendd, hogy a
CA7 egészséges vs. adenomas mintak esetében kapott -6,3-as érték megfelel a 23
értéknek, tehat megkdzelitleg 36x egészéges felillexpresszaltsagot mutat. A 11 vizsgalt
transzkriptum, egy esettél — a példaban is emlitett CA7 — eltekintve emelkedett
génexpressziot talaltunk a benignus és malignus tumorokban az egészseges mintékkal
Osszevetve. Az esetek dontd tobbségében az eltérések meghaladjak az 1-es LogFC
értéket, tehat az Osszehasonlitasok zdme, legalabb kétszeres expresszio kilénbséget
mutat a természetes szamok halmazan. A tablazat csak az altalunk elvégzett vizsgalatok
eredményeit mutatja, a GEO adatbézisbol letdltott adatokon elvégzett vizsgalati
eredményeket nem.

Megkozelitdleg 58 000 transzkriptum expresszidjanak egyidejli vizsgalata soran
a legjobb elkiilonitd képességlinek bizonyuld 11 marker (ILS, MMP3, IL1B, CHI3LI,
GREM1, IL1IRN, CXCL1, CXCL2, CA7, COL12Al és SLCT7A5) egy kivételtol
eltekintve (COL12A1) mar bizonyitottan részt vesznek a kolorektalis karcinogenezisben
és a betegség progresszidjaban. A CHI3L1 és a CXCLL1 a karcinogenezissel, az IL8, a
CXCL1, az SLC7A5 és az MMP3 a tumor novekedéssel és fejlodésével, az 1L8, a
CHI3L1 és az SLC7A5 az angiogenezissel és metasztatikus invazidval, az IL8 a
taléléssel, valamint az IL1RN és az IL1B a betegség kitjuldssal hozhatd ¢sszefliggésbe.
Tovabbi vizsgalataink arra is iranyultak, hogy ezzel a transzkriptum sorozattal
elkllonithetéek-e a benignus és malignus vastagbéltumor mintdk (high-grade

diszplasztikus adenoma és korai vastagbélrakos mintak).
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7. tAblazat: 11 markeres elkiilonité sorozat expresszio valtozasai a mintasorozatokon.

Microarray — ,,tréning” Microarray — ,,teszt” RT-PCR flggetlen
mintasorozat (53 mintasorozat (94 mintasorozat (68

207504 _at CA7 karbon anhidraz

Vil -6,3 -4,9 15 -5,4 -5,1 0,2 -5,8 -4,1 1,7
212657 s _at | IL1IRN interleukin 1
receptor 3,3 4,7 1,4 1,7 51 3,4 1,0 33 2,3

antagonista

209774 x_at kemokin (C-X-C
motivumos) 4,6 4,1 -0,5 3,7 5,7 2,0 1,1 4,6 3,5

ligandum 2

205828 at MMP3 matrix
metalloproteinaz 3
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Elemzéseink sordn szignifikdns elkllonitést sikertlt elérniink egészséges, adenoma,
illetve vastagbélrakos mintak kdzott, melyek szemléltetéséhez fokomponens és hétérkép
elemzést alkalmaztunk (3-4. abra). A fékomponens-elemzés eredmeényei alapjan is
latszik, hogy a 11 marker egyuttes alkalmazasa mellett a betegségcsoportok kivaldan
elkiilonithetéek egymastol, s csak kisszamU minta besorolddasa nem megfelels. A
microarray vizsgalatok esetében a mintacsoportok jol karakterizalhatéak (3/A-B &bra),
amelyet a fuggetlen RT-PCR-es validalas is megerdsitett. A markersorozat
validalasahoz a Gene Expression Omnibus adatbazisbdl olyan, masok altal mar lekdzolt
microarray elemzéseket toltottink le, amelyek alkalmazhatdéak az altalunk vizsgalt
stddiumok Osszehasonlitasara. A két GEO adatbazisbdl letoltott vizsgalat — egészséges
vs. adenoma (GSE8671) és egészseges vs. CRC 0Osszehasonlitas (GSE18105) —
fékomponens-elemzéssel torténd elkiilonitése is eredményesnek bizonyult a vizsgalt 11
markerrel (3/D-E &bra). A GSE18105 tanulmany esetében a PCA esetében csak egy

hibasan klaszterez6d6 egészséges mintat talaltunk (3/E abra).
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3. &bra: 11 tagu klasszifikalo sorozat fokomponens-elemzése

A. Tréning mintasorozat (53 minta, microarray) B. Teszt mintasorozat (94 minta, microarray) C. Fuggetlen RT-PCR mintasorozat (68
minta, RT-PCR) D. GSE8671 (64 minta, microarray) E. GSE18105 (111 minta, microarray). n = egészséges, a = adenoma, crc =
vastagbelrdk. Az, B és C abrak esetében a szinjelzés a kovetkez6 volt: egészséges - fekete, adenoma - piros, CRC - zold. D és C abrak
esetében a szinjelzés a kovetkez6 volt: egészséges - piros, beteg (adenoma, majd CRC) - fekete.
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A 4. dbréan szintén dsszevontan abrézoljuk a mintacsoportokat annak érdekeben,
hogy megjelenithessiik a csoportok kozotti eltéréseket minden vizsgalat esetében. Minél
z6ldebb szinjelzést alkalmaztunk egy mintanal, annal csekélyebb, minél pirosabbat,
annal magasabb expresszids értéket hataroztunk meg. Az abrak esetében a kdnnyebb
0sszehasonlitads miatt klasztereket nem szerepeltettiink, mert azok felboritottak volna a
minta és transzkriptum sorrendet. Az &brak alapjan kijelenthetjik, hogy az egészséges
mintak esetében (fejlécben z6ld szinnel jel6lt) a legtobb marker csekély expresszios
értékkel rendelkezik. Ezen markerek esetében az expresszios értékek folyamatosan
emelkednek adenoma (fejlécben vildgoskék szinnel jelolt) és CRC minték (fejlécben
sotétkek szinnel jel6lt) microarray elemzése soran (4/A-B abra). Ezt figyelhetjik meg a
flggetlen RT-PCR sorozat eredményeiben is (4/C abra). A két GEO adatbazisbdl
letoltott vizsgalat — egészseges vs. adenoma (GSE8671), és egészséges vs. CRC
Osszehasonlitads — esetében csak két-két mintacsoport dsszehasonlitasa volt lehetséges,
azonban igy is jol lathatd, hogy a markerek dominans részénél itt is megfigyelhet6 az
expresszié novekedese a beteg mintakban (4/D-E abra). A vizsgalt markerek esetében
egyedil a CA7 expresszalodott erésebben egészséges mintdkon, mint a beteg csoportok
mintain (4/A-E é&bra), tehat ebben az esetben, az egészséges mintakban a gén
feltlexpresszalodik.

A transzkriptumok a két in silico elemzés esetében eltéré expresszids mintazatot
mutathatnak, mivel két mintacsoport 6sszehasonlitasat tartalmazzak, szemben az 0sszes
mintacsoportot tartalmazé elemzéssekkel. A transzkriptumok génexpresszios
valtozasainak megerdsitése ezen in silico elemzések esetében nem minden esetben
meggyozo €s elégséges.

Tovabbi mintacsoporton (GSE39582) in silico vizsgalatot végeztink, melynek
soran metilacids fenotipus és mikroszatellita instabilitas eltérést vizsgaltuk. Szignifikans
eltérést a malignus tumorok CIMP+ eés CIMP-, valamint MSI és MSS csoportjai kdzott
nem taldltunk, azonban az egészséges mucosa €s tumoros szovetek kdzott minden

esetben szignifikans eltérést tapasztaltunk a vizsgalt markerek esetén.
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A . Microarray - Tréning sorozat B . Microarray - Teszt sorozat C . Fiiggetlen RT-PCR sorozat
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4. abra: 11 tagu klasszifikald sorozat hétérkép elemzése

A. Tréning mintasorozat (53 minta, microarray) B. Teszt mintasorozat (94 minta, microarray) C. Fuggetlen RT-PCR mintasorozat (68
minta, RT-PCR) D. GSE8671 (64 minta, microarray) E. GSE18105 (111 minta, microarray). Minden hétérképnél egységes szinjelzést
alkalmaztunk a fejlécnél. n = egészséges (z6ld), a = adenoma (vilagoskék), crc = vastagbélrak (sotétkék). A matrix esetében az alacsony
génexpresszios intenzitas zélddel, a magas génexpresszids intenzitast pirossal jeloltiik. A nyers z-értekes megoszlasi kép az abrazolas bal
also részén lathato.
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5.1. A marker sorozat azonositasa a ,,tréning” microarray sorozat
mintain

A ,tréning” mintacsoport esetében (53 microarray: 11 egészséges, 20 adenomas
és 22 CRC-s minta), a 11 transzkriptumbol allé sorozat sikeresen alkalmazhat6 volt a
kiilonb6z6 betegesoportok elkiilonitésére. Diszkriminancia elemzés eredménye alapjan
a mintadk 96,2%-a a csoportbeosztdsnak megfeleléen volt besorolhatd. Amennyiben
kereszt-validaciot is végeztink az elemzés sordn ez az érték 83%-ra mddosult (8.
tdblazat). Az eredeti eredmények alapjan két vastagbélrakos minta, az 6sszes mintanak
4,5%-4,5%-a, sorolddott at az egészséges és az adenoma csoportokba. A kereszt-validalt
elemzeés esetében egyedil az egészséges mintak csoportosultak 100%-ban a megfelel6
helyre, vastagbélrdkban 81,8%-ra, adenomaban pedig 75%-ra modosultak az
eredmények. A mintasorozat elkiilonit6 képességének vizsgalatakor tobbvaltozos
logisztikus regressziot is alkalmaztunk. A paros 6sszehasonlitdsok sordn ROC gorbe
elemzeést hajtottunk végre a 11 elkiilonité marker esetén, melyel egészséges és adenoma
mintdk &sszehasonlitasakor 100% specificitast és szenzitivitast hataroztunk meg.
Egészséges és CRC-s mintak esetében a szenzitivitas 95,5%-ra csdkkent, azonban a
specificitas értéke megmaradt. Ugyanezeket a szazalékos értékeket kaptuk adenomas és
CRC-s mintak 0sszehasonlitasakor is (5/A-C &bra). Az ROC elemzés soran észlelt
elkiilonité képesség erdsségének jellemzéséhez Youden-indexet alkalmaztunk, amely

0,955 és 1 kdzott valtozott.

Al B. C.

Normal vs Adenoma Normal vs CRC Adenoma vs CRC
(AUC: 1; 95% confidence interval: 0.888-1) (AUC: 0.996; 95% confidence interval: 0.886-1) (AUC: 0.986; 95% confidence interval: 0.881-1)

100 100 100 -
80 H a0 ~I 80

60 H

60 H 60 H

Szenzitivitds
Szenzitivitas
Szenzitivitds

4p [ a0 401
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o Kritérium: =0,1908 Kritérium: =1,5937 Kritérium: =0,4898
L L L 8] L . ok . 1 L .
0 20 40 60 80 100 0 200 40 60 80 100 v} 20 40 60 80 100
100-Specificitis 100-Specificitds 100-Specificitds

5. &bra: ROC statisztika eredménye a ,,tréning” microarray mintasorozat elemein (53

minta) (A-C).
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5.2. Markerek vizsgalata a ,,teszt” microarray mintasorozaton

A ,.teszt” mintacsoport esetében (94 microarray: 38 egészséges, 29 adenomas és
27 CRC-s minta) a diszkriminancia elemzés eredménye alapjan a mintaknak a 93,6%-a
a csoportbeosztasoknak megfeleléen sorolddott be, melyet a kereszt-validacios elemzés
is meger6sitett, hiszen a mintak 91,5% sorolddott megfeleléen (8. tablazat). Az
elemzés alapjan 6sszesen négy adenomés eés két CRC-s minta besorolodasa volt
helytelen, ami 86,2%-0s és 92,6%-0s besorolasi megfelelést jelent. Kereszt-validacid
soran még egy vastagbélrdkos minta kerult az adenoméas minték kozé, ezaltal 88,9%-ra

rontva a CRC-s mintak megfelelé csoportba torténd besorolddasat.

A. B. C.
Nermal vs Adenoma Mormal vs CRC Adenoma vs CRC
(AUC: 0.997; 85% confidence interval: 0.941-1) (AUC: 1; 95% confidence interval: 0.945-1) (AUC: 0.986; 95% confidence interval: 0.911-1)
1M —— 100 100 F
80 H 80 a0
- P °
£ eof g & £ a0
§ 40 5 40f g 40
@ & &
20 Szenzitivitas: 96,6 20 [ Szenzitivitis: 100 20 Szenzitivitis:100
Specificitis: 100 Specificitis: 100 Specificitis: 89,7
0 Kritérium: =04268 o Kritérium: =04214 0 Kritérium: =0,3529
0 20 40 80 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100-Specificitds 100-Specificitis 100-Specificitas

6. abra: ROC statisztika eredménye a ,,teszt” microarray mintasorozat elemein (94
minta) (A-C).

A mintasorozat elkiilonitd képességének vizsgalatakor tobbvaltozos logisztikus
regressziot is alkalmaztunk. A péaros 0sszehasonlitdsok sord&n ROC gorbe elemzés
alapjan egészseges és vastagbélrdkos mintak dsszehasonlitasakor 100%-0s szenzitivitast
és specificitast figyeltink meg. A markerek alkalmazésa soran egészseges és adenomas
beteg mintak 6sszehasonlitdsakor 100% specificitast és 96,6% szenzitivitast kaptunk.
Benignus adenoma és malignus CRC-s colon mintak 0Osszehasonlitasa soran a
specificitds moderaltabb (89,7%), azonban a szenzitivitas (100%) Kkivalo érteket
mutatott (6/A-C abra). Az ROC elemzés soran észlelt elkulonité képesség erésségének

jellemzéséhez Youden-indexet alkalmaztunk, amely 0,89 és 1 kozétt valtozott.
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5.3. GEO adatbazis mintasorozatainak vizsgalata

A GSEB8671 azonositoju elemzéshe 32-32 egészséges és adenomas mintat vontak
be. A vizsgalataink soran azonositott 11 transzkriptum alkalmazasaval a 32 adenomas és
32 egészséges fuggetlen biopszids minta 100%-o0s specificitassal és szenzitivitassal
bizonyult elkiilonithetének. Tovabbi in silico vizsgalatainkban 94 CRC-s és 17
egészseges szOvetmintat hasonlitottunk 6ssze (GSE18105 tanulmany). Az altalunk
azonositott 11 transzkriptum alkalmazésa 100%-0s specificitdst és szenzitivitast
eredményezett a fenti fliggetlen CRC-s és egészséges mintak dsszehasonlitasakor.
Mindkét esetben meggy6zOdhettiink arrdl, hogy vizsgalt mintacsoportok paros
0sszehasonlitasa soran a marker sorozat kivaloan teljesit. Tovabbi in silico vizsgalatunk
soran, a marker sorozat metilacidés fenotipus és mikroszatellita specifikussaganak
megléte, illetve hianyanak vonatkozasaban kerestik a valaszt. A GSE39582 azonositoju
tanulmany esetében a kivalasztott 19 egészséges mucosa minden esetben szignifikéans
eltérést (p<0,01) mutatott vastagbéltumoros mintak esetében, s génexpresszios eltérésik
iranya is megegyezett a ,.tréning”, illetve ,,teszt” mintasorozatokndl tapasztaltakkal. A
mikorszatellita és metilacios fenotipusos mintadk egyméas kozott szignifikans eltérést
nem mutattak a 24 CIMP- és 13 CIMP+ és 14 MSI és 22 MSS vastagbélrak mintajanak

0sszehasonlitasa soran.

