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1. RÖVIDÍTÉSJEGYZÉK 

AChE – Acetilkolin-észteráz (Acetylcholinesterase) 

ACTB – β-aktin (Actin Beta) 

ADAMTS5 – Disintegrin és metalloproteináz trombospondinnal, I. típus, 5. motívum 

(Disintegrin And Metalloproteinase With Thrombospondin Type 1 Motif 5)  

ADHFE1 – Alkohol dehidrogenáz vas tartalommal 1 (Alcohol Dehydrogenase Iron 

Containing 1) 

AJCC – Amerikai Rákos Betegségeket Vizsgáló Albizottság (American Joint 

Committee on Cancer) 

ALX4 – ALX Homeobox 4 

APBA1/MINT1 – Amiloid béta prekurzor fehérje-kötő család 1. tag (Amyloid Beta 

Precursor Protein Binding Family A Member 1) 

APC – Adenomatosis polyposis coli  

BCL2 – B-sejt CLL/Limfóma 2 (Apoptosis regulator B-Cell CLL/Lymphoma 2) 

BCP – 1-bróm-3-klórpropán 

BMP3 – Csont morfogenetikus fehérje 3 (Bone Morphogenetic Protein 3) 

BOLL – Boule homológ, RNS-kötő fehérje (Boule Homolog, RNA Binding Protein) 

BRAF – B-Raf proto-onkogén 

BSP – Biszulfit-specifikus PCR  

CA19-9 – Rák antigén 19-9 (Cancer Antigen 19-9) 

CAT – Kloramfenikol acetil transzferáz 

CDH1 – Kadherin 1 

CDH13 – Kadherin 13 

CDKN2A/p16 – Ciklin-függő kináz inhibitor 2A  

CEA – Carcino-embrionális antigén 

CHARM – Nagy áteresztőképességű módszer a relatív metiláció megállapítására 

(Comprehensive High-throughput Arrays for Relative Methylation) 

CIMP – CpG-sziget metilátor fenotípus  

CIN – Kromoszóma instabilitás 

COL1A2 – I. típusú kollagén alfa 2 

CpG – Citozin-guanin dinukleotid 

CpG-sziget – CG dinukleotidban gazdag szekvencia régió 

CRBP1 – Celluláris retinol kötő fehérje 1 (Cellular Retinol Binding Protein 1) 
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CRC – Vastagbélrák (Colorectal cancer) 

CTC – Computer tomográf colonográfia 

CXCL12 – C-X-C motívum kemokin ligand 12 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 12) 

CYFRA 21–1 – Citokeratin 19 fragmentum  

DAPK1 – Halál-asszociált protein kináz (Death associated protein kinase 1) 

DCC – Vatagbélrákban deletált gén (Deleted In Colorectal Carcinoma)  

DMR – Eltérően metilált régiók (Differentially methylated region) 

DNMT – DNS-metiltranszferáz  

DNS – Dezoxiribonukleinsav  

E-cad – E-kadherin 

EDTA – Etilén-diamin-tetraecetsav 

EGFR – Epidermális növekedési faktor receptor 

ERV – Endogén retrovírus 

ESR1 – Ösztrogén receptor 1 

EYA4 – EYA transzkripcionális koaktiváror és foszfatáz 4 (EYA transcriptional 

coactivator and phosphatase 4) 

FAM – 6-fluoreszcein amidit jelölés 

FAP – Familiáris adenomatosus polyposis  

FBN1 – Fibrillin 1 

FFPE – Formalin-fixált paraffinba-ágyazott 

FHIT – Fragilis hisztidin triád (Fragile histidine triad) 

FIT – Immunalapú széklet vértartalom meghatározás (Fecal Immunochemical Test)  

FRET – Fluoreszcens rezonancia-energiatranszfer 

GAPDH – Gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 

GAS7 – Növekedést gátló gén 7 (Growth arrest specific 7) 

GATA5 – GATA-kötő fehérje 5 (GATA Binding Protein 5) 

GEO – Gén expressziós adatbázis (Gene Expression Omnibus) 

gFOBT – Guajak alapú széklet occult vérvizsgálat (Fecal occult blood test) 

GSK3β – Glikogén-szintáz-kináz-3β 

HE – Hematoxilin-eozin festés 

HLTF – Helikáz-szerű transzkripciós faktor (Helicase like transcription factor) 

hnkRNS – Hosszú, nem kódoló RNS 

HNPCC – Herediter nonpolipózis vastagbélrák 

HP – Hiperplasztikus adenóma 
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HPP1 – Hiperpigmentáció progresszív 1 (Hyperpigmentation, progressive, 1) 

ID4 – DNS-kötő inhibítor 4 (Inhibitor of DNA binding 4) 

IL6 – Interleukin 6 

IRF8 – Interferon szabályozó faktor 8 (Interferon regulatory factor 8) 

ITGA4 – Integrin alfa 4 alegység (Integrin subunit alpha 4) 

K-ras – Kirsten rat sarcoma gén  

LAMA1 – Laminin alfa 1 alegység (Laminin subunit alpha 1) 

LOH – Heterozigozitás elvesztése (Loss of heterozigosity)  

LPS – Lipopoliszacharid 

MAEL – Maelstrom spermatogén transzpozon csendesítő (Maelstrom spermatogenic 

transposon silencer) 

MAPK – Mitogén-aktivált protin kináz (ERK) 

MeCP2 – Metil-CpG kötő fehérje 

MeDIP – Metilált-DNS Immunprecipitáció 

MEK – MAPK/ERK kináz 

MetCap – Methyl capture szekvenálás 

MGB – Kis-árok kötő jelölés (Minor groove binder) 

MGMT – O-6-metilguanin-DNS metiltranszferáz 

MII – Metasztázis inhibíciós index 

miRNS – mikroRNS 

MLH1 – MutL Homológ 1 

MLP – MethyLight primerek 

ML-PCR – MethyLight PCR 

MMR – DNS hibajavító rendszer (Mismatch repair) 

MSH2 – MutS Homológ 2 

MS-HRM – Metilációs-specifikus nagy felbontású olvadáspont analízis 

MSI – Mikroszatellita instabilitás 

MSI-H – Magas szintű mikroszatellita instabilitás  

MSI-L – Alacsony szintű mikroszatellita instabilitás  

MSP – Metiláció-specifikus PCR 

MSS – Mikroszatellita stabilitás  

NAT – Tumor melletti ép szövet (Normal adjacent tissue) 

NET – Extracelluláris neutrophil csapda (Neutrophil extracellular trap)  

NGFR – Neuronális növekedési faktor receptor (Nerve Growth Factor Receptor) 
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NPTX2 – Neuronális pentraxin 2 (Neuronal Pentraxin 2) 

NPY – Neuropeptid Y 

O6-MGMT – O6-metilguanin-metiltranszferáz  

OSMR – Onkostatin M receptor 

PBS – Foszfát-pufferes sóoldat (Phosphate buffered saline) 

PCR – Polimeráz-láncreakció (Polymerase chain reaction) 

PHA – Polihidroxialkanoát 

PPi – Pirofoszfát 

PRIMA1 – Prolin-gazdag membrán horgony 1 (Proline Rich Membrane Anchor 1) 

PSAT1 – Foszfoszerin aminotranszferáz 1 (Phosphoserine Aminotransferase 1) 

PTGDR – Prostaglandin D2 receptor 

RARB – Retinsav receptor beta (Retinoic Acid Receptor Beta) 

RASSF1A – Ras-asszociált domén család 1 tag (Ras Association Domain Family 

Member 1) 

RNS – Ribonukleinsav 

ROC – Vevő működési karakterisztika analízis (Receiver Operating Characteristic) 

RRBS – Csökkentett reprezentációs biszulfit szekvenálás (Reduced-representation 

bisulfite sequencing) 

RUNX3 – Runt-rokon transzkripciós faktor 3 (Runt Related Transcription Factor 3) 

SAM – S-adenozil-metionin 

SDC2 – Szindekán 2 

SDS – Nátrium dodecil-szulfát (sodium dodecyl sulfate) 

SEPT9 – Septin 9 

SFRP1 – Szekretált frizzled-rokon fehérje 1 (Secreted Frizzled Related Protein 21) 

SFRP2 – Szekretált frizzled-rokon fehérje 2 (Secreted Frizzled Related Protein 2 ) 

SFT2D3 – SFT2 domén 3 (SFT2 Domain Containing 3) 

SHO – Immundeficiens szőrtelen egértörzs (SCID Hairless Outbred) 

SHOX2 – Rövid-termet homeobox 2 (Short Stature Homeobox 2) 

skDNS – Sejten kívüli DNS  

SLC5M8 – Oldott hordozó 5. család 8. tag (Solute Carrier Family 5 Member 8) 

SLE – Szisztémás lupus erythematosus  

SMAD4 – SMAD család 4. tag (SMAD Family Member 4) 

SOCS3 – Citozin szignalizáció gátló 3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3) 
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SPARC – Savas és ciszteinben-gazdag szekretált fehérje (Secreted Protein Acidic and 

Rich In Cysteine)  

TAQ – TaqMan próba 

TCGA – Rákgenom Atlasz (The Cancer Genome Atlas) 

TET – Ten-eleven transzlokációs enzim  

TFPI2 – Szöveti faktor útvonal gátló 2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor 2) 

TGFβRII – Transzformáló növekedési faktor β receptor II (Transforming Growth Factor 

Beta Receptor 2) 

TIMP3 – Metalloproteináz 3 szöveti inhibitora (Tissue Inhibitor Of Metalloproteinases 

3) 

TLR – Toll-szerű receptor (Toll-like receptor) 

TMEFF2 – Transzmembrán fehérje 2 EGF-szerű és follistatin 2-szerű doménnal 

(Transmembrane Protein With EGF Like And Two Follistatin Like Domains 2) 

TNFα – Tumor nekrózis faktor α (Tumor Necrosis Factor α) 

TNM – Daganat stádium beosztás  

TP53 – Tumor protein 53 (p53) 

TWIST1 – Twist-család transzkripciós faktor 1 (Twist Family BHLH Transcription 

Factor 1) 

UICC – Nemzetközi Rákellenes Unio (Unio Internationalis contra Cancrum) 

VIC – 4,7,2-trikloro-7-fenil-6-karboxifluoreszcein 

VIM – Vimentin 
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2. BEVEZETÉS 

2.1. Vastagbéldaganatok jelentősége 

2.1.1. Epidemiológiai háttér 

A daganatos megbetegedések a leggyakoribb halált okozó betegségek közé tartoznak 

világszerte. Becslések szerint 2012-ben Európában 3,45 millió új diagnosztizált eset és 

1,75 millió elhalálozás köthető valamely daganattípushoz [1]. A vastagbélrák (CRC) 

gyakoriság tekintetében a második helyen áll az emlődaganatok után (464.000 eset/év), 

az európai lakosságban évente 447.000 újonnan felfedezett esettel. A CRC a mortalitás 

szempontjából nézve is a második helyet foglalja el a tüdő tumorokat követve [2]. A 

vastagbélrák előfordulásában földrajzi különbségeket figyelhetünk meg, a betegség 

több, mint 63%-a ugyanis a fejlett országokban jelentkezik. Az Amerikai Egyesült 

Államokban, Ausztráliában, Új-Zélandon és Nyugat-Európában 100.000 emberből több, 

mint 40 szenved CRC-ben, míg Afrikában és Ázsia egyes részein ez a szám kevesebb, 

mint 5 fő [1].  

A CRC előfordulása férfiaknál gyakoribb, mint a nőknél, és kimelkedően magas 

incidenciát mutat a közép-európai országokban [3], Magyarországot is beleértve 

(100.000 főre vetítve 87 férfi és 45 nő) (1. ábra). Hazánkban a betegek életkora a 

diagnózis időpontjában megközelítőleg 60 év. A vastagbélrák előfordulási aránya és 

mortalitása is egyre növekszik, az évente újonnan regisztrált betegek száma 9000 körül 

mozog, és a CRC mintegy 6000 halálesetet okoz [4, 5].  
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1. ábra. A vastagbéldaganatok incidenciája és mortalitása nők (bal) és férfiak (jobb) 

esetén 2013. évi európai felmérés alapján. Az ábra Altobelli és mtsai. (2014) alapján 

módosítva készült [3].  

2.1.2. A vastagbélrák kialakulásának molekuláris alapjai 

A vastagbélrák kialakulását az egészséges vastagbél nyálkahártya sejtjeiben 

bekövetkező, karcinogének okozta, vagy örökletes genetikai és epigenetikai változások 

indukálják. A klasszikus, Fearon és Vogelstein által leírt modell szerint az egészséges 

hámból korai, majd késői adenóma állapotokon keresztül keletkezik a vastagbélrák, 

amely elsősorban tumorszuppresszor gének inaktivációja és onkogének aktivációja 

révén valósul meg (2. ábra) [6].  

 

2. ábra. Klasszikus Vogelstein-modell. Az ábra Morán és mtsai. (2010) alapján 

módosítva készült [7].  
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A CRC azonban a klasszikus adenóma – karcinóma szekvencia mellett más útvonalon is 

kialakulhat. Az ún. fogazott (serrated) útvonal jellemzője, hogy a tumor nem tubuláris 

és tubulovillózus adenómákból formálódik, hanem fogazott polipokból, aminek a 

következő  altípusait különböztetjük meg: hiperplasztikus polip, szesszilis fogazott 

adenóma és tradicionális fogazott adenóma [8]. Erre az útvonalra jellemző a DNS 

hibajavító gének hibája, ami főleg a promótereik hipermetilációjának köszönhető, és 

mikroszatellita instabilitást okoz [9]. A vastagbéldaganatok kialakulásának egyik 

kulcsfontosságú lépése a genomiális instabilitás, amely genetikai és epigenetikai 

módosulásokon keresztül valósulhat meg. A fentiek alapján két nagy daganatcsoportot, 

a kromoszóma instabilitást (CIN) és a mikroszatellita instabilitást (MSI) mutató 

daganatokat, illetve a DNS hipermetiláció következtében kialakult ún. CpG-sziget 

metilátor fenotípusú (CIMP) daganatokat különböztetjük meg [10]. A vastagbélrák 

kialakulásának legfontosabb útvonalait a 3. ábra foglalja össze. 

 

3. ábra. A vastagbélrák kialakulásának legfontosabb modelljei. Az ábra Haydon és 

mtsai. (2002)  [11] és Remo és mtsai. (2012) [10] alapján módosítva készült. 

Rövidítések: CIMP – Cpg-sziget metilátor fenotípus; MSI – mikroszatellita instabilitás; 

MSS – mirkoszatellita stabilitás; CRC – vastagbélrák.  

2.1.2.1. Genetikai instabilitás – CIN, MSI 

Kromoszóma instabilitásról akkor beszélhetünk, ha a sejtek az egészségestől eltérő 

kromoszómakészlettel rendelkeznek (aneuploidia), ami jelentheti egy génszakasz egyik 
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alléljának elvesztését (loss of heterozygosity, LOH), vagy megsokszorozott 

kromoszóma szerelvényt (poliploidia) is. A fenti folyamatok bizonyos gének csökkent 

vagy fokozott expresszióját is okozhatják [12].  

A mikroszatelliták bázis-ismétlődésekből álló rövid DNS-szakaszok, amelyek a 

genomban elszórtan helyezkednek el [13]. Jellemzően cizotin és adenin ismétlődésekből 

állnak, hosszuk veleszületetten állandó, és egyéni különbségeket mutat. MSI esetében a 

mikroszatelliták száma és hossza replikációs hiba következtében megnövekszik vagy 

lecsökken. MSI akkor alakulhat ki, ha a DNS hibajavító rendszer (mismatch repair, 

MMR) génjei helytelenül működnek, és ezáltal nem javítják ki a DNS replikáció vagy 

rekombináció során létrejövő inszerciókat, deléciókat vagy hibás bázisokat. A 

mikroszatellita státusz szerint három csoportot különböztetünk meg: mikroszatellita 

stabil (MSS), alacsony szintű instabilitást (MSI-L) és magas szintű instabilitást (MSI-H) 

mutató daganatokat. A mikroszatellita státusz meghatározásához két mononukleotid 

(BAT25 és BAT26) és három dinukleotid (D5S346, D2S123 és D17S250) markert 

vizsgálnak. MSI-L esetében a vizsgált lókuszok kevesebb, mint 40%-a mutat 

instabilitást, MSI-H esetében pedig a mikroszatellita lókuszok több, mint 40%-a. MSS 

tumorról akkor beszélünk, ha egyik lókusz sem jelez instabilitást [14].  

2.1.2.1.1. MSS fenotípusú vastagbélrák 

A CRC 65-70%-a tartozik az MSS-típusú daganatok közé, amelyek létrejötte többnyire 

követi a klasszikus Vogelstein-modellt. Nagyrészt a bal colonfélben jelennek meg 65 

éves kor felett, jól differenciáltak, ritkán mucinózusak, limfocita infiltráció nem 

jellemző rájuk, gyakran jelenik meg kromoszóma instabilitás, és rossz prognózisúak 

[14]. A tumor kialakulásának egyik kezdeti lépése az adenomatosis polyposis coli 

(APC) gén mutációja, amely elváltozás a sporadikus CRC 75-80%-ában megtalálható 

[15]. A gén az 5q21 kromoszóma régióban található, és mutációk a génen belül számos 

helyen előfordulhatnak, amik elsősorban csonkolt fehérje szintéziséhez vezetnek [16]. 

Az APC gén által kódolt fehérje egészséges sejtekben a Wnt jelátviteli útvonal negatív 

regulátoraként működik. Az APC fehérje a glikogén-szintáz-kináz-3β-val (GSK3β), az 

axinnal és a β-kateninnel képes fehérjekomplexet képezni, amelynek köszönhetően a β-

katenin degradálódik. Ha azonban az APC nem megfelelően működik, a β-katenin 

felszaporodik a citoplazmában, majd a sejtmagba bejutva különböző gének 

transzkripcióját idézi elő, amelyek sejtproliferációt, angiogenezist, apoptózis gátlást 
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vagy áttétképzést indukálnak [17-19]. Az APC gén csírasejtes mutációja a familiáris 

adenomatosus polyposis (FAP) szindrómát okozza, amelyre jellemző, hogy már fiatal 

felnőttkorban több száz, főleg 1 cm-nél kisebb polip alakul ki az érintett betegekben 

[20].  

A K-ras onkogén 12. és 13. kodonját érintő mutációkat a tumorok 40-50%-ában lehet 

megtalálni, rendszerint már korai rákmegelőző állapotokban is. Az általa kódolt fehérje 

a kis G-típusú fehérjék családjába tartozik, GTPáz aktivitással rendelkezik, és a 

sejtproliferáció és a differenciáció szabályozásában játszik fontos szerepet. A gén 

mutációja következtében a fehérje konstitutívan aktívvá válik, ezáltal olyan jelátviteli 

folyamatok kapcsolnak be, amelyek a daganatok progressziójához vezetnek [21, 22].  

A 18. kromoszómán található deleted in colorectal carcinoma (DCC) tumorszuppresszor 

gén adott szakaszának deléciója is gyakori jelenség az MSS-típusú daganatokban. A 

károsodás jellemzően súlyosan diszplasztikus adenómákban figyelhető meg először, és 

a sporadikus CRC-k 70%-ában mutatható ki [6, 23]. A DCC fehérjének szerepe van az 

axonok képződésében, a sejtosztódás, a differenciáció, valamint az apoptózis 

szabályozásában [24].  

A survivin gén fokozott működése már korai adenóma stádiumban is megfigyelhető. Az 

apoptózist indukáló fehérjék inhibitoraként működik, ezáltal megnövekedett 

expressziója összekapcsolható a fokozott proliferációval és az angiogenezissel, valamint 

az apoptózis gátlásával is [25]. 

A tumor protein P53 (TP53 - p53) tumorszuppresszor gén mutációja a késői adenóma 

stádium karcinómává történő átalakulásáért felelős. Az ép gén számos sejtfunkció 

szabályozásában vesz részt (például az apoptózis kiváltása, a sejtciklus leállítása, a DNS 

javítása vagy a túlélési szignál gátlása) azáltal, hogy a p53 fehérje különböző gének 

transzkripcióját befolyásolja. A mutáns p53 gén a daganatok megközelítőleg 70%-ában 

mutatható ki [26-28]. 

2.1.2.1.2. MSI fenotípusú vastagbélrák 

Magas szintű mikroszatellita instabilitással (MSI-H) a vastagbél tumorok  körülbelül 

20%-a jellemezhető. Ezekre a daganatokra jellemző a kromoszomális stabilitás, főleg a 

jobb colonfélben találhatóak, gyakran mucinózusak, többnyire rosszul differenciáltak, 

gyakoribbak nőkben, mint férfiakban, és jó prognózissal jellemezhetők [29]. Az MMR 
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rendszer génjei közül leginkább a MutL Homológ 1 (MLH1) gén mutációja vagy 

hipermetilációja, illetve az MutS Homológ 2 (MSH2) gén mutációja figyelhető meg [30, 

31]. Ezzel szemben az MSI-L daganatokban az MLH1 és az MSH2 is normális 

expressziót mutat [11]. A DNS-hibajavító O6-metilguanin-metiltranszferáz (O6-MGMT) 

gén azonban többnyire metiláció miatti inaktivitással jellemezhető [32]. Az utóbbi 

tumoroknak a többsége fogazott adenómából alakul ki, és kórlefolyásuk jórészt az MSS 

daganatokhoz hasonlít [33].  

2.1.2.2. Epigenetikai instabilitás – DNS-metiláció 

A daganatok kialakulásában szerepet játszó epigenetikai módosulások közül a 

legjelentősebb a DNS citozin bázisát érintő metiláció. A folyamat során a pirimidin 

gyűrű 5. szénatomjának hidrogén atomja metil-csoportra (–CH3) cserélődik [34]. A 

metiláció a citozin-guanin dinukleotid (CpG) helyeken történik, amelyek többnyire a 

gének promóter régióiban helyezkednek el. A CpG-gazdag régiókat CpG-szigeteknek 

nevezzük (a CpG dinukleotidok legalább 60%-os arányban vannak jelen), amelyek 

fokozott metilációja a transzkripció csökkenését, vagy teljes gátlását okozza (4. ábra) 

[35]. A metil-csoport bizonyos transzkripciós faktorok kötődését fizikailag is gátolja, 

emellett pedig olyan metil-CpG kötő fehérjék megkötésére képes, amelyek további 

faktorokat toborozva a kromatin struktúra megváltozását, és ezáltal a gén 

inaktiválódását idézik elő [36-38]. A DNS metilációját DNS-metiltranszferáz (DNMT) 

enzimek katalizálják S-adenozil-metionin (SAM) metil-donor felhasználásával. Két fő 

metilációs enzim típust ismerünk: a fenntartó metilációért felelős DNMT1 enzimet, és a 

de novo metiltranszferázokat, a DNMT3a-t és a DNMT3b-t. A DNMT1 a DNS-

replikáció során helyezi fel a metil-csoportot az újonnan szintetizált szálra a régi szálat 

templátként használva. Ezzel szemben a DNMT3 a metil-csoportok olyan citozinokra 

kerülését katalizálja, amelyek korábban még nem voltak metiláltak [39-41]. A 

metilációs mintázat eltörlését a DNS-demetiláz enzimek végzik, amelyek a ten-eleven 

transzlokációs (TET) enzimek közé tartoznak [42].  

A DNS-metilációs mintázat az életkor előrehaladásával folyamatosan változik, amelyet  

kor-függő (age-related) A-típusú metilációnak nevezünk. A rákos elváltozások esetén 

azonban találunk olyan géneket, amelyek kifejezetten daganat-specifikus metilációs 

mintázatot mutatnak, amellett, hogy genomszintű globális hipometiláció történik (4. 
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ábra). Utóbbi esetben rák-függő (cancer-related) C-típusú metilációról beszélhetünk, 

ami többek között a CIMP+ fenotípusú daganatokban fordul elő [43].  

 

4. ábra. A DNS metiláció folyamata egészséges és tumoros sejtekben. A daganat során 

jellemző az adott géneket érintő lokális hipermetiláció és a genomszintű hipometiláció. 

Az ábra Kandimalla és mtsai. (2013) alapján módosítva készült [44].  

CIMP+ tumoroknak tehát akkor nevezhetjük a daganatokat, ha adott gének 

promóterében elhelyezkedő CpG-szigeteken hipermetiláció történik. A CIMP 

pozitivitás meghatározása során egy metilációs markercsoportot vizsgálnak meg, 

azonban az optimális csoport kialakításában egyelőre megoszlanak a vélemények [45]. 

A CIMP+ tumorok a vastagbélrákos esetek 10-15%-át alkotják. Ezekre a daganatokra 

jellemző, hogy többnyire idősebb nőbetegekben alakulnak ki, mikroszatellita instabilak, 

a K-ras, a BRAF és a Transzformáló Növekedési Faktor β Receptor II (TGFβRII) 

gyakran mutált, a TP53 mutációja viszont elég ritka, továbbá az MLH1 gén 

hipermetilációt mutat [43, 46].  

2.1.3. A vastagbélrák patológiája 

A CRC diagnosztizálása során a tumorok besorolása három fő szempont, a szövettani 

típus (typing), a differenciáltsági fok (grading) és a stádium (staging) alapján történik. 

Az Egészségügyi Világszervezet (WHO) ajánlása szerint a szövettani jellemzők alapján 

a következő csoportokat különböztetjük meg: adenokarcinóma; mucinózus karcinóma; 

pecsétgyűrű-sejtes rák; laphámrák; adenoszkvamózus rák; kissejtes rák; 

differenciálatlan karcinóma és adenokarcinoid tumor. A differenciáltsági szövettani 

meghatározás során az a döntő, hogy a tumorban milyen mértékű a mirigyképződés. A 

fentiek alapján beszélhetünk jól (minimum 75%-os mirigyképződés), közepesen (25-
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75%-os) és rosszul (25% alatti) differenciált tumorokról. A stádiumokba történő 

besorolást elsőként Dukes és mtsai. javasolták [47], majd később ezt Astler és Coller 

módosította [48]. Napjainkban a következő CRC stádiumokat különböztetjük meg: 

Dukes A: a daganat csak a mukózát érinti; 

Dukes B1: a daganat beterjed a lamina muscularis propria rétegbe;  

Dukes B2: a daganat áttöri az izomréteget és beterjed a subserosába; 

Dukes C1: a daganat a muscularis propria réteget érinti, és nyirokcsomó érintettség van; 

Dukes C2: a daganat áttöri a serosát, nyirokcsomó érintettség megfigyelhető; 

Dukes D: a daganat távoli áttéteket képzett. 

Egy másik osztályozási módszer az Unio Internationalis contra Cancrum (UICC) és az 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) szervezet által közösen kialakított TNM-

rendszer. Ebben a felosztásban a ’T’ jelenti a primer tumort, az ’N’ a nyirokcsomó 

érintettséget, és az ’M’ a metasztázist. Az 1. táblázat összefoglalja a vastagbéldaganatok 

klinikai osztályozási rendszereit. 
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1. táblázat. A vastagbéldaganatok klinikai besorolása. A táblázat Akkoca és mtsai. 

(2014) alapján módosítva készült [49].  

AJCC 

stádium 
TNM beosztás TNM kritériumok 

Dukes 

stádium 

Astler - 

Coller 

stádium 

Stádium 0 Tis N0 M0 Tis: in situ karcinóma,  

a daganat a mukóza rétegre 
korlátozódik 

 -  - 

Stádium I T1 N0 M0 T1: a daganat a nyálkahártyát  

és szubmukózát érinti 

A A 

Stádium I T2 N0 M0  T2: a daganat beterjed  

az izomrétegbe 

A B1 

Stádium II - 

A 

T3 N0 M0  T3: a tumor a szubserosán  

túlterjed 

B B2 

Stádium II - 

B 

T4 N0 M0  T4: a daganat a környező  

szerveket is eléri 

B B3 

Stádium III - 

A 

T1-2 N1 M0 N1: áttétek 1-3 környező 

nyirokcsomóban, T1 vagy T2 

C C1 

Stádium III - 

B 

T3-4 N1 M0 N1: áttétek 1-3 környező 

nyirokcsomóban, T3 vagy T4 

C C2, C3 

Stádium III - 

C 

bármely T N2 M0 N2: áttétek 4 vagy  

több nyirokcsomóban, bármely 

T 

C C1, C2, C3 

Stádium IV bármely T N1-2 

M1 

M1: távoli szervi áttét 

igazolható,  
bármeny T és N 

 - D 

2.1.4. A vastagbélrák diagnosztikai és szűrőmódszerei 

A CRC korai felismerése nagyban növelheti a páciensek túlélési esélyeit. A 

vastagbélrák jellegzetes tünetei a megváltozott széklethabitus, a vashiányos 

vérszegénység, a véres széklet, a hasi fájdalom, a fogyás, az étvágytalanság és a 

hőemelkedés vagy a láz. A diagnózis felállítását azonban nehezítheti, hogy a tünetek 

egy része csak a betegség előrehaladott fázisaiban jelentkeznek. Az 5 éves túlélési esély 

egy Dukes C stádiumú CRC-s betegnél 40% alatti, Dukes D stádiumban, mikor már 

távoli áttét is kialakult ennél jóval alacsonyabb (5% alatti), viszont a korai Dukes A 

stádium esetén még 90%-os [50, 51]. Egy tanulmány az amerikai és európai, különböző 

Dukes stádiumú CRC-s betegek 3 éves túlélési esélyeinek összehasonlítása során nem 

talált szignifikáns különbséget az eltérő származású betegek között [52]. A túlélési 
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esélyeket a daganat elhelyezkedése is befolyásolhatja, hiszen a jobb colonfélben 

található tumorok esetén a túlélési esély 59%-os, míg bal colonfél esetén csak 65%-os 

[53]. A fenti adatok is alátámasztják, hogy kulcsfontosságú a betegség mielőbbi 

felismerése, ezért lényeges a szűrőmódszerek folyamatos fejlesztése. A szűrések 

kiemelt céljai közétartozik a rákmegelőző, adenóma állapot azonosítása is, hiszen a 

felnőtt lakosság 25%-ában igazolható adenóma, amelynek 5%-a alakul át rosszindulatú 

daganattá [54, 55]. Nemzetközi ajánlások alapján a CRC kialakulása szempontjából 

megkülönböztetünk alacsony, közepes és magas kockázatú csoportokat. A szűrést a 

közepes (családi halmozódás, adenómák jelenléte, anamnézisben CRC) és a magas 

(FAP-szindróma, HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer), gyulladásos 

bélbetegségek) rizikójú csoportba tartozók esetén kifejezetten ajánlott elvégezni [54, 56-

58]. A szűrőmódszerek legfontosabb tulajdonságai a következők: megbízhatóság, 

megfelelő arányú részvétel, alacsony megterhelés, alacsony szövődményi ráta és 

költséghatékonyság. A szűrőmódszereket két nagy csoportba sorolhatjuk, az invazív 

vagy eszközös vizsgálatokra, illetve a non-invazív széklet vagy minimálisan invazív 

vérvétel alapú vizsgálatokra. 

