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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-Aza - 5-aza-2’-dezoxicitidin

5-FU - 5-fluorouracil

ACTB - béta aktin gén

AD - adenoma

ADP - adenozin-difoszfat

ATP - adenozin-trifoszfat

APC - adenomatous polyposis coli gén

bcDNA - biszulfit konvertalt DNS

BCIP - 5-brom-4-kloro-3’-indolil-foszfat

BRAF - B-Raf gén

BS-PCR - biszulfit-szekvenalo polimeraz lancreakcid
CAT7 - karbon anhidraz gén (Carbonic anhydrase VII)
CCD - toltéscsatolt késziilék (Charge-coupled device)
cDNS - komplementer DNS

CGI - CpG sziget (CpG island)

CHI3L1 - kitinaz 3-szerii 1 gén (Chitinase 3-like 1)
CIMP - CpG szigeteket érintd regionalis hipermetilacid
CIN - kromoszomalis instabilitas

COL12A1 - kollagén XII, alfa 1 gén

COX-2 - ciklooxigenaz-2 gén

Cp - attorési pont (crossing point)

CpG - C-G dinukleotid

CpG-sziget - CG dinukleotidban gazdag szekvenciarégio
CRC - vastagbéldaganat (colorectal cancer)

CXCL1 - kemokin (C-X-C motivum) ligand 1
CXCL2 - kemokin (C-X-C motivum) ligand 2

DAB - diaminobenzidin

DNS - dezoxiribonukleinsav

DNMT - DNS metiltranszferaz
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ELISA - enzim kapcsolt immunabszorpcios vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent
assay)

emPCR - emulzios polimeraz lancreakcio

EtOH - etanol

GAPDH - glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz gén (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

GEO - Gene Expression Omnibus adatbazis

GREML1 - gremlin 1 gén

HRP - torma peroxidaz (horseradish peroxidase)

FAM - 6-karboxi-fluoreszcein

FAP - familiaris adenomatosus polyposis

FFPE - formalin-fixalt, paraffinba agyazott szovet

FIT - immunalapu széklet vértartalom meghatarozas (Fecal Immunochemical Test)
FOBT - széklet vértartalom meghatarozas (Fecal Occult Blood test)

HNPCC - herediter nem-poliposis kolorektalis karcinoma

IL1B - interleukin 1 béta gén

ILIRN - interleukin 1 receptor antagonista gén

IL8 - interleukin 8 gén

IVT - in vitro transzkripciod

K-ras - Kirsten rat sarcoma gén

LNA - lakatolt nukleinsav (Locked Nucleic Acid)

INCRNS — hosszl nem-kodold RNS (long non-coding RNA)

LCM - Iézer mikrodisszekcid (Laser Captured Microdissection)

MBDL1 - metil-CpG-koté domain fehérje 1 (methyl CpG-binding domain protein 1)
MeDIP - metilalt DNS immunprecipitacid

MeCP2 - metil-CpG-koté fehérje (methyl CpG binding protein 2)

MgCl; - magnézium-Kklorid

MIRNS - mikroRNS

MMP3 - matrix metallopeptidaz 3 gén

MMR - DNS hibajavito rendszer (mismatch repair)

MS-HRM - metilacio-specifikus olvadaspont elemzés (MS-High Resolution Melting)

MSI - mikroszatellita instabilitas
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MSP - metilacid specifikus polimeraz lancreakcid

MSS — mikroszatellita stabilitas

NAT - tumor melletti ép szévet (normal tissue adjacent to tumor)
NaOH - natrium-hidroxid

NBT - 4-nitro-blue tetrazolium

OCT - fagyasztott bedgyazo6 anyag (Optimum Cutting Temperature)
p21WAFL1 - ciklin-fiiggd kinaz inhibitor 1

PAM - Prediction Analysis for Microarrays statisztikai elemz6 modszer
PCNA - proliferating cell nuclear antigen

PBS - foszfat puffer (Phosphate Buffer Saline)

PCR - polimeraz lancreakci6 (Polimerase Chain Reaction)

PPi - pirofoszfat

RIN - RNS integritasi szam (RNA Integrity Number)

RN18S1 - 18S riboszomalis RNS

RNS - ribonukleinsav

ROC - Receiver Operating Characteristic gorbe

rpm — percenkénti fordulatszam (round per minute)

RT-PCR - valds idejli polimeraz lancreakcio (Real-Time PCR)

SAM - Significance Analysis of Microarray statisztikai elemzé modszer
SAM - S-adenozil-metionin

SLC7A5 - SLC 7 géncsalad 5. tagja (Solute carrier family 7, member 5)
Tm - olvadaspont (melting temperature)

TMA - széveti microarray modszer (Tissue Microarray)

TNM - daganat stadium beosztas

UC - colitis ulcerosa
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2 BEVEZETES

2.1 A vastagbél szovettani szerkezete

A vastagbél feladata a viz ¢és asvanyi sok felszivasa a bélcsatornabol ¢és az
emészthetetlen salakanyag kiilvilagra juttatdsa. A huméan vastagbél hossza
megkozelitdleg 1,5 m, a bélcsatorna atmérdje atlagosan 6-8 cm. A vastagbél vakbélre
(coecum), felszallo (colon ascendens), harant (colon transversum) és leszalldo (colon
descendens) vastagbélre, szigma-bélre (colon sigmideum) és végbélre (rectum) oszthato
[1]. A vastagbélfal harom szovettani rétegre kiilonithetd el, ezek a bél lumene feldl
haladva: 1. tunica mucosa (nyalkahartya), amely tovabb bonthaté a lamina epithelialis
mucosa (hamréteg), lamina propria mucosae (kotoszovetes réteg) és a lamina
muscularis mucosae (mirigyekhez tartozé izomszovet) rétegekre, 2. tunica submucosa
(mucosa alatti kotdszovetes réteg) és a 3. tunica muscularis (a bélcsd korkords és
hosszanti izomrétege) [1]. Az egészséges vastagbélre jellemz6, hogy nyalkahartya
hamrétege kesztyliujj-szeriien a bél falaba, a lamina propria mucosae rétegbe tirddik, az
igy létrejové mélyedést Lieberkiihn-kriptdknak nevezziik. A bél kotdszovetes rétege
laza rostos kotdszovet, amelyet a kriptdk koriil fibroblaszt/miofibroblaszt sejtek,
tovabbd immunsejtek (granulocitdk, makrofagok, B- és T- limfocitdk) alkotnak. A bél
hamrétegét a kriptdkon beliil bazalisan elhelyezkedd osztodo Ossejtek alakitjak ki,
amelyek differencidlodasukkal péarhuzamosan a kriptdk Iuminaris felszine felé
vandorolnak, ahol érett abszorpcids hengerhdmsejtekké és nyaktermeld kehelysejtekké
differencialodnak, majd atlagosan 5-6 nap mulva levalnak. A sejtosztodas és a migracio
egeészseéges allapotban dinamikus egyenstlyban van a nyalkahartya feliiletérdl levalo és
elhalo sejtek mennyiségével. Azonban ha ez az egyensuly a sejtosztodas felé eltolodik,
ugy lokalis sejtszaporulatok, kitliremkedések, mas néven polipok képzddnek. Az igy

kialakult polipok a daganatképzddés kiindulasi allapotai lehetnek [2].
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Tunica mucosa Tunica submucosa

1. abra: A vastagbél szovettani szerkezete
2.2 Vastagbéldaganatok (CRC)
2.2.1 A vastagbéldaganatok epidemiologiaja

Magyarorszdg  vildgviszonylatban vezetd az Ujonnan felfedezett daganatos
megbetegedések és a daganatos halalozas szamat tekintve. Eurdpaban a daganatos
megbetegedések szamat tekintve a magyar férfiak az els6, a magyar ndk a masodik
helyen allnak. [3, 4]. Egy 2012-ben késziilt felmérés szerint a gasztrointesztinalis
daganatok el6fordulasa Europaban eltéré terilleti megoszlast mutat, példaul a
vastagbéldaganat gyakorisiga a balkani orszagokban viszonylag alacsony (pl.
Albanidban 100.000 foére vetitve 13 férfi és 11 nd), mig a kozép eurdpai orszagokban,
hazankkal az élen relativ magas el6forduldsi aradny tapasztalhaté (Magyarorszagon
100.000 fore vetitve 87 férfi és 45 nd) (2. dbra). A magyar populacidban, férfiakban és
nékben egyarant a tiidérak utan a vastagbéldaganat a leggyakoribb daganatos
megbetegedés [3]. Hazankban az ujonnan felismert vastagbéldaganatok szama és a
mortalitas egyarant novekvO tendenciat mutat. 2001-ben a magyar lakossag korében
7600 vastagbéldaganatos esetet diagnosztizaltak és 4910 halaleset tortént, 2010- ben
mar az Gjonnan diagnosztizalt CRC-k szama 9000 nétt és 5000 halalesetet regisztraltak
[5, 6].
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2. abra: A vastagbéldaganatok incidencidja (A) és mortalitdsa (B) a 2012. évi eurdpai

felmérés adatai alapjan. Az abra Ferlay és munkatarsai alapjan, moédositva késziilt [3].

2.2.2 A vastagbéldaganatok kialakulasa

A vastagbéldaganatok kialakulasa az egészséges vastagbélhamban végbemend,
folyamatosan felhalmoz6d6 molekularis valtozasok indukélta folyamat, amely intenziv
kutatés targya. A klasszikus, Fearon és Vogelstein altal 1990-ben leirt modell szerint az
ép vastagbélhambol kiindulva mutaciok és egyéb molekularis valtozasok kovetkeztében
korai, majd kés6i adenoma rakmegel6z6 allapotokon at a daganat végiil

adenokarcinomava alakul [7] (3. abra).

Egészséges
epitélium
Aberrans
kripta Genom
APC fokusz f) instabiltds
o
adenoma

KRAS ).

BRAF /k’

SMAD4

TGF- B-RIl
ps3 ‘

3. abra: Vogelstein modell. Az abra Mudassar és munkatarsai alapjan, modositva

késziilt [8]
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Az eredeti modell szamos tovabbi tanulmdnynak adott alapot, és idékozben a
Vogelstein-modellrdl alkotott elképzelés is formalodott. Az egyik modositas, hogy a
vastagbél adenokarcinoma nem csak a tubularis és a tubulovillozus polipokbdl, hanem
egyéb rakmegel6z6 allapotokbol (pl. szesszilis fogazott polipokbdl) is kifejlédhet [9]. A
vastagbélham normalis homeosztazisat ¢s a megljuld hdm sejtosztédasi folyamatait
kiilonb6zo genetikai és az epigenetikai folyamatok szigortian kontrollalt folyamata tartja
fent. A szabalyozasi folyamatok megvaltozasa ennek értelmében jelentds valtozast tud
eldidézni, amely a kontrollalatlan sejtosztodas ¢€s a sejthalal zavarai miatt koros
sejtszaporulatot eredményez. A vastagbéldaganat kialakulasat kiillonb6zé molekularis
valtozasok okozhatjak, ezek alapjan kiilonb6zo tumorképzodés felé vezetd genetikai €s
epigenetikai instabilitassal rendelkez6 allapotokat kiilonboztetink meg: eldbbi
kategoriaban a kromoszoma instabilitast (CIN) és a mikroszatellita instabilitast (MSI),

utébbiban a DNS metilacios szabalyozo rendszer hibait.
2.2.2.1 Genetikai instabilitas

2.2.2.1.1 Kromoszoma instabilitas (CIN)

A kromoszoma instabil daganattipusokra jellemzd, hogy sejtjei a normalistol eltérd
kromoszomakészlettel rendelkeznek (aneuploidia), a tumoros sejtek gyakran
megsokszorozodott kromoszoma szerelvényt hordoznak (poliploidia). A megsziingd
vagy  tobbszordsen  jelenlévé  kromoszomaszakaszok — genomi  instabilitast
eredményeznek, bizonyos gének alul- illetve feliilreguldlodasat okozzak. A
tumorszuppresszor gének koziil az APC, a p53 és a SMAD4 gének elvesztését is gyakran
ez a folyamat okozza [10]. Az APC gén mutacidja vastagbéldaganatokban a
leggyakrabban kimutathaté mutacidé. Az APC fehérje egészséges sejtekben a B-katenin
APC fehérje hianyaval a [-katenin fehérje negativ regulacidja megsziinik, a
sejtosztodast szabalyoz6 Wnt utvonal kontrollalatlanul miikkddhet. Ezaltal a B-katenin
fehérje mennyisége megnd, majd a sejtmagba transzlokalédik ¢és olyan gének
ciklin-D) serkentik [11]. A gén csirasejtes mutacidja a familiaris adenomatdzus
polipozus (FAP) szindromat okozza, az érintett betegeknél életiik soran tébb szaz polip

megjelenése jellemzé [12]. A p53 apoptdzisban szerepet jatszo gén leggyakrabban egy



DOI:10.14753/SE.2016.1861

misszensz mutaciot kovetd kromoszoma delécidval inaktivalodik [13]. A SMADA4 és a
TGFBR2 mutécioja egyarant a TGF-B atvonal inaktivacidjat okozzak, amely a CRC
kialakulasa soran jellemz6éen az adenoma — high grade dysplasia Aatalakulassal
parhuzamos valtozas [14]. A DCC (deleted in colorectal cancer) gén a 18. kromoszéma
hossz karjan helyezkedik el, elnevezése arra utal, hogy vastagbéldaganatokban
gyakran delécidval inaktivalodik, ami a sejthalal folyamataban idéz eld
rendellenességeket [15].

A Vogelstein modellt az a megfigyelés is alatamasztja, amely szerint a fent emlitett
valtozasok a rakmegel6z6 adenomakban is jellemzdek. A kromoszéma instabilitas
molekularis hatterében all6 mechanizmus lehet az onkogén kiilsé tényezok altal okozott
stressz, a DNS teloméra rovidiilés és a daganatok kialakuldsa soran jellemzd globalis
DNS hipometilacié is [16, 17]. A vastagbéldaganatok 85%-a ebbe a kategoriaba
sorolhato [18].

2.2.2.1.2 Mikroszatellita instabilitas (MSI)

A masodik molekularis tipusba, az un. mikroszatellita instabil daganatok (MSI)
csoportjaba a CRC esetek megkozelitleg. 15%-a tartozik. A csoport onnan kapta nevét,
hogy az un. mismatch repair (MMR) hibajavitd enzimrendszer (pl. MLH1, MSH2
enzimek) eltérései miatt a genomban talalhatdo rovid ismétlédé szakaszok, az un.
mikroszatellitdk szama megvaltozik. Az MMR rendszer tagjai olyan hibajavito
enzimek, amelyek felismerik és javitjadk a DNS replikacié vagy rekombinacidé soran
1étrej6tt inszerciokat, deléciokat és hibasan beépiilt bazisokat.

Az MMR rendszer 6roklott inakivacioja a herediter vastagbéldaganatok leggyakoribb
fajtajat, az un. Lynch szimdromat (HNPCC) eredményezi [19], amelyben
leggyakrabban az MLH1 (50% gyakorisag), az MSH2 (40% gyakorisag) és az MSH6
(10% gyakorisag) gének mutacidi jellemzéek [20]. Az altalanosan hasznalt 5
mikroszatellita marker, amely alapjan a diagnozist felallitiak a BAT25, a BAT26
mononukleotidok és a D5S346, a D2S123 és a D17S250 dinukleotidok. Ezek alapjan
megkiilonboztetiink mikroszatellita stabil (MSS) és mikrosztellita instabil (MSI) CRC
eseteket, az utobbi kategériat tovabb bontva az Un. magas instabilitassal (MSI-H,
vizsgalt markerek tobb, mint 30%-a mutat instabilitast) és az alacsony instabilitassal

(MSI-L, a vizsgalt markerek kevesebb mint 30%-a mutat instabilitast) rendelkez6
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daganatokat. Az MSI-H daganatokban leggyakrabban az MLH1 gén mutécioja vagy
prométer hipermetilacidja illetve az MSH2 gén mutaciodja jellemz6 [21].

A daganatfejlodési utak kiilonbségére hivija fel a figyelmet az a jelenség, hogy ha egy
daganat kromoszoma instabilitast mutat, akkor mikroszatellita instabil, és vice versa
[22]. A Dbetegek tulélése szempontjabol a mikroszatellita instabil daganatok jobb
prognézisunak tekinthetéek, mint a kromoszéma instabil CRC esetek [23]. A
mikroszatellita instabilitds kialakulasanak hattere jol ismert, az MMR gének
inaktivalédasaval jon létre, amely torténhet mutaciéval vagy DNS metilacioval is (pl.

MLH1 hipermetilacio) [24].
2.2.2.2 Epigenetikai instabilitds
2.2.1.2.1 DNS metilacio

A DNS metilacio egy olyan DNS-t érintd 6rokl6dé moddositas, mely soran a citozin
mig maga a nukleotid szekvencia valtozatlan marad. A folyamatot a DNS-
metiltranszferaz csaladba tartozo enzimek (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) S-adenozil-
metionin (SAM) metil-donor jelenlétében katalizaljak [25]. A metilacio célpontjai a
genomban elszortan, illetve néhany régioban stirtibben elhelyezkedé CG dinukleotidok.
CpG szigeteknek nevezzilk a genom azon szakaszait, ahol a CpG dinukleotidok
legalabb 60%-0s aranyban vannak jelen. A CpG szigetek megtalalhatoak a human
gének kortilbeliil felében, gyakran a transzkripcios faktorok altal felismert 5° promoter
régidban, igy kozvetlenlil szerepet jatszanak az adott gének transzkripcids
szabalyozasaban [26]. A metilcsoport kapcsolodasa egyrészt a transzkripcids faktorok
bekotodését fizikailag akadalyozza, masrészt lehet6vé teszi az Gn. metil-CpG-koto
doménnel rendelkezé fehérjék (pl. MBDI-3, MeCP2) metilalt DNS-hez valo
kapcsolodasat, amelyek tovabbi fehérjék toborzasaval szintén gatld hatassal lesznek az
adott gén atirasara [27]. Emellett a kiilonboz6 fehérjék kapcsolédasa miatt a
kromatinstruktira is atrendezddik, a laza szerkezeti eukromatin helyett tOmorebb,

heterokromatikus forma valik jellemzévé [28].
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4, abra: A DNS metilacios szabalyozas folyamata egészséges és tumorsejtekben. A
tumorsejtben a tumorszuppresszor gének hipermetilacioja altalanos jelenség, amely
ezeknek a géneknek transzkripcios inaktivalodasahoz vezet. A daganatképzédés soran a
globalis hipometilacio is jellemzd, amely soran repetitiv szekvencidk DNS metilacios
szabalyozas aldl valo felszabadulas révén aktivalodnak és genetikai instabilitast

eredményeznek. E= exon. Az abra Esteller és munkatarsai alapjan, modositva késziilt
[29].

A metilacids szabdlyoz6 rendszer alapvetd fontossagih a magasabbrendil
szervezetekben. Szerepet jatszik az egyedfejlodésben, ahol kezdetben minden CpG
sziget demetilalt (Gn. pre-implantacioés demetilacios allapot), majd az embriogenezis
blastula stadiumaban intenziv remetilacios periddus alatt, az Un. de novo metildcios
folyamattal kialakul az egyes sejt-, illetve szovettipusokra jellemzé metilacios mintazat,
amelynek megdrzéséért az un. fenntarto metilacio felelés [25]. Fiziologias allapotban a
genomban eldforduld CpG szakaszok demetilaltak maradnak, igy nem vesznek részt a
génmilkodés  szabalyzasaban. A gén  promoterekben  elhelyezkedd  CpG
dinukleotidoknak megvaltozhat az eredeti, szovetspecifikus metilaciés mintazata, amely

csokkentheti vagy fokozhatja az adott gén kifejezodését. Az igy aktivalt vagy inaktivalt
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gének funkcioitol fiiggden valtozhat meg az adott sejt sorsa, protoonkogének DNS
metilacios gatlas aldli felszabadulasa, illetve tumorszuppresszor gének hipermetilacioja

egyarant tumorképzddést indukalhat [30].
2.2.1.2.1 DNS metilacios rendszer hibai

A genomi instabilitdis mellett az epigenetikai folyamatok zavarai is daganat
kialakulasahoz vezethetnek.

Az ¢életkor elérehaladtaval megjelend aberrans DNS metilacidos mintazat kialakulasanak
gyakorisaga - a megfigyelések szerint- egyre magasabb [31]. Az ilyen, Ggynevezett
korfiiggd metilacios valtozasok kozé a genomszintli hipometilacié ndvekedése, masrészt
az ezzel parhuzamosan fellép6 génspecifikus, lokalis DNS hipermetilacio tartozik [32].
A szabalyozott géneket mindezek alapjan A-tipusu kor-figgd DNS metilaciot mutatd
(age-related, pl. ER, MYOD [31]) és daganatspecifikus C-tipusu metilaciot mutatd
(cancer-related, pl. p16(INK4A), MLH1, TIMP3) génekként csoportosithatjuk.

A fenti aberrans metilaciés mintazatok kialakulasaval egyre nagyobb valosziniiséggel
érvényesiilhet a fokozottan expresszaldodd onkogének, illetve a csokkent miikodésti
tumorszuppresszorok hatdsa, igy a sejtenként akkumulalodod epigenetikai valtozasok
nagy valoszinliséggel vezetnek kontrollalatlan, daganatos sejtproliferacidhoz.

A DNS metilaciés szabalyozd rendszer daganatokban megvaltozott miikodésének
eredménye az egész genomra kiterjedd csokkent DNS metilacios szint, az Un. globalis
hipometilacié és ezzel parhuzamosan a genom bizonyos részein, gyakran a gének
hipometilacié kromoszoma instabilitast, valamint retrotranszpozonok és onkogének
aktivalasat okozhatja [33]. Toyota és munkatarsai 1999-ben egy olyan CRC csoportot
azonositottak, amelyben bizonyos gének egyiittesen hipermetilalodnak, ezeket CpG
sziget metilator fenotipusu (CIMP) daganatoknak nevezték el. A CIMP pozitiv
daganatok a kovetkez6 tulajdonsagokkal rendelkeznek: idés kor, tobbnyire néi
betegekben fordul el8, proximalis lokalizacio, a BRAF'**® mutici6 nagy aranyu
megjelenése, az MLH1 gén hipermetilacidja, a p53 mutacid ritka megjelenése és
specifikus szovettani kép [32]. A CIMP osztalyozas megosztotta a tudomanyos vilagot,
az elmélet 1étjogosultsagat sokan ma is megkérddjelezik. A CIMP pontos fogalma is

folyamatosan atalakul, és bar sok kisérlet iranyul a hipotézis alatimasztasara, a fogalom

13



DOI:10.14753/SE.2016.1861

meghatdrozasa még mindig nem egységes. Bar a CIMP fogalom létezése 6ta a DNS
metilaciés valtozasok kutatisa foként a vastagbél proximalis szakaszan megjelend
daganatokra korlatozodott, a vastagbél disztalis részén kialakulo CIMP negativ (CIMP-
), sporadikus daganatokban is jelentds epigenetikai rendellenességeket, koztik DNS
hipermetilaciot figyeltek meg [34].

A field effect”, azaz a ,,mez6 hatas” azt a jelenséget takarja, mikor a neoplasztikus
elvaltozas kozvetlen koryezetében - bar makro- és mikroszkdpikus szinten még nem,
de molekularis szinten mar - felfedezhetéek olyan valtozasok, amelyek a daganat
kialakulasat elorevetitik. A jelenség egyik leggyakrabban vizsgalt molekularis valtozasa
a DNS metilacié, amelynek szintje szamos vizsgalat eredménye szerint a szOvettanilag
egészséges vastagbél nyalkahartyaban megemelkedik, ha egy szomszédos neoplasztikus
elvaltozas mellett helyezkedik el [35, 36]. Ez a jelenség is felhivja a figyelmet arra,
hogy a tumor melletti és a teljesen egészséges paciensek vastagbél nyalkahartyajanak
molekularis tulajdonsagai eltéréoek lehetnek, igy ezeket a szdvettipusokat kiilon

mintatipusként célszerti vizsgalni [37].
2.2.3 A vastagbéldaganatok diagndzisa, klinikai staidiumbesorolisa

A klinikai gyakorlatban a vastagbélrakok diagndzisa az endoszkopos vizsgalattal
kezddédik, majd a biopszids €s sebészi titon nyert szovetmintdk patoldgiai elemzésével
torténik. A tumor elOrehaladottsaganak megéllapitdsira morfologiai jegyeket
hasznalnak, amellyel a tumor bazalis membranon val6 atlépésétdl, kornyezo szervek és
a nyirokcsomok érintettségétdl fiiggden kiillonbozo kategoriakba soroljak a daganatokat.
Els6ként Dukes és munkatarsai hoztak 1étre egy osztalyozasi rendszert, amelyet 1954-
ben Aster és Coller médositott [38]. Az altaluk javasolt beosztast alkalmazzak a klinikai

gyakorlatban, mely szerint a kdvetkez6 stadiumokat kiilonboztetjiik meg:

Dukes A: a daganat csak a mukozat érinti

Dukes B1: a daganat a muscularis prorpia réteget érinti, nyirokcsomo érintettség nincs
Dukes B2: a daganat 4attori a serosat, nyirokcsomo érintettség nincs

Dukes C1: a daganat a muscularis prorpia réteget érinti, nyirokcsomo érintettség van
Dukes C2: a daganat attori a serosat, nyirokcsomo érintettség van

Dukes D: A daganat tavoli metasztazisokat képzett
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A klinikai gyakorlatban az un. TNM rendszert is hasznaljak, amely a primer tumor (TO,
1, 2, 3, X), a nyirokcsomo érintettség (NO, 1, 2, X) és a metasztazisok (MO, 0, X) szerint

sorolja be az adott daganatot (1. tablazat).

1. tablazat: A vastagbéldaganatok klinikai besorolasa

TNM beosztas TNM kritériumok Dukes Aster
beosztas Coller
beosztas
Tis NO MO Tis = in situ carcinoma, a tumor a - -
mukoézéra korlatozodik
T1NO MO T1 = a tumor a szubmukozaba terjed A A

A grade fogalma a daganatot alkotd sejtek differencialtsagarol ad informaciot egytol

négyig terjed6 skalan, ahol a besorolas a differencidlt sejtektél (G1) a
differencialatlanokig (G4) terjed [39].
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2.2.4 A vastagbéldaganatok szliromédszerei

A vastagbéldaganatok fejlodése a fent emlitett molekularis ttvonalakon torténhet,
amelyekben ko6zos tulajdonsag, hogy a tumor kifejlédése akar évekig észrevétleniil
torténhet, mialatt a rakmegeléz6 allapotu, majd vastagbéldaganatos beteg sokaig
tinetmentes. A daganat csak egy bizonyos nagysag ¢és stadium elérése utan okoz
tiineteket, altalaban a legtobb paciens ilyenkor fordul orvoshoz. Ha a daganat
diagnosztizalasakor a tumor mar Dukes C stadiumu (azaz mar nyirokcsom¢ attéted ad),
akkor az 5 éves tulélési esélyek drasztikusan csokkennek, atlagosan 47,7%-osra. Ha ezt
az értéket Osszehasonlitjuk Dukes A stadiumu paciensek talélésével (93,2%),
egyértelmiivé valik, hogy a korai felismerés létfontossagii a beteg tulélési esélyei
szempontjabol. A fentiek tiikrében a vastagbélrakot olyan korképnek tekinthetjiik,
amely korai diagno6zis mellett hatékonyan kezelhetd betegség [40], de a tulélési esélyek
a tumor fejlédésével és terjedésével parhuzamosan csokkennek.

A vastagbéldaganatok szamanak csokkentése céljabol a tumor kialakulasanak
megeldzése €s a terapias megoldasok fejlesztése mellett a kiillonbozd szlirési modszerek
hatékonysaganak nodvelése alapvetd fontossagli. A korai diagndézis a rakmegel6zd
allapotok hatékony felismerésén alapul, hiszen a CRC ezekbdl a képletekbdl fejlédik ki
a malignizalodas soran [2]. A szlrést a magas rizikoji csoportokban (pl. csaladi
halmozottsag esetén), illetve a kor eldrehaladtaval, 50 év felett feltétleniil ajanlott
elvégezni [41].

Ahhoz, hogy egy vizsgalati modszer nagy populacid szlirésére hatékonyan alkalmazhato
legyen, magas részvételi aranya (compliance), magas szenzitivitasi €s specificitasu,
minimalisan invaziv, de koltséghatékony modszerre van sziikség. Napjainkban tobbféle
szlromodszer all rendelkezésre, ezek koziil a kolonoszkdpia a legelfogadottabb ¢és
leghatékonyabb, un. ,,gold standard” modszer, amely a legnagyobb szenzitivitassal és
specificitassal rendelkezik, valamint terapids beavatkozéasra (a rakmegel6z6 polipok
eltavolitasara) is lehetdséget kindl. A vizsgalatot megel6z0 eldkészités €s a vizsgalat
kellemetlenségei miatt azonban sajnalatos moddon a vastagbéldaganat sziirésére
alkalmazott modszerek koziil ez rendelkezik a legkisebb részvételi arannyal. A tovabbi
vizsgalatok koziil a flexibilis szigmoidoszkopia, a kapszula endoszkopia, valamint a
székletvér kimutatasan alapulo az FOBT ¢és a FIT tesztek a leghatékonyabban

alkalmazhatd szlirési moddszerek. A flexibilis szigmoidoszképia egy koriilbeliil fél
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méteres hajlékony csével végzett vizsgalat, amely a disztalis vastagbélfal vizsgalatara
alkalmas [42]. A kolonoszkopianal olcsobb, emiatt konnyebben elérhetd vizsgalat,
viszont a proximalis vastagb¢élrdl nem ad informaciot.

A kapszula endoszkopia soran az egész vastagbél vizsgalhat6, de a vizsgalati elokészités
itt is kihivasokkal jarhat. Egy 2012-es felmérés adatai szerint a vizsgalat szenzitivitasa a
6 mm-nél nagyobb polipokra vonatkoztatva 89%-os volt [43]. Ennek a
szlirémodszernek valdsziniileg azoknal a betegeknél lehet a legnagyobb haszna, akik
egy inkomplett kolonoszkopian mar atestek vagy akiknél a hagyomanyos
kolonoszkopianak valamilyen kontraindikacioja all fent, illetve azon betegeknél, akiket
a kolonoszkopia diszkomfortérzete tart vissza a vastagbéldaganat sziiréstol [44].

A székletben megjelend vér kimutatasara kifejlesztett tesztek koziil a koltséghatékonyan
végezhetd, guajak alapia FOBT (fecal occult blood test) vizsgalat a legelterjedtebben
alkalmazott. A gFOBT haszndlataval azonban a CRC miatti halalozasok szdma csupan
15-25%-kal csokkenthetd, a teszt alacsony szenzitivitasu, sok az alnegativ eset, igy a
CRC-s betegek 33-75%-at tudjuk csak kiszlirni [45]. Ezzel szemben a humaéan
hemoglobinra specifikus, immun alapt FIT teszt szenzitivitasa eléri a 60-85%-0t [46].
A hagyomanyos szlirdmodszerek mellett a vastagbéldaganatok korai felismerését
tamogathatjak azok a kutatasok is, amelyek kiilonb6z6 tipusu biomarkerek azonositasat
célozzak. Biomarkernek nevezziik az olyan mérhetd paramétereket, amelyek egy adott
betegség jelenlétét vagy stlyossagi fokat mutatjak ki. A biomarkerek lehetnek fehérjék,
DNS ¢és RNS alapt markerek is. Még ha csak a klasszikus szlirdémddszerek
kiegészitésként is, ezen 0j markerek hasznalata sziikséges lehet a jelenlegi vastagbél
adenomak és tumorok felismerésére alkalmas modszerek kimutatasi érzékenységének

noveléséhez [47].
2.2.5 A vastagbéldaganatok molekularis markerei

2.2.5.1 Genetikai markerek

A marker eltérése/valtozadsa szempontjabdl lehet genetikus (pl. mutéacio, delécid,
inszercid), epigenetikus (pl. DNS metilacid, hiszton modositds, miRNS-ek 4altali
poszttranszkripcids szabalyozas) és fehérje marker is.

A klinikai gyakorlatban hasznalt markerek két nagy csoportba sorolhatoak:
prognosztikus markerek, amelyekbdl a betegség elérehaladasara kovetkeztethetiink, a
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prediktiv markerek pedig egy adott terapia alkalmazasa esetén varhatd hatékonysagot
jelzik. A prognosztikus markerek koziil leggyakoribbak a korabban mar emlitett APC és
MMR gének csirasejtes, illetve szomatikus mutacioi, amelyek a daganat kialakulas
magas rizikodjara utalnak. A prediktiv markerek kozil klinikai hasznalatban jelenleg az
EGFR jelatviteli utban szerepet jatsz6 KRAS ¢és BRAF gének vizsgélata szerepel,
amelyek inaktivacidja esetén a paciensben az anti-EGFR terapia hatastalan [48, 49]. A
KRAS mutacioja, amely a CRC-s esetek 40%-aban jelentkezik [2], rossz prognozist
jelz6 marker [50], attétekben is kimutathatd, befolyasolhatja a monoklonalis antitest
terapiat [51]. A BRAF gén mutacidja a CRC-k 10%-aban jellemzé, valin-glutamin

aminosav cserét eredményez (BRAFY®

), amely a MEK-ERK utvonal konstitutiv
aktivalodasahoz vezet. Egy klinikai tanulmany szerint EGFR gatlo terapia esetén a vad
tipusi KRAS mellett vad tipusi BRAF génnel rendelkezd betegek szignifikdnsan
kedvezObb terapias valaszt mutattak [49]. Azokban a CRC-s esetekben, amelyekben az
MLH1 gén hipermetilacidja mutathatdo ki, az S-fluorouracil (5’-FU) kezelés nem
eredményes [52]. A SMAD4 gén inaktivalodasa esetén szintén csokken az 5°-FU terapia
hatékonysaga, a gén biallélikus expresszidjaval rendelkezd betegek hdromszor nagyobb
terapias elényt élveznek [53].

A vastagbéldaganatok kimutatasaban legigéretesebb biomarkereknek a DNS alapu
markerek bizonyultak. A jelenleg elérheté biomarkerek koziil a székletbdl és a
vérplazmabol izolalt DNS alapti markerek intenziven vizsgéltak. A rdakmegel6z6
allapotokbol és a daganatokbdl a bél lumenébe levalo sejtekre jellemz6, hogy beldlik az
ép sejtekben végbemend apoptozis hatasara keletkez6 DNS fragmenseknél
(megkdzelitdleg 200 bp) hosszabb DNS szakaszok mutathatéak ki. Ez az un. hosszl
fragmensii DNS szintén jo6 mutatdja lehet a vastagbéldaganatoknak. Zhang és
munkatarsai 55 egészséges és 130 vastagbélrakos beteg székletébol kivont DNS
hossziisaganak, intaktsaganak, valamint az APC, a KRAS, a BRAF és a p53 hosszu
DNS-ek jelenlétének polimeraz lancreakcioval (800-800 bp hosszt amplikonokkal)
torténd vizsgalataval a CRC-s esetek 56,2%-0S szenzitivitassal és 96,3%-0S

specificitassal bizonyultak kimutathatonak [54].
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2.2.5.2 Epigenetikai markerek
2.2.5.2.1 DNS metilacio

Régota ismert, hogy a vastagbéldaganatokban azonositott hipermetilalt gének koziil
szamos, pl. tumorszuppresszor gén (pl. MLH1, MGMT) inaktivacioja fokozza a
sejtproliferaciot és szelektiv elonyt jelenthet a tumorsejtek szamara [55]. Az azonositott
markereket aszerint is csoportosithatjuk, hogy milyen eredeti mintabol nyertiik ki éket,
igy l1éteznek szovetbdl, székletbdl €és vérszérumbodl vagy plazmabol izolalt epigenetikai

markerek.

2.2.5.2.2 A vastagbéldaganatok széveti DNS metildacios markerei

Mar az aberrans kripta fokuszokban (ACF) is kimutathaté néhany gén, mint pl. a
RASSF1A, az SFRP1, az SFRP2, a RUNX3, az SLC5A8, a CRBP1, a CDH13 ¢s a
MINT1 és MINT31 16kuszok hipermetilacidja [56]. A kolorektalis adenoma-karcinoma
szekvencia elérehaladasa soran szamos olyan gént azonositottak, amely adenomakban
nem, de karcindmakban jellemzden epigenetikai csendesités alatt 4ll. A fentiek alapjan a
DNS metilacié malignus atalakulas folyamataban bet6ltott fontos szerepe feltételezhetd
[57]. A kés6i adenomakban a koraiakhoz képest egyre tobb gén metilalodik, amely azt
jelzi, hogy a DNS metilacié a tumorképzddésegy meghatarozo korai eseménye lehet
[58]. Az adenoma-karcinoma atmenet soran koran bekovetkezd DNS metilacios
valtozasok tobbek kozt a CDKN2A/pl6, a pl4, a HLTF, az MGMT, a MINT31, az
ITGA4, az SLC5A8 ¢és az SFRP2 géneket érintik, ezek ismerete hasznos lehet a korai
felismerés szempontjabol [59, 60]. Vannak olyan gének, amelyek hipermetilacidja féleg
karcinomakra jellemzéek, mint pl. az MLH1, a GSTP1 és a THBS1 [61], mig bizonyos
gének fokozott metilacioja mindkét csoportban azonosithato (MGMT, HLTF,
CDKN2A/p16). A fentiek alapjan azt feltételezhetjiik, hogy néhany gén aberrans
metilacioja mar adenoma allapotban jellemz6, majd tovabbi gének metilacidja a
malignus atalakulds soran jatszhat kulcsszerepet. Elérehaladott vastagbéldaganatokban
¢és attétekben a TIMP1, az ID4, a CXCL2 és az IRF8 gének DNS hipermetilacioja
igazolt, amely eredmények alapjan feltételezhet6, hogy a tumoros sejtekben ezen gének

csendesitése novekedési és terjedési elénnyel jarhat [58].
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Egészséges vastaghél

epitélium Aberrans kripta fokusz Adenoma Adenokarcinoma
SLC5A8 -
MINT?* P14 4%
MINT31* HLTF TIMP3
SFRP1 ITGA4 CXxcL12
SFRP2 CDKN2A/p16 ID4
CDH13 CDH1 IRF8
CRBP1 ESR1

RUNX3

5. dbra: A vastagbéldaganatok kialakuldsa soran az egészséges vastagbél epitéliumbol
kiindul6 daganatfejlédés allapotaira jellemzd DNS hipermetilacié altal szabalyozott

gének. Az abra Lao és munkatarsai alapjan, modositva késziilt [62].

2.2.5.2.3 A vastagbéldaganatok széklet epigenetikai markerei

A székletbdl izolalt markerek eldnye, hogy invaziv mintagylijtés nélkiil vizsgalhatoak,
igy klinikai jelentdségiik kiemelkedd lehet a jovében. Kézenfekvd megkozelités, hogy a
bélcsatornaban jelenlévd szoveti elvaltozasok jellemz6 molekularis valtozasait a roluk
levalo sejtekbdl, igy kozvetve a székletbdl is lehetdségiink van vizsgalni. A
szakirodalomban leggyakrabban szereplé CRC székletmarker a vimentin (VIM).
Egészséges vastagbélhdmban a gén elsé exonjaban taldlhatdé CpG sziget metilalatlan,
vastagbéldaganatos betegekben hipermetilaltta valik, amely nagy hatasfokkal
kimutathatdé a CRC-s székletmintakbdl izolalt DNS mintakban is [63, 64]. Tovabbi
gének aberrans DNS hipermetilacidja, koztiik a GATA4/5 gének koziil a GATA4
hipermetilacidja alapjan a CRC-s és a kontroll mintakat jelentds szenzitivitassal (51%)
és specificitassal (93%) lehetett elkiiloniteni [65]. Az SFRP gének koziil tobb (SFRP1,
SFRP2, SFRP4) hipermetilalt CRC-s betegek székletmintajaban, ezek koziil az SFRP2
bizonyult a legigéretesebb markernek, amely 57%-0s szenzitivitassal ¢és 90%-0S
specificitassal rendelkezett az CRC vs. egészséges Osszehasonlitasban [66]. A biztatd
eredmények mellett meg kell emliteni, hogy a széklet markerekkel végzett validacios

vizsgalatok a magas fals negativ és fals pozitiv eredményekre hivjak fel a figyelmiinket,

20



DOI:10.14753/SE.2016.1861

amin a jovOben valoszinlileg a vizsgalati moddszerek modszertani fejlesztésével

lehetdség lesz javitani [57].

2. tablazat: A vastagbéldaganat széklet DNS metilacidés markerei

Gén szimbolum | Gén név Referencia
CDKN2A/P16 ciklin-fiiggd kinaz inhibitor 2A [57]
GATA4 GATA két8 fehérje 4 [65]
HIC1 rakban hipermetilalt gén 1 [67]
ITGA4 integrin alfa 4 [68]
MGMT O-6-metilguanin-DNS metiltranszferaz [57]
NDRG4 N-myc dowstream-szabalyzott gén 4 [69]
OSMR onkosztatin M receptor-3 [70]
PGR progeszteron receptor [71]
SFRP2 szekretalt frizzled-rokon fehérje 2 [71]
SFRP5 szekretalt frizzled-rokon fehérje 5 [71]
VIM vimentin [63]

2.2.5.2.4 A vastagbéldaganatok szérum/plazma DNS metilacios markerei

A vérszérumbol vagy plazmabol izolalt markerek minimdlis invazivitassal
vizsgalhatoak, igy klinikai alkalmazasuk szintén igéretes lehet. lgazolt, hogy a
tumorokbdl kiszabadulo sejtekbdl szarmazoé nukleinsavak bekertilnek a vérkeringésbe és
a tumorra jellemzd molekuléris valtozasokat hordozzak, igy a sejtmentes, keringd
nukleinsavak a szervezetben kialakulo koros folyamatok értékes jelzoi lehetnek. Szamos
vizsgalat tlizte ki c€lul a szérumbol és/vagy plazméabol kimutathatdé DNS metilacios
markerek azonositasat. Az egyik ilyen tanulmany a HLTF (helikaz-szer(i transzkripcios
faktor) gén hipermetilacigjat irta le, amelynek mértéke jol korrelalt a tumor méretével és

stadiumaval [72].
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3. tablazat: A vastagbéldaganat szérum/plazma DNS metilacios markerei

Gén szimb6lum Gén név Referencia
ALX4 arisztalessz-szerit homeobox 4 [73]
CDKN2A/P16 ciklin-fuggo kinaz inhibitor 2A [74]
HLTF helikaz-szerl transzkripcids faktor [75]
MLH1 MutL homoldg, vastagbéldaganat, [76]
nonpolipozis 2
NGFR idegi novekedési faktor receptor [77]
RUNX3 Runt-rokon transzkripcios faktor 3 [74]
SEPT9 septin 9 [77]
TMEFF2 transzmembran protein EGF-szeri és két | [77]

follisztatin-szertt doménnel 2

Egy masik tanulmanyban 133 CRC-s és 179 egészséges paciens plazmajaban vizsgaltak
3 gén (TMEFF2, NGFR, SEPT9) DNS metilacios szintjét. A vizsgalatban a CRC-s és az
egészséges mintdk elkiilonitését a SEPT9 (Septin 9) DNS hipermetilacidja alapjan
sikeriilt legnagyobb érzékenységgel (69%) és specificitassal (86%) végrehajtani, ezért
ezt a markert tovabbi vizsgalatoknak vetették ala [77]. Tovabbi megerdsitd kisérletek
soran a SEPT9 vastagbéldaganatok kialakulasa soran megjelené DNS hipermetilacioja
igazolodott, igy mara a plazmabdl izolalt keringd szabad DNS markerek koziil a
legelterjedtebb és legismertebb DNS metilacios markerré valt.

A SEPT9 gén a vastagbéldaganatokkal Osszefliggésbe hozott, egyik leggyakrabban
vizsgalt DNS metilaciés marker. A gén GTP-koté fehérjéket kodold géncsaladba
tartozik, a keletkezd fehérjék komplexekbe rendezdédve filamentozus struktirakat
hoznak létre, amelyek a sejtvazat alkotjdk. A Septin9 fehérje a sejtmembran megfeleld
merevségét biztositja, kapcsolatban all az aktin és tubulin filamentumokkal és szerkezeti
allvany (scaffold) proteinként egyéb fehérjéket organizal a sejtben [78, 79]. Szerepet
jatszik a sejtosztodas citokinezis fazisaban, ahol a két keletkezd utodsejt osztodasaban
van Kkritikus szerepe. A Septin fehérjék csaladjara jellemzé az alternativ splicing
jelensége, amely soran a gént kddolo intron €s exon szakaszok kiilonbdzé mintazatban
vagdodnak ki a génrol atir6dd pre-mRNS szakaszrol. A gén szerkezetileg bonyolult, 219

kb hosszt, 18 kiilonb6zd transzkriptuma Osszesen 15 kiilonb6z6é polipeptidet kodol
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(SEPT9_v1, v2, v3, v4, v4* Vv5) [80, 81]. Tobb CpG sziget is el6fordul a génszakaszban,
amelyek DNS metilacios szintjei kiilonb6z6 mértékben befolyasolhatjdk a
transzkriptumok  kifejez6dését. Fokozott vagy csokkent kifejezddését szamos
tumortipusban leirtak; ovarium daganatokban a gén csendesités ala keriil, mig
emlddaganatokban fokozottan miikodik, igy tumorszuppresszorként és onkogénként
egyarant szamontartjak [82]. Késobbi vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy a gén
sok szovettipusban kifejezddik, de a kiilonb6z6 izoformai eltéré szinten vannak jelen a
kiilonb6z6 szovetekben [83]. A SEPT9 vl talzott kifejezOdése emld, ovarium és
prosztatarakban is kimutathat6 volt, mig az ép szévetekben nem [84, 85]. A SEPT9 v3
transzkriptum fokozott miikodést mutatott szamos sejtvonalban, de azokban nem,
amelyekben a Septin 9 fehérje sem fejez6dott ki [86] Masik két transzkriptum, a SEPT9
v4, v4* ugyanazt a polipeptidet kodolja, de a sejtet ért stresszhatdsok hatasara
megvaltozik a transzkriptumok kifejezodése; a v4* a malignus folyamatban jatszik
szerepet [87].

A SEPT9 gén CRC-ben epigenetikusan szabalyozott markerként valé azonositasa utan
nemsokkal a német székhelyii Epigenomics cég egy teljes vizsgalati tesztet (proColon
2.0 kit) bocsatott piacra a feltételezhetden tumorbdl szarmazd, majd késébb a véraramba
keriil6 SEPT9 fragmentum metilaltsaganak vizsgalatara [88, 89]. Késobb mas cégek
(Abbott Molecular, Quest Diagnostics, ARUP Laboratories, Warnex Laboratories) altal
fejlesztett SEPT9 DNS metilacios tesztek is piacra kerliltek [90]. Az elGsziirésre
alkalmas SEPT9 kit fejlesztésével egyre nagyobb szenzitivitast és specificitas értékek
érhetéek el mind a kiilonb6zd CRC stddiumokban, mind a radkmegel6z6 polipok
kimutatasa soran. EQy 2014-es, 6sszesen 135 CRC-s, 169 adenoma és 91 egészséges
kontroll esetet elemzd vizsgalat szerint az Epi proColon 2.0 kit 74,8%-0S
szenzitivitassal és 87,4%-0S specificitassal tudta a vastagbéldaganatos eseteket
Kimutatni, mig a kés6i adenomakat 27,4%-os érzékenységgel sikeriilt felismerni [91]. A
kiilonbozd vizsgalatokban mért érzékenységi és fajlagossagi értékek eltérhetnek, az
eredményeket befolyasolhatja a vizsgalatba bevont betegek szama, a bevonas
kritériumai és a vizsgalat technikai kivitelezésben 1év6 kiilonbségek is.

Bar a keringd SEPT9 DNS metilacios szintjét vérplazma mintdkb6l mara mar magas
szenzitivitassal és specificitassal tudjuk mérni, arr6l napjainkban is viszonylag kevés

informacio all rendelkezésiinkre, hogy a DNS hipermetilacié a vastagbélszovetben
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milyen mértékli és ez hogyan befolydsolja a gén mRNS és fehérjeszinten valo

kifejezodését.
2.2.5.2.5 Egyeb epigenetikai szabalyozo mechanizmusok

2.2.5.2.5.1 Nem-kodolo RNS-ek

A leggyakrabban vizsgalt nemkdodold kis-RNS-ek a 18-22 nukleotid hosszi poszt-
transzkripcionalis szabalyozast végzé mikroRNS-ek (miRNS). A veliik komplementer
szekvenciaju cél-mRNS molekuldkhoz kapcsolddva annak csokkent vagy megsziind
kifejez0dését eredményezik. A fenti fontos szabalyozd mechanizmus sok
daganattipusban igazoltan zavart szenved: az alul- ¢és feliilszabalyozodd miRNS-ek
jelentésen hozzajarulhatnak a tumorkialakulasanak bonyolult folyamatahoz. A
vastagbéldaganatok kialakulasanak vizsgalata soran tobb miRNS is azonositasra kertilt.
Az egészséges vastagbélhdmhoz képest adenoma mintdkban jellemzd a miR-143, a
miR-18a, a let-7 alul- és a miR-21 feliilexpresszidja, mig CRC-s esetekben a miR-200
csalad csokkent és a miR-21 miRNS-ek emelkedett kifejezédése jellemzé [92].

A 200 bazisparnal hosszabb, fehérjét nem kodold RNS-ek (hnkRNS-ek - IncRNA)
szintén intenziven kutatott szabalyoz6 RNS-ek, amelyek a génexpressziot kdzvetetten
fehérjek kotésével, a kromatinstruktira atrendezésével, miRNS-ek modositasaval,

crer

eukromatin-heterokromatin aranyanak modositasaval szabalyozhatjak [93].

2.2.5.2.5.1 Hiszton modositasok

A kromatin legfobb fehérjéi a hisztonok, amelyek a DNS-t kompakt szerkezetbe
rendezik. A hisztonfehérjék N-terminalis vége lizinben és argininben gazdag, amely
aminosavak metilacio, acetilacio, foszforilacid, ubikvitinacio és ADP-ribozilacio
célpontjai lehetnek, ezaltal kiillonb6z0 kromatinstruktarat alakitanak ki, igy a

génexpresszio szabalyozasaban jelentOs szereppel birnak [94].
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2.3 Szoveti mintak expresszios és epigenetikai eltéréseinek vizsgalatara alkalmazott

molekularis biologiai modszerek
2.3.1 Szévetmintak tipusai és vizsgalati lehetoségeik

2.3.1.1. Szoveti mintak tipusai és vizsgalati lehetoségei

Az endoszkopos vizsgalatok sordan nyert és a mutétileg eltavolitott szovetmintak rutin
diagnosztikai vizsgalatok céljara a miitét utan kozvetleniil leggyakrabban 4% pufferolt
formalinba keriilnek, majd viztelenités utan paraffinba adgyazva szovetminta blokkot
készitenek beldliik. Ezenkiviil - bar a rutin diagnosztikaban ritkdn, de kutatasi célokra
gyakran- fagyasztott szovetmintak gyiijtésére is van lehetdség.

A génexpresszids vizsgalatok soran elemzett legidedlisabb mintatipus a friss fagyasztott
szovet, amelybdl kivont nukleinsavakat magas integritds €s tisztasag jellemzi. A friss
fagyasztott szovetmintak gylijtése és tarolasa -amely specidlis logisztikai feltételeket és
extra réaforditott 1d6t igényel- viszont néha nehézségekbe litkozik. Ezzel szemben a
formalin-fixalt, paraffinba-agyazott (FFPE) szovetmintak gyiijtése a rutin patologiai
feldolgozas soran megoldott, a mintak tarolasa pedig nem igényel specidlis
koriilményeket. A vastagbél koros elvaltozasainak diagnoézisa rutin endoszkopiaval
nyert biopszias vagy miitétileg eltavolitott szovetmintdk FFPE blokkjainak metszeteibdl
torténik. A formalinos fixalas tokéletesen megdrzi a szovetek strukturalis felépitését,
azonban a molekularis szerkezet szempontjabol technikai hatranyokkal jar, pl. a
nukleinsavak keresztkotése, toredezése [95, 96]. Ezaltal az FFPE mintakbol izolalt RNS
gyakran toredezett és alacsony integritassal rendelkezik, emiatt az FFPE szovetek a
génexpresszios vizsgalatok soran kihivast jelenté mintaknak szamitanak. Annak
érdekében, hogy az FFPE mintdk hasznalhatdsdga egyre bdviilhessen, a manualis és
automatizalt nukleinsav kivonasi eljarasok folyamatos fejlesztés alatt allnak [97, 98]. Az
automatizalt rendszerek a nagy mintaszammal dolgozo laboratoriumok szdmara jelentds
segitséget jelenthetnek, mivel ezek a protokollok a kézi izoldldsi moddszereknél
standardizaltabbak, és kevesebb gyakorlati id6t igényelnek [99].

A DNS az RNS-nél stabilabb molekula, és bar kivonasra tobb szaz éves leletekb6l is
lehetéség van, a hosszu tarolasi FFPE blokkokbol kivont DNS alkalmazasat szintén
korlatozhatja a nukleinsav degradacio, amelyet a formalin DNS-t karosité hatasan

tulmenden a DNS metilacids vizsgéalatok egy részében alkalmazott biszulfit konverzio
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tovabb fokoz. A fentiek ellenére DNS metiladcios vizsgalatokra - a megfeleld
optimalizécios 1épések utdn - mind friss fagyasztott, mind FFPE mintdk megbizhatéan

alkalmazhatoak [100].

2.3.1.2. Léezer mikrodisszekcio

Mind az egészséges, mind a daganatos szovetmintak kiilonb6zo tipusu sejtekbdl allnak.
A vastagbéldaganat kialakulasa soran a hamréteg koros proliferacidja kovetkezik be,
amely a daganat elérehaladottsagatol fiiggéen a kornyezd szdvetrétegekbe tor. Ahhoz,
hogy a kiilonboz0 sejttipusokban zajlo molekularis kiillonbségeket megvizsgalhassuk és
a tumorképzddés hattérben rejld molekularis folyamatokrol bdvebb informaciot
nyerjlink, sziikség van a kiillonbozd sejttipusok elkiilonitésére és kiilon-kiilon térténd
vizsgalatara, amely a szOvettani metszetek 1ézer mikrodisszekcidjaval (LCM)
valdsithatd meg.

Napjainkban tobb cég altal gyartott 1ézer mikrodisszektor késziilék is elérhetd. Ezekben
a késziilékekben kozos, hogy egy mikroszkdppal kombinalt 1ézergenerdtor egység teszi
lehetévé, hogy a targylemezrél a megadott poziciokbol sejteket vagjon ki, majd
juttasson egy gytjtofeliiletre (6. abra). Ehhez a mikroszkop objektiven keresztiil
mikrolézersugar halad at, majd a kijelolt pozicioban fokuszalt 1ézersugar impulzusa
korbevagja a kivant sejtcsoportot. Az izolalt szévetdarab egy ujabb impulzus (Zeiss)
vagy a gravitacio (Leica) segitségével a gyljtéfeliiletre juttathato. A szdvettani
metszeteken lehetéségiink van altalanos festési eljarast (pl. hematoxilin-eo0zin)
alkalmazni és a sejteket a morfologia alapjan elkiiloniteni, vagy esetleg valamilyen
sejttipusra specifikus festést (pl. egy adott marker immunhisztokémiaval vald
kimutatasa) hasznalni. A kivant sejtszam mikrodisszekcidja utan az altalunk valasztott
sejttipus feldusitott mennyiségben all rendelkezésiinkre, amely manapsag elérhetd, kis
sejtszdmra optimalizalt (fehérje, RNS, DNS, miRNS, stb.) izolaciot kovetden és
molekularis biologiai modszerekkel vizsgalhaté tovabb. Az onkoldgiai kutatdsok
teriiletérdl szamos tanulmany igazolja a lézer mikrodisszekcid hasznalatdnak eldnyét

[101, 102].
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6. abra: Egészséges vastagbél szovetminta 1ézer mikrodisszekcidjanak folyamata. A
lézer mikrodisszekcids szoftver segitségével lehetOségiink van kijeldlni a kivant
sejtcsoportot, jelen esetben a vastagbél kriptdkat alkotd hamsejteket (A) és a
stromasejteket (E). Ezutan a lézernyalab a kijel6lt pozicioban fokuszalva kivagjak a
sejtcsoportot (B, F), majd a targylemez felé helyezett adheziv felszinii centrifugacsé
kupakjaba katapultaljak (C, G). Ezaltal a folyamat végén a ham (D) és stromasejtek (H)

kiilon-kiilon vizsgalhatoak.
2.3.2 Génexpresszios vizsgalatok

A génexpresszios vizsgalatok alapja a Kary Mullis altal kifejlesztett polimeraz
lancreakcidé (PCR) napjainkban a leggyakrabban alkalmazott génexpresszidt vizsgald
modszer [103]. Ezenbeliil a reverz transzkripciot kovetd, valos idejiit PCR (RT-PCR) a
legelterjedtebb modszer, amely soran az RNS molekulakrél komplementer DNS
(cDNS) késziil, majd ennek mennyisége elemzése torténik. A reakcid sordn
felszaporitott amplikonok altal gerjesztett fluoreszcens szignal vizualizacioja
génexpresszids vizsgalatokban leggyakrabban egy interkalalodo DNS festék vagy
fluoreszcens probdk hozzédadasaval torténik, majd a késziilék folyamatos detektalas
mellett valos idoben méri a keletkezett termékek mennyiségét. Ez a modszer nagy
pontossaggal alkalmas a vizsgalt cDNS templadt mennyiségének megallapitasdhoz,
azonban csak limitalt szamt gén kifejezédésének vizsgalatara alkalmas. Egy daganat
kialakulasa azonban komplex molekularis biologiai folyamatok eredménye, igy tobb
gén egylittes vizsgalatara van sziikség, amely tobbek kozt a nagy ateresztOképességi,
array alapu rendszerekkel kivitelezhetd. Ezért a PCR technika a sziirések soran

kivalasztott célpontok megerdsitése (validacidja) soran hasznalatos.
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2.3.2.2 Microarray technologia

A nagy ateresztOképességli vizsgalatok alapja sok célpont egylittes vizsgalatanak
lehetdsége. A gének kifejez6dési szintjének vizsgalati modszereiben az utdbbi
évtizedekben jelentds fejlodés tortént, az array alapu technikak megjelenése Ota egyre
tobb célpont egyre pontosabb mérésére van lehetdség. Microarray-nek hivjuk azokat a
teszteket, amelyeknél egy liveg vagy szilikon feliiletre 200 um-nél kisebb atméréja
pontban ismert DNS szekvencidkat, un. probakat rogzitenek elére meghatarozott
sorrendben és elrendezésben. A nagy denzitasu array-ek oligonukleotidjainak felépitése
fotolitografias modszerrel torténik, amely soran maszkok segitségével rétegenként in
situ épitik fel a probakat a feliileten a bazisok egyenkénti hozzaadasaval.

A leggyakrabban alkalmazott oligonukleotid array-ek szilard feliiletikon tobb ezer
pontban tartalmazzak a vizsgalni kivant transzkriptumra specifikus rovid szakaszokat,
amelyhez  tobblépéses  mintaelOkészitést kovetden a mintdban  jelenlévd
oligonukleotidok a bazisparosodds szabalyai szerint kapcsolddnak. A 1étrejott
hibridizacioét kiillonb6zo jelold 1épések segitségével fluoreszcens jelként detektalhatjuk.
A microarray-ek hasznalataval igy tobb ezer gén egyiittes vizsgalata valt lehetségessé,
igy ezek a vizsgalati modszerek a komplex onkoldgiai kérdések megvalaszolasaban is
teret nyertek. A microarray moddszerekkel lehetdségiink van a vizsgalt sejtekrdl egy
statikus génkifejez6dési képet kapni, amelyet expresszidos profilnak neveziink. A
kiilonb6z6 mintacsoportok profilozasa utan az elemzett géneket dsszehasonlithatjuk a
csoporok kozott, €s azonosithatjuk azokat, amelyek a két allapot kozott jelentdsen eltérd
kifejezddést mutatnak. Az azonositott elkiilonitd géncsoportok — a megfeleld validacios
kiséleti eredmények utdn - egy betegségre vagy allapotra jellemzd diagnosztikus,
prognosztikus markerekként hasznosithatoak [104]. Az egyik leggyakrabban hasznalt
génexpresszid vizsgalatara alkalmas oligonukleotid array az Affymetrix cég Aaltal
gyartott HGU133 Plus 2.0 tipusu chip, amellyel tobb mint 47.000 transzkriptum
egyidejli vizsgalata kivitelezhetd.

Ujabban a kodolo gének expresszios vizsgalatai mellett megjelentek a kiilonbozé nem
kodold RNS-ek, mint példaul a miRNS-ek és hosszi, nem kodoldo RNS-ek (IncRNA)
vizsgélatara alkalmas array vizsgalatok is. A keletkezd adatokbdl kiindulva, az mRNS
vizsgélatokhoz hasonlé modszerekkel azonosithatéak a kiilonb6zd betegecsoportok kozt

eltérd kifejezddést mutatd transzkriptumok. A kivalasztott mikroRNS vagy hossza nem
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kodolo RNS-ek valtozo expresszios valtozasainak megerdsitésére fliggetlen modszerek,

példaul a PCR vagy hibridizacios alapt technikak allnak rendelkezésre.

2.3.2.3 RNS in situ hibridizacio

A fent emlitett mdodszerekkel lehetdségilink van egy adott homogenizalt szovetmintabol
meghatarozni bizonyos transzkriptumok szintjét. Ismert, hogy a szdvetet alkoto sejtek
kiilonbozé transzkripcids profillal rendelkeznek, sot, a gének kifejezodése egy adott
sejtcsoporton belill is eltérhet. Az ilyen kiilonbségek azonositasara lehet hasznalatos
technika az in situ hibridizacid, amely nem csak a kifejezddés mértékérdl, hanem a
szOvetbeli, akar sejtbeli lokalizaciorol is informéciot szolgaltat. A moddszer soran
deparaffinalas és a megfelelé emésztési és feltarasi 1épések utan a vizsgalt RNS-sel
komplementer probédkat hibridizalunk a szovettani metszetre. A probak atlagosan 20-25
bp hosszuak, lehetnek RNS vagy DNS, esetleg modositott DNS (LNA- lakatolt
nukleinsav) alaptiak [105]. A hibridizacio kimutatasara hasznalhatunk direkt jelolt
probakat, vagy kiilonb6z6 jelamplifikdcios rendszereket is. A jelek elemzése és
értelmezése a hagyomanyos immunhisztokémiai modszerekkel kapottakhoz jelekhez

hasonloan torténik.
2.3.3 DNS metilacids vizsgalatok

A DNS metilaciéo napjainkban intenziven kutatott jelenség, igy vizsgalatara szamos
modszer valt széleskoriien alkalmazotta. A vizsgalatok alapvetden két f6 csoportba
sorolhatoak, a teljes genom-szintli DNS metilacios elemzésre, amely a jelenlévd metil-
citozinok teljes szintjét vizsgélja, €s a gén-specifikus metilacids analizisre, melynek

célja egyszerre csak egy gén metilacios statuszanak meghatarozésa.

2.3.3.1 Teljes genom-szintii DNS metildcios vizsgalatok

A teljes genom-szinti DNS metilaciés elemzésének célja, hogy olyan régiokat
azonositson a genomban, amelyek metilacidés mintazata megvaltozik rdkmegel6z6 vagy
tumoros allapotokban. Ez egy Osszehasonlitdé vizsgalat, ahol az egészséges referencia
mintdkhoz torténd valtozasokat azonositjak a vizsgéalt mintakban. Erre példa tobbek
kozt a MeDIP (Methyl-DNA Immunoprecipitation) mddszer, ahol a metilalt DNS
szakaszok 5’-metil-citozin specifikus ellenanyagokkal torténd feldusitasat kovetden a

metilalt DNS szekvenciak azonositasa microarray (MeDIP-chip) vagy szekvenalés
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(MeDIP-Seq) alapt technikakkal torténik. A Methyl-Cap hasonld6 modszer, amely a
human MeCP2 fehérje metil-kdtd doménjét hasznalja a precipitaciohoz. A modszer
lehetové teszi a teljes genom metilacios eseményeinek vizsgalatat, hatranya viszont,
hogy jelentds kiinduldsi mintamennyiséget igényel. A feldusitott metilalt szekvenciak
elemzésére kiilonféle nagy teljesitményli késziilékek és technoldgidk allnak
rendelkezésre, mint pl az Infinium HumanMethylation450 BeadChip array, amellyel
tobb mint 485.000 CpG dinukleotid vizsgalata lehetséges.

2.3.32 Génspecifikus DNS metildcios vizsgalatok
2.3.3.2.1 Nem biszulfit konverzion alapulo modszerek

A nem biszulfit konverzion alapulé DNS metildcios vizsgalatok esetében metilacio
szenzitiv és metilacio-fliggd restrikcids endonukledzokat hasznalnak a vizsgalt DNS
minta metilacios allapotanak felméréséhez. A leggyakrabban alkalmazott metilacios
szenzitiv enzimek a Hpall és a Smal nem hasitjak a metilalt DNS-t, a legelterjedtebb
metilacio inszenzitiv enzimek az Mspl és a Xmal mind a metildlt, mind a nem metilalt
DNS szekvenciat hasitjak. Az enzimatikus hasitas utan PCR technikéaval vizsgalhatjuk,
hogy egy adott pozicioban alkalmazott enzim kombinaciok hogyan befolyasoljak a

termék képzddést, hasitas esetén a termékképzddés gatolt.
2.3.3.2.2 Biszulfit konverzion alapulo modszerek

A génspecifikus metilacidos mintazat vizsgalatara szamos modszer kinalkozik, amelyek
tobbsége a DNS biszulfit konverzidjan alapul. A biszulfit konverzid sordn a genomialis
DNS szekvencidban eléfordulo CpG szigetekben elhelyezkedd citozinok metilacios
statuszat hatarozhatjuk meg. A moddszer lényege, hogy a nem metildlt citozin
nukleotidok a biszulfit reakcid soran uracilla alakulnak (7. abra), mig az 5. szénatomon

metil-csoportot tartalmazo citozinek nem valtoznak.
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7. abra: A biszulfit konverzié folyamata. Natrium-biszulfit kezelés eredményeképpen a
nem metilalt citozin nukleotidok nukleofil tamadast szenvednek és uracilla alakulnak,
az 5-metilcitozin  nukleotidokat nem érinti a modositas. Az abra a
http://www.grailmaster.com/genetics/protocols.shtml-Dateien/schumachersguidel.pdf

szerint, modositva készilt./

crer

molekularis biologiai modszerekkel tovabb vizsgalhato. A biszulfit konverzidt kovetd
vizsgalatok is két nagy csoportra bonthatéoak: a metilacio-specifikus PCR (MSP)
reakcion és a nem metilacio-specifikus PCR reakcion alapuld elemzésekre.

Az egyszerlisége miatt széles kdrben alkalmazott MSP soran a primerek csak a metilalt,
konvertalt szekvenciara specifikusak, igy a termék kimutatasa az eredeti minta
metilatsagara utal. Mara mar szamos MSP-n alapul6 alkalmazast is kifejlesztettek, ilyen
példaul a MethyLight elnevezésii valos idejii PCR reakcio is, amellyel egy-két CG
dinukleotid metilaltsagardl szerezhetiink informéaciot.

A nem metilacio-specifikus PCR reakcion alapulod technikdk esetén a primerek a
konvertalt mintara specifikusak, de a primer kotéhelyek nem CpG dinukleotidokra
esnek, igy idealis esetben a felszaporitott termékben a metilalt és nem metilalt
amplikonok egyarant, az eredeti mintdra jellemzd aranyaik szerint szerepelnek. Ez a
modszer a biszulfit-specifikus PCR (BS-PCR).

Egyszerli és koltséghatékony DNS metilaciot vizsgaldé modszer a BS-PCR reakciot
kovetd nagyfelbontasu olvadaspont elemzés. A PCR soran felszaporitott amplikonokban
a metilalt citozinok szekvencidja a biszulfit konverzié utdn C-ként, mig a nem metilalt
citozinoké T-ként szerepel. A kettdsszalu PCR termékekben a C-G nukleotidok kozt 3,
mig az A-T nukleotidok ko6zott csak 2 hidrogénhid kotés jon létre. Emiatt ha az
amplikonokhoz interkaldlodé festéket adunk és folyamatos melegités mellett észleljiik a

fluoreszcencia szintet, akkor a fluoreszcencia az amplikonok szekvencidja szerint fog
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csokkenni. Eszerint az eredeti szekvenciaban nem metilalt szakaszok alacsonyabb, mig
a metilalt szakaszok magasabb hdfoknal disszocidlnak. Az eredményként kapott
disszociacidés gorbe alakjabol a metilacidos szazalékra tudunk kovetkeztetni. Ez a
modszer a metilacios-specifikus nagy felbontast olvadaspont analizis (MS-HRM).
Napjainkban a szekvenalas alap vizsgalatok keriiltek el6térbe, mivel lehetdségiink
nyilik egyszerre tobb CpG pozicid metilaltsagat is megallapitani. Ez torténhet a
hagyomanyos DNS szekvenalassal illetve piroszekvenalassal is. A hagyomanyos
modszer esetén is kétféle stratégiat kovethetiink: a klonozés-alapu illetve a direkt
szekvenalast. A direkt szekvendlds soran a biszulfit konvertalt DNS templatrol az un.
biszulfit-specifikus PCR reakcidban az altalunk vizsgalni kivant szakasz felszaporitasa
utan kozvetleniil elvégezhetjiik a szekvendldst. Amennyiben a biszulfit szekvenalas
eredményében az adott CG dinukleotid a kezelés utdn valtozatlanul ,,CG”-ként
jelentkezik, ugy a vizsgalt CpG helyet metilaltnak, mig ha ,,TG”-re konvertalodik, ugy
metildlatlannak tekinthetjiik. Amennyiben az adott kromatogram csucs C és T nukleotid
jelbdl is all, gy részleges metilacio feltételezhetd.

A hagyomanyos Sanger szekvenalasi modszer sokaig a leggyakrabban hasznalt
bazissorrend meghatarozé technika volt. Ez a didezoxi lanctermindcion alapuld reakcio
alkalmas a DNS szekvencia pontos leolvasasara [106], viszont hatranya a reakcio relativ
magas koltsége. Bar az Ujabb technikdk megjelenésével a Sanger szekvenalas hattérbe
szorult, tovabbra is meghatdrozd mddszer maradt tobbek kozt a rutin diagnosztikai
vizsgalatokban.

Az 1996-ban Ronaghi és munkatarsai altal leirt piroszekvenalas modszerének alapja a
szintézis alapu szekvenalds, amely soran a templat szallal komplementer nukleotid
beépiilése utan felszabadulo pirofoszfat csoportot (PPi) mutatjuk ki.

Kétféle rendszer 1étezik, az els6ként leirt szilard fazisu piroszekvenalas [107], amelynek
tovabbfejlesztett valtozata a folyékony fazisu piroszekvenalas [108]. A tobbszoros
enzimatikus reakci6 sordn a dezoxi nukleotidokat (dATPaS, dCTP, dGTP, dTTP)
meghatdrozott sorrendben, ciklikusan adagoljuk a rendszerhez, amelyek a
komplementer szekvencidnak megfeleléen beépiilnek, majd a felszabaduld pirofoszfat
(PPi) az ATP szulfurilaz enzim miikodése altal ATP-v¢é alakul, amely energiat szolgaltat
a luciferaz enzimnek, végiil pedig a luciferin oxidalasaval fényt general (8. abra). A

szilard fazisu piroszekvendlas soran a templat szilard fazishoz (pl. magneses gyongy)
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kotott, 3 enzim hozzaadasaval torténik a reakcio (polimeraz, ATP-szulfurilaz, luciferaz),
majd minden ciklus utan egy moso 1épés kovetkezik. Ezzel szemben a folyékony fazisu
piroszekvenalasi reakcié soran még egy enzim hozziadasa torténik, igy Osszesen 4
enzim jatszik szerepet (polimerdz, ATP-szulfurildz, luciferaz, apiraz), az apirdz enzim a
reakcié bomlastermékeinek és a be nem ¢épiilt nukleotidok eltavolitdsaért felel. A
nukleotid beépiilés szobahdmérsékleten atlagosan 3-4 masodpercet vesz igénybe, az ezt
kovetd reakciok koziil a moso 1€pés miatt a szilard fazisu piroszekvenalas a gyorsabb.

A két technika a leolvasasi hossz szempontjabol is eltér, a folyékony fazisu
piroszekvenalassal jelenleg tobb bazispar olvashatd le, mint a szilard fazisa
piroszekvenalas modszerével, amely kiilonbség éppen a mosd 1épés vs. enzimatikus
lebontasbol ered, a jel/zaj arany a szilard fazisu reakcioban kevesebb nukleotid

beépiilése utan lecsokken, mint a folyékony fazisu piroszekvenalas esetén.
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8. abra: A kétféle piroszekvenalasi modszer sematikus dsszefoglalasa. A) szilard fazisa
piroszekvendlds hdrom enzim (polimerdz, ATP-szulfurilaz és luciferaz) hasznalataval.
B) folyékony féazisu piroszekvenalas négy enzim (polimerdz, ATP-szulfurilaz, luciferaz
¢s apiraz) alkalmazasaval. Az abra Ronaghi és munkatarsai alapjan, modositva késziilt

[109].

A fényjeleket a piroszekvenator késziilékben 1évo toltéskapcsolt (CCD) kamera
érzékeli, a szekvencia bazissorrendjére a hozzaadott nukleotidok és a felvillanasok
sorrendjébdl kovetkeztethetlink. A mért fény erdssége a beépiildé nukleotidok
mennyiségével ardnyos, gyakorlatban 4-5 azonos nukleotid beépiiléséig ardnyosan
megfeleltethetd a nukleotidok szaménak. Ebbdl kovetkezik, hogy az ennél hosszabb

homopolimer szekvenciak azonositasa ezzel a technikaval kihivast jelentenek.
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A kiilonb6z6 szekvenalasi modszerek a mutacios elemzések mellett a DNS metilacios
szintek vizsgalatara is alkalmasak. A biszulfit konverziot kovetéen a metilalt €s a nem
metilalt citozinok gyakorlatilag pontmutacioként jelentkeznek, igy a T és C nukleotidok

aranyabol kovetkeztethetiink a minta eredeti metilaltsagi szintjére.
2.3.4 Fehérjék kimutatasa

A biologiai mintdkban taldlhatd kiilonboz6 fehérjék jelenlétét és szintjét kiillonbozo
modszerekkel tudjuk kimutatni. Az altalanos Osszfehérje mennyiséget pl. Bradford
modszerrel, egy adott fehérje mennyiségét pontosan az ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) modszerrel lehet meghatarozni, mig a Western blot modszer
segitségével fehérjék méretére, variansok vagy poszttranszlacios modosulasok jelenléte
hatarozhaté meg. Ha azonban a fehérje szovetbeli kifejez6désére vagyunk kivancsiak,
az immunhisztokémia modszerét alkalmazhatjuk. Az alapfolyamat a szdvetmintdk
fixalasat, bedgyazasat, metszését, majd a metszetekben 1évé antigének feltarasat,
endogén peroxidazok gatlasat és a nem specifikus kotédések blokkolasat foglalja
magaban. Ezutdn az adott antigénre specifikus ellenanyaggal vald inkubdlas soran
megtorténik az antitest-antigén kapcsolddasan alapuld immunreakcio. A jel detektalasa
szempontjabol megkiilonboztetiink direkten jelolt elsédleges ellenanyagokat és az
elsddleges antitestre specifikus jelolt masodlagos ellenanyagokat (indirekt jeldlés). Az
ellenanyagok egy adott epitopra (monoklonalis antitest), vagy tobb epitopra lehetnek
specifikusak (poliklondlis antitest).

A standardizalas eldsegitése érdekében - ahogy a szdvettani metszetek vizsgalata soran
altalanosan-, az immunhisztokémiai festések soran is hasznos az Gn. szoveti microarray
(Tissue MicroArray — TMA) technika alkalmazasa. A modszer 1ényege, hogy egy adott
targylemezen nem csupan egy, hanem egyszerre tobb szovetblokkbol szarmazo minta
egy specialis TMA készitd késziilékben kivalasztott teriiletekrdl egy-egy meghatarozott
méretti (0,5 mm, 1 mm vagy 2 mm atmér6jii) szoveti hengert emeliink ki, majd ezt egy

fogado6 paraffin blokkba illesztjiik (9. abra). Az Gsszeillesztés utan 1étrejovo szoveti
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microarray (TMA) blokkbol késziilt metszeteken azonos kisérleti koriilmények kozt,

jelentés reagens megtakaritas mellett végrehajtott kisérletek sordn szamos szdvetminta

vizsgalhato.

A
A Kkivalasztott g A szovethenger o Az elkésziilt o
teriilet beillesztése a TMA metszése -
kisziirdsa ] donor-blokkba ] 3 .
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9. abra: A szoveti microarray (TMA) A) készitésének szemléltetése, valamint B) egy
hematoxilin-eozin festett TMA metszet digitalizalt targylemezének részlete. Az abra a
https://medicine.yale.edu/pathology/research/tissueservices/tissuemicroarrayfacility/wha

t.aspx weboldalon talalhat6 abra alapjan, modositva késziilt.

Az immunhisztokémiai reakcio utan a kiértékelést hagyomanyos mikroszkoppal illetve
digitalis mikroszkoppal is végezhetjiik. A digitalizalasi folyamat soran egy nagy
felbontast szkenner segitségével rogzitik a targylemez képét, amely elemzésére
specialis szoftverek ¢€s algoritmusok haszndlataval van lehetdség. A moddszer eldnye,
hogy a Iétrejovd jel mindsége allandé marad. Az immunhisztokémiai reakcidok
kiértékelése leggyakrabban szemi-kvantitativ modszerekkel, részben szubjektiv moédon
torténhet, igy az eredmények interpretdlasa a moddszer kritikus része. A klasszikus
értekelés egy relativ skalan torténik a festddés intenzitdsatol fliggden (0 ha nincs
festddés, +1 gyenge, +2 mérsékelt és +3 erds immunfestddés esetén). Ettdl pontosabb
értékelési rendszerek is hasznaltak, pl. a Q-score modszer, amely az eldbbi skalat
hasznalva az adott festddési intenzitasu sejtek szdmaval aranyosan szamolja ki az adott
mintdban a fehérje kifejez6désének szintjét. A végeredmény egy szamérték, amely a
pozitiv sejtek szdmanak (P) és a festddés intenzitasanak (I) szorzata: Q = P x I, a szorzat

maximalis értéke 300.
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3 CELKITUZESEK

PhD munkam vizsgalati céljait az alabbi pontokban hataroztam meg:

1, Friss fagyasztott miitéti és formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) vastagbél

szovetmintakbol torténd automatizalt RNS izolalas alkalmazhatosdganak vizsgalata.

2, Munkacsoportunk 4altal publikalt, friss fagyasztott vastagbél szovetmintdk teljes
genomszintli génexpresszids vizsgalata soran azonositott, a diagnosztikai csoportokat

elkiilonitd transzkriptum szett FFPE szovetmintakon valo vizsgalata.

3, Friss fagyasztott mitéti, biopszias és FFPE vastagbél szovetmintdkbol torténd

automatizalt DNS izolalas alkalmazhatosaganak vizsgalata.

4, A vastagbéldaganatok kialakuldsa sordn génexpresszids valtozast mutatd gének
azonositdsa és lehetséges szabdlyozdsi mechanizmusaik (DNS metilacio, miRNS)

vizsgalata.

5, A klinikai gyakorlatban is alkalmazott, a vastagbél adenoma-karcinoma szekvencia
soran hipermetildlod6 SEPT9 vérplazma marker DNS metildcios vizsgalata

vastagbélszovetbdl izolalt ham és stromasejteken.
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4 MINTAK ES MODSZEREK

4.1 A vizsgalt szovetmintak
4.1.1 A vizsgalt szovetmintak osszefoglalasa

4. tablazat. Vizsgalataink sordn elemzett szovetminta tipusok Osszegzése. CRC =

vastagbéldaganat, AD = adenoma, NAT = normal adjacens szovet, N = egészséges

vastagbélszovet.
Betegcsoport | Vizsgalat CRC | AD NAT N (18) | Osszesen
(mintaszam) (114) (34) (102) (268)
1. RNS 1.1.Automatizalt 20 - 20 - 40
markerek RNS izolalas
vizsgalata
1.2 RT-PCR 30 - 15 15 60
1.3 in situ RNS 3 3 3 - 9
hibridizacio
2. DNS 2.1. Automatizalt 30 - 30 - 60
metilacios DNS izolalas
markerek
vizsgalata
2.2. DNS metilacios | 15 15 15 - 45
vizsgalatok
2.3 miRNS 3 3 3 - 9
vizsgalatok
2.4, 10 10 10 - 30
Immunhisztokémia
3. SEPT9 Szekvenalas és 3 3 3+3 3 15
metilacios immunhisztokémia
vizsgalata

Vizsgalataink soran Osszesen 268 vastagbél szOvetminta elemzésére keriilt sor. A

mintacsoportban 114 CRC, 34 adenoma, 107 tumor melletti ép szovet (NAT — normal
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tissue adjacent to tumor) és 18 egészséges vastagbél szovetminta volt. A kiilonbozo

vizsgélatokba bevont mintatipusok Osszefoglaldsa a 4. tdblazatban talalhato.
4.1.2 A vizsgalt szovetmintak feldolgozasa

4.1.2.1. Friss fagyasztott mintak

Sebészileg eltavolitott vastagbéldaganatokbol ¢és az eltavolitott rezekalt colonvég
makroszkoposan ép (NAT) teriiletekrdl szarmazo szovetmintdk az eltavolitast kovetd
rovid idon beliil fagyasztasra keriiltek folyékony nitrogén felhasznéalasaval, majd a fenti
friss fagyasztott szovetmintakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Egyik mintacsoport
sem tartalmazott olyan mintat, ahol a beteg a mintavétel idépontja elétt kemo- vagy
radioterapids kezelésben részesiilt. Minden betegtél beleegyezd nyilatkozatot
gyljtottiink, a mintagyiijtéshez sziikséges etikai engedélyt (TUKEB 2005/037 és
TUKEB 23970/2011) a regionalis etikai bizottsag megadta.

4.1.2.2 Biopszids mintak

A Dbiopszias mintdkat (kb. 3-5 mg szOvet) rutin szlrési célbol végrehajtott
kolonoszkopids vizsgélat soran gyijtottik, rogton RNALater (Qiagen, Hilden,
Németorszag) nukleinsav stabilizalo anyagba helyeztiik, majd felhasznalasig -80°C-on
taroltuk Oket. Egyik mintacsoport sem tartalmazott olyan mintat, ahol a beteg a
mintavétel idOpontja el6tt kemo- vagy radioterapias kezelésben részesiilt. Minden
betegt6l beleegyezé nyilatkozatot gyiijtottiink, a mintagytjtéshez sziikséges etikai
engedélyt (TUKEB 23970/2011) a regionalis etikai bizottsag megadta.

4.1.2.3 FFPE mintak

Az FFPE mintak rutin patologiai folyamat szerint 4%-0s pufferolt formaldehidben
lettek rogzitve (kevesebb, mint 24 6rdn keresztiil). Az altalunk felhasznalt mintadk
kevesebb, mint 6 honapos tarolds utan lettek a helyi patologiai archivumbol kigytjtve.
Egyik mintacsoport sem tartalmazott olyan mintat, ahol a beteg a mintavétel idépontja
elétt kemo- vagy radioterapids kezelésben részesiilt. Minden betegtd]l beleegyezd
nyilatkozatot gyiijtottiink, a mintagylijtéshez sziikséges etikai engedélyt (ETT-TUKEB
23970/2011) a regionalis etikai bizottsag megadta.
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4.2 Vastagbélrakra jellemz6 mMRNS markerek vizsgialata automatizaltan izolalt

friss fagyasztott biopszias és FFPE mintakon
4.2.1 Automatizalt RNS izolalas alkalmazhatésaganak vizsgalata

4.2.1.1 Mintagyiijtés

A 10 CRC és a hozzatartoz6 10 NAT friss fagyasztott szovetminta a 4.1.2.1 fejezetben,
valamint ugyanazon biologiai szovetekbol készitett 10 CRC és a hozzatartozo 10 NAT
FFPE minta gyiijtése a 4.1.2.3 fejezetben leirtak szerint tortént. A vizsgalatba bevont

szOovetmintak adatait az 5. tdblazat foglalja 6ssze.

5. tablazat: Az automatizalt RNS izoldlas alkalmazhatosagi vizsgalatba bevont

szovetmintak. *: Astler-Coller szerint modositva.

NAT CRC
Dukes B* Dukes C*
Friss fagyasztott / FFPE
Esetszam 10 6 4
No6/Férfi 4/6 3/3 31
Atlag életkor (év) 74,7+ 6,7 75,7+ 3,1 73,2+ 10,7

4.2.1.2 Automatizdlt és manudlis RNS izoldlds

Friss fagyasztott mintdk tomegének (20 mg szdvet) lemérése utdn minden mintat
egyenként MagNA Lyser Green Beads (Roche Applied Science, Penzberg,
Németorszag) kerdmia gyongyoket tartalmazd centrifuga csovekbe helyeztiink, majd
800 ul MagNA Pure LC RNA Isolation Tissue Lysis Buffert adtunk hozza. A szovetek
homogenizalasat 6500 rpm sebességgel 50 masodpercen keresztiil, kétszer ismételve a
MagNA Lyzer (Roche Applied Science) homogenizator segitségével végeztik. Az
FFPE mintakat metszést kovetden centrifugacsdvekbe helyeztiik, majd 2 x 10 perces
xilolos és 2 x 10 perces abszollt etanolos inkubalas utan a metszeteket kiszaritottuk. A

teljes RNS kivonast maunalis és automatizalt modszerrel is elvégeztiik ugyanazokbol a
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mintdkbol. Az automatizalt izolalast 350 pl szoveti lizatumbol, valamint 1-1 kiszaritott
FFPE metszetbdl végeztiik az automatizalt MagNA Pure 96 Cellular Large Volume Kit
(Roche) hasznalataval a MagNA Pure 96 automatizalt nukleinsav izolalé rendszeren a
gyartod eldirasainak megfeleléen. A friss fagyasztott metszeteknél a RNA Tissue LV
0.39 elnevezésii gyari protokollt, mig az FFPE mintdk esetén a RNA FFPET LV 0.21
elnevezésii protokollt hasznaltuk. A manudlis kivonast 350 pl szdveti lizdtumbdl az
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag), valamint 1-1 Kiszaritott FFPE
metszetbdl az RNeasy FFPE kit (Qiagen) hasznélataval végeztiik a gyartoi utasitasokat

kovetve.

4.2.1.3 RNS mintak mennyiségi és mindségi ellendrzése

Az RNS koncentraciot a NanoDrop 1000 spektrofotométer késziilékkel (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) mértiik. Az RNS mindéségét az RNA 6000 Pico
LabChip kit hasznalataval az Agilent BioAnalyzer 2100 mikrokapillaris elektroforézis
rendszeren hataroztuk meg. Az RNS mindségét egy 10 (legintaktabb) - 1
(legtoredezettebb) terjedd skalan meghatarozott integritasi szdmmal (RIN - RNA
Intergity Number) jellemeztiik.

4.2.2 Vastagbélrakra jellemzé RNS markerek vizsgalata FFPE mintikon

4.2.2.1 Mintagyiijtés

A 15 CRC és a hozzatartozd 15 egészséges vastagbél biopszia a 4.1.2.2 fejezetben,
valamint 15 CRC és a hozzatartozdé 15 NAT FFPE minta gytjtése a 4.1.2.3 fejezetben
leirtak szerint tortént. A vizsgalatba bevont szovetmintak adatait az 6. tablazat foglalja

0ssze.
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6. tablazat: A vastagbélrékra jellemzd RNS markerek vizsgdlatdba bevont mintak. *:

Astler-Coller szerint modositva.

NAT/ CRC
Normal Dukes B* Dukes C* Dukes D* Besorolas
nélkiil

Biopszia
Esetszam 15 2 4 6 3
No6/Férfi 11/4 11 4/0 313 1/2
Atlag életkor (év) 53,0150 73,0+£99 62,5+11,0 68,0+16,7 753+11,9
FFPE
Esetszam 15 11 4 - -
No/Férfi 6/9 5/6 1/3 - -
Atlag életkor (év) 66,5+ 10,9 68,3+9,6 61,5+143 - -

Az in situ hibridizacios kisérletekhez 3 NAT, 3 adenoma és 3 CRC szovetmintakat a

4.1.2.3 fejezetben leirtak szerint gytijtottiik (7. tablazat).

7. tablazat: Az in situ mRNS hibridizacio vizsgalatba bevont vizsgalt mintak. *: Astler-

Coller szerint modositva.

NAT Adenoma CRC
tubularis  tubulovillézus Dukes C*
FFPE 3 2 1 3
No/férfi 1/2 1/1 0/1 1/2
Atlag életkor (év) 73+2 72+ 14 75 7342
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4.2.2.2 Automatizalt RNS izoldlds

A biopszias mintakat RNALater-ben jégen kiolvasztottuk, majd uj MagNALyser Green
Bead keramia gyongyokkel toltott, 800 ul MagNA Pure LC RNA Isolation Tissue Lysis
Buffer-t (Roche Applied Science) tartalmazd csovekbe helyeztik. A
szovethomogenizalast 6500 rpm sebességgel végeztiik 50 masodpercen keresztiil,
kétszer ismételve. Az FFPE metszeteket metszés utan centrifugacsovekbe helyeztiik,
majd 2 x 10 perc xilolos és 2 x 10 perces abszolut etanolos inkubalas utan kiszaritottuk.
A teljes RNS izolalast 350ul biopszias szoveti lizatumbol illetve 1-1 kiszaritott FFPE
metszetbdl végeztiik automatizalt MagNA Pure 96 Cellular Large Volume Kit (Roche)
hasznalataval a MagNA Pure 96 automatizalt nukleinsav izolal6é rendszeren a gyartoi
utasitadsoknak megfeleléen. A biopszids mintakbol torténd RNS kivonashoz az RNA
Tissue LV 0.39 elnevezésii gyari protokollt, mig az FFPE mintdk esetén a RNA FFPET
LV 0.21 elnevezésii protokollt hasznaltuk.

4.2.2.3 Mennyiségi és mindségi ellenorzés
Az RNS mintak mennyiségi és mindségi ellendrzését a 4.1.3 pontban leirtaknak

megfelelden végeztiik.

4.2.2.4 Valos-idejii polimeraz lancreakcio

A reverz transzkripciot 150 ng teljes RNS-b6l végeztiikk a Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Penzberg, Németorszag) segitségével
anchored oligo (dT) és random hexamer primerek kombinaciojanak hasznalataval. A 11,
korabbi microarray vizsgalataink soran azonositott CRC-specifikus transzkriptum (CA7,
COL12A1, CXCL1, CXCL2, CHI3L1, GREM1, IL1B, IL1RN, IL8, MMP3, SLC5A7)
expresszios elemzését valds-idejii PCR modszerrel végeztiik el a 18S riboszomalis RNS
belsé kontroll alkalmazasaval (8. tablazat). A reakciohoz RealTime Ready® probakat
(forward és reverz primer 400 nM, fluoreszcensen jeldlt hidrolizis proba 200 nM, Roche
Applied Science) hasznaltunk. A valds idejli kvantitativ polimeraz lancreakciot 10 pl
végtérfogatban 5 ng/minta cDNS-bdl kiviteleztiik, 5 pl LightCycler Probes Master €s a
probak hozzaadasaval. A reakciok Osszedllitasait epMotion 5070 folyadékkezeld
automata (Eppendorf) segitségével végeztik. A LightCycler® 480 RT-PCR késziiléken
(Roche) a kovetkezd hdciklust hasznaltuk: 95°C 10 perc enzim aktivéacio és denaturacio,

45 amplifikacios cikluson keresztiil 95°C 10 perc, 60°C 30 mésodperc anneldci6 és
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lanchosszabbitas és 72°C 1 masodperc jeldetektalas, majd 40°C 30 masodperces hiitésen
keresztiil. A nyers Cp (crossing point) értékeket a 18S referencia (housekeeping) gén

adataival normalizaltuk.

A receiving operating characteristic (ROC) gorbe elemzéshez a MedCalc 13.3 szoftvert
hasznaltuk annak érdekében, hogy a vizsgalt markerek elkiilonitd képességét
megallapitsuk. Az elkiilonitd képességet jellemzd specificitas és szenzitivitas értékeket
interaktiv dot diagramokon abrazoltuk. A diszkriminacios elemzést SPSS 22.0 szoftver

segitségével végeztiik.

8. tablazat: A CRC-specifikus transzkriptumcsoport vizsgalatara alkalmazott assay-k.

Génszimbolum | Gén név Amplikon | RealTime ready

hossz Assay azonosito
szam (Roche)

CA7 karbon-anhidraz VII 77 103015

CHI3L1 kitinaz 3-szert fehérje 1 76 103035

COL12A1 kollagén XII, alfa 1 66 103045

CXCL1 kemokin (C-X-C motivum) ligandum 1 | 105 105522

CXCL2 kemokin (C-X-C motivum) ligandum 2 | 95 103070

GREM1 gremlin 1 111 103109

IL1B interleukin 1, beta 87 100950

ILIRN interleukin 1 receptor antagonista 76 103133

IL8 interleukin 8 92 103136

MMP3 matrix metallopeptidaz 3 110 103167

SLC7A5 SLC 7. csalad 5. tagja 72 103210

RN18S1 18S riboszomalis RNS 73 104092
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4.2.2.5 In situ RNS hibridizdcio

Az mRNS in situ hibridizaciot a 11 marker kozil kivalasztott két marker, a csokkend
kifejezddést ~ mutatdé  karbon-anhidraz ~ VIIL  (CA7; NM 005182.2), a
vastagbéldaganatokban fokozott expresszioji kemokin (C-X-C motivum) ligandum 1
(CXCL1, NM_001511.2) esetén végeztik el. A vizsgalatot a Bioneer dan cég
segitségével végeztiikk. A vizsgalat soran két-két nem atfedd oligonukleotidot terveztiink
mindkét célpontra: CA7 mMRNS-nél: 5’-TGGCATTCCAGTGAACCAGAT-3’ (643-623
nukleotidok) és 5’-AGCGCATCTGTCAGACGATTCAT-3’ (758-736 nukleotidok), és
a CXCL1 mRNS esetén: 5-ATGCAGGATTGAGGCAAGCTTT-3> (347-326
nukleotidok) és 5’-TTGGATTTGTCACTGTTCAGCAT-3" (399-377 nukleotidok). A
reakciok kimutatasahoz Un. lakatolt/kotott nukleinsav (Locked nucleic acid — LNA)
oligonukleotidokat hasznalatunk, amelyek olvadaspontjai (melting temperature; Tm)
sorrendben a kdvetkezéek voltak: 87°C, 84°C, 85°C és 86°C. Emellett negativ és pozitiv
kontroll probat is alkalmaztunk. A negativ kontroll proba egy 22 oligonukleotidbol allo
LNA oligonukleotid volt (Tm= 87°C), a pozitiv proba egy 21 nukleotidbol 4llo, miR-
126-ra tervezett, korabban publikalt LNA proba volt (Tm= 84°C) [110]. Az 5’ ésa 3’
végeken 6-karboxifluoreszcein (FAM)-nel jelolt (dupla-FAM jelolt probakat), az
Exiqon cégtdl rendeltiik (Vedbak, Dénia). Az in situ hibridizaciot Tecan Genepaint
késziilékben végeztiik (Tecan, Ménnedorf, Svéjc) a korabbi leirasoknak megfeleléen
[110]. Az FFPE blokkokbdl készitett 6 um vastag metszeteket deparaffinaltunk, majd
proteindz K enzimmel (25 pg/ml) inkubaltuk 8 percen keresztiil 37°C-on. Az in situ
hibridizacidhoz az egy adott génhez tartozd probak elegyét (60 nM) az Exiqon
hibridizaciés pufferében oldottuk fel (Exiqon), majd 57°C-on egy oOran keresztiil
inkubaltuk. Emellett egy-egy parhuzamos metszeten elvégeztiikk a pozitiv (30 nM) és
a metszeteket alkalikus-foszfatazzal konjugalt anti-FAM (1:800, Roche, Mannheim,
Németorszag) ellenanyaggal inkubaltuk. A metszeteket 4-nitro-blue tetrazolium (NBT)
reagenssel és 5-brom-4-kloro-3’-indolil-foszfat (BCIP) szubsztrattal (Roche) kezeltiik
90 percen keresztiil, mig a jelolt nukleinsavak teriiletén sotétkék csapadék keletkezett. A
metszeteket Nuclear Fast Red (Vector Laboratories, Burlingname, USA) festékkel
kontrasztfestettiik. A jelolt metszeteket digitalis szkenneléssel rogzitettiik (Pannoramic
250 szkenner, 3DHISTECH Kft., 20x objektiv).
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4.3 DNS metilaciés markerek azonositasa vastagbél szovetmintak vizsgalata soran
4.3.1 Automatizalt DNS izolalds alkalmazhatésaganak vizsgalata

4.3.1.1 Mintagyiijtés

A 10 CRC és a hozzatartozé 10 NAT friss fagyasztott szovetminta a 4.1.2.1 fejezetben,
10 CRC és 10 egészséges vastagbél biopszia a 4.1.2.2 fejezetben, valamint 10 CRC és a
hozzatartozé 10 NAT FFPE minta gytijtése a 4.1.2.3 fejezetben leirtak szerint tortént. A

vizsgalatba bevont szovetmintak adatait az 9. tdblazat foglalja 6ssze.

9. tablazat: Az automatizalt DNS izoldlas alkalmazéasanak vizsgalata soran hasznalt

mintak. *: Astler-Coller szerint modositva.

NAT/Normal CRC

Dukes B* Dukes C* Dukes D*
Friss fagyasztott
Esetszam 10 7 3 -
Né6/Férfi 6/4 3/4 3/0 -
Atlag életkor (év) | 70,5+ 11,7 67,7+12,31 77,1 +£8,5 -
Biopszia
Esetszam 10 4 3 3
Né/Férfi 6/4 2/2 1/2 2/1
Atlag életkor (év) | 50,2+ 12,6 63,8 +8,8 68,3+13,2 | 550+25,5
FFPE
Esetszam 10 6 4 -
Né/Férfi 4/6 3/3 1/3 -
Atlag életkor (év) | 67,4+ 13,3 66,0 + 14,4 69,5+13,1 -
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4.3.1.2 Automatizdlt és manualis DNS izoldlas

Friss fagyasztott mintak tomegének (3-5 mg szovet) lemérése utan minden mintat
egyenként centrifuga csovekbe helyeztiink, majd 180 pul MagNA Pure DNA Tissue
Lysis Buffer-t (Roche, Cat no: 04 805 160 001) mértiink rajuk, ezutan 20 pl proteinaz K
enzimet (Roche, Cat. no. 03 115 828 001) adtunk az elegyhez az automatikus izolalas
elott. A manualis izolalas soran a szovetmintakat 180 pul ATL és 20 ul proteinase K
(mindketté a QIAamp DNA Mini Kit része) elegyébe helyeztiik. Erdteljes keverés utan
minden mintat 55°C-on emésztettiink 4 oran keresztiil. A DNS izolalast a gyartoi
utasitasoknak megfelelden végeztiik a MagNA Pure DNA and Viral NA Small Volume
Kit felhasznalasaval, a DNA Tissue SV 2.0 protokoll szerint. A manudlis DNS kivonas
a QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) hasznalataval, a gyartoi utasitasoknak megfeleléen
tortént. Az elucios térfogat mindkét protokoll esetén 200 ul volt.

Az RNALaterben tarolt biopszias mintakat jégen olvasztottuk ki, majd a szovetmintat
egy Uj centrifugacsdbe helyeztiikk at, amely 180 pl MagNA Pure DNA Tissue Lysis
Buffer-t és 20 ul proteinase K enzimet tartalmazott. Erdteljes keverés utan a
szovetmintakat 55°C-on emésztettiink 4 oran keresztiil. A szovetkeverékek enzimatikus
kezelése utan 100 pl-enként j csovekbe mértiik, majd az automata izolalas el6tt még
tovabbi 100 ul lizis pufferrel (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer), a manualis
izolalas el6tt 100 pul ATL pufferrel egészitettik ki. A DNS izolalast a gyartoi
utasitdsoknak megfelelden végeztiik a MagNA Pure DNA and Viral NA Small Volume
Kit felhasznaldsaval, a DNA Tissue SV 2.0 protokoll szerint. A manudlis izolalast
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) alkalmazasaval végeztiik. Az elucios térfogat mindkét
protokoll esetén 50 pl volt.

Az FFPE blokkokbol 10 pum vastagsagh metszeteket készitettiink, majd ezeket
centrifugacsovekbe helyeztilk. A deparaffinalashoz 2 x 10 perces xilolos inkubaciot,
majd 2 x 10 perces abszolut etanolos inkubaciot hasznaltunk. A metszeteket kiszaritas
utdn Uj centrifugacsovekbe helyeztiik, az automata izolalas elétt 200 pl MagNA Pure
DNA Tissue Lysis Buffer-t és 20 ul proteinaz K enzimet adtunk a metszetekhez, a
manudlis izolalas esetén 180 pul ATL Buffer-t és 20 ul proteinase K enzimet. Erdteljes
keverés utdn a szovetmintadkat 55°C-on inkubdltuk egy ¢&jszakdn keresztil az

automatikus izolalas el6tt, €s 56°C-on 2 6raig a manuadlis izolalast megel6zéen. A DNS
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izolalast a gyartdi utasitdsoknak megfeleléen végeztiik a MagNA Pure DNA and Viral
NA Small Volume Kit felhasznalasaval, a DNA FFPE SV 2.0 protokoll szerint. A
manualis izolalast QIAamp DNA FFPE Kit (Qiagen) alkalmazasaval végeztiik.

4.3.1.3 Mennyiségi és mindségi ellendrzés

Az izolalt DNS mennyiségét (OD260) NanoDrop 1000 spektrofotométer (Thermo-
Fischer) segitségével hataroztuk meg. A tisztasdg meghatarozasa érdekében OD260/280
¢s 0D260/230 aranyokat is meghatdroztuk, elébbirdl a fehérje szennyezettségre,
utobbibdl a szerves oldoszerek, sok altali szennyezettségre lehet kdvetkeztetni. A Kivont
DNS fragmentaltsagat egy mar korabban leirt modszer [111] segitségével ellendriztiik;
amelyhez GAPDH gén 4 kiilonb6z6 hosszusagi (100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp)
szakaszat felszaporité multiplex PCR segitségével. A reakcioban mintanként 8 ng DNS-
t hasznaltunk, GAPDH multiplex primert (0,133 pM végkoncentracid) és LightCycler
480 Probes Master (2x) reagenst adtunk. A PCR amplifikaciot LightCycler 480
késziilékkel, MonoColor Hydrolysis Probe/UPL Probe detektalds alkalmazasaval a
kovetkezd hociklus szerint végeztiik: kezdeti denaturacio: 95°C 10 perc, 45 ciklus
amplifikacié: 95°C 10 s, 60°C 30 s, 72°C 16 s, majd hiités 40°C 10 s. A polimeraz
lancreakcié soran felszaporitott amplikonokat 2%-0s agardz gélelektroforézis
segitségével vizualizaltuk SYBRSafe DNA Gel Stain (Life Technologies, Calrsbad,
CA) és Molecular Weight Marker VIII (19-1114 bp) marker hasznalataval.

10. tablazat: A DNS metilacios vizsgalatok soran tanulmanyozott gének, primer

szekvenciai, az amplikonok lokalizacidja és hossza.

Gén Primer szekvencia Amplikon Amplikon
/forward (F) és reverz (R)/ lokalizacio hossz
MAL F: TGGTGAAGATAGAGAAGTTATTGGGTAGG Chr 2: 95691438- 160 bp
R: AAAACCCCCAAACCACTAAACTC 95691598
SFRP1 F: GGAAAGAGATAAGGGGAGAAAAAGAA Chr 8: 41167194- 139 bp
R: ATTTCATAAATTTACAAATATAATCCAAACTCC 41167333
SFRP2  F:GGTTAAGATAGGTTTAATTGATTATTGGGGAATAG  Chr 4: 154712515- 119 pp
R: TAAACACCCAATATCCCATCCCT 154712634
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4.3.1.4 BS-PCR és MS-HRM

Az izolalt DNS mintak (és a standard mintak) DNS metilacios vizsgalata el6tt EZ DNA
Methylation kit (Zymo Research) segitségével konvertaltuk a mintdkat 1 pg input DNS
mennyiséggel. Ezutan biszulfit-specifikus polimeraz lancreakciot (BS-PCR), majd ezt
kovetéen metilacio-specifikus nagy felbontasu olvadaspont elemzést (MS-HRM)
alkalmaztunk. A primerek szekvenciait Ugy terveztik meg, hogy ne essenck CpG
dinukleotidokat tartalmazo szakaszra, igy a metilacios statusz ne befolyasolja a
primerek biszulfit konverzi6 utani templathoz val6 kapcsolodasat (10. tdblazat).

A BS-PCR reakcidkat 10 ng/reakcio biszulfit konvertalt DNS-en 15 pl végtérfogatban
kiviteleztik AmpliTaq Gold 360 mastermix (2x) (Life Technologies), LightCycler 480
ResoLight Dye (40x) (Roche Applied Science), forward és reverz primer mix (200nM
végkoncentracioban). Harom kiilonb6zé gén (MAL, SFRP1, SFRP2) metilacios
vizsgalatat végeztiik, a MgCl, koncentracié a MAL és SFRP1 esetén 2.0 mM, a SFRP2
esetén 1.5 mM volt. A PCR-t LightCycler 480 PCR késziilékkel SYBR Green I/HRM
detektalast hasznalataval végeztiik a kovetkezé hdciklus szerint: kezdeti denaturacio:
95°C 10 perc, 10 touchdown ciklus: 95°C 30 s, 60°C 0,4°C csokkenés/ciklus 30 s, 72°C
30s; 40 ciklus amplifikacio: 95°C 10 s, 56°C 30 s, 72°C 16 s. A nagy felbontast
olvadaspont elemzés soran 95°C-on 1 perc inkubaciét kovetden a mintakat 40°C-ra
hiitottiik, majd ezt kovetden folyamatos detektalas melletti fokozatos melegités
kovetkezett 20 mérés/°C felbontassal. A Cp értékeket és a HRM adatokat LightCycler
szoftver 1.5.0 (Roche) segitségével nyertiik ki. A HRM gorbék elemzését LightCycler
GeneScanning alkalmazasaval végeztiik. Standard mintdk ismert metilacios szazalékkal
(0%, 25%, 50%, 75%, 100%) szolgaltak a mérés kalibracidjara, a biologiai mintak

metilacids szintjét ezek alapjan allapitottuk meg.
4.3.2 Markerek kivalasztasa DNS metilaciés vizsgalatokra

4.3.2.1 Potencidlisan DNS metilacio dltal szabdlyozott gének kivilasztasa

A potencidlisan DNS metilaci6 altal szabalyozott gének kivalasztisa korabban
munkacsoportunk altal kozolt, teljes genomszinti génexpresszidos elemzések
eredményei alapjan tortént. A  korabbi vizsgalatok sordn Osszesen 147
vastagbélbiopsziat (49 ¢ép, 49 adenoma és 49 CRC), 1ézer mikrodisszektalt vastagbél

ham- és stroma sejteket (6 ép, 6 adenoma és 6 CRC), valamint 5-aza-2’-dezoxicitidin
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demetilacios kezelés eldtt és utan vizsgalt HT-29 human vastagbél adenokarcinoma
sejteket elemeztiink. A vizsgalat soran teljes RNS izolalas utan a génexpresszios
profilozast HGU133 Plus 2.0 microarray-n (Affymetrix) végeztiink. Az eredményként
kapott nyersadatokat a Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
adatbazisban kozz¢é tettiik, ezek az adatok a kovetkez6 GSE azonositok segitségével
elérhetéek: GSE4183 (53 biopszia), GSE37364 (94 biopszia), GSE15960 (6 egészséges,
6 adenoma as 6 CRC betegbdl 1ézer mikrodisszektalt vastagbélhamsejtek) ¢s GSE29060
(HT-29 sejtkultara kisérlet 6 ismétlésben).

A GSE4183, GSE37364 ¢és a GSE15960 azonositoval rendelkez6 adatokbol
bioinformatikai elemzése segitségével meghataroztuk a potencidlisan DNS metilacio
altal szabalyozott géneket. Azokat a transzkriptumokat vélasztottuk ki, amelyek
fokozatosan valtozo kifejez6dést mutatnak a human vastagbél ép-adenoma-karcinoma
szekvencia eldrehaladasa soran. Ehhez Uin. rang korrelacios vizsgalatokat végeztiink,
majd Spearman (Rho koefficiens) és Kendall (Tau koefficiens) elemzések eredményei
alapjan értékeltiik a géneket. A kivalasztott gének listajat a 11. tablazat tartalmazza.

A betegcsoportok kozti Osszehasonlitisok soran a szignifikanciaszintet a Kis
mintaszamra valo tekintettel Benjamini-Hochberg modszerrel hataroztuk meg.

A DNS metilacios vizsgéalatokat megel6zéen megallapitottuk, hogy az altalunk
kivalasztott kiillonboz6 kifejez6dést mutatd gének koziil melyik rendelkezik CpG-denz
régioval, un. CpG szigettel. Ezekben a régiokban, CG dinukleotidokban elhelyezkedd
citozin molekuldk lehetnek a DNS metilacios szabalyozas célpontjai. CpG sziget
predikciot in silico a CpG plot program  felhasznalasaval
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html) alkalmaztunk. A program altal
hasznalt CpG sziget definicié a kovetkezd: minimum 200 nukleotid hosszu, 10 darab
100 nukleotidos vizsgalati ablakban legaldbb 50% gyakorisdggal megjelend C és G
nukleotidok, legalabb 0.6 megfigyelt/vart CpG arany az atlaghoz viszonyitva.
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11. tablazat: DNS metilaciés elemzés soran vizsgalt gének.

Gén Gén név

szimbdlum
ALDH1A3 Aldehid-dehidrogenaz 1. csalad A3 tagja
BCL2 B sejt limfoma 2
CDX1 kaudalis-tipustt homeobox 1
COL1A2 I-es tipusu kollagén alfa 2
CYP27B1 citokrom p450 27. csalad B alcsalad polipeptid 1
ENTPD5 ektonukleozid trifoszfat difoszfohidrolaz 5
FADS1 zsirsav deszaturaz 1
MAL T-sejt differenciacios fehérje
PRIMA1 prolin-gazdag membran horgony 1
PTGDR prosztaglandin D2 receptor
PTGS2 prosztaglandin-endoperoxid szintaz 2
SFRP1 szekretalt frizzled-rokon fehérje 1
SFRP2 szekretalt frizzled-rokon fehérje 2
SOCS3 citokin szignal szuppresszor 3
SULF1 szulfataz 1
SULTI1A1 szulfotranszferaz csalad 1A, 1. tag
THBS2 trombospondin
TIMP1 metallopeptidaz inhibitor 1

4.3.2.2 Mintagyiijtés

A 15 CRC és a hozzatartozo 15 NAT , valamint 15 adenoma friss fagyasztott minta
gyljtése a 4.1.2.1 fejezetben leirtak szerint tortént. A vizsgalatba bevont szovetmintak

adatait az 12. tablazat foglalja ossze.
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12. tablazat: A vastagbélrakra jellemzé DNS metildcios markerek vizsgalatdban

elemzett mintak. *; Astler-Coller szerint modositva.

NAT Adenoma CRC

Adenoma Adenoma Dukes B* Dukes C*

tubulare tubulovillosum

Esetszam 15 5 5 7 8
Né/Férfi 9/6 2/3 2/3 413 5/3
Atlag 77,5+7,7 65,0+ 7,6 64,2+8,5 76,9 £ 3,6 78,1 £ 10,3

életkor (év)

4.3.2.3 Lézer mikrodisszekcio és makrodisszekcio

A friss fagyasztott szovetmintakat un. OCT fagyasztott beagyazo anyagba (Sakura
Finetek, Japan) agyaztuk be, majd -20°C-os kriosztat késziilékben 10 um vastag
fagyasztott metszeteket készitettiink. A metszeteket PALM Membrane Slide 1.0 PEN
(Carl Zeiss, Bernried, Németorszdg) 1 um vastagsagl poli-etilén-naftalat membrannal
boritott lemezre helyeztiik. A felhasznalast megel6zden a metszeteket 70% etanolban 5
percig, majd abszolut etanolban 2 percig inkubaltuk, majd krezil violet acetat festekkel
festettilk (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A vastagbélszovet metszetekr6l az
epithelialis és stromalis (megkdzelitdleg 10° sejt/minta) sejteket vagtuk korbe, majd egy
PALM Microbeam lézer mikrodisszektor segitségével katapultaltuk egy gytijtdcsdbe.

A makrodisszektalt mintakat fagyasztott metszetekrdl gyljtottiik toluidinkék festés utan.
A metszetekr6l mikroszkopos vizsgalat utan a nyalkahartyaréteg  sejtjeit

egyszerhasznalatos tli segitségével 6sszegylijtottiik majd egy centrifugacsdbe helyeztiik.

4.3.2.4 Biszulfit konverzio

A biszulfit konverziot elézetes DNS izolalas nélkiil, a gyiijtott sejtekbél EZ DNA
Methylation Direct Kit hasznédlatdval (Zymo Research, USA) végeztik a gyartoi
utasitdsoknak megfelelden. A proteindz K kezelést 20 pl végtérfogatban, az elualast 20

ul-ben végeztiik.
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4.3.2.5 Biszulfit-specifikus polimeraz lancreakcio (BS-PCR)

In silico CpG sziget predikciét az EMBOSS CpG Plot nyilt forraskodu algoritmus
segitségével végeztiink. A biszulfit-specifikus reakcidhoz hasznalt primereket a
PyroMark Assay Design szoftver (SW 2.0, Qiagen) segitségével terveztiik, olyan nem-
CpG gazdag régiokat valasztottunk, hogy a primerek kapcsoldédasat és az amplifikéaciot
a biszulfit konvertalt DNS szekvencidja ne befolyasolja. A PCR primerek koziil az
egyik tag (a reverz vagy a forward primer) biotinilalt volt, amely a PyroMark
szekvenalas szempontjabol volt fontos. A primerek specifikussagat in silico ellendriztiik
a BiSearch szoftverrel (http://bisearch.enzim.hu).

A BS-PCR reakciokat AmpliTag Gold 360 mastermix (2x) (Life Technologies),
LightCycler 480 ResoLight Dye (40x) (Roche Applied Science), forward és reverz
primer mix (200 nM végkoncentracioban), 1 ng biszulfit konvertalt DNS/reakcié 15 pl
végtérfogatban. A kovetkezd hdciklus szerint inkubaltuk a mintakat egy LightCycler
480 PCR gépben SYBR Green I/HRM detektélast hasznalva: kezdeti denaturacio: 95°C
10 perc, 10 ciklus touchdown ciklus: 95°C 30 s, 60°C 0,4°C csdkkenés/ciklus 30 s, 72°C
30 s; 40 ciklus amplifikacio: 95°C 10 s, 56°C 30 s, 72°C 16 s. A nagy felbontist
olvadaspont analizis soran 95°C 1 perc, lehtités 40°C-ra, majd ezt kovetden folyamatos
detektaldas melletti fokozatos melegités kovetkezett 20 mérés/°C felbontassal. A Cp
értekek és a HRM adatok a LightCycler szoftver 1.5.0 (Roche) segitségével lettek
kinyerve. A HRM gorbék elemzését a LightCycler GeneScanning alkalmazaséaval
végeztiik. Standard mintak ismert metilacios szazalékkal (0%, 25%, 50%, 75%, 100%)
allapitottuk meg.

A direkt biszulfit szekvendlds bazisonként ad informaciot egy-egy citozin metilacids
allapotarol, igy a BS-PCR termékeinek egyik leghatékonyabb vizsgalati modszere. A
biszulfit konverzid6 ¢és a BS-PCR reakcidk utdn a nem metilalt citozinok uracilld
konvertalodnak, mig a metilalt citozinok valtozatlanul citozinok maradnak. fgy a
szekvenalas sordn az amplikonok szekvencidgjaban a CpG szigetek citozinjaban
megjelend citozin/timin ardny fogja szolgéltatni a DNS metilacios informaciot.
Vizsgalatunk soran két kiilonbozd piroszekvenalasi technikat is alkalmaztunk, elséként
a rovid (mintegy 60 nukleotid hosszl) leolvasasi hosszal rendelkez6 PyroMark Q24

késziiléket, majd késobb a rendelkezésre 4llo, hosszu amplikonok (megkozelitdleg 400
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nukleotid hosszll) leolvasasara is alkalmas 454 technolégiat alkalmazé GS Junior

késziiléket.

4.3.2.6 Piroszekvendlds PyroMark Q24 késziilékkel

A PyroMark Q24 (Qiagen) késziilékkel valdo szekvenalashoz PyroMark Gold Q24
reagenseket hasznaltunk (Qiagen) a gyartdi utasitasoknak megfeleléen. A BS-PCR
termékekhez Streptavidin  boritott gyongyoket (Streptavidin  Sepharose High
Performance, GE Healthcare, London, Nagy-Britannia) adtunk, amelyek a biotinilalt
amplikonokhoz kapcsolddtak. Ezutan a gyart6é altal eldirt vakumos tisztitoallomas
hasznalataval megtisztitottuk az amplikonokat (70% etanol 5 sec, Denaturation Solution
5 sec, Wash Buffer 10 sec) A denaturalas utan a Sepharose gyongyhoz kotott egyszala
templatot kaptunk, amelyeket PyroMark Q24 szekvenalo plate-ekbe helyeztiink. Ezutan
25 ul szekvenal6 primert (0,3 uM annellalod pufferrel higitva) adtuk a reakcidohoz, majd
a szekvenalo primert 80°C-on 2 percig melegitettik, ezutdin 5 percig
szobah6mérsékleten inkubaltuk. Mivel a tervezett amplikonok hossza meghaladta a
PyroMark Q24 altal egy szekvenaldsi reakcio alatt leolvashatd nukleotidok szamat,
amplikononként két szekvenalo primerrel végeztiik az adatgyiijtést [112]. Ehhez az els6
szekvenalasi reakciot kovetden ismételt denaturdlast végeztiink, majd 1) szekvenald
primert adtunk az amplikonokhoz. A szekvenalast a PyroMark Q24 szoftver v2.0.6
(Qiagen) hasznalataval megtervezett futasi file szerint végezte a késziilék, amely az
enzimek, a nukleotidok és a szubsztrat hozzaadasa mellett regisztralta a
fényfelvillanasokat. A nyersadatok elemzését a PyroMark Q24 szoftver segitségével, a

CpG analizis modban végeztiik.

4.3.2.7 Piroszekvenaldas 454 GS Junior késziilékkel

A rovid amplikonok konyvtarkészitése és az emulzios PCR soran a gyarto altal ajanlott
“Guidelines for Amplicon Experimental Design” protokollt kdvettiik. Az amplikonok
dsDNA reagent (Life Technologies) hasznalataval. A vizsgalni kivant régidknak
megfelelden minden mintabol megszintetizaltuk az amplikonokat, amelyeket a
konyvtarkészités soran azonos mennyiségben (ekvimolarisan) kevertiink Ossze. A
konyvtar tisztitasat AMPure XP gyongydkkel (Agencourt, Beckman Coulter Genomics,
Pasadena, USA) végeztiik a standard gyartoi utasitasok szerint. Az amplikon konyvtar
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minéségét BioAnalyzer 2100 mikrokapillaris elektroforézis rendszerrel, a High
Sensitivity DNA Chip segitségével ellendriztiik. Az amplikonok fragmentvég javitasat
(fragment end repair) a GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit (Rapid Library
Preparation Method Manual 3.2) felhasznalasaval végeztiik. A rendszer nagy kapacitasa
miatt a szekvenalas soran egyszerre tobb minta tobb amplikonja is vizsgalhato, ezért
vizsgalataink soran 8 minta egyiittes elemzését valasztottuk. A konyvtarkészités soran
minden amplicon végeihez egy-egy egyedi azonositd szekvenciat, un. molekularis
vonalkddot épitettiink a GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit (Rapid
Library Preparation Method Manual 3.4) hasznalataval. Ezek olyan rovid, egyedi
kombinéciot tartalmaz6é mesterséges szekvenciak amely az adatelemzés soran a
szekvencidk betegenkénti elkiilonitésére szolgalt. A ligalds utdni tisztitds sordn az
elézéekhez hasonléan AMPure gyongyoket hasznaltunk, majd a konyvtar mindségét és
a ligalads eredményességét ismét mikrokapilléris elektroforézissel vizsgaltuk. Ezutdn a
kiilonb6z6 betegekhez tartozé mintakat ekvimolarisan Osszekevertiik, majd emulzids
PCR-t végeztink 0,5 molekula/gyongy ardnnyal a Lib-L emPCR kit hasznalataval
legalabb 80%-ban egyezett az eredmény.

4.3.2.8 miRNS vizsgdlat

A mikroRNS vizsgélatokat CRC (n=3), adenomas (n=3) és NAT (n=3) fliggetlen FFPE
mintdkon hajtottuk végre. A miRNS izoldlast a High Pure miRNA kit (Roche)
hasznalataval végeztiik, majd kézel 800 miRNS kifejezddését a Human Panel I + 11
(Exiqgon) valos idejli polimerdz lancreakcion alapulé array segitségével végeztik a
miRCURY ™ Universal RT microRNA PCR kit hasznélata utan, a gyértoi utasitasoknak
megfeleléen. A nyers Cp értékeket az un. platek kozti (interplate) kalibratorral és a
mintak kozti lehetd legkisebb szorast mutaté miR-423-5p referencia miRNS Cp értékei
hasznalataval normalizaltuk. In silico miRNS predikciot a miRWALK nevii ingyenes
forraskddu adatbazis validalt célpontjai kozt végeztiink. Ezt kovetden a kivalasztott
MIiRNS-ek expresszidgjat hasonlitottuk Ossze az egészséges, az adenoma és tumoros

mintak kozott.