5.4. A markerek vizsgalata a fuiggetlen RT-PCR mintasorozaton

Az RT-PCR vizsgalatokat a 11 potencialis biomarker esetében fliggetlen
biopszids mintakon végeztik el. A mintasorozat esetében (68 RT-PCR minta: 20
egészséges, 24 adenomas és 24 CRC-s minta) housekeeping génnek a legkisebb ACT
szorassal rendelkez6 18S riboszomalis RNS-t valaszottuk ki a 7 potencialis haztartasi
gen kozul. A 11 marker egylttes vizsgalatakor a diszkriminancia elemzes a mintak
95,6%-at sorolta be helyesen, keresztvalidacié soran pedig 94,1% volt ez az érték. A
csoportok esetében vald atsorolodast a tablazat tartalmazza (8. tablazat). Logisztikus
regressziot kovetden csak paros 6sszehasonlitasokat vizsgaltunk: a ROC elemzés 100%
szenzitivitast és specificitast mutatott egészseges és CRC-s mintak esetén. Egészséges
és adenoméas mintédk 6sszehasonlitdsa soran 95,8% szenzitivitast és 95% specificitast
hataroztunk meg. Hasonldan jo6 értékeket kaptunk benignus adenoma és malignus CRC-

s colon mintak 6sszehasonlitasa soran is, hiszen 95,8% szenzitivitassal és 100%
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specifitassal kilonllt el a két mintasorozat. A ROC elemzés soran észlelt elkiilonito
képesség az erdsségere Youden-indexet hataroztunk meg, amelynek értéke 0,958 és 1
kozott valtozott. A fuggetlen RT-PCR ertékek szenzitivitas és specificitas értékeihez a
késébbiek folyaman visszatériink, mert a betegek utdnkdvetése soran atsorolodasokat

tapasztaltunk, és ezek a markersorozat elkiilonité képességét novelték.
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8. tablazat: 11 marker diszkriminancia elemzés eredményei mintasorozatok alapjdn szétvalasztva. Az eredeti szamitds és
keresztvalidaciés megkozelités alapjan a mintaszdmok mintacsoportokba vald besorolédasa lathatd, melyet szazalékban is
kifejeztink.

Egészséges Adenoma  CRC  Osszesen | Egészséges Adenoma CRC — Osszesen | Egészséges Adenoma CRC  Osszesen

om0 0 0 ﬁ 1 2 1
_d_
- laeom 0 10 o 10 | 69 s 69 2 o7 a2 o

 adeoma 2 53 20 M N T SR 7
_d_
| laeom 0 515 10 42
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5.5. High-grade diszplasztikus adenoma és korai vastagbélrakos

mintak 6sszehasonlitasa

A ,.tréning” mintasorozat esetén a 11 elembdl allo6 markerszet alkalmazasa soran
a high-grade diszpasztikus adenomas (n=11) és korai vastagbelrdkos (n=10) biopszias
mintak jol elkilonithetéek voltak (specificitas: 90,9%, szenzitivitas: 100%). A flggetlen
,»teszt” mintasorozat esetén a high-grade diszplasztikus adenomés (n=13) és a Korai
vastagbélrdkos (n=14) biopszias mintdkat 92,3%-o0s specificitdssal és 100%-0s
szenzitivitassal kulonitettik el. Az abrazolashoz a két microarray mintasorozatot
0sszevontan kezeltiik, melynek soran 6sszesen 24 high-grade diszplasztikus adenoma és
24 korai CRC (Dukes' A vagy B stddiumu) minta elemzését végeztik el, 83,3%-0s
specificitdst és 100%-0s szenzitivitast érve el (7/A abra). A csokkent mértéki
specificitds a szintéziséhez és fragmentalasahoz alkalmazott eltéré kitekre is
visszavezethet. Hasonl6an magas specificitas és szenzitivitas értékeket kaptunk az RT-
PCR vizsgalat sorén is, amelyben 0sszesen 11 high-grade diszplasztikus adenomas és
10 korai CRC-s minta szerepelt. A hierarchikus cluster elemzés eredménye alapjan a 10
korai CRC-s minta megfeleld diagnosztikai csoportba sorolodott, mig harom adenomas
minta (a 6-0s, a 10-es és a 11-es sorszamu) tévesen atsorolddott az adenomas csoportbdl
a CRC-s mintacsoportba (7/C abra). A betegek esetében végzett utankovetés (,,Medsol”
korhazi informatikai rendszerben vald kereses, valamint patolégiai szakvélemény)
azonban ravilagitott arra, hogy a 6-0s és 1l-es jelolésti minta in situ karcindbmanak
bizonyult az Gjabb mintavétel utan (17/D, E abrak). A fuggetlen RT-PCR validacid
soran a high-grade diszplasztikus adenomas (n=11) és korai CRC-s (n=10) biopszias
mintak 90,9%-o0s specificitassal és 100%-o0s szenzitivitassal kilonlltek. Az abréan piros
szinnel jeloltik azokat a mintakat (6-0s és 11-es jelii adenoma), melyek a paciensek
utankdvetését megeldzden a threshold folott vagy ahhoz nagyon kozel helyezkedtek el.
Zold szinnel jeloltik azt az adenomas mintat (10-es jelii adenoma), amely a CRC-s
mintakkal egyiitt klaszterez6dott a hierarchikus cluster elemzés soran, azonban a ROC
statisztika szemléltetése soran egyértelmiien a tobbi high-grade diszplasztikus
adenomahoz allt kdzel (7/B, D abra). Az utankdvetés eredményeképpen a pirossal jeldlt
két adenomés minta a CRC csoportba kerilt, ezért a ROC statisztika esetében (j
logisztikus regresszio keplet szamitasat tartottuk fontosnak, tehat megismételtiik az

elemzést az Uj csoportositassal is.
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Az (j elemzés soran 9 high-grade diszplaziads adenomas és 12 korai CRC-s
mintat hasonlitottunk 6ssze, amely 100%-0s szenzitivitast és specificitast (7/D abra)
eredményezett, tehat jobb eredményt mutatott a korabbi szenzitivitas (100%) és
specificitas (90,9%) eredményeknél, amelyet az atrendezés eldtt kaptunk (7/B &bra).
Téblazatos formaban a 9. tdblazat mutatja az atsorolddd mintak szamat és szazalékos
megoszlasat diszkriminancia elemzése soran. A 11 marker koziul minden marker
esetében egyesével is megnéztik a high-grade diszplasztikus adenoma és Kkorai
vastagbelrak 6sszehasonlitast is, amelyek eredményét a Melléklet I1. fejezetben kilon-
kilon is feltintettlink. Az 6sszehasonlitdsban a két microarray mintasorozat kz0s
eredményét szemléltetjiik az elsé boxploton, a RT-PCR mintasorozatot a masodik, a két

microarray mintasorozat eredményét a harmadik és negyedik boxploton.
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7. &bra: High-grade diszplasztikus adenomaés és korai CRC-s mintak elkulonitése a 11
markeres sorozattal. A. Microarray eredmények interaktiv dot diagramja, B. Real-time
PCR eredmények interaktiv dot diagramja, C. RT-PCR hétérképe, D. Utankeresés
kovetd valtoztatasok az RT-PCR eredményein, E. Utankeresés kovetd valtoztatasok az
RT-PCR eredményein hétérképen; Adenoma HGD: high-grade diszplasztikus adenoma,

CRC: kolorektalis karcinoma
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9. tablazat: 11 marker diszkriminancia elemzés eredményei high-grade diszplasztikus adenoma és korai vastagbélrak mintak
Osszehasonlitdsa soran, minden mintasorozaton. Az eredeti szamitas es keresztvalidacios megkodzelités alapjan a mintaszamok

mintacsoportokba val6 besorolddasa lathatd, melyet szazalékban is kifejeztiink.

Egyesitett microarray mintasorozat RT-PCR fliggetlen mintasorozat RT-PCR fliggetlen mintasorozat
(n=48) (n=21) (n=21)
microarrai minta utankdvetése eldtt minta utdnkovetése utan
Eredeti Adenoma
szdmitds Mintaszam (HGD) 20 4 24 10 1 11 9 0 9

%-0s érték
Adenoma

(HGD) 83,3 16,7 100 90,9 9,1 100 100 0 100

Kereszt- Adenoma
validalt  Mintaszam (HGD) 19 5 24 8 3 11 7 2 38

%-0s érték

Adenoma
(HGD)

79,2 20,8 100 72,7 27,3 100 77,8 22,2 100
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5.6. A 11 potencialis biomarker véaltozasai mintacsoportonként

A 11 marker egyenkénti dsszehasonlitasat biopszias mintdkon a koévetkezo
abrakon mutatjuk be. Minden esetben szerepeltettik a ,,tréning”-, a ,,teszt” microarray,
valamint RT-PCR intenzitds értékeket egészséges, adenomas és CRC-s mintakon.
Tovéabbi microarray vizsgélatok is bemutatasra keriilnek 1ézer mikrodiszekalt hdm és
stroma mintdkon annak érdekében, hogy tovabbi vizsgalatokat végezhessiink annak
kideritésére, vajon a transzkriptumok a hdmban vagy a stromaban mutatnak eltérd
expressziot a vizsgélt mintacsoportoknal. Minden esetben ANOVA vizsgalatot
végeztiink, hogy meghatarozzuk, van-e szignifikans eltérés a csoportok kozott. A
Tukey-HSD post-teszt esetében pedig a szignifikdns eltérés csoportonkénti
Osszehasonlitasat végeztik el. A ,.,tréning” microarray mintasorozat esetében mas kitet
alkalmaztunk a szintéziséhez és fragmentédlasahoz, mint a ,teszt” microarray
mintasorozat esetében, részben ennek tudhatd be az adenomas mintacsoport és CRC-s
mintacsoport eltéré egyezése. Ez az eltérés a biotinalt cRNS prébak szintézisehez és
fragmentalasahoz alkalmazott eltéré kit-ek miatt kdvetkezhetett be, a kordbbi kit
beszlintetése miatt Uj kit kerult alkalmazésra. A vizsgélt gének esetében a ,.tréning”
microarray sorozatndl megfigyelhetd, hogy az adenomas mintdk magasabb
intenzitasertékekkel rendelkeznek és szignifikans eltérés nem figyelhetd meg az
adenomés és CRC-s mintak kozott, holott ez megfigyelhetd a ,.teszt” és az RT-PCR
mintasorozatok esetében. A boxplotok esetében mindenhol a csillaggal jel6lt
Osszehasonlitasban jelenitjuk meg a szignifikans eltéréseket a mintacsoportok kozott.
Majdnem az 0sszes transzkriptum esetében megfigyelhetd, hogy a korabbi ,.tréning”
mintasorozatnal az adenomas és vastagbélrakos mintacsoportok egyméashoz kozelebb
helyezkednek el. Ezek a szisztematikus eltérések, veleményiink szerint, az eltéré Kitek

alkalmazasanak kovetkezmeénye.
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Tréning microarray Teszt microarray RT-PCR
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8. abra: A vizsgalatban szereplé mintdk, 201195 s at (SLC7A5) azonositdjanak

40

intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikak esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektéalis karcinoma mintak. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb fels6 sarokban
csillaggal jeloltik.

Az SLC7ADS esetében egy folyamatosan novekvo expresszid valtozas figyelhetd
meg: a ,tréning” sorozat adenoma és kolorektalis karcinoma mintait leszamitva
szignifikans elterés tapasztalhatdé a mintacsoportok kozoétt (p<0,01). Az LCM
microarray 0sszehasonlitasok esetében lathatd, hogy a ham esetében a CRC-s
mintacsoport, mig stroma esetében az adenoméas csoport tér el a masik két
mintacsoporttdl. A vastagbélrakos mintacsoport az 6sszes 6sszehasonlitasban magasabb

expresszid valtozast mutat (8. abra).
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eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb felsé sarokban csillaggal

jeloltiik.

Az IL8 esetében egy folyamatosan novekvo expresszio valtozas figyelhetd meg:
a ,,tréning” sorozat adenoma és kolorektalis karcinoma, valamint a RT-PCR sorozat
egészseges és adenoma mintdinak 6sszehasonlitasat leszamitva szignifikans eltérés
tapasztalhaté a mintacsoportok kdzott (p<0,05). Az LCM microarray 0sszehasonlitasok

esetében nem figyelhetd meg eltéres, azonban mind a ham, mind a stroma mintacsoport
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esetében a trend hasonlé a fagyasztott mintak valtozasahoz (9. abra).
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Tréning microarray Teszt microarray RT-PCR
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10. abra: A vizsgalatban szereplé mintak, 2(54470_at (CXCL1) azonositojanak
intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikék esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektéalis karcinoma mintak. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb felsé sarokban

csillaggal jeloltik.

A CXCL1 esetében egy folyamatosan ndvekvd expresszio valtozas figyelhetd
meg: a ,tréning” sorozat adenoma és vastagbélrdkos mintainak 0sszehasonlitasat
leszamitva szignifikans eltérés tapasztalhatd a mintacsoportok kozoétt (p<0,01). Az LCM
microarray 6sszehasonlitdsok esetében a ham mintaknal nem tapasztaltunk szignifikans
eltérést a mintacsoportok kozott, viszont a trend hasonlé volt a fagyasztott mintakon
végzett elemzések trendjéhez. A stroma esetében a vastagbélrakos csoport eltért a masik
két mintacsoporttdl. A kolorektalis karcinoma mintacsoport mindkét LCM vizsgalatban
emelkedettebb expresszioval rendelkezik (10. abra).
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Tréning microarray Teszt microarray RT-PCR
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11. abra: A vizsgalatban szereplé mintdk, 205828 at (MMP3) azonositdjanak
intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikék esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektalis karcindbma mintdk. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb felsé sarokban

csillaggal jel6ltik.

Az MMP3 esetében egy folyamatosan novekvd expresszio valtozas figyelhetd
meg: a ,,tréning” sorozat adenoma és kolorektélis karcinbma mintéi, valamint az RT-
PCR eredmények esetében az egészséges €s adenomas mintadk 6sszehasonlitasat
leszamitva szignifikans eltérés tapasztalhatd a mintacsoportok kozoétt (p<0,01). Az LCM
microarray 0sszehasonlitasok soran, a ham mintak esetében nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a mintacsoportok kozott, valamint a trend sem hasonlé a
fagyasztott mintadkon végzett elemzések trendjéhez. A stroma esetében a CRC
mintacsoport eltért a masik két mintacsoporttdl. A vastagbélrakos mintacsoport mindkét
LCM vizsgéalatban magasabb expresszioval rendelkezik, mely meger6siti a fagyasztott
mintdkon kapott eredményeket, azonban LCM stréma esetében az adenoméas mintak
alacsonyabb expresszios ertékekkel rendelkeztek, mint az egészseges mintak (11. abra).
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Tréning microarray Teszt microarray RT-PCR
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12. dbra: A vizsgalatban szereplé mintak, 207504 _at (CA7) azonositdjanak intenzitéas

értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikdk esetén. N: egészséges, Ad:
adenoma, CRC: kolorektalis karcindbma mintak. Mintacsoportok kozotti szignifikans
eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb alsé sarokban csillaggal

jeloltiik.