2.1.4.1. Eszközös vizsgálatok  

A kolonoszkópia a legelfogadottabb és leghatékonyabb, ún. gold standard CRC szűrési 

módszer. Előnyei közé tartozik, hogy az esetek több, mint 90%-ában a teljes vastagbél 

átvizsgálható, lehetőség van a szöveti mintavételre, elvégezhető az endoszkópos 

polipektómia és a beavatkozás szenzitivitása magas. A módszer a kisebb polipokra 

75%-os, a nagyobbakra 90%-os szenzitivitással rendelkezik, a vastagbélrákot pedig 

90% feletti érzékenységgel találja meg. A folyamat azonban költséges, a betegek 

számára megterhelő és a szövődmények kialakulásának aránya is viszonylag magas, 

ezért a páciensek részvételi aránya alacsony [59-61]. 

A flexibilis szigmoidoszkópia során egy körülbelül fél méteres endoszkóppal végzik a 

beavatkozást, emiatt azonban a proximális vastagbélszakaszról nem kapunk információt 

és a CRC-s esetek jelentős része nem kerül felismerésre. A flexibilis szigmoidoszkópia 

olcsóbb a kolonoszkópiás vizsgálatnál, kevésbé terheli meg a betegeket, valamint a 

szövődmények kialakulására is kisebb az esély. A specificitása CRC esetén 94%-os, 

szenzitivitása viszont jóval alacsonyabb, mint a kolonoszkópiáé [62, 63].  
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A kettős kontrasztos irrigoszkópia legnagyobb hátránya a betegeket érő sugárterhelés, 

továbbá a folyamat során nincs lehetőség biopsziák levételére és terápiás beavatkozásra, 

valamint nagy mértékű előkészítést igényel és szenzitivitása is alacsony. Az 

érzékenysége nagyobb polipokra 75% körüli, rosszindulatú vastagbéldaganatok esetén 

pedig 85-95%-os [63-65].  

A virtuális kolonoszkópia eljárások közé tartozó computer tomográfiát (CT) alkalmazó 

CT-colonográfia (CTC) képalkotó vizsgálattal a vastagbél teljes szakasza vizsgálható, 

azonban a beteget sugárterhelés éri, és a nyálkahártya kisebb szerkezeti eltéréseit nem 

jeleníti meg. A szövődmények aránya alacsony, és szedációt ritkán igényel, ezért 

részvételi aránya viszonylag magas. Érzékenysége kis méretű (<1cm) polipok és flat 

adenómák esetén alacsony, viszont rosszindulatú daganatok esetén 95% feletti [66].  

2.1.4.2. Non-invazív szűrővizsgálatok  

Az eszközös vizsgálatok mellett egyre népszerűbbé és elérhetőbbé válnak a betegeket 

kímélő, nem invazív, vagy minimálisan invazív szűrőmódszerek. A székletben 

megjelenő vér kimutatására használt guajak alapú fecal occult blood test (gFOBT) a 

klinikai gyakorlatban használt egyszerű eljárás, ami a hemoglobin vagy hem 

pszeudoperoxidáz-aktivitását méri. Alkalmazásával elsősorban a nagyobb méretű, vérző 

polipokat és a már kialakult tumorokat lehet diagnosztizálni. Téves pozitivitást okozhat 

bizonyos ételek és gyógyszerek fogyasztása, ezért a vizsgálat előtt speciális diéta 

ajánlott [67]. Használatával a CRC mortalitása 15-33%-kal és incidenciája 20%-kal 

csökkenthető [68]. A teszt szenzitivitása adenómákra 12%-os, in situ karcinóma esetén 

40%-os, míg invazív CRC esetében 60% körüli, a specificitása pedig 85% felettinek 

adódik [69, 70]. Szintén székletvér kimutatásával működő teszt a humán hemoglobinra 

specifikus, immun-alapú FIT (fecal immunochemical test) teszt. A vizsgálat előtt 

speciális diétát nem kell tartani, hiszen a teszt nem lép reakcióba a nem humán eredetű 

hemoglobinnal. A módszer érzékenysége rosszindulatú daganatok esetén eléri a 60-

85%-ot, adenómák esetén kevésbé szenzitív, specificitása azonban magas értékeket 

mutat [64, 70, 71]. Léteznek olyan szűrőmódszerek is, amelyek a székletben található 

DNS daganat esetén megjelenő abnormális eltéréseit, például mutációkat és metilációs 

mintázatot elemzik [72, 73]. A Cologuard® (Exact Sciences Corporation, Madison, WI, 

USA) teszt egy FDA-engedéllyel (Food and Drug Administration) rendelkező széklet-

alapú DNS-teszt, amely mutáció- és metiláció-specifikus molekuláris próbákat 
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tartalmaz. Az Imperiale és mtsai. által készített tanulmány alapján a teszt magasabb 

érzékenységűnek bizonyult CRC esetén, mint a FIT, viszont az adenómák kimutatására 

kevésbé hatékony [74]. 

Az utóbbi időkben kezdtek előtérbe kerülni a vér-alapú szűrési technikákat bemutató 

kutatások, amelyek különböző biomarkerek azonosítását tűzték ki célul. A ’folyadék 

biopszia’ (liquid biopsy) eljárás legnagyobb előnye, hogy minimálisan invazív, és a 

betegek számára a legkevésbé kényelmetlen technika. Ezek a tesztek olyan markerek 

kimutatására törekszenek, amelyek kifejezetten az adott betegségre specifikusak, és a 

daganat kialakulása során bekövetkező genetikai és epigenetikai eltéréseket jelzik [75]. 

A vérben található szabad, sejten kívüli DNS (skDNS) molekulák elemzése alkalmas 

módszer lehet a daganatok korai diagnosztizálására.  

2.2. A sejten kívüli szabad DNS jellemzése 

2.2.1. A szabad DNS felfedezése 

A sejten kívüli nukleinsavak kimutatása Mandel és Metais nevéhez fűződik, akik 

először észlelték a vérplazmában keringő DNS és RNS molekulákat. Kvantitatív 

technikákat alkalmazva megfigyelték, hogy egészséges és különféle betegségekben 

szenvedő páciensek vérében egyaránt előfordulnak extracelluláris nukleinsavak [76]. 

Később szisztémás lupus erythematosusban (SLE) szenvedő betegek vérében mutattak 

ki DNS ellen termelődő ellenanyagokat [77, 78]. A korai vizsgálatok során azt 

feltételezték, hogy az skDNS kizárólag patogén folyamatok révén kerülhet a véráramba, 

később azonban Anker és mtsai. leírták, hogy vérből izolált limfocita sejtek in vitro 

képesek DNS molekulákat kibocsátani a környezetükbe, amelyek mennyisége nem 

arányos a nekrotizált sejtekkel [79]. A keringő DNS mennyisége és a daganatok 

kialakulása közötti kapcsolatot először Leon és mtsai. vizsgálták, akik először tudták 

mérni az skDNS koncentrációját anti-DNS antitestek használatán alapuló radioimmuno-

assay módszerrel [80]. Megfigyelték, hogy rosszindulatú daganatos betegekben 

magasabb a szabad DNS mennyisége, mint az egészséges egyénekben vagy jóindulatú 

tumorok esetén. Mérésük szerint az egészséges mintacsoportban az skDNS 

koncentrációja 13 ± 3 ng/ml, míg rákos betegekben 180 ± 38 ng/ml. Összefüggést 

találtak a szabad DNS mennyisége és a kezelés hatékonysága között, hiszen a hatásos 

kezelés alacsony skDNS koncentrációt eredményezett, a hatástalan azonban nem 

befolyásolta a mennyiséget. Leírták továbbá, hogy metasztázis kialakulásakor még 
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inkább megemelkedik az skDNS mennyisége (209 ± 39 ng/ml), mint az áttétképződés 

nélküli betegekben (100 ± 30 ng/ml). Kutatócsoportjuk azt feltételezte, hogy a DNS 

vagy az osztódó rákos sejtekből, vagy a tumorsejtekkel kapcsolatba kerülő egészséges 

sejtekből származik [80]. Az 1980-as évek végén találtak először bizonyítékot arra, 

hogy a tumoros betegek vérplazmájában található DNS neoplasztikus tulajdonságokkal 

bír, amely a daganatból való eredetre utal [81]. Később több közlemény is említi, hogy 

tumor-specifikus mutációk találhatók az skDNS frakcióban, például N-ras mutáció akut 

myeloid leukémiában [82], vagy K-ras mutáció hasnyálmirigy adenokarcinómában [83]. 

Ezek után számos közlemény számolt be a keringő DNS genetikai és epigenetikai 

változásairól, beleértve a mikroszatellita instabilitást, a heterozigótaság elvesztését vagy 

a metilációs mintázat megváltozását [84].  

2.2.2. A szabad DNS eredete 

A szabad DNS eredetére vonatkozóan több elmélet is található a szakirodalomban, 

amelyek szerint alapvetően két fő útvonalon kerülhet daganat esetén a DNS a 

véráramba: a sejt halálának bekövetkezése után apoptózissal vagy nekrózissal, illetve az 

élő egészséges és tumoros sejtek által aktívan kibocsátva (5. ábra) [85, 86]. A 

legvalószínűbb azonban, hogy ezek a folyamatok együttesen zajlanak le a szervezetben.    

 

5. ábra. A szabad DNS származásának lehetséges módjai: apoptózis, nekrózis és direkt 

szekréció. A kibocsátás részletes mechanizmusa, élettana egyelőre csak részben ismert. 
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A véráramba kerülő DNS molekulák egyszálú és kétszálú formában is jelen vannak,  

valamint hordozzák a tumorra jellemző molekuláris mintázatot. Az ábra Wan és mtsai. 

(2017) alapján módosítva készült [85].  

Az élő sejtekből származó DNS aktív kiválasztásának lehetőségét számos publikáció 

felveti, azonban egyértelmű bizonyíték még nem született [87]. A limfocita sejtekről 

már korábban bebizonyosodott, hogy képesek in vitro DNS molekulák kibocsátására 

[88], valamint az is ismert, hogy a neutrofil granulociták extracelluláris neutrophil 

csapdákat (NET - neutrophil extracellular traps) ürítenek a vérbe, amelyek többek 

között mitokondriális és genomiális DNS szakaszokat is tartalmazhatnak [89]. A 

NETózis folyamata elsősorban a patogének elleni védekezés során játszódik le, de 

megfigyelték szisztémás lupus erythematosusban (SLE) szenvedő betegek vérében is 

[90]. A szabad DNS féléletideje 16 perc körüli, valamint ismert, hogy a DNS nemcsak 

önmagában, hanem komplexként is jelen lehet a vérben [91, 92]. Kapcsolódhat 

sejtmembrán részekhez, DNS-kötő fehérjékhez, különböző vezikulákban vagy 

virtoszómákban is megtalálható [93]. Több tanulmányban leírták már, hogy az 

exoszómákhoz köthető DNS molekulák nagyobb mérettartományban a membránhoz 

kapcsolt formában találhatóak, míg a kisebb méretű szakaszok az exoszómák belsejében 

helyezkednek el [94, 95]. Az skDNS újgenerációs szekvenálási módszerekkel történő 

vizsgálata rámutatott arra is, hogy a gazdaszervezeten kívüli, idegen (nem humán 

eredetű vagy non-host) szekvenciák is jelen vannak a véráramban. Ezek a DNS 

szekvenciák az elfogyasztott táplálékból, valamint a szervezetben élő mikrobákból 

származhanak [96, 97].  

2.2.3. A szabad kDNS mennyiségi és minőségi jellemzői 

A daganatokban megnőtt skDNS szint a DNS lebontását végző DNáz enzimek 

mérsékelt működésének, valamint a DNáz inhibitorok emelkedett mennyiségének is 

köszönhető [98]. A fentieket figyelembe véve a szabad DNS gyógyszeres kezelések 

célpontjaként is szolgálhat, hiszen a mesterségesen bejuttatott DNáz I enzim, mint 

potenciális tumorellenes ágens csökkenti a szabad DNS mennyiségét, ezáltal 

bizonyítottan gátolja a daganatsejtek proliferációját és áttétképző képességét. Patutina és 

mtsai. igazolták, hogy a daganatos egerek vérplazmájában jellemző magas DNS 

koncentráció és alacsony DNáz aktivitás DNáz kezelés után a normális, fiziológiás 

szintűre változik [98-100].  
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Egyes tanulmányok in vivo és in vitro kísérletekkel is alátámasztották feltételezésüket, 

amely szerint a daganatból kijutó, genetikai és epigenetikai eltéréseket is tartalmazó 

DNS a véráramba kerülés után felvételre is kerülhet bizonyos sejtek által. A bekerülő 

DNS így malignizálhatja az egészséges sejteket, hozzájárulva a metasztázisok 

kialakulásához [87]. A fenti folyamatot genometasztázisnak nevezzük. García-Olmo és 

mtsai. patkányok bőre alá oltott kloramfenikol acetil transzferáz (CAT) transzgént 

tartalmazó DHD kolorektális adenokarcinóma sejtvonalból származó tumorsejteket, 

majd ezekből a patkányokból származó vérplazmát adtak intraperitonálisan egészséges 

állatoknak. Néhágy hét múlva sikerült kimutatniuk a CAT transzgén jelenlétét az 

egészséges állatokban is, azaz a tumorsejtek genetikai információjának megjelenését. 

További kísérletekkel igazolták, hogy vastagbélrákban szenvedő betegek vérplazmáját 

médiumnak használva különböző sejtvonalak malignusan transzformálhatók, majd ezek 

a sejtek patkányokba oltva szintén tumor progressziót okoznak [101]. Anker és mtsai. 

megfigyelték, hogy humán kolorektális adenokarcinóma sejtvonal (SW480) 

felülúszójának hozzáadásával egér fibroblaszt sejtek (NIH/3T3) tumorossá alakíthatók 

[102].  

Az skDNS mennyiségének emelkedése önállóan nem használható a daganatok 

biomarkereként, hiszen fokozott szabad DNS mennyiség nemcsak betegség, hanem 

többek között erőteljes fizikai aktivitás vagy a terhesség első trimesztere során is 

megfigyelhető [103, 104]. Daganatos megbetegedés esetén azonban a tumor szövetéből 

kikerülő DNS olyan tulajdonságokkal bír, amelyek kifejezetten az adott tumorra 

specifikusak, úgymint szomatikus mutációk, rendellenes mikroszatellita mintázatok, és 

olyan epigenetikai változások, mint a tumor-specifikus DNS metilációs mintázat [105]. 

A vastagbélrák kialakulása során a korábban említett genetikai változások (mutációk) 

nagy gyakorisággal megtalálhatók a tumorszövetben, a vérmintákban azonban kisebb 

hányadban mutathatók ki ezek az eltérések [106, 107]. Ennek ellenére számos 

tanulmány mutatott be CRC-specifikus biomarkerként használható mutációkat, amelyek 

mellett napjainkban a metilációs markerek kutatása is előtérbe került.  

2.3. A vastagbélrák molekuláris markerei 

Biomarkereknek nevezzük az olyan objektíven mérhető jelzőanyagokat, amelyek 

kimutatása adott betegség jelenlététére vagy annak bizonyos jellemzőjére utal. A 

biomarkerek lehetnek DNS-, RNS- vagy fehérjealapúak, illetve a módosítás típusa 
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szerint megkülönböztetünk genetikai és epigenetikai markereket is [108]. A klinikai 

gyakorlatban használt markereket négy csoportba oszthatjuk: 1. diagnosztikus 

markerek, a betegség korai felismerésére; 2. prognosztikus markerek, amelyek a 

betegség várható előrehaladását mutatják; 3. prediktív markerek, a kezelés 

hatékonyságának jelzésére; illetve 4. túlélési markerek, melyek a daganat visszatérését 

jósolják meg [109]. A hagyományos szűrőmódszerek kiegészítéseként ezek a markerek 

nagy segítséget nyújthatnak a vastagbéldaganatok incidenciájának és mortalitásának 

csökkentésében.  

2.3.1. Genetikai markerek 

2.3.1.1. Szöveti biomarkerek 

A vastagbélszövetben kimutatható genetikai markerek közül a már korábban említett 

APC, TP53, KRAS és BRAF a legintenzívebben vizsgált gének. Az APC csírasejtes 

mutációi prognosztikus markerekként jelzik a FAP-szindrómát, illetve szomatikus 

mutációi korai fázisban jelzik a sporadikus vastagbél adenómák és rosszindulatú 

daganatok kialakulását. Az 1286-os és 1513-as kodonok között elhelyezkedő 

mutációkat a tumorok közel 70%-ában meg lehet találni [110-112]. A 

tumorszuppresszor TP53 gén mutációinak felhalmozódása elsősorban a CRC 

invazivitásához járul hozzá. Az adenómákban alacsony hányadban fordulnak elő, 

azonban a tumorok 60-75%-ában kimutathatók [113-115]. A mutációk többsége 

(körülbelül 80%-a)  missense mutáció, és ezek jórészt öt kodonban (175, 245, 248, 273 

és 282) találhatók meg [116]. A klinikai gyakorlatban is használt prediktív markerek 

közé tartoznak a KRAS és a BRAF gének pontmutációi, amelyek a Ras-Raf-MEK-ERK 

jelátviteli út konstitutív aktiválódásához vezetnek. A KRAS gén hibái a CRC-s betegek 

30-50%-ában jelentkeznek, és elsősorban a 2. exon 12-es és 13-as kodonjában, valamint 

a 3. exon 61-es kodonjában vannak jelen [117]. Azoknál a betegeknél, akiknél a KRAS 

gén mutáns, nem alkalmazható az EGFR-ellenes célzott terápia, azaz a cetuximab és a 

panitumumab kezelés sem célravezető [118]. A BRAF génben történő mutációk a CRC-

k 10%-ában figyelhetők meg [119], és leggyakrabban valin-glutamin aminosav cserét 

eredményeznek (BRAFV600E). A hibás BRAF génnel rendelkező tumorok inkább 

jobboldali elhelyezkedésűek, nőkben és idősekben gyakrabban fordulnak elő és 

mikroszatellita instabilitással párosulnak [120, 121]. A BRAF mutációja szintén okozhat 
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rezisztenciát az EGFR-gátlók adásakor abban az esetben is, ha a KRAS gén vad típusú 

[122].  

2.3.1.2. Szérum/plazma DNS markerek 

A vérben található szabad DNS frakció vizsgálata az utóbbi időben intenzíven kutatott 

terület. A vastagbél adenóma és tumor szövetében található genetikai módosulásokat 

hordozó DNS szakaszok kikerülhetnek a véráramba, ezáltal plazma, illetve szérum 

mintákból is elemezhetőek. A mutációk azonban eltérő gyakorisággal mutathatók ki a 

vérben, mint a szöveti mintákban. Kidess és mtsai. a betegek 50%-ában találtak mutáns 

KRAS gént a tumorszövetben, ami a párosított plazmák minták mindössze 39%-ában 

volt csak kimutatható [123]. Egy másik kutatócsoport eredményei azonban azt mutatták, 

hogy a mutáns gén magasabb arányban van jelen a plazmamintákban (26/52), mint a 

vastagbél biopsziákban (15/52) [124]. Számos tanulmány több gén mutációját 

együttesen elemezte. Wang és mtsai. a KRAS mutáció mellett az APC és a TP53 géneket 

is vizsgálták szöveti mintákban és szérumban [107]. A szöveti minták elemzésekor a 

vastagbélrákos betegek 75%-ában találtak legalább egy génben mutációt, ami szérum 

esetén csak 46,2%-nak adódott. Az APC az esetek 30,4%-ában, a KRAS gén 34%-ban, 

míg a TP53 gén 34,2%-ban volt mutáns a CRC-s betegek szérum mintáiban. Lilleberg 

és mtsai. szintén ezt a mutációs panelt elemezték a BRAF génnel kiegészítve, és minden 

CRC mintában találtak legalább egy mutáns gént [125]. Egy másik tanulmány pozitív 

korrelációt figyelt meg az APC, a KRAS és a TP53 gének mutációja, és a nyirokcsomó 

áttét jelenléte között. Megállapították, hogy a KRAS és APC mutációk elsősorban a 

regionális áttétekkel függenek össze, míg a mutáns TP53 a peritoneális metasztázis 

megjelenése esetében gyakoribb [126].  

2.3.2. Epigenetikai markerek 

Az epigenetikai jelenségek magukban foglalnak minden olyan, gének működését 

befolyásoló módosítást, amelyek magában a DNS szekvenciában nem okoznak 

változást. Ide soroljuk - többek között - a DNS-t érintő metilációt, a hiszton 

módosításokat, a nukleoszóma pozícionálást, illetve a nem-kódoló RNS-ek által végzett 

poszt-transzkripciós módosításokat [127]. Ezek az epigenetikai változások a genetikai 

eltérésekkel párhuzamosan történnek a daganat kialakulása során, ezért potenciális 

markerekként szolgálhatnak a tumorok szűrésére, diagnózisára és prognózisára egyaránt 

[128].  
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2.3.2.1. DNS metilációs markerek 

A DNS molekulákat érintő metiláció az egyik legjelentősebb epigenetikai esemény, 

amely már a tumorképződés korai szakaszában is megjelenik. A daganatokban 

bekövetkező metilációs mintázat változások közé a promóter régióban található CpG-

dinukleotidok lokális hipermetilációja, a DNS molekulák globális hipometilációja és az 

imprinting elvesztése tartozik [129]. Az aberránsan metilált DNS ígéretes 

biomarkerként szolgálhat a vastagbélrák esetében is, hiszen a szöveti mintákon kívül a 

székletben, plazmában, szérumban és egyéb testfolyadékokban is megtalálható [130]. 

2.3.2.1.1. DNS metiláció vizsgálatára alkalmazott módszerek 

A DNS metiláció vizsgálatán alapuló technikák két fő csoportba sorolhatók attól 

függően, hogy a teljes genomban található metil-citozinok szintjét, vagy egy adott gén 

metilációs állapotát elemzik.  

A teljes genom metilációs állapotának meghatározása során olyan régiókat 

azonosíthatunk, amelyek metilációja adenóma, illetve CRC állapotban megváltozik az 

egészséges mintákhoz képest. A módszereket csoportosíthatjuk az alapján, hogy 

enzimatikus emésztést, affinitás- alapú dúsítást vagy biszulfit konverziós kezelést 

használnak [131]. A gyakran alkalmazott technikák közé tartozik a Metilált-DNS 

Immunprecipitáció (MeDIP) módszer, amely során az 5’-metil-citozinra specifikus 

ellenanyagok segítségével történik a dúsítás, amit microarray (MeDIP-chip) vizsgálat 

vagy szekvenálás (MeDIP-seq) követ. Az előbbihez hasonló technika a Methyl Capture 

(MetCap) szekvenálás, amely a precipitációhoz a Metil-CpG kötő fehérje (MeCP2) 

metil-kötő doménjét alkalmazza. A biszulfit-konverziós kezelésen alapuló módszerek 

bázisonként adnak információt a metilációs státuszról, és specifikus DNS-szekvenciák 

elemzésére, valamint teljes genom analízisre egyaránt használhatók. A biszulfit 

átalakítás során azok a citozinok, amelyek metil-csoportot tartalmaznak, nem változnak, 

azonban a nem-metilált citozin nukleotidok a biszulfit konverzió hatására uracillá 

alakulnak át (6. ábra). Attól függően, hogy a citozin metilált vagy nem-metilált volt, 

különbségek lesznek a DNS szekvenciájában, és ezek az eltérések további 

módszerekkel kimutathatóak.  
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6. ábra. A biszulfit konverzió folyamata. Nátrium-biszulfit jelenlétében a metil-

csoporttal nem rendelkező citozin nukleotidok nukleofil támadást szenvednek, emiatt 

uracillá alakulnak át. A metil-csoport jelenléte azonban megakadályozza ezt, ezért a 

citozin molekula változatlan marad. Az ábra Hatakeyama és mtsai. (2013) alapján 

módosítva készült [132]. 

A teljes genom metilációs állapotát vizsgáló módszerek közé tartoznak a különböző 

metilációs array-k, a teljes genom biszulfit szekvenálás és az RRBS (reduced-

representation bisulfite sequencing) technika. Az Illumina Infinium 

HumanMethylation450 BeadChip módszerrel a biszulfit konverziót és amplifikálást 

követően 477.000 CpG-sziget metiláltsági foka mérhető oligonukleotid próbák 

segítségével.  

Adott gének, vagy előre kijelölt DNS régiók metilációs státuszának vizsgálatára szintén 

számos lehetőség kínálkozik. Ezek többsége is biszulfit konverziós lépéssel indul, de 

endonukleázokkal történő szelektív emésztéssel is történhet [133]. A HpaI enzim a nem-

metilált CCGG szekvenciát emészti, az MspI enzim viszont inszenzitív a metilációra, 

tehát minden esetben emészti a szekvenciát. Az enzimatikus hasítások után 

gélelektroforézissel vagy PCR-rel kimutatható a metiláció helye [133, 134]. A fenti 

elven működik a Qiagen EpiTect Methyl II PCR Array, amely segítségével 

párhuzamosan 96 gén metilációs állapotát határozhatjuk meg metiláció-függő és 

metiláció-független hasító enzimek használatával. A biszulfit konverziót alkalmazó 

technikák közé tartozik - többek között - a hagyományos Sanger, illetve a 
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piroszekvenálás, a biszulfit-specifikus PCR-t (BSP) követő nagyfelbontású olvadáspont 

elemzés, a metiláció-specifikus PCR (MSP) vagy a MethyLight PCR (ML-PCR) [133].  

A hagyományos szekvenálás kidolgozása Frederic Sanger nevéhez fűződik, aki 

kifejlesztette a didezoxi-lánctermináción alapuló szekvenálási módszert [135]. A 

reakció eredetileg radioaktívan jelölt DNS primert tartalmazott, valamint egyszálú DNS 

templátot, DNS polimerázt, illetve dezoxi- és radioaktívan-jelölt didezoxinukleotidokat 

[136]. Viszonylag magas költsége, időigényessége és az újabb technikák megjelenése 

miatt ez a módszer egyre inkább háttérbe szorul, a rutin diagnosztikában azonban a mai 

napig alkalmazzák.  

A piroszekvenálást 1996-ban dolgozták ki, amely módszer a „szekvenálás szintézissel” 

elven alapszik [137]. Az egyszálú DNS templát alapján egy komplementer szál 

szintetizálódik, és a nukleotid beépülését követően pirofoszfát (PPi) keletkezik. Ennek 

mennyiségét lehet mérni egy kapcsolt reakcióval, amit a luciferáz enzim jelez 

fényfelvillanással. Létezik szilárd és folyékony fázisú piroszekvenálás is [137, 138]. Az 

első esetében a DNS templátokat polisztirén gyöngyökre rögzítik, az utóbbiban viszont 

enzimatikus kezeléssel készítik elő. A reakcióban polimeráz, ATP-szulfuriláz, luciferáz 

enzimeken kívül apiráz enzim is részt vesz. Továbbá több bázispár olvasható le a 

segítségével, mint a szilárd fázisú technikával.  

A BSP technika során az amplifikált szakaszokban a metilált citozinok nem változnak, 

azonban a nem-metiláltak timinként fognak szerepelni. A reakció során az 

oligonukleotidok a vizsgálni kívánt citozinokon kívül helyezkednek el. A DNS kettős 

szálban a C-G nukleotidok között három, az A-T nukleotidok között viszont kettős 

hidrogénhíd kötés alakul ki. A PCR során interkalálódó festéket alkalmaznak (például 

SYBR vagy Eva green), amely a DNS szálba bekötve intenzíven fluoreszkál, a 

hőmérséklet emelés hatására azonban a szálak denaturálódnak, és így a fluoreszcencia 

lecsökken. Az eredetileg metilált szekvenciák a hármas hidrogénhíd kötésnek 

köszönhetően magasabb hőmérsékleten fognak disszociálni, mint a nem-metilált 

szakaszok, így a folyamat során kapott olvadási görbéből következtethetünk a metiláció 

fokára. A fenti technikát metiláció-specifikus nagy felbontású olvadáspont elemzésnek 

(MS-HRM) nevezzük [139]. 

Az MSP során két primer-párt kell tervezni, az egyik az eredetileg nem-metilált 

szekvenciákat amplifikálja fel, a másik a metiláltakat. A primerek tervezésénél ügyelni 
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kell arra, hogy az oligonukleotidok átfedjenek az elemzett CG dinukleotidokkal. 

Minden minta esetében két reakciót kell elvégezni, és a relatív metilációs szintet az 

áttörési pontok (cycle threshold, Ct-érték) különbségeként lehet kiszámítani. A módszer 

segítségével viszonylag gyorsan meg lehet határozni a kiválasztott CpG helyek 

metilációs státuszát. A ML-PCR ehhez hasonló, de érzékenyebb módszer annyi 

különbséggel, hogy a primerek mellett egy fluoreszcens Taqman-próbát is alkalmaznak, 

amelyek szintén CpG helyekre illeszkednek [140]. A Taqman-próba egy rövid egyszálú 

oligonukleotid, amelynek végeihez különböző fluoreszcens csoportok (egy riporter és 

egy kioltó [quencher] fluorofór) kapcsolódnak. A detektálás a fluoreszcens rezonancia-

energiatranszfer (FRET) jelenségen alapszik.  

2.3.2.1.2. Szöveti biomarkerek  

Az irodalomban számos olyan metilációs markert leírtak, amelyek a vastagbélrák 

kialakulásához járulnak hozzá, és vastagbél szöveti mintákból kimutathatók. Lao és 

mtsai. hat gént (SLC5A8, SFRP1, SFRP2, CDH13, CRBP1 és RUNX3) és két lókuszt 

(MINT1 és MINT31) találtak, amelyek hipermetilációt mutattak már aberráns kripta 

fókuszokban is [141]. Hat másik metilált gént (p14, HLTF, ITGA4, CDKN2A/p16, 

CDH1 és ESR1) azonosítottak adenóma minták esetén és négyet (TIMP3, CXCL12, ID4 

és IRF8) előrehaladott CRC-ben, amelyek összefüggésben állhatnak az áttétek 

képződésével is. A SPARC gén emelkedett metilációs szintjét a limfovaszkuláris 

invázióval hozták összefüggésbe [142]. Az MLH1 metilációs mintázatát a sporadikus 

MSI vastagbéldaganat és a familiáris forma elkülönítésére lehet alkalmazni [143]. 

Egyes gének metilációjának változását a kemorezisztenciával is összekapcsolták [144]. 

A legtöbb tanulmány nem egy gén metilációs állapotát vizsgálja, hanem több markert 

tartalmazó panelt alkalmaznak a daganat kimutatására [145-147]. Ezzel a 

megközelítéssel nagyobb biztonsággal lehet diagnosztizálni az adenómákat vagy 

tumorokat, mint ha csak egy gén metilációjának módosulását követnénk nyomon. Kim 

és mtsai. 10 hipermetilációt (ADHFE1, BOLL, SLC6A15, ADAMTS5, TFPI2, EYA4, 

NPY, TWIST1, LAMA1 és GAS7) és 2 hipometilációt (MAEL és SFT2D3) mutató gént 

neveztek meg, amelyek CRC mintákban szignifikánsan eltértek a normális pároktól 

[148]. Munkacsoportunk 18 gén metilációs státuszát elemezte piroszekvenálás 

módszerrel [149]. Hat gén (COL1A2, SFRP2, SOCS3, BCL2, PRIMA1 és PTGDR) 

hipermetiláltnak mutatkozott CRC biopszia mintákban az egészségesekhez képest, 

amelyből 3 marker már adenóma stádiumban is fokozott metilációs szintű volt. A fenti 
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adatok azt jelzik, hogy szöveti szinten számos markert leírtak, amelyek metilációjának 

megváltozása összeköthető a tumorok kialakulásával, azonban nagy érdeklődés övezi a 

nem invazív beavatkozással járó tesztek fejlesztését is. Ez utóbbiaknak köszönhetően 

ugyanis a DNS metilációs mintázata széklet vagy vérmintákból is elemezhető. 

2.3.2.1.3. Széklet biomarkerek 

A vastagbél faláról leváló és a székletbe kerülő sejtek DNS metilációs mintázata 

könnyen elemezhető. Mivel a mintavétel nem igényel invazív beavatkozást, a széklet-

alapú diagnosztikai vizsgálatok klinikai jelentősége meghatározó. A leginkább 

tanulmányozott markerek az SFRP2 és a vimentin (VIM) [150]. Az SFRP2 volt az 

elsőként leírt metilációs marker, amely a székletben 77-90%-os szenzitivitással és 77%-

os specificitással bírt CRC esetén [151]. Wang és mtsai. azt is megfigyelték, hogy a 

marker alkalmas lehet a vastagbélrák kiújulásának jóslására is [151]. A vimentinről is 

bebizonyosodott, hogy egészséges vastagbél hámsejtekben nem mutat metilációt, 

azonban a daganatos betegek 53-86%-ában metilálódik 46%-os szenzitivitás és 90%-os 

specificitás értékekkel [152]. Számos egyéb marker székletmintákban való fokozott 

metilációját leírták tumor esetén, beleértve az APC, p16, MLH1, MGMT, SFRP1 és 

FBN1 géneket [153]. Bizonyos gének metilációja a karcinogenezis különböző 

stádiumaiban jellemző, például az SLC5A8, SFRP1, SFRP2, CDH13, CRBP1, RUNX3, 

MINT1 és MINT31 gének fokozott metilációja aberráns kripta fókuszra jellemző; a p14, 

HLTF, ITGA4, p16, CDH1 és ESR1 metilációja az aberráns kripta fókusz – adenóma 

átmenetben figyelhető meg; míg a TIMP3, CXCL12, ID4 és IRF8 gének a CRC-ben és 

az áttétek kialakulásakor metilálódnak [153].  

2.3.2.1.4. Szérum/plazma DNS markerek 

A daganat szövetéből a nukleinsavak bekerülhetnek a véráramba, így a különböző 

epigenetikai módosítások, többek között a DNS metiláció mértéke a szérumban, illetve 

plazmában található skDNS frakcióban is vizsgálható. Pack és mtsai. öt gént 

választottak ki, amelyek szerepet játszanak a CRC patogenezisében (FHIT, APC, 

SMAD4, E-cad és DAPK1), és ezek metilációs státuszát vizsgálták egészséges (n=60), 

adenómás (n=40) és CRC-s (n=60) betegcsoportokban [154]. Elemzésük azt mutatta, 

hogy a CRC kimutatására legérzékenyebb marker az E-cadherin 60%-os szenzitivitással 

és 84%-os specificitással, amit az APC követ 57%-os érzékenység és 86%-os 

specificitás értékekkel. Az I. stádiumú tumorokat a legnagyobb valószínűséggel az APC 
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marker tudta elkülöníteni a nem-daganatos mintáktól. Egy másik kutatócsoport szintén 

több marker metilációs állapotát vizsgálta együttesen (RUNX3, p16, RASSF1A és 

CDH1) metiláció-specifikus PCR módszerrel szérum mintákban [155]. Megállapították, 

hogy a CRC-s betegek 82%-ában a négy gén közül legalább egy hipermetilált volt. 

Herbst és mtsai. a HLTF és a HPP1 gének metilációs állapotának elemzése során 

megállapították, hogy a HLTF gén metilációja a tumor méretével és stádiumával is 

erősen korrelál [156]. Egy másik kutatócsoport az ALX4 gén metilációjának 

emelkedését figyelte meg vastagbéldaganatos betegekből származó szöveti és szérum 

mintákban egyaránt [157]. Lofton-Day és mtsai. 2008-ban megjelentetett 

közleményükben 3 metilációs markert (TMEFF2, NGFR és SEPT9) vizsgáltak, és azt 

találták, hogy a septin 9 (SEPT9) gén tudta a legnagyobb érzékenységgel és 

specificitással elkülöníteni a CRC-s mintákat az egészségesektől [158]. A munkacsoport 

a későbbiekben több megerősítő kísérletben elemezte a marker megbízhatóságát, 

valamint módosította a protokollt a szenzitivitás és specificitás növelése érdekében 

[159-161]. A SEPT9 metilációján alapuló technika a legismertebb, kereskedelmi 

forgalomban lévő, az Epigenomics cég által fejlesztett Epi proColon 2.0 néven is 

kapható non-invazív vastagbélrák szűrő tesztté nőtte ki magát. 

A SEPT9 gén az evolúció során fennmaradt, GTPáz szupercsaládba tartozó, GTP-kötő 

fehérjéket kódoló septin család tagja. A génnek jelenleg 47 transzkriptuma (splice 

variánsa) ismert, amelyek közül 34 proteint kódoló (7. ábra).  

 

7. ábra. A SEPT9 gén genomiális felépítése. Ábra forrása: www.ensembl.org. 

A kódolt fehérjék szerepet játszanak a citokinezis, a sejtciklus/apoptózis, a vezikula 

transzport, a sejtpolaritás és a mikrotubuláris rendszer szabályozásában [162]. A SEPT9 

promóter régiójában számos CpG dinukleotid helyezkedik el, amelyek metilációs 
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státusza befolyásolja a fehérjék kifejeződését. Habár a SEPT9-et elsősorban 

vastagbélrák-specifikus markernek tartják, megváltozott metilációs státuszát más 

daganatokban is megfigyelték. Egy tanulmányban a SHOX2 és a SEPT9 metilációját 

együttesen vizsgálták epeúti daganatos betegekben, és megállapították, hogy a panel 

45%-os szenzitivitással és 99%-os specificitással tudja megkülönböztetni a tumoros 

mintákat az egészségektől [163]. Egy másik csoport az Epi proColon 2.0 teszttel a 

gyomorrákos minták 49,4%-át, a nyelőcsőrákok 35%-át és a hasnyálmirigy daganatok 

57,1%-át tudta kimutatni [164]. Bennett és mtsai. fej-nyaki tumorokban elemezte a 

SEPT9 metilációs státuszt és a rákos minták 56%-át azonosították a módszerrel [165]. 

Az Epigenomics cég által fejlesztett Epi proColon 2.0 teszt azonban a vastagbélrákos 

páciensek vér-alapú diagnosztizálására szolgál. A módszert használva a SEPT9 

metiláció 68-72%-os szenzitivitás és 89-93%-os specificitás értékekkel képes a CRC 

kimutatására, a teszt azonban elsősorban az előrehaladott stádiumok felismerésében 

megbízható, adenóma és korai CRC esetén alacsonyabb az érzékenysége [106, 160, 

166]. A SEPT9 metilációja nem mutat különbséget a bal- illetve jobb-lokalizációjú 

daganatok között, a bal colonfélben 96%-os, míg a jobb oldaliakban 94%-os SEPT9 

pozitivitás figyelhető meg [167]. Az Epigenomics-on kívül más cégek is fejlesztettek a 

SEPT9 gén metilációján alapuló szűrőtesztet (például az Abbott Molecular, Quest 

Diagnostics és ARUP Laboratory), amelyek változó érzékenységgel képesek a CRC 

kimutatására [166, 168].  

2.3.2.2. Egyéb epigenetikai markerek 

A DNS metiláción kívül egyéb epigenetikai módosítások is befolyásolják a fehérjék 

kifejeződését, ilyenek többek között a nem-kódoló RNS molekulák általi szabályozó 

mechanizmusok. A mikroRNS-ek (miRNS) rövid, 18-25 nukleotidból álló, 

fejlődéstanilag konzervált nem-kódoló RNS-ek, amelyeknek fontos szerepük van a cél 

mRNS-ek expressziójának poszt-transzkripciós szabályozásában. A miRNS-ek részt 

vesznek a sejt differenciáció, a metabolizmus, a proliferáció és az apoptózis 

regulációjában, ezáltal a megváltozott kifejeződésük számos daganattípusban 

megfigyelhető [169]. Mivel a különböző testfolyadékokban, így vérben is 

kimutathatóak, a cirkuláló extracelluláris miRNS-ek potenciális non-invazív 

biomarkerként szolgálhatnak a daganatok kimutatására [170]. Először Chen és mtsai. 

azonosítottak 69 miRNS-t Solexa-alapú szekvenálással, amelyek csak a daganatos 

betegek szérum mintáiban találhatók meg, az egészségesekében nem [171]. Ezek után 
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számos tanulmányban írtak le alul- és felülszabályozódó miRNS-eket a rákos betegek 

szérum- és plazmamintáiban [172, 173]. A leginkább vizsgált miRNS-ek a miR-92a, a 

miR-21, a miR-221 és a miR-141, amelyek szintje CRC-ben megemelkedik, és 

korrelációt mutatnak a rossz prognózissal és a metasztázis képzéssel is [173-176]. 

Napjainkban intenzív kutatások tárgyát képezik a hosszú, nem kódol RNS-ek 

(hnkRNS). Ez a csoport 200 bázispárnál hosszabb, fehérjét nem-kódoló RNS-eket 

tartalmaz, amelyek szintén megtalálhatóak a különböző testfolyadékokban, ezáltal 

biomarkerekként is szolgálhatnak. A hnkRNS-ek közvetett módon szabályozzák a 

génexpressziót, képesek bizonyos fehérjék, köztük transzkripciós faktorok kötésére, a 

kromatinstruktúra módosítására, szolgálhatnak molekuláris állványként (scaffold-

molekula), de köthetnek miRNS-eket is, illetve maguk is kódolhatnak miRNS-eket 

[177].   
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3. CÉLKITŰZÉSEK 

 

 

PhD munkám során a következő célokat tűztem ki: 

1. A sejten kívüli szabad DNS felszabadulásának vizsgálata SHO egér/HT-29 

kolorektális adenokarcinóma sejtvonal xenograft modell alkalmazásával; 

 

2. a szabad DNS stabilitásának meghatározása mesterségesen létrehozott és 

egészséges, valamint tumoros C57BL/6 egerek véráramába juttatott metilált és 

nem-metilált DNS szakaszok degradációjának nyomon követésével; 

 

3. négy (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1) előzetesen kiválasztott DNS 

metilációs marker vizsgálata egészséges, adenómás és vastagbélrákos betegek 

vastagbél szövet- és plazmamintáiban; 

 

4. a négy vizsgált marker DNS metilációs mintázatának in silico validációja 

bioinformatikai módszerekkel független szöveti mintákon; 

 

5. a DNS metilációs változás fehérje expresszióra gyakorolt hatásának elemzése a 

kolorektális adenóma – karcinóma szekvencia során; 

 

6. különböző DNS izolálási módszerek hatásának vizsgálata az izolált szabad DNS 

mennyiségére és a 4 tanulmányozott gén DNS metilációs mintázatára; 

 

7. a SEPT9 gén DNS metilációs szint változásának összevetése az általunk 

összeállított biomarker panellel.  
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4. MÓDSZEREK 

4.1. Betegek és minták 

Kísérleteink folyamán állatmodellekkel, és humán vastagbél szövet- és 

plazmamintákkal dolgoztunk. Az egérkísérletek során a sejten kívüli DNS 

felszabadulását (8 db egér) és degradációját (8 db egér) tanulmányoztuk a Semmelweis 

Egyetem I.sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézet Állatházának közreműködésével. 

Az Intézet az Állatkísérleti Tudományos Etikai Tanács engedélyével rendelkezik 

(Ikt.sz.: 22.1/1159/3/2010). Az állatok tenyésztése és kezelése alatt a Semmelweis 

Egyetem kísérleti állatok gondozására ajánlott leírásait követtük. Az állatkísérletek 

során SHO egér/HT-29 humán kolorektális adenokarcinóma sejtvonal xenograft 

modellel, valamint egészséges és C38 egér kolorektális adenokarcinóma sejtvonalból 

származó tumorsejtekkel oltott C57BL/6 egerekkel dolgoztunk. Ezek után négy 

kiválasztott gén – az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 – DNS metilációs 

státuszát elemeztük egészséges, adenómás és vastagbélrákos betegek szövet- és 

plazmamintáiban. A DNS metilációs vizsgálatunk esetén metodikai optimalizációt 

végeztünk, amelynek során eltérő kézi és automatizált szabad DNS izolálási 

módszereket és különböző vérvételi gyűjtőcsöveket teszteltünk. Végül az EpiGenomics 

cég által kifejlesztett SEPT9 génszakasz vizsgálatán alapuló, vastagbélrákra specifikus 

diagnosztikai rendszert tanulmányoztuk különböző módszerekkel, és vetettük össze az 

általunk létrehozott DNS metilációs biomarker panel hatékonyságával. Humán 

vizsgálatainkhoz a szövet- és vérmintákat a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyógyászati 

Klinikáján gyűjtöttük össze a Regionális, Intézeti Tudományos és Kutatásetikai 

Bizottság (TUKEB) engedélyével (69/2008; 116/2008; 23.970/2011). A páciensek a 

TUKEB által jóváhagyott beleegyező nyilatkozatot adtak a minták kutatási célra történő 

felhasználásához, miután teljes körű tájékoztatást kaptak a vizsgálatokról. Minden 

kutatásba bevont páciens rutin kolonoszkópiás vizsgálaton esett át, majd a minták 

osztályozása szakértő patológusok által történt. A rosszindulatú daganatos minták 

stádiumbeosztása a TNM rendszer alapján történt. Vizsgálatainkból minden olyan 

beteget kizártunk, akinek vastagbél tumoron kívül egyéb daganatuk vagy bármilyen 

krónikus betegségük is volt, illetve kemo- vagy sugárterápiát kaptak. Összesen 193 

egészséges/NAT, 191 adenómás (AD) és 254 vastagbélrákos (CRC) páciens szövet- és 

plazmamintáját elemeztünk különböző módszerekkel. A vizsgálatainkba bevont humán 
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eredetű minták típusát, számát és az alkalmazott vizsgálati technikákat a 2. táblázatban 

szemléltettem.  

2. táblázat.  A vizsgálatainkba bevont humán minták típusai. Rövidítések: TCGA – The 

Cancer Genome Atlas; GEO – Gene Expression Omnibus; NAT – normal adjacent 

tissue (tumoros betegből ép vastagbél területről vett minta); CRC – vastagbélrák. 

Alkalmazott 

módszer 
Mintatípus 

4 kiválasztott gén  

DNS metilációjának elemzése 

Egészséges/NAT Adenóma CRC 

Piroszekvenálás Vastagbél szövet 15 15 15 

MethyLight PCR Plazma 37 37 47 

MethyLight PCR Vastagbél szövet 11 11 10 

Immunhisztokémia Vastagbél szövet 11 11 10 

In silico (MetCap 

Seq) 
Vastagbél szövet 6 15 9 

In silico (TCGA) Vastagbél szövet 39 - 39 

In silico  

(GEO - 

GSE48684) 

Vastagbél szövet 17 42 64 

 
 

Metodikai vizsgálat 

MethyLight PCR Plazma 47 50 42 

 
 

Septin 9 pozitivitás vizsgálata 

Duplex qPCR Plazma 10 10 20 

ESETSZÁM 
 

∑ 193 ∑ 191 ∑ 256 

4.2. Szabad DNS vizsgálata állatmodellek használatával 

4.2.1. Sejten kívüli DNS felszabadulásának elemzése 

Munkánk során az skDNS eredetének elemzését, valamint a felszabadulási ütemének és 

sebességének nyomon követését végeztük. A 8 héten keresztül tartó állatkísérletet egér-

humán HT-29 tumor xenograft modell segítségével valósítottuk meg. Bioinformatikai 

DOI:10.14753/SE.2018.2193



37 

 

úton kiválasztott és előzetes kísérletekkel ellenőrzött egér és humán gének kópiaszámát 

vizsgálva következtettünk az állatok vérében megjelenő humán DNS mennyiségére, 

amelynek növekedését mértük az idő elteltével. Eredményeink segítségével 

megállapítottuk a humán tumorsejtekből az egerek keringési rendszerébe kerülő skDNS 

frakció arányát, ezáltal mérhettük a felszabadulás ütemét.  

4.2.1.1. Xenograft-modell előállítása, vérvétel, DNS izolálás 

A szabad DNS felszabadulásának elemzésére SHO egér/HT-29 humán kolorektális 

adenokarcinóma sejtvonal xenograft modellt használtunk. Az SHO (SCID Hairless 

Outbred) egereket 2007-ben állította elő a Charles River Research Models cég, 2 törzs 

(Crl:HA-Prkdcscid és Crl:SKH1-Hrhr) keresztezésével. Az állatok homozigóták a 

Prkdcscid és a Hrhr mutációkra nézve, ami immundeficiens, albínó, szőrtelen egereket 

eredményezett. Ezt az egértörzset kifejezetten tumorbiológiai kutatások során 

alkalmazzák (www.criver.com). A humán HT-29 kolorektális adenokarcinóma 

sejtvonalból származó sejtek használata széles körben elterjedt, subcutan oltva könnyen 

tudnak osztódni az egerekben, több cm-es tumort kialakítva. Munkánk során nyolc 

darab SHO egeret 5x106 HT-29 sejtvonalból származó sejttel subcutan oltottunk (8. 

ábra). 

 

8. ábra. Xenograft tumormodell kialakítása: 7. nap, 21. nap, 28. nap, 42. nap, 56. nap és 

63. nap. 
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4.2.1.2. Plazma frakció szeparálása, DNS izolálás 

Egészséges, kontroll állatoktól és a tumorsejtekkel oltott egerektől 8 héten keresztül heti 

egy alkalommal vért vettünk a szemzug vénán keresztül (~200 μl), steril EDTA/PBS 

(1x) csövekbe, amit feldolgozásig jégen tároltunk. A plazma frakció szeparálásához 10 

perc 2000 rpm 4˚C-on történő centrifugálása után a felülúszót leszívtuk, majd a felülúszót 

ismét 10 percig 4000 rpm fordulatszámmal 4˚C-on centrifugáltuk. Az így nyert 

plazmamintákat steril Eppendorf csövekben további felhasználásig -20˚C-on tároltuk. A 

szabad DNS frakció kinyeréséhez a QIAamp Circulating Nucleic Acid Kitet használtuk 

(Qiagen, Németország) a „Purification of Circulating DNA from 1ml, 2ml, or 3ml 

Serum or Plasma” protokoll gyártói leírása szerint. Az eluálást 150 μl PCR-tiszta vízzel 

végeztük. Az skDNS koncentrációjának megállapítására Qubit 1.0 fluorimétert 

alkalmaztunk (Thermo Fisher Scientific, USA) a Qubit dsDNA High Sensitivity Assay 

Kit használatával. Az izolált DNS-t 4°C-on tároltuk.  

4.2.1.3. Primerek tervezése 

Az skDNS egér/humán arányának megállapításához 6 egér és 6 humán eredetű 

mitokondriális és genomiális gén kópiaszámát vizsgáltuk (3. táblázat). A gének 

kiválasztásában és a primerek tervezésében a legfontosabb szempont a magas fokú 

fajspecificitás volt. A primer-párokat Primer3 programmal terveztük, majd az 

oligonukleotidokat egységesen 100 μM-os (100 pmol/μl) törzsoldatra hígítottunk, majd 

a PCR során 200 nM végkoncentrációban alkalmaztuk. A primer-párok in silico 

tesztelésére a BiSearch szoftvert használtuk (http://bisearch.enzim.hu) [178].  
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3. táblázat. Az egér/humán DNS arányának meghatározására használt 6 egér és 6 

humán mitokondriális és genomiális génekre tervezett primerek szekvenciái. 

Rövidítések: e – egér; h – humán.  

Gén neve Forward primer szekvencia Reverse primer szekvencia 

e12S AGGTTTGGTCCTGGCCTTAT CGGTCTATGGAGGTTTGCAT 

e16S GGGATAACAGCGCAATCCTA ATTGGGATGTCCTGATCCAA 

eMT_6836 CACATTCGAGGAACCAACCT CCAATTTTAGGGGGTTCGAT 

eND4 GGAACCAAACTGAACGCCTA ATGAGGGCAATTAGCAGTGG 

eTNFα TGTTGCCTCCTCTTTTGCTT TGGTCACCAAATCAGCGTTA 

eTLR5 GCCTCTAAGGGCTCTCACCT TGGAGGGAAACCATGTCATT 

h12S ACCACCTCTTGCTCAGCCTA CATGGGCTACACCTTGACCT 

h16S GTACCGCAAGGGAAAGATGA TTGGCTCTCCTTGCAAAGTT 

hMT_15195 TATCCGCCATCCCATACATT GTGTGAGGGTGGGACTGTCT 

hND4 CGCCTCACACTCATTCTCAA TGTTTGTCGTAGGCAGATGG 

hMYOD_1 GGAAGCAGCTGGTACTGGTC GGGCAGGGACTGATTCACTA 

hOCA2_3 CCTCAGGACCCTGTGATGAT TTTCAAGGTGCCCAGATTTC 

4.2.1.4. Valós idejű polimeráz láncreakció 

A plazmából izolált DNS mintákon valós idejű polimeráz láncreakciót (real-time PCR, 

RT-PCR) végeztünk LightCycler 480 típusú készüléken (Roche Applied Science, 

Svájc). A reakciót 10 μl végtérfogatban mértük össze, amely tartalmazta a 

LightCycler® 480 Probes Master mixet (2x) (Roche Applied Science), az izolált DNS 

mintát, az 50x SYBR Green I interkalálódó festéket (Thermo Fisher Scientific) és a 

tervezett primer-párokat (200nM) a gyártói utasításoknak megfelelően. A PCR során 

384 lyukú multiwell plate-eket használtunk, amelyekbe a reagensek és DNS minták 

pipettázása az Eppendorf epMotion 5070 pipettázó automata (Eppendorf, Németország) 

segítségével történt a beprogramozott utasítások szerint. Minden plate tartalmazott 

nyolc mintát duplikátumban, PCR-tisztaságú desztillált vizet negatív kontrollként, 

valamint egy 7 tagból álló kalibrációs hígítási sort. Ehhez viszonyítva tudtunk 

következtetni az egér/humán DNS arányára, és megállapíthattuk a kísérleti modellünk 

érzékenységét. A polimeráz láncreakció során az alábbi hőciklusokat alkalmaztuk: 

- denaturáció: 95°C 5 min;  

- 50 amplifikációs ciklus: 95°C 10 sec, 60°C 10 sec, 72°C 10 sec; 

- olvadáspont analízis: folyamatos emelkedéssel 95°C 5 sec; 
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- hűtés: 65°C 1 min és 40°C 30 sec. 

A képződött PCR termékek specificitását és tisztaságát a ciklus végén zajló olvadáspont 

(melting curve) analízissel ellenőriztük. A PCR készülék képes detektálni a reakcióhoz 

használt interkalálódó SYBR Green I festék gerjesztéséből származó fluoreszcencia 

emisszióját, ami arányos a keletkezett kétszálú DNS mennyiségével. A mért 

fluoreszcencia intenzitásokat a ciklusszámok függvényében a készülékhez tartozó 

szoftver grafikusan ábrázolja (LightCycler 480 Software release 1.5.0). 

Végeredményként az amplifikációs görbék második deriváltjának maximumaként 

kalkulált Ct-értéket (Cycle threshold=áttörési pont) kapjuk meg, amely segítségével 

megállapíthatjuk a kiindulási templát DNS koncentrációját, amiből következtetni 

tudtunk az egér-eredetű DNS-háttérben lévő humán HT-29 sejtekből származó DNS 

mennyiségére. 

4.2.1.5. A valós idejű PCR során használt hígítási sor előállítása 

A hígítási sor felállítása során különböző arányban elegyítettünk egér vérből, illetve 

humán HT-29 sejtvonalból származó sejtekből kivont DNS-t. A DNS izolálása a HT-29 

sejtkultúrából a High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science) 

„Isolation of Nucleic Acids from Mammalian Whole Blood, Buffy Coat, or Cultured 

Cells” protokoll segítségével a gyártó utasításai szerint történt. A vérből történő izolálás 

a következő protokoll alapján valósult meg:  

 300 μl vér 

 500 μl 2% SDS (nátrium dodecil-szulfát) (Sigma-Aldrich, USA)  

 100 μl Proteináz K enzim (Qiagen) 

inkubálás: 10 min 60°C Eppendorf Thermomixer Comfort-ban 

(Eppendorf) 

 500 μl telített fenol (Sigma-Aldrich) 

 100 μl BCP (1-bróm-3-klórpropán) (Sigma-Aldrich)  

10 min 8000 rpm centrifugálás 

 Felülúszó leszívása  

 Nukleinsav frakció kicsapása 70 v/v% izopropanollal  

 DNS tisztítása QIAamp Genomic DNA Minikit (Qiagen) oszlopon 

 QIAvac 24 Plus vákuum szivattyút (Qiagen) használata 

 Mosás 2x 70%-os etanollal (1-1 ml), 1x abszolút etanollal (700 μl)  
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 Szárítás 3 min 20000 rpm-en centrifugálva  

 Eluálás 2x 75 μl PCR-tiszta desztillált vízzel 

Az izolált DNS minták koncentrációjának mérése NanoDrop-1000 (Thermo Fisher 

Scientific) spektrofotométerrel történt. A mérés után a mintákat 1 μg/ml-es 

végkoncentrációra hígítottuk, mert előzetes méréseink alapján a plazma DNS 

koncentrációja ebben a tartományban mozog. A különböző arányú egér/humán 

elegyeket a 4. táblázat szerint állítottuk össze.  

4. táblázat. A humán és egér DNS %-os aránya az elegyítés során a 7 tagból álló 

hígítási sor felállításához. 

Humán DNS %-os aránya (%) Egér DNS %-os aránya (%) 

0,03  99,97  

0,1  99,9  

0,4  99,6  

1,5  98,5  

6,25  93,75  

25  75  

100  0  

4.2.1.6. A tumorszövet vizuális vizsgálata  

A tumorszövetet az állatok feláldozása után eltávolítottuk, majd 10%-os pufferolt 

formaldehidben fixáltuk. A rögzítés elsődleges célja, hogy a sejtekben található 

fehérjéket denaturáljuk, és így az enzimatikus bomlási folyamatokat leállítsuk. A 

fehérjék denaturációja következtében a szövet megkeményedik, így további 

feldolgozásra, metszésre alkalmassá válik. A fixálás után víztelenítést követően, a 

mintákat paraffin blokkba ágyaztuk és 3 μm vastagságú metszeteket készítettünk. 

Ezután hematoxilin-eozin festést (HE) végeztünk. A hematoxilin az ún. neutrális 

festékek közé tartozik, és a leggyakrabban használatos magfestő szer, míg az eozin a 

plazma festésére alkalmas. A tárgylemezek digitalizálása a Pannoramic 250 Flash II 

digitális szkennerrel történt (3DHISTECH Kft.), majd Pannoramic Viewer (ver.:1.15.3; 

3DHISTECH Kft.) szoftver segítségével vizualizáltuk a metszeteket. 

4.2.2. Sejten kívüli DNS degradációjának vizsgálata 

A kísérletünk során mesterségesen létrehozott, majd egerek véráramába juttatott DNS 

szakaszok degradációját tanulmányoztuk. A vizsgálatot in vitro metilált és nem-metilált 
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DNS fragmentumokkal egészséges és tumorsejttel oltott egereken végeztük. Specifikus 

RT-PCR próbák használatával figyeltük meg a DNS degradációjának folyamatát, és 

következtetéseket vontunk le a DNS stabilitására vonatkozóan. 

4.2.2.1. C38 tumormodell előállítása 

A szabad DNS degradációs kísérlethez négy egészséges és négy C38 egér kolorektális 

adenokarcinóma tumorsejtekkel oltott C57BL/6 egeret használtunk. A C38 

törzstenyészetből származó 5x5x5 mm-es nem nekrotizáló tumorszövet darabokat 

subcutan oltottuk, majd a kezelést az oltást követő 21. napon végeztük. 

4.2.2.2. DNS izolálása, mesterséges DNS szakasz létrehozása, tisztítása 

Az egerek kezeléséhez szükséges DNS szakaszok előállításához először HT-29 humán 

kolorektális adenokarcinóma sejtvonalból DNS-t izoláltunk a High Pure PCR Template 

Preparation Kittel (Roche Applied Science) az „Isolation of Nucleic Acids from 

Mammalian Whole Blood, Buffy Coat, or Cultured Cells” protokoll szerint a gyártó 

utasításait követve. Ezután megterveztük a kiválasztott DNS szakasz amplifikálásához 

szükséges primert a Primer3 programmal, a gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 

(GAPDH) gén körülbelül 3000 bp-méretű szakaszára (GDH_X1) (5. táblázat). Az 

izolált DNS mintákat PCR során amplifikáltuk Eppendorf Mastercycler ep Gradient S 

PCR készülékben (Eppendorf) 50 μl végtérfogatban, amely tartalmazta a 2x 

LightCycler Probes Master mixet (Roche Applies Science), az 5x Q puffert (Qiagen), 

20 ng HT-29 sejtvonalból izolált DNS templátot és a tervezett primert (200 nM). A PCR 

hőciklusai a következők voltak:  

- denaturálás: 94°C 5 min; 

- 35 amplifikációs ciklus: 94°C 3 sec, 60,5°C 30 sec, 72°C 3 min; 

- extenzió: 72°C 2 min; 

- hűtés: 4°C.  

A reakciótermék specifikusságát etidium-bromid interkalálódó festéket tartalmazó 1%-os 

agaróz gélelektroforézissel ellenőriztük. A mintákat kontroll DNS (marker) mellett 70 V 

feszültségen 30 percig választottuk el, majd a DNS templát láthatóvá tétele UV-fény 

használatával történt. A felszaporított DNS szakaszt tisztítottuk: 80 v/v% ACL puffert 

(Qiagen), 180 v/v% ACB puffert (Qiagen) és 140 v/v% izopropanolt adtunk a mintához, 

majd -20˚C-on 14 órán keresztül inkubáltuk. Ezután az elegyet QIAamp Mini oszlopra 

(Qiagen) pipettáztuk, és QIAvac 24 Plus (Qiagen) vákuum szivattyú használatával 
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tisztítottuk a DNS-t. A mosást 2x 1-1 ml 70%-os, majd 700 μl abszolút etanollal végeztük. 

Az oszlop szárítása 3 perc 20.000 rpm-en történő centrifugálással zajlott. Az eluálás RNáz- 

és DNáz-mentes desztillált vízzel történt 150 μl-ben. A minta koncentrációját NanoDrop-

1000 (Thermo Fisher Scientific) spektrofotométerrel mértük.  

4.2.2.3. PCR termék metilálása  

A tisztított PCR terméket 2 db egészséges és 2 db tumoros egérnek metilált formában, 

míg a másik csoportba tartozó egereknek nem-metilált formában injektáltuk. Az in vitro 

metilálás (9. ábra) során 1 μg-nyi PCR termékhez 1 μl SssI CpG metiltranszferáz 

(4U/μl) enzimet (BioLabs, New England), 3μl 1x NE 2 puffert és 160 μM 

végkoncentrációjú S-adenozil metionint (SAM) adtunk, majd a reakciót egy órán 

keresztül 37°C-on, majd 20 percig 65°C-on inkubáltuk. A tisztítást, majd a koncentráció 

mérését a 4.2.2.2. fejezetben leírtak szerint végeztük.  

 

9. ábra. CpG Metiltranszferáz (M.SssI) enzim metilációs helye és a DNS-

metiltranszferáz enzimek működése. Rövidítések: DNMT – DNS-metiltranszferáz; 

SAM – S-adenozil metionin.  

4.2.2.4. PCR termékkel történő kezelés, vérvétel és DNS izolálás  

700 μl tisztított PCR terméket tartalmazó oldathoz 700 μl PBS-t (2x) pipettáztunk, majd 

ebből 300-300 μl-t (100 ng tisztított DNS-t) injektáltunk 2 egészséges és 2 tumoros egér 

farok vénájába. A további 4 egeret párhuzamosan a metilált PCR termékkel kezeltük 

azonos módon. A 8 db egértől 5 alkalommal vettünk vért, közvetlen a kezelés előtt, 

majd a kezelés után 1, 3, 6 és 24 órával. A vérvétel szemzug vénán keresztül történt, 

steril EDTA/PBS (1x) csövekbe, amelyeket a plazma frakció szeparálásáig jégen 

tároltunk. A frakció kinyeréséhez 10 perc 2000 rpm 4˚C-on történő centrifugálást 

követően a felülúszót új csőbe mértük, majd újra centrifugáltuk 10 percig 4000 rpm 

4˚C-on. A plazmamintákat -20˚C-on tároltuk. A szabad DNS frakció izolálását a 
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QIAamp Circulating Nucleic Acid kittel végeztük (Qiagen), a „Purification of Circulating 

DNA from 1ml, 2ml, or 3ml Serum or Plasma” protokoll alapján, a gyártói leírás szerint.  

4.2.2.5. Primerek tervezése és valós idejű PCR 

A plazma frakcióból izolált DNS mintákra 19 specifikus, egyenletesen elhelyezkedő és 

egymással átfedő PCR primer-párt (próbát) használtunk a 3000bp méretű bejuttatott humán 

DNS szakasz kimutatására (10. ábra, 5. táblázat). A primerek tervezése Primer3 program 

segítségével történt.  

 

10. ábra. A PCR termékre tervezett specifikus primerek elhelyezkedése. 
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5. táblázat. A mesterségesen létrehozott, egerek véráramába bejuttatott PCR termékre 

tervezett primerek szekvenciái. Rövidítések: GDH – gliceraldehid-3-foszfát-

dehidrogenáz gén. 

PCR próba 

szimbólum  
Forward primer szekvencia  Reverse primer szekvencia  

GDH_X1  TTAGGAAAGCCTGCCGGTGA  GTCAGCGTCAGAGCCCAGTG  

GDH_A  CCGGGAGAAGCTGAGTCAT  CACCAGAGGGGCCATTTT  

GDH_B  CTCTCTCCCATCCCTTCTCC  GAAATCAGGAGTGGGAGCAC  

GDH_C  TCCTGCCCTTTGAGTTTGAT  CTAGCTCAGCTGCACCCTTT  

GDH_D  TGCCTTCTTGCCTCTTGTCT  GTTAAAAGCAGCCCTGGTGA  

GDH_E  AAAGCTGGTGTGGGAGGAG  AATTTGCCATGGGTGGAAT  

GDH_EF  CCCCTTCATACCCTCACGTA  GACAAGCTTCCCGTTCTCAG  

GDH_F  AATCCCATCACCATCTTCCA  AGCCACACCATCCTAGTTGC  

GDH_FG  TGAGTGGAAGACAGAATGGAAG  GAGATGGGGACAGGACCATA  

GDH_G  TATGGTAACCTTGTGTCCCTCA  TTGATTTTGGAGGGATCTCG  

GDH_GH  TATGGTCCTGTCCCCATCTC  CTCCATGGTGGTGAAGACG  

GDH_H  TCCACTGGCGTCTTCACC  CCTTTGCAGGGCTGAGTC  

GDH_HI  CCCGGGTTCATAACTGTCTG  TTCACACCCATGACGAACAT  

GDH_I  CATCATCTCTGCCCCCTCT  GATGATCTTGAGGCTGTTGTCA  

GDH_IJ  CATGGGTGTGAACCATGAGA  CAAGTCAGGGGAGCGTGT  

GDH_J  CCTGGCACCCTATGGACA  AGGCATTGCTGCAAAGAAAG  

GDH_K  GGGACTGGCTTTCCCATAAT  TGTGGTCTGCAAAAGGAGTG  

GDH_L  AAGGTCATCCCTGAGCTGAA  AGGTCCACCACTGACACGTT  

GDH_M  CGACCACTTTGTCAAGCTCA  AGAGTTGTCAGGGCCCTTTT  

GDH_N  GGGAGGGACCTGGTATGTTC  AAATGGTTCTCGAAGCAAGC  

 

A 19 primer-pár validálására egy 4 tagból álló hígítási sort mértünk össze a tisztított 

PCR termékekből, 200x-os kezdeti hígítással, majd 3-szor 80x-os lépésekkel. Ezután 

határoztuk meg a reakciók hatásfokait. A valós idejű PCR-t a 4.2.1.4. fejezetben leírtak 

szerint végeztük a 19 PCR termékre tervezett primerrel és 5 db kontroll, egér DNS-re 

tervezett primerrel: eIL6, eTNFα, eTLR5, eTLR9, e18s (6. táblázat). Előzetes tesztelés 

során bizonyítottuk, hogy ezek a primerek a humán DNS-t nem szaporítják fel, így 

ezekhez viszonyítva kvantifikálhattuk a kísérleti rendszert.  
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6. táblázat. A plazmaminták DNS tartalmának pontos meghatározásához használt 

primerek szekvenciái. 

Gén neve  Forward primer szekvencia  Reverse primer szekvencia  

eIL6  CTAGCCAGATGGTTTCTTGGA  ATATTTAAATTAGCAATTCATTGAGGT  

eTNFα  TGTTGCCTCCTCTTTTGCTT  TGGTCACCAAATCAGCGTTA  

eTLR5  GCCTCTAAGGGCTCTCACCT  TGGAGGGAAACCATGTCATT  

eTLR9  CGGGGACCTACAGCAGAATA  CGGGAACCAGACATGAAGAT  

e18s  GCAATTATTCCCCATGAACG  GGGACTTAATCAACGCAAGC  

 

A 8 db egértől 5 alkalommal levett vérből izolált DNS mintákat 3 párhuzamos 

reakcióban vizsgáltuk desztillált vizes negatív kontroll mellett. Az eredményként kapott 

Ct-értékekből következtettünk a degradáció mértékére, és összehasonlíthattuk az 

egészséges és tumoros, illetve a metilált / nem-metilált PCR termékek bomlásának 

ütemét. 

4.3. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének DNS metilációjának 

vizsgálata humán mintákban 

4.3.1. Mintagyűjtés  

A négy kiválasztott marker (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1) DNS metilációjának 

elemzése során összesen 166 beteg szövet- és plazmamintáit vizsgáltuk (7. táblázat). A 

piroszekvenálás elvégzésére 15 sebészileg eltávolított vastagbélrákos (CRC), 15 az 

eltávolított colonvég makroszkóposan ép (normal adjacent tissue - NAT) és 15 

adenómás friss-fagyasztott szöveti mintát gyűjtöttünk; a MethyLight PCR 

vizsgálatokhoz 37 egészséges, 37 adenómás és 47 CRC-s betegtől vettünk vért, és 

párosított biopszia mintákhoz is hozzájutottunk 11 egészséges, 11 adenóma, 10 CRC 

páciens esetében. Az adenómák között szövettani besorolás szerint tubuláris (T), 

tubulovillózus (TV) és hiperplasztikus (HP) adenómákkal dolgoztunk. Eredményeink 

megerősítésére további 192 beteg DNS metilációs adatait in silico elemeztük.  
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7. táblázat. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének DNS metilációjának 

vizsgálatába bevont páciensek klinikai adatai. Rövidítések: NAT – normal adjacent 

tissue; T – tubuláris; TV – tubulovillózus; HP – hiperplasztikus; CRC – vastagbélrák. 

Módszer Változók 
Egészséges/ 

NAT 

Adenóma CRC 

T TV HP 
Dukes 

A/B 

Dukes 

C/D 

P
ir

o
sz

e
k

v
e
n

á
lá

s mintaszám 15 10 5 0 9 6 

átlag-

életkor 
78 64 64  -  78 77 

nem arány 

(Ffi/Nő) 
6/9 8/2 3/2  - 4/5 2/4 

M
e
th

y
L

ig
h

t 

P
C

R
 

mintaszám 37 20 14 3 27 20 

átlag-

életkor  
51 66 61 61 70 70 

nem arány 

(Ffi/Nő) 
12/25 10/10 6/8 2/1 11/16 14/6 

 

A perifériás vérmintákat 6 ml-es K3EDTA csövekbe (Greiner Bio-One Gmbh, Ausztria) 

gyűjtöttük a páciensek könyökvénájából. A vérből 4 órán belül plazma frakciót 

szeparáltunk. A centrifugálás 1350 rcf fordulaton 12 percig szobahőmérsékleten történt, 

majd a felülúszó új csőbe mérése után megismételtük a lépést. A hemolizáló mintákat 

kizártuk a kísérletünkből. A plazmákat további felhasználásig -20˚C-on tároltuk. A 

sebészileg eltávolított szöveti mintákat a levételt követően folyékony nitrogén 

segítségével fagyasztottuk le, majd a mintákat -80˚C-on tároltuk.  

4.3.2. A DNS metilációt mutató gének kiválasztása 

Az SFRP1, az SFRP2 és a PRIMA1 gének DNS metilációjának vizsgálatára 

kutatócsoportunk korábbi piroszekvenálási eredményei szolgáltak alapul [149]. Egy 

további marker, az SDC2 irodalmi adatok alapján került kiválasztásra [179, 180]. Annak 

érdekében, hogy az SDC2 metilációjának változását kísérletes eredményekkel is 

igazoljuk, piroszekvenálási módszert alkalmaztunk GS Junior rendszer 454 technológia 
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(Roche Applied Science, Németország) használatával. A vizsgálat során 15 NAT, 15 

adenóma és 15 CRC friss-fagyasztott szöveti mintát gyűjtöttünk.  

4.3.3. Makrodisszekció 

A sebészileg eltávolított friss fagyasztott vastagbél szöveti mintákat OCT beágyazó 

anyagba helyeztük (Sakura Finetek, Japán), amely a minták metszése során lehetővé 

teszi a szöveti struktúrák maximális megőrzését. Ezután 10 µm vastagságú metszeteket 

készítettünk -20°C-os kriosztát készülékben, és a metszeteket Superfrost Ultra Plus 

(Thermo Fisher Scientific, USA) tárgylemezekre tettük, majd 70%-os etanollal 5 percig 

és abszolút etanollal két percig fixáltuk. A makrodisszekált mintákat toluidinkék festés 

után a metszetekről egyszer használatos tűvel lekaparva gyűjtöttük össze.  

4.3.4. Biszulfit konverzió 

A DNS metilációs státusz vizsgálatának egyik közvetett módszere a biszulfit átalakítás 

(6. ábra). A makrodisszekált mintákból történő DNS izolálást és biszulfit konverziót 

kapcsoltan az EZ DNA Methylation Direct Kit (Zymo Research, USA) segítségével 

hajtottuk végre. A Proteináz K-val történő emésztést 20 µl-ben végeztük a biszulfit 

konverziót megelőzően, az eluáló térfogat 20 µl volt.  

4.3.5. Biszulfit-specifikus polimeráz láncreakció 

A CpG Plot EMBOSS alkalmazás segítségével in silico CpG-sziget predikciót 

végeztünk (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html) [181]. A biszulfit-

specifikus PCR (BS-PCR) során olyan primereket terveztünk a PyroMark Assay Design 

szoftver (SW 2.0, Qiagen, Németország) használatával, amelyek nem a CpG-szigetekre, 

hanem az azokat körülvevő szekvenciára illeszkednek. Erre azért volt szükség, hogy 

metilációs állapottól függetlenül szaporíthassuk fel a biszulfit-konvertált DNS 

szakaszokat. Minden reakcióban az egyik primer biotinált volt. A primerek 

specificitását in silico teszteltük a BiSearch szoftver (http://bisearch.enzim.hu) 

segítségével [178].  

A BS-PCR AmpliTaq Gold 360 (2x) mastermixet (Thermo Fisher Scientific), 

LightCycler 480 ResoLight (40x) festéket (Roche Applied Science), a tervezett 

primerek keverékét (forward és reverse) 200 nM végkoncentrációban és 10 ng biszulfit 

konvertált DNS-t tartalmazott 15 µl végtérfogatban. A reakció LightCycler 480 (Roche 

Applied Science) gépben ment végbe a következő hőprogrammal:  
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- denaturáció: 95°C 10 min;  

- 10 touchdown ciklus: 95°C 30 sec, 60°C 30 sec 0.4°C csökkenéssel 

ciklusonként, és 72°C 30 sec;  

- 40 amplifikációs ciklus: 95°C 30 sec, 56°C 30 sec, és 72°C 30 sec. 

A biszulfit konverziót és BS-PCR-t követően a DNS metilációs státusztól függően 

módosulnak a bázisok a DNS szekvenciában. Azok a citozinok, amelyek nem 

tartalmaznak metil-csoportot átkonvertálódnak timinné, azok azonban, amelyek 

metiláltak, citozinok maradnak.  

4.3.6. Piroszekvenálás 454 GS Junior készülékkel 

A CpG-szigetek bázisonkénti metilációs állapotának meghatározására az egyik 

legalkalmasabb módszer a direkt biszulfit szekvenálás. A GS Junior készülékkel a 454 

technológiát alkalmazva megközelítően 400 nukleotid hosszúságú szakaszokat lehet 

leolvasni. A rövid amplikon könyvtárkészítéshez és emulziós PCR-hez a „Guidelines 

for Amplicon Experimental Design” utasításokat követtük. A biszulfit-specifikus PCR-t 

követően az amplikonok koncentrációját Qubit 1.0 fluoriméterrel (Thermo Fisher 

Scientific) mértük le a High Sensitivity dsDNA kit segítségével. Az adott mintákhoz 

tartozó PCR termékek szintézise után (a vizsgált régióknak megfelelően) az 

amplikonokat ekvimolárisan kevertük össze a könyvtárkészítés során. A PCR 

termékeket AMPure XP gyöngyökkel (Agencourt, USA) tisztítottuk a gyártó utasításait 

követve. A termékek minőségi ellenőrzését BioAnalyzer 2100 mikrokapilláris 

elektroforézissel (Agilent, Santa Clara, USA) végeztük High Sensitivity DNA chipen. A 

fragmentumok végének javítását (Fragment End Repair) GS FLX Titanium Rapid 

Library Preparation Kittel (Rapid Library Preparation Method Manual 3.2) hajtottuk 

végre. A szekvenálás során több minta több amplikonját tudtuk egyszerre vizsgálni, 

ezért a minták azonosítása céljából az amplikonok végeihez egyedi azonosítót, ún. 

molekuláris vonalkódot ligáltunk GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit 

(Rapid Library Preparation Method Manual 3.4) használatával. Az adatelemzés során 

ezeknek a mesterséges azonosító szekvenciáknak köszönhetően tudtuk a leolvasott 

szekvencia-információkat az egyes betegekhez rendelni. A ligálás után a könyvtár 

tisztítását és minőségi ellenőrzését megismételtük AMPure gyöngyök, illetve a 

BioAnalyzer készülék segítségével, és a könyvtár mennyiségét ismét meghatároztuk 

Qubit High Sensitivity dsDNA kittel. A mintákat egyenlő arányban összekevertük, majd 
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emulziós PCR-t mértünk össze 0,5 molekula/gyöngy aránnyal Lib-L emPCR Kitet 

használva. A gyöngydúsítást (bead enrichment) és a szekvenálást a GS Junior Titanium 

Sequencing Kit alkalmazásával végeztük a „Sequencing Method Manual, GS FLX 

Titanium Series” leírásnak megfelelően. A templát szekvenciákhoz történő illesztés 

során a JAligner szoftver csomagban Smith-Waterman-Gotoh algoritmust alkalmaztuk 

[182-184]. Az elemzés során azokkal a szekvenciákkal dolgoztunk, amelyek legalább 

80%-ban mutattak egyezést a referenciával.  

4.3.7. Methyl capture szekvenálási adatok in silico vizsgálata 

Kutatócsoportunk által publikált, hipermetilált DNS szakaszok tisztításán alapuló 

(Methyl capture – MetCap) szekvenálási módszerrel kapott 6 NAT, 15 AD és 9 CRC 

biopszia minta metilációs eredményeit in silico elemeztük [185]. Azokat az eltérően 

metilált régiókat (differentially methylated region – DMR) vizsgáltuk, amelyek átfednek 

a piroszekvenálással tanulmányozott szakaszokkal, majd a későbbiekben MethyLight 

PCR-rel is elemezett 4 génhez (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1) tartozó DNS 

régiókkal. Meghatároztuk a vizsgált DMR-ek metilációs fokát, azaz β-értékét, majd 

kiszámoltuk a Δβ-értékeket, amelyek a mintacsoportok közötti átlag metilációs 

különbségeket jelentik.  

4.3.8. Illumina Infinium Human Methylation 450 Bead Chip adatok in silico 

elemzése 

A kiválasztott négy gén metilációs státuszát a teljes promóter szakaszon is 

megvizsgáltuk. A szöveti mintákhoz tartozó metilációs eredményeket a Rákgenom 

Atlasz (The Cancer Genome Atlas – TCGA) adatbázisból (https://genome-

cancer.ucsc.edu/proj/site/hgHeatmap/) és a Gene Expression Omnibus (GEO – 

GSE48684) webes adatbázisból töltöttük le [186]. A TCGA eredmények 39 

vastagbélrákos beteg és 39 párosított NAT szöveti mintáinak, míg a GEO adathalmaz 

123 egészséges, adenómás és vastagbélrákos biopszia minta szekvenálási eredményeit 

tartalmazta. Összesen a 4 vizsgált génhez tartozó 99 CpG hely metilációs státuszát 

határoztuk meg, amelyből 9 CpG hely esett azokra a szakaszokra, melyeket a 

későbbiekben a MethyLight próbákkal is vizsgáltunk. Meghatároztuk a CpG helyekhez 

tartozó β-értékeket, majd a mintacsoportok közötti átlag metilációs különbségeket (Δβ-

érték).  
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4.3.9. Immunhisztokémiai elemzések 

Annak érdekében, hogy megvizsgáljuk, hogy a DNS metiláció befolyásolja-e a 

kiválasztott négy marker fehérje termékeinek expresszióját, immunhisztokémiai 

elemzéseket végeztünk. A későbbiekben MethyLight PCR-rel is tanulmányozott 

biopsziás mintákat (11 egészséges, 11 AD és 10 CRC) formalinnal fixáltuk, majd 

paraffinba ágyaztuk. A minták diagnosztizálása hematoxilin-eozin festést követően 

szakértő patológusok által történt. A deparaffinálást és rehidratálást követően 

mikrohullámú antigén feltárást végeztünk Tris-EDTA pufferben (pH 9,0) (900 W/10 

perc, majd 340 W/40 perc). A minták immunhisztokémiai jelölése anti-SFRP1 (Abcam, 

ab4193; 1:50), anti-SFRP2 (Sigma-Aldrich, HPA002652; 1:80), anti-SDC2 (Abcam, 

ab191062; 1:80) és anti-PRIMA1 (Sigma-Aldrich, HPA060047; 1:80) antitestekkel 

történt, amelyeket diaminobenzidin – hidrogén peroxidáz – kromogén szubsztrát 

rendszerrel tettünk láthatóvá (HISTOLS-DAB, Histopathology Ltd., 30014.K). A 

tárgylemezeket Pannoramic 250 Flash II digitális szkennerrel archiváltuk (3DHISTECH 

Kft.), majd Pannoramic Viewer (ver.:1.15.3; 3DHISTECH Kft.) szoftver segítségével 

szemi-kvantitatív módon értékeltük. Az elemzés alapja az ún. Quick-score (Q) módszer, 

amely során a pozitív sejtek arányát szoroztuk az intenzitásukkal (I: +3 erős, +2 

mérsékelt, +1 gyenge festődés, 0 érték esetén nem tapasztaltunk pozitivitást; formula: 

Q=P x I; maximum=300). A hám és stróma rétegeket elsődlegesen elkülönítve 

vizsgáltuk, amelyet később összegeztünk (Σ Q-score maximum= 600), hogy 

összehasonlíthatóvá váljanak a MethyLight próbákkal kapott eredményekkel. 

4.3.10. DNS izolálás vastagbél biopszia és plazmamintákból 

A MethyLight próbákkal történő metilációs szint meghatározására 11 egészséges, 11 

adenómás és 10 CRC-s beteg szöveti mintáiból izoláltunk DNS-t. A minták lízise és 

emésztése 4 mg/mL proteináz K enzimmel történt 16 órán keresztül 56˚C-on, majd a 

DNS izolálásához a High Pure PCR Template Preparation Kitet (Roche Applied 

Science) használtuk a gyártó utasításainak megfelelően. A DNS-t 100 µl RNáz- és 

DNáz-mentes PCR tiszta vízben eluáltuk, majd további felhasználásig -20˚C-on 

tároltuk. A minták koncentrációját NanoDrop-1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher 

Scientific) határoztuk meg. A plazmamintákból (37 N, 37 AD és 47 CRC) történő 

szabad DNS kivonását a High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (Roche 

Applied Science) segítségével hajtottuk végre 3,5 ml plazmából. Az eluálást 100 µl 

elúciós pufferben végeztük, majd az skDNS mennyiségét Qubit 1.0 fluoriméterrel 
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kvantifikáltuk a Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit alkalmazásával (Thermo 

Fisher Scientific).  

4.3.11. Biszulfit konverzió 

A szövet- és plazmamintákból izolált DNS-t biszulfit konvertáltuk az EZ DNA 

Methylation Direct Kit (Zymo Research) használatával a gyártó javaslatait követve. A 

biszulfit konvertált DNS mintákat 20 µl elúciós pufferrel eluáltuk, majd -80˚C-on 

tároltuk további felhasználásig.  

4.3.12. Multiplex biszulfit-specifikus preamplifikáció 

A biszulfit konverziót követően egy preamplifikációs lépést végeztünk el, az alacsony 

mennyiségű szabad DNS miatt és a metilációs státusz elemzés érzékenységének 

növelése érdekében (11. ábra) [187, 188]. 

 

11. ábra. A biszulfit-specifikus preamplifikáció és a MethyLight PCR folyamata. Két-

lépéses PCR módszert használtunk a 4 gén metilációjának vizsgálatára. Első lépésként 

multiplex preamplifikációt alkalmaztunk, amely során a kiválasztott szakaszokat 

metilációs állapottól függetlenül sokszoroztuk fel. Második lépésként MethyLight 

kvantitatív PCR-t használtunk nested metiláció-specifikus PCR primerekkel. 

Rövidítések: BS – biszulfit-specifikus; ML – MethyLight. 
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A biszulfit-specifikus (BS) primerek tervezését a PyroMark Assay Design 2.0 szoftver 

(Qiagen) segítségével végeztük. A szoftverrel olyan próbákat terveztünk a 4 gén 

promóter régiójára, amelyek a vizsgálni kívánt szakaszon kívül, nem CpG régiókon 

helyezkednek el (8. táblázat). Erre azért volt szükség, hogy a primerek metilációs 

állapottól függetlenül, minden biszulfit konvertált DNS szakaszt felsokszorozzanak (9. 

táblázat). A primerek in silico tesztelése a BiSearch szoftverrel 

(http://bisearch.enzim.hu) történt [178].  

8. táblázat. A preamplifikáció és a MethyLight PCR során vizsgált szakaszok 

pozíciója. (Humán referencia genom: GRCh38/hg38). 

Gén 

szimbólum 
Génnév 

A preamplifikált 

PCR termékek 

pozíciója 

MethyLight PCR 

termékek pozíciója 

SFRP1 Szekretált frizzled-rokon 

fehérje 1 

chr8:41,308,621-

41,308,834 

chr8:41,308,713-

41,308,777 

SFRP2 Szekretált frizzled-rokon 

fehérje 2 

chr4:153,789,139-

153,789,497 

chr4:153,789,264-

153,789,386 

SDC2 Szindekán-2 chr8:96,494,020-

96,494,321 

chr8:96,494,022-

96,494,170 

PRIMA1 Prolin-gazdag membrán 

horgony 1 

chr14:93,788,793-

93,789,014 

chr14:93,788,894-

93,788,993 

  

A BS-PCR 15 µl Multiplex PCR Master Mixet (2x) (Qiagen), a négy BS primer 

(egyenként 10 µM) keverékét 200 nM végkoncentrációban és 10 ng konvertált DNS 

mintát tartalmazott. A reakcióhoz Mastercycler ep Gradient S gépet (Eppendorf) 

használtunk. Az amplifikáció során a következő hőciklusokat alkalmaztuk: 

- denaturáció: 95°C 15 min; 

- 8 touchdown ciklus: 95°C 30 sec, 60°C 2 perc 0.5°C csökkenéssel ciklusonként, 

és 72°C 30 sec;  

- 27 amplifikációs ciklus: 95°C 30 sec, 56°C 2 perc, és 72°C 30 sec. 

A termékek ellenőrzését 2%-os agaróz gélen gélelektroforézissel végeztük. A 

preamplifikáció után a mintákat 1:10.000 arányban hígítottuk RNáz- és DNáz-mentes 

PCR tiszta desztillált vízzel, majd -20˚C-on tároltuk azokat. A metilációs státusz 

mennyiségi meghatározása céljából EpiTect (Qiagen) 100%-ban metilált (M) és 100%-

ban nem-metilált (UM) kontroll DNS-t is amplifikáltunk a mintáinkkal párhuzamosan a 
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fent említett módon. A metilált és nem-metilált DNS mintákból 10 ng-os keverékeket 

készítettünk a következő arányokban: 100% M; 50% M-50% UM; 25% M-75% UM; 

10% M-90% UM; 5% M-95% UM; 2.5% M-97.5% UM; 100% UM.  

9. táblázat. A primerek és TaqMan próbák szekvenciái. Rövidítések: BSP – biszulfit-

specifikus primerek; MLP – MethyLight primerek; F – forward; R – reverse; M – 

metilált; UM – nem-metilált; TAQ – TaqMan próba; MGB – minor groove binder; 

FAM – 6-fluorescein amidite; VIC – 4,7,2-trichloro-7-phenyl-6-carboxyfluorescein. 

Gén szim-

bólum 

Primer 

szimbólum 
Primer szekvencia (5'-3') 

SFRP1 

BSP F GGTTTGGAGGTTTCGGTGGTATTG 

BSP R CCAAATCTTCCTCTACTCGCTCTTC 

ML M F GAAGTCGAAGAATTGTATGATC  

ML M R CGTATCGCTAACTCTACGAA 

ML UM F GTAGAAGTTGAAGAATTGTATGATT 

ML UM R ACCCATATCACTAACTCTACAAA 

SFRP2 

 

BSP F GGGAGGAGTTAATGAAGGGTAAT 

BSP R ACTCATACCTAACAACCCAACAAAA 

ML M F GTCGTCGTTCGTTCGTTTTAGG 

ML M R CGCGAAATACCCTACGTACCC 

ML UM F AGATGTTGTTGTTTGTTTGTTTTAGG 

ML UM R CCACTCACAAAATACCCTACATACCC 

SDC2 

BSP F TGTCGGGAGTGTAGAAATTAATAAGTGAGAG 

BSP R ACACGCAAACCACCAAACCCAAAATA    

ML M F TCGGGAGTGTAGAAATTAATAAG 

ML M R AAAATACCGCAACGATTACG  

ML UM F GGGAGTGTAGAAATTAATAAG 

ML UM R AATACCACAACAATTACAAC 

PRIMA1 

BSP F AGGTAGAGGGCGGGGAAAGTTTT 

BSP R CCTCCACCCACGACTTTACTACCC 

ML M F CGGTTGTTCGGGGTATTGG 

ML M R CCCAACGAAAACTCCCTACC 

ML UM F TGGTGTTGTGTGGTTGTTTGG 

ML UM R CACGACTTTACTACCCCAACA 

Gén 

szimbólum 

TaqMan 

próba 

szimbólum 

TaqMan próba szekvencia (5'-3')  
5' 

Riporter 
 

3' 

Quencher 

SFRP1 

ML M TAQ TTCGTACGAGTCGCGTACGG  FAM  MGB 

ML UM 

TAQ 
GTTTGTATGAGTTGTGTATGG 

 
VIC  MGB 

SFRP2 

ML M TAQ TCCCGCAACCCGCGCCCTACT   FAM  MGB 

ML UM 

TAQ 
TCCCACAACCCACACCCTACTCACTC 

 
VIC  MGB 

SDC2 

ML M TAQ GCTCGCTTCCTCCTCCTACGC   FAM  MGB 

ML UM 
TAQ 

ACTCACTTCCTCCTCCTACAC 
 

VIC  MGB 

PRIMA1 

ML M TAQ CCGCCGCTACCTCTCGC  FAM  MGB 

ML UM 

TAQ 
CTACCAACACCTCCCACCACTACCTC 

 
VIC  MGB 

DOI:10.14753/SE.2018.2193



55 

 

4.3.13. MethyLight polimeráz láncreakció 

A MethyLight PCR technika során a biszulfit konverzió után bekövetkezett metilációtól 

függő szekvencia különbségeket tudtuk kimutatni. A folyamat során olyan primereket 

és TaqMan próbákat terveztünk a Primer Express 3.0.1. (ThermoFisher Scientific) 

program segítségével, amelyek azokra a CpG helyekre specifikusak, amelyeknek a 

metilációs státuszára kíváncsiak voltunk (11. ábra, 9. táblázat). A reakció 5 µl hígított 

preamplifikált DNS templátot, 10 µl LightCycler® 480 Probes Master (2x) mixet 

(Roche Applied Science), 1,8 µl primert (10 µM) és 0,5 µl MGB TaqMan próbát 

(ThermoFisher Scientific) 250 nM végkoncentrációban tartalmazott. A folyamatot 

LightCycler 480 műszerben (Roche Applied Science) végeztük 96 lyukú plate-ekben. 

Minden plate tartalmazott negatív kontrollt, a különböző arányban metilált és nem-

metilált DNS-t tartalmazó kontroll sor tagjait, és a mintákat duplikátumokban. A PCR 

hőciklusai a következőképpen alakultak: 

- denaturáció: 95°C 10 min; 

- 40 amplifikációs ciklus: 95°C 15 sec, 55°C/60°C 1 min, 72°C 30 sec;  

- hűtés: 40°C 30 sec. 

Az annelációs hőmérséklet előzetes méréseink alapján az SFRP1 és az SDC2 gének 

esetében 55°C volt, az SFRP2 és a PRIMA1 esetében pedig 60°C.  

A minták metilációs szintjének meghatározása a metilált és nem-metilált DNS-t 

tartalmazó kontrollok áttörési pontja (Ct-érték) alapján számolt egyenlet szerint történt. 

Azokat a mintákat tekintettük metiláltnak, amelyek Ct-értéke a 0%-ban és 100%-ban 

metilált standard minták Ct-értéke között helyezkedett el.  

4.3.14. Alkalmazott statisztikai módszerek 

A piroszekvenálással kapott eredmények ábrázolásához R 3.3.1 hőtérképet használtunk, 

amely az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 génekhez tartozó, kiválasztott CpG 

helyek metilációs szintjét szemlélteti ép, adenóma és CRC szövetmintákban. A 

MethyLight PCR-rel vizsgált plazma- és szövetminták metilációjának mértékét a 

hígítási sor alapján lineáris korreláció (Pearson-féle korreláció) statisztikai 

megközelítéssel tudtuk megállapítani markerenként. A Receiver Operating 

Characteristic (ROC) analízis céljából Medcalc 17.1 szoftvert használtunk. A 4 marker 
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szenzitivitás és specificitás értékeit külön-külön és együttesen, panelként is 

meghatároztuk többváltozós logisztikus regressziós egyenlettel.  

A szekvenálási adatok in silico vizsgálata során páros összehasonlítást végeztünk (AD 

vs. NAT/N, CRC vs. NAT/N és CRC vs. AD) Student-féle t-teszt alkalmazásával, 

amelynek során a szignifikancia küszöb p<0,05 volt. Az immunhisztokémiai 

vizsgálatok során a különböző mintacsoportok Q-score eloszlását Kolmogorov-Smirnov 

teszt segítségével értékeltük. Mivel mind a négy marker esetében normál eloszlást 

tapasztalunk, ANOVA és Tukey-Kramer post-hoc teszteket alkalmaztunk (p<0,05).  

4.4. Különböző DNS izolálási módszerek hatásának elemzése a DNS 

metilációs mintázatra 

4.4.1. Betegek és minták 

A Semmelweis Egyetem II.sz. Belgyógyászati Klinikáján 139 vérmintát gyűjtöttünk, 

miután a páciensek rutin kolonoszkópiás vizsgálaton estek át (10. táblázat). A vérvétel 

előtt a betegek írásos beleegyező nyilatkozatban járultak hozzá a mintáik kutatási célra 

történő felhasználására. A tanulmányunkat a hatályos helyi etikai bizottság 

jóváhagyásával végeztük (Regionális, Intézeti Tudományos és Kutatásetikai Bizottság; 

TUKEB sz.: 116/2008).  

10. táblázat. A vizsgálatba bevont betegek adatai. Rövidítések: T – tubuláris; TV – 

tubulovillózus; CRC – vastagbélrák; N/A – nincs adat. 

Változók Egészséges 

Adenóma CRC 

T TV N/A 
Dukes 

A/B 

Dukes 

C/D 

Mintaszám 47 20 11 19 27 15 

Átlagéletkor 57 65 66 63 69 70 

Nem arány 

(Ffi/Nő) 
19/28 10/10 6/5 12/7 8/19 11/4 

 

Öt adenóma és öt CRC vérmintát Cell-Free DNA BCT® (Streck, Németország) 

gyűjtőcsőbe [189] vettünk le, és 48 órán át szobahőmérsékleten tároltuk a plazma 

frakció szeparálása előtt. A többi vérmintát K3EDTA (Greiner Bio-One Gmbh) 

csövekbe gyűjtöttük és a plazmát 4 órán belül elválasztottuk. A plazmák szeparálása 
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1350 rcf fordulattal 12 percig szobahőmérsékleten ment végbe, majd a felülúszó új 

csőbe mérése után megismételtük a centrifugálást ugyanezekkel a paraméterekkel. 

Minden plazmamintát további felhasználásig -20˚C-on tároltuk.  

4.4.2. Szabad DNS izolálási és biszulfit-konverziós módszerek 

Három különböző kézi és kétféle automata skDNS izolálási módszert vetettünk össze 

(12. ábra). Első lépésként két manuális izolálási technikát teszteltünk, a High Pure Viral 

Nucleic Acid Large Volume Kitet (HP) (Roche Applied Science) és az Epi proColon 

2.0 Kitet (EpC) (Epigenomics AG). Az Epi proColon 2.0 az első kereskedelmi 

forgalomban kapható vérteszt, amely a vastagbélrák előszűrésére alkalmas a SEPT9 gén 

metilációjának meghatározása alapján, és tartalmaz skDNS izolálásra és biszulfit 

konverzióra alkalmas reagenseket. Ezt az összehasonlítást 10 egészséges, 10 adenóma 

és 10 CRC plazmamintán végeztük. Következő lépésként összevetettük a High Pure 

Viral Nucleic Acid Large Volume Kit és az automata DNS izoláló InviGenius (I) 

(STRATEC Biomedical AG) készülék skDNS kihozatalát, amelyet szintén az Epi 

proColon 2.0 kit reagenseivel használtunk. A tesztelésbe 27 egészséges, 25 AD-s és 17 

CRC-s páciens plazmamintáit vontuk be. A fenti mintákból meghatároztuk a carcino-

embrionális antigen (CEA) és a citokeratin 19 fragmentum (CYFRA 21–1) tumor 

markerek mennyiségét is [190, 191] in vitro vizsgálattal a Semmelweis Egyetem 

Központi Laboratóriumában 500 µl plazmából. Teszteltük továbbá a kézi Quick-

cfDNA™ Serum & Plasma Kitet (QcD) (Zymo Research) összevetve az InviGenius 

PLUS (IP) (STRATEC Biomedical AG) gépi izoláló módszerrel, amelyen az InviMag 

Free Circulating DNA Kitet (STRATEC Biomedical AG) alkalmaztuk 10 N, 10 AD és 

10 CRC plazmamintán. Végezetül kipróbáltuk a Cell-Free DNA BCT® csöveket 

összevetve a K3EDTA csövekkel 5-5 adenóma és CRC mintán, amelyekből a High Pure 

Viral Nucleic Acid Large Volume Kit segítségével izoláltunk DNS-t. A DNS izolálást 

minden módszer esetén a gyártói protokollokat követve végeztük. A Streck csövek 

esetén a 70°C-on történő proteináz K emésztési idejét 1 órára növeltük a gyártó 

utasításainak megfelelően.  
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12. ábra. Kísérleti elrendezés, mintatípusok. Rövidítések: CRC – vastagbélrák.  

A kiindulási plazma mennyisége 3,5 ml volt, kivéve a Quick-cfDNA™ Serum & 

Plasma Kit és az InviMag Free Circulating DNA Kit összehasonlítás esetén, ahol a 

gyártó utasításainak megfelelően 4 ml plazmából izoláltuk a DNS-t. A DNS eluálása 

100 µl RNáz- és DNáz-mentes PCR tiszta desztillált vízben történt. Az skDNS 

kvantifikálására Qubit 1.0 fluorimétert használtunk Qubit dsDNA High Sensitivity 

Assay Kit segítségével. A Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kittel és High Pure Viral 

Nucleic Acid Large Volume Kittel történt DNS izolálást követően a biszulfit 

konverzióra az EZ DNA Methylation Direct Kitet alkalmaztuk a gyártó utasításait 

követve. A biszulfit konvertált DNS mintákat kisebb mennyiségekre szétosztva -80˚C-

on tároltuk további felhasználásig. 

4.4.3. Multiplex preamplifikáció és MethyLight PCR 

A biszulfit konverziót követően minden mintát biszulfit-specifikus preamplifikációnak 

vetettük alá, majd MethyLight PCR elemzést végeztünk azért, hogy meghatározzuk az 

SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 promótereinek metilációs állapotát. A gépi 

izolálást követően az eluált biszulfit konvertált DNS térfogata változó volt, ezért a 

különböző mennyiségeket 15 µl-re koncentráltuk Eppendorf Concentrator 5301 

(Eppendorf AG) segítségével. A preamplifikáció végtérfogata 30 µl volt, amely 

tartalmazta a Multiplex PCR Master Mixet (2x); a négy biszulfit-specifikus primer 

(egyenként 10 µM) keverékét, és a konvertált DNS mintákat. A metilált és nem-metilált 
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kontroll minták párhuzamosan kerültek amplifikálásra. A PCR után a mintákat 1:10.000 

arányban hígítottuk RNáz- és DNáz-mentes desztillált vízzel, majd -20˚C-on tároltuk 

felhasználásig. A MethyLight PCR során 5 µl hígított DNS mintát használtunk, továbbá 

a reakció 10 µl LightCycler® 480 Probes Master Mixet (2x); 1,8 µl primert (10 µM) és 

0,5 µl MGB TaqMan próbát 250 nM végső koncentrációban tartalmazott. A 

preamplifikáció és MethyLight PCR folyamatok részletes leírása a 4.3.11. és 4.3.12. 

fejezetben található.  

4.4.4. Statisztikai elemzések 

Annak érdekében, hogy meghatározzuk az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 

gének metilációs szintjét, az alkalmazott kontrollok segítségével a MethyLight PCR-t 

követően lineáris regressziót alkalmaztunk minden marker esetében. Páros 

összehasonlításokat végeztünk (AD vs. N, CRC vs. N és CRC vs. AD) Student-féle t-

tesztet használva, a szignifikáns eltérés kritériuma p<0,05 volt.  

4.5. A Septin 9 gén metilációjának összevetése az SFRP1, SFRP2, 

SDC2 és PRIMA1 gének metilációs szintjével 

Vizsgálataink során arra voltunk kíváncsiak, hogy az ismert, vastagbélrákra specifikus 

SEPT9 metilációs marker különböző izolálási módszereket használva is megbízhatóan 

jelzi-e a CRC jelenlétét. Továbbá összevetettük a teszt szenzitivitását az általunk 

vizsgált SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 géneket tartalmazó metilációs panel 

érzékenységével.  

4.5.1. Betegek és minták 

A kísérlet során 10 egészséges, 10 adenómás (szövettanilag 5 tubuláris és 5 

tubulovillózus) és 20 CRC-s beteg vér mintáit gyűjtöttük össze K3EDTA vérvételi 

csövekben a páciensek könyökvénájából (11. táblázat).  
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11. táblázat. A vizsgálatba bevont betegek adatai. Rövidítések: T – tubuláris; TV – 

tubulovillózus; CRC – vastagbélrák. 

Változók Egészséges 

Adenóma CRC 

T TV 
Dukes 

A/B 

Dukes 

C/D 

Mintaszám 10 5 5 12 8 

Átlagéletkor 59 58 72 67 69 
Nem arány 

(Ffi/Nő) 
1/9 3/2 3/2 5/7 6/2 

 

A vizsgálatunkat a hatályos helyi etikai bizottság beleegyezésével végeztük (Regionális, 

Intézeti Tudományos és Kutatásetikai Bizottság; TUKEB sz.: 116/2008).  A plazma 

frakciót két körös centrifugálással szeparáltuk 1350 rcf 10 percig szobahőmérsékleten a 

vérvételt követő 4 órán belül. A plazmákat -20˚C-on tároltuk a további vizsgálatokig.  

4.5.2. DNS izolálás és biszulfit konverzió 

A plazmákból három különböző módszerrel izoláltunk szabad DNS-t: High Pure Viral 

Nucleic Acid Large Volume Kittel (HP), Epi proColon 2.0 (EpC) manuális módszerrel 

és az InviGenius (I) automatával. Mind a három metódus esetében a kiindulási plazma 

mennyisége 3,5 ml volt. A DNS kinyerését a gyártók utasításainak megfelelően 

végeztük. Az EpC kit része az Epi proColon Plasma Quick Kit (Epigenomics AG), 

amellyel a DNS izolálását és biszulfit konverzióját lehet elvégezni mind a kézi, mind az 

InviGenius automatán történő izolálás során is. A plazmaminták mellett ún. külső 

kontrollokat is izoláltunk, amelyek a SEPT9 metilációra nézve pozitívak vagy negatívak 

(Epi proColon Control Kit, Epigenomics AG). A HP kit használata után a biszulfit 

konverzióra az EZ DNA Methylation Direct Kitet használtuk a gyártó utasításait 

követve.  

4.5.3. Kvantitatív PCR 

A SEPT9 gén metilációs állapotát az Epi proColon Sensitive PCR Kit (Epigenomics 

AG) segítségével mértük, ami kétirányú (duplex) PCR vizsgálatot tartalmaz. Az 

elemzéssel a biszulfit konverziót követően a SEPT9 gén v2 régiójában található metilált 

CpG-sziget meghatározott részeit tudjuk detektálni, valamint a β-aktin (ACTB) gén 

adott szakaszát is, amelyből következtetni lehet a teljes konvertált DNS állomány 

mennyiségére. A PCR a metilált SEPT9-re (mSEPT9) specifikus fluoreszcens detekciós 
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próbákat és a nem-metilált szakaszokra specifikus blokkolókat tartalmaz, ezért csak a 

metilált szakaszok amplifikációja történik meg. A reakcióhoz LightCycler 480 (Roche 

Applied Science) készüléket alkalmaztunk a következő hőciklust használva: 

- enzim aktiváció: 94°C 20 min; 

- 50 amplifikációs ciklus: 93°C 30 sec, 56°C 35 sec, 62°C 5 sec;  

- hűtés: 40°C 30 sec. 

A PCR során a metiláció mértékére a Ct-értékekből következtettünk kalibrációs görbe 

segítségével, amelyhez biszulfit konvertált metilált kontroll DNS-t (EpiTect bisulfite 

converted, fully methylated control DNA; Qiagen) alkalmaztunk 30, 15, 5, 2, és 0,8 

ng/PCR hígításokban.  

4.5.4. Statisztikai értékelés 

Az eredmények kiértékeléséhez detektálási határokat (Ct-értékek) használtunk a gyártó 

utasításait követve. Minden mintát három ismétlésben vizsgáltunk. Egy mintában akkor 

tekintettünk a SEPT9-et metiláltnak, ha legalább két reakcióban a detektálási határon 

belülre estek a Ct-értékek (SEPT9 Ct<50; ACTB Ct≤33,7). Továbbá egy PCR-t 

érvénytelennek minősítettünk, ha a pozitív vagy negatív kontrollok bármelyikének Ct-

értéke a detektálási tartományon kívül esett (12. táblázat).  

12. táblázat. Az RT-PCR detektálási határai. 

  

Az ACTB génhez tartozó Ct-értékekből következtettünk a szabad DNS mennyiségére, és 

a három izolálási módszerrel kapott eredményeket összehasonlítottuk. 

A PCR elvégzése után meghatároztuk a szenzitivitás és specificitás értékeket, majd 

összevetettük az 5.2.6. fejezetben tapasztalt eredményeinkkel, amelyben az SFRP1, az 

SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 metilációját vizsgáltuk egészséges, adenómás és CRC 

betegektől származó plazmamintákban.   

Mintatípus PCR futás SEPT9 Ct ACTB Ct Eredmény 

Pozitív kontroll 3/3 ≤ 40,5 ≤ 30,3 Érvényes 

Negatív kontroll 3/3  - ≤ 37,1 Érvényes 

Plazmaminta 

2/3 vagy 3/3 < 50 ≤ 33,7 SEPT9 pozitív 

2/3 vagy 3/3  - ≤ 33,7 SEPT9 negatív 

2/3 vagy 3/3 Bármely Ct > 33,7 Érvénytelen 
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5. EREDMÉNYEK 

5.1. Szabad DNS vizsgálata állatmodellek használatával 

5.1.1. A szabad DNS felszabadulásának elemzése 

A szabad DNS tumorszövetből történő felszabadulásának ütemét egér-humán xenograft 

modell segítségével vizsgáltuk. Az egér és a humán genom között igen nagyfokú a 

hasonlóság (70-80%-os), ami jelentősen megnehezítette a mennyiségi elemzést, mivel 

magas egér DNS „háttérben” kellett azonosítani, elkülöníteni és kimutatni a 

nagyságrendekkel kisebb kópiaszámban megjelenő és jelen lévő, tumorból származó 

humán HT-29 eredetű skDNS-t. Ehhez valós idejű PCR alapú megközelítést 

alkalmaztunk magas érzékenysége és specifikussága miatt. A vizsgálat során 6 egér és 6 

humán mitokondriális (4-4) és genomiális (2-2) primerek alkalmazásával szaporítottuk 

fel és mutattuk ki a meghatározott régiókat. A gének kiválasztása többszörös szekvencia 

illesztés után történt, amely során olyan régiókat kerestünk, amelyek specifikusan vagy 

csak a humán, vagy csak az egér DNS-ben találhatóak. Az egér-humán DNS hígítási 

soron történő tesztelések azonban azt mutatták, hogy a magas hasonlóság miatt 

keresztreakciók adódnak. Ezért kizárólag azokat a primer-kombinációkat tartottuk meg, 

amelyek működését a másik faj DNS-e nem befolyásolta. A módszer érzékenységét egy 

7 tagból álló hígítási sor segítségével állapítottuk meg. A DNS mintákat 1 μg/ml-es 

végkoncentrációjúra hígítottuk, mivel előzetes kísérleteink szerint a plazma DNS 

koncentrációja jellemzően ebbe a tartományba esik. Ezután felállítottuk a hígítási sort a 

4. táblázat szerint, majd a PCR során kapott áttörési pontokat elemeztük. Ezeket az 

értékeket a maximum ciklusszámból (50) levonva ábrázoltuk azért, hogy a kapott 

értékek arányosak legyenek a kópiaszámmal (13. ábra).  
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13. ábra. A sejten kívüli DNS felszabadulására vonatkozó kísérletben használt hígítási 

sor elegyítési aránya. A végkoncentráció 1 µg/ml volt. A módszer érzékenységét 

tekintve képes az egér plazmamintákban 1‰-es humán DNS tartalmat is kimutatni. 

Rövidítések: dv – desztillált víz.  

Az eredmények alapján megállapítottuk, hogy a módszer olyan érzékenységű, hogy 

nagy biztonsággal képes kimutatni 1‰-es humán DNS tartalmat az egér 

plazmamintákból. Minden mintát a genomiális DNS mért értékével normalizáltunk, 

majd a kalibrációs pontokra illesztett egyenesek egyenletével meghatároztuk a humán 

DNS tartalmat, amelyet minden mintára átlagoltunk. Az átlag értékeket ezután a szórás 

értékek feltüntetésével ábrázoltuk. A plazmában található DNS mennyiségekkel történő 

korrekciót követően kapott eredményeket a 14. ábra szemlélteti. 

A HT-29 sejtek egerekre történő oltása után a humán skDNS tartalom az első 2 hétben a 

kimutathatósági határ alatt volt, a 3. hét végére viszont elérte a 0,1%-os arányt. A 

következő napokban folyamatos emelkedést tapasztaltunk, az 56. napra a humán DNS 

aránya elérte a 18,26%-ot, ami azt jelenti, hogy a véráramban található szabad DNS 

közel 1/5-e a humán daganatsejtekből származott. Ez tömegarányosnak tekinthető, 

hiszen az állatok feláldozásakor a tumor tömege az állatok össztömegének 

megközelítőleg 20%-át tette ki. 
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14. ábra. HT-29 tumorsejtekből származó humán skDNS megjelenésének százalékos 

arányának átlaga. Az SHO egerekre oltott humán tumorból származó DNS a 8. hétre 

átlagosan 18,26%-ra emelkedett. 

A daganatból készült metszetek hematoxilin-eozin festését követően a digitalizálást 

virtuális mikroszkóppal végeztük, a vizualizálás Pannoramic Viewer Software 

segítségével történt (15. ábra). Amint a 15. ábrán látható, az osztódó daganatsejtek a 

tumorszövet perifériáján helyezkedtek el, a tumor közepe felé azonban a sejtek 

pusztulást mutatnak. 
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15. ábra. A xenograft-modellből származó tumor szövettani metszete hematoxilin-

eozin festéssel. A teljes tumorszövet 5x nagyításban látható (A). A metszet külső 

régiójában az élő és osztódó tumorsejtek sötéten festődnek, míg a középső régióban az 

elhaló és nekrotizált sejtek, sejtmaradványok világos festődést mutatnak. Életképes, 

osztódó HT-29 tumorsejtek a tumorszövet hajszálerekkel gazdagon ellátott bőr alatti 

régiójában (B). Átmeneti régió, elhaló tumorsejtek erősen festődő kompakt 

sejtmagokkal (C). A nekrotikus területről származó elhalt szöveti rész (D). A B-D ábrák 

20x nagyításban láthatóak.  

5.1.2. A sejten kívüli DNS lebomlásának vizsgálata 

A HT-29 sejtekből izolált DNS templátról a GAPDH génen elhelyezkedő 3000bp 

méretű szakaszt fölszaporítottuk a GDH_X1 jelölésű primer alkalmazásával, ezután a 

PCR terméket tisztítottuk, majd a kapott minta egy részét in vitro metilálás után, a 

másik részét metilálás nélkül injektáltuk az egerek farokvénájába. Mindezek után az 

állatokból vért vettünk 5 időpontban és a plazma frakcióból DNS-t izoláltunk. A 

plazmaminták DNS tartalmának pontos meghatározásához 5 egér kromoszóma szakaszt 

használtunk (eIL6, eTNFα, eTLR5, eTLR9, e18S), amelyekre tervezett primerekről 

korábbi ellenőrzések során bebizonyosodott, hogy a humán DNS-t nem képesek 

felszaporítani. Ennek segítségével meghatároztuk a minták DNS koncentrációját, majd 
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az elemzés során a mért ciklusértékekkel korrigáltunk, vagyis ha az 5 DNS szakaszon 

mért ciklusértékek átlaga 1 ciklussal tért el, a két minta közötti különbséget 

kétszeresnek vettük. 

A kísérlet folyamán a 19 primer-pár (5. táblázat) validálása céljából a tisztított PCR 

termékből egy 4 tagból álló hígítási sort készítettünk. Az értékelés folyamán 

kiszámoltuk az R2 korrelációs koefficienst, ami 0,9 és 1 közé esett. A reakciók 

hatásfokai E=81,86 - 112,75% között adódtak, az E=10(-1/m)-1 képletet felhasználva, 

ahol E=hatásfok, m=meredekség (m=(-3,07) - (-3,86)). Az egyes szakaszok között 

csekély különbséget tapasztaltunk, ami annak köszönhető, hogy a primerek tapadási 

környezete minimális mértékben eltérhet energetikai szempontból, így a 60˚C-ra 

tervezett assay-k kissé eltérő áttörési pontokat adtak. Az eredmények azonban abba az 

értéktartományba estek, amelyek megerősítették, hogy a primerek alkalmasak a 

kvantifikálásra. A valós idejű PCR végeredményeként megkapott duplikátumok áttörési 

pontjait átlagoltuk, majd ezeket kivontuk az összesen végrehajtott ciklusok számából 

(50) azért, hogy a kapott értékek arányosak legyenek a kiindulási DNS koncentrációval. 

Következő lépésként a nulladik időponthoz normalizáltuk az értékeket, azaz a kezelés 

előtti vérmintákból izolált DNS Ct-értékeiből levontunk az előzőleg megkapott 

számokat. Utolsó lépésként korrigáltunk a minták közötti koncentráció különbségekkel 

is. A 4 vizsgált esetet – egészséges állat: nem-metilált, metilált humán DNS-szakasz 

(16. ábra); tumoros állat: nem-metilált, metilált humán DNS-szakasz (17. ábra) – 

grafikonokon szemléltettük.  
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16. ábra. Egészséges állatokba injektált humán nem-metilált (A) és metilált (B) 

amplikonok degradációjának üteme. A metilált fragmentumok stabilabbnak 

mutatkoztak. 

Az egerek véráramába injektált nem-metilált és metilált DNS szakaszok lebomlási 

sebessége eltért. Ha összevetjük az egészséges egerekből származó mintákban a 

bejuttatott humán DNS bomlásának ütemét, láthatjuk, hogy a nem-metilált minták 

esetében 1 óra elteltével a vizsgált humán DNS szakaszok nagy koncentrációban 

kimutathatók. A 3 órás mintákban nagyfokú degradációt figyelhetünk meg, ami a 6 órás 

mintákban tovább fokozódik, a 24 órás mintáknál pedig már olyan mértékű, hogy a 

kimutathatósági határ alá csökken a fragmentumok jelenléte. A mesterségesen metilált 

DNS minta sokkal stabilabbnak mutatkozott, mivel a 3 és 6 órás mintákból is 

viszonylag nagy mennyiségben kimutatható a humán amplikon. A degradáció 24 óra 
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alatt itt is bekövetkezik, azonban a 3000bp-os molekula bizonyos fragmentumai még 

detektálhatóak.  

 

17. ábra. C38 tumorsejttel oltott állatokba injektált humán nem-metilált (A) és metilált 

(B) amplikonok bomlásának üteme. A humán metilált DNS fragmentumok 24 óra 

elteltével is nagy mennyiségben kimutathatók voltak az egerek plazmamintáiban. 

Összehasonlítva a tumoros és egészséges egerekből származó mintákat, megfigyelhető, 

hogy a daganatos mintákból származó humán nem-metilált DNS jelen van a kezelés 

után 6 órával, a metilált fragmentum pedig 24 óra elteltével is nagyobb mennyiségben 

kimutatható, mint az egészséges, humán metilált DNS-sel kezelt állatok mintáiban.  
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5.2. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének DNS metilációjának 

vizsgálata humán mintákban 

5.2.1. Piroszekvenálási adatok kiértékelése 

A négy elemzett gén (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1) promóter régiójában 44 CpG 

helyet választottunk ki, amelyeknek a DNS metilációs szintjét a piroszekvenálást 

követően állapítottuk meg. A későbbiekben ugyanezeket a régiókat MethyLight PCR 

segítségével is megvizsgáltuk. Minden CpG hely metilációjának mértékét külön-külön 

határoztuk meg, majd összevetettük a különböző mintacsoportok között. A 15 

egészséges, 15 adenómás és 15 CRC-s beteg szöveti mintáihoz tartozó metiláció 

százalékos értékekeit hőtérképen ábrázoltuk (18. ábra). Az SFRP1 gén esetében 10 CpG 

pozíció esett a vizsgált régióba, és 9 mutatott szignifikáns különbséget adenóma és CRC 

mintákban az egészségesekhez képest (p<0,05) (18. ábra/A). Az SFRP2 markerhez 

tartozó összes (6 db) CpG hely metilációja szignifikánsan magasabb volt az 

elváltozásokban, mint az ép mintákban (p<0,05) (18. ábra/B). Az SDC2 promóterében 

11 CpG pozícióban találtunk magasabb metilációs arányt az AD és CRC mintákban, 

mint az egészségesekben, és további 6 pozíció mutatott emelkedett metilációt a 

daganatos mintákban az adenómákhoz viszonyítva (p<0,05). A CpG4 jelölésű 

metilációs hely esetében csak a CRC vs. egészséges összehasonlításban tapasztaltunk 

szignifikáns különbséget (p<0,05), az adenóma vs. ép összevetésben viszont nem volt 

szignifikáns az eltérés (18. ábra/C). A PRIMA1 promóter régiójában 10 CpG hely esett 

az általunk vizsgált szakaszra, és az összes nagymértékben metilált volt a rákos 

mintákban (p<0,05), és mérsékelt metilációs szint emelkedést tapasztaltunk az adenóma 

mintákban is az egészségesekhez képest (18. ábra/D).  
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18. ábra. A 4 vizsgált génhez tartozó, kiválasztott CpG helyek metilációs státusza 

piroszekvenálással elemezve. A hőtérképen látható az SFRP1 (A), az SFRP2 (B), az 

SDC2 (C) és a PRIMA1 (D) gének promóter régiójában elhelyezkedő elemzett CpG 

pozíciók metilációs szintje vastagbél szöveti mintákban. Színskála: zöld – alacsony 

metiláció; fekete – közepes szintű metiláció; piros – magas metiláció. A minták az 

oszlopokban találhatóak: világoskék jelölés – egészségesek; sötétkék – adenómák; 

világoszöld – vastagbélrákosak. Rövidítések: N – normális; AD – adenóma; CRC – 

vastagbélrák; CpG – citozin-foszfát-guanin dinukleotid. 

5.2.2. A DNS metilációs mintázat in silico vizsgálata Methyl capture szekvenálási 

adatok alapján 

A piroszekvenálási módszerrel analizált DNS régiók metilációs állapotát in silico 

elemeztük 6 NAT, 15 AD és 9 CRC biopsziás szövetminta adatait tartalmazó független 

mintahalmazon. Kutatócsoportunk MetCap szekvenálási adataiból meghatároztuk a 
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MethyLight PCR-rel vizsgált szakaszokkal átfedő DMR-ek metilációs státuszának 

mértékét (β-érték), majd kiszámoltuk a diagnosztikai csoportok közötti Δβ-értékeket 

(13. táblázat). Az SFRP1 és az SDC2 promóterekben vizsgált DMR-ek szignifikánsan 

magas hipermetilációt mutattak mind az adenóma (SFRP1 Δβ=0,60; SDC2 Δβ=0,65 és 

0,50), mind a vastagbélrákos (SFRP1 Δβ=0,49; SDC2 Δβ=0,59 és 0,37) biopsziákban. 

Fokozott metilációt találtunk a PRIMA1 promóterében is adenómákban a NAT 

mintákhoz képest (Δβ=0,29 és 0,43) (p<0,01). A vastagbélrákos betegektől származó 

biopsziákban is emelkedett metilációt tapasztaltunk a kontrollokhoz képest, bár a 

változás mértéke nem érte el a szignifikancia szintet (Δβ=0,07 és 0,18). Mérsékelten 

magas metilációt találtunk az SFRP2 gén esetében AD és CRC mintákban egyaránt, és 

adenómákban szignifikáns is volt az eltérés a NAT mintákhoz képest (Δβ=0,29 és 0,07) 

(p<0,05).  

13. táblázat. A mintacsoportok közötti metilációs eltérések (Δβ) a 4 gén adott 

szakaszain MetCap szekvenálással vizsgálva. A szignifikáns eltéréseket csillaggal (*) 

jelöltük. Rövidítések: NAT – normal adjacent tissue (tumor melletti ép szövet); CRC – 

vastagbélrák. 

Gén szim-

bólum 

Methyl 

capture 

szekvenálási 

pozíció 

ADENÓMA vs. 

NAT 
CRC vs. NAT 

CRC vs. 

ADENÓMA 

Δβ p-érték Δβ p-érték Δβ p-érték 

SFRP1 chr8:41,166,20

1-41,166,300 

0,60 * 1,49E-04 0,49 * 3,39E-03 -0,11 3,76E-01 

SFRP2 chr4:154,710,4

01-
154,710,500 

0,29 * 5,38E-02 0,12 3,86E-01 -0,16 2,34E-01 

chr4:154,710,5

01-
154,710,600 

0,07 * 4,26E-02 0,03 3,41E-01 -0,04 3,81E-01 

SDC2 chr8:97,506,20

1-97,506,300 

0,65 * 6,63E-04 0,59 * 4,84E-03 -0,05 7,40E-01 

chr8:97,506,30
1-97,506,400 

0,50 * 4,31E-04 0,37 * 2,99E-02 -0,12 4,92E-01 

PRIMA1 chr14:94,255,2

01-94,255,300 

0,29 * 9,28E-03 0,07 3,04E-01 -0,22 1,18E-01 

chr14:94,255,3

01-94,255,400 

0,43 * 1,33E-03 0,18 1,43E-01 -0,26 1,27E-01 
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5.2.3. Illumina Infinium metilációs adatok in silico elemzése a vizsgált 4 marker 

teljes promóter szakaszain 

Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének teljes promóter régiójának DNS 

metilációját is megvizsgáltuk a TCGA, illetve GEO adatbázisban található Illumina 

HumanMethylation450K DNA metilációs array adatokat felhasználva (19. ábra). A 4 

marker promóterében elhelyezkedő 99 CpG hely β-értékét határoztuk meg. A TCGA 

adatbázisból NAT (n=39) és CRC (n=39) biopsziák szekvenálási adatait elemeztük (14. 

táblázat). Az SFRP1 promóterében 24 CpG pozíciót találtunk, amelyből 16 

szignifikánsan magasabb metilációs szintet mutatott CRC mintákban, mint a párosított 

NAT-okban (átlag Δβ=0,21; p<0,05). Az SFRP2 promóter régiójában fokozott 

metilációt találtunk a vizsgált 47-ből 42 CpG pozícióban a rákos biopsziákban, amelyek 

közül 7 CpG hely a MethyLight próbákkal is vizsgált területen belül helyezkedett el. Az 

SDC2 marker promóterében 17 CpG pozíció helyezkedett el, és az összes szignifikánsan 

magasabb metilációs arányt mutatott a daganatos mintákban a kontrollokhoz képest 

(p<0,05). A PRIMA1-hez tartozó CpG helyek 91%-a (10/11) mutatott hipermetilációt a 

CRC biopsziákban (p<0,05).  

A TCGA adatbázisból letöltött adatok mellett Luo és mtsai. [186] által publikált 

metilációs array adatokat (GSE48684) is újraelemeztük, és meghatároztuk a metilációs 

különbségeket (Δβ) adenóma vs. egészséges, CRC vs. egészséges és CRC vs. adenóma 

összehasonlításokban (14. táblázat). A vastagbélrákos biopsziákban 22, az SFRP1 gén 

promóteréhez tartozó CpG pozíció mutatott szignifikánsan magasabb metilációs szintet 

a kontrollokhoz képest (p<0,05). A CRC vs. adenóma mintacsoportok összevetésekor 

két pozíció esetében (cg07935886, cg23359714) találtunk fokozott metilációt a CRC 

mintákban, és 2 CpG hely (cg02388150, cg24319902) alacsonyabb szintű metilációt 

jelzett a rákos biopsziákban (p<0,05). Az SFRP2 promóterében 45 CpG intenzíven 

metilálódott az adenómákban az egészségesekhez képest (átlag Δβ=0,23; p<0,05), és 42 

pozíció pedig a CRC biopsziákban is hipermetiláltnak mutatkozott. Az SDC2 génhez 

tartozó összes CpG hely fokozottan metilált volt adenóma és CRC mintákban is a 

kontrollokhoz képest (p<0,05), és a cg16935295 azonosítójú CpG hely - amelyet 

MethyLight PCR-rel is elemeztünk - intenzív hipermetilációt mutatott az adenóma 

(Δβ=0,41; p<0,05) és a CRC (Δβ=0,39; p<0,05) mintákban egyaránt az 

egészségesekhez viszonyítva. A PRIMA1 promóterében elhelyezkedő CpG-k közül 

szintén az összes hipermetiláltnak mutatkozott az adenómás betegekből származó 
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biopsziákban (átlag Δβ=0,17; p<0,05), és 10 CpG hely a daganatos mintákban is 

fokozott metilációt mutatott (átlag Δβ=0,21; p<0,05).  

14. táblázat. A mintacsoportok közötti metilációs eltérések (Δβ) átlaga a 4 vizsgált gén 

promóter régiójában a TCGA és GEO adatbázis alapján. Rövidítések: TCGA – The 

Cancer Genome Atlas; GEO – Gene Expression Omnibus; N – normális; AD – 

adenóma; CRC – vastagbélrák. 

Gén szim-

bólum 

Vizsgált 

CpG 

helyek 

száma 

(db) 

TCGA GEO (GSE48684) 

NAT 

vs. 

CRC 

átlag 

Δβ 
(p<0,05) 

N  

vs. 

CRC 

átlag 

Δβ 
(p<0,05) 

N  

vs. 

AD 

átlag 

Δβ 
(p<0,05) 

AD  

vs. 

CRC 

átlag Δβ 

(p<0,05) 

SFRP1 24 66% 

(16/24) 

0,21 92% 

(22/24) 

0,17 75% 

(18/24) 

0,22 8% 

(2/24) 

0,07 

SFRP2 47 89% 

(42/47) 

0,28 89% 

(42/47) 

0,24 96% 

(45/47) 

0,23 0 0 

SDC2 17 100% 

(17/17) 

0,37 94% 

(16/17) 

0,32 94% 

(16/17) 

0,31 0 0 

PRIMA1 11 91% 

(10/11) 

0,30 91% 

(10/11) 

0,21 100% 

(11/11) 

0,17 0 0 
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19. ábra. A mintacsoportok közötti metilációs eltérések (Δβ) box-plot ábrázolása a 

TCGA és GEO adatbázisból letöltött adatok alapján. Az y-tengelyen a metilációs 

eltérések mértéke (Δβ) látható, az x-tengelyen a vizsgált markerek találhatóak. A piros 

pontok jelölik a mintákhoz tartozó Δβ-értékeket. A téglalapokban lévő vonal a mediánt, 

a téglalap magassága a szórást mutatja. Látható, hogy mind a négy marker esetében az 

adenóma és CRC mintákban is viszonylag magas metilációs értékeket tapasztaltunk az 

egészségesekhez képest. Rövidítések: N – normális; Ad – adenóma; CRC – 

vastagbélrák; TCGA – The Cancer Genome Atlas; GEO – Gene Expression Omnibus. 

5.2.4. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének promóter metilációjának hatása 

a fehérje expresszióra  

A promóter hipermetiláció fehérje expresszióra gyakorolt hatásának bizonyítására 

immunhisztokémiai elemzéseket végeztünk (20. ábra). Az SFRP1 mérsékelt (intenzitás 

+2) citoplazmatikus kifejeződést mutatott az egészséges hámban. A strómális sejtek 

nagy része gyenge fehérje expressziót jelzett (+1), de néhány sejtben erős (+3) SFRP1 

kifejeződést figyeltünk meg (ΣQ-score: 281,50 ± 45,03; 20. ábra/A). Csökkent (+2 és 
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+1) SFRP1 expressziót tapasztaltunk mind a hám, mind a strómális sejtekben adenóma 

(ΣQ-score: 237,22 ± 51,96; 20. ábra/B) és CRC (ΣQ-score: 199,16 ± 54,71; 20. ábra/C) 

mintákban egyaránt. Szignifikáns eltérést azonban csak az egészséges és CRC minták 

között találtunk (p<0,001). Erős (+3) citoplazmatikus SFRP2 kifejeződést figyeltünk 

meg az egészséges felszíni hámban, valamint közepes erősségű festődést (+2) a 

mirigyhámban. A strómális sejtek erős (+3) SFRP2 expressziót mutattak (ΣQ-score: 

433,33 ± 39,15; 20. ábra/D). Ezekkel ellentétben, az adenómákban és a rákos mintákban 

alacsonyabb (+1 és 0) SFRP2 fehérje szintet detektáltunk, amely elsődlegesen a 

hámrétegre korlátozódott (ΣQ-scores: AD: 253,34 ± 43,01; CRC: 228,75 ± 40,86; 20. 

ábra/E és F). Az egészséges hám és stróma rétegben az SDC2 fehérje mérsékelt (+2) 

citoplazmatikus és magfestődést mutatott (ΣQ-score: 281,42 ± 44,13; 20. ábra/G). 

Szignifikánsan (p<0,001) alacsonyabb (+2 and +1) fehérje kifejeződést figyeltünk meg 

az adenóma (ΣQ-score: 202,00 ± 30,84; 20. ábra/H) és rákos (ΣQ-score: 198,34 ± 53,14; 

20. ábra/I) mintacsoportokban egyaránt. Erős (+3) citoplazmatikus PRIMA1 expressziót 

detektáltunk a normális vastagbél mintákban (ΣQ-score: 416 ± 32,86; 20. ábra/J), 

ellenben szignifikánsan alacsonyabb (p<0,05) kifejeződést láttunk az adenóma (ΣQ-

score: 305 ± 33,91; 20. ábra/K) és a tumoros (ΣQ-score: 281,66 ± 64,93; 20. ábra/L) 

szövetekben is.  
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20. ábra. Az SFRP1, az SFPR2, az SDC2 és a PRIMA1 fehérjék immunhisztokémiai 

vizsgálatának eredményei vastagbél biopszia mintákban. Az immunhisztokémiai 

elemzés segítségével vizsgáltuk az SFRP1 (A, B, C), az SFRP2 (D, E, F), az SDC2 (G, 

H, I) és a PRIMA1 (J, K, L) fehérjék expressziójának változását egészséges, adenóma 

és CRC mintákban. Csökkenő fehérje kifejeződést figyeltünk meg az adenóma – 

karcinóma szekvencia során. Digitális mikroszkópos felvétel, 30x nagyítás, 

méretegység: 50 μm. Rövidítések: CRC – vastagbélrák.  

DOI:10.14753/SE.2018.2193



77 

 

5.2.5. A 4 marker DNS metilációs mintázata párosított szövet- és 

plazmamintákban 

Az általunk vizsgált 4 gén promóterének kiválasztott szakaszait MethyLight PCR 

technikával tanulmányoztuk az immunhisztokémiai vizsgálatba is bevont 32 beteg 

vastagbél biopszia és plazmamintáin (21. ábra). Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a 

PRIMA1 gének promótereinek átlag metilációja adenóma szöveti mintákban 41,39 ± 

29,58%-os, 6,7 ± 6,61%-os; 35,48 ± 38,69%-os, illetve 10,76 ± 25,46%-os volt. A fenti 

arányok CRC biopsziákban tovább emelkedtek, az egészséges mintákban azonban 

szignifikánsan alacsonyabb metilációs értékeket találtunk (p<0,05) (21. ábra/A). A 

párosított plazmamintákban a szöveti mintákban mérthez hasonló tendenciát figyeltünk 

meg. Az egészséges kontrollokban a metiláció mértéke a PRIMA1 (0,83 ± 0,68%) 

kivételével 1% alattinak mutatkozott, majd adenómában és CRC-ben fokozott 

emelkedést tapasztaltunk (21. ábra/B). Adenómás betegek plazmáiban az SFRP1, az 

SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 promóter metilációja 1,16 ± 0,82%-os; 0,36 ± 0,87%-os; 

0,44 ± 0,8%-os és 8,03 ± 3,87%-os, míg a daganatos betegek plazmamintáiban 6,5 ± 

7,92%-os; 13,01 ± 31,23%-os; 6,01 ± 5,69%-os és 16,89 ± 18,27%-os volt.  
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21. ábra. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének promótereinek DNS 

metilációs szintjei box-plot ábrázolással párosított vastagbél biopszia (A) és 

plazmamintákban (B) a MethyLight PCR eredmények alapján. Az y-tengelyen láthatóak 

a metiláció százalékos értékei, a piros pontok az adott mintához tartozó metilációs 

százalék értékeket jelzik. A téglalapokban lévő vonal a mediánt, a téglalap magassága a 

szórást jelöli. Az adenóma vs. egészséges, és CRC vs. egészséges mintacsoportok 

összehasonlítása esetén a szignifikáns eltéréseket (p<0,05) csillaggal (*), az adenóma 

vs. CRC csoportok összevetése esetén kettős csillaggal (**) jelöltük. Mind a négy gén 

esetén folyamatos metilációs szint emelkedést tapasztaltunk az egészséges – adenóma – 

CRC szekvencia során szöveti mintákban, és hasonló tendenciát figyeltünk meg 

plazmaminták esetén is. Rövidítések: N – normális; AD – adenóma; CRC – 

vastagbélrák.  
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5.2.6. A sejten kívüli szabad DNS (skDNS) mennyisége  

Kísérletünk során összesen 121 plazmamintában határoztuk meg a szabad DNS 

mennyiségét. Az skDNS koncentráció minden mintacsoportban nagymértékű 

variabilitást mutatott (22. ábra). Összmennyiségének átlaga egészséges egyénekben 

33,41 ± 15,49 ng; adenómás betegekben 58,03 ± 36,49 ng; és vastagbélrákban 

szenvedőkben pedig 75,98 ± 30,74 ng volt 3,5 ml plazmából izolálva. Az adenóma 

szövettani altípusainak elemzése során megállapítottuk, hogy a tubuláris (T) adenóma 

minták szabad DNS mennyisége 56,01 ± 36,9 ng, míg a tubulovillózus (TV) adenómák 

60,68 ± 36,98 ng volt. A korai CRC stádiumban (Dukes A, B) lévő daganatos betegek 

esetén az skDNS összmennyisége 75,99 ± 28,5 ng-nak, míg az előrehaladott CRC 

stádiumban (Dukes C, D) lévőké pedig 75,97 ± 34,7 ng-nak mutatkozott. Szignifikáns 

eltérést találtunk az elváltozások vs. egészséges, a korai CRC vs. tubulovillózus 

adenóma és a CRC vs. tubuláris adenóma összehasonlítások során is (Mann-Whitney U 

teszt, p<0,01). Továbbá mérsékelt skDNS mennyiség emelkedést tapasztaltunk azokban 

a betegekben, akiknek 1-nél több adenómájuk volt azokkal szemben, akiknél csupán 

egy adenómát találtak (p=0,05) (15. táblázat).  

 

22. ábra. A 121 plazmamintában található szabad DNS mennyisége 

mintacsoportonként. A piros pontok a mintánkénti skDNS mennyiséget mutatják (3,5 

ml plazmából izolálva), a téglalapban található vonal a mediánt, a téglalap mérete a 

szórást jelöli. A legalacsonyabb skDNS mennyiséget az egészséges mintákban mértünk, 

legmagasabbat pedig az előrehaladott vastagbélrákban szenvedő betegek 
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plazmamintáiban tapasztaltuk. Rövidítések: N – normális; AD-T – tubuláris adenóma; 

AD-TV – tubulovillózus adenóma; CRC-AB – korai stádiumú vastagbélrák (Dukes A és 

B); CRC-CD – késői stádiumú vastagbélrák (Dukes C és D).  

5.2.7. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének promóter metilációjának 

gyakorisága és mértéke plazmamintákban 

A négy vizsgált gén promóterében elhelyezkedő, előzetes kísérleteink alapján 

kiválasztott DNS szakaszok metilációs státuszát MethyLight PCR módszerrel 

vizsgáltuk 121 plazmamintában (23. ábra). Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a 

PRIMA1 promóterek metilációját a CRC minták 85,1%-ában (40/47), 72,3%-ában 

(34/47), 89,4%-ában (42/47), illetve 80,9%-ában (38/47), valamint az adenómák 89,2%-

ában (33/37), 83,8%-ában (31/37), 81,1%-ában (30/37), és 70,3%-ában (26/37) 

figyeltük meg. Az egészséges kontroll mintákban azonban sokkal alacsonyabb arányban 

tapasztalunk metilációt (18,9% (7/37), 10,8% (4/37), 2,7% (1/37) és 27% (10/37)) (23. 

ábra/A). A metiláció előfordulásának gyakorisága mind a négy marker esetében 

szignifikánsan magasabb volt az elváltozásokban az egészséges mintákban 

tapasztaltakhoz viszonyítva (p<0,0002; minden esetben). Az SFRP1 és a PRIMA1 

gének esetében nagyobb metilációs előfordulást láttunk az előrehaladott CRC 

stádiumok esetén (Dukes C, D), mint a rák korai szakaszában (Dukes A, B) (p<0,05). A 

fenti különbséget az SFRP2 (p=0,35) és az SDC2 (p=0,28) gének esetén nem 

tapasztaltuk. Kombinált elemzés alkalmazásával a 4 markerből legalább három fokozott 

metilációt mutatott a CRC-s minták 89%-ában (42/47) és az adenómák 81%-ában 

(30/37). Négy kontroll (11%) páciens mintáiban figyeltünk meg emelkedett metilációs 

szintet, akikről az utánkövetés során kiderült, hogy gyulladásos betegségekben 

szenvednek.  
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23. ábra. DNS metiláció gyakorisága (A) és szintje (B) a 4 vizsgált gén promóterében 

plazmaminták esetén. A metiláció előfordulása mind a 4 gén esetén magasabb volt az 

adenóma és CRC mintákban, mint az egészségesekben (p<0,05) a MethyLight PCR 

eredmények alapján. A metiláció szintje normális mintákban nagyon alacsony volt, 

azonban AD és CRC minták esetén folyamatos emelkedést tapasztaltunk. Rövidítések: 

N – egészséges; AD – adenóma; CRC – vastagbélrák.  

A kiválasztott gének DNS metilációs szintjének elemzésekor folyamatos emelkedést 

figyeltünk meg az egészséges – vastagbél adenóma – karcinóma szekvencia során. A 

kontroll mintákban az átlag metiláció aránya 1% alatti volt mind a négy marker 

esetében (23. ábra/B). Adenómákban a legmagasabb metilációs szintet a PRIMA1 gén 

promóterében találtunk (4,73 ± 6,41%), a rákos mintákban pedig az SFRP1, az SFRP2, 

az SDC2 és a PRIMA1 gének metilációja 21,77 ± 33,32%-osnak; 6,82 ± 17,1%-osnak; 

12,06 ± 24,37%-osnak és 13,66 ± 25,14%-osnak adódott. Az adenómás és CRC-s 

betegektől származó plazmamintákban mért négy marker metilációs szintjének részletes 

értékei és azok klinikopatológiai jellemzőkkel való összevetése a 15. táblázatban 

található. Nem találtunk szignifikáns eltérést a DNS metiláció mértéke és az elemzett 

klinikopatológiai paraméterek között, habár az átlag metiláció aránya mind a négy 

marker esetén magasabb volt a késői stádiumú rákos (Dukes C, D) betegekben, a 

koraikhoz (Dukes A, B) képest.    
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15. táblázat. Az skDNS mennyiségének, valamint az SFRP1, SFRP2, SDC2 és 

PRIMA1 gének metilációs státuszának összefüggései a klinikopatológiai jellemzőkkel.  

  Szabad DNS 

össz-

mennyiség 

(ng) 

Metiláció aránya (átlag ± szórás) 

  
SFRP1 SFRP2 SDC2 PRIMA1 

Változók N 

(%) skDNS 
(ng) 

p-
érték 

(%) 
p-

érték 
(%) 

p-
érték 

(%) 
p-

érték 
(%) 

p-
érték 

VASTAGBÉL 

ADENÓMA 

          

Méret   0,18  0,35  0,38  0,77  0,99 

≤ 1 cm 18 
(48,6) 

66,43 ± 
46,92 

 4,36 ± 
10,66 

 0,32 ± 
0,54 

 3,05 ± 
7,31 

 4,88 ± 
6,38 

 

> 1cm 19 
(51,4) 

50,07 ± 
21,14 

 2,68 ± 
5,30 

 0,70 ± 
1,10 

 1,43 ± 
0,54 

 4,58 ± 
6,60 

 

Szám   0,05  0,84  0,88  0,91  0,37 

1 15 
(40,5) 

44,14 ± 
19,51 

 2,19 ± 
3,66 

 0,65 ± 
1,12 

 2,66 ± 
7,67 

 4,13 ± 
7,19 

 

≥2 22 
(59,5) 

67,5 ± 
42,39 

 4,39 ± 
10,31 

 0,42 ± 
0,68 

 1,92 ± 
3,31 

 5,13 ± 
5,95 

 

Szövet-

tani 

jellemzők 

  0,57  0,49  0,79  0,42  0,39 

    

Tubuláris 20 
(54,1) 

56,01 ± 
36,9 

 5,16 ± 
11,00 

 0,43 ± 
0,73 

 2,74 ± 
6,97 

 6,06 ± 
7,97 

 

Tubulo-

villózus 

14 
(37,8) 

60,68 ± 
36,98 

 1,34  ± 
1,62 

 0,54  ± 
0,96 

 1,91  ± 
3,00 

 2,87  ± 
3,76 

 

Hiper-

plasztikus 

3  
(8,1)  

58,71 ± 
28,59 

 2,48 ± 
1,70 

 0,93 ± 
1,58 

 0,12 ± 
0,11 

 4,5 ± 
0,70 

 

VASTAGBÉLRÁK            

DUKES-

stádium 

  0,77  0,14  0,96  0,85  0,13 

A-B 27 
(57,4) 

75,99 ± 
28,5 

 20,48 ± 
33,11 

 4,79 ± 
10,73 

 9,5 ± 
18,16 

 11,96 ± 
25,49 

 

C-D 20 
(42,6) 

75,97 ± 
34,7 

 23,51 ± 
34,39 

 9,56 ± 
23,18 

 15,52 ± 
31,05 

 15,94 ± 
25,12 

 

Elhelyez- 

kedés 

  0,75  0,17  0,18  0,98  0,1 

Colon 22 
(46,8) 

74,41 ± 
26,11 

 17,76 ± 
30,69 

 7,27 ± 
21,22 

 6,81 ± 
11,03 

 6,81 ± 
9,47 

 

Rectum 25 
(53,2) 

77,36 ± 
34,79 

 25,30 ± 
35,72 

 6,42 ± 
12,90 

 16,69 ± 
31,37 

 19,68 ± 
32,43 

 

Nyirok- 

csomó 

áttét 

  0,57  0,1  0,1  0,93  0,65 

 

N0 23 
(48,9)  

78,63 ± 
30,85 

 15,66 ± 
25,54 

 7,77 ± 
21,27 

 10,72 ± 
19,49 

 13,89 ± 
27,22 

 

N1-3 24 
(51,1)   

73,44 ±  
31,07 

27,63 ± 
39,03 

 5,91 ± 
12,27 

 13,35 ± 
28,65 

 13,43 ± 
23,55 
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A 4 marker szenzitivitás és specificitás értékeinek megállapítása Receiver Operating 

Characteristic (ROC) elemzéssel történt (24. ábra/A). Az AD vs. N összehasonlításban 

az SFRP1 mutatta a legmagasabb érzékenységet (89,2%) 73%-os specificitás mellett 

(AUC=0,824; 95% CI 0,727 - 0,922), valamint a PRIMA1 esetében kaptuk a 

legalacsonyabb szenzitivitást (59,5%) 97,3%-os specificitás értékkel (AUC=0,782; 95% 

CI 0,680 - 0,884). A tumoros és egészséges minták összevetésekor az SDC2 tűnt a 

legmegbízhatóbb markernek (87,2%-os szenzitivitás és 100%-os specificitás; 

AUC=0,930; 95% CI 0,871 - 0,988). A CRC vs. adenóma összehasonlításban 29,8%-

87,2% közötti szenzitivitás és 56,8%-100% közötti specificitás értékeket kaptunk. A 

négy marker elkülönítési hatékonyságát együttesen is elemeztük (24. ábra/B) logisztikus 

regresszió analízissel. Megállapítottuk, hogy a markerek igen magas érzékenységgel és 

specifikusan képesek elkülöníteni a rákos mintákat az egészségesektől (91,5%-os 

szenzitivitás, 97,3%-os specificitás; AUC=0,978; 95% CI 0,954 - 1,000) és az 

adenómáktól is (70,2%-os szenzitivitás, 83,8%-os specificitás; AUC=0,771; 95% CI 

0,669 - 0,873). Az adenóma minták szintén nagy hatásfokkal megkülönböztethetők a 

kontrolloktól a 4 tanulmányozott marker segítségével (89,2%-os szenzitivitás, 86,5%-os 

specificitás; AUC=0,937; 95% CI 0,885 - 0,989).  
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24. ábra. A négy elemzett gén szenzitivitás és specificitás értékei markerenként (A) és 

együttesen (B) adenóma vs. egészséges, CRC vs. egészséges, és CRC vs. adenóma 

összehasonlításokban. Az ábrán a szenzitivitás és specificitás értékek mellett a 95%-

os konfidencia intervallumot (95% CI) és az Area Under the Curve (AUC) értékeket 

tüntettük fel. Az AUC a ROC-görbe által elhatárolt terület nagyságát jellemzi. 

Rövidítések: N – normális; AD – adenóma; CRC – vastagbélrák.  
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5.3. Különböző skDNS izolálási módszerek hatásának elemzése a 

metilációs mintázatra 

5.3.1. A High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (HP) és az Epi proColon 

2.0 (EpC) kézi izoláló kitek összevetése 

A szabad DNS mennyiségét és az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének 

metilációjának szintjét 10 egészséges, 10 AD és 10 CRC plazmamintában vizsgáltuk 

kétféle DNS izolálási és biszulfit konverziós kit alkalmazásával. Az Epi proColon 2.0 

kit nem tartalmaz koncentráció mérési lépést, mivel a DNS izolálása és biszulfit 

konverziója szorosan kapcsolt, ezért az skDNS mennyiségét a HP kit alkalmazása után 

tudtuk csak meghatározni. Az skDNS összmennyiség átlaga egészséges mintákban 16,7 

± 4,76 ng, adenómák esetén 49,23 ± 13,03 ng, míg CRC-s plazmákban 69,64 ± 74,47 ng 

volt. A normális minták közül 3-3 mutatott metilációt mindkét kit használata után, 

adenómák közül a HP kit alkalmazásával az összes minta metiláltnak mutatkozott, míg 

az EpC kittel csak 7 plazmában találtunk fokozott metilációs szintet. A vastagbélrákos 

minták 90%-a volt metilált a HP és az EpC kittel egyaránt (16. táblázat). Az SFRP1, az 

SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének átlag metilációs szintje a CRC mintákban mind a 

4 gén esetében magasabbnak bizonyult a HP kit használata után (5,5%; 1,4%; 4,5% és 

22,8%), mint az EpC kittel (2,4%; 0,4%; 0,8% és 14,6%). 

5.3.2. A High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit kézi és InviGenius 

automata skDNS izolálási módszerek összehasonlítása 

Kísérletünk során leteszteltünk egy skDNS izoláló automatát, az InviGeniust (I), és 

eredményeinket összehasonlítottuk a kézi HP kittel kapott paraméterekkel. 27 

egészséges, 25 AD és 17 CRC plazmamintában határoztuk meg a szabad DNS 

mennyiségét és az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének metilációját. A 

szabad DNS mennyiségének folyamatos emelkedését tapasztaltuk az egészséges – 

adenóma – karcinóma szekvencia során, valamint megállapítottuk, hogy az skDNS 

mennyisége enyhén magasabbnak adódott az automatával történő izolálást követően 

(25. ábra). A legnagyobb DNS összmennyiséget a késői stádiumú (Dukes C, D) CRC-

ben szenvedő betegek esetén tapasztaltunk.  
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25. ábra. A szabad DNS összmennyisége (3,5 ml plazmából izolálva) manuális (HP) és 

automata (InviGenius) izolálási módszer használatát követően. Rövidítések: HP – High 

Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit; CRC – vastagbélrák. 

A 4 vizsgált marker metilációs gyakoriságának elemzésekor a két módszert 

összehasonlítva meglehetősen változatos eredményeket tapasztaltunk (16. táblázat). Az 

SFRP2 és az SDC2 gének esetén adenóma mintákban magasabb metilációs gyakoriságot 

találtunk a kézi izolálást követően, azonban az SFRP1 és a PRIMA1 gének esetében az 

automatával izolált plazmák mutattak magasabb metilációs gyakoriságot. A 

vastagbéldaganatos betegekből származó plazmamintákban az SFRP2, az SDC2 és a 

PRIMA1 jelzett magasabb előfordulással DNS metilációt a HP kitet használva. 
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16. táblázat. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének metilációs 

gyakorisága egészséges, adenóma és CRC mintákban a High Pure Viral Nucleic Acid 

Large Volume Kit (HP) vs. Epi proColon 2.0 Kit (EpC) (A), illetve a HP vs. InviGenius 

összehasonlításokban (B).   

MINTÁK 
 

Metilációs gyakoriság (%) 

 

HP  EpC HP  InviGenius 

 
 

SFRP1 SFRP1 

Egészséges 
 

30 30 48 78 

Adenóma 

 

100 70 72 88 

CRC 
 

90 90 76 82 

  

SFRP2 SFRP2 

Egészséges 
 

10 0 30 4 

Adenóma 

 

50 10 52 0 

CRC 
 

90 30 94 6 

  

SDC2 SDC2 

Egészséges 
 

20 10 11 4 

Adenóma 

 

90 30 40 8 

CRC 
 

80 50 76 35 

  

PRIMA1 PRIMA1 

Egészséges 
 

30 40 4 15 

Adenóma 

 

100 90 16 24 

CRC 
 

70 80 53 47 

 

A 4 gén átlag metiláció szintje (26. ábra) az egészséges mintákban – a PRIMA1 

kivételével - 1% alattinak adódott az InviGenius automatával végzett DNS izolálást 

követően. Adenóma mintákban az SFRP1, az SFRP2 és az SDC2 magasabb metilációt 

mutatott a manuális HP kitet használva, CRC mintákban pedig mind a 4 gén nagyobb 

metilációs szintet mutatott a kézi izolálást követően (24,6%, 6,67%, 16,37% és 9,91%), 

mint az automata rendszer (24,6%, 6,67%, 16,37% és 9,91%) alkalmazásával.  
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26. ábra. A 4 vizsgált marker átlag metilációja (%) 27 egészséges, 25 adenóma és 17 

CRC plazmamintában manuális (HP) és InviGenius automata izolálási módszer 

alkalmazását követően. Rövidítések: HP – High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume 

Kit; CRC – vastagbélrák. 

A fenti mintacsoportban (25 AD, 17 CRC) a carcino-embrionális antigén (CEA) és a 

citokeratin 19 fragmens (CYFRA 21-1) tumor markerek szintjeit is mértük in vitro 

assay-k használatával. A normális érték 0,0-2,0 IU/ml a CEA, illetve 0,0-3,3 ng/ml a 

CYFRA 21-1 esetében. Emelkedett CEA szintet találtunk az adenómák 44%-ában 

(11/25) és a CRC minták 71%-ában (12/17). A CYFRA 21-1 szint az adenómás betegek 

mindössze 8%-ában (2/25) és a vastagbélrákos páciensek 41%-ában (7/17) növekedett 

meg (27. ábra). 
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27. ábra. Az adenóma és CRC plazmaminták CEA és CYFRA 21-1 szintje. 

Rövidítések: CEA – carcino-embrionális antigén; CYFRA 21-2 – citokeratin 19 

fragmens; CRC – vastagbélrák. 

5.3.3. A manuális Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit (QcD, Zymo) és az 

InviGenius PLUS automata skDNS izolálási módszer összevetése 

Vizsgálatunk során két olyan módszert teszteltünk, amellyel nagyobb térfogatú 

plazmamintából is kivitelezhető az skDNS izolálása: egy oszlop-alapú manuális 

izolálási módszert, és az InviGenius automata újabb verzióját. A kiindulási plazma 

mennyisége 4 ml volt mindkét esetben.  Minden mintacsoportban magasabb szabad 

DNS mennyiséget találtunk a manuális kitet használva. Érdekes módon a legmagasabb 

összmennyiséget az adenóma mintákban mértük, a rákos minták viszonylag alacsony 

skDNS mennyiséget mutattak (28. ábra).  
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28. ábra. Az izolált szabad DNS összmennyisége manuális (QcD, Zymo) és automata 

(InviGenius PLUS) izolálás használata után. Rövidítések: QcD – Quick-cfDNA™ 

Serum & Plasma Kit; CRC – vastagbélrák.  

Az egészséges mintákban a 4 gén metilációs szintje (29. ábra) a kézi izolálás esetén 

alacsonyabbnak mutatkozott, mint az automata DNS izolálási módszert követően. 

Adenómás és CRC-s betegek plazmáiban szinte minden esetben magasabb metilációs 

szintet találtunk a manuális skDNS kinyerést követően, csak az SFRP1 gén mutatott 

erősebb metilációt a CRC mintákban az automatát használva. Az SFRP2 gén esetén 

izolálási módszertől függetlenül alacsony metilációs arányt tapasztaltunk.  

 

29. ábra. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének átlag metilációs szintje 

egészséges, adenóma és CRC mintákban kézi (QcD) és automata (InviGenius PLUS) 
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izolálási módszert követően. Rövidítések: QcD – Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit; 

CRC – vastagbélrák.  

5.3.4. Vérvételi gyűjtőcsövek összehasonlítása: K3EDTA vs. Cell-Free DNA BCT®   

Eddigi megfigyeléseink szerint a szabad DNS mennyiségének és a 4 vizsgált gén 

metilációs szintjének tekintetében a legmegbízhatóbb DNS izolálási módszernek a High 

Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit mutatkozott. A DNS kivonási hatékonyság 

megnövelése érdekében leteszteltük a Cell-Free DNA BCT® (Streck) vérvételi 

csöveket a hagyományos K3EDTA csövekkel összehasonlítva 5 adenóma és 5 CRC 

mintán. A Streck csöveket azért fejlesztették ki, hogy növeljék a szabad DNS 

stabilitását a vérvételi időponttól a centrifugálásig eltelt, megnövekedett időtartam 

esetén is. Ezért a vérmintákból 48 óra elteltével szeparáltunk plazmát, a K3EDTA 

csövekkel ellentétben, amiket a vérvételt követő 4 órán belül lecentrifugáltunk. A 

szabad DNS mennyiség tekintetében nem találtunk lényegi különbséget a két gyűjtési 

mód között (p=0,86) (30. ábra).  

 

30. ábra. Az izolált szabad DNS összmennyisége és a 4 gén átlag metilációs szintje két 

különböző vérvételi gyűjtőcső használata után. Rövidítések: AD – adenóma; CRC – 

vastagbélrák.  

A 4 gén metilációjának szintje nem mutatott jelentős különbséget adenóma mintákban a 

különböző gyűjtőcsövek használata után, azonban CRC mintákban magasabb metilációs 

szintet találtunk a K3EDTA csövek alkalmazása során mind a 4 marker esetében. A 
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különbség az SFRP1 és az SDC2 markereknél szignifikánsnak mutatkozott (p<0,05) 

(31. ábra).  

 

31. ábra. A 4 vizsgált gén átlag metilációjának szintje K3EDTA és Streck vérvételi 

gyűjtőcsövek használatát követően. Rövidítések: AD – adenóma; CRC – vastagbélrák. 

5.4. A Septin 9 gén metilációjának összevetése az SFRP1, SFRP2, 

SDC2 és PRIMA1 gének metilációs szintjével 

Kísérletünk során megvizsgáltuk, hogy az Epigenomics cég által kifejlesztett SEPT9 

gén metilációs mintázatán alapuló vastagbélrák szűrő teszt milyen érzékenységgel 

működik különböző skDNS izolálási módszereket használva. A kit alapját képező Epi 

proColon kit mellett, a HP oszlop-alapú kézi izolálási módszert, és az InviGenius 

automatát teszteltük le 10 ép, 10 AD és 20 CRC mintán, majd az értékeket 

összevetettük az általunk összeállított, 4 gént tartalmazó metilációs panellel.  
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5.4.1. A szabad DNS mennyisége 

Az Epi proColon tesztben a PCR az ACTB gén szakaszát is detektálja, ami alapján a 

szabad DNS mennyiségét is meg tudtuk határozni a különböző izolálási technikákat 

követően (32. ábra). Egészséges minták esetén az InviGenius automata alkalmazásával 

kaptuk a legalacsonyabb szabad DNS mennyiség értéket (11,21 ng). Az adenóma 

mintacsoportban szintén az InviGenius adta a legkisebb összmennyiséget (19,61 ng), 

míg a legmagasabb értéket az Epi proColon kittel tapasztaltuk (63,61 ng). A 

vastagbélrákos páciensek plazmamintáiban szintén az Epi proColon kittel történt 

izolálást követően figyeltük meg a legnagyobb skDNS mennyiséget (91,68 ng), és a HP 

kit adta a legalacsonyabb értékeket (25,82 ng).   

 

32. ábra. A septin 9 PCR segítségével mért szabad DNS összmennyiségek az ACTB 

Ct-értékei alapján kalkulálva. Rövidítések: ACTB – β-aktin; HP – High Pure Viral 

Nucleic Acid Large Volume Kit; CRC – vastagbélrák. 

5.4.2. Septin 9 pozitivitás  

A SEPT9 pozitivitásra az RT-PCR során kapott Ct-értékekből következtettünk. Az 

egészséges minták esetén a HP izolálást követően a minták fele, az Epi proColon és 

InviGenius izolálás után pedig a 10-ből 2-2 minta mutatott SEPT9 metilációt. A HP 

kitet alkalmazva az adenómák felében találtunk metilált SEPT9 gént, míg az automata 

izolálással egy adenóma minta sem mutatkozott metiláltnak, az Epi proColon kitet 

használva pedig a 10-ből 6 AD mintában mutattunk ki metilált SEPT9-et. A CRC-s 

betegekből származó plazmamintákat vizsgálva megállapítottuk, hogy az Epi proColon 
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manuális izolálással a betegek 95%-a kiszűrhető, a másik két módszerrel azonban a 

rákos mintáknak csupán a fele detektálható (33. ábra).  

 

33. ábra. A metilált septin 9 gén pozitivitása 3 különböző szabad DNS izolálási 

módszert követően. Rövidítések: mSEPT9 – metilált septin 9; HP - High Pure Viral 

Nucleic Acid Large Volume Kit; CRC – vastagbélrák.  

A SEPT9 tesztet az általunk vizsgált génekkel összehasonlítva (5.2.6. fejezet) 

megállapítottuk, hogy adenóma mintákban mind a 4 marker esetében magasabb 

szenzitivitás értékeket kaptunk (80% felett), míg a vastagbélrákos minták esetén az Epi 

proColon tesztéhez hasonló érzékenységet értünk el. A specificitás tekintetében - a 

PRIMA1 gén kivételével - nagyobb értékeket kaptunk az általunk vizsgált gének 

esetében, mint a SEPT9 teszttel.  
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6. MEGBESZÉLÉS 

A véráramban található sejten kívüli, keringő DNS (skDNS) molekulák mennyiségi és 

minőségi vizsgálatát napjainkban nagy érdeklődés övezi. Az skDNS koncentrációjának 

változását különböző betegségekben - beleértve a vastagbélrákot is – számos tanulmány 

taglalja. Ismert az is, hogy a daganatszövetre jellemző genetikai és epigenetikai 

változásokat hordozó DNS kikerül a keringési rendszerbe, így ezek a módosulások 

különböző technikák segítségével vizsgálhatóak. A fentiek tükrében lehetőség nyílhat 

nem invazív, daganat-specifikus diagnosztikai és prognosztikai tesztek fejlesztésére, 

amelyek nagy segítséget nyújthatnak a klinikai gyakorlatban. A szabad DNS 

felszabadulásának módjáról, stabilitásáról, illetve degradációjáról azonban keveset 

tudunk. Nagy az igény magas specificitású és szenzitivitású biomarkerek azonosítására 

is, amelyek nemcsak a vastagbélrákot, hanem már a rákmegelőző állapotokat is jelzik.  

PhD munkám során első lépésként a szabad DNS felszabadulásának ütemét elemeztem 

SHO egér/humán HT-29 kolorektális adenokarcinóma sejtvonal xenograft modellben 

valós idejű PCR módszerrel. A vizsgálatban arra a kérdésre kerestem a választ, hogy 

tumor esetén a véráramban található skDNS frakció mekkora része származik a tumor 

szövetéből, illetve milyen ütemben kerül a keringésbe. Ezután a DNS degradációjára 

vonatkozó kísérletet végeztem C57BL/6 egértörzsek felhasználásával, amelynek során 

egy 3000 bp méretű in vitro metilált és nem-metilált DNS szakasz lebomlását vizsgáltam 19 

individuális RT-PCR amplikon kimutatásával egészséges és tumoros állatokban.  

Miután megállapítottam, hogy a metilált fragmentumok stabilabbak a véráramban, 

olyan metilációs markerek azonosítását tűztem ki célul, amelyek adenóma és CRC 

esetén is megbízhatóan mutatják az elváltozást. Előzetes eredményeink és irodalmi 

adatok alapján 4 potenciális biomarkert (SFRP1, SFRP2, SDC2, PRIMA1) választottam 

ki további vizsgálatok céljából. Egészséges, adenómás és vastagbélrákos betegek 

szöveti és plazmamintáit tanulmányoztam piroszekvenálással illetve MethyLight PCR-

rel, valamint eredményeim megerősítésére további methyl capture szekvenálási 

eredményeket és Illumina Infinium Human Methylation 450 Bead Chip metilációs 

adatokat in silico elemeztem. A pontenciális diagnosztikai alkalmazás elősegítése 

céljából a plazmából történő marker-kimutatási módszer optimalizálását végeztem. 

Ezért különböző vérvételi csöveket, valamint kézi és automatizált skDNS izolálási 

módszereket teszteltem, és a DNS metilációs mintázatra kifejtett hatásukat 
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tanulmányoztam. A promóter régiókban történő fokozott metiláció a gének 

expressziójának csökkenéséhez vezet, így a fehérjék kifejeződését is befolyásolja. 

Kísérleteim során a metilációs mintázat változásának fehérje expresszióra gyakorolt 

hatását immunhisztokémiai módszerrel vizsgáltam. Végül az elemzett négy marker 

megbízhatóságát a kereskedelmi forgalomban kapható SEPT9 gén metilációján alapuló 

Epi proColon 2.0 kittel vetettem össze. A SEPT9 metilációját a kézi módszer mellett 

skDNS izolálásra is használható automata rendszer alkalmazásával is elemeztem.  

6.1. A szabad DNS felszabadulásának és stabilitásának vizsgálata 

Tumor esetén az skDNS felszabadulása apoptózissal, nekrózissal, vagy direkt 

szekrécióval is történhet, de a fenti folyamatok pontos részletei még nem ismertek [85]. 

Az apoptózis és a nekrózis két eltérő formája a sejthalálnak, amelyek magyarázhatják a 

szabad DNS jelenlétét a vérben. Az apoptózis során a DNS először nagyobb 

szakaszokra (50-300 kbp), majd kisebb egységekre (180-200 bp) bomlik. Az skDNS 

méret szerinti eloszlása gélelektroforézis során apoptotikus létrára emlékeztető 

mintázatot mutat, ami a hiszton-szerkezetre és a nukleoszómák endonukleázokkal 

szembeni ellenállóságára vezethető vissza. Mindezek mellett a proliferáló daganatsejtek 

az apoptózis képességét jellemzően elveszítik, így a programozott sejthalál feltehetően 

csak részben okozhatja a megnövekedett cirkuláló DNS mennyiséget [99, 100]. A 

nekrózis során szintén különböző hosszúságú DNS darabok kerülhetnek a vérbe, 

amelyek a széteső (lizáló) sejtekből szabadulnak ki. Azonban több kutatócsoport leírta, 

hogy a pusztuló sejtek száma és a véráramba jutó DNS mennyisége nincs arányban. 

Rákos megbetegedés esetén a tumor centrumában elhelyezkedő nekrotizáló 

tumorsejtekből a DNS molekulák bekerülhetnek a véráramba, ami hozzájárul a 

magasabb skDNS koncentrációhoz [192-194]. Az skDNS tumorsejtek általi aktív 

kibocsátása mellett Chen és mtsai. 4 érvet sorakoztatott fel:   

- A sugárterápia okozta nagymértékű apoptózis ellenére skDNS koncentráció csökkenés 

tapasztalható limfóma, tüdő, petefészek, méh és fej-nyaki daganatok esetén (66-90%). 

Ez arra utal, hogy az skDNS jelentős része a még élő ráksejtekből származik, hiszen a 

sugárterápia a tumorsejtek proliferációját gátoltja, azaz csökkenti az élő rákos sejtek 

számát, ami végsősoron alacsonyabb DNS koncentrációhoz vezetne. 
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- Tumoros sejtkultúrában a nekrotikus és az apoptotikus sejtek száma elhanyagolható, 

mégis a felülúszóból DNS mutatható ki, valamint a DNS koncentráció növekedése a 

proliferálódó ráksejtek számával párhuzamos. 

- A tumor növekedésével és áttétképzéskor az skDNS szintje emelkedik, ami 

feltehetőleg a nagy mennyiségű osztódó, és nem az elpusztuló sejteknek köszönhető. 

- Normális limfociták polihidroxialkanoát (PHA), lipopoliszacharid (LPS), illetve 

antigén kezelés hatására spontán, újonnan szintetizált DNS szálakat bocsátanak ki a 

sejtkultúra médiumba. Ez a jelenség azonban nem egyedülálló, a DNS felszabadulását 

egyéb egészséges és malignus sejtek osztódása során is megfigyelték [87].  

A fentieket összegezve az, hogy a DNS aktív, és nem passzív módon kerül a vérbe 

kísérletesen még nem bizonyított tény, a gazda DNS, mint lehetséges jelátvivő molekula 

azonban támogathatja a fenti feltevést [195].  

Vizsgálatunk során a tumorból kikerülő skDNS hányadára, és a felszabadulás ütemére 

voltunk kíváncsiak. Az általunk optimalizált módszer nagy biztonsággal mutat ki 0,1%-

nyi humán DNS-t az egér plazmamintákban (13. ábra). Megállapítottuk, hogy a 

xenograft modellben a humán tumorból származó DNS előrehaladott stádiumban is a 

teljes szabad DNS mintegy 20%-át teszi ki, ami arányban áll a daganat nagyságával is, 

mivel a 8. hét végén a tumor mérete az állat testtömegének körülbelül 1/5-ét tette ki. 

Eredményeink alapján elmondható, hogy a szabad DNS koncentráció 

megemelkedéséhez a tumoros és az egészséges sejtek tömegarányosan járulnak hozzá 

(8. és 14. ábra). Ez összhangban áll Thierry és mtsai. megfigyelésével, amely szerint a 

daganatsejtek által kibocsátott keringő DNS koncentráció a kialakult tumor méretével 

pozitívan korrelál [92]. Kutatócsoportjuk nude egér/HT-29 xenograft modellel 

dolgozott, majd humán- illetve egér-specifikus KRAS és PSAT1 primerek segítségével 

kvantitatív PCR-t használva különböztették meg a sejtvonalból és a nude egerekből 

származó DNS molekulákat. Vizsgálataik során azt tapasztalták, hogy a nagyobb 

tumorral rendelkező egerekben szignifikánsan magasabb volt a tumor által kibocsátott 

humán DNS koncentrációja. A legkisebb tumorral rendelkező egerekben csak az állat 

saját sejtjei által kibocsátott skDNS-t mértek, a humán sejtvonalból származót nem 

tudták kimutatni (34. ábra).   
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34. ábra. Az skDNS mennyiségének függése a tumor tömegétől. Az ábra Thierry és 

mtsai. (2010) alapján módosítva készült [92].  

Diehl és mtsai. szerint a ráksejtekből származó DNS mennyisége nagymértékben 

fluktuál, a tumor méretétől függően 0,01%-tól 90%-ig terjedő tartományban [196]. Az 

is ismert, hogy a DNS mennyisége a betegség progressziójával párhuzamosan 

folyamatosan emelkedik, majd a sikeres kezelések után egyre csökken, míg visszaáll a 

fiziológiás szintre [75]. Mindezek alátámasztják eredményeinket, amely szerint a tumor 

növekedésével fokozódik a humán eredetű DNS mennyisége az egér skDNS frakció 

mellett, valamint, hogy a plazmából kimutatható szabad DNS mértéke a tumor 

méretével korrelál. A fenti megfigyeléseket alapul véve a rákos sejtekből felszabaduló 

DNS vizsgálata széleskörű klinikai alkalmazások kifejlesztésére teremt lehetőséget (17. 

táblázat).  

17. táblázat. A szabad DNS mennyiség változás monitorozásának klinikai alkalmazásai 

[75].  

Klinikai alkalmazások daganat esetén 

Korai kimutatás 

A betegség molekuláris heterogenitásának kimutatása 

A tumor progressziójának nyomonkövetése 

Genetikai változékonyság feltérképezése célzott terápia előtt  

Kezelés hatékonyságának vizsgálata 

Minimális reziduális betegség monitorozása 

A rezisztencia kifejlődés mechanizmusának tanulmányozása valós időben 

 

DOI:10.14753/SE.2018.2193



99 

 

Mikroszkópos vizsgálatunk (15. ábra) szerint a tumorszövet perifériáján – ahol nagy 

kiterjedésű hajszálér-hálózatot találunk – élő daganatsejtek helyezkedtek el. A tumor 

centrumában a sejtek elkezdtek pusztulni, mivel az angiogenezis a periféria irányába 

aktívabb, ezért a szövet közepén elhelyezkedő sejtek általában nem jutnak megfelelő 

mennyiségű oxigénhez és tápanyaghoz. Feltételezésünk szerint az skDNS egy része a 

tumor centrumában lévő nekrotizáló tumorsejtekből kerülhet a véráramba. 

Az skDNS jelenléte és mennyisége mellett, stabilitását is elemeztem egy 3000 bp 

méretű in vitro metilált és nem-metilált humán DNS szakasz lebomlásának 

meghatározásával valós idejű PCR alkalmazásával (16. és 17. ábra). Eredményeink 

alapján elmondható, hogy a metilált fragmentumok lassabb degradációval 

jellemezhetőek, mint a nem-metiláltak, mivel tovább kimutathatók a vérből. 

Feltehetőleg a metilált DNS-t a DNáz enzimek kisebb hatásfokkal bontják, az skDNS 

epigenetikai módosítása miatt megváltozott térszerkezet következtében. Az egészséges 

és tumoros minták összehasonlítása során megállapítottuk, hogy a tumoros állatokban 

lelassul az skDNS degradációja. Ez összhangban áll azzal a feltételezéssel, hogy a 

daganatos betegekben csökken a DNáz enzim aktivitás, ezáltal az injektált DNS szakasz 

tovább kimutatható [98]. A DNáz enzimek, mint lehetséges rák- és áttétellenes ágensek 

terápiás alkalmazása napjainkban kezd elterjedni. Patutina és mtsai. egér tumormodellek 

használatával elemezték a daganatok által kibocsátott szabad DNS és miRNS molekulák 

áttétképzéshez való kapcsolatát [100]. RNáz A és a DNáz I kezelés máj- és 

tüdőmetasztázisokra gyakorolt hatásának vizsgálata során megfigyelték, hogy 0,02-2,3 

mg/kg DNáz I enzim hatására az áttétek száma szignifikánsan csökkent a kezeletlen 

kontroll csoportokhoz képest (0,02 mg/kg mennyiség esetén 9 ± 3 db; 2,3 mg/kg enzim 

adásakor pedig 18 ± 4db-ra a kontroll 29 ± 5db értékhez képest). A tumoros egerekben a 

szabad DNS koncentrációjának 1,3-szoros emelkedését (131 ± 12 ng/ml) tapasztalták az 

egészséges C57BL/6 állatokhoz képest (104 ± 7 ng/ml), ami a DNáz I kezelés után a 

fiziológiás szintre állt vissza (101 ± 16 ng/ml). Metasztázis Inhibíciós Indexet (MII) 

számoltak a következő képlet alapján: [(áttétterület-kontroll – áttétterület-kezelt) / 

áttétterület-kontroll x 100%]. Az áttétes kontroll állatokban, amelyek nem kaptak 

enzim-kezelést az MII 0%-ot, a metasztázis hiánya 100%-ot jelent. 0,02, illetve 2,3 

mg/kg DNáz I enzim adására az MII értéke 45%-ra és 36%-ra (p<0,05) emelkedett, ami 

jelentős gátlásnak tekinthető [100].  
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Trejo-Becerril és mtsai. DNáz I és egy proteázokat tartalmazó enzim-keverék (tripszin, 

kimotripszin, papain) injektálását követően tanulmányozták, hogy az enzimek mennyire 

befolyásolják a szabad DNS és a szérum proteinek mennyiségét, valamint tumorellenes 

hatásukat is megvizsgálták különböző állatmodellekben [197]. Egészséges és tumorral 

oltott Wistar patkányok kezelése után megállapították, hogy a szabad DNS szintje a 

DNáz I és proteázok együttes alkalmazása esetén csökkent leginkább. Ez arra utal, hogy 

a szabad DNS nem szabad, hanem lipoproteinekkel asszociált formában, például 

virtoszómákban van jelen a keringésben. A tumorellenes hatás humán vastagbélrák 

sejtvonalból (SW480) származó sejtekkel oltott BALB/c nude egereken történt 

elemzése során megállapították, hogy a DNáz I enzim adása önállóan nem, csak a 

proteázokat tartalmazó kezeléssel együtt fejtette ki tumorellenes hatását a kezelést 

követő 21. naptól. 2015-ben egy tanulmánynak sikerült bebizonyítania, hogy egészséges 

és rákos betegekből származó szabad DNS és kromatin fragmentumok képesek bejutni 

egér fibroblaszt sejtekbe és rövid idő alatt a sejtmagba is [198]. Ez volt az első 

tanulmány, amely leírta, hogy a DNS fragmensek, mint mobilis genetikai elemek 

képesek in vitro és in vivo integrálódni a genomba. A folyamat azonban DNáz enzim 

kezelés hatására gátlódik.    

6.2. Metilációs markerek vizsgálata humán szövet- és 

plazmamintákban 

A gének promóter régiójában elhelyezkedő CpG helyeken történő fokozott DNS 

metiláció gyakori jelenség a különböző daganatokban, beleértve a vastagbélrákot is. A 

tumorszuppresszor gének promóterének hipermetilációja azok csökkent transzkripcióját 

okozhatja, amely fontos szerepet játszik a tumorok kialakulásában és fejlődésében 

[199].  Mivel a metilált DNS molekulák a tumor szövetéből bekerülnek a véráramba, 

valamint kísérleteink szerint a metilált DNS szakaszok stabilabbak is a vérben, a 

metilált szabad DNS molekulák vizsgálata ideális módszer lehet a daganatok 

azonosítására és szűrésére [200]. Annak ellenére, hogy a szakirodalomban számos CRC 

kimutatásra alkalmas metilációs markert leírtak, kereskedelmi forgalomban csak néhány 

diagnosztikai teszt kapható, mint például a SEPT9 metiláción alapuló Epi proColon 2.0 

kit. Ez a kit nagy érzékenységgel jelzi a kolorektális rák jelenlétét, rákmegelőző 

adenómákra azonban sokkal kevésbé szenzitív [160, 166, 167]. Kutatócsoportunkhoz 

hasonlóan, számos más tanulmány is nemcsak egy, hanem több metilációs biomarker 

megbízhatóságát vizsgálja együttesen [201-203]. Előzetes eredményeink, illetve 
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irodalmi adatok alapján egy 4 gént tartalmazó panelt állítottunk össze, amelyek 

metilációjának változását követtük nyomon az ép – vastagbél adenóma – karcinóma 

szekvencia során. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének metilációs 

mintázatát plazmaminták mellett, szöveti szinten is vizsgáltuk, és emelkedett metilációt 

találtunk az elváltozásokban az egészséges mintákhoz képest, amely megfigyelésünket 

többféle technikával is megerősítettük.  

Az SFRP1 gén egy tumorszuppresszor fehérjét kódol, ami a Wnt/β-catenin jelátviteli 

útvonal modulátoraként működik. Tartalmaz egy ciszteinben-gazdag domént, amely 

homológ a Frizzled proteinek feltételezett Wnt-kötőhelyével (35. ábra). Az SFRP1 

fontos szerepet játszik a sejt növekedésében, az apoptózisban és a differenciáció 

koordinálásában, így az SFRP1 gén epigenetikai csendesítése a Wnt/β-catenin útvonal 

szabályozatlan aktiválódásához vezet, ami hozzájárul a daganatok kialakulásához.  

 

35. ábra. Az SFRP1 szerepe a Wnt/β-catenin jelátviteli útvonalban. Az SFRP1 fehérje 

az útvonal egyik gátló molekulája, és daganat esetén a gén promóterének fokozott 

metilációja miatt az SFRP1 fehérje mennyisége lecsökken, ami hozzájárul a jelátviteli út 

kontrollálatlan aktiválódásához. Ezáltal olyan gének átíródása serkentődik, amelyek 

hozzájárulnak a daganatok képződéséhez és növekedéséhez. Az ábra Baylin és mtsai. 

(2006) és Tamura és mtsai. (2016) alapján módosítva készült [204, 205].  

Több tanulmány is fokozott SFRP1 promóter metilációt figyelt meg CRC szöveti 

minták elemzésekor [149, 206-208]. Kutatócsoportunk korábban az SFRP1 gén 
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metilációs státuszának változását friss fagyasztott és formalin-fixált paraffinba-ágyazott 

(FFPE) szöveti mintákból izolált DNS-en vizsgálta biszulfit-specifikus PCR-t követő 

HRM elemzéssel [209]. A gén promóter régiója hipermetilációt mutatott a CRC (55% ± 

8,4%) és az adenóma (49,9% ± 18,1%) szöveti mintákban is. Ezzel ellentétben az 

egészséges vastagbél szövetben alacsony szintű metiláció volt jellemző (5,2% ± 2,7%). 

Az SFRP1 gén metilációs profilja öregedés során is megváltozik. Gyerekekből (18 év 

alattiak) származó szövetminták esetén a metiláció szintje 2,2% ± 0,7%-nak 

mutatkozott, ami mérsékelten ugyan, de szignifikánsan alacsonyabb volt az egészséges 

felnőttek mintáihoz képest (p=0,017). A promóter metiláció növekedésével 

párhuzamosan az SFRP1 mRNS szint csökkenő tendenciát mutatott a gyermek – 

egészséges felnőtt – kolorektális adenóma – CRC szekvencia során Affymetrix 

HGU133 Plus 2.0 (Thermo Fisher Scientific) microarray teljes transzkriptóm adatok 

alapján (36. ábra). 

 

36. ábra. SFRP1 mRNS expressziójának (A; B; C) és promóter DNS metilációs 

szintjének (D; E) változása az öregedés során, és az egészséges – kolorektális adenóma 

– CRC szekvencia mentén. Az SFRP1 mRNS expresszió szignifikánsan csökkent 

adenóma és CRC mintákban a kontrollokhoz képest mindhárom Affymetrix próbaszett 

(probe set) esetében. Gyerekmintákban az SFRP1 mRNS szintje magasabb volt, mint 
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egészséges felnőttekben. Az SFRP1 promóter régiója szignifikánsan magasabb 

metilációs szintet mutatott adenómás és CRC-s betegek szöveti mintáiban, mint a 

gyermek és az egészséges felnőtt mintákban. Az SFRP1 promóter erősebben metilált 

volt a felnőtt mintákban, mint a gyerekekből származó biopsziákban. Rövidítések: GY – 

gyermek, N – egészséges felnőtt; AD – adenóma; CRC – vastagbélrák. Az ábra Galamb 

és mtsai. (2016) alapján módosítva készült [209].  

PhD munkám során az SFRP1 promóterében egy 1287 bp méretű CpG-szigetet 

(chr8:41,308,334-41,309,621; GRCh38/hg38) elemeztem. Illumina 

HumanMethylation450K metilációs array adatok szerint az összes CpG pozíció, amely 

szignifikánsan magasabb metilációs szintet mutatott adenóma és CRC mintákban az 

egészségeshez képest ebben a régióban helyezkedik el. Napjainkig az SFRP1 DNS 

metilációs szintjét plazma vagy szérum mintákban csak néhány tanulmányban 

analizálták [210, 211]. Bedin és mtsai. metiláció-specifikus PCR módszert használtak az 

SFRP1 és OSMR gének metilációs profiljának meghatározásához [211]. A csoport az 

adenóma minták 17%-ában (3/18) és a CRC plazmák 63%-ában (44/70) talált fokozott 

SFRP1 promóter metilációt, habár szöveti mintákban még magasabb gyakoriságot 

kaptak (92%; 23/25). Munkánk során ehhez képest a minták nagyobb hányadában 

tapasztaltunk emelkedett SFRP1 metilációt az adenómás (89,2%; 33/37) és a CRC-s 

betegek (85,1%; 40/47) plazmamintáiban egyaránt. Az SFRP1 hipermetiláciját nem 

csak CRC-ben, hanem más daganattípusokban is leírták, többek között nem-kissejtes 

tüdőrákban [202], kolangiokarcinómában [212] és myeloma multiplexben [213] 

változatos metilációs gyakoriságokkal (14%-85%). 

Érdekes módon az általunk analizált 4 génből 3 mutatott emelkedett metilációs szintet 

négy normális kontroll mintában, amelyek közül háromban az SFRP1 is metilált volt. 

Az utánkövetés során két páciensről kiderült, hogy krónikus gastritisben szenvednek, 

kettőt pedig inaktív colitis ulcerosával diagnosztizáltak. Kutatócsoportunk egy korábbi 

tanulmányban alacsony SFRP1 metilációs szint növekedést figyelt meg colitises 

betegekben (8,16 ± 12,89%) [214], habár gastritis esetén eddig még nem írtak le SFRP1 

hipermetilációt. Eredményeink arra utalnak, hogy a gyulladásos betegségek 

befolyásolhatják bizonyos gének – köztük az SFRP1 – metilációs mintázatát, a hipotézis 

megerősítéséhez azonban tovább elemzések szükségesek.  

DOI:10.14753/SE.2018.2193



104 

 

Az SFRP2 gén terméke szintén az SFRP családba tartozó szolubilis fehérje, az SFRP1-

hez hasonló funkciókkal (35. ábra). Az SFRP2 gén metilációjának fokozódását CRC-s 

betegek székletmintáiban több vizsgálat is leírta [215-217]. Egy kutatócsoport az 

SFRP2 mellett az MGMT gén metilációs státuszát vizsgálta adenómás betegek szérum- 

és szövetmintáiban, és pozitív korrelációt figyelt meg a gének metilációs státuszában a 

különböző mintatípusok között [218]. Zhang és mtsai. plazmamintákban elemezte az 

SFRP2, az ITGA4 és a GATA5 gének metilációjának gyakoriságát egészséges, 

adenómás és CRC-s betegekben [219]. A rákos minták 54,39%-ában, valamint az 

adenómás plazmák 40%-ában találtak SFRP2 hipermetilációt. Az előző munkacsoport 

eredményeihez képest munkánk során jóval magasabb arányban tudtuk kimutatni az AD 

(83,8%) és CRC (72,3%) mintákat az SFRP2 metilációjának emelkedése alapján. Az 

említett kutatócsoport a 3 gén kombinálásával 6,67%-os szenzitivitással és 93,62%-os 

specificitással tudta elkülöníteni az adenómás betegeket az egészségesektől, míg ezek az 

értékek CRC esetén 15,79%-nak és 93,62%-nak adódtak. Az általunk vizsgált 4 gén 

együttesen magasabb érzékenységgel és specificitással azonosította mind az adenómás 

(89,2%-os szenzitivitás és 86,5%-os specificitás) mind a rákos (91,5% és 97,3%) 

plazmákat a MethyLight PCR módszert alkalmazva. Ezzel a technikával biopszia 

mintákban is elemeztük az SFRP2 metiláció szintjét, és az ép mintákhoz képest 

szignifikánsan magasabb metilációt tapasztaltunk az adenóma és a tumoros mintákban 

(p<0,05). Továbbá az ugyanezen a szakaszon elhelyezkedő CpG helyek metilációs 

státuszát piroszekvenálási adatok felhasználásával is értékeltük, amelynek eredményei 

szerint mind a 6 CpG pozícióban szignifikánsan nagyobb volt a metiláció szintje az 

elváltozásokban a kontrollokhoz képest (p<0,05). 

A szindekán-2 fehérje egy heparán-szulfát proteoglikán, amely egy hosszabb N-

terminális ektodoménből, egy transzmembrán- és egy rövid C-terminális 

citoplazmatikus doménből épül fel, és a sejtproliferáció, a sejt migráció, valamint a sejt-

mátrix interakciók szabályozásában vesz részt [220, 221]. A különböző daganattípusok 

eltérő SDC2 expresszióval jellemezhetők. Prosztatarákban magas szindekán-2 fehérje 

expressziót figyeltek meg az ép hámhoz képest, ami rossz prognózissal is társult [222], 

míg oszteoszarkóma esetén csökkent kifejeződést írtak le [223]. Chong és mtsai. 

gyomorrákos betegek szöveti mintáinak elemzése során megállapították, hogy az SDC2 

fokozottan metilálódik a párosított nem-tumoros nyálkahártya mintákhoz képest [224]. 

Munkánk során piroszekvenálással mutattuk ki az SDC2 promóter emelkedett 
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metilációs szintjét adenóma és CRC szöveti mintákban az egészségesekhez képest. In 

silico módszerrel a teljes SDC2 promóter régiót is tanulmányoztuk a TCGA és GEO 

adatbázisokból letöltött adatok felhasználásával, és elemzésünk szerint az SDC2 

promóterében elhelyezkedő összes CpG pozícióban fokozódott a metiláció szintje az 

elváltozásokban a kontroll mintákhoz képest. Ezekre a megfigyelésekre alapozva 

MethyLight PCR módszerrel is elemeztük a piroszekvenálás módszerrel analizált régió 

metilációs állapotát először szövet-, majd plazmamintákon. A biopszia minták analízise 

során megállapítottuk, hogy szignifikánsan emelkedett az SDC2 DNS metilációs szintje 

az adenóma és CRC mintákban is az egészségesekhez viszonyítva (p<0,05). A szabad 

DNS frakcióban az SDC2 fokozott metilációt mutatott a CRC-s minták 89,4%-ában, 

(42/47) és az adenómás plazmák 81,1%-ában (30/37). Eredményeink összhangban 

állnak Oh és mtsai. tapasztalataival, akik 6 gén (köztük az SDC2) metilációs státuszát 

elemezték szöveti és szérum mintákban piroszekvenálással és metiláció-specifikus 

PCR-rel egyaránt [179]. Tanulmányukban az egyesített szenzitivitást és specificitást 

87%-ra és 95,2%-ra becsülték a rákos mintákra, amelyek hasonlóak az általunk kapott 

87,2%-os szenzitivitás és 100%-os specificitás értékekhez. Egy másik csoport egy hét 

génből álló panelt állított össze, amely az SDC2-n kívül tartalmazta az ALX4, BMP3, 

NPTX2, RARB, SEPT9, és VIM géneket, és ezek metilációs szintjét határozta meg 

plazmamintákban [225]. Az SDC2 esetén mérsékeltebb eredményeket tapasztaltak, 

24%-os érzékenységgel és 94,1%-os specificitással tudták megkülönböztetni a tumoros 

betegeket az egészséges kontrolloktól.  

Az általunk összeállított metilációs biomarker panel negyedik tagja a PRIMA1 gén, 

amely fehérjetermékének a feladata az acetilkolin-észteráz (AChE) tetramerekbe 

rendezése és idegsejtekhez történő kihorgonyzása. A PRIMA1 alacsony expressziója 

csökkent AChE aktivitással párosul, ami fokozott kolinerg transzmisszióhoz vezet, 

amely összefüggésben áll különböző mentális betegségek, többek között a depresszió 

kialakulásával [226, 227]. Sabunciyan és mtsai. 224 gén metilációs profilját elemezték 

egészséges és súlyosan depressziós betegek post-mortem frontális agykéreg 

szövetmintáiban CHARM (Comprehensive High-throughput Arrays for Relative 

Methylation) microarray és piroszekvenálás módszerekkel [228]. A 17 megerősítésre 

kiválasztott gén között a PRIMA1 is szerepelt, és a legmagasabb metilációs szintet 

mutatta a depressziós betegek mintáiban. Borderline személyiségzavar esetén is 

kimutatták a gén emelkedett metilációját teljes vér mintákban piroszekvenálással [229]. 

DOI:10.14753/SE.2018.2193



106 

 

A metiláció fokozódását különböző daganatokban is leírták, többek között 

prosztatarákos betegekben [230], krónikus limfoid leukémiás betegekben [231], illetve 

vastagbélrákos szövetmintákban is [149]. Mai ismereteink szerint tanulmányunk az 

első, amely a PRIMA1 gén metilációs szintjét jó és rosszindulatú vastagbéldaganatos 

betegek plazmamintáiból izolált szabad DNS frakcióban vizsgálta. Emelkedett 

metilációt találtunk az adenómás betegek 70,3%-ában és a CRC-s plazmák 80,9%-ában. 

A PRIMA1 átlag metilációja egészséges szövetekben 1,6%-osnak, míg CRC esetén 

57,7%-osnak adódott MethyLight PCR-t használva. Ezek az értékek ugyanazon 

páciensek plazmamintáiban 0,8%-osnak és 16,9%-osnak mutatkoztak. Szöveti 

mintákban a teljes PRIMA1 promóter régió in silico vizsgálata során megállapítottuk, 

hogy a 11 CpG pozíció közül 10 szignifikánsan magasabb metilációs fokkal 

jellemezhető CRC esetén a normális mintákhoz képest (p<0,05). Ezek a megfigyelések 

korrelálnak munkacsoportunk korábbi, független biopsziás mintákon kapott 

eredményeivel, amelyek szintén PRIMA1 promóter metilációs szint emelkedést 

mutattak vastagbélrákos betegekben [149].  

Munkánk során tehát létrehoztuk a fenti négy génből álló potenciális biomarker panelt, 

amely a szakirodalomban napjainkig közölt adatoknál magasabb szenzitivitással és 

specificitással képes elkülöníteni az adenóma és CRC plazmamintákat az egészséges 

kontrolloktól, a markerek promóter metilációs szintje alapján. A 18. táblázat foglalja 

össze azokat a korábbi vizsgálatokat, amelyek a szabad DNS frakcióban vizsgálták a 4 

kiválasztott gén valamelyikének metilációs státuszát vastagbél betegségek esetén. A 

plazmaminták elemzése során tett megfigyeléseinket nagyszámú független 

mintahalmazon végzett in silico vizsgálataink is megerősítették. A MethyLight PCR-rel 

elemzett szakaszokkal átfedő DMR-ek (eltérően metilálódott régiók), és a teljes 

promótereken elhelyezkedő CpG helyek metilációs fokának vizsgálatával is a panel 

génjeinek emelkedett metilációs szintjét tapasztaltuk az elváltozásokban a kontroll 

mintákhoz képest. 
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18. táblázat. A szabad DNS frakcióban általunk vizsgált gének metilációs szintjét 

elemző tanulmányok vastagbél betegségek esetén.  

Gén 

neve 
Munkacsoport Év 

Minta- 

típus 

Betegcsoportok 
Referencia 

Egészséges Adenóma CRC 

SFRP1 Lyu és mtsai. 2014 szérum 59 - 59 [207] 

SFRP1 Bedin és mtsai. 2017 plazma 56 22 114 [208] 

SFRP2 Zhang és mtsai. 2015 plazma 47 30 57 [219] 

SFRP2 Naini és mtsai. 2016 szérum 25 25 - [218] 

SDC2 Oh és mtsai. 2013 szérum 125 - 131 [179] 

SDC2 

Rasmussen és 

mtsai. 2017 plazma 102 - 193 [225] 

 

A kereskedelmi forgalomban kapható Cologuard® teszt bizonyos gének aberráns 

metilációs és mutációs státuszát elemzi székletmintákban. Egy 10.000 résztvevővel 

készült klinikai vizsgálat kimutatta, hogy a teszt a CRC mintákat 92,3%-os és az 

előrehaladott rákelőző állapotokat 42,4%-os szenzitivitással képes azonosítani [74]. A 

teszt érzékenysége disztális léziók esetén magasabb volt (54,5%-os), mint proximális 

elváltozásokban (33,2%-os). Az általunk kitalakított marker panel a fentinél nagyobb 

megbízhatósággal különíti el az adenómákat (89,2%-os szenzitivitás, 86,5%-os 

specificitás) a kontrolloktól, CRC esetén pedig a Cologuard® széklet-alapú teszthez 

hasonló érzékenységet (91,5%) állapítottunk meg.  

A gének promóter régiójában bekövetkező DNS metilációs szint emelkedésének 

fehérjék expressziójára gyakorolt hatását immunhisztokémiai vizsgálatokkal 

tanulmányoztuk. Megállapítottuk, hogy az egészséges – kolorektális adenóma – 

karcinóma szekvencia során mind a 4 vizsgált marker esetében csökken a fehérjék 

kifejeződése, ami megerősíti feltevésünket, miszerint a fokozott promóter DNS 

metiláció gátolja az mRNS-ek átíródását, ezáltal a fehérjék szintjét is lecsökkenti.  

6.3. A szabad DNS izolálási módszerek hatása a DNS metilációs 

vizsgálatokra 

PhD munkám során, miután nagy mintaszámú csoportokat vizsgálva megállapítottuk, 

hogy az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének fokozott metilációt mutatnak 
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adenóma és CRC plazmamintákban, célul tűztük ki különböző vérvételi csövek, és 

izolálási módszerek alkalmazásának összevetését. Elsősorban arra voltunk kíváncsiak, 

hogy az eltérő technikák mennyire befolyásolják a szabad DNS mennyiségét és 

metilációs mintázatát, ami hatással lehet a módszerünk betegség-kimutatási 

hatékonyságára. A hagyományos K3EDTA gyűjtőcsövek mellett kipróbáltuk a Streck 

cég által forgalmazott Cell-Free DNA BCT® vérvételi csöveket is [189]. A Streck 

csövet az skDNS stabilitásának megőrzése céljából fejlesztették ki, amelynek 

köszönhetően a szabad DNS szobahőmérsékleten intakt marad akár 14 napon át, így 

lehetővé teszi a minták kényelmes gyűjtését, szállítását és tárolását. A cső formaldehid-

mentes tartósító reagenseket tartalmaz, amelyek megakadályozzák a DNS nukleázok 

általi lebomlását, valamint gátolják a genomiális DNS kiszabadulását a véráramban 

található sejtekből. Öt AD és 5 CRC mintát gyűjtöttünk Streck és K3EDTA csövekbe 

párhuzamosan, majd megállapítottuk, hogy a különböző vérvételi csövek nem 

befolyásolják jelentősen a szabad DNS mennyiségét. A Streck csőben gyűjtött minták 

60%-ában (6/10) találtunk magasabb skDNS összmennyiséget. Kang és mtsai. hasonló 

vizsgálatokat végeztek, kiegészítve a CellSave gyűjtőcsővel, és emlődaganatos betegek 

plazmamintáiban mérték meg a szabad DNS és a genomiális DNS mennyiségét [232]. A 

csöveket 4°C-on és szobahőmérsékleten tárolták 2, 6 és 48 órán keresztül, majd ezután 

szeparálták a plazma frakciót. Megfigyelésük szerint a szabad DNS 6 órás inkubálást 

követően is stabil marad függetlenül a gyűjtőcső típusától, azonban hosszabb tárolás 

esetén (például elhúzódó mintafeldolgozási idő esetén) érdemes a Streck csöveket 

alkalmazni, elsősorban szobahőmérsékleten történő tárolással. A Streck csövekben 

gyűjtött plazmaminták szabad DNS tartalmát elemző más tanulmányok is hasonló 

eredményekről számoltak be [233-235]. A hasonló szabad DNS mennyiséggel 

ellentétben azt tapasztaluk, hogy a különböző vérvételi csövek alkalmazása jelentősen 

befolyásolja a szabad DNS metilációs mintázatát. Eredményeink szerint a hagyományos 

K3EDTA csövekben gyűjtött CRC mintákban magasabb metilációs szintet találtunk 

mind a 4 vizsgált gén esetében, és a különbség az SFRP1 és az SDC2 markerek esetében 

szignifikánsnak bizonyult. A fenti eredményekből arra következtethetünk, hogy a 

szabad DNS stabilitásának megőrzésére alkalmas a Streck cső, azonban, ha vizsgálatunk 

célja az skDNS metilációs mintázatának elemzése, a Streck vérvételi cső befolyásolja 

annak mértékét, ezért – a teszt magas érzékenységének megőrzése miatt – érdemesebb a 

hagyományos K3EDTA csövet alkalmazni.  
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A diagnosztikai és prognosztikai tesztek fejlesztésénél a minták egységes, egyszerű 

gyűjtésén és tárolásán kívül az automatizáció is fontos szempont, ami elősegíti a teszt 

klinikai alkalmazását. Ezért a különböző vérvételi csöveken kívül teszteltünk három 

különböző kézi és két automata szabad DNS izolálási módszert is, amelyek között 

szilika-membrán alapú oszlopos DNS izolálás és mágneses gyöngyhöz történő DNS 

kötésen alapuló módszer egyaránt volt. Elsőként a High Pure Viral Nucleic Acid Large 

Volume Kitet (HP) és az Epi proColon 2.0 (EpC) manuális izolálási módszereket 

hasonlítottuk össze. Az Epi proColon 2.0 kitben a szabad DNS izolálása és az azt 

követő biszulfit konverzió szorosan kapcsolt, így a protokoll szerint nem tartalmaz 

skDNS mennyiség meghatározási lépést. A kit a SEPT9 gén metilációjának mérésére 

fejlesztett teszt, de alkalmas egyéb markerek elemzésére is, például Schmidt és mtsai. a 

SHOX2 gén metilációs státuszát határozták meg az Epi proColon 2.0 kit használatával 

nem-kissejtes és kissejtes tüdőrákos betegek plazmamintáiban [236]. Az SFRP1, az 

SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének metilációs elemzése során megállapítottuk, hogy a 

HP kitet használva a metilált adenóma minták száma magasabb volt, mint az EpC kit 

alkalmazása után, és két gén esetében magasabb metilációs gyakoriságot találtunk a 

CRC minták között is. Továbbá a HP kitet használva mind a négy gén átlag metilációs 

szintje is nagyobbnak mutatkozott a vastagbélrákos betegek plazmáiban. A két módszer 

használatából adódó metilációs különbségek okai nem tisztázottak, de feltehetően a 

szabad DNS megkötésének eltérő metódusa miatt alakultak ki.  

Az Epi proColon 2.0 kitet az InviGenius automata szabad DNS izoláló protokolljával is 

összehasonlítottuk. Az InviGenius és tovább fejlesztett változata, az InviGenius PLUS 

gép párhuzamosan 12 plazmamintából képes kinyerni és tisztítani a szabad DNS 

frakciót, valamint a biszulfit konverziós lépés elvégzésére is alkalmas – többek között – 

az Epi proColon 2.0 kit segítségével. A kiindulási plazma mennyisége 4 ml-ig 

növelhető, és a DNS molekulák megkötése mágneses gyöngyök segítségével történik 

mindkét készülék esetén. Az automatákkal történt DNS kivonást követően az skDNS 

koncentráció mérése is beiktatható a protokollba. Méréseink szerint a HP kézi 

izoláláshoz viszonyