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1. BEVEZETES

Bar a sziir6vizsgalatok egyre nagyobb hangsulyt kapnak, a vastagbél daganatok (CRC) nagy
hanyadanak diagnézisa csak a tumor elérehaladott allapotaban torténik, mikor a talélési
es¢lyek jelentdsen lecsokkentek. A CRC-t a fejlett nyugati vilagban, koztliink hazankban
kiemelkedden magas incidencia ¢és mortalitds jellemzi. Annak ellenére, hogy napjainkra
szamos vizsgalat eredményeként egyre tobb ismeret halmozodik fel, a vastagbéldaganatok
kialakuldsa soran jelentkezé molekularis véaltozasok csak részben ismertek.

Kozismert tény, hogy a vastagbéldaganatok fejlédése soran kiilonb6zé génekben expresszios
kiilonbségek mutathatok ki. Szamos tanulmany teljes genom expresszidos vizsgalatok
eredményei alapjan olyan klinikailag hasznosnak bizonyuldé markerek azonositasat célozta,
amelyek késobb a rutin diagnosztika részeként a daganatok hatékonyabb osztalyozasat
segithetik. Munkacsoportunk a vastagbéldaganatok ¢és egészséges vastagbélszovetek
elkiilonitésére egy 11 tagu transzkriptum szettet azonositott.

Sokféle daganatos megbetegedés, koztiik a CRC kialakulasa soran - a genetikai valtozasok
mellett - az epigenetikai szabalyozé mechanizmusok megvaltozott miikodése szdmos gén
kifejezddésére hatassal van. A leggyakrabban vizsgalt epigenetikai jelenség a DNS metilécio,
amelynek aberrans szintje az érintett gén csendesitéséhez vezethet. A MIRNS-ek altali
poszttranszkripciondlis szabalyozas szintén génexpresszidt csokkentd hatassal bir.

A vastagbéldaganatok kialakulasa sordn mar szamos olyan gént azonositottak, amely a
daganat kialakulasa soran DNS metilacios csendesités ala keriil. Mar az aberrans kripta
fokuszokban (ACF) is kimutathaté néhany gén, mint pl. a RASSF1A, az SFRP1, az SFRP2, a
¢s a MINT1 és a MINT31 16kuszok hipermetilacioja, és az adenoma-karcinoma szekvencia
elérehaladasa soran is szamos hipermetilalt gén ismert. A szovetmintakon kiviili non-invaziv
mintavételezéssel, vérplazma és székletmintakban is detektalhatéak olyan DNS metildciods
markerek, amelyek a vastagbél kialakuldsara jellemzdek. Vastagbéldaganatok legismertebb
plazma DNS metilaciés markere a Septin 9 (SEPT9), amelynek a vérplazmaban detektalhatd
DNS hipermetilacios az adenoma-karcinoma szekvencia soran igazoltan novekszik. Bar a
keringé SEPT9 DNS metilacios szintjét vérplazma mintdkbol mara mar magas szenzitivitassal
¢és specificitdssal tudjuk mérni, arrél napjainkban is viszonylag kevés informacio all
rendelkezésiinkre, hogy a DNS hipermetilacié a vastagbélszovetben milyen mértékii és ez

hogyan befolyasolja a gén mRNS ¢és fehérjeszinten valo kifejezédését.



A génexpresszios vizsgalatok soran elemzett legidealisabb mintatipus a friss fagyasztott
szovet, amelybdl kivont nukleinsavakat magas integritds és tisztasag jellemzi. A vastagbél
koros elvaltozasainak diagndzisa rutin endoszkdpiaval nyert biopszids vagy mitétileg
eltavolitott szovetmintdk FFPE blokkjainak metszeteibdl torténik. A formalinos fixalas
tokéletesen megorzi a szovetek struktaralis felépitését, azonban a molekularis szerkezet
szempontjabol technikai hatrdnyokkal jar. Ezaltal az FFPE mintakbol izolalt RNS gyakran
alacsony integritassal rendelkezik, emiatt az FFPE szdvetek a génexpresszios vizsgalatok
soran kihivast jelentd mintdknak szamitanak. Annak érdekében, hogy az FFPE mintak
hasznalhatosaga egyre bdviilhessen, a manudlis és automatizalt nukleinsav izolalé metodikak
folyamatos fejlesztés alatt allnak.

Egy adott szovettipust alkotd sejtek kiilonbozd transzkripcids profillal rendelkeznek. Ezen
kiilonbségek felderitésére hasznos technika lehet az in situ hibridizacio, amely nem csak a
kifejezddés mértékérdl, hanem a szdvetbeli, akéar sejtbeli lokalizaciordl is informéciot
szolgaltat. Ahhoz, hogy a szdveti mintadkban 1évd sejtekrdl bévebb informacidt nyerjiink,
sziikség van a kiilonbozo sejttipusok elvalasztasara, amely a szovettani metszeteken végzett

1ézer mikrodisszekcidval (LCM) valosithaté meg.



2. CELKITUZESEK

PhD munkam vizsgalati céljait az alabbi pontokban hataroztam meg:

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

szovetmintakbol torténd automatizalt RNS izolalds alkalmazhatdsaganak vizsgalata.

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

elkiilonitd transzkriptum szett FFPE szovetmintdkon valo vizsgalata.

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

DNS izolalas alkalmazhatosadganak vizsgalata.

4, A vastagbéldaganatok kialakulasa soran génexpresszios valtozast mutat6d gének azonositasa

és lehetséges szabalyozasi mechanizmusaik (DNS metilacio, miRNS) vizsgélata.

5, A klinikai gyakorlatban is alkalmazott, a vastagbél adenoma-karcinoma szekvencia soran
hipermetilalédd6 SEPT9 vérplazma marker DNS metilacidés vizsgalata vastagbélszovetbol

izolalt ham és stromasejteken.



3. MODSZEREK

Vizsgalataink soran Osszesen 268 vastagbél szovetminta elemzésére keriilt sor. A vizsgalt
mintacsoportban 114 CRC, 34 adenoma, 107 tumor mell6l szarmazé normal adjacens (NAT)
¢s 18 egészséges vastagbél szovetminta volt.

3.1 Vastagbéldaganatokra jellemzd mRNS markerek automatizaltan izolalt friss
fagyasztott biopszias és FFPE mintakon vald vizsgalata

3.1.1 Automatizalt RNS izolalas alkalmazhatésaganak vizsgalata

3.1.1.1 Automatizalt RNS izolalas

A 10 CRC és a hozzatartozo 10 NAT friss fagyasztott, valamint ugyanazon bioldgiai
szovetekbdl készitett 10 CRC és a hozzatartoz6 10 NAT FFPE szovetminta automatizalt RNS
izolalasat MagNA Pure 96 Cellular Large Volume Kit (Roche, Penzberg, Németorszag)
hasznélataval a MagNA Pure 96 automatizalt nukleinsav izoldlo rendszeren végeztik. A
manudlis RNS kivonast RNeasy Mini Kit illetve RNeasy FFPE kitek (Qiagen, Hilden,
Németorszag) hasznalataval végeztik. Az RNS koncentraciét a NanoDrop 1000
spektrofotométer késziilékkel (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) mértiik. Az
RNS mindségét az RNA 6000 Pico LabChip kit hasznalataval az Agilent BioAnalyzer 2100

mikrokapillaris elektroforézis (Agilent, Santa Clara, USA) rendszeren hataroztuk meg.

3.1.2 Vastagbéldaganatokra jellemz6 RNS markerek FFPE mintakon valo vizsgalata
3.1.2.1 Automatizalt RNS izolalas

15 CRC ¢és 15 egészséges vastagbél biopszia, valamint 15 CRC ¢és a hozzatartozo 15 NAT
FFPE minta RNS izolalasat MagNA Pure 96 Cellular Large Volume Kit (Roche, Penzberg,
Németorszag) hasznalataval a MagNA Pure 96 automatizélt nukleinsav izolalé rendszeren

végeztiik. A mindség-ellendrzés a 3.1.1.1 fejezetben leirtakkal megegyezett.
3.1.2.2 Génexpresszios vizsgalat

A reverz transzkripciot 150 ng teljes RNS mintabol végeztiik a Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche) hasznalataval. A 11, korabbi microarray vizsgalataink soran
azonositott CRC-specifikus transzkriptum (CA7, COL12Al1l, CXCL1, CXCL2, CHI3L1,
GREML1, IL1B, IL1RN, IL8, MMP3, SLC5A7) és a 18S riboszomalis RNS belsé kontroll
kifejezddését valos-idejii  PCR  moddszerrel vizsgalatuk RealTime Ready® probak



felhasznalasaval. Az RT-PCR reakciokat LightCycler® 480 késziilék (Roche) hasznalataval

végeztik.
3.1.2.3 In situ hibridizacids vizsgalat

Az mRNS in situ hibridizaciot a 11 transzkriptum koziil kivalasztott két marker, a cs6kkend
kifejez6dést mutatd karbon-anhidraz VII (CA7), a vastagbéldaganatokban fokozott
expresszioji kemokin (C-C-C motivum) ligandum 1 (CXCL1) esetén végeztiik el. A vizsgalat
soran két-két nem atfed6 0n. lakatolt/kotott nukleinsav (Locked nucleic acid — LNA)
oligonukleotid probakat a két mRNS-re tervezve, valamint egy negativ és egy pozitiv (miR-
126) probat hasznaltunk. A jelolt metszeteket Pannoramic 250 digitalis szkenner segitségével

digitalizaltuk (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag).
3.2 DNS metilacios markerek azonositasa vastaghél szovetmintak vizsgalata

3.2.1 Automatizalt DNS izolalas alkalmazhatésaganak vizsgalata

3.2.1.1 Automatizalt DNS izolalas

A 10 CRC és a hozzatartozo 10 NAT friss fagyasztott szovetminta, 10 CRC és 10 egészséges
vastagbél biopszia, valamint 10 CRC és a hozzatartoz6 10 NAT FFPE minta automatizalt
DNS izolalasa a MagNA Pure DNA and Viral NA Small Volume Kit felhasznalasaval, a
manualis DNS kivonas a QIAamp DNA Mini Kit illetve QlIAamp DNA FFPE Kit (Qiagen)
alkalmazasaval tortént. Az izolalt DNS mennyiségét (OD260) és tisztasagi értékeit
(0D260/230, OD260/280) NanoDrop 1000 spektrofotométer (Thermo-Fischer) segitségével

hataroztuk meg.
3.2.1.2 DNS metilacios vizsgalat

Az izolalt DNS mintakat EZ DNA Methylation kit (Zymo Research, Irvine, USA)
segitségével konvertaltuk 1 pg input DNS mennyiséggel. Harom kiilonb6zé gén (MAL,
SFRP1, SFRP2) DNS metilacios szintjének megallapitasahoz biszulfit-specifikus polimeraz
lancreakciot (BS-PCR), majd ezt kovetden metilacio-specifikus nagy felbontasu olvadaspont
elemzést (MS-HRM) alkalmaztunk 10 ng/reakcio biszulfit konvertalt DNS felhasznalasaval.
A reakciot LightCycler 480 PCR késziilékben végeztilk, a HRM gorbek elemzését
LightCycler GeneScanning alkalmazasaval, az ismert metilacios szazaleku Standard mintak

alapjan végeztiik.



3.2.2 DNS metilacios markerek azonositasa vastagbél szovetmintakon

3.2.2.1 Lézer mikrodisszekcio

A friss fagyasztott szovetmintakbol ham és stromasejteket (10° sejt/minta) PALM Microbeam
lézer mikrodisszektor segitségével szeparaltunk. A makrodisszektalt mintdkat toluidinkék

festett fagyasztott metszetekrdl gyajtottiik.

3.2.2.2 DNS metilécios vizsgalat

A biszulfit konverziot eldzetes DNS izolalas nélkiil, a gytijtott sejtekbél EZ DNA Methylation
Direct Kit hasznalataval (Zymo Research) végeztiikk a gyartoi utasitasok alapjan. A BS-PCR
reakciokat 1 ng biszulfit konvertalt DNS/reakciéo mennyiséggel, LightCycler 480 késziilékben
végeztik 18 gén esetén (ALDH1A3, BCL2, CDX1, COL1A2, CYP27B1, ENTPD5, FADSI,
MAL, PRIMA1, PTGDR, PTGS2, SFRP1, SOCS3, SULT1Al, THBS2, TIMP1 SFRP1,
SULF1). Vizsgalatunk soran PyroMark Q24 ¢és GS Junior szekvenator késziiléket

hasznaltunk.

3.2.2.3 Immunhisztokémia

Az SFRP1 fehérjét CRC melletti NAT (n=10), adenoma (n=10) és CRC FFPE mintakon
(n=10) anti-SFRP1 poliklonalis ellenanyaggal (ab4193, Abcam, Nagy-Britannia, 1:800
higitas) mutattuk ki.

3.2.2.4 miRNS vizsgalat

CRC (n=3), adenomas (n=3) és NAT (n=3) fiiggetlen FFPE mintdkbol a High Pure miRNA
kit (Roche) miRNS izolalast végeztiik, majd kdzel 800 miRNS kifejez6dését a Human Panel I
+ Il (Exiqon) RT-PCR moddszeren alapulo array segitségével végeztiik, majd kivalasztott
MIRNS-ek expresszidjat hasonlitottuk dssze a csoportok kozott. In silico miRNS predikciot a
miRWALK programmal végeztiink.

3.3 A SEPT9 gén DNS metilacios szintjének 1ézer mikrodisszektalt ham és stromalis
sejtekben valo vizsgalata

3.3.1 Lézer mikrodisszekcio

3 CRC ¢s a hozzatartozo 3 NAT friss fagyasztott szovetmintabol és 3 egészséges vastagbél
biopsziabol LCM segitségével vastagbél ham és stromasejteket izoldltunk. A vizsgalatban a
tumort6l maximum 1 cm-re (NAT1) illetve legalabb 10 cm-re (NAT2) elhelyezkedd normal

adjacens teriileteket is vizsgaltunk.



3.3.2 DNS metilacios vizsgalat

A 1ézer mikrodisszektalt sejtekbdl kiinduld biszulfit konverziot EPI proColon 2.0 kit
modositott protokollja alapjan végeztiik. Mintanként 2 ng biszulfit konvertalt DNS-t
hasznalva 13 régio6 felszaporitasara alkalmas kétlépéses multiplex amplifikaciot végeztiink. A
keletkez6 amplikonok szekvendldsat Sanger egy ABI 3730 XL (Applied Biosystems,
Waltham, USA) késziiléken végeztik. A CG dinukleotidok metilacios szazalékat a C
nukleotidok dsszes C és T nukleotidhoz hasonlitott aranya adta meg. Egy adott amplikonban
1évé CG metilacios értékeket atlagoltuk, majd hasonlitottuk 0Ossze a kiilonb6zo

mintatipusokban.
3.3.3 Immunhisztokémiai vizsgalat

A Septin 9 fehérje kifejezodését CRC melletti NAT (n=3), adenoma (n=3) és CRC FFPE
mintakon (nN=3) anti-Septin 9 elsédleges antitest (Abnova PAB4799, Németorszag, 1:50

higitas) hasznalataval mutattuk ki.



4. EREDMENYEK

4.1 Vastagbéldaganatokra jellemzé mRNS markerek automatizaltan izolalt friss
fagyasztott biopszias és FFPE mintakon valé vizsgalata

4.1.1 Automatizalt RNS izolalas alkalmazhatésaganak vizsgalata

Ugyanazon friss fagyasztott és FFPE mintakbol hasonléan magas RNS kihozatal volt jellemzé
mind automatizalt (atlag + szordas RNS mennyiség: friss fagyasztott normalis: 8,3 £ 4,16 ug
RNS; friss fagyasztott CRC: 15,6 £ 10,28 pg RNS; FFPE normalis: 2,7+1,7 ug RNS; FFPE
CRC: 6,242,4 nug RNS), mind manualis izolalas utan (atlag £ szérds RNS mennyiség: friss
fagyasztott normalis: 7,88 + 4,32 ug RNS; friss fagyasztott CRC: 16,28 + 12,38 ng RNS;
FFPE normalis: 1,87 + 1,55 ug RNS; FFPE CRC: 2,8 £ 1,51 pg RNS).

Az izolalt RNS minta tisztasagara jellemz6é OD260/280 és OD260/230 értékek kiilonbozonek
adodtak a két izolaldsi modszert Osszehasonlitva. Az automata izolalds sordn a friss
fagyasztott mintak értékei a kézi izolalas eredményeihez hasonlénak bizonyultak, azonban az
FFPE mintak esetén alacsonyabbnak adddtak, mig a kézi izolalasti mintak OD260/280 értékei
mindkét mintatipus esetén magasak voltak Az RNS toredezettség mentességét kifejez6 RIN
értékek (1-10) a friss fagyasztott mintak esetén magasabbak voltak az FFPE mintakhoz
hasonlitva mind az automatizaltan, mind a manualisan izolalt mintak esetén.

4.1.2 Vastagbéldaganatokra jellemz6é RNS markerek FFPE mintikon val6 vizsgalata
Mindkét szovettipusbol nyert RNS mintdkra hasonlé RNS kihozatal volt jellemzd (atlag +
szoOras; biopszidk: normalis=5.98 + 1.72 pg RNS, tumor= 5.77 £ 2.27 pg RNS, FFPE:
normalis = 4.20 £ 3.70 pg RNS, tumor= 7.10 + 3.30 ug RNS). Az OD260/280 és OD260/230
aranyok biopsziakban szignifikansan (p<0,001) magasabbak lettek, mint az FFPE mintakban.
A RIN értékek a fagyasztott biopszidkbol izolalt RNS mintak esetén lényegesen (p<0,001)
magasabbnak adodtak, mint az FFPE szovetekbdl szarmazé RNS mintdkban.

A korabbi vizsgalataink soran azonositott 11 CRC-specifikus marker génexpresszios
eredményeinek eldzetes csoportmegadas nélkiili hierarchikus klaszter elemzés alapjan az
egyik csoportban a CRC minték és egy atsorolodott ép minta, a masik csoportban csaknem az
Osszes €ép minta (14/15) és atsorolodott CRC esetek (8/15) adodtak. Az FFPE mintdk
elkiilonitése majdnem teljesen tokéletesen szétvalasztotta a CRC ¢és ¢ép eseteket.
Diszkrimindcios analizissel a biopszidkat maximalis hatékonysdggal sikertilt elkiiloniteni
(100%; 100%). Az FFPE mintak koziil 6 ép és 8 tumoros minta automatikusan kizarédott az
elemzésbdl, a maradék 9 ép és 7 tumorminta helyes klasszifikacidja maximalis volt (100%;
100%). A 11 tagt marker csoport génexpresszios eredményei alapjan tobbszords logisztikus
regresszi0 segitségével az egészséges és tumoros biopszidk 93,3%-os szenzitivitassal ¢€s
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86,7%-os specificitassal voltak elkiilonithetoek. Ezzel szemben az FFPE szoveteket magasabb
specificitassal (96,7%), de alacsonyabb (70,0%) szenzitivitassal tudtuk megkiilonboztetni. A
karbon-anhidraz 7 (CA7) és a kemokin ligandum 1 (CXCL1) transzkriptumok in situ mRNS
hibridizacids kisérletek a PCR soradn latott kifejezddésbeli valtozasokat tiikrozték a vastagbél
adenoma-karcinoma szekvencia soran.

4.2 DNS metilacios markerek azonositasa vastagbél szovetmintakon

4.2.1 Automatizalt DNS izolalas alkalmazas vizsgalata

A friss fagyasztott mintdkbol automatizaltan és kézi mddszerrel kivont DNS mintak kozel
azonos mennyiséglinek adodtak. A manudlis médszert az automatikus protokollal dsszevetve
a mennyiségi értékek atlaga nem mutatott jelentds kiilonbséget (p<0,01) (atlag DNS
mennyiség = SD; automata: 10,48 £ 6,16 pg DNS; kézi: 14,61 + 14,05 ug DNS). A biopszias
(atlag DNS mennyiség + SD; automata: 3,86 + 1,42 ug DNS/3-5 mg szdvet; kézi: 8,50+ 3,34
png DNS/3-5 mg szovet) és az FFPE mintak (atlag DNS mennyiség + SD; automata: 4,61 +
2,36 pg DNS/metszet; kézi: 11,51 £ 6,89 ng DNS/metszet) esetén a manudlis modszer
szignifikansan (p<0,01) magasabb DNS mennyiséget eredményezett.

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 OD260/280 + SD; automata: 1,94 + 0,04; kézi:
1,93 £ 0,04) esetén hasonloak voltak. Néhany automatikus modszerrel izolalt normalis FFPE
minta OD260/280 aranya a friss fagyasztott és biopszias mintdkénal alacsonyabb volt. A kézi
modszerrel 1zolalt FFPE mintak OD260/280 aranya szignifikdnsan (p<0,01) magasabb volt
(atlag OD260/280 + SD; automata: 1,83 £ 0,06; kézi: 2,00 + 0,04). A friss fagyasztott mintak
viszonylag magas OD260/230 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 biopszias mintak esetén hasonld eredményeket kaptunk (atlag OD260/230 +
SD; automata: 2,71 £+ 0,56; kézi: 2,23 + 0,13). Az FFPE mintdk kézi izoldldsa utdn magas
0D26/230 aranyok voltak mérhetéek (atlag OD260/230 = SD; automata: 1,81 + 0,35; kézi:
1,95 +0,27).

A biopszids és a friss fagyasztott mintdk DNS metilacios eredményei hasonlonak adodtak a
kiilonb6z6 izolalasi modszerek alkalmazasa utan (biopszia: RZMAL = 0,93; RZSFRpl = 0,61;
R%sere2 = 1,00; friss fagyasztott: R%waL = 0,72; R%serer = 0,69; R%serpr = 0,76). Az FFPE
mintaknal ezzel szemben ez a korrelacié alacsonyabb volt ((FFPE: RZMAL = 0,09; RZSFRpl =
0,89:; RZSFRPZ =0,89). A harom vizsgalt gén koziil a MAL primer par eredményei kiilonboztek

leginkdbb, mig az SFRP1 ¢s az SFRP2 gének eredményei kdzott erds korrelaciot talaltunk.



4.2.2 DNS metilacios markerek azonositasa vastagbél szovetmintakon

Korabban publikalt génexpresszios vizsgalataink adatai alapjan olyan géneket azonositottuk,
amelyek folyamatosan valtozo expressziot (p<0,05) mutatnak a vastagbél adenoma-karcinoma
atmenet sordn. A kovetkezd gének szignifikdns génexpresszids eltérése (p<0,05) volt
¢szlelhetd az adenoma vs. normal és az adenoma vs. tumor dsszehasonlitasokban egyarant: a
BCL2, a CDX1, a CYP27B1, az ENTPD5, a MAL, a PRIMA1, 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 vs. normal Osszehasonlitdsban mutattak szignifikans
génkifejezddésbeli kiilonbséget (p<0,01).

Lézer mikrodisszektalt hamsejtekben kimutathatd szignifikans expresszios valtozast (p<0,05)
a SOCS3 ¢s a PRIMAL gének mutattak az adenoma vs. ép 0sszehasonlitasban. A BCL2, a
CYP27B1, a COL1A2, a FADS1 és a SULT1Al gének kifejez6dése csak a tumor-normal
Osszehasonlitdsokban bizonyult szignifikdnsnak (p<0,05), mig a CDX1, a ENTPD5, a PTGDR
¢s a TIMP1 gének kifejezédése mindkét sszehasonlitdsban valtozonak adodott.

HT-29 sejteken alkalmazott 5-aza-2’-dezoxicitidin demetilacios kezelés hatasara 4 vizsgalt
gén esetén (TIMP1, FADS1, CYP27B1, SULT1Al) csekély génexpresszios kiilonbségeket
tapasztaltunk, mig a PTGS2 gén expresszidja fokozodott és a SOCS3 gén kifejez6dése enyhén
csokkent.

Az eredményeink szerint 18 megvaltozott expresszioju transzkriptum koziil 4 génhez tartozo
6 vizsgalt régi6 mutatott szignifikans DNS metilacids szint eltérést. Ezek koziil a COL1A2, az
SFRP2 és a SOCS3 gének vizsgalt régidja adenoma és tumor mintakban hipermetilalodott,
mig a THBS2 hipometilaciot mutatott a NAT mintdkhoz képest.

A gének DNS metilacios adatait elézetes csoportmegadas nélkiili (unsupervised) hierarchikus
klaszter elemzéssel vizsgaltuk. Az els6 nagyobb csoport (SFRP2, COL1A2, THBS2, SOCS3,
CYP27B1, SULT1Al, PRIMA1, MAL) viszonylag magas szinti DNS metilaciot mutatott
adenoma ¢és tumoros mintdkban is. A madasodik csoportba sorolodd gének nem mutattak
jelentés DNS metilaciés szintbeli eltérést, mig a harmadik klaszterbe csak a relativ magas
DNS metilacios szinttel rendelkez6 THBS2 gén sorolddott. A lézer mikrodisszektalt
hamsejtek DNS metilacios eredményei alapjan a biopszias €és a makrodisszektalt mintdkhoz
hasonlo csoportositast kaptunk. A PRIMAL, az SFRP1, az SFRP2, a MAL, a SOCS3, a
CYP27B1, a COL1A2 és a SULT1A1l gének viszonylag magas DNS metilacids szintjét
tapasztaltuk mind vastagbél biopszidkban, mind az adenoma ¢€s tumoros szdévetmintak

hamsejtjeiben.
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A valtozd kifejezoédést mutatd miRNS-ek célpontjainak kivalasztasdhoz miRWALK
adatbazist hasznaltuk. In silico miRWALK validalt modul segitségével szamos olyan miRNS
célpontot tudtunk azonositani, amely az altalunk vizsgalt gének transzkriptumait célozta.
Ilyen volt példaul a BCL2, a MAL, a PTGS2, az SFRP1 és a SOCS3 gének transzkriptumait
pontencialisan célz6 miR-21, amelynek kifejez6dése 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.

Eredményeink alapjan az SFRP1 fehérje mennyisége a vastagbél ép-adenoma-karcinoma
atmenet soran csokkend kifejezddést mutat.

4.3 A SEPT9 gén DNS metilaciojanak 1ézer mikrodisszektalt ham és stromalis sejtekben
valo vizsgalata

Eredményeink alapjan vastagbéldaganatra jellemzd DNS metilacios szintkiilonbség kizardlag
a harmadik CpG szigetben (CGI3) volt lathat6, mig a tobbi régié nem mutatott 1ényeges
eltérést. A CGI3-ban centralisan elhelyezked6 5. amplikon jelentés DNS metilacios
kiilonbségeket mutatott a normalis és az adenoma, valamint a tumoros szovetek kozott. Ez a
kiilonbség foként az epithelidlis sejtekre volt jellemzd. A normalis és a tumoros hamsejtek
DNS metilacios szintkiilonbsége elérte a 80%-ot is (p<0,0001), és ugyanilyen mértékii
kiilonbséget tudtunk kimutatni a normalis vs. adenoma viszonylatban is. A NATI1 mintak,
amelyek a rezekalt tumortol kevesebb, mint egy centiméterre helyezkedtek el, jelentds DNS
metilacios szintkiilonbséget mutattak a harom vizsgalt daganat koziil kettd esetén a kontroll
mintakhoz képest (p<0,0001), mig a tavolabbi ép teriiletekrél (NAT2) vett szovetmintidkban
ez a kiilonbség nem volt kimutathato (p>0,05). Ezzel ellentétben a tumor szévetekbdl izolalt
stromalis sejtekben a normalishoz képest mintegy 50%-os hipermetilacid volt kimutathato,
mig ez adenomakban 30%-os volt. A hamsejtekkel ellentétben a stromalis sejtek nem
mutattak DNS metilaciés szintkiilonbséget a NAT teriileteken. Szignifikdnsan (p<0,001)
magasabb Septin 9 fehérje szintet tudtunk kimutatni az egészséges mintdk és a NAT1 ham és
stroma sejtjeiben, mint az adenoma vagy a tumoros mintakban, ahol csdkkent Septin 9 fehérje

kifejezddés volt jellemzd.
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5. KOVETKEZTETESEK

PhD munkdm eredményei alapjan megallapithato, hogy az automatizalt nukleinsav izolaldsi
modszerek idedlis alternativat jelenthetnek nagy mintaszamot feldolgozé laboratériumok
szamara. A vastagbéldaganatok objektiv osztalyozdsaban segitséget nyujthatnak olyan
génexpresszids markerek, amelyek alapjan az egészséges és a vastagbéltumoros
szovetmintakat lehetdség van elkiiloniteni. Eredményeim azt mutatjdk, hogy a fenti
megkozelitéssel az automatizaltan feldolgozott FFPE mintdk is magas szenzitivitassal és
specificitassal csoportosithatoak. Az automatizalt rendszerek a DNS kivonasara szintén
megfelelden alkalmazhatéak, az igy feldolgozott mintdk tovabbi molekuléris vizsgalatok
megfeleld alapjaul szolgalhatnak. A génexpresszid valtozdsai alapjan lehetdéség van
potencialisan DNS metilacio altal szabalyozott markerek azonositasara. A fenti 6sszehasonlito
modszerrel egy olyan géncsoportot azonositottam, amelynek DNS hipermetilacioja foként a
vastagb¢él adenoma és tumoros hdmsejtekben volt meghatiroz6. A SEPT9 gén vizsgalata
soran megallapitottam, hogy vastagbél adenoma és CRC mintdkban tapasztalt DNS
hipermetilacié a gén promoter szakaszaban talalhaté 3 nagyobb CpG sziget koziil csak az
egyikre korlatozodik, amely egybeesik a plazmamintak eldsziirésére alkalmas Epi proColon

2.0 teszt altal vizsgalt szakasszal.

Osszegezve elmondhatd, hogy az azonositott, DNS metilacié altal szabalyozott gének a
kolorektalis adenoma-karcinoma szekvencia mentén fontos szerepet tOlthetnek be.
Eredményeim hozzajarulhatnak a daganatképzddés molekularis hatterének pontosabb

megismeréséhez és az azonositott markerek a jovOben a CRC korai felismeréséhez.
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6.

LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASOK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezok:

(@]

A MagNA Pure 96 késziilékkel automatizalt moédon elegendé mennyiségii és
mindségii RNS kivonasara van lehetdség biopszids és FFPE mintakbol egyarant.

Az éltalam vizsgalt 11 tagh mRNS marker szet 96,7%-o0s szenzitivitassal és 70,0%-0s
specificitassal volt képes elkiiloniteni az egészséges €s a CRC FFPE szovetmintakat,
igy megallapitottam, hogy a CRC-specifikus transzkripcids szett megfelelden
alkalmazhat6 FFPE szovetanyagon is.

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

Biopszias, friss fagyasztott mutéti és FFPE mintdk manudlis és automatizalt DNS
izolalasat kovetden hasonldo DNS metilacios eredményeket kaptam.

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

A CRC kialakulésa soran csokkent génexpressziot és ndvekvd 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 hipermetilacidt, egyéb epigenetikai szabalyozo
mechanizmusok, tobbek kozott miRNS szabalyozas feltételezhetd.

A SEPT9 gén DNS metilacios szintjét els6ként vizsgaltam lézer mikrodisszektalt ép,
NAT, adenoma, és tumoros mintak ham ¢€s stroma sejteiben.

Megéllapitottam, hogy a vastagbél tumoros €s adenoma mintadkban a hamsejtek magas
SEPT9 DNS hipermetilaciot mutatnak.

Eredményeim alapjan a SEPT9 DNS hipermetilaci6 a gén promoter 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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¢s rengeteg tapasztalatot szerezhettem;

- Dr. Sziics Nikolette ¢és Dr. Werling Klara opponenseimnek PhD dolgozatom alapos
attekintéséért és hasznos tanacsaikért;

- Dr. Spisak Sandornak, aki els6 mentoromként bevezetett a molekularis biologia gyakorlati
vilagéaba és akitol elsajatithattam a megfeleld kutatdi szemléletmoddot;

- Dr. Galamb Orsolyanak, akinek szakmai tanacsaira mindig szamithattam;

- Dr. Valez Gabornak, Dr. Krenacs Tibornak és Dr. Sipos Ferencnek a szovettani és
immunhisztokémiai vizsgalatokban nyujtott elengedhetetlen segitségéért;

- Dr. Wichmann Barnabasnak a statisztikai elemzésekben nyujtott segitségéért;

- Dr. Péterfia Balintnak, Dr. Hollési Péternek, Kovalszky llona Professzorasszonynak,
Kubak Viviennek, Dr. Kiss Katalinnak, Horvath Zsoltnakés Dr. Baghy Kornélianak,
akik nélkiil a DNS metilacios vizsgalatok nem valdsulhattak volna meg

- Konyané Farkas Gabriella ¢s Toth Bernadett asszisztenseknek a mintagylijtés és az
immunhisztokémiai munkéakban nyujtott segitségért;

- Dr. Paku Sandornak, Bugyik Edinanak és Dezsé Katalinnak, hogy az 1. sz. Kisérleti
Rékkutato Intézet Majpatologia Laboratdriumaban fagyasztott metszeteket elkészithettem

- a Semmelweis Egyetem, II. sz. Belgyogyaszati Klinika Endoszképidjanak személyzete
részére, akik nélkiil a klinikai mintdk gytlijtése nem valdsulhatott volna meg;

- Dr. Toth Kinganak, Dr. Leiszter Katalinnak, Dr. Patai Arpédnak, Bartak Barbara
Kinganak, Nagy Zsofia Brigittanak, Dr. Scholler Andreanak ¢és Furi Istvannak
laboratoriumi munkakban nyujtott segitségiikért és baratsagukeért

- Berczik Marianak az adminisztrativ feladatokban nyujtott segitségéért és baratsagaért;

- a Sejtanalitika Laboratéorium minden tagjanak timogatasukért;

- Csalddomnak ¢és barataimnak PhD munkam soran nyujtott biztatasukért.
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