A CA7 esetében az egészséges mintak magasabb intenzitas értékekkel
rendelkeznek, mint a masik két csoport mintdi, szignifikdns eltérés figyelhetdé meg
(p<0,01). A ,teszt” mintasorozat esetében az adenoma es kolorektalis karcinoma mintak
0sszehasonlitdsa kozott nincs szignifikdns  kalonbseg. Az LCM  microarray
0sszehasonlitasok soran, a ham mintak esetében az egészséges mintak eltérnek a masik
két mintacsoporttdl, az egészséges mintacsoport itt is magasabb expresszids értékkel
rendelkezik, mint a fagyasztott mintak esetén. A stroma minték esetén a mintacsoportok

kozott nincs eltérés (12. abra).
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Tréning microarray Teszt microarray RT-PCR
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13. abra: A vizsgalatban szereplé mintak, 209395 at (CHI3L1) azonositojanak
intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikdk esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektalis karcinbma mintdk. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb fels6 sarokban
csillaggal jeloltik.

A CHI3L1 esetében egy folyamatosan ndvekvd expresszid valtozas figyelhetd
meg: szignifikans eltérés tapasztalhato minden mintasorozaton beliil (p<0,01). Az LCM
microarray 0sszehasonlitdsoknal a ham és a stroma esetében eltérés figyelheté meg az
egészséges és vastagbélrakos mintacsoportok kozott. Mind a ham, mind a stréma
esetében hasonld trend figyelhetd meg a fagyasztott mintdkon végzett elemzések
trendjehez. A vastagbélrakos mintak minden esetben magasabb expresszios értékekkel
rendelkeznek (13. &bra).
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Tréning microarray Teszt microarray RT-PCR
| Nvs Ad* i ' « | Nvs Ad* : Nus Ad*
“7 Nws cRC* : t Nvs CRC* : ¢ | MvscRC* —_

4 2 Advs CRC* : + 81 advs CRC* i
8 = ' :
g o 1 : — ;
g 2 ' E ; ] i .
E B s ! 5 1 .
. | . i + :
2 * : B ' i g = T
= H . - ' - H
= = t H = : . — s i
.‘g b ! E . + . - 3 13 s
E I i ¢ g S ; —— ;
E —_ : E : t K H
2 . | 2 — H
4 oo d k] H

. ! ;

i . ¥ i

- : I
T
N

AD CRC N AD CRC N AD CRC

LCM microarray - Him LCM microarray - Stréma

—_— —_—

Normalizalt log? intenzits
L
Normalizilt log? intenzitas

: L
- p—— —— t— —— ——
T T T T T T

N AD CRC N AD CRC

14. abra: A vizsgalatban szereplé mintdk, 209774 _x_at (CXCL2) azonositdjanak

intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikék esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektalis karcinbma mintdk. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb felsé sarokban

csillaggal jel6ltik.

A CXCL2 esetében folyamatosan ndvekvo expresszio valtozas figyelhetd meg: a
»iréning” sorozat adenoma €s vastagbélrakos mintainak 0sszehasonlitasat leszamitva
szignifikans eltérés tapasztalhatdé a mintacsoportok kozott (p<0,05). Az LCM
microarray 0sszehasonlitdsoknal nem figyelheté meg eltérés sem a ham, sem a stroma
mintasorozat esetében. Az LCM ham esetében a trend hasonld a fagyasztott mintaknal

végzett elemzések trendjéhez (14. abra).
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Tréning microarray Teszt microarray RT-PCR
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15. &bra: A vizsgalatban szerepld mintdk, 212657 s at (ILIRN) azonositdjanak
intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikék esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektéalis karcinoma mintak. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb fels6 sarokban

csillaggal jeloltik.

Az IL1RN esetében a ,.tréning” mintasorozatnal az egészséges mintacsoport
szignifikansan eltér a masik két mintacsopottol (p<0,01). A ,teszt” mintasorozat
esetében az &sszes mintacsoport szignifikans eltérést mutat (p<0,05). RT-PCR
mintasorozat esetében a vastagbélrdkos mintacsoport tért el szignifikdnsan a masik két
csoporttol (p<0,01). Az LCM microarray 6sszehasonlitdsok esetében eltérés csak a ham
mintasorozat esetében figyelheté meg az egészséges és adenomas mintacsoport kozott.
A megfigyelt trend eltérd a fagyasztott mintakon tapasztaltaknal, mivel az egészseges

mintacsoport expresszios értékei magasabbak az LCM hamnal (15. abra).
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16. abra: A vizsgalatban szereplé mintak, 2i8469_at (GREM1) azonositojanak
intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikdk esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektalis karcindbma mintdk. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb fels6 sarokban
csillaggal jel6ltik.

A GREML1 esetében az egészséges es adenoma mintacsoportok egyik
mintasorozat esetében sem mutatnak szignifikans eltérést, azonban a vastagbélrakos
mintak mindharom esetben megemelkedett, szignifikans expresszié valtozast mutatnak
mind egészséges, mind adenomas mintacsoportok ellenében (p<0,01). Az LCM
microarray 0sszehasonlitdsok soran eltérés csak a stroma mintasorozat esetében
figyelheté meg a kolorektalis karcinbma mintacsoport esetén. A megfigyelt trend
hasonlo a fagyasztott mintdkon megfigyelteknél, mivel a CRC mintacsoport expresszids

értékei magasabbak mind a ham, mind a strbma mintasorozatnal (16. abra).
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17. abra: A vizsgalatban szerepld mintak, 225664 at (COL12Al) azonositdjanak
intenzitas értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikék esetén. N: egészséges,
Ad: adenoma, CRC: kolorektalis karcinbma mintdk. Mintacsoportok kozotti
szignifikans eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb felsé sarokban

csillaggal jel6ltik.

A COLI12A1 esetében folyamatosan ndvekvO expresszid valtozas figyelhetd
meg: mindharom mintasorozat soran szignifikans eltérés van a harom mintacsoport
esetében (p<0,05). A CRC mintacsoport esetében figyelhetéek meg a legmagasabb
expresszids éertékek. Az LCM microarray vizsgalatok soran eltérés mind a ham, mind a
stroma mintasorozat esetében megfigyelheté a kolorektalis karcinbma mintacsoport
esetén. A ham és stroma mintasorozat esetében a trend hasonl6 a fagyasztott mintaknal

végzett elemzések trendjéhez (17. abra).
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18. 4bra: A vizsgalatban szereplé mintdk, 39402_at (IL1B) azonositdjanak intenzitas
értékei, microarray és RT-PCR (45-dCT) technikak esetén. N: egészséges, Ad:
adenoma, CRC: kolorektalis karcinbma mintédk. Mintacsoportok kozotti szignifikans
eltérést microarray és RT-PCR vizsgalatok esetében a jobb felsd sarokban csillaggal
jeloltik.

Az IL1B esetében egy folyamatosan ndvekvl expresszio valtozas figyelhetd
meg: a ,.trening” sorozat adenoma és kolorektalis karcindbma mintait, valamint az RT-
PCR eredmények esetében az egészséges €s adenomas mintdk 6sszehasonlitasat
leszamitva, szignifikans eltérés tapasztalhaté a mintacsoportok kozott (p<0,05). Az
LCM microarray vizsgalatoknal eltérés sem a ham, sem a stroma mintasorozat esetében
nem figyelheté meg. A fagyasztott mintaknal végzett elemzések trendjéhez hasonlo

trend nem figyelhetd meg (18. abra).
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5.7. Fehérjeszintii validacié szovet microarray (TMA) rendszeren

5.7.1. Fehérje expresszios vizsgalatok

Fehérje expresszios vizsgalataink sordn szoveti microarray-ken (Tissue
Microarray/TMA) immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztink. A TMA-k egészseges
(n=10-12), adenoma (37-64) és vastagbélrakos (13-30) szdveti mintakat tartalmaztak. A
potencidlis fehérjemarkerekhez egyedi antitesteket valasztottunk. Az mRNS
vizsgalataink alapjan hét fehérjemarker esetében tudtunk sikeres reakcidt inditani (CA7,
COL12A1, IL8, MMP3, SLC7A5, CXCL1-2-3, ILIRN). Az immunhisztokémiai
reakciokat empirikus score rendszer segitségével értékeltiik. Az antitestek vizsgalata

sorén a mintaszamokban nagyfoku eltérés mutatkozott (ledzas miatt).

Karbon anhidraz 7 (CATY). A fehérje expresszidjat megfelelden orientalt egészséges
(n=12), adenoma (tubularis és tubullovillosus; n=64) és CRC (n=23) mintak
hamrétegében vizsgaltuk. Az egészséges mintakban a CA7 expresszio a felszini hamban
volt a legintenzivebb (jellemzé empirikus score érték: +2), és a kripta béazisa felé
folyamatos csokkenést mutatott (19/A &bra). Adenomaban csokkent, pontszerii
expresszios mintdzatot figyeltink meg a hdmsejtek apikalis felszinén. Jellemz6 volt a
kozepesen erds (+1 score érték, ~71%) és a gyenge intenzitdst immunreakcio (O score
érték, ~18%; 19/B &bra). Ez az expresszids mintazat a karcindbmék egy részében is
jellegzetes volt (+1 score érték, ~65%), azonban a gyenge, diffuz citoplazmalis fehérje
kifejez6dés is megfigyelhetd volt (0 score érték, ~34%; 19/C abra).
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19. abra: Digitalis mikroszkdp képek, 20x nagyitas, lépték: 100 um. A ham CA7
expresszié valtozasa a vastagbél adenoma-karcindbma szekvencia soran. Egészséges
mintakban a CA7 festddése a luminalis felszini felé¢ er6sodott (A). Adenomaban (B) és

karcindmaban (C) kdzepesen erds/gyenge protein expressziot lattunk.

XII tipusu ol kollagén (COL12A1). Vizsgalatainkba egészséges (n=12), adenoma
(tubularis és tubullovillosus, n=44) és CRC-s (n=34) mintakat vontunk be. Egészséges
mintdk esetén a difflz hamexpresszio kismértékli volt, nem Iépte tal az enyhe
pozitivitas szintjét (O illetve 1-es score érték; 20. abra). Adenomaban és karcindmaban
a COL12A1 hamexpresszidja ugyancsak elenyészé volt. Az adenoma-karcindma
szekvencia soran a stromaban fokozddd expressziot figyeltink meg. Az egészséges
mintakhoz képest (20/A abra) adenoméban (20/B &bra) fokozott COL12A1 expressziot
talaltunk, tovabba vastagbélrdkban a stromalis sejtek COL12A1 termelése kifejezetten
erds volt (20/C &bra). Az egeszséges és adenoma mintdk gyenge illetve kozepes
erOsségli score értekekkel rendelkeztek (~60%/~40% megoszlasban). Karcindma

esetében ~75%-ban erds festédést figyeltiink meg.
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20. abra: Digitalis mikroszkdp képek, 20x nagyitas, lépték: 100 um. A COL12A1

stromalis expressziojanak valtozasa az adenoma-karcindbma szekvencia soran.
Egészséges mintakban a COL12A1 leginkabb a subepithelidlis régiora korlatozédott
(A). Adenoma mintakban a strémaban er6s6d6 expressziot figyeltink meg (B), amely

karcinbmaba kifejezetten er6ssé valt (C).

Interleukin 8 (IL8). A vizsgélatba egészséges (n=12), adenoma (tubularis és
tubullovillosus képletek; n=41) és vastagbélrakos (n=20) mintakat vontunk be. Az I1L8
esetinkben az irodalmi adatokkal ¢sszehasonlitva (Grimm et al. 1996) erés fest6dést
mutatott. Cacev és mtsai. csupan a vastagbélrakok 46,3%-anal allapitottak meg IL8
pozitivitdst. Az IL8 expressziot a rosszul differencidlt daganatokkal hoztak
osszefliggésbe (Cacev et al. 2008). Ep mintaban a hamsejtek bazalis és a kehelysejtek
apikalis gyenge, diffuz citoplazmatikus festédése mellett sejtmag pozitivitast is
talaltunk (21/A abra). Az egészségesekhez képest az adenoma hamban kismértéki
immunpozitivitdas novekedése volt megfigyelheté (21/B abra). Kolorektalis karcindma
mintdk esetében koOzepesen erbs/erds magfestés, illetve az adenomandl erésebb

citoplazmatikus festédés volt lathato (21/C abra).
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expresszidjanak valtozasa a vastagbél adenoma-karcinoma szekvencia soran. A

egészséges mintakban gyenge, diffuz citoplazma fest6dés mellett a mag pozitivitasa is
megfigyelhetd volt (A). Az adenoma ham mérsékelten magasabb IL8 expressziot
mutatott az egészséges hamnal (B). CRC esetében kozepesen erds/erds magfestés,

illetve az adenomanal valamivel erésebb citoplazmatikus festédés volt lathato (C).
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Matrix metalloproteinaz-3 (MMP3). A vizsgélatba egészséges (n=12), adenoma
(tubuléris és tubullovillosus képletek; n=18) és kolorektalis karcindma (n=15) mintakat
vontunk be. Az MMP3 diffuz, citoplazmatikus hampozitivitast mutatott az adenoma-
karcindbma szekvencia minden szdvettani allapotaban. Jeffery et al. az MMP3
kismértékii expresszidjat irta le egészséges vastagbél hamszovetben (Jeffery et al.
2009), amit vizsgalataink sordn mi is tapasztaltunk (gyenge MMP3 expresszid: A),
azonban ez nem mindig volt egyértelmii (esetenként erds fehérje expresszio mutatkozott
az egeszseges hamban). Adenomaban az MMP3 termelés kismértékii emelkedését
figyeltiilk meg, am néhany esetben a festddés kifejezetten erds volt (nem tapasztaltunk
Osszefiiggést a diszplazia mértékével) (22/B &bra). CRC esetében a citoplazmatikus
MMP3 expresszid heterogenitast mutatott, legtobbszér erds (22/C abra), elvétve
kozepesen erds volt. Egészseges stromaban néhany sejt gyenge pozitivitast mutatott,
mig adenomaban ¢és karcindmban a stromalis sejtek nagy szazaléka kdzepesen erds/erds

fest6dést mutatott.

22. abra: Digitalis mikroszkép képek, 20x nagyités, lépték: 100 pm. Matrix

metalloproteindz-3 (MMP3) expresszio valtozdsa a vastagbél adenoma-karcinoma
szekvencia sordn. Egészséges hamban, a legtobb esetben az MMP3 kismértékii,
gyakrabban kozepes expresszidja volt megfigyelhetd (A). Adenomaban a hamsejtek
MMP3 termelésének emelkedését figyeltiik meg (kdzepesen erds/erds expresszio) (B).

CRC esetében a citoplazmatikus MMP3 expresszid legtobbszor erds volt (C).

Folyadék transzporter csalad 7, 5. tagja (SLC7Ab). A vizsgalatba egészséges (n=10),
adenomas (tubularis és tubullovillosus képletek; n=37) és CRC (n=13) mintakat
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vontunk be. Az SLC7A5 immunhisztokémiai vizsgélata vastagbélben még nem tortént
meg. Mas hamszovetekben diffiz citoplazma festddést mutat, esetiinkben a citoplazma
festédés mellett membranfestédés is lathato. Az egészseges mintakban gyenge/kdzepes
(0 és +1 score értékek) erdsségli diffuz citoplazma festodést talaltunk (23/A abra). A
legtobb adenomaban a citoplazma festodés erdsebbé valt (jellemzd score érték:
+1~55%-; 23/B é&bra). Vastagbélrakban a fest6dés intenzitdsa hasonlé volt az
adenomakéhoz, azonban néhany esetben kifejezetten erds plazma festédést lattunk

(jellemz6 score érték: +2; ~80%), és néhol a membranfest6dés is megjelenik (23/C

abra).

D ? (i SR Sl

23. abra: Digitalis mikroszkop képek, 20x nagyitas, lépték: 100 um. Az SLC7A5
immunreakcié a vastagbél adenoma-karcindma szekvencia soran. Az egészséges
mintakban gyenge/kozepes erdsségli, difflz citoplazma fest6dést tapasztaltunk (A). A
legtobb adenomaban a citoplazma festddés erésebbé valt (B). Vastagbélrakban a
festddés intenzitdsa &ltalanossagban hasonld volt az adenomékéhoz, azonban néhany

esetben kifejezetten erds citoplazmatikus festédés volt lathato (C).

Kemokin (C-X-C motivumos) ligandum 1, 2 és 3 (CXCL1,-2,-3). A vizsgalatba
egészséges (n=12), adenomas (tubularis és tubullovillosus képletek; n=58) és CRC
(n=30) mintakat vontunk be. A CXCL -2, -3 noveked6 expressziojat (gén szinten) mar
leirtak vastagbélrakban, ez a tanulmany azonban nem vizsgalta a protein expressziot
(Doll et al. 2010). A fehérje hdmbeli expresszidja egészseges mintdkban enyhe, diffuz
citoplazmatikus (24/A abra), amely els6sorban a kehelysejtek citoplazmajanak apikélis
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részén mutatkozik (jellemzo6 score érték: +1). Mind adenoméban (24/B &bra), mind
vastagbélrdkban (24/C abra) a citoplazmatikus expresszio lathatéan erésebb lett és
sejtmagpozitivitas is megjelent. Az adenoma és vastagbélrak kozt szemmel nehezen volt

megitélhetd a kiilonbség (+1 és +2 score értekek egyarant jellemzdéek voltak).

24. &bra: Digitalis mikroszkop képek, 20x nagyitas, lépték: 100 um. Kemokin (C-X-C
motivumos) ligandum 1 és 2 (CXCL1-2). A CXCL1,-2 expresszio valtozasa a vastagbél
adenoma-karcindbma szekvencia sordn. Az egészséges mintak gyenge/kOzepes
citoplazmatikus expressziét mutatnak (A). Adenomaban és karcinomaban a ham fehérje

expresszidja megnd (B, C).

Interleukin 1 receptor antagonista (IL1RN). A vizsgalatba egészséges (n=10),
adenomas (tubularis és tubullovillosus képletek; n=39) és kolorektalis karcindma (n=18)
mintakat vontunk be. Az interleukin 1 receptor antagonisa lokalizacioja a sejten belil
szovetenként eltérd lehet. Metszeteinkben a hamsejtek diffiz citoplazma festodést
mutattak, a stromasejtekben citoplazma festédés mellett a magfestédés is megjelent.
(25/A abra). A hamsejtek ILIRN festddése csokkent adenomas (25/B abra) és CRC
hamban (25/C &bra) is, amit a diszplasztikus és egészséges hamot is tartalmazé

mintafest6dés is meger6sit (25/B abra).
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25. abra: Digitalis mikroszkép képek, 15x nagyitas, lepték: 100 um. A ham IL1RN
expresszidja a vastagbél adenoma-karcinbma szekvenciaban. Egészséges hamban
er0s/kozepesen diffiz fehérje expressziot talaltunk (A). Adenoméban (B) és
karcinomaban (C) is ellentmondé eredményeket kaptunk. A B minta alapjan
feltételezhetd, hogy az ILIRN expresszio csokken az adenoma-karcinOma szekvencia

soran.
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572. Az MMP3 és a CXCL1 fehérje expresszio adenomas €s

vastagbéeltumoros mintakban

Az emlitett microarray mintasorozatokon tovabbi génexpresszids vizsgalatok
keretében alkalmazott 26 potencialis ADCS-specifikus transzkriptum fehérjeszintii
validacids elemzését is elvégeztiik szoveti microarray rendszeren. Osszesen 35
egészséges, 75 adenomas (37 low-grade diszplasztikus és 38 high-grade diszplasztikus
adenoma), valamint 58 vastagbélrakos (29 Dukes' A-B, 29 Dukes' C-D stadiumi CRC)
mintat elemeztlink (Sipos et al. 2014).

Az ADCS atmenet soran a vizsgalt antitestekb6l dsszesen 11 antitest mutatott
valamilyen kapcsolatot, viszont a dolgozatban csak az MMP3 és CXCL1-GRO
antitestek eredményeit mutatjuk be, mivel ezek egyuttes alkalmazasa bizonyult a
legjobb elkiilonité markersorozatnak. A score-értekek alapjan az adenoma-CRC
atmenet nyomonkdvetheté CXCL1-GRO antitest esetében mind epithéliumban, mind

lamina propridban, MMP3 esetében csak a lamina propriaban (10. tblazat).

10. tdblazat: Kivalasztott fehérje markerek mintamegoszlasa score értékek alapjan
a normal-adenoma-diszplazia-karcindbma szekvencia soran (epithélium, lamina

propria).

Score Normal Adenoma | Diszplasztikus adenoma | CRC-AB| CRC-CD
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A jO- és rosszindulatu daganatos szovetmintak elkilonitése klinikailag fontos
feladat. Fisher-egzakt teszt eredménye alapjan a lamina propridban mutatott
expresszidja eseteben az MMP3 szignifikans kilonbséget mutat (p<0,001) az adenoma-

karcinOma atmenet soran. A marker mar 6nmagaban is elengendé arra, hogy 98,2%-0s
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bizonyosséaggal elkuldnitse a benignus és malignus mintédkat. Hasonl6an erés elkiilonité
markernek bizonyult — mind hdmban, mind lamina propriaban kifejez6d6 — CXCL1 is,
amelyet az MMP3-al kombinalva kimagaslo elkiilonitd képességet tapasztaltunk (26.

abra). Az immunhisztokémia eredménye a 27. abran lathato.
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26. bra: MMP3 és CXCLL1 expresszio adenomas és vastagbél tumoros mintakban. Az
Y-tengelyen a score értékek lathatdéak (-2, 0, 1 és 2). Az X-tengelyen benignus és
malignus tumormintak vannak feltlintetve. Lamina propria esetében sarga (MMP3),
illetve kék szinnel (CXCL1-GRO), az epithélium esetében rdzsaszinnel (CXCL1-GRO)

score valtozasa kovethetd nyomon a két mintasorozatnal.

Az immunhisztokémiai képen lathatd, hogy az MMP3 fehérje expresszidja az
adenoma-karcinoma atmenet soran erdsodott (A-B). A CXCL1 fehérje immunreakcio
vastagbélrékban erésebb volt (D) mint adenoméaban (C). A digitalis mikroszkop képeket

20x nagyitason 100 um léptékkel végeztiik el.
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27. abra: Digitalis mikroszkop képek, 20x nagyitas, Iépték: 100 um. MMP3 és CXCL1
fehérje expresszio adenomas es vastagbélrédkos (lamina propria) mintak esetében (A-B:
MMP3; C-D: CXCL1).

Osszesen 133 benignus és malignus colon minta esetében 113 esetében kaptunk
értékelhetd expressziot. A két marker egylttes diszkriminancia elemzésének eredménye
alapjan az adenoma mintak 98,6%-a (n=68), valamint a CRC mintak 97,7%-a (n=43)
megfeléen klasszifikalhatd volt. Mindkét csoport esetében 1-1 minta diagnosztikus

csoportba torténd besorolasa volt helytelen (11. tblazat).
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11. tablazat: Diszkriminancia elemzés eredménye (Adenoma vs. CRC)
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Csoporthoz val6 tartozas
(becslés) Osszesen

Mintak Adenoma CRC
Mennyiség Adenoma 68 1 69
Eredeti — CRC L 43 a4
Szézalék Adenoma 98,6 1,4 100
CRC 2,3 97,7 100
Mennyiség Adenoma 68 1 69
Kereszt- CRC 1 43 44
validalt | Szazalek Adenoma 98,6 1,4 100
CRC 2,3 97,7 100

High-grade diszplasztikus adenoma és korai vastagbélrakos (Dukes’ A és B)
mintdk kigyijtése soran a szemikvantitivn. CXCL1-GRO (p<0,0001) és MMP3
(p<0,0001) fehérje expresszid a lamina propriaban mutatta a legerésebb szignifikans
eltérést az ADCS szekvencia soran, 35 high-grade diszplasztikus és 25 Korai
vastagbélrdkos minta mindkét markerrel torténé elemzése esetében. Az antitest
eredményét vonaldiagramon is szemleéltetjuk (28. abra). Nyillal jel6ljik a rosszul
besorolt mintakat. CXCL1 esetében a diszplasztikus adenoma mintak 11,43%-a, (n=4) a
korai vastagbélrak mintak 11,11%-a (n=3) sorolodott be helytelenil, mig az MMP3

esetében nem tapasztaltunk eltérd kategorizalodast.
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28. abra: CXCL1 és MMP3 immunreakcio alapjan torténd besorolas high-grade
diszplasztikus adenoma (AD-HGD) és korai vastagbélrakos (CRC-A) minték esetén. Az
Y-tengelyen a score értékek lathatéak (-2, 0, 1 és 2). Az X-tengelyen diszplasztikus
adenoma és korai-vastagbélrak mintak vannak feltiintetve. Mindkét festés esetében csak
a lamina propridas eredményeket tekintjik at, CXCL1-GRO esetében kék, MMP3

esetében rdzsaszin jelzeés jeldli a score valtozast a két mintasorozatnal.
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A 29. dbran az immunhisztokémiai jelolés eredményei lathatdak.

29. dbra: CXCL1 (A-E) és MMP3 (F-J) immunreakciok adenoma-diszplazia-karcindma szekvencia soran. Digitalis mikroszkép képek,
20x nagyités, Iépték: 100 pm.

A és F: egészséges vastagbél; B és G: low-grade diszplasztikus adenoma; C és H: high-grade diszplasztikus adenoma; D és I: korai
vastagbélrak (CRC-A); E és J: kés6i vastagbélrak (CRC-C). Diszplazia-karcindma atmenet soran (C vs. D; H vs. 1) mind az epithéliumban
(fekete ponttal jelolve), mind a lamina propridban (fekete nyilakkal jelolve) az immunreakcié erdsebb reakciot mutatott korai

vastagbélrakban.
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5.8. A markersorozat elkiilonité képességének vizsgalata vérmintakon

Szoveti szinten a csoportok elkilonitésére alkalmas 11 transzkriptumbol allo
sorozatot vérmintakon is megvizsgaltuk diszkriminancia elemzés alkalmazésaval. A
vérmintakbol keszilt microarray vizsgalatoknal Osszesen 47 minta szerepelt (16
egészséges, 12 adenomaés és 19 CRC-s minta). A markerek egyuttes alkalmazésa 58,3-
73,7% kozotti pontossaggal sorolta be a vérmintdkat a megfeleld diagnosztikai
csoportba. Kereszt-validalt modszer alkalmazasakor jelent6s atsorolodast tapasztaltunk
a mintacsoportok kozott, 33,3-73,7%-ra rontva a megfelelé csoportba torténd
besorolast. A legnagyobb problémat mindkét 6sszehasonlitdsndl az adenomak
felismerése/helyes besorolasa jelenti, az adenoma mintak ugyanis 40%-ot meghaladdan
sorolddtak az egészséges, illetve a vastagbélrdkos csoportba (12. tablazat). Logisztikus
regresszidt kovetden csak paros Osszehasonlitasokat vizsgaltunk. A ROC elemzés
84,2%-0s szenzitivitast és 100%-os specificitast mutatott egészséges és CRC mintak
esetén. Egészséges és adenomas mintak dsszehasonlitasa soran 78,9%-0s szenzitivitast
és 100%-o0s specificitdst hataroztunk meg. A benignus adenoma és malignus
vastagbélrdkos colon mintak 6sszehasonlitasa soran 91,7%-o0s szenzitivitassal és 75%-
os specifitassal kilonitette el a mintakat a markerszet (30. abra). A 13. tablazatban
csak egészséges és vastagbélrakos microarray vérmintakon végeztik a diszkriminancia
elemzést. Lathatd, hogy amennyiben kihagyjuk az adenoma mintakat az eredmények
jelentésen javulnak. Ezt a javuldst a keresztvalidalt mddszer nem mutatja olyan
jelentdsen, viszont dsszehasonlitva a 12. tablazat eredményeivel a kiilonbség mégis
jelentds. Eredeti szamitas szerint 1 egészséges és 3 vastagbélrakos minta sorolddik &t
(93,8 és 84,2%-o0s elkilonitést biztositva).

Fontos megjegyezni, hogy sok tanulmany esetében csak egeszséges és
vastagbélrakos mintékat szoktak 6sszehasonlitani. gy fennall annak a lehetSsége, hogy
a nem bemutatott betegcsoport (adenomés betegcsoport) jelentés mértékben hol az
egyik, hol a masik csoporthoz sorolodna, ezaltal az alkalmazott marker/marker
kombinaci6 diagnosztikus értékébdl jelentdsen veszitene. Sajnos lathatd, hogy a
markersorozat vérmintak esetében csak akkor ad megfeleld elkiilonitést, amennyiben
csak egészséges és vastagbélrdkos mintdkat vizsgalunk. Feltételezésink szerint a
sorozat klinikumban val6 alkalmazéasa esetén fenndllhat annak a lehet6sége, hogy

adenomas betegek valamelyik csoportba tévesen sorolddnak be.
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30. abra: ROC statisztika eredménye a vérmintas microarray mintasorozat elemein (47

minta) (A-C).
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12. téblazat: 11 marker diszkriminancia elemzés eredmeényei egészséges normal, adenoma és CRC mintak kilén csoportositasa

esetén.

Egészséges Adenoma Osszesen

_ |Adenoma 3 7 2 12
T —

25 58,3 16,7

_ |Adenoma 5 4 3
stk |
_|Adenoma
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13. tablazat: 11 marker diszkriminancia elemzés eredményei egészséges normal és vastagbélrdkos mintak esetében.

Egészséges Osszesen

%-0s érték

%-0s érték

CRC

21,1 78,9 100
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Amennyiben az adenoma minték téves besorolasa a vastagbélrakos mintacsoport
felé torténne, akkor a sorozat alkalmazhatésaga megmaradna, azonban vizsgalataink
eredménye azt mutatja, hogy az adenomak 41,7%-ban az egészséges csoporthoz, 25%-
ban a CRC-s csoporthoz (12. tablazat keresztvalidalt 6sszehasonlitas) sorolédnak.

Annak érdekében, hogy az adenomaés betegek egészséges, illetve vastagbélrakos
mintdk felé torténd soroldédasat meghatarozzuk, az adenomas és CRC-s mintakat
egyuttesen kezeltiik, igy ebben az 0Osszehasonlitasban az egészséges, illetve beteg
mintakat tudtuk elkiloniteni egymastdl (14. tablazat). Osszevetve az egészséges és
CRC mintak eredményével (13. tablazat) gyengébb értékeket kaptunk. Az egészseges
elkllonités az eredeti diszkriminancia szamitas esetén 93,8% helyett 81,3%-ra, a beteg
elkilonités 84,2% helyett 80,6%-ra mddosult. Az egészséges elkulonités kereszt-
validalt szamitasnal 62,6% helyett 56,2%-ra, a beteg elkulonités 78,9% helyett 64,5%-ra

maodosult.

14. tédblazat: 11 marker diszkriminancia elemzés eredményei egészséges €s

0sszevont beteg (adenoma és CRC mintak kozdsen) mintak dsszehasonlitasa soran.

Fuggetlen vérmintas mintasorozat (n=47)
Microarray. Egészséges és 'beteg' mintak.
Egészséges Beteg Osszesen

Eredeti szamitds Mintaszdm  Egészséges 13 3 16
Beteg 6 25 31
%-0s érték
Egészséges 81,3 18,8 100
Beteg 19,4 80,6 100
Kereszt-validalt Mintaszdm  Egészseges 9 7 16
Beteg 11 20 19
%-0s érték
Egészséges 56,3 43,8 100
Beteg 35,5 64,5 100
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6. MEGBESZELES

Génexpresszids vizsgalatok segitségével szamos, az adenoma-diszplazia-
karcindbma szekvenciat jellemzé jelatviteli expresszidés utvonal azonositasa Valt
lehetdvé. A nagy ateresztd képességli microarray technika vastagbélrdk esetében is
alkalmas arra, hogy az éppen aktudlis tumoros milieu génexpressziés mintazatat
jellemezziik, ezaltal jelent6s technika a vastagbélrak kialakuldsanak és a betegség
prognozisanak vizsgalataban, valamint a terapias valaszpredikcié vonatkozasaban is.

Az elmult évek soran szdmos betegsegspecifikus diagnosztikus és screening
biomarkert/biomarker sorozatot irtak le, azonban ezek klinikai validacioja soran atiitd
eredményt nem sikerllt elérni. Az aktudlisan alkalmazott vér és széklet alapu
tumormarkerek (Burch et al. 2007; Soreide et al. 2009; Newton et al. 2012)
szenzitivitdsa ingadozo, sok esetben nagyon alacsony (18-85%) vizsgalatok tipusatol
fliggben), am specificitasuk az esetek tobbségében megfelelé (85-90%). A vérben
vizsgalhaté markerek gyulladasos allapotokban is megjelennek, aminek kovetkeztében
érzékenysegik és fajlagossaguk tovabb romolhat.

A vastagbélrak kialakulasaért felelds markerek koziil szamos marker jel6ltet
Klinikai vizsgalat soran tesztelnek napjainkban. llyenek a székletben vizsgélt APC, K-
ras, L-DNS és p-53 DNS markerek. Nagy elényiik, hogy a székletben el6forduld
emésztett vér tartalomhoz képest a DNS-t hordozd sejtek levalasa a hamrétegrol
folyamatosnak tekinthetd, ezaltal a székletben 1évé sejtek mutacioi (K-ras, p53, APC),
mikroszatellita instabilitisa (MSI), vagy a hosszi DNS fragmentéaltsiga (L-DNA)
vizsgalhat6 (Tanaka et al. 2010).

A vérbdl kimutathato TIMP-1 fehérje olyan tébbfunkcios glikoprotein, amely
matrix metalloproteindzokat gatol. Vastagbéltumoros betegek esetében plazmaban
magasabb szintet mutat, mint mas betegcsoportokban (mellrak, colon adenoma, 1BD)
(Holten-Andersen et al. 1999, 2004a; Sorensen et al. 2008). Két fiiggetlen tanulmany is
megerdsitette, hogy az elérehaladott vastagbélrakos eseteket magas TIMP-1 szint
jellemzi (Holten-Andersen et al. 1999, 2004b). A vérplazma DNS marker SEPT9
szenzitivitdsa a kordbban emlitett egyedi markerekhez hasonldéan alacsonyabb a
Kivantnal (55-60%), melyet tobb fliggetlen vizsgalat is megerdsitett (Lofton-Day et al.
2008 és Church et al. 2014). A marker szenzitivititisa a CRC progressziojaval
parhuzamosan novekszik (stage I: 35%, II: 63%, Ill: 46%, IV: 77,4%), a specificitas
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stabilan a 90%-o0s érték felett marad. A rdkmegeléz6 allapotnak minésiilé ,,late-stage”
adenoma elkulonitésére azonban 11,2%-0s szenzitivitas alapjan alkalmatlannak
bizonyult (Church et al. 2014).

Szadmos igéretes vér alapd tumormarker jeloltet nem csak 6nalléan, hanem
panelben (DcR3, MIC1, Reg IV, Spondin-2 és Trail-R2) is vizsgéalnak, melyek esetén
onalléan a magas specificitas (~90%) mellett alacsony szenzitivitas (40-60%) mérhetd.
Kivételt képez a prolaktin (Soroush et al. 2004), a CCSA 2-4 (Brunagel et al. 2002) és a
laminin (Saito et al. 2005), melyek szenzitivitasa 80-90%. A panelben torténd
alkalmazasuk soran mind a szenzitivitas, mind a specificitas 90% f61é emelhetd.

A fentiek alapjan elmondhat6, hogy nagy igény van olyan vastagbélrak
specifikus biomarkerekre, melyek nemcsak szoveti, de vér szinten is alkalmasak arra,
hogy a betegséget megfeleld érzékenységgel ¢s fajlagossaggal jelezzék. Masrészt a
beteg egyiittmiikodése is jobb egy vérvételt tekintve — mely kevésbé invaziv vizsgalat —
a kolonoszkdpidhoz képest. Fontos figyelembe venni azt is, hogy mind a széveti, mind a
vér alapu vastagbélrdk biomarker vizsgalatok sordn az esetek tobbségében nem
vegezték el az egészseges es kolorektalis karcinoma csoportok mellett a rdkmegel6z6
allapotnak tekintheté adenomakkal torténd egyiittes Osszehasonlitast, igy a kozolt
szenzitivitas/specificitas értékek a legtobb esetben csak egészséges és vastagbélrakos
vizsgalatokra korlatozodnak. Ezek alapjan viszont felmeril a kérdés, hogy a benignus
tumorok kategorizalasa/besoroldsa a szenzitivitds €és specificitds értékeit miként
befolyasolhatja.

Vizsgéalatainkban torekedtink arra, hogy minél tébb kornyezetben (biopszia és
vermintdk) és technika megkdzelitéssel (génexpressziés microarray, RT-PCR,
immunhisztokémiai fehérje expresszid) vizsgaljuk meg a meghatarozasra kertlt marker
jelolt sorozatot. Vizsgalataink sordn olyan transzkriptum sorozatot hataroztunk meg,
amely alkalmas az ADCS atmenet jellemzése mellett, a sporadikus vastagbélrak
kialakulasaban dont6 fontossagt diszplazia-karcindma atmenet (tranzicio) jellemzésére
is, melynek &atmenete sordn erés elkiilonité hatast tapasztaltunk. Az altalunk
meghatarozott 11 marker jel6ltet tartalmazo csoport egyarant kifejezett elkiilonité hatast
mutatott egészseges/vastagbélrakos, egészséges/adenomas és adenomas/vastagbelrakos
mintak paros 6sszehasonlitdsa esetében és alkalmas volt az egyes betegségcsoportok

azonositasara és egymastol torténd elkiilonitésére is. Vizsgalatunk egyike az elsé
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tanulményoknak, melyben olyan teljes genom oligonukleotid microarray elemzést
végeznek, melyben az egészséges és vastagbélrdkos mintdk mellett adenomas
bioptatumokat is hasznal. Vizsgalatunk soran nemcsak teljes genom genexpresszios
vizsgalatot, de fehérjeszintli validaciot és komplex bioinformatikai elemzést is
végeztunk.

Az els6 korben 53 vastagbél biopszids mintan génexpresszids vizsgalatot
veégeztink, amely mintasorozat esetében meghatarozott betegség-specifikus génszet
elkiilonité képességét tovabbi 94 tagu mintasorozaton — fuggetlen biopszias mintan —
genomszintii génexpresszids array vizsgalatunkban validaltunk.

Az ,tréning” mintasorozat mintainak esetében a diszkriminancia elemzés a
mintak 96,2%-at — keresztvalidacio esetén 83%-at — a csoportbeosztasnak megfeleléen
sorolta be. A ,teszt” mintasorozat mintainak esetében a diszkriminancia elemzés a
mintdk 93,6%-a — Kkeresztvalidicié esetén 91,5%-4 - a csoportbeosztasnak
megfeleléen sorolta be. Az atsoroléddsok az adenomés és vastagbélrakos mintak
esetében torténtek egymas csoportjai, illetve az egészséges mintacsoport felé. A paros
ROC 0sszehasonlitasok eredményei (szenzitivitds €s specificitds) még ennél is
magasabb szazalékos értékeket mutattak.

A ,tréning” és ,teszt” mintasorozat elemzésének szétvalasztasa azért
kiemelendé, mivel eltérések voltak a minta el6készités folyamataban (CRNS
szintéziséhez és fragmentalasahoz eltérd kit-ek alkalmazésa), és ez befolyasolhatja a
kapott eredményeket, ezaltal talbecsiilve a kiilonbozé stddiumok  kozotti
megkiilonboztethetéség hatdsfokat. Azonban mindkét mintasorozat esetében nagyfoku
eltérést sikerult detektalnunk, kulon figyelmet érdemel az egészséges mintak kivalo
elkilondlése benignus és malignus tumormintaktol.

Az igy kapott eredményeket in silico validacidnak is alavetettiik, a Gene
Expression Omnibus adatbazis alkalmazasaval tovabbi fuggetlen, teljes genom szinti
microarray adatokon is leteszteltiik az eredetileg meghatarozott betegség-specifikus
transzkriptum csoportunkat. A vizsgalatba vont két in silico vizsgalat eredménye a
transzkriptumok  jelentds részében megerdsitette sajat microarray  kisérlet
eredmenyeinket. Fékomponens-elemzés szerint az egészséges vs. benignus adenoma
(GSE8671), valamint egészséges vs. malignus tumor csoportok elkilondlése

bizonyossagot nyert (GSE18105). Tovabbi in silico vizsgalatunkban — mivel sajat
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vizsgalataink soran nem nyilt lehet6ségiink mikroszatellita instabilitas és metilacios
fenotipus vizsgalatara — a GSE39582 azonositd szamul vizsgélat Kivalasztott 19
egészséges mucosa, valamint 24 CIMP- és 13 CIMP+ és 14 MSI és 22 MSS
vastagbélrak mintajanak 6sszehasonlitasat is elvegeztik. Szignifikans eltérést a
vastagbéltumorok esetében, tekintettel metilacios fenotipusukra, illetve mikroszatellita
instabilitasukra nem talaltunk, azonban az egészséges mucosa vs. CRC mintak
0sszehasonlitdsa sordn minden transzkriptum esetében szignifikans eltérést
tapasztaltunk.

Génexpresszios microarray vizsgalatainkat valos ideji RT-PCR mddszerrel is
igazoltuk. Az eljards soran azonositott 11 transzkriptumbdl &ll6 markersorozat
alkalmazhaténak bizonyult egészséges, adenomés és CRC-s biopszias mintak
elkilonitésére. A diszkriminancia elemzés a mintdk 95,6%-at — a keresztvalidacio
esetén 91,5%-at — a csoportbeosztasnak megfeleléen sorolta be. Ezen feliil a sorozat
alkalmasnak bizonyult arra is, hogy elkllonitsik a high-grade diszplasztikus
adenomakat és a korai vastagbélrdkos mintadkat magas specificitds és szenzitivitas
értéekek mellett. A RT-PCR eredmények szenzitivitasa és specificitdsa magasabb volt,
mint a kiindulasként szereplé 0sszevont microarray mintasorozat esetén mért 83,3%-0s
specificitas és 100%-0s szenzitivitas. A validacio soran 90,9%-os specificitast és 100%-
0s szenzitivitas mértiink, amely 100%-os elkilonitésre modosult a mintdk utankovetése
utan, mivel kiderult, hogy kordbban két high-grade diszplasztikusnak vélt minta
valdjaban in situ karcinébmakeént lett megallapitva a masodik patoldgiai szakvélemény
szerint. A konvencionalis PCR mddszerrel betegségspecifikus minta elkildnitést
hajthatunk végre alacsony koltségvonzati modszer alkalmazasaval. A kvantitativ RT-
PCR vizsgalatok alkalmassaga, a diagnosztikai vizsgalatok koltséghatékony és
rutinszerli alkalmazdsa megerdsitést nyert. Automatizalasuk is egyszeriibb, igy a
mintafeldolgozas a teljes RNS izolalastol a tényleges génexpresszios elemzesig
automatizalhat6, egyszerusithetd.

A meghatarozott markersorozat alkalmazhatdsagat nemcsak vastagbél biopszias,
de periférias vérmintak alkalmazasaval is Kiprobaltuk. Paronkénti 6sszehasonlitas soran
ugyan magas elkiilonité kepességet sikerllt elérnlink, azonban diszkriminancia
elemzésiink eredményei alapjan azt tapasztaltuk, hogy szdmos egészséges minta

atsorolédik az adenoma mintacsoportba, ami az eredeti, lokalis (vastagbél biopszias)
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génexpresszios markersorozat elkiilonité képessegét periférids vérmintak esetében
jelentésen csokkentette. Az esetek donté tobbségében (a mintak 40%-at meghaladdan) a
jéindulatu tumorok besorolodasa sem volt megfeleld. Az egészséges mintak 75%-a, az
adenoma és a vastagbélrdkos mintak 58,3% és 73,7%-a sorolodott megfeleléen az
diszkriminancia elemzés eredeti szamitasa alapjan. Paros ROC elemzések soran legjobb
értékeket az egészséges vs. vastagbélrdkos mintdk esetében kaptuk, 84%-0s
szenzitivitds mellett 100%-o0s specificitast. Ezek az értékek meghaladjdk szamos
klinikai alkalmazasban, illetve preklinikai vizsgalati stddiumban 1évé marker 18-85%
kozott varidlo szenzitivitasat, és 85-90% kozotti specificitasat (Newton et al. 2012).
Amennyiben az egészséges mintékat jo és rosszindulati daganatok ellenében vizsgaltuk,
az egészséges mintadk 81,3%-a, a benignus és malignus tumorok 80,6%-a sorolodott
megfeleléen az eredeti elemzés alapjan. Megjegyzendd, mint ahogy korabban irtuk a
legtobb molekularis biolégia markerszet vizsgalata sordn csak egészséges és
vastagbélrakos mintékat hasonlitottak 6ssze mas munkacsoportok, igy ezen vizsgélatok
esetében fenndll annak a lehetdsége, hogy a leirt magas szenzitivitasu €s specificitast
elkiilonité hatds a valdsdgban alacsonyabb fajlagossagi és érzékenységi mutatokkal
rendelkezik.

A 11 marker kozil — egy kivételtsl eltekintve (COL12A1) — mindegyik (IL8,
MMP3, IL1B, CHI3L1, GREM1, IL1IRN, CXCL1, CXCL2, CA7 és SLC7Ab) ismerten
részt vesz a kolorektalis karcinogenezis folyamataban és a tumoros propagatioban. Hat
marker (IL8, CHI3L1, CXCL1, CXCL2, MMP3 és SLC7Ab5) esetében mar korabbi
microarray tanulmanyokban is eltéré expressziot talaltak egészséges vs. vastagbélrakos
mintak esetében (Shih et al. 2005, Birkenkamp-Demtroder et al. 2005, Chen et al. 2011,
Hannelien et al. 2011, Yan et al. 2012). Biopszids mintakon végzett microarray
génexpresszios eredményeink 9 transzkriptum esetében Iépcsbzetes emelkedést
mutatnak az ADCS soran. A GREM1 esetében az adenoma és egészseges
génexpresszios aktivitas azonos szinten all, a kolorektalis karcindbma mintakkal valo
0sszehasonlitasban mindkét csoport alacsonyabb génexpresszids szintli. Tovabbi eltérd
génexpressziot figyeltiink meg a CA7 esetében, ahol a benignus és malignus mintak
jellemzben alulexpresszaltak voltak az egészséges mintakhoz viszonyitva. A ,tréning”
sorozat eredményei esetében megallapithatjuk, hogy — valdsziniileg a fentebb emlitett

hibridizacids eltéréseknek koszonhetben — az egészséges és adenomas mintak minden

101



DOI:10.14753/SE.2016.1807

esetben kozelebbi expressziot mutattak egymashoz, mint az adott transzkriptum
validaciojaként elvégezett ,,teszt” microarray és fiiggetlen RT-PCR mintasorozatokon
elvégzett vizsgalatok. Tovabbi LCM microarray génexpresszios vizsgalatok alapjan az
ILIRN és IL1B esetében, eltéré expresszios valtozasokat tapasztaltunk mind ham, mind
strobma régidban. Lépcsbzetes ADCS expresszios valtozast tapasztaltunk 1L8, CXCLI,
CXCL2, CHI3L1, és COL12A1 markerek esetében hdm régidban. Dont6 tobbségiikben
stromalis emelkedett génexpresszid volt megfigyelheté vastagbélrak mintacsoport
esetében. A fennmarad6 4 marker esetében, a CA7, mely egyeduliként az egészséges
mintdkban mutatott nagyobb aktivitast, a hamban szintén ilyen iranyultsagu eltérést
mutatott. Az SLC7A5 és GREML1 esetében mind strdméban, mind hamban emelkedett
aktivitast mutattak a CRC-s mintak, az MMP3 esetében — egyedili markerként — csak
stromaban tapasztaltunk emelkedett iranyu pozitivitast.

A génexpresszios microarray és valos ideji RT-PCR vizsgalataink esetén
tapasztalhatd eltéréseket a mintacsoportok kozott részben fehérje expresszios
mintazatok vizsgalata is igazolta, hiszen 0Osszesen 7 antitest esetében sikeresen
vizsgaltunk fiiggetlen mintdk fehérje expresszidjat is. Lépcsdzetes valtozas figyelhetd
meg a ham régidban 1L8, CXLC1-2 és SLC7A5, COL12A1 markerek esetében. MMP3
esetében inkdbb a stromalis régioban figyelheté meg a CRC iranyaba fokozodd
valtozas. CA7 esetében a génexpresszids elemzések esetében megfigyelt csokkend
expresszio figyelhetd meg tumoros iranyba.

Génexpresszids €s immunhisztokémiai vizsgalataink soran biopszids mintakon a
vizsgalt markerek valtozasait, kilon-kilon is megvizsgaltuk, melyet a gének rovid
bemutatdsaval egydttesen targyalunk. A karbon anhidraz-7 (CA7) egy cinket
Emlésokben osszesen 13 aktiv CA-izoenzimet ismerink. Némelyik CA-izoenzimrol
(CA2, CA9 és CA12) mar leirtak, hogy részt vesznek a tumor kialakulas folyamataban
(Haapasalo et al. 2007), s6t a CA-csalad tagjait elsdként vastagbélrakban azonositottak.
CRC esetében a CA2 kifejezddése csokkent, a CA9-¢ nétt (Kivela et al. 2001). A CA9
és a CA12 vonatkozasaban azt is megfigyelték, hogy invaziv mellrak esetében utobbi
kifejezetten alkalmas prognosztikai és eldjelzé marker (Watson et al. 2003). A CA7
esetében mi allapitottuk meg els6ként a vastagbélrakkal vald kapcsolatat, el6ttiink még

semmilyen rédkos megbetegedésben sem azonositottak. Vizsgalataink soran ennél a
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markernél tapasztaltuk csak azt, hogy egészséges mintakon emelkedett expressziot
mutat. Ennek feltételezheté oka az, hogy a gén metilalodik, tehat expresszidja
alacsonyabb értékii a vastagbélrakos mintakban (Pastorekova et al. 2006). LCM
microarray vizsgalataink soran is emelkedett expresszidt tapasztaltunk hamban és
strbméban is az egészséges mintaknal. Immunhisztokémiai vizsgalataink is
megerésitették a felszini hamban az emelkedett expresszid intenzitast (jellemzo
empirikus score érték: +2) egészseges mintakban. Ez az intenzitds a kripta bazisa felé
folyamatos csdkkent. Benignus és malignus tumorok esetében kdzepesen erés, illetve
gyenge intenzitasu (jellemz6é empirikus score érték: +1 és 0) immunreakciokat
figyeltiink meg.

Az interleukin-1 (IL-1) és az interleukin 1 receptor antagonista (IL1RN) jol
ismert proinflammatorikus citokinek, pleiotrép biologiai hatassal rendelkeznek. A
csaladba 3 fehérje tartozik: az IL1A, az IL1B és inhibitoruk, az ILIRN. Az IL1B-t
tobbek kozott a monocyta/makrofag rendszer sejtjei termelik, és mind az akut, mind a
krénikus gyulladasos folyamatokban részt vesz, de a tumoros mikrokornyezet
stimuldlasaban is szerepe van, eldsegitve a proliferaciot és az angiogenezist. Magas
IL1B mRNS expresszid figyelhetd meg kissejtes tiidorakban (Landvik et al. 2009).
Ismert az is, hogy az IL1B polimorfizmus 6sszefliggést mutat Dukes' B stadiumd
vastagbélrakkal (Lurje et al. 2009), azonban pontos funkcidja a tumoros propagatiéban
meg nem teljesen ismert. Ismert, hogy az IL1B a karcinogenezis egyik kozvetitéje (Apte
et al. 2008), szamos rakos megbetegedés esetében valtozik az expresszidja (tiidorak,
leukémia, borrak, mellrak és vastagbélrak) (Xu et al. 2013). Biopszids mintdkon végzett
génexpresszios elemzéseink esetében az ADCS soran folyamatos emelkedeést figyeltiink
meg. LCM microarray 6sszehasonlitasaink soran mind egészséges, mind CRC-s mintak
esetében expresszio emelkedést hataroztunk meg, mind a ham, mind a stréma régidban.
Az IL1IRN ezt részben megerdsitették az immunhisztokémiai vizsgalataink, melynek
soran az egeészséges morfologidju metszeteken a hamsejtekben erds citoplazma festodés
mellett, viszont mind az adenomas, mind a CRC-s hdmban csokkent festédést
figyeltlink meg.

A kovetkezd 3 gén a kemokin géncsaladhoz tartozik. A fehérjék, melyeket
kodolnak olyan kisméretti (8-14kD), féleg bazikus, szerkezetileg kapcsolt molekulak,

melyek szabalyozzak egyes leukocytdk mozgasat, kemotaktikus hatasuak. Kritikus
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szerepet jatszanak az immunvalaszban, az immunsejtek gyulladés teriilethez torténd
toborzasaban (recruitment). A csalad tagjai két alcsaladra oszthatéak: a CXC és a CC
csoportokra. Az elkilonités alapja a 4 konzervalt cisztein els6 két tagjanak
elhelyezkedése. Amennyiben a 2 cisztein kdzott egy aminosav talalhatd, akkor CXC
kemokinrél, amennyiben kozottiik nem taldlhaté aminosav, akkor pedig CC kemokinrdl
beszéliink. Az interleukin-8 (IL8) a CXC kemokin csal&d tagja. A gyulladasos valasz
egyik fo kozvetitoje, két G fehérje receptorhoz (CXCR1 ¢és CXCR2) kapcsolodik.
Sejtproliferaciot és migraciot okoz, tobbek kdzott metalloproteindz bontassal (Verbeke
et al. 2011). Fokozott expresszidja szdmos rakban, endothel sejtben, tumor-asszocialt
makrofagban arra utal, hogy az IL-8 jelentds regulacios faktora a tumoros
mikrokornyezetnek. Expressziojat stimuldljak a proinflammatorikus citokinek (TNF,
IL-1B), kémiai és kornyezeti stressz faktorok (hypoxia és kemoterapias szerek hatéasa),
ill. szteroid hormonok (androgének és Osztogének). A tumorsejtek proliferacidjat és
talélését autokrin jelatviteli Uton is eldsegitheti. Szdmos tumoros betegségben
vizsgaltdk, mint prediktiv faktort, tobbek kozott hererdkban (Kocak et al. 2004),
prosztatarakban (Duan et al. 2005) és vastagbélrakban (Cacev et al. 2008, Doll et al.
2010). Expressziojat azonban szamos gyulladasos allapot befolyasolhatja. Ebbdl
kifolydlag Onalléan nem, de méas potenciélis biomakerekkel egyittesen alkalmazva
igéretes tumorspecifikus marker lehet (Shahzad et al. 2010). Biopszias mintakon végzett
génexpresszios elemzéseink esetében az ADCS soran folyamatos expresszié emelkedést
figyeltink meg. LCM microarray 0sszehasonlitasaink soran a vastagbélrakos mintak
megemelkedett expresszidt figyeltink meg, mind ham, mind stroma esetében. A
génexpresszios eredményeket megerdsitik tovabbi immunhisztokémiai vizsgalataink,
melyek soran az egészséges mintakban a hamsejtek gyenge difflz citoplazmatikus
festddéstiek voltak. Adenoma hamban kismértékii immunpozitivitas novekedése volt
megfigyelhetd, mig vastagbélrakos mintak esetében kozepesen erds/erés magfestés,
illetve az adenomanal erdsebb citoplazmatikus festodést detektaltunk.

A kemokin (C-X-C motivumos) ligandum 1 és 2 (CXCL1 és CXCL2) a CXC
kemokin csalad tagjai 90%-ban megegyezik az aminosav sorrendjiuk, s ugyanazon a
receptoron — CXCR2 — fejtik ki hatasukat. Alapvetd szerepet jatszanak az angiogenesis,
gyulladas, sebgyogyulas, valamint a tumorkialakulas folymataban. Kiilonb6z6 tumorok

novekedése és terjedése sordn eltérd expresszid jellemzi Oket. Fokozott miikodést
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mutatnak vastagbélrakban (Verbeke et al. 2011, Hannelien et al. 2011), borrakban
(Dhawan et al. 2002) és mellrdkban (Vazquez-Martin et al. 2007; Lerebours et al.
2008). A CXCL2 vastagbélrakban feliilexpresszalt, s feltételezhetd, hogy fontos
szerepet jatszik a diszplazia-karcinbma atmenetben (Eberhart et al. 1994, Doll et al.
2010, Sarvaiya et al. 2013). Biopszids mintakon végzett génexpresszids elemzéseink
meger6sitették a publikdcidkban kozolt fokozott génexpresszidt vastagbélrakban. LCM
microarray vizsgalataink soran a vastagbélrakos mintak esetében figyeltiink meg
expresszié emelkedést, mind ham, mind stroma régidban. Immunhisztokémiai
Osszehasonlitdsok soran a fehérje hambeli expresszidja egészséges mintdkban enyhe,
diffuz citoplazmatikus volt (jellemz6 score érték: +1). Génexpresszids vizsgalatainkat
megerdsitette, hogy az adenomakban és karcinomédkban a ham fehérje expresszioja
er0sebbnek bizonyult és sejtmagpozitivitas is megjelent. Az adenoma és vastagbélrak
mintdk kozott eltérést figyeltink meg (+1 és +2 score értékek egyarant jellemzdek
voltak).

A gremlin-1 (GREM1) a TGFB jelatviteli utvonal egyik inhibitora, valamint a
csont morfogenetikus fehérjék (BMP) antagonistaja. Microarray kisérleti eredmények is
bizonyitjak, hogy a GREM1 — szamos mas BMP antagonistaval egytt — szerepet jatszik
szamos rakos sejt tulélésében és proliferacijaban, valamint a fejlédés korai
szakaszaban és a tumorképzOdésben is részt vesz. Szoveti microarray vizsgalatok
alapjan hasnyalmirigy, vastagbél, tiid6, mell és hererak esetében is (Sneddon et al.
2005) fokozott fehérje expressziot mutatott. Biopszias mintakon végzett génexpresszids
elemzéseink alapjan az egészséges és adenoma mintacsoportok kozoétt szignifikéns
eltérést nem tapasztaltunk. Vizsgalataink is megerésitették a vastagbélrakos mintak
emelkedett expresszié valtozast mindharom génexpresszios vizsgalat esetében. LCM
microarray vizsgalataink soran megerdsitettik a vastagbélrakos mintak emelkedett
expresszid valtozésat, mind ham, mind strdoma régioban. Immunhisztokémiai
vizsgalatokat nem végeztiunk ennél a marker jeloltnél.

XII tipusu al kollagén (COL12A1) olyan fontos folyamatokban vesz részt,
mint a csontrendszer fejlodése, vagy a sejtadhézio. Vastagbélrdkban fokozott
expressziot figyeltek meg (Karagiannis et al. 2012). Ezt megerésitették génexpresszios
vizsgalataink is, a vastagbélrakos mintak iranyaba fokozddé expressziot figyeltiink meg.

A trend hasonld volt LCM microarray esetében is, bar stroma esetén az egészséges €s
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adenomds mintacsoportok  kozott nem  tapasztaltunk  szignifikdns  eltérést.
Immunhisztokémiai vizsgalataink sordn a hdmexpresszio elenyészé volt mindharom
mintacsoport esetében, azonban az adenoma-karcindma szekvencia soran a stromaban
fokoz0do expresszidt figyeltink meg.

A kitinaz-3-szerii fehérje 1 (CHI3L1) a kitinazok csaladjaba tartozik, melyek a
kitin hidrolizaciojaban jatszanak szerepet. Egy olyan helper T sejt aktivalo citokin, ami
mind a tumoros mikrokérnyezetben, mind a tumoros betegek vérszérumaban emelkedett
szintet mutat (Hegdall et al. 2009). Expresszios szintje szorosan korrelal a tumoros
megbetegedés stadiuméaval és a varhatd atlagos tuléléssel is, ezéltal biomarkernek
kifejezetten alkalmas (Johansen et al. 2003). Vastagbélrak mellett (Chen et al. 2011)
tobbek kozott petefészekrdkban (Hegdall et al. 2009), mellrakban (YYamac et al. 2008)
és prosztatardkban (Kucur et al. 2008) figyelték meg expresszio emelkedését.
Génexpresszids vizsgalatainkban az ADCS soran folyamatosan novekvd expresszid
valtozas figyeltink meg, melyet az LCM microarray vizsgalatok is megerdsitettek,
kilonosen ham esetében. Immunhisztokémiai vizsgalatokat nem végeztiink ennél a
marker jeldltnél.

A folyadék transzporter csalad 7, 5. tagja (SLC7ADb) pozitiv toltési aminosav
szallité molekula, ami fontos szerepet jatszik a sejtproliferacié és az angiogenesis
folyamatéban, de az in vivo tumorndvekedesben is szerepe van. Biomarkerként vald
alkalmazasa mar mell- (Shennan et la. 2008), tiid6- (Imai et al. 2009) és prosztatarak
(Sakata et al. 2009) esetében is bizonyitottan eredményes. Génexpresszids vizsgalataink
soran az ADCS sordn novekvd génexpressziot figyeltink meg. LCM microarray
vizsgalatok sordn a vastagbélrakos mintak esetén tapasztaltunk megemelkedett
génexpressziot. Immunhisztokémia esetén a hamszovetekben, az egészséges mintakban
gyenge/kdzepes (jellemz6 score érték: 0 és +1) erdsségii diffiz citoplazma festédést
talaltunk, mely az adenoma mintacsoportnal erésebbé valt (jellemz6 score érték: +1).
Vastagbélrakban a festédés intenzitasa hasonld volt az adenoma mintacsoport tagjaihoz,
azonban néhany esetben kifejezetten erds plazma festddést lattunk (jellemzd score érték:
+2).

A matrix metalloproteinaz-3 (MMP3) a matrix metalloproteinaz csaladba
tartozik, az extracellularis matrix lebontasaban vesz részt olyan normalis fiziologiai

folyamatok sordn, mint az embrionalis fejlddés, reprodukcid, de szerepe van olyan
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korfolyamatokban is, mint egyes izlleti gyulladasos allapotok, vagy a rékos sejtek
ndvekedése, apoptozisa, ill. az angiogenesis. Az MMP-3 expresszio valtozasat néhany
tumor esetében — melanoma (Tas et al. 2008), vastagbélrak (Jeffery et al. 2009) és
gyomorrak (Yeh et al. 2012) — leirtdk mar. Génexpresszids vizsgalataink soran
fokozatosan emelked6 expressziot figyeltiink meg az ADCS sordn. LCM microarray
eredmények héam régidban moderalt emelkedést mutattak mind benignus, mind
malignus tumorokban, stroma régidban pedig csak a vastagbélrakos mintacsoportban
erdsitettétk meg megfigyelésiinket. Immunhisztokémiai vizsgélataink soran az
egészséges stromaban kismértéki, gyakrabban kozepes expresszidja volt megfigyelhetd.
Adenoméban a stromasejtek MMP3 termelésének emelkedését figyeltik meg
(kbzepesen erGs/erés expresszio), mig vastagbélrak esetében az MMP3 expresszio
legtobbszor erés volt. Egészséges stromaban néhany sejt gyenge pozitivitast mutatott,
mig adenomaban ¢és karcindmban a stromalis sejtek nagy szazaléka kdzepesen erds/erds
festddést mutatott.

Tovabbi immunhisztokémiai vizsgalataink arra irdnyultak, hogy minél kevesebb
antitest bevonasaval a legjobban elkilénithessik az ismeretett mintacsoportokat,
kilonos tekintettel a Klinikailag is fontos high-grade diszplasztikus adenoma és korai
vastagbélrak mintakat. Uj vizsgalataink soran két antitest bizonyult a legjobbnak, a
CXCL1-GRO mely mind hamban, mind lamina propridban, az MMP3, pedig lamina
propridban mutatott markans eltérést. Mindkét vizsgalt fehérje expresszids mintazat a
lamina propridban mutatott pozitiv korrelaciot az ADCS soran. Az alkalmazott Fisher-
egzakt teszt eredménye alapjan szignifikans eltérést (p<0,0001) tapasztaltunk
diszplasztikus adenoma és korai vastagbélrakos mintak esetében a mintacsoportok
kozott. A két marker egylttes alkalmazasa diszkriminancia elemzés soran, 88-89%
korili megbizhat6 csoportba valé sorolddast mutatott, mind a diszplasztikus adenoma,

mind Kkorai vastagbelrakos mintak esetében.

107



DOI:10.14753/SE.2016.1807

7. KOVETKEZTETESEK

Eredményeinket osszefoglalasat kovetéen megallapithatjuk, hogy az egészséeges,
adenoma és vastagbéltumoros szoveti mintdkbol izolalt totdl RNS alkalmasnak
bizonyult teljes genomszintii microarray vizsgalathoz, melynek alkalmazasaval tobb
10.000 gén egyidejii vizsgalatara nyilik lehetéség. Vizsgalatunkban ismételt microarray
vizsgalatokat alkalmazasakor olyan 11 tagd markercsoportot hataroztunk meg, amellyel
lehetségiink nyilt elkiiloniteni a vizsgalati mintacsoportokat. Az emlitett markerek
egyuttes alkalmazésaval az adenoma-diszplazia-karcinbma szekvencia valtozasok egyes
stddiumainak meghatarozéasara — mellyel a betegség progressziot tudjuk meghatarozni —
lehetdségiink nyilik. Eredményeinket in silico adatok bevonésaval is megerdsitettiik, a
markersorozat egyiittes valtozasai mas kutatocsoportok altal elvégzett vizsgalatokban is
nagyfoka elkiilonitést tesznek lehetdvé. Az azonositott transzkriptumsorozat
alkalmasnak bizonyult a high-grade diszplasztikus adenoma és a korai vastagbélrakos
mintak elkiilonitésére, mely elkiilonitéssel lehetdség nyilik a tumoros progressziod
pontos mértékének meghatarozasara. Klinikai alkalmazasban a pontos benignus,
malignus meghatarozas kiemelten fontos feladat. Tovabbi vizsgalatok sordn (RT-PCR
és immunhisztokémia) sikeriilt a markerek eltérését megerésiteni, olyan technikék
alkalmazéasaval melyek koltségigénye lényegesen alacsonyabb, sikeresebben és
hatékonyabban alkalmazhatdak a késébbiekben esetleges klinikai vizsgalatokban. A
szoveti markersorozat vérmintakon is nagyfoka elkilonitést mutatott egészséges €s
beteg mintak 0sszehasonlitasakor. Vizsgalataink rdmuttatnak arra, hogy a sok esetben
kérdéses, nehezen osztalyozhatdé szdvettan ellenében a génexpresszios technikak
bevonasaval pontosabb diagnosztikai kiértékelést érhetlink el. Koltséghatékony
technikai megkozelitéssel a mindennapi rutinban is hasznalhaté vizsgalati
megkozelitéseket vezethetink be. Végsé soron a minél kevésbé invaziv vizsgalati
modszerek térnyerése lenne el6nyds, mind a vizsgalatokon vald részvételi arany

ndvelése, mind a vizsgalatok érzékenységének ndvelése érdekében.
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8. OSSZEFOGLALAS

Génexpresszids vizsgalataink soran olyan mRNS biomarker sorozatot
azonositottunk, amelynek segitsegével az egészséges szovet, adenoma és karcinoma
allapotok kozott megbizhatd, magas érzékenységii és fajlagossagu elkiilonitést sikertilt
elérniink. Ezen biomarkerek az adenoma-karcinbma atmenetben progressziv eltéréseket
mutatnak, melynek valtozasait mind a 11 marker esetében vizsgaltunk microarray
(biopszias, illetve lézer-mikrodisszekalt mintdk esetében), RT-PCR, valamint
immunhisztokeémiai vizsgalatok sordn. Mindharom technikai megkdzelitéssel siker(lt az
egyes biomarkerek valtozo kifejez6dését igazolnunk.

Az azonositott biomarker sorozat elkiilonité hatasat in silico modszerrel, a GEO
adatbazis felhasznalasaval egészséges és adenoma (GSE8671), valamint egészséges és
vastagbéltumoros, fuggetlen biopszia mintakon is igazoltuk (GSE18105). A malignus
vastagbéltumorok esetében a transzkriptum sorozat tagjainak mikroszatellita
instabilitasat, illetve metilacids fenotipus specificitasat in silico vizsgalatban tisztaztuk.
A GSE39582 azonositd szaml génexpresszids microarray vizsgalatban, CIMP- és
CIMP+, valamint MSI és MSS beosztas esetében a transzkriptumok nem mutattak
szignifikans eltérést, az egészséges mintak ellenében viszont igen. Ezen utobbi eltérések
megerdsitik sajat microarray és RT-PCR vizsgalataink, valamint az in silico vizsgalatok
eredményét.

Beteg nyomonkdvetést kovetden a sorozat alkalmazasa soran sikeresen
detektaltuk ket high-grade diszplasztikus adenomas mintérdl, hogy azok val6jaban korai
vastagbélrdkos mintdk. A biomarker sorozat alkalmazhat6sdga ebben az esetben
érzékenyebb volt, mint a patologiai véleményezés. Az atsorol6das utan mind
microarray, mind RT-PCR-es validacio magasabb specificitast eredményezett.

Fehérjeszintii vizsgalatokkal fehérjeszinten is igazoltuk, hogy a biomarkerek
kozll az MMP3 és a CXCL-GRO egyiittes alkalmazésa erés elkiilonitést biztositott
high-grade diszplasztikus adenoma és a korai-vastagbélrak kozott.

Az alkalmazott biomarker sorozat elkiilonitd ereje szérum markerként is jo
elkllonitést biztositott abban az esetben — sok nemzetkdzi 6sszehasonlitdshoz hasonldéan
— amennyiben egészséges és vastagbélrakos mintakat hasonlitottunk 0ssze. A sorozat
ereje csokkent amennyiben az adenomak megfeleld csoportba vald sorolodasat is

vizsgaltuk.
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9. SUMMARY

During gene expression examination we have searched mRNA biomarker set that could
provide reliable, high sensitivity and specificity separation for healthy normal, adenoma
and CRC samples. These markers show progressive differences within adenoma-
carcinoma transition sequence. Each of the 11 markers was examined according to these
changes in case of micrarray (biopsy and laser capture microdissected samples), RT-
PCR and immunhistochemistry. All three technical approach were prosperous in justify
the changing of expression among sample groups.

Differential effects of the identified biomarker series were confirmed with in silico
method, using the GEO database. Independent healthy normal and adenoma
(GSE8671), and healthy normal and CRC (GSE18105) samples were examined to
confirm our findings. Further in silico examination (GSE39582) confirmed that there
were no signficant differences among CIMP- and CIMP+, MSI and MSS comparisons
of tumors in the aspects of 11 transcripts. Comparing these samples to healthy mucosa
showed significant alteration in all cases.

After patient follow-up after two high-grade dysplastic adenomas were successfully
detected as early colon cancer samples. Applicability of biomarker set was more
sensitive than the pathology opinion. After correct regrouping both microarray and RT-
PCR validation resulted higher specificity.

Immunhistochemical studies have also confirmed that the use of combined biomarkers
of MMP-3 and the CXCL1-GRO provided a strong separation between high-grade
dysplastic adenomas and early-colon cancer.

The applied biomarker set provided good separation as serum marker if healthy and
normal colon cancer samples were compared, similarly to other international
comparisons. The power of the set decreased if adenomas were involved in the

examination.
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13. MELLEKLETEK I.

Karcinogenezis folyamata sporadikus vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan):

10 egészseéges mucosa

Szerzé Ev Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmények Validéacio
Alon 1999 | Affvmetrix 40 adenokarcinoma Karcindma vs. egészséges 2000 elkiilénitd gént -
y 22 egészséges colon mucosa azonositottak
10 adenokarcinéma )
Notterman| 2001 | Affymetrix 4 adenoma Karcmpma,vs. adenoma vs. 4000 elkulf)nlto gént RT-PCR
72 oaperet I egészséges mucosa azonositottak
egészséges colon
10 primer tumor i
Yanagawa [ 2001 cDNS - - Primer tumor vs. metasztazis 47 elkulo?lto gke nt RT-PCR
10 hozzatartozé metasztatikus 16zi6 azonositotta
, 8 adenokarcinoma Karcinéma vs. egészséges 235 elkiilonité gént
Kitahara 2001 CDNS 8 egészséges mucosa mucosa azonositottak RT-PCR
9 adenoma
Lin 2002 cDNS 11 adenokarcindma Adenoma vs. karcindma >0 elkulo?lto gent RT-PCR
azonositottak
20 hozzatartoz6 egészséges mucosa
9 adenokarcinéma i Ty PSP
Zou 2002 CDNS Karcinoma vs. egeszséges 250 elkulqmto gént RT-PCR
8 egészséges mucosa mucosa azonositottak
60 kiilonboz6 stadiumu primer
Agrawal 2002 | Affymetrix adenokarcinéma Karcindma vs. maj attét vs. 339 tumor progresszidval | Northern
egészséges mucosa Osszefiiggd gén blot
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Karcinogenezis folyamata sporadikus vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan) folytatasa

Szerzé Ev Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmények Validéacié
20 adenokarcinéma inA Ay s cn
Williams 2003 <DNS , ——— Karcinoma vs. egészséges 2632 elkul?mto gént RT-PCR
20 hozzatartoz6 egészséges mucosa mucosa azonositottak
20 kiilonboz6 stadiumi primer Az alkalmazott
adenokarcindma génszelekciés modszer
Frederiksen| 2003 [ Affymetrix Molekularis osztalyozés alapjan 74, ill. 124 -
5 egészséges mucosa elkiilonitd gént
azonositottak
12 adenokarcinéma - i o
Kwon 2004 cDNS Karcindma vs. egeszséges 112 elkulqrtll‘;? Eent RT-PCR
12 hozzétartozé egészséges mucosa mucosa azonositotta
25 kiilonbozo stadiumi primer Primer tumor vs. 40 elkiilonito gént
adenokarcinéma egészséges mucosa azonositottak
Koehler 2004 CDNS 25 hozzatartoz6 egészséges mucosa Primer tumor vs. Nem talaltak RT-PCR
— — tasztazis génexpresszids
14 méj metasztazis me kiilénbséget
14 primer mCRC ; i s
Li 2004 CDNS Primer tun}o_r Vvs. 429 elkulqmto gént RT-PCR
11 primer non mCRC metasztazis azonositottak
22 adenokarcinbma Karcmomri L}/Cs0 Sfeageszseges 245aze(1)1r<]1(1)1§?;?aﬁent
Bertucci 2004 cDNS - — PR IHC
o Jobb és bal oldali primer 46 elkiilonito gént
23 egészséges mucosa .
tumor azonositottak
30 adenokarcindma Karcing . 451 elkiilénits eént 5 korabbi
Croner 2005 | Affymetrix ) o arcinoma vs. €geszseges CIRUIONTO Sehl publikalt
30 hozzatartoz6 egészséges mucosa mucosa azonositottak tanulmany
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Karcinogenezis folyamata sporadikus vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan) folytatasa

6 egészséges mucosa

Molekuléris osztalyozas

C stadium kozott

50 elkiilonité gént
azonositottak Dukes' C és
D stadium kozott

19 elkiilonito gént
azonositottak Dukes' C és
D stadium kozott

Szerzé Ev Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmények Validéacié
Komuro 2005 CDNS 89 primer tumor Jobb és bal oldali primer 191 elkulqnlto gént B
tumor azonositottak
28 kiilonbozé stadiumu primer Karcindma vs. egészséges 70 elkiil6nité gént
adenokarcindbma mucosa azonositottak
2D-PAGE
Kwong 2005 cDNS 10 egészséges mucosa 151 elkiilénits eént tdmegspektr
Primer tumor vs. metasztazis erkuionito sen ometria
. . azonositottak
10 maj metasztazis
25 kiilonboz6 stadiumi primer Karcindma vs. egeszséges 1995 elkiilonitd gént
adenokarcinéma mucosa azonositottak
1680 elkiilonito gént
azonositottak Dukes' B és
normal mucosa kdzott
9 elkiilonitd gént
Friederichs 2005 | Affymetrix azonositottak Dukes’ B s -
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Karcinogenezis folyamata sporadikus vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan) folytatasa

4 karcinomatézis

azonositottak

Szerzé Ev Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmények Validéacié
Jobb és baloldali egészséges 160 elkiilonité gént
mucosa azonositottak
25 primer tumor i pri
P Jobb oldali primer tumor vs. | ¢ iisnics oant
) jobb oldali egészséges .
Birkenkamp- . azonositottak
Demtroder 2005 Affymetrix mucosa RT-PCR
Bal oldali primer tumor vs. 186 elkiilonit6 gént
., bal oldali egészséges mucosa azonositottak
20 egeszseges mucosa — i
Jobb vs. baloldali primer 44 elkiilonito gént
tumor azonositottak
12 lapos adenoma Lapos gdenoma Vs. 180 elkulqmto gént
egészseges mucosa azonositottak
Kita 2006 Affymetrix Balolda!l Iapos :ildenoma VS. 49 elkuloplto gént RT-PCR
o baloldali egészséges mucosa azonositottak
12 tavoli egészséges mucosa - ———
Jobboldali lapos adenoma vs. 89 elkiilonitd gént
jobboldali egészséges mucosa azonositottak
Groene 2006 Affymetrix 36 primer tumor Dukes IB_es C S,tad'u',n 4 elkmo{nto gent RT-PCR
molekuléris osztalyozasa azonositottak
25 primer tumor ing 46766 G16nits o -
Bianchini 2007 cDNS Karcinoma vs. egészséges 584 elkulqmto gént RT-PCR,
i i 73 primer tumor ind 85756 (116nito gé
Grade 2007 Ollg_onucleotld ,P ’ Karcinoma vs. egeszséges 17 elkuIOI,‘lltO gént RT-PCR
microarray 30 egészséges mucosa mucosa azonositottak
18 primer tumor
Kleivi 2007 cDNS 4 maj metasztazis Primer tumor vs. metasztazis 89 clkiilonitd gént RT-PCR
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Karcinogenezis folyamata sporadikus vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan) folytatasa

microarray

egészséges mucosa

egészseéges mucosa

azonositottak

Szerzé Ev Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmények Validéacié
27 primer tumor 46 clkiilonit o
Ki 2007 cDNS Primer tumor vs. meatsztézis elkuiontto gent RT-PCR
. . azonositottak
27 maj metasztazis
48 primer tumor 778 elkiilénits eént
. . .- elkilonito gén )
Lin 2007 cDNS - — Primer tumor vs. meatsztazis azonositottak RT-PCR
28 maj metasztazis
ety e qe s e o Fuggetlen
Croner 2008 Affymetrix 80 kiilonbo26 Sta(.hu,mu primer Molekuléaris osztalyozas >0 elkulofnto gent Klinikai
adenokarcindma azonositottak .
tanulmany
Kim 2008 Oligonucleotid 5 fogazott adenoma hozzatartozé Fogazott adenoma vs. 124 elkiilonit6 gént RT-PCR
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Predikcié meghatarozés vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan):

18 hozzéatartozé egészséges
mucosa

(Dukes’ C)

prognosztikus gént
azonositottak (normal
mucosa esetén)

Szerzé Ev Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmények Validacio
. 22 primer tumor L. L, i S
Bertucci 2004 cDNS ,p - Progndzis meghatarozas 194 prognos}ztlkus gent IHC
23 egeszseges mucosa azonositottak
. . . Progndzis meghatarozas 23 prognosztikus gént
Wang 2004 | Affymetrix 74 primer tumor (Dukes' B) (Dukes’ B) azonositottak -
Eschrich | 2005 cDNS 75 kiilonbozo stac_hqmu primer Prognozis rpeghatarozas 43 prognosgtlkus gent B
adenokarcinOma (Dukes’ B és C) azonositottak
10 primer metasztatikus tumor Prognozis meghatarozas 29 prognosztikus gént
D’Arrigo | 2005 CDNS 10 primer nem metasztatikus (metasztatikus potencial) azonositottak RT-PCR
tumor
Arango 2005 | Affymetrix [ 281 primer tumor (Dukes' C) Progno(gilr:; zgréa)'tarozas RT-PCR
12 primer tumor 47 prognosztikus gént
Barrier 2005 | Affymetrix 12 hozzatartoz6 egészséges Progndzis meghatarozas azonositottak -
mucosa
70 prognosztikus gént
18 primer tumor (Dukes' B €s C) Progndzis meghatarozas azongssel;[g;t)al;gr i
Barrier 2005 | Affymetrix g g ' -
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Predikcio meghatarozas vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan) folytatasa

adenokarcindma

(metasztatikus potencial)

azonositottak

Szerzé Ev Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmények Validéacio
i i . . Progndzis meghatarozas 30 prognosztikus gént B
Barrier 2006 [ Affymetrix | 50 primer tumor (Dukes' B) (Dukes’ B) azonositottak
. . . . Progndzis meghatarozas 70 prognosztikus gént B
Barrier 2007 | Affymetrix | 24 primer tumor (Dukes' B) (Dukes’ B) azonositottak
24 hozzatartozé normal mucosa
. 19 primer tumor (Dukes’ C és Progndzis meghatarozas 8 prognosztikus gént i
Cavalieri | 2007 cDNS D) (Dukes’ C és D) azonositottak RT-PCR
vamasaki | 2007 cDNS 58 kiilonb6z06 stadiumu primer Progndzis meghatarozas 119 prognosztikus gént B
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Kezelésre adott valasz predikcidja vastagbélrakban (Nannini et al. 2009 alapjan):

Szerz6 Ev | Platform Mintak Tanulmany tervezet Eredmeények Validacio
5-FU kezelésre adott valasz 50 elkiilonitd gént
predikcio azonositottak
Mariadason 2003 cDNS In vitro —
CPT-11 kezelésre adott valasz 149 elkiilonité gént
predikcio azonositottak
Arango 2004 CDNS In vitro Oxallp!atln kezel_esr_e, adott 80 elkl,IlOl,’lltO gént B
valasz predikcio azonositottak
Shimizu 2005 CDNS In vitro 5-FU kezelesr_e a_d,ott valasz 81 elkulo1,nto gént B
predikcio azonositottak
Ghadimi 2005 CDNS 30 elgr_ehaladott Preoperatllv kemote_rap_lgra adott 54 elku101,11t0 gént B
rektalis tumor valasz predikcid azonositottak
. . 21 primer FOLFIRI kezelésre adott valasz 80 elkiilonitd gént
Del Rio 2007 | Affymetrix elérehaladott tumor predikcio azonositottak a
Khambata- 2007 | Affymetrix | 80 metasztatikus lesio Cetux[mab kezel_esr_g adott Epiregulin és amphlregulm RT-PCR
Ford valasz predikcid expresszio
Kim 2007 | Affymetrix 31 elgr_ehaladott PreoperatJv kemote_rap_llara adott 261 elkulo'mto gént B
rektalis tumor valasz predikcio azonositottak
Rimkus 2008 cDNS 43 eldrehaladott Preoperativ kemoterépiara adott 42 elkiilonité gént B

rektalis tumor

valasz predikcio

azonositottak
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MELLEKLETEK II.

Az 0sszehasonlitasban a két microarray mintasorozat k6z0s eredményét szemléltetjik

az els6 képen, a RT-PCR-es mintasorozatot a masodik képen, a két microarray

mintasorozat eredményét a harmadik és negyedik képen.

201195_s_at — SLCTAS (Tréning és teszt microaray sorozat egyiitt)
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T T
Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,578
201195_s_at - SLCTAS [Tréning sorozat)
ol ] p—

MNOFMEIZEIT EXPresszins ertek
8
1

Normalizalt expresszios érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,2829501

201185_s_at - SLCTAS (RT-PCR mintasorozat)

24 25 26 27 28 29

Ad-hgd CRC-AB
T—teszt: 0,01326

201185_s_at - SLCTAS (Teszt sorozaf)

E——
——

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,01719

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak
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202859 _x_at - ILE {Tréning és teszt microamay sorozat egyiitt)

IL8:

Mormalizalt expresszios érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt- 0,004263

202859_x_at - IL8 (Tréning sorozat)

MNormalizalt expresszits érték

Ad-hgd
T-teszt: 0,758

202839 _x_at - IL8 (RT-PCR mintas orozat)

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,0001045

202859 _x_at - IL8 (Teszt sorozat)

e

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,0004017

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak

CXCL1:

204470 _at - CXCL1 (Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

Mormalizalt expresszios ertek
] 8 10 12
L 1 1 1

4
L

Mormalizalt expresszios érték

22

Ad-hgd CRC-AB
T-teszi- 0,5286

2044T0_at - CXCLA ({Tréning sorozat)

12

10

Mormalizalt expresszios ertek
] 8
L 1

——

MNormalizalt expresszios értek

7

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt- 0,1714

26 28

24

9 10 11 12 13

8

204470_at - CXCL1 (RT-FCR mintasorozat)

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,0005872

204470_at — CXCL1 (Teszt sorozat)

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0006672

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak
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205828 _at— MMP3 [Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

MNormalizalt expresszios ertek

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,0636

205828_at — MMP2 (Tréning sorozat)

Normalizalt expresszios ertek

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak

Ad-hgd CRC-AB
T-teszti: 0,8832

207504 _at - CAT (Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

7 8

6

4
L

Mormalizalt expresszios értek
3 5
1 L

2

1

CRC-AB
T-teszt- 0,03923

Ad-hgd

207504_at — CAT {Tréning sorozat)

4 5 6 7 8

Mormalizalt expresszios értek
3
1

2

I

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,0390416

MNormaliza t expresszics érték
20 22 24 26 28 30 32

Normalizalt expresszios érték

Mormalizalt expresszids érték
4
1

17 18 19 20 21 22 23 24

Mormalizalt expresszios érték

205828_at - MMP3 (RT-PCR mintasorozat)

CRC-AB
T-teszt: 0,00496

Ad-hgd

205828_at - MMP3 (Teszt sorozat)

10 12 14
1

8
1

6
1

CRC-AB
T-teszt: 0,01843

Ad-hgd

207504_at- CAT [RT-PCR mintasorozat)

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,1407

207504_at — CAT {Teszt sorozat)

=
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Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,416




CHI3L1:

Mormalizalt expresszios értek

Mormalizalt expresszios értek

DOI:10.14753/SE.2016.1807

209395_at - CHI3L1 {Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

14

12

8 10

6

4
L

Mormalizalt expresszids érték

CRC-AB
T-teszt- 0,01471

Ad-hgd

209335_at - CHIBLA (Tréning sorozat)

Mormalizalt expresszios érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszi- 0,3022

209393 _at - CHI3L1 (RT-PCR mintasorozat)

CRC-AB
T-teszt: 0,01745

Ad-hgd

209335 _at — CHI3L1 (Teszt sorozat)

CRC-AB
T—-teszi: 0,02743

Ad-hgd

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak
CXCL2:

Mormalizalt expresszids ertek

Mormalizalt expresszids értek

209774_x_at - CXCL2 [Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

MNormalizalt expresszids érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,861

209774_x_at - CXCL2 {Tréning sorozat)

12

E——

MNormalizalt expresszids érték

CRC-AB
T-teszt: 0,06071

Ad-hgd

209774_x_at - CXCL2 (RT-PCR mintasorozat)

23 24 25 26 27 2B 29

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt D,001712

209774_x_at — CXCL2 [Teszt sorozat)

CRC-AB
T-teszt: 0,02494

Ad-hgd

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak
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IL1IRN:

Mormalizalt expresszios értek

Mormalizalt expresszios értek

14

12

DOI:10.14753/SE.2016.1807

212857 _s_at - IL1RN (Tréning és teszt microamay sorozat egyiitt)

Mormalizalt expresszids érték

CRC-AB
T-teszt- 0,02012

Ad-hgd

212857 _s_at - ILIRN (Tréning sorozat)

Mormalizalt expresszios érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,749632

M263T_s_at- IL1RN [RT-PCR mintasorozat)

26
1

24
1

22
1

20

CRC-AB
T-teszt: 0,02778

Ad-hgd

212657_s_at - IL1RN (Teszt sorozat)

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt 0,004137

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak
GREM1:

Mormalizalt expresszids ertek

Mormalizalt expresszids értek

Ad-hgd:

218463 _at— GREM1 (Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

MNormalizalt expresszids érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 4 16e-068

218469 _at — GREM1 (Tréning sorozat)

MNormalizalt expresszids érték

CRC-AB
T-teszt: 8,7e-06

Ad-hgd
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218465_at - GREM1 (RT-PCR mintasorozat)

22 24
1 1 1

20

18

CRC-AB
T-teszt: 0,01977

Ad-hgd

218489_at — GREM1 [Teszt sorozat)

Ad-hgd CRC-AB

T-teszt: 0,01702

high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak



COL12A1:

IL1B:

DOI:10.14753/SE.2016.1807

225664 at - COL12A1 (Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

14

12

Mormalizalt expresszios értek
8 10
1 I

6

Mormalizalt expresszids érték

Ad-hgd CRC-AB
T—teszt: 0,0001089

225664_at - COL12A1 (Tréning sorozat)

12 13

10 1

Mormalizalt expresszios értek
9
1

8

Mormalizalt expresszios érték

Ad-hgd CRC-AB
T—teszt: 0,1882305

225664 _at - COL12A1 {RT-PCR mintasorozat)

22 23 24 25 28 27

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,0005605

225664_at - COL12A1 (Teszt sorozat)

8 10 12 14
1 1 1 1

[
1

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,0001048

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak

39402_at - IL1B (Tréning és teszt microarray sorozat egyiitt)

Mormalizalt expresszios ertek
6 8 10 12 14
L ! ! ! !

4
L

Mormalizalt expresszios érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszi: 0,0584

39402 _at - IL1B (Tréning sorozat)

Mormalizalt expresszios ertek

MNormalizalt expresszios érték

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0 8386

39402_at - IL1B (RT-PCR mintasorozat)

CRC-AB
T-teszt: 0,00331

Ad-hgd

39402 _at - IL1B (Teszt sorozat)

14

Ad-hgd CRC-AB
T-teszt: 0,003938

Ad-hgd: high-grade diszplasztikus adenoma, CRC-AB: korai vastagbélrak
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