4.3.2.9 Immunohisztokémiai vizsgdlatok

Mitétileg eltavolitott vastagbélszovet mintakat gyGjtottink a NAT  (n=10),

adenomakbol (n=10) és CRC mintdkbdl (n=10) a rutin patologidban diagnosztizalas

54



DOI:10.14753/SE.2016.1861

céljabol készitett FFPE blokkokbol. A mintékat szoveti microarray (TMA) metszeteken
vizsgaltuk. Négy um vastag metszeteket készitettiink, majd deparaffinizalas 2 x 2 perc
xilolos, majd 2 x 2 perc abszolut etanolos inkubalassal zajlott, végiil a metszeteket
rehidrataltuk. Az SFRP1 immunohisztokémiai festésének antigénfeltard lépése TRIS
EDTA (pH 9.0) pufferben tortént mikrohullamu feltarékésziilékben 900 W
teljesitménnyel 10 percen keresztiil, majd 340 W teljesitménnyel 40 percen keresztiil. A
mintdkat anti-SFRP1 poliklonalis ellenanyaggal (ab4193, Abcam, Cambridge, Nagy-
Britannia) 1:800 higitasban 37°C-on 60 percig inkubaltuk. A vizualizacidhoz az
EnVisiont+ HRP rendszert (Labeled Polymer Anti-Mouse, K4001, Dako) ¢és
diaminobenzidin-hidrogén peroxidaz-kromogén szubsztrat rendszert hasznaltuk
hematoxilin-eozin kontrasztfestés alkalmazasa mellett. A metszetek digitalizalasahoz
Pannoramic Scanner p250 Flash késziiléket hasznéaltunk (szoftver verzié 1.11.25.0,
3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag), majd a Pannoramic Viewer nevi
szoftverrel elemeztilk Oket (szoftver verzio  1.11.43.0. 3DHISTECH Kft.). A
fehérjekifejez6dés mértékét az egyes metszeteken az un. Quick-score (Q) modszerrel
értékeltiik. Minden egyes TMA szovettani core-t kdvetkezé modszerrel vizsgaltunk: a
pozitiv sejtek aranyat megszoroztuk az adott intenzitas értékkel (O ha nincs jel, +1

gyenge jel, +2 mérsékelt és +3 az erés immunfestddés esetén).

4.4 A SEPT9 gén DNS metilacios vizsgalata 1ézer mikrodisszektalt ham és

stromalis sejtekben
4.4.1 Mintagyiijtés

A 3 CRC és a hozzatartozo 3 NAT friss fagyasztott szovetminta a 4.1.2.1 fejezetben, 3
egészséges vastagbél biopszia gyijtése a 4.1.2.2 fejezetben leirtak szerint tortént. A
vizsgélatban normdl adjacens teriileteket is vizsgaltunk a tumortdl két kiilonbozo
tavolsagrol vett szovetmintdkon (NATI1= a tumortdl maximum 1 cm-re 1évd szovet,
NAT2= a tumortdl legalabb 10 cm-re elhelyezkedd szovetrégio). A vizsgalathoz

felhasznalt szovetmintak adatait az 13. tablazat foglalja 6ssze.
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13. tablazat: A SEPT9 gén metilacios vizsgalata soran felhasznalt mintak. *: Astler-

Coller szerint modositva.

Normal NAT 1/2 Adenoma CRC
Adenoma Adenoma Dukes Dukes
tubularis B* Cc*

tubulovillézus
Esetszam | 3 3 1 2 2 1
No/Férfi | 2/1 1/2 1/0 1/1 1/1 0/1
Atlag 57+£21,8 | 65,3£10,7 62 73,0£2,8 62,0+£12,7 | 72
életkor
Tumor
i 3
<1cm 10cm

10. abra: A tumor melletti adjacens szovetek (NAT1, NAT2) mintavételezésének

modja.
4.4.2 Lézer mikrodisszekceio

A fagyasztott és -80°C-on tarolt szovetmintakat fagyasztott (Optimal Cutting Medium)
beagyazd anyagba agyaztuk (Sakura, Hollandia), és -20°C-os kriosztat késziilékben 6-8
um-es metszeteket készitettiink. A szovetmetszeteket 1 mikrométer vastag poli-etilén
naftaldt membrannal boritott (PALM Membrane Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss,
Németorszag) lemezekre helyeztiik, majd a felhasznalasig -80°C-on tartottuk Oket. Az
epitelidlis és stromalis sejtek elkiilonitése érdekében 1ézer mikrodisszeciot
alkalmaztunk. A kiilonbozd tipusu szovetmintdkbol kb 10° sejtet gyljtottiink mindkét
sejttipusbol. A sejtek szeparalasdhoz egy Zeiss inverz mikroszkophoz csatlakoztatott

PALM lézer mikrodisszektor késziiléket hasznaltunk, a sejteket egy, a metszet felé
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helyezett adheziv feliiletli kupakba katapultaltuk. A gytijtott sejteket egy proteindz K

tartalmu lizispufferrel erésen 6sszekevertiik, majd -80°C-on téaroltuk.
4.4.3 Lézer mikrodisszektalt sejtek elokezelése

A lizispufferben tarolt sejteket 56°C-on 3 éran keresztiil inkubaltuk, majd tovabbi friss
proteindz K enzim hozzdadasa utdn 16 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. Minden
egyes minta lizatumot DNS konverzionak vetettiink ala, az alkalmazott protokoll szerint
elézetesDNS izolalas nélkiil. A Kis mintamennyiség miatt az EPI proColon 2.0 kit
gyart6i protokolljat modositottuk, eszerint 45 ul Bisulfite Conversion Reagent oldatot és
10 pl Protection Buffer-t adtunk a mintdkhoz. A mintak 80°C-on torténd 45 perces
inkubacigjat (MJ Research Tetrad, GMI, USA) koévetéen Binding Buffert és poly-dA
(Qiagen, Németorszag) reagenseket adtunk a mintakhoz, majd az elegyet szilikon
membrant tartalmazo oszlopra (Zymo Research, USA) mértiik. Deszulfonalast 0,2 M
NaOH hozzéaadasaval végeztiink 2 percig, majd AW1 és AW2 (Qiagen) pufferekkel
torténd mosast alkalmaztunk. A biszulfit konvertalt mintdkat 40 ul 50°C-ra
elémelegitett molekularis biologiai tisztasagu vizben lettek eludlva, majd a mintékat
felhasznalasig -20°C on taroltuk. A mintdk 92%-aban a genomiélis DNS kevesebb volt
1%-n4l, ami magas konverzios aranyra utal. Két 1ézer mikrodisszektalt mintdban ez az
arany 10% feletti volt, de ezeket sem zartuk ki a tovabbi vizsgalatokbdl, hiszen még igy
is elegendd biszulfit konvertalt templatot tartalmaztak az amplifikdcidhoz ¢és a

szekvenalo reakcidhoz.
4.4.4 DNS metilacios vizsgalat

A kis mennyiségli biszulfit konvertalt mintakat egy kétlépcsés multiplex
amplifikacionak vetettiik ala, amely egyszerre 13 régi6 felszaporitasara alkalmas (12.
abra). A reakcidoban mintanként 2 ng biszulfit konvertdlt DNS-t hasznaltunk. A
primerek tervezésénél figyelembe vettiik, hogy komplementer szakaszaikban ne legyen
CG dinukleiotid, igy a metilacids statusz ne befolyasolja a primerek biszulfit konverzio
utani templathoz vald kotddését. A PCR reakcid elsd 1épésében multiplex pre-
amplifikaciot végeztiink a 13 primer parral, majd ezt kovették a génspecifikus (sPCR)

reakciok.
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11. abra: A SEPT9 gén lokalizaciojanak és genomi szervezettségének illusztralasahoz
az UCSC genom bongészot (http://genome.ucsc.edu) hasznaltuk. (A) Az abrazolt
genomi régid 300 kb-t jelenit meg, az altalunk vizsgalt 8 amplikon (fekete teriiletek, 1-8
piros szamokkal jelolve) pozicidjat is jeloltiik. A CpG szigetek jelolése az amplikonok
felett talalhato, a génrol atirddo transzkripcids variansok jelolése pedig az amplikonok
alatt talalhato. (B) Nagyobb felbontasti kép a 6 kb hossz régiordl, amelyen a 4-7.
amplikonokat talalhatjuk.

A multiplex PCR-t a kovetkez6é hdciklus szerint végeztilk a reakciot: 15 perces
denaturacié 95°C-on, majd 20 maésodperc 95°C, 45 maésodperc 58°C, 30 masodperc
72°C 50 cikluson keresztiil. A reakciok specifikussaga érdekében a sokszorositas soran
magas hoéfokot, a megfeleld termékmennyiség elérése érdekében magas ciklusszamot
alkalmaztunk. Ezutan a gén-specifikus PCR-ek a multiplex PCR-ben hasznalt primer
parok forward és reverz oligonukleotidjaival késziiltek, azzal a kiilonbséggel, hogy itt
minden reverz primer az 5° végén tartalmazott egy rovig ,,tag” szekvenciat (cgtcgteg). A
»tag” 3 CG dinukleotidot tartalmazott, igy harom metilélt citozinnal egyenértékii belsd
kalibratorként szolgalt. A multiplex PCR reakcio 2 pl-es mennyisége szolgalt
templatként, a PCR soran a fent emlitett hdmérsékleti ciklust hasznaltunk, a reakciok
kivitelezése 96-0s plate-ekben tortént. A keletkezé amplikonok szekvenciajat tisztitast
kovetden Sanger szekvenalassal elemeztik egy ABI 3730 XL késziiléken (LGC
Genomics, Berlin, Németorszag). Az adatelemzés soran a kapott nyers eredményeket az

EMSE szoftver segitségével értékeltiik ki a korabban részletezett modszer szerint [113].
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A kiértékelés soran az Osszes elemzett CG dinukleotidban 1évd citozin molekuldra
kaptunk egy metilacios szazalékot. A nem metilalt citozinok a biszulfit konverzié soran
zajlé deaminacié kovetkeztében uracilla alakulnak, amely a PCR amplikonokban
timinként jelentkezik, mig a metilalt citozinok véltozatlanul C-k maradnak. igy az adott
CG dinukleotid metilacios szazalékat a C nukleotidok ardnya adja az dsszes C és T
nukleotidhoz hasonlitva. Ezutan minden amplikonban 1évé CG metilacios értékeket

atlagoltuk, majd hasonlitottuk 6ssze a kiilonb6z6 mintatipusokban.

CpG dinukleotidok eloszlasa # Amplikon CpG-k
hossza szdma
bbb R Amp 1 158 12
———— b — Amp 2 268 14
—_— Amp 3 169 6
A S B S S I S L Amp 4 207 17
B L L e L L S Amp 5 229 26
— Amp 6 292 19
Amp 7 200 10
B R L S Amp 8 278 26

12. Abra: A SEPT9 DNS metilacids vizsgalatahoz hasznalt amplikonok adatai a CpG

dinukleotidok eloszlasaval, szamaval és az amplikonhossz feltlintetésével.

A reakciokban kontrollként mesterségesen metilalt és nem metilalt DNS mintdk
kiilonb6z6 ardnyu (0%, 25%, 50%, 75%, 100%) keverékét hasznaltuk. A 100%-0san
metilalt DNS mintat human limfocitdkbdl izolalt (Millipore, Németorszag), a nem
metilalt DNS-t huméan spermabol izoldlt DNS mintak szolgéltattdk. A metilacios
szazalékok megallapitdsa soran ezeket a mintakat hasznaltuk kalibratorként. A

statisztikai szignifikancia megallapitasara egyutas ANOVA vizsgélatot hasznaltunk.
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4.4.5 Immunhisztokémiai vizsgalat

A Septin 9 fehérjeszint kimutatdsara immunhisztokémiai vizsgalatot is végeztiink, a
lézer mikrodisszekciohoz hasznalt mintacsoport parhuzamos metszetein. A 6 um-es
friss fagyasztott metszeteket 5 percig acetonban fixaltuk, majd 30 percig szaritottuk.
Ezutan PBS-ben mostuk, majd 10 percen keresztiil 1%-0s BSA oldattal kezeltiik az
aspecifikus kotédések blokkolasa érdekében. A Septin 9 fehérjére specifikus
poliklonalis els6dleges ellenanyagot (Abnova PAB4799, Németorszag) 1:50 higitasban
alkalmaztuk 60 percen keresztiil 37°C-on, majd ujabb PBS mosast kdvetben a
metszeteket Alexa Fluor 546 masodlagos ellenagyaggal inkubaltuk 30 percen keresztiil
37°C-on. Magfestést Hoechst 33258 (Sigma Aldrich, USA) alkalmazasaval végeztiink
10 masodpercen keresztiil. Lefedés és szaradas utan a metszeteket Panoramic 250
FLASH fluoreszcens szkennerrel digitalizaltuk pco.edge kameraval és 20x nagyitassal
(PCO AG, Németorszag). A Septin 9 fehérje relativ szintjét az Alexa Fluor 546
pixelenkénti atlagos fluoreszcencia intenzitasaval hataroztuk meg a ham és stroma
sejtekben (10 teriilet/ham minta, 4 teriilet /stroma minta) a Panoramic Viewer Szoftver
V1.15 (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag) Histoquant feliiletének
hasznalataval. Az adatokat egyutas ANOV A modszerrel elemeztiik.
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5 EREDMENYEK

5.1 A vastagbélrakra jellemz6é RNS markerek vizsgalata automatizaltan izolalt

friss fagyasztott biopszias és FFPE mintakon
5.1.1 Automatizalt RNS izolalas alkalmazasanak vizsgalata

5.1.1.1 Az automatizalt RNS izoldlas osszehasonlitasa manualis modszerrel

Osszesen 20 friss fagyasztott és 20 FFPE metszetbdl szarmazo6 automatizalt és manualis
modszerrel Kivont teljes RNS kihozatalat, tisztasagat és intaktsagat hasonlitottuk 6ssze
egészséges és vastagbél daganatos mintak esetén.

Ugyanazon bioldgiai mintabol szarmazo friss fagyasztott és FFPE mintdkbol hasonloan
magas RNS kihozatal volt jellemzd mind automatizalt (atlag + szords RNS mennyiség:
friss fagyasztott normalis: 8,3 = 4,16 pg RNS; friss fagyasztott CRC: 15,6 = 10,28 ug
RNS; FFPE normalis: 2,7+1,7 ug RNS; FFPE CRC: 6,2+£2.4 ug RNS), mind manualis
izolalas utan (atlag + szoras RNS mennyiség: friss fagyasztott normalis: 7,88 + 4,32 pg
RNS; friss fagyasztott CRC: 16,28 + 12,38 ug RNS; FFPE normalis: 1,87 £+ 1,55 ug
RNS; FFPE CRC: 2,8 + 1,51 ug RNS).

Az izolalt RNS minta tisztasagara jellemzé OD260/280 érték kiilonbozének adodtak a
két izolalasi modszert Osszehasonlitva. Az automata izolalas soran a friss fagyasztott
mintak értékei a kézi izolalas eredményeihez hasonlonak bizonyultak, azonban az FFPE
mintak esetén alacsonyabbnak adddtak (atlag + széras OD260/280: friss fagyasztott
normalis: 2,04 £+ 0,11; friss fagyasztott CRC: 2,08 + 0,03; FFPE normalis: 1,65 + 0,08;
FFPE CRC: 1,74 + 0,08). A kézi izolalasu mintdk OD260/280 értékei mindkét
Mintatipus esetén magasak voltak (atlag + szoras OD260/280: friss fagyasztott normal:
1,92 + 0,03; friss fagyasztott CRC: 2,1 + 0,01; FFPE normalis: 1,9 + 0,06; FFPE CRC.:
1,9+ 0,07).

Az 0D260/230 értékek az OD260/280 értékeknél tapasztalt eltérésekhez hasonlo
kiilonbséget mutattak a két modszer 6sszehasonlitdsakor. Az automatizalt izolalas utan a
friss fagyasztott RNS mintak OD260/230 értékei viszonylag magasak, mig az FFPE
mintdk esetén alacsonyak voltak a kézi izoldlas eredményeihez viszonyitva (atlag +
szoras OD260/230: friss fagyasztott normalis:, 2,14 + 0,05; friss fagyasztott CRC: 2,2 +
0,03; FFPE normalis: 0,67 = 0,27; FFPE CRC: 0,92 + 0,42). A kézi izolalasi modszerrel
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ez az ¢érték is mindkét mintatipus esetén magasnak bizonyult (dtlag + szords
0D260/230: friss fagyasztott normalis: 1,92 + 0,36; friss fagyasztott CRC: 1,95 + 0,30;
FFPE normalis: 1,88 + 0,21; FFPE CRC: 1,94 + 0,28).

Az RNS toredezettség mentességét kifejez6 RIN (10-1) szam az Agilent BioAnalyzer
2100 késziilék altal a kapott mikrokapillaris elektroferogramon lathaté 18s és 28s
riboszomalis RNS-nek megfeleld gorbék alatti teriiletek aranya alapjan automatikusan
generalodik. A skala legnagyobb értéke (10) intakt, mig legkisebb értéke (1) a teljesen
lebomlott RNS-re jellemz6. Ennek megfeleléen a RIN értékek a friss fagyasztott mintak
esetén magasabbak voltak az FFPE mintakénal mind az automatizaltan (atlag = szoras
RIN érték: friss fagyasztott normalis: 6,1 + 0,05; friss fagyasztott CRC: 6,9 + 0,03;
FFPE normal: 2,27 + 0,20; FFPE CRC: 2,18 + 0,4), mind a manualisan izolalt mintak
esetén (atlag + szoras RIN érték: friss fagyasztott normalis: 6,6 = 0,35; friss fagyasztott
CRC: 7,7 £ 0,62; FFPE normalis: 1,9 + 0,5; FFPE CRC: 2,1 + 0,01) (13. abra).

A Automatizalt moédszerrel izolalt RNS mintak
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B Manualis modszerrel izolalt RNS mintak
RNS kihozatal 0D260/280
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13. abra: Az automatizalt (A) és a manualis (B) moddszerrel izolalt RNS mintdk
mennyiségi €s mindségi jellemzdi. A box plot dbrdzolason az egyedi értékek piros
pontokkal, a median értéket vizszintes vonallal és az adatok szoérasat dobozzal

illusztraltuk. (N = normal; T = tumor szdvetminta).

5.1.2 A vastagbélrakra jellemz6é RNS markerek vizsgalata FFPE mintakon

5.1.2.1 Az izoldlt RNS mintik mennyiségi és mindségi adatai

Osszesen 30 friss fagyasztott vastagbél biopsziabol és 30 FFPE metszetbdl szarmazo
automatizalt modszerrel kivont teljes RNS mennyiségi, tisztasagi és RNS integritasi
értékeit hasonlitottuk Gssze.

Mindkét szovettipusbol nyert RNS mintédkra hasonlé RNS kihozatal volt jellemzd (atlag
+ szoras; biopsziak: normalis=5,98 + 1,72 ug RNS, tumor= 5,77 + 2,27 ug RNS, FFPE:
normalis = 4,20 £+ 3,70 pug RNS, tumor= 7,10 £+ 3,30 ug RNS) (14. abra). A vartnak
megfeleléen mind az OD260/280, mind az OD260/230 aranyok szignifikdnsan
(p<0,001) magasabbak lettek a biopszidkban, mint az FFPE mintakban. A RIN értékek a
fagyasztott biopsziakbol izolalt RNS mintak esetén (atlag + szoras; normalis = 7,87 +
0,5; tumor = 7,55 + 0,94) Iényegesen (p<0,001) magasabbnak adodtak, mint az FFPE
szovetekbdl szarmazo RNS mintakban (atlag + szoras; normalis = 2,60 + 1,20; tumor =
2,40 + 0,50).
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14. abra: Egészséges ¢és tumoros friss fagyasztott biopszids és FFPE mintakbol
automatizalt modszerrel izolalt RNS mintak paraméterei. A) RNS kihozatal (ug RNS),
B) OD260/280 arany; C) OD260/230 arany és D) RNS integritas érték (RIN). A box
plot abrazolason az egyedi értékeket piros pontokkal, a median értékeket vizszintes

vonallal és az adatok szorasat dobozzal dbrazoltuk.

5.1.2.2 Génexpresszios vizsgalat

A koréabbi vizsgalataink soran azonositott 11 CRC-specifikus marker génexpresszios
vizsgalatat 30 friss fagyasztott és 30 FFPE mintan végeztiik el6zetes csoportmegadas
nélkili hierarchikus klaszter elemzés (unsupervised hierarchical clustering) eredménye
alapjan két nagy mintacsoport keletkezett. Az egyik csoportban a CRC mintak és egy
atsorolodott ép minta, a masikba csaknem az Gsszes ép minta (14/15) és az atsorolodott
CRC esetek (8/15) voltak. Az FFPE mintak elkiilonitése soran szintén két nagy csoport
alakult ki, majdnem teljesen tokéletesen szétvalasztva a CRC és ép eseteket, csak két
CRC minta sorolddott at az egészséges csoportba (15. abra).
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15. abra: A valos-ideji PCR eredményeit abrazoldo homérsékleti térkép, amelyen a
vizsgalt 11 transzkriptum génexpresszios valtozasai lathatoak a A) friss fagyasztott
biopszidkban és az B) FFPE mintakban. A szinskala a relativ fokozott expressziotol
(piros) a relativ csokkent kifejezOdésig (zo6ld) illusztralja a tapasztalt valtozasokat.

Sotétkék sav a tumoros, mig a vilagoskék sav az egészséges/NAT mintakat jeloli.

5.1.2.3 A marker csoport elkiilonitéképessége friss fagyasztott és FFPE mintikon

A biopszids mintdk esetén maximalis hatékonysaggal sikeriilt elkiiloniteni a mintékat
(100%; 100%), mig a (leave-one out modszerrel) keresztvalidalt mintak esetén a mintak
93,3%-a kertiilt a megfeleld csoportba (14. tablazat). Az FFPE mintak koziil 6 ép és 8
tumoros minta automatikusan kizarddott az elemzésbdl. A maradék 9 ¢ép és 7

tumorminta helyes klasszifikacioja maximalis volt (100%; 100%).
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14. tablazat: Diszkriminancia elemzés a 11 vizsgalt transzkriptum kifejezddése alapjan
A) friss fagyasztott biopszia és B) FFPE mintdkban. A tablazat a becsiilt csoporthoz

valo tartozast foglalja 0ssze az eredeti és a keresztvalidalt csoportokban.

Mennyiség Egészséges 15 0 15
) CRC 0 15 15
Eredeti ‘

Mennyiség Egészséges 15 0 15
Kereszt- CRC 2 13 15

validalt
‘——7

A

Mennyiség Egészséges 0 9
] CRC 7 7
Eredeti ‘

Mennyiség Egészséges 0 9
Kereszt- CRC 7 7

validalt
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5.1.2.4 ROC elemzés

A 11 tagi marker csoport génexpresszios eredményei alapjan tobbszoros logisztikus
regresszid segitségével egy egyenletet hoztunk 1étre, amelyben a kiillonboz6 markerek
eredményei sulyozottan szerepelnek. Az egészséges €s tumoros biopszidk 93,3%-0S
szenzitivitassal és 86,7%-0s specificitassal voltak elkiilonithetéek (16. abra/A). Ezzel
szemben az FFPE széveteket magasabb specificitassal (96,7%), de alacsonyabb (70,0%)

szenzitivitassal tudtuk megkiilonboztetni (16. abra/B).
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18 o °
1,6 - 8
14
12 - @®
10 ° g >0,9009
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[ & ° Specificitas: 86,7 %o
0,6 - o
. &
04 3 i
Egészséges CRC
30F
o
J.S ~ qy. -]
8
20 g §
154 2 & >1,4239
& ° Szenzitivitas: 96,7 %
1.0 9 Specificitas: 70,0 %
0,5 | 2
0,0 -
L]
0,5 1 1
Egészséges CRC

16. abra: A) Friss fagyasztott biopsziak és B) FFPE mintak elkiilonitése a vizsgalt 11
marker génexpresszidja alapjdn meghatarozott tobbszords logisztikus regresszids
egyenlet segitségével. Az egészséges €s a tumoros mintak két kiilon csoportban
abrazolva lathatoak, amelyet egy vizszintes vonal valaszt ketté ott, ahol a legnagyobbak

szenzitivitas és specificitas értékek.
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5.1.2.5 In situ hibridizdacio

Az in situ mRNS hibridizaciéval a karbon-anhidraz 7 és a kemokin ligandum 1 mRNS-
ek kiilonbozo szovetteriileteiken jellemzd kifejezodését kivantuk vizsgalni. Elsoként a
legyartott probakat egyenként teszteltiik kiilonbozo szdvettani metszeteken. Génenként
1-1 préba alkalmazasaval gyenge diffuz jeleket kaptunk, mig 2-2 probat alkalmazva
jobb jel-zaj arany volt tapasztalhat6. Harom tumoros paciens vastagbéldaganat szovetét
¢s NAT szovetét, valamint harom adenoma mintat vizsgaltunk. Mindharom tumoros
mintaban azonosithatd volt kifekélyesedés és invaziv front régio is. Gyenge CA7 in situ
mRNS jelet kaptunk a normalis vastagbélszoveti mintak néhany hamsejtjében. Ezzel
szemben az adenoma és CRC mintdkban a CA7 mMRNS nem volt kimutathato.
Mindharom vastagbéltumor esetén magas CXCL1 kifejezddést tapasztaltunk néhany
stromalis sejtben a tumor kifekélyesedett részén. Feltételezhetd, hogy az emelkedett
CXCL1 kifejezodést mutatd sejtek makrofagok lehetnek. Az adenoma mintdkban
CXCL1 jel nem volt kimutathat6 (17. abra).

CXCL1 CA7 Negativ proba Pozitiv préba
(kevert) (miR-126)
e SN Bl Oty
N 5 . A
éﬂ X ) yes g
- 2 b O i
]
= o
=
2 Ny
e f g - hj
R <ffoN
Q Ko B
=4 G
Q N " N
i j kf: 8 A

17. abra: A CXCL1 és a CA7 in situ mRNS hibridizacioja. Egészséges (a-d), adenoma
(e-h) és CRC (i-l) FFPE metszeteket CXCL1 és CA7 transzkriptumokra specifikus LNA
probakkal jeloltiink, emellett negativ kevert és pozitiv (miR-126) probakat is

crer

jelzi. A metszeteket Nuclear Fast Red festékkel kontrasztfestettiik. A képeken talalhatod

jelzés 50 um-nek felel meg.
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5.2 DNS metilacios markerek vizsgalata vastagbéldaganatokban

5.2.1 Automatizalt DNS izolalas alkalmazasanak vizsgalata DNS metilacios

elemzés soran
5.2.1.1 Az izolalt DNS mennyiségi és mindségi ellenorzése
5.2.1.1.1 Az izolalt DNS mennyisége spektrofotometrias adatok alapjan

A friss fagyasztott mintdkbol automatizaltan és kézi modszerrel kivont DNS mintak
kozel azonos mennyiségiinek adodtak. A manualis modszert az automatikus protokollal
Osszevetve, a mennyiségi értékek atlaga nem mutatott jelentds kiilonbséget (p<<0,01)
(atlag DNS mennyiség + SD; automata: 10,48 £ 6,16 ug DNS; kézi mddszer: 14,61 +
14,05 pg DNS). A biopszias (atlag DNS mennyiség = SD; automata: 3,86 + 1,42 ug
DNS/3-5 mg szovet; kézi modszer: 8,50+ 3,34 pg DNS/3-5 mg szovet) és az FFPE
mintdk (4tlag DNS mennyiség + SD; automata: 4,61 + 2,36 pg DNS/metszet; kézi
modszer: 11,51 £ 6,89 ng DNS/metszet) esetén a manualis mddszer szignifikansan
(p<0,01) magasabb DNS mennyiséget eredményezett (18. abra). A mennyiségi ¢és
tisztasagi értékek szorasa az automatikus izolalas utan kisebb volt, amely a daganatos

minték esetén volt leginkabb jellemzd.

DNS mennyiség

Friss fagyasztott Biopszia
. .

] 1

DNS mennyiség (ug DNA)
2z 4+ 8 8 0w

I

DNS mennyiség (ng DNA)

=
&
]
=
3
-

oche - T Qiagen - N Qiagen- TFFPE Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T

R

DNS mennyiség (ng DNA)

Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen. T

18. abra: Friss fagyasztott biopszias és FFPE mintakbol automata (Roche) és kézi
(Qiagen) izolalt DNS mennyisége. Minden csoportban 10-10 vizsgalt minta volt. A box
plot abrazolason az egyedi értékeket piros pontok, a median értékeket vizszintes vonal,

az adatok szorasat dobozok jelenitik meg.
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5.2.1.1.2 OD260/280 aranyok

A spektrofotometriasan mért OD260/280 arany alapjan a nukleinsav izoldtum fehérje
tartalmara kovetkeztethetiink. Ha az OD260/280 érték 1,8 és 2,0 kozé esik, akkor
fehérjeszennyezettségtdl mentes mintarél beszélink. Majdnem az 0Osszes friss
fagyasztott és minden biopszia minta OD260/280 ardnya 1,8 felettinek adodott az
izolalasi modszerektdl fliggetleniil. Az OD260/280 aranyok a friss fagyasztott mintak
(atlag OD260/280 + SD; automata: 1,87 = 0,07; kézi: 1,88 = 0,11) és a biopszidk (atlag
0D260/280 + SD; automata: 1,94 + 0,04; kézi: 1,93 + 0,04) esetén hasonldak voltak.
Néhany automatikus modszerrel izolalt normalis FFPE minta OD260/280 aranya a friss
fagyasztott és biopszias mintakénal alacsonyabb volt. A kézi moddszerrel izolalt
0D260/280 aranya szignifikansan (p<0,01) magasabb volt az FFPE mintak esetén (atlag
0D260/280 + SD; automata: 1,83 £ 0,06; kézi:2,00 + 0,04) (19. abra).

Friss fagyasztott Biopszia
§
33 == g5 T ——
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Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T
FPE
8
3
2 ——
Q8 H 1
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19. abra: Friss fagyasztott, biopszias és FFPE mintakbol automata (Roche) és kézi
(Qiagen) moédszerrel izolalt DNS OD260/280 aranya. Minden csoportban 10-10 vizsgalt
minta volt. A box plotokon az egyedi értékeket piros pontokkal, a median értékeket

vizszintes vonallal, az adatok szorasat dobozokkal abrazoltuk.
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5.2.1.1.3 OD260/230 aranyok

A spektrofotometriasan mért OD260/230 arany alapjan a nukleinsav izolatum so és
szerves oldoszer tartalmara kovetkeztethetiink. Ha a fenti érték 2,0 és 2,2 kozé esik,
akkor tiszta DNS mintar6l beszélink. A friss fagyasztott mintak viszonylag magas
0D260/230 arannyal rendelkeztek (atlag OD260/230 £+ SD; automata: 2,01 + 0,46; kézi:
1,85 + 0,35), ezek az értékek az automatikus izolalt mintdkban voltak magasabbak. A
biopszids mintdk esetén megerdsitést nyert korabbi megfigyelésiink, vagyis, hogy a kézi
izolalas esetén alacsonyabb értékeket kaptunk (atlag OD260/230 + SD; automata: 2,71
+ 0,56; kézi: 2,23 £ 0,13). Az FFPE mintdk kézi izolalasa utdn magas OD26/230
aranyok voltak mérhetek, ez a kiilonbség a tumoros mintak kodzott szignifikansnak

adodott (atlag OD260/230 + SD; automata: 1,81 + 0,35; kézi: 1,95 + 0,27) (20. &bra).

Friss fagyasztott Biopszia
] 2
7 = 3
g g
2 =

ot ©g
8
§ -

Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T P Roche - N Roche - T Qiagen - N Qiagen- T
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20. abra: Friss fagyasztott, biopszids és FFPE mintakbol automata (Roche) és kézi
(Qiagen) moédszerrel izolalt DNS OD260/230 ardnya. Minden csoportban 10-10 vizsgalt
minta volt. A box plot abrazolason az egyedi értékek piros pontokkal, a median érték

egy vizszintes vonallal és az adatok szordsa dobozzal keriiltek megjelenitésre.
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5.2.1.1.4 DNS integritas

Pozitiv kontrollként friss fagyasztott mintdkon IS elvégeztik a DNS integritas
vizsgélatat, ezekben a mintdkban gélelektroforézissel jellemzden mind a négy amplikon
kimutathaté volt. Az FFPE mintakban ezzel szemben a felszaporithatdé amplikonok
szama eltérd volt az egyes mintak €s izolalasi modszerek kozott. Ha a két kiillonb6zo
modszerrel, de ugyanabbol a bioldgiai mintabdl izolalt mintdk eredményeit paronként
hasonlitottuk dssze, kisebb kiilonbségek adodtak a mintak kozott. Az FFPE csoportban
a manualisan izolalt mintak 50%-a (10/20) mutatott magasabb DNS integritast, mig az
automata modszerrel kivont mintdknak csupan 5%-a (1/20). A vizsgélt mintdk 45%-a

(9/20) hasonldé DNS integritast mutatott mindkét izolalasi médszer utdn (21. dbra).
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21. abra: Az FFPE szovetekbdl izolalt DNS mintak integritdsa az automatizalt (Roche)
¢s kézi (Qiagen) izoldlasi modszerek alkalmazasa utan. A van Beers és mtsai. altal
korabban leirt protokoll alapjan végrehajtott multiplex PCR soran a GAPDH gén négy
kiilonb6z6é hosszusagh szakaszat szaporitottuk fel (100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp)

[111]. N=normalis minta, N1= 1. normalis minta, T=tumor minta, T1= 1. tumor minta

72



DOI:10.14753/SE.2016.1861

5.2.1.2 DNS metildacios vizsgdlat

5.2.1.2.1 MS-HRM vizsgalat

Mesterségesen metilalt és nem metilalt, kereskedelmi forgalomban kaphatd (Qiagen
Epitect DNA standards) DNS mintak kiilonb6z6 aranya keverékével DNS metilacios
standard kalibracios mintakat hoztunk Iétre, amelyek DNS metilaciés eredményeit
standard sorként hasznéltuk fel a bioldgiai mintdk elemzése sordn. Az olvadaspont
gorbe -dF/dT derivalt diagram az olvadaspont eredmények altaldnos abrazolasi formaja.
Ezek az adatok alternativ mdédon hdmérsékleti térképeken is abrazolhatoak, ilyenkor a
fluoreszcencia intenzitds értékek egy szinskalan (zold: 0% metilalt; piros: 100%
metilalt) matrix rendszerben abrazolhatoak, ahol minden oszlop egy-egy mintat, minden

sor egy-egy adott h6fokon mért intenzitasértéket jelent (22. abra).
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4 T6 T8 80 2 8 8 88
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100%
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% 78 80 8 8
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SFRP2
a Olvadispont gorbék

100%
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4

4 T8 78 80 &
Homérséklet(*C)
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22. abra: A vizsgalatban alkalmazott metilacios standard mintak (0%, 10%, 25%, 50%,
75%, 100%) olvadaspont elemzésének eredményei masodik derivalt fiiggvénnyel és
hétérképen abrazolva. A hotérképek minden sora egy adott héfokot, és minden oszlopa
egy adott mintat jelol. A metilacios szazalékok a szinskala szerint: z6ld: 0%-ban

metilalt, piros 100%-ban metilalt.
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A friss fagyasztott és a biopszids mintdkbol izolalt DNS mintakkis eltéréssel hasonlo
DNS metilacios eredményeket mutatott. Erdekes médon a friss fagyasztott mintdk koziil
a 6. egészséges minta az Gsszes normalis mintatol eltéré modon magas DNS metilacios
szazalékot eredményezett mindkét izolalasi modszer esetén, elsésorban az SFRP1 gén
esetén, ami valoszinlileg mintavételi hibanak tudhato be (23. dbra/A, B).

Az FFPE mintdk kozott ezzel ellentétben nagyobb foku kiilonbségek voltak
kimutathatdak a kiilonboz6 izolalasi modszerek alkalmazéasa esetén. Ez a kiilonbség a
MAL gén esetén volt jelentds, az SFRP1 és SFRP2 géneknél kevésbé. A MAL assay
esetén az egy adott mintacsoporton beliili eredmények szérasa is nagyobb volt, ami az
automatizalt izolalas utan még jelentésebbnek bizonyult, mint a kézi modszer utan (23.
abra/C). A fentiek alapjan a MAL primerparral végezhetd vizsgalatok érzékenységét

alacsonynak, a hattérzajt magasnak itéltiik.
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23. abra: A vizsgalatban szerepld (a) biopszidk, (b) friss fagyasztott és (c) FFPE

bioldgiai mintdk becsiilt DNS metilacidos %-a hoétérképen abrazolva. A hotérképek
minden sora egy adott héfokot, minden oszlopa egy adott mintat jelol. A metilacids
szazalékok a szinskala szerint: z6ld: 0%-ban metilalt, piros 100%-ban metilalt. NAT=
tumor melletti adjacens normalis szovet, FFPE=formalin-fixalt, paraffinba agyazott

szovet.
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5.2.1.2.1 A manualis és az automata izoldlas alkalmazasa utan kapott DNS metilacios
eredmények osszehasonlitisa

A kiilonboz0 izolalasi modszerek szintén hasonld eredményeket adtak a biopszias és a
friss fagyasztott mintak DNS metilacids értékei tekintetében (biopszia: R?waL = 0,93;
R%sere1 = 0,61; R%serez = 1,00; friss fagyasztott: R%waL = 0,72; R%serpr = 0,69; R2srrer =
0,76). A linearis regresszio szerint szamolt R? korrelaciés koefficiens értéke alapjan
megkiilénboztettink mérsékelt (0,36<R?<0,67) és magas korrelaciot (R>>0,67). Bar a
vizsgalat soran csak limitalt szamu minta kertilt elemzésre, a két izolalasi modszer DNS
metilacios eredményei kozt linearis Osszefiiggést mutattunk ki. Az FFPE mintaknal,
ezzel szemben, ez a korrelaci6 alacsonyabb mértékii volt. A harom vizsgalt gén kozil a
MAL primer par eredményei kiilsnbdztek leginkabb (R%vaL = 0,09);, mig az SFRP1 és
az SFRP2 gének eredményei kozott nagyobb mértékli egyezést, erds korrelaciot
talaltunk (R%sere1 = 0,89; R%sere2 = 0,89) (24. 4bra).
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24. abra: A biopszias, friss fagyasztott és FFPE mintak MAL, SFRP1 és SFRP2 gén
DNS metilacidés eredményei kozotti korrelacid a manualis (Qiagen) €s automatizalt
(Roche) izolalasi modszerek alkalmazasa utan. Minden egyes korrelacios diagram az
adott mintacsoportban az adott gén becsiilt metilacios értékeit tartalmazza a két
modszert Osszehasonlitva. A regresszids egyenletek, a korrelacios koefficiens ¢€s a
determinécios egyiitthatd (rz) a korrelacios diagramok jobb fels6 sarkaban van

feltiintetve.
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5.2.2 DNS metilaciés markerek azonositasa vastagbél szovetmintakban

5.2.2.1 Génexpresszios vizsgalat

A potencidlisan DNS metilacids szabalyozas alatt allo géneket a génexpresszios szintek
valtozasa alapjan valasztottuk ki. Kordbban publikélt génexpresszids vizsgdlataink
adatai alapjan olyan géneket azonositottunk, amelyek folyamatosan valtozé expressziot
(p<0,05) mutatnak a vastagbél adenoma-karcinoma atmenet soran. A kovetkez6 gének
szignifikans génexpresszios eltérése (p<0,05) volt megfigyelheté az adenoma vs. ép és
az adenoma vs. tumor dsszehasonlitasokban egyarant: a BCL2, a CDX1, a CYP27B1, az
ENTPD5, a MAL, a PRIMAL, a PTGDR, a PTGS2, az SFRP1, a SOCS3, a SULT1A1, és
a TIMP1. Emellett az ALDH1A3, a COL1A2, a FADS1, az SFRP2, a SULF1 és a THBS2
gének a tumor VvS. ép Osszehasonlitdsban mutattak szignifikans génkifejezddésbeli
kiilonbséget (p<0,01).

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a tobbféle sejttipust tartalmazd biopszias
mintakban tapasztalt génexpresszids valtozdsok mely sejttipusokbdl erednek, 1ézer
mikrodisszekciot alkalmaztunk, amely segitségével a ham- és a stroma sejteket
egymastol elkiilonitve vizsgaltuk. Eredményeink szerint hamsejtekben kimutathatod
szignifikans expresszios valtozast (p<0,05) a SOCS3 és a PRIMAL gének mutattak az
adenoma vs. ép Osszehasonlitasban. A BCL2, a CYP27B1, a COL1A2, a FADS1 és a
SULT1Al gének kifejez6dése csak a tumor-normal Osszehasonlitasokban bizonyult
szignifikansnak (p<0,05), mig a CDX1, a ENTPD5, a PTGDR ¢és a TIMP1 gének

kifejez6dése mindkét 6sszehasonlitasban valtozonak adodott (25. abra).
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mintakban és a 1ézer mikrodisszekcidval izolalt hamsejtekben tapasztalt valtozasokat.
Az y-tengely a log2 normalizalt génexpresszios értékeket jeloli. A boxplot abrazolason
az egyedi értékeket piros pontokkal, a median értéket vizszintes vonallal dbrazoltuk, az
adatok szorasa dobozokkal keriilt megjelenitésre. Az egyes csoportok kozotti
Osszehasonlitasok szignifikanciajat (p<0,05) is feltiintettiik: az adenoma vs. ép és tumor
vs. ép Osszehasonlitdsoknal csillaggal jeloltiik (*), a tumor vs. adenoma 0sszehasonlitas
szignifikancidjat (p<0,05) dupla csillaggal (**) jeloltik. A mért értékeknek megfelelden
minden egyes doboz-abran mas skalat alkalmaztunk. Eredményeink alapjan a biopszias
¢és a lézer mikrodisszektalt mintakban tapasztalt génexpressziés mintazatok hasonldak

voltak.

A stromdlis sejtek esetén egyik gén expresszidja sem mutatkozott szignifikdnsan
eltérének az adenoma vs. ép 6sszehasonlitasban. Azonban a COL1A2, a FADS1, a MAL,
a PRIMAL, a SULF1, a THBS2 ¢és a TIMP1 gének kifejezddése a tumor-normal
Osszehasonlitasokban  szignifikansan  eltérének  mutatkozott  (p<0,05). Mivel
eredményeink alapjan a stromalis sejtekben kevesebb és kisebb mértékli génexpresszios
valtozast talaltunk, késébbiekben elsdsorban a lézer mikrodisszektalt hamsejteket

vizsgaltunk.

5.2.2.2 HT-29 sejtek demetildcios kezelése

A kivalasztott gének kifejez0désbeli mintazatat megvizsgaltuk demetilacios agenssel
kezelt HT-29 human vastagbél adenokarcinoma sejtvonalon is. A demetilacios
kezeléshez 10 pM 5-aza-2’-deoxicitidint haszndltunk 72 6ras alkalmazasi id6vel. A
kontrollsejtek esetén a demetilacids szer olddszerét, azaz ecetsavat adtunk a
médiumhoz. A kezeléstdl fiiggetleniil 12 transzkriptum esetén nem volt kimutathato
kifejez6dés, mig a maradék 6 génbdl 4 esetén (TIMP1, FADS1, CYP27B1, SULT1A1)
csekély génexpresszios kiilonbségeket tapasztaltunk. A PTGS2 gén expresszidja
fokozodott a demetilacios kezelés hatasara (logFc kiillonbségyontroll-kezelt= -1.99), mig a
SOCS3 gén kifejezédése enyhén csokkent (logFc kiillonbségyontron-kezelt= 0.50) a kontroll
sejtekhez képest (26. abra).
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5-aza kezelt HT29 sejtek [ IKOR{FOITIT29 Sejtek

PTGOR - 215804_at
MAL - 204777_s_at
SULF1-212353_at
SFRP1 - 202035_s_at
COL1AZ - 202404_s_at
BCL2 - 207005_s_at
BCL2 - 203684_s_at

| PTGDR - 234165_at
SULF1 - 212344 _at
THBS2 - 203083 _at
SULF1 - 212354_at
COX1 - 208420_at
SFRP1 - 202036 _s_at
SFRP1 - 202037_s_at
PRIMA1 - 230087_at
SOCS3 - 214105_at
SFRP2 - 223122 5 _at
COL1AZ - 220218 _at
SFRP1 - 2284135 _at
PTGOR - 215837_at
ENTPDS - 1554004_at

COL1A2 - 202403_s_at
SFRP2 - 2231215 at
ALDH1AZ - 203180_at
ENTPDS - 205757_at
SULT1A1 - 238095_at

PTGS2 - 204748_at
ENTPDS - 228504 _at
SULTIAT - 215209_x_at
SULTIAT - 203815_x_at
TIMP1 - 201666_at

26. abra: A kivalasztott gének kifejezddésbeli kiillonbségét illusztraldé homérsékleti
térkép a kontroll és az 5-aza-2’-dezoxicitidin demetilacios agenssel kezelt HT-29
sejtekben. A microarray eredmények intenzitasértékét szinskdlan abrazoltuk: piros =
magas intenzitas, fekete = kozepes intenzitas, z6ld = alacsony intenzitas. A kontroll
(sotétkék) és kezelt (vilagoskék) sejtmintakat triplikaitumban vizsgaltuk, amelyeket az
egyes oszlopok jelolnek, a kivalasztott transzkriptumok pedig egy-egy sorban
talalhatoak. Az 4bran lathato vizsgalt gének esetén a demetilacios kezelés bizonyos

mértekll génexpresszid novekedéshez vezetett.

5.2.2.3 DNS metilacios vizsgalat

Munkank soran két kiilonbozo piroszekvenalasi eljarast hasznaltunk. Elsoként a
biopszids és a makrodisszektalt, vegyesen hdm ¢és kotdszoveti stromalis sejteket is
tartalmazd szovetmintdkat elemeztiik. Az eredményeink szerint 18 megvaltozott
expresszioju transzkriptum koziil 4 génhez tartozo6 6 vizsgalt régid mutatott szignifikans
DNS metilaciés szint eltérést. Ezek koziil a COL1A2, az SFRP2 ¢s a SOCS3 gének
vizsgalt régidja adenoma és tumor mintdkban hipermetildlodott, mig a THBS2
hipometilaciot mutatott a NAT mintakhoz képest.

Erdekes modon a THBS2 vizsgalt régioi koziil kettd csokkend, mig egy régidja novekvd
DNS metilacios szintet mutatott tumoros mintakban a NAT mintakhoz viszonyitva (27.

abra).
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27. abra: A DNS metilacios eredményeket illusztrald box plot abrdk a biopszidk és
makrodisszektalt NAT, adenoma és CRC mintak esetén. A piros pontok DNS metilacios

értékeket jelolnek, a dobozokban 1év6 vonal a mediant, a doboz a szérast mutatja. Az y-
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tengely a mintdk DNS metildciés % értékeket jeloli. Az egyes csoportok kozotti
Osszehasonlitasok szignifikancidjat (p<0,05) is feltiintettiik: az adenoma vs. ép és tumor
vs. ép Osszehasonlitasoknal csillaggal jeldltiik (*), a tumor vs. adenoma 6sszehasonlitas
szignifikancidjat (p<0,05) dupla csillaggal (**) jeloltik. A mért értékeknek megfelelden
minden egyes doboz-abran mas skalat alkalmaztunk. Eredményeink alapjan néhany gén
DNS hipermetilacidja mind biopszids, mind lézer mikrodisszektalt hamsejtekben
jelentkezett (példaul a MAL, a PRIMAL, a PTGDR ¢és az SFRP2), mig voltak olyan
gének is, amelyekben nem volt kimutathatd jelentds DNS metilacids szintvaltozas a
csoportok kozott (példaul a BCL2, a CDX1, a PTGS2 ¢és a SULF1l). Makro =
Makrodisszektalt mintak, LCM = 1ézer mikrodisszektalt sejtek.

A gének DNS metilacios adatait eldzetes csoportmegadas nélkiili (unsupervised)
hierarchikus klaszter elemzéssel vizsgaltuk, amely alapjan 3 nagy csoportba lehetett
osztani 6ket. Az els6 nagyobb csoport (SFRP2, COL1A2, THBS2, SOCS3, CYP27B1,
SULT1AL, PRIMA1, MAL) viszonylag magas szinti DNS metilaciét mutatott adenoma
¢s tumoros mintdkban is. A masodik csoportba sorolodd gének nem mutattak jelentds
DNS metilacios szintbeli eltérést a betegesoportok kozott. A harmadik klaszterbe csak a
THBS2 gén sorolddott, amely relativ magas DNS metilacios szinttel rendelkezett a

mintakban (28. abra/A).
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lllllllllllll !X%sisigigi%’%i%

28. abra: A kivalasztott gének DNS metilacios szint kiilonbségét illusztrald
homérsékleti térképek. A) NAT, AD és CRC biopsziakban és mikrodisszektalt
mintakban és B) NAT, AD és CRC lézer mikrodisszektalt hamsejtekben. A DNS
metilacios eredményeket szinskalan abrazoltuk: piros = magas, fekete = kozepes, zold =
alacsony DNS metilaciés szint. A mintdkat oszlopokban, a géneket sorokban
abrazoltuk. Hasonld6 DNS metilacios mintazatokat taldltunk a kiilonboz6
mintatipusokban, hiszen a PRIMA1, az SFRP1, az SFRP2, a MAL, a SOCS3, a
CYP27B1, a COL1A2 ¢és a SULTIA1l gének vastagbél biopszidkban és LCM
hamsejtekben egyarant viszonylag magas DNS metilacids szintet mutatott. N-E =

egészséges hamsejtek, Ad-E = adenoma hamsejtek, T-E = CRC hamsejtek.

A lézer mikrodisszektalt hamsejtek DNS metilacios eredményei alapjan a biopsziés és a
makrodisszektalt mintakhoz hasonlé csoportositast kaptunk. A PRIMA1L, az SFRP1, az
SFRP2, a MAL, a SOCS3, a CYP27B1, a COL1A2 és a SULT1A1 gének viszonylag
magas DNS metilacids szintjét tapasztaltuk mind vastagbél biopszidkban, mind az
adenoma ¢és tumoros szovetmintdk hamsejtjeiben. A masodik csoportba tartozd gének
kozott azok szerepeltek, amelyek nem mutattak jelentés DNS hiper-vagy hipometilaciot

(28. abra/B).

83



DOI:10.14753/SE.2016.1861

5.2.2.4 miRNS vizsgalat

A valtozo kifejezodést mutatdé miRNS-ek célpontjainak kivalasztasahoz miRWALK
adatbazist hasznaltuk. In silico miRWALK validalt modul segitségével szamos miRNS
célpontot azonositottunk. A vizsgalt miRNS-ek kozott volt olyan, amely az altalunk
vizsgalt gének transzkriptumait célozta. Ilyen volt példaul a BCL2, a MAL, a PTGS2, az
SFRP1 és a SOCS3 gének transzkriptumait pontencidlisan célzé6 miR-21, amelynek
kifejezddése a vastagbéldaganat kialakuldsa soran szignifikansan novekedett. A miR-
21* (célpontjai: BCL2, MAL, PTGS2, SFRP1, SOCS3), a let-7i* (célpontjai: BCL2,
CYP27B, SOCS3) és a miR-181c (célpontjai: ALDH1A3, BCL2, MAL) szintén fokozott

expressziot mutatott (29. abra).

hsa-miR-21 hsa-miR-21%
(BCL2, MAL, PTGS2, SFRP1, SOCS3) (BCL2, MAL, PTGS2, SFRP1, SOCS3)

| —_——

= |
L1 =

Normalizalt dCt értékek
{max. ciklusszam (45) — dCt érték)

Normalizalt dCt értékek
(max. ciklusszdm (45) — dCt érték)

T

Ad CRC N Ad CRC

hsa-miR-181c hsa-let-7i*
(ALDH1A3, BCL2, MAL) (BCL2, CYP27B, SOCS3)

==

Normalizalt dCt értékek
(max. ciklusszam (45) — dCt érték)
L
(max. ciklusszdm (45) — dCt érték)

Normalizalt dCt értékek

N Ad CRC N Ad CRC

29. abra: A kivalasztott miRNS-ek (hsa-miR-21, hsa-miR-21*, hsa-miR-181c, hsa-let-
7i*) normalizalt valds idejli polimerdz lancreakcidja soran kapott Cp értékei. A nyers
Cp értékeket a technikai interplate kalibratorokkal és a legkisebb szorast mutaté miR-
423-5p értékeivel normalizaltuk. A piros pontok a normalizalt Cp értékek, a box plot
vonala a mediant, a doboz a szoras értékeket mutatja. A Cp értékek forditottan
aranyosak a miRNS-ek kifejezodésének mértékével. (N = NAT, Ad = adenoma, CRC =

vastagbéldaganat mintak)
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5.2.2.5 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalat sordn vastagbél szovetekben vizsgaltuk az SFRP1 gén
fehérjetermékének kifejezodését. A NAT mintakban mérsékelt diffuz festddés (+2) volt
lathatd, ezzel szemben a miofibroblaszt sejtekre az erés diffuz festédés (+3) volt
jellemzé (30. abra/A). A tubularis adenoma mintakban gyenge citoplazmatikus
fehérjekifejezodést (+1) tapasztaltunk, amelyet néhany teriileten erds, pontszerii
immunfestédés (+2/+3) kisért (30. abra/B). A tumoros mintak tobbségében (9/10)
csupan gyenge (+1) vagy 0 intenzitdsii immunfestodést lehetett kimutatni (30. abra/C).

A Q-score elemzés alapjan az SFRP1 dsszfehérje mennyisége a vastagbél ép-adenoma-

karcinoma atmenet soran csokken (30. abra/D).
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30. abra: SFRP1 immunohisztokémiai vizsgalatok eredményei reprezentativ A) NAT,
(B) adenoma ¢és (C) CRC mintdkon. A hamszovetekben az SFRP1 fehérje kifejezddése
az erdsen festddd (+3) miofibroblaszt sejtekhez, mint belsé kontrollokhoz hasonlithato
(A, piros nyilak). (D) A szemikvantitativ immunhisztokémiai vizsgalat eredménye (Q-
score értékek) a NAT, AD és CRC mintak esetén, amely oszlopdiagramok segitségével
illusztralja a mért értékeket, mig a hibajelek a szorast jelzik. Az SFRP1 gén altal kodolt
fehérje vastagbél adenoma-karcinoma szekvencia elérehaladasa mentén folyamatosan

csokkend fehérje kifejez6dését mutattunk ki.
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5.3 A SEPT9 gén DNS metilacios vizsgalata 1ézer mikrodisszektalt ham és

stromalis sejtekben
5.3.1 DNS metilacios standard mintak vizsgalata

A vizsgalathoz hasznalt 13 primerpar segitségével végzett multiplex PCR reakciok
soran felszaporitott amplikonok koziil 8 olyan volt, amely a SEPT9 gén régionak
vizsgalatat tette lehetévé. A 3. amplikon kivételével, amely CpG-ritka teriileteknek
mondhatd, a vizsgalt régiok CpG-denz régiokra térképezhetbek vissza. Ezek az
amplikonok 6sszesen 130 CpG dinukleotidot fedtek le. Elsdsorban CpG-denz régiokra
térképezhetoek vissza az amplikon 3 kivételével, amely CpG ritka teriiletnek mondhaté.
A kalibraciés mintdk hasznélatdval lehetdséglink volt ellendrizni, hogy a tervezett
primer parok hasznalataval mennyire helyesen becsiilhetéek meg a bioldgiai mintak
DNS metilacios szazalékai. Az ismert metilacidos szazaléku mintdk vart és kapott
metilacios szazalék értékeit egy koordinata rendszerben abrazoltuk, majd a linearis
regressziot alkalmaztuk. Az adott primerpar becslésének helyességét a kapott egyenes
meredeksége és az egyenes egyenlete alapjan itéltik meg. A fentiek alapjan
elmondhato, hogy a vizsgalt nyolc amplikon koziil hat esetében kaptunk megbizhato
eredményeket (31. dbra). Erdekes, hogy a nem metilalt kontrollként hasznalt spermium
DNS vizsgalatainkban nem bizonyult megfelelé kontrollnak, mivel a fennmarado két
amplikon esetén nem 0%-0S, hanem részleges metilaciét mutatott. Ennek ellenére, -
mivel a biologiai mintak esetén konzisztens eredményeket kaptunk az utdbbi két assay-
vel is-, ezeket sem zartuk ki az elemzésbdl. Igy egyiittesen 96 kiilonbozé minta 8

amplikonjara vonatkozd metilacios adatokat elemeztiik.
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31. abra: Az amplikonok kalibracios egyenesei. Az dbra a mesterségesen metilalt és
nem metilalt DNS standardok kiilonb6zd aranyaival kapott eredményeket jeleniti meg.
Az X-tengelyen a vart, mig az y-tengelyen a kisérletesen meghatarozott DNS metilacios

arany lathat6. Mindkét tengely értékei szdzalékban vannak kifejezve.
5.3.2 A SEPT9 gén DNS metilacios szintje

A SEPT9 génben vagy kozelében elhelyezked6 amplikonok eredményei alapjan egy un.
DNS metilacios latképet tudtunk felallitani. Osszesen négy, egy extragénikus és harom
intragénikus CpG szigetet vizsgaltunk, amelyeket CGIl, CGI2, CGI3 ¢és CGl4
jelolésekkel lattuk el. Ezek koziil a harmadik CpG sziget a leghosszabb, vizsgéalatunk
soran ezt harom nem atfedé amplikonnal fedtiik le, amely mar kordbbi irodalmi adatok
alapjan vastagbél daganatos mintdkban hipermetilaltnak bizonyult a normalis kontroll

mintakhoz képest.

Eredményeink alapjan vastagbéldaganatra jellemz6 DNS metildcios szintkiilonbség
kizarolag a CGI3-ban volt lathatod, mig a tobbi régié nem mutatott 1ényeges eltérést. A
CGI3-ban centralisan elhelyezkedd 5. amplikon jelentés DNS metilacios kiilonbségeket
mutatott a normalis és az adenoma, valamint a tumoros szévetek kozott. Ez a kiilonbség
foként az epithelidlis sejtekre volt jellemzd, mig a stromalis sejtekrdl ez nem mondhatd
el. A normalis és a tumoros hamsejtek DNS metilacios szintkiilonbsége elérte a 80%-0t
is (p<0,0001), és ugyanilyen mértékti kiilonbséget tudtunk kimutatni a normalis vs.

adenoma viszonylatban is. A NATI mintak, tehat azok a makroszkopikusan és
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mikroszkdpikusan is ép szovetek, amelyek a tumortdl kevesebb, mint egy centiméterre
helyezkedtek el, jelentds DNS metilacids szintkiilonbséget mutattak a harom vizsgalt
daganat koziil kettd esetén a kontroll mintakhoz képest (p<0,0001), amely eredmény az
un. mez6 hatas (field-effect) koncepciot tamogatja. A tavolabbi ép teriiletekrél (NAT2)
vett szovetmintdkban ez a kiilonbség nem volt kimutathat6 (p>0,05). Ezzel ellentétben a
tumor szovetekbdl izolalt stromalis sejtekbena normalishoz képest mintegy 50%-0s
hipermetilacio volt kimutathato, mig ez adenomakban csupan 30%-0S volt. A
hamsejtekkel ellentétben a stromalis sejtek nem mutattak DNS metilacios

szintkiilonbséget a NAT tertileteken (32, 33. abra).
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32. abra: A biszulfit DNS szekvenalas eredményei az 6t kiilonbdz6 mintatipusban és
kétféle sejttipusban hdmérsékleti térképen abrazolva. Minden oszlop egy-egy amplikont
abrazol, vizszintesen a tdombok mintatipusokat (ép, NAT1, NAT2, tumor, adenoma),
ezen beliil szdmokkal jeldlve a harom paciens miitéti mintajat jeldli, a stroma (str; felsd
sor) és a hamsejtekben (epi; alsd sor). A harom pacienst harom sor jeloli. Az abran
minden négyzet egy-egy CpG dinukleotid metilacios szazalék értékét jeloli. Az abra
als6 részén lathat6 az egyes amplikonok elhelyezkedése a genomban. A szinskala: sarga
= nem metilalt (0%), zold = részben metilalt (~50%), kék = teljesen metilalt (100%),
fehér = nincs adat. Roviditések: str = stromalis sejtek, ept = hdmsejtek, norm =
egészséges vastagbélszovet, NAT1/2 = adjacens normalis szovet kozel és tavol a

tumoros teriilett6l, adeno = adenoma szdvet, pat = paciens sorszama.
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33. abra: A 4. és 5. amplikon DNS metilacios adatait abrazold box plot. Az abran kiilon
feltiintettiilk a stromalis és a hamsejtek eredményeit is mindhdrom vizsgélt paciens
esetében. A dobozok kozepén 1évé vonal a mediant, a pont az atlagot, a doboz az adatok

50%-4t, a hibajelek pedig a szorast jelzik.

Eredményeink azt mutatjadk, hogy a normalis mintdkhoz viszonyitott tumorokban
tapasztalhatdé DNS hipermetilacio a CGI3 CpG szigetrdl az 5° vég felé terjed, amelyet a
4. amplikon fedett le. Ez a metilacios terjedés kizardlag a tumor mintakban volt
megfigyelhetd, mind az epitelialis, mind a stromalis sejtekben megfigyelheté volt. A
tumorokkal ellentétben az adenomakra ez nem volt jellemzd. A CGI3 3’ vég felé es6 7.
amplikon a normalis hamsejtekben mutatott fokozott metilacios szintet a stromalis
sejtekhez képest. Ebben az amplikonban minden CG dinukleotidban szerepld citozin
metildlt volt, mig a stroméban csak részleges metilaciot figyeltiink meg. A negyedik és
6todik amplikonnal ellentétben a tumorhoz kapcsolhaté DNS metilacios szintemelkedés
a 7. amplikonban nem volt megfigyelhets. A fenti megfigyelés a CGI3 un. metilacios
boundary-elem jelenlétére enged kovetkeztetni.

A fenti jelentds valtozasok mellett egyedi metilacios kiilonbségek is felfedezhetéek
voltak, példaul CGI2 teriiletén. Bar a vizsgalat soran csak korlatozott beteganyag allt

rendelkezésiinkre, ezek atlagoldsa megbizhaté adatokat eredményezett. A masodik

valdsziniileg a gén legmeghatarozobb transzkriptuma.
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5.3.3 Septin 9 immunhisztokémia

Az alkalmazott immunfestés minden szovetmintaban jelet eredményezett, de ez a
festddés, igy a Septin 9 fehérje szintje a kiilonboz6 csoportokban eltéronek mutatkozott.
Szignifikansan (p<0,001) magasabb Septin 9 fehérje szintet tudtunk kimutatni az
egészséges mintak és a NAT1 ham és stroma sejtjeiben, mint az adenoma vagy a

tumoros mintakban, ahol csokkent Septin 9 fehérje kifejezddés volt jellemzo (34. abra).

Hoechst AlexaFluor 546 kombinalt

Egészséges

NAT2

NAT1

Tumor

Adenoma

34. abra: A vizsgalt metszetek szovettani és immunhisztokémiai elemzése reprezentativ
képekkel illusztralva. Az elsé oszlopban a hematoxilin-eozin festett metszetek képei
latszanak, a masodik oszlopban a Hoechst magfestés, a harmadik oszlopban az
AlexaFluor 546 masodlagos ellenanyaggal jelzett Septin 9 fehérje, az utolsé oszlopban
pedig az eldz6 kettd kategoria kozds abrazolasa lathatd. Az abrak 20x-0s nagyitastak,

az abrakon talalhato jelzés 100 um-nek felel meg.
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6 MEGBESZELES

A hagyomanyos tumor osztalyozas alapja a hisztopatoldgia, amely a szovettani
metszetek patologus szakember altali kiértékelését foglalja magaba. A jovOben a
patologusok feladatat megkonnyithetik olyan molekularis biologiai vizsgalatok,

amelyek objektiv klasszifikaciot tesznek lehetove.

PhD munkam soran egészséges, adenoma és daganatos vastagbélszovet mintakat
vizsgaltam. Els6 1épésben megvizsgaltam, hogy a jovében a hagyomanyos kézi RNS
izolaldas modszerét milyen megbizhatésaggal Iehet automatizalt modszerekkel
helyettesiteni, majd az igy kivont RNS minta génexpresszids vizsgalatokban vald
alkalmazhatosagat teszteltem. Az mRNS kifejezddés vizsgalatara a friss fagyasztott
szovetek a legjobb mindségli mintdk, ezekkel hasonlitottam &ssze formalin-fixalt,
paraffinba-agyazott mintak alkalmazhatosagat. EQy korabban azonositott vastagbélrakra
jellemzd transzkriptum panel kifejez0dését sikeresen elemeztem  mindkét
szOvetmintatipuson. Ezek utan az automatizalt DNS kivonas lehetdségeit teszteltem,
szintén friss fagyasztott ¢s FFPE anyagok felhasznalasaval. A vastagbéldaganat
kialakulasa soran szamos gén kifejez6dése megvaltozik, amelynek hatterében
kiilonb6z6 epigenetikai, példaul DNS metilacios valtozasok allhatnak. Bar napjainkra
mar szamos DNS metilacios marker ismert, vizsgalataim soran a kolorektalis adenoma-
karcinoma szekvencia eldrehaladasa soran fokozatosan csokkend expresszioju gének
DNS metilacids szinjét hatdroztam meg bioszids, valamint lézer mikrodisszektalt
vastagbél ham és stromasejteken. Ezzel a megkozelitéssel megallapitottam, hogy a
vastagbéldaganatokra jellemz6 DNS hipermetilacio foként a hamsejtek valtozasaibol
ered és az altalam vizsgalt gének koziil foként a PRIMAL, az SFRP1, az SFRP2, a MAL,
a SOCS3, a CYP27B1, a COL1A2 és a SULT1A1 génekben volt jellemzd. Végezetiil egy
olyan ismert vérplazma alapu diagnosztikus DNS metilacios marker, a SEPT9 szoveti
DNS metilacios szintjét vizsgaltam vastagbél ham és stromasejteiben, amelyet a
vastagbéldaganat kialakuldsa soran fokozddoé hipermetilacio jellemez és a plazmdban

kering6 nukleinsavbol kimutathato.
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6.1 A vastagbélrakra jellemzé RNS markerek vizsgalata automatizaltan izolalt

friss fagyasztott biopszia és FFPE mintiakon
6.1.1 Automatizalt RNS izolalas alkalmazhatésaganak vizsgalata

A rutin patologiai vizsgalatok sordn elemzett szovetmintdk automatikus kezelése
kulcsfontossagu  lehet kiilonb6zé molekularis bioldgiai  vizsgalat bevezetése
szempontjabol. Az automatizalt nukleinsav izolal6 automatdknak a megfeleld
RNS/DNS kihozatal mellett biztositani kell a megfeleld tisztasagot és a lehetd
legnagyobb nukleinsav integritast.

A MagNA Pure 96 automatizalt és a Qiagen kézi izolalasi mddszer eredményei szerint
bar a manualis RNS izolalassal tobb tekintetben jobb mindségii minta kaphato, az
automatizalt modszer is megfelel6 RNS mennyiségeket eredményezett friss fagyasztott
¢és FFPE mintak esetén egyarant. A Kivont nukleinsavak tisztasagi értékei fontosak az
alkalmazott molekularis biologiai elemz6 modszer szempontjabdl, igy az automatizalt
moddszerrel FFPE mintdkbol izolalt RNS esetén tapasztalt alacsony OD260/280 és
0D260/230 értékek a mintak alkalmazhatosdga szempontjabol limitaciot jelenthetnek.
Osszességében nagy ateresztoképességii laborok rutin feladatai szimara a MagNA Pure
96 automatizalt nukleinsav izolald rendszer megfelelé megkozelités lehet a friss
fagyasztott szovetekbdl és FFPE mintakbol torténd RNS izolalasra.

A manualis €és automatizalt nukleinsav izoldl6 modszerek dsszehasonlitasata 15.

tablazat foglalja ssze.

15. tablazat. A manualis és automatizalt nukleinsav izolald mddszerek Gsszehasonlitasa

Manualis RNS/DNS Automatizalt

izolalas izolalas
Egyszerre feldolgozhaté mintak szama 24 (asztali centrifuga kapacitds ~ 48/96 protokolltol

¢és gyakorlottsagtol fiiggden) fliggben
Izolalas teljes ideje kb. 1 6ra kb. 1,5 6ra
Elokészitési/gyakorlati id6 kb. 1 6ra kb. 10 perc
Keresztszennyezodés lehetésége lehetséges minimalis (UV lampa)
Reprodukalhatosag személy-fliggd standardizalt folyamat
Koltségek relativ (reagensek, alacsony magas

miianyagaru)
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6.1.2 Vastagbélrakra jellemz6é RNS markerek vizsgalata FFPE mintikon

A kiilonbozé szovetekbdl kiinduld automatizéltan izolalt RNS analitikai paraméterei
gyakran eltérnek, amelyek kritikusak lehetnek a tovabbi vizsgalatok szempontjabol.
Jelen vizsgalatban a friss fagyasztott biopsziakbol és az FFPE mintakbol izolalt
nukleinsavak mennyisége nagysagrendileg azonos volt, amely az irodalmi adatokkal
megegyeznek [114]. Vizsgalatunkban dsszesen 150 ng mennyiségi RNS elegendd volt
11 kivalasztott —marker génexpresszidos vizsgalatdhoz, amelyet egyszerl
munkamenetben, elére legyartott, a primereket liofilizalt formaban tartalmazé plate-k
segitségével hajtottunk végre. A kordbbi metodikai kozlemények megfigyeléseihez
hasonldéan [115, 116], az RNS tisztasagat jelz6 OD260/280, OD260/230 értékek,
valamint a RIN értékek is alacsonyabbak voltak az FFPE mintdk esetén, mint a friss
fagyasztott mintakbol izolalt RNS-eknél. Ennek ellenére, az FFPE mintdk tobbségével
sikeres génexpresszids vizsgalatot végeztiink, a 11 vizsgalt esszé koziil csupan 3
mutatott nem megbizhaté eredményeket. Az FFPE mintdk alkalmazasa soran az
optimalizalds egyik kulcspontja a polimeraz lancreakcioban alkalmazott amplikonok
hosszanak minimalizalasa [117], igy feltételezhetd, hogy néhany gén tekintetében még
rovidebb amplikonhosszak alkalmazisaval a mi vizsgalatunk is eredményesebb lett
volna.

Kozismert tény, hogy a vastagbéldaganatok fejléddése soran kiilonb6z6 génekben
expresszios kiilonbségek mutathatok ki [7]. Szamos tanulmany altal célzott teljes genom
expresszids vizsgalatok eredményei alapjan olyan klinikailag hasznosnak bizonyuld
markerek azonositasara van lehet6ség, amelyek késébb a rutin diagnosztika részeként a
daganatok hatékonyabb osztalyozasat segithetik [118-120]. Néhany vizsgalat ezek koziil
az egészséges ¢s a daganatos vastagbél hamszovetek génexpresszidos kiillonbségei
alapjan kivalasztott marker csoportokra koncentralt [121-123].

Els6k kozt Alon és munkatarsai egy 2000 transzkriptumbol allo szettet irtak le, amely
22 normalis és 30 CRC mintat tudott klasszifikalni [124]. Ezt a kdzleményt szamos,
kevesebb tagbol allo markercsoport kozlése kovette [125, 126]. Notterman és
munkatarsai altal 2001. évben szintén egy Affymetrix oligonukletotid array
segitségével, mar adenoma mintdkat is felhasznalva azonositott egy 4000 tagu

elkiilonit6 génszettet [127].
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Jelen vizsgalat célja az volt, hogy a 11 tagbol allo CRC-specifikus marker szett
alkalmazhatdsagat tesztelje fliggetlen biopszias és FFPE mintahalmazon. Eredményeink
alapjan, annak ellenére, hogy a vizsgalat csak limitalt mintaszamot tartalmazott, az
FFPE mintak el6zetes csoportmegadas nélkiili hierarchikus elkiilonitése is nagy
hatékonysagu volt.

A feladat nehézségét tiikrozi az az dsszehasonlitd kozlemény is, amely a génexpresszios
profilozason alapuld tanulmanyok eredményeit rendszerezésével 23 fliggetlen
génexpresszios elemzésbdl Osszesen 54 olyan gént azonositott, amelyet legalabb kett6
kozlemény megemlitett [128]. Tovabba a CRC kialakulasanak komplex molekularis
hattere ellenére a vizsgalatok jelentds hanyada csupan egyedi markerek azonositasara és
tesztelésére torekszik (példaul daganatban fokozodo kifejezédésii 1L8, AXIN2, CXCL12,
CDKS8; és alulregulalodé CA2, COL1A2, FABP1, IGFBP7) [129].

Ezt kovetden szamos vizsgalat tlizte ki célul, hogy microarray technikéval a vastagbél
adenoma vs. egészséges [130, 131], valamint tumor vs. egészéges szovetmintak kozti
elkiilonité transzkriptumokat azonositson, majd a tapasztalt valtozasokat RT-PCR
technikaval validalja [132]. A fentiek k6zott olyan tanulméanyok is voltak, amelyek
nagyszamu elkiilonitd transzkriptum csoportokat azonositottak (példaul. Williams és
mtsai; 2632 elkiilonitd gén a CRC vs. egészséges vastagbélszovet dsszehasonlitasban),

mig mas kutatocsoportok sziikebb szetteket kozoltek (példaul [133, 134]) (16. tablazat).

16. tablazat: Vastagbéldaganat mintdkat vizsgald génexpressziés tanulméanyok

Osszefoglalasa.

Munkacsoport Ev Vizsgalt mintatipus Azonositott Refer
Egészség Aden CRC elkiilonité  encia
es oma gének

szama
Alon és mtsai. 1999 22 - 40 2000 [124]
Notterman és mtsai. 2001 22 4 10 4000 [127]
Kitahara és mtsai. 2001 8 - 8 235 [123]
Yanagawa és mtsai. 2001 - - 10 47 [134]
Lin és mtsai. 2002 20 9 11 51/427 [125]
Zou és mtsai. 2002 8 - 9 250 [126]
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Munkacsoport Ev Vizsgalt mintatipus Azonositott Refer

Egészség Aden CRC elkiilonité  encia

es oma gének
szama

Williams és mtsai. 2003 20 - 20 2632 [132]
Kwon és mtsai. 2004 12 - 12 112 [135]
Koehler és mtsai. 2004 25 - 25 40 [136]
Bianchini és mtsai. 2007 13 - 25 584 [137]
Grade és mtsai. 2007 30 - 73 17 [133]
Groene és mtsai. 2006 - - 36 45 [138]
Li és mtsai. 2004 - - 10 429 [139]
Kita és mtsai. 2006 12 12 - 180/- [130]
Kleivi és mtsai. 2007 - - 18 89 [140]
Ki és mtsai. 2007 - - 27 46 [141]
Lin és mtsai. 2007 - - 48 778 [125]
Birkenkamp- 2005 20 - 25 186 [142]
Demtroder és mtsai.

Kim és mtsai. 2008 5 5 - 124 [143]
Croner és mtsai. 2008 - - 80 50 [121]
Galamb és mtsai. 2008 11 20 22 3/5 [144]
Garcia Bilbao és mtsai. 2012 33 - 31 7 [145]
Galamb és mtsai. 2012 49 49 49 11 [146]

A vastagbéldaganat kialakuldsanak kutatasat célzo kiilonb6z8 génexpresszios
vizsgalatok eredményei meglehetdsen eltérnek. Ez a kiilonbség egyrészt az alkalmazott
vizsgélati moddszerek kiilonbségeibdl, a vizsgalt mintdk kritériumrendszerébdl,
célkitlizésbeli kiilonbségekbdl és a kiértékelési modszerek és alkalmazott hatarértékek
(threshold) eltéréseibdl fakadhat.

Magas szenzitivitas €s specificitas értékek elérése érdekében azonban bizonyitottan tobb
markeres szettekre van sziikség, amelyek az egyedi markerek alkalmazasanal mindig

jobban mitkkddnek [147]. Jelen vizsgalat soran kutatocsoportunk altal leirt marker szett
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[146] szenzitivitasa friss fagyasztott mintakon 93,3%-0s, FFPE mintakon 96,7%-0S, mig
specificitasa 86,7%-0s, illetve 70%-o0s volt.

Garcia-Bilbao ¢és munkatarsai viszonylag magas elkiilonit6képességet (90,9%-0s
szenzitivitast és 100%-os specificitast) tudtak elérni nem tumoros ¢s CRC-s mintadk
Osszehasonlitasaban egy 7 markeres szett (ENC1, ACAT1, TMM132A, CMTM7,
FAM60A, MADCAM1, DDX55) RT-qPCR-es vizsgalataval alkalmazasaval [145]. Egy
masik vizsgalat soran, amelyben FFPE mintdkat vizsgaltak nem csupan MRNS
markerek (neuroendokrin differenciacid, overexpression sialyl-Lex antigén fokozott
kifejezodése, periférias benzodiazepin receptor (PBR) fokozott kifejez6dése, BAX
fehérje kifejez6dés €s p53 mutécios statusz) alkalmazasaval 83,3%-0s specificitassal és
70,8%-0s szensitivitassal sikeriilt elkiiloniteni a normalis és a tumoros szovetmintakat
[147].

Az in situ mRNS expresszidés vizsgalatokat két kiilonbozo transzkriptum esetén
végeztiink el, mindkettd esetében azonos iranyu kifejezodésbeli valtozast talaltunk, mint
a valos-idejii polimeraz lancreakcié esetén. Tudomdsunk szerint kutatdcsoportunk
végezte eldszor a karbon-anhidraz VII in situ mRNS kimutatasat vastagbélszoveten. A
daganatokban jellemzden csokkeno kifejezodésti CA7 gyenge in situ hibridizacios (ISH)
jelet adott az egészséges vastagbélszoveti mintakban, adenomakban es CRC-ben pedig
nem volt kimutathato. Ezzel ellentétben a kemokin (C-X-C motivum) ligandum 1
daganatokban fokozottan expresszalodott az RT-PCR eredményeink alapjan, amit az in
situ hibridizacidval is sikeriilt megerdsiteniink. A CRC mintakban hatarozott jeleket
lattunk, de adenomaban és normalis mintakban CXCL1 ISH jel nem volt kimutathato.
Az in situ hibridizacios kisérletek soran informaciot nyerhettiink a két vizsgalt
transzkriptum adenomakban és tumorokban valdé lokalis kifejez6désérol. A CA7
expresszié jellemzéen a normalis Vvastagbélszovet hamsejteiben, mig a CXCL1
kifejez0dés foként a tumoros szovetek kifekélyesedett teriileteinek stromalis sejteiben
volt jellemzd.

Az FFPE mintdkon alkalmazott néhany RT-PCR assay (MMP3, CA7, IL8) esetén
tapasztalt sikertelen reakciok aranya a tobbihez képest nagyobb volt, amelynek
valoszintileg technikai okai lehetnek, mivel a vizsgalt RT-PCR assay-k koziil ezeknek
voltak a leghosszabb amplikonjai (MMP3: 110bp; IL8: 92 bp; 10. tablazat). Masfeldl
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ennek a jelenségnek lehet biologiai hattere is, példaula CAVII gén CRC mintakban valo
jelentdsen csokkent expresszidja.

A transzkriptumok tobbsége (10/11 marker) fokozott expressziot mutatott a
vastagbéldaganat kialakuldsa soran. Korabbi irodalmi adatok alapjan mindegyik gén
Osszefliggésbe hozhatd vastagbéldaganatok kialakulasanak  folyamataval. A
transzkriptum szet mas daganattipusokon torténd egyiittes vizsgalatara még nem kertilt
sor, emiatt a markerek malignus elvaltozasra mutatott specifikussaga a vastagbélszoveti
mintakon beliil értelmezendd, vastagbélrak kimutatasara alkalmas markerekként.

Az Interleukin 1 béta (IL1B) az angiogenezist, a malignus sejtek invazivitasat és a pro-
inflammatorikus citokinek termelését serkenti [148]. A gén -31T/C polimorfizmusa a
CRC kialakulasaval [149] és kitjulasaval is [150] osszefiiggésbe hozhato, az 1L1B-511
heterozigdtdkban és T hordozokban ugyanis a CRC kialakulasa csokkent kockdzati
[151]. Az ILIRN polimorfizmus szintén kapcsolatba hozhat6 a CRC kialakulasaval is
[152]. Az interleukin 8 (IL8), amelynek fokozott expresszidjat mar leirtak CRC-ben, a
proliferaciot, a metasztazis képzést és az angiogenezist tamogatja, tovabba ismert, hogy
e gén kiiitése gatolja a tumoros novekedést és az attétképzodést is [153, 154]. A
gremlin-1 (GREM1) gén fokozott kifejez6dését szamos daganattipusban kimutattak,
koztiikk hasnyalmirigyrakban, emlddaganatban, vesedaganatban, ovarium és vastagbél
daganatokban egyarant [155]. A gremlin-1 fehérje szekrécidja a tumorképzdédést a
sejtproliferacio fokozasan keresztiil serkenti [156]. CXCL2 (mas néven Gro2) mar
rakmegel6z6 allapotokban és CRC-ben is novekedett kifejezédésti [157], és ezenkiviil
egér transzplantaciés modellben a tumorsejt novekedést is fel tudja gyorsitani [158]. A
kollagén XII alfa 1 (COL12Al1l) géntermékét a CRC invaziv frontjan jellemzo
miofibroblaszt sejtek differenciacios markereként napjainkban azonositottak [159].
Fokozott miik6dését egy human sporadikus tumorbol 1étrehozott egérmodelljébdl izolalt
CRC-hez kapcsolt kolorektalis karcinoma-asszocialt fibroblaszt sejtekben s
megfigyelték [160]. A kitinaz 3 fehérjeszeri 1 (CHI3L1, mas néven HCgp39 vagy
YKL-40) egy szekretalt glikoprotein, amely fiziologas koriilmények kozt nem
termel6dik, csak gyulladasos vagy daganatos allapotban [161, 162]. Fontos szerepe van
a makrofagok toborzasiban és a CRC kialakuldsa kozben lezajlo angiogenezisben is

[163]. Egy napjainkban kozolt tanulmany alapjan ez a marker CRC-s betegek
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utankovetésére lehet alkalmas, mivel a megnovekedett szérum YKL-40 szint a
SLC 7. csalad 5. tagja (SLC7AS) fehérje fokozott expresszidja a normalis mintaban
tapasztalt szinthez képest adenomaban haromszoros, tumorban az 6tszoros volt [165]. A
karbon-anhidraz 7 a sav-bazis egyensiily fenntartasat, kalcifikaciot és a Zn®* jon fiiggé
CO; hidrataciét befolyasolja. A kozelmultban megjelent irodalmi adatok ravildgitottak
arra is, hogy a CA7 csokkent kifejez6dése 6sszefiiggésbe hozhatéd a vastagbéldaganatok
kialakulasaval [166]. Az alapjan, hogy a CA7 transzkriptum szintje fokozatosan
nagykiterjedésti CpG-denz régid alapjan feltételezheté annak lehetésége, hogy a CA7
gén DNS metilacios szabalyozas alatt all. A kemokin ligandum 1 (CXCL1 mas néven
Groa) gén egy szekretalt interleukin-szerli molekulat kodol, amely specidlisan a G-
fehérjékhez kapcsolt CXCR2 receptorhoz kotédik [167] és feltételezhetden szerepet
jatszik a nem kissejtes tiidédaganatok kialakulasa soran zajlé angiogenezisben [168]. A
gén fokozott miikodését melanomaban [169] és CRC-ben is leirtak, ahol a fehérje és az
MRNS szinti valtozasok jol korrelaltak egymassal [170, 171]. A matrix-
metalloproteinaz-3 (MMP3) vastagbéldaganatokban jellemzOen magas kifejezodésii, a
gén altal koédolt fehérje fontos szerepet jatszik a tumorterjedés, a nyirokcsomo €s a

tavoli attétképzés szempontjabol [172].
6.2 DNS metilacios markerek azonositasa vastagbél szovetmintakbol
6.2.1 Automatizalt DNS izolalas alkalmazhatésaganak vizsgalata

A rutin patoldgiai vizsgalatok sordn elemzett szovetmintdk automatikus kezelése
kiilonb6zé molekularis bioldgiai vizsgalat bevezetése szempontjabol kulcsfontossagu
lehet. A nukleinsav izolalé automataknak a megfeleld6 RNS/DNS kihozatal mellett jol
reprodukalhaté modon biztositani kell a megfeleld tisztasagot és a lehetd legnagyobb
nukleinsav integritast.

Az automata nukleinsav izolald6 moddszereket a standard kézi izolalashoz hasonlitva
elmondhato, hogy a manualisan kivont nukleinsav mintak jobb mennyiségi és mindségi
jellemzokkel birnak. A friss fagyasztott miitéti mintakbdl izolalt DNS mennyisége nem
tért el 1ényegesen a két modszer alkalmazasa soran, de a biopszids és FFPE mintak

esetén az automata modszerrel szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult. A fenti
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megfigyelés egyezik az irodalmi adatokkal egyezik, mas 0sszehasonlitd vizsgalatok is
arr6l szamoltak be, hogy példaul teljes vérmintak izolalasa esetén is magasabb DNS
kihozatalt eredményezett a hagyomanyos manualis izolalas, mint az automatizalt
rendszerek. A két izolalasi moddszer kiilonbozé DNS kihozatalt eredményezett a
kiilonb6z6 szovetmintakbol. A friss fagyasztott miitéti mintaknal tapasztalt kozel
azonos mennyiségekkel ellentétben, a biopszids és az FFPE mintak esetén a manualis
modszerekkel kapott mennyiségeknek hozzavetdlegesen 50%-at érte el. Ennek ellenére
a tapasztalataink alapjan allithato, hogy az automata izolalds minden minta esetén
legalabb 1 pg DNS-t eredményezett, amely a molekularis bioldgiai vizsgalatok dontd
tobbségéhez megfeleld kiindulasi mennyiség. Eredményeink Szerint az automatizalt
izolalasi protokoll kisebb szorasit DNS kihozatalt eredményezett, amely eldnyds lehet a
kézi izolalassal szemben. Az izolalt nukleinsavak tisztasagi értékei meghatarozhatjak a
mintak tovabbi vizsgdlatokban valé alkalmazhatosagat. A friss fagyasztott és a
biopszias szovetmintakmintdkbol kivont DNS mintak tobbsége megfeleldé OD260/280
aranyokkal rendelkezett, mig az FFPE szdvetekbdl manualisan izolalt DNS mintak utan
magasabb OD260/280 arannyal rendelkeztek. Az OD260/230 aranyok a friss fagyasztott
mintak esetén hasonléak, a biopsziak és az FFPE mintak esetén eltéréek voltak a két
1zolalasi modszert kovetden.

A mennyiségi és mindségi paramétereken kiviil a kivont nukleinsavak integritasa is
fontos tényezd, amely kozvetleniil befolydsolja a tovabbi molekularis bioldgiai
vizsgalatok sikerességét. A nukleinsav roncsolddast okozo formalin-fixalason atesett
FFPE mintdk esetén ez kifejezetten fontos tényezo lehet. A vizsgélt mintak felében a
kézi izolalas eredményezett nagyobb integritast, mig a tobbi minta ebbdl a szempontbol
hasonlo6 volt mindkét izolalas utan.

Munkank sordn az izoldlt nukleinsavak DNS metilaciés vizsgalatokban valo
alkalmazhatosagat teszteltik. A mintdk tobbségében hasonldé DNS metilacios
eredményeket kaptunk mindkét izolalasi modszerrel kivont DNS kiindulasi anyagként
vald felhaszndldsa esetén. Az SFRP1 és SFRP2 gének DNS metilacids szédzalékai
hasonlonak bizonyultak mint a fagyasztott, mind az FFPE mintak esetén. A MAL gén
DNS metilacids eredményei nagy szorast mutattak, amely ramutat annak jelentdségére,
hogy az FFPE mintdk hasznalatanidl tovabbi optimalizaciés Iépések lehetnek

szlikségesek, mint példaul az amplikonhossz csokkentése.
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Eredményeinket 6sszefoglalva, a MagNA Pure 96 automata és a Qiagen kézi izolalasi
modszer Osszevetésével megmutattuk, hogy a hagyomanyos manualis izolalast
magasabb nukleinsav mennyiséget ¢s mindséget eredményez, és hasznalatdval az FFPE
mintak is megbizhatobban elemezhetéek. A fentiek ellenére az automatikusan Kivont
DNS mintak is megfelelé kihozatallal és tisztasaggal rendelkeztek ahhoz, hogy tovabbi
DNS metilacios szint meghatarozasra alkalmazhatéak legyenek. Bar a kihozatal az
FFPE mintak esetén is megfeleld volt, a tisztasagi értékek limitaloak lehetnek ennél a
mintatipusnal. Osszességében a nagy ateresztdképességii laboratoriumok rutin feladatai
szdmara a MagNA Pure 96 automatizalt nukleinsav izolalo rendszer megfeleld segitség

lehet a biopszias ¢s a friss fagyasztott mitéti szovetekbdl torténé DNS izolalashoz.
6.2.2 Markerek kivalasztasa DNS metilacios vizsgalatokra

Jelen vizsgalat soran célunk az volt, hogy felderitsiik a vastagbéldaganatok kialakulasa
soran megjelend génexpresszids valtozasok hatterében 1évé DNS metilacids és miRNS
expresszids valtozasokat. A fenti cél elérése érdekében teljes genom génexpresszios
vizsgalatokat, DNS metilacios vizsgalatokat, in silico predikciot es miRNS expresszids
elemzést végeztiink.

Vizsgalatunk soran 18 olyan transzkriptumot azonositottunk, amely folyamatos
génexpresszid valtozast mutat a CRC progresszidja soran. A microarray kisérletek
alapjan olyan 12 gént (BCL2, CDX1, CYP27B1, ENTPD5, MAL, PRIMA1, PTGDR,
PTGS2, SFRP1, SOCS3, SULT1Al, ¢és TIMP1l) hataroztunk meg, amelyek
szignifikdnsan valtozé transzkripciondlis aktivitdssal rendelkeztek az adenoma
mintakban az éphez képest, mig 6 tovabbi mRNS kifejezédése (ALDH1A3, COL1A2,
FADS1, SFRP1, SULF1 ¢s THBS2) csak a tumoros mintakban mutatott jelentdsen eltérd
expressziot. A vastagbélhamot kozelebbrél megvizsgalva azt figyeltik meg, hogy
adenomakban csokkent a SOCS3 és a PRIMAL1 kifejezddése, mig daganatokban a BCL2,
a CYP27B1, a COL1A2, a FADS1 és a SULT1A1 gének mutatnak csokkend expressziot.
A HT-29 human vastagbélkarcinoma sejtek demetilacios kezelése az altalunk vizsgalt
markerek minimalis expresszios valtozdsdhoz vezetett, egyediil a PTGS2 mutatott
jelentds (1-nél nagyobb log fold) valtozast. A demetilacios kezelés tovabbi beallitasa,

egyéb CRC sejtvonalak alkalmazasa és tovabbi Szabalyozé mechanizmusok figyelembe
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vétele segithetné a promoter metilacio és a génexpresszio kozti kapcsolat pontosabb
feltarasat.

A kivalasztott markerek koziil a COL1A2, az SFRP2 ¢és a SOCS3 gén hipermetilalt, a
THBS2 hipometilalt volt mind adenomakban, mind tumorokban a normal adjacens
mintdkhoz képest. Irodalmi adatok alapjan a COL1A2 hipermetildcidja fejnyaki
rakokban [173], melanomakban [174] és hodlyagrakban [175] mar leirt jelenség.
Bizonyitott, hogy a COL1A2 szamos daganat kialakulasa soran befolyéasolhatja a
sejtproliferaciot ¢és a migraciot. A gasztrointesztinalis traktusban a COL1A2
kifejez6dése az epitelialis-mezenchimalis atalakulassal fligghet Ossze [176]. Az
onkogén atalakulds soran a karcinoma kollagéntermelése csokken és a COL1A2 gén
hipermetilacidjat szamos CRC sejtvonalban (HCT116, SW480 és SW620) és primer
CRC-ben is igazoltak [177, 178].

Az SFRP2 gén a jol ismert Wnt jelatviteli utvonal inhibitorai k6zé tartozik, amelynek
abnormalis aktivalodasa (példaul az APC mutacio miatt is bekovetkezé béta-katenin
athelyezddés megvaltozasa) gyakori esemény a vastagbéldaganatok kialakuldsa sordn
[179]. Az SFRP2 gén DNS hipermetilacioja CRC sejtvonalakban (példaul HCT116) és
primer CRC-ben is jol dokumentalt tény [180, 181]. Napjainkban a metilalt SFRP2-t
székletbdl kimutathatd potencidlis szlirdmarkerként azonositottdk, ezért tovabbi
vizsgalata klinikailag is relevans lehet a jovoben [181].

A SOCS3 a JAK-STATS3 jelitviteli Utvonal negativ reguladtora, igy részt vehet a
sejtciklus és a proliferacio szabalyozasaban is [182]. A gén mutacids elemzése soran
kideriilt, hogy a SOCS3 prométerében talalt polimorfizmusok €s a metasztatikus CRC
kialakulasa kozott nincs kapcsolat [183]. A SOCS3 epigenetikai inaktivacidjat mar
human malignus melanomakban [184] és glioblasztoma multiforme daganatokban [185]
is leirtak. Csokkent génexpressziojat colitis ulcerosa-bol (UC) kialakulo CRC
mintakban figyelték meg. A SOCS3 DNS metilacigjat kimutattak colitis ulcerosa-
asszocialt vastagbéldaganatokban, de egészséges kontrollokban ¢és inaktiv UC
betegekben nem [186, 187].

A trombospondin-2 (THBS2) DNS hipermetilacidja ovarium rakban és endometrium
adenokarcinokban a gén csokkent kifejezédését okozhatja [188]. A trombospondin egy
anti-angiogén faktor, amelynek megvaltozott expresszidja az érképzOdésnek és az

attétek kialakulasanak befolyasolasaval meghatarozo lehet a CRC kialakulasaban és
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progressziojaban [189]. Vizsgalataink eredményei alapjan a BCL2, a PRIMAL ¢és a
PTGDR gének hipermetilacioja csak CRC mintdkban volt jellemzé. A BCL2 gén egy
antiapoptotikus  fehérjét kodol. Hipermetilaciojat emlédaganatokban [190] és
holyagrakban [191] mar megfigyelték. A Bcl-2 fehérje bizonyitottan szerepet jatszik a
CRC kialakulasaban ¢és csokkent kifejezodése a mikroszatellita instabil CRC
daganatokra jellemz6 [192, 193]. DNS hipermetilaciojat megfigyelték CRC mintakban,
de a gén metilaltsaga és kifejez6dése kozt 6sszefiiggés nem mutatkozott [194].

A PRIMA1L gén egy olyan membranproteint kédol, amely acetilkolinésztert horgonyoz a
sejtmembranokba [195]. A gén promoter metilacidjat major depresszidban tapasztaltak,
és a megvaltozott metilaciés szintet a génkifejez0dés mértéke ellentétesen kovette
[196]. A fenti gén DNS metilacios eltéréseit vastagbéldaganatokban mas
kutatdcsoportok még nem irtak le.

A prosztaglandin D2 receptor vastagbél adenomakban és tumorokban csékkené mMRNS
szintjét munkacsoportunk mar korabban publikalta [197]. A DNS metilacios
vizsgalatainkba bevont gének dont6 tobbsége részt vesz valamely, a daganat

kialakulasaval 6sszefliggésbe hozhato sejtfolyamatban (17. tablazat).

17. tablazat. A DNS metilacios vizsgalatban elemzett gének csoportositasa a daganatok

kialakulasaval 6sszefliggésbe hozhato sejtfolyamatokban betoltott szerepiik alapjan.

Daganatok kialakulasaval Gén

osszefiiggésbe hozhato sejtfolyamat

Apoptozis szabalyozas (serkentés) ALDH1A3, BCL2, MAL, SOCS3, SULF1,
TIMP1

Proliferacié szabalyozas CYP27B1, ENTPDS5, SFRP1, SFRP2,

TranszKkripcié szabalyozas CDX1, FADS1

Ciklooxigenaz rendszer szabalyozasa PTGDR, PTGS2

Extracellularis matrix alakitasa COL1A2

Angiogenezis THBS2

Osszegezve a MAL, a PRIMAL, a PTGDR és az SFRP1 gének csokkend génexpresszios
szintjiikkel —parhuzamosan emelked6 DNS metilaciés szintet mutattak a
vastagbéldaganatok kialakuldsa soran. Mindekdzben a BCL-2, a CDX-1, a ENTPDS ¢és a
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SULT1A1 gének csokkend kifejezddésével parhuzamosan emelkedd DNS metildcids
szint nem volt megfigyelhetd, ezért utobbi gének megvaltozott expresszids szintjének
hatterében mas szabalyoz6 mechanizmust feltételeziink.

A valtozo kifejez6désii gének DNS metilacios vizsgalata utan a fehérjetermékek szintjét
is megvizsgaltuk. Immunhisztokémiai vizsgalatokat két marker esetén volt lehetdségiink
végezni. Az SFRP1 (szekretalt frizzled-rokon fehérje 1) fehérje kolorektalis adenoma-
karcinoma szekvencia el6rehaladasa soran csokkend kifejez6dését igazoltuk. A fenti
megfigyelésiink Gsszhangban van az irodalmi adatokkal, miszerint a gén epigenetikai
szabalyozasa alacsony fehérjeszintet eredményez kiilonb6z6 szolid daganatokban [198,
199]. A prosztaglandin D2 receptor az SFRP1 fehérjéhez hasonlé csokkend kifejezddést
mutatott a vastagbél ép-adenoma-karcinoma atmenet soran.

Vizsgalatunk soran olyan miRNS-eket is azonositottunk, amelyek az adenoma és
karcinoma mintakban feliilszabalyozodnak. Ilyen volt a daganatokban altalanosan
el6forduld tn.miR-21 onkomiR, amely szignifikansan (p<0,01) emelkedett kifejezodést
mutatott adenoma és karcinoma allapotokban az adjacens normalis mintakhoz képest. A
fenti jelenség rairanyitja a figyelmiinket arra, hogy ezen miRNS mRNS célpontjai
jelentés DNS metilacids szint eltérések nélkiil (példaul a BCL2, a MAL és a PTGS2
gének esetén) is hasonloképpen csokkent mértékben fejezédhetnek ki. A miR-21
szamos daganattipusban ismert, meghatarozo szerepet jatszo6 miRNS, amely CRC-ben is
fokozott kifejez6désii [200, 201]. Irodalmi adatok szerint a miR-181 a Bcl-2 csalad
tagjait célozza, és a normalis mintakhoz képest ugyancsak fokozottan expresszalodik

CRC szovetmintakban [202].

6.3 A SEPT9 gén DNS metilacios szintje vastagbélszovetben

A SEPT9 gén DNS metilaciés szintje fontos klinikai eldsziirési jelentdséggel bir.
CRC mintakon, valamint a tumor melldl mintavételezett mikroszkopikusan normalis
szovetek ham és stroma sejtjein. A legnagyobb DNS metilacios szint eltéréseket a
normalis és a koros vastagbélszovetek kozott a harmadik CpG sziget esetén talaltunk
(CGI3). A lézer mikrodisszektalt mintak eredményei alapjan feltételezhetd, hogy az
irodalomban is leirt [203], jelentds DNS metilaciés valtozasok elsdsorban a
hamsejtekbol eredtek, mig a stromasejtek kismértékii valtozasa csak a hamsejtek

valtozasat kovetéen volt jellemz6. Megfigyeltik a tumorokban jelentkez6 DNS
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metilacié 5’ vég felé valo terjedését is, ami az adenoma mintadkra nem volt jellemzo. A
fentiek alapjan feltételezhetd, hogy a CGI3 metilaciods szintjének valtozasa a malignus
atalakulas fel¢ fontos biologiai folyamat lehet. Ez a folyamat valoszinlileg a korai
szakaszaban végbemegy ¢és kozvetleniil befolyasolhatja a tumor kialakuldsat. A
kotdszoveti  sejtek fontos szerepet tolthetnek be a tumor mikrokdrnyezetének
kialakitasaban. A stromalis sejtek valtozasai valoszinlileg a hamsejtek valtozasait
kovetden torténnek a malignus atalakulds sordn. A vastagbéltumorok hdm ¢€s stromalis
sejtjei a normal szovetben is alapvetden eltérd funkciokat latnak el és irodalmi adatok
szerint a kialakult tumorban is eltérd valtozasok zajlanak le benniik [204]. Ezek koziil az
epigenetikai kiilonbségek is jelent6sek a két sejttipus kozott [205-207]. Annak pontos
mechanizmusa, hogy az egyik sejt epigenetikai valtozasa hogyan idéz el6 valtozast egy
masik sejtben egyelére nem ismert, de minden bizonnyal egy komplex folyamat
eredménye, amelyben a bazalis membran, az extracellularis matrix, a ndvekedési
faktorok ¢és citokinek, valamint a direkt sejt-sejt kapcsolatok egyarant szerepet
jatszhatnnak [208, 209]. Egy sejt malignizalodasahoz és invazivitasahoz elsé 1épésben
Septin 9 fehérje a sejtosztodas soran 1étrejovo két utodsejt szétflizodése soran jatszik
fontos szerepet (34. abra), igy elképzelheté, hogy a tumorok kialakulasa soran
tapasztalhatd megnovekedett DNS metilacios szintje és az ezzel parhuzamosan

lecsokkend fehérjeszintje kozvetlen hatassal lehet a sejtvandorlasra és az invazivitasra

is.
Profazis Metafazis Korai Késoi Korai Késoi Késoi
anafazis anafazis telofazis telofazis telofazis
(kinagyitott kép)
o)}
(=¥
6]
[90]

34. abra: A Septin 9 fehérje kifejezdése HelLa sejtekben a sejtosztodas kiilonbozd
fazisaiban. Immunhisztokémiai jelolések: kék = DNS, zold = Septin 9 fehérje, piros =
alfa-tubulin. A méretjelzések 17 pm-nek felelnek meg. Az abra Estey és munkatarsai

alapjan, modositva késziilt [210].
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A fentieket tamasztja ald a Septin 9 epitelidlis-mezenchimalis atalakulasra gyakorolt
hatéasa is [211]. A SEPT9 gén szamos transzkripcios varianssal rendelkezik, ezek egy
része feltehetdleg a sejt normalis funkcidihoz sziikségesek. Ha a tumorképzddés soran
végbemend DNS hipermetilaci6 modositja egyes transzkriptumok kifejezddését, a
megvaltozé filamentumstrukturak fontos sejtfolyamatokat érinthetnek [78]. A CGI3
CpG sziget genomi elhelyezkedése és a transzkripcios start hely jelenléte is erésen arra
utalhat, hogy a hipermetilacio a 2-es szamu transzkripcios varians kifejez6dését
befolyasolhatja. Tovabbi kisérletek feladata lesz kideriteni azt, hogy a jelen vizsgalatban
elemzett mintakban a megvaltozott DNS metilacids szint milyen hatdssal van az egyes
transzkripcids variansok kifejezddésére.

A vizsgalat végeredménye szerint az Europaban mar CE engedéllyel rendelkezé SEPT9
metilaciot vizsgalo, Gn. Epi proColon 2.0 teszt éppen ezt a leginformativabb szakaszt
vizsgélja, amely a szOveti mintdkban, azon belill is a lézer mikrodisszektalt
hamsejtekben a legnagyobb DNS metilacios kiilonbséget mutatja.

Az altalunk alkalmazott Septin 9 fehérjére specifikus poliklonalis antitest a C terminalis
vég felé elhelyezkedd 29 aminosav régio kimutatasara alkalmas, ez a szakasz dsszesen 7
Septin 9 izoformaban konzervalt. A fehérjeszint elemzés eredménye szerint a
megndvekedett DNS metilacios szinttel parhuzamosan jelentds Septin9 fehérjeszint
csokkenés észlelhetd vastagbél adenoma €s tumoros szévetekben. Természetesen a DNS
hipermetilaci6 Onmagiban nem magyarazza meg a fehérjeszinten tapasztalhato
valtozast, ahhoz valoszinilileg egyéb faktorok valtozasa is sziikséges. Ez a stromalis
sejtek esetén is latszik, ahol kevésbé kifejezett DNS metilacids valtozas mellett is
alacsony fehérjeszint figyelhetd meg. Ezen kiviil a NAT1 mintdkban tapasztalhato
hamsejt hipermetilacidé nem tiikkr6z6dik a fehérjeszint valtozasaban. Egy korabbi
vizsgalta, a Septin 9 fehérjeszint csokkenése szintén jelentkezett a vastagbéldaganatok
kialakulasaval parhuzamosan [203].

A jelentés DNS metilacios valtozasokat mutatd 3. CpG sziget mellett tovabbi régiok is
metildlodhatnak kiilonb6zé tumorok kialakuldsa sordn. Példdul emlddaganatban
emelkedett 6ssz SEPT9 mRNS szint mellett emelkedett fehérjeszint volt megfigyelhetd
az ¢p emldszovetek mintdkhoz képest. Emellett a 3. transzkripcios varians €s a hozza

kapcsolodo fehérjeszint csokkenését tapasztaltdk. A NAT1 és tumor mintdkban
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tapasztalt megemelkedett metilaci6 lehet felelds ezért a hatasért. Ez a régio viszont CpG
szegény szakasz, a tv3 elsd exon-ja el6tt helyezkedik el. Ez a mi vizsgélatunkban kb 3
kb upstream helyezkedik el a 3. amplikontdl, amely a normal €és tumoros mintak kozt
kiilonbség 80%-0s volt. Tovabbi vizsgalatok feladata valaszt adni arra a kérdésre, hogy
a kiilonb6z6é daganattipusokban jelentkezé DNS metilacios valtozasok a SEPT9 mely
régiojat érintik.

A vizsgalatunkban talalt karakterisztikus DNS metilacidés valtozast mutatd szakasz
metilacios szintjét Osszehasonlitottuk nyilvanosan elérhetd adatbazisok eredményeivel
[212]. Uj generacids szekvendlas technikdval szintén erésen metilaltnak talaltuk a
tertilet hamsejtekben, mig stromalis sejtekben eredményeinkhez hasonldéan alacsony

DNS metilacids szintek voltak kimutathatoak.

6.4 Az aberrans DNS metilacié okai és kovetkezményei

Bar az aberrans DNS metilacids szinteket mutatd gének listdja idével egyre bdviil, a
jelenség mogott allo, megvaltozott szabalyozasi mechanizmusokrol azonban keveset
tudunk, amely feltételezhetéen foként az epigenetikai folyamatok kolcsonhatasanak
komplexitasabol fakad.

A normalis szinthez képes alacsonyabb DNS metilaciot befolyasolhatja a metil-donor,
azaz a S-adenozil-L-metionin hianya, amelyet allatkisérletekben bizonyitottak [213].
Ezen kiviil egy olyan elmélet is napvilagot latott, amely szerint a p21WAF1 kifejezodés
is hatassal lehet az aberrans metilacio kialakulasdhoz. A fenntartdo metilaciot kialakitd
DNMTI enzim az un. proliferdld sejt nuklearis antigénhez (PCNA) kotddik, amely
kotddés a sejtciklus S fazisaban a DNMTI1 enzimek replikdciés komplexhez valo
iranyitasaért felel. A p21WAF1 fehérje -amelynek fokozott milkodését példaul
hepatocellularis karcinomaban is leirtak [214]- is képes a PCNA-hoz kapcsoldodni, igy
feltételezhetd, hogy a DNMT1 enzimek helyét kompetitiven elfoglalva a PCNA
kotohelyén csokkent DNS metilacios szintet eredményez [33].

Az egyik megkozelités a DNS metilacio un. szelektiv iranyitottsaganak (targetalasanak)
elmélete. A fokozott DNS metilacios szint megjelenése mogott egyrészt a DNMT
enzimek megnovekedett kifejezddését feltételezhetjiik. Tobb daganattipushoz hasonldan
vastagbélrakban is a metilacidt végrehajtd enzimek fokozott expresszidjat talaltdk a

normalis szovethez hasonlitva [215]. Allatkisérletek is bizonyitjak, hogy a DNMT1 és a

106



DOI:10.14753/SE.2016.1861

DNMT3b fokozott kifejezédése mellett a vad tipust allatokétol eltéré DNS metilacios
mintazatok alakulnak ki [216]. Bar az enzimek fokozott mennyisége is bizonyara
hatassal van a DNS metilacié szintjére, azonban ez Onmagaban nem elegendd,
valoszinlibb, hogy a DNS metilacié iranyitottsdganak (targetalasanak) zavara allhat a
hattérben. A fenti folyamat a hiszton moddosité enzimek, mint példaul a hiszton
metiltranszferdzok és hiszton demetilaizok (EHMT2, PRMTS5) mikodésével
Osszhangban torténik. A polycomb fehérjék altal kozvetitett H3K27 metilacid szintén
szerepet jatszik a metilacio iranyitdsaban, igy zavara szintén kozrejatszhat az aberrans
DNS metilacié kialakitasaban [217, 218]. Egy masik lehetséges elmélet szerint nem a
DNMT enzimek emelkedett mennyisége vagy aktivitasa, inkdbb az enzimek csokkent
fidelitasa vezethet aberrans DNS metildcidos mintdzatok kialakuldsdhoz. Korabbi
vizsgalatok szerint a daganatos sejtekben a DNMT enzimek csdkkent pontossaggal
mikodnek az Alu repetitiv szekvenciaknal és a promoter asszocialt CpG szigetekben is
[219].
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35. abra. Az aberrans DNS metilacio okai és kdvetkezményei. Részletes magyarazat a

szovegben talalhato.
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Egy tovabbi szabdlyozd folyamat lehet a DNS metilaciot fiziologias esetben
megakadalyoz6 barrier elemek hibaja is. A barrier elemek DNS szakaszokat és a
hozzajuk kot6do fehérjék egylittesét foglaljak magukba, amelyek a genomialis szakaszt
megvédik a DNS hipermetilaciotol. Ezek kozé tartozik a DNS polimeraz III enzim altali
sztérikus lefoglaltsag, valamint azon DNS szakaszok, amelyekhez hisztonok, SP1
transzkripcids faktor vagy un. VEZF1 cink-ujj DNS koté fehérje kapcsolodhat [220].
Az Un. DNS szomszéd hatas elmélet szerint az erdsen metilalt szekvencidk
kornyezetében a DNS metilacid ,.terjedése” jellemz6 [221].

A szelektiv iranyitottsag (targetalas) mellett az aberrans DNS metilacio kialakulasat
segitd szelektiv elonyre is tobb bizonyiték all rendelkezésre. Az elmélet szerint a
daganatsejtekben olyan gének aberrans DNS metilaciojat talaljuk a daganatsejtekben,
amelyek csendesitése daltal a sejt novekedési és talélési eldnyhdz juthatott a
karcinogenezis soran [222].

A kornyezeti hatasok (példaul a kornyezeti karcinogének), illetve az élvezeti szerek
(mint példdul az alkoholfogyasztds vagy a dohanyzas) is bizonyitottan aberrans
metilaciot eredményeznek [223].

Egy tovabbi lehetséges DNS metilaciot szabalyozo folyamat lehet még a gyulladas
soran keletkez6 halogenizalt DNS karosodas termékei, amelyek mimikalhatjak az 5-
mC-t és a metil-kotd fehérjékhez nagy affinitassal kotodhetnek, igy a replikdcid soran
keletkez6 szalon az eredeti DNS metilacios mintazattol eltérd, aberrans metilacio
jelenhet meg [224].

A nemkodold RNS-ek szintén befolyasolhatjdk a DNS metilaciot. Egyre tobb
bizonyiték all rendelkezésre arrol, hogy a miRNS-ek direkt vezérelhetik a DNS
metilazokat [225]. Erdekesség, hogy a DNS metilacio pedig csendesitheti a miRNS
kifejez6dését, amely szintén fontos szabalyozd folyamat [226]. Hasonloképpen a
hosszi, nemkdodold RNS-ek (INCRNS) is iranyithatjak a DNS metilacié folyamatat.

A fent emlitett elméletekbdl is egyértelmii, hogy a kiilonb6zd epigenetikai folyamatok
kolcsonhatasanak ereddje fogja meghatdrozni az adott sejt jovdjét, és amennyiben a

rrrrr

kezdetét eredményezheti (35. abra).
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7 KOVETKEZTETESEK

PhD munkdm eredményei alapjan megallapithatd, hogy az automatizalt nukleinsav
izolalasi moddszerek idedlis alternativat jelenthetnek nagy mintaszamot feldolgozé
laboratoriumok szamara. A vastagbéldaganatok objektiv osztalyozasaban segitséget
nyUjthatnak olyan génexpresszids markerek, amelyek alapjan az egészséges ¢és a
vastagbéltumoros szovetmintakat lehetdség van elkiiloniteni. Eredményeim azt
mutatjak, hogy a fenti megkozelitéssel az automatizaltan feldolgozott FFPE mintak is
magas szenzitivitassal €s specificitassal csoportosithatdak. Az automatizalt rendszerek a
DNS kivonasara szintén megfeleléen alkalmazhatoak, az igy feldolgozott mintak
tovabbi molekularis vizsgalatok megfeleld alapjdul szolgéalhatnak. A génexpressziod
valtozasai alapjan lehet6ség van potencidlisan DNS metilacio altal szabalyozott
markerek azonositdsara. A fenti Gsszehasonlité modszerrel egy olyan géncsoportot
azonositottam, amelynek DNS hipermetilacioja foként a vastagbél adenoma és tumoros
hamsejtekben volt meghataroz6. A SEPT9 gén vizsgdlata soran megallapitottam, hogy
vastagbél adenoma és CRC mintdkban tapasztalt DNS hipermetilaciéo a gén promoter
szakaszaban taldlhatd 3 nagyobb CpG sziget koziil csak az egyikre korlatozodik, amely
egybeesik a plazmamintak elésziirésére alkalmas Epi proColon 2.0 teszt altal vizsgalt
szakasszal.

Osszegezve elmondhato, hogy az azonositott, DNS metilacié ltal szabalyozott gének a
kolorektalis adenoma-karcinoma szekvencia mentén fontos szerepet tolthetnek be, igy
eredményeim hozzajarulhatnak a CRC korai felismeréséhez, a daganatképzddés
molekularis hatterének pontosabb megismerésével potencidlis jovobeli terapias

célpontok azonositasahoz.
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8 LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASOK ES MEGFIGYELESEK

-A MagNA Pure 96 késziilékkel automatizalt médon elegenddé mennyiségii és mindségii
RNS kivondasara van lehetdség biopszids és FFPE mintakbol egyarant.

-Az altalam vizsgalt 11 tagh mRNS marker szet 96,7%-0s szenzitivitassal és 70%-0S
specificitassal volt képes elkiiloniteni az egészséges ¢s a CRC FFPE szévetmintakat, igy
megallapitottam, hogy a CRC-specifikus transzkripcios szett megfelelden alkalmazhato
FFPE szdvetanyagon is.

-Eredményeim szerint az automatikusan izolalt DNS mintak megfelel6 kihozatallal és
tisztasaggal rendelkeztek ahhoz, hogy tovabbi vizsgalatban alkalmasak legyenek DNS
metilacios szint meghatdrozasra.

-Csokkend génexpressziojuk alapjan sikeresen azonositottam olyan géneket, amelyek
DNS hipermetilacios vagy miRNS szabalyozas alatt allhatnak a kolorektalis adenoma-
karcinoma szekvencia eldrehaladasa soran

-A CRC kialakulésa soran csokkent génexpressziot és novekvd DNS metilaciot mutatd
gének koziil kettd esetében fehérjeszint csokkenést is igazoltam.

-Azokban a génekben, amelyek az adenoma-karcinoma szekvencia elérehaladasa soran
nem mutatnak jelentds DNS hipermetilaciot, egyéb epigenetikai szabdlyozo
mechanizmusok, tobbek kozott miRNS szabalyozas feltételezhetd.

-Biopszias, friss fagyasztott mitéti és FFPE mintdk manualis és automatizalt DNS
1zolalasat kovetden hasonld DNS metilacios eredményeket kaptam.

-A SEPT9 gén DNS metilacios szintjét els6ként vizsgaltam 1ézer mikrodisszektalt ép,
NAT, adenoma, és tumoros mintdk hdm és stroma sejteiben.

-Megéllapitottam, hogy a tumoros és adenoma mintdkban a hamsejtek magas SEPT9
DNS hipermetilaciot mutatnak.

-Eredményeim alapjan a SEPT9 DNS hipermetilacié a gén promoéter szakaszaban
talalhato 3 nagyobb CpG sziget koziil csak az egyikre korlatozodik, amely egybeesik a

plazmamintak eldsziirésére alkalmas Epi proColon 2.0 teszt altal vizsgalt szakasszal.
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9 OSSZEFOGLALAS

9.1 Magyar osszefoglalo
Bar a szlrdvizsgalatok egyre nagyobb hangsulyt kapnak, a vastagbél daganatok (CRC)

nagy hanyaddnak diagnozisa csak a tumor elérehaladott allapotaban torténik, mikor a
tulélési esélyek jelentdsen lecsokkentek. A CRC-t a fejlett nyugati vilagban, kdztiink
hazankban kiemelkedéen magas incidencia €s mortalitas jellemzi. Annak ellenére, hogy
napjainkra szdmos vizsgéalat eredményeként egyre tobb ismeret halmozodik fel, a
vastagbéldaganatok kialakuldsa soran jelentkezd molekularis valtozasok csak részben
ismertek. Sokféle daganatos megbetegedés, koztik a CRC kialakulasa soran - a
genetikai valtozasok mellett - az epigenetikai szabalyozd mechanizmusok megvaltozott
mikodése szamos gén kifejezddésére hatdssal van. A leggyakrabban vizsgalt
epigenetikai jelenség a DNS metilacid, amelynek aberrans szintje az érintett gén
csendesitéséhez vezethet. PhD munkamban egy korabban azonositott, vastagbél
daganatokra specifikus transzkriptum szett alkalmazhatosaganak vizsgalatat végeztem
formalin-fixalt, paraffinba-agyazott (FFPE) szovetekbdl automatizalt modon izolalt
RNS mintédkon, a kés6bbi nagy ateresztOképességli vizsgalatok céljabol. Ezen kiviil a
kolorektalis adenoma-karcinoma szekvencia elérehaladasa soran csokkend kifejez6dést
mutatd gének szabalyozasdnak felderitése érdekében DNS metilacios vizsgalatokat
végeztem vastagbél szovetmintdkon, valamint ezekbdl 1ézer mikrodisszekcio
segitségével izolalt ham- és stromasejteken, amely sordn a vastagbél adenomakra és
tumorokra jellemz6 hipermetilalt géneket azonositottam. A DNS metilacio feltételezett
negativ szabdlyozo hatasat fehérjeszinten is vizsgaltam. PhD munkam Osszehasonlito
modszertani vizsgalatai soran megallapitottam, hogy az automatizalt DNS kivonas jol
reprodukélhatd és megbizhato alternativdja lehet a hagyomanyos kézi DNS izolécios
modszereknek. A CRC el6sziirésre is hasznalt hipermetilalt SEPT9 gén DNS metilacios
szintjét IS vizsgaltam vastagbél szovetmintakon, valamint ham- és stromasejteken. A
SEPT9 gén szamos CpG szigete koziil egyben tapasztaltam DNS hipermetilaciot.
Megallapitottam, hogy a SEPT9 gén hipermetilacidja adenoma és CRC szdvetekben,
azon belill is a hamsejtekben jellemz6. A vastagbél adenoma-karcinoma szekvencia
elérehaladasa soran megfigyelt szoveti SEPT9 DNS metilacios szint emelkedésével

parhuzamosan a Septin 9 fehérjeszint csokkenését tapasztaltam.
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9.2 Angol 6sszefoglalo

Although screening tests are becoming increasingly important, colorectal cancer (CRC),
the diagnosis usually occurs at an advanced stage of the tumor, when chances of
survival are greatly diminished. CRC in the developed Western world, including our
country is characterized by extremely high incidence and mortality rates. Despite the
fact that knowledge is accumulated continuously by several studies, molecular changes
along colorectal adenoma-carcinoma formation only partially known. During the
development of a variety of cancers - including CRC - in addition to genetic changes the
altered function of epigenetic regulatory mechanisms affect many genes. The most
studied epigenetic phenomenon is DNA methylation , which can lead to aberrant DNA
methylation levels resulting in gene silencing.

In my PhD | analyzed the applicability of a previously identified colon cancer-specific
transcript set on formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue samples using RNA
samples isolated automatically for future high-throughput studies.

In addition, DNA methylation tests were performed on colon tissue, as well as laser
microdissected epithelial and stromal cells in order to identify genes potentiall regulated
by DNA methylation along colorectal adenoma — carcinoma sequence. The putative
negative regulatory effect of DNA methylation was also investigated at the protein
level, as well.

During my PhD, on the basis of comparative DNA extraction methods | found that
automated DNA isolation can be reproducible and reliable alternative to traditional
manual methods. DNA methylation level of SEPT9 gene - also used as a pre-screening
marker of CRC - was examined in colon tissue and in colonic epithelial and stromal
cells. Among many CpG islands of SEPT9, DNA hypermethylation was restricted to
only one CpG region. According to the results of the laser microdissected cell types,
SEPT9 hypermethylation could be found predominantly in colon epithelial cells. Along
colorectal adenoma- carcinoma sequence tissue SEPT9 DNA methylation levels

correlates with decreasing Septin 9 protein level.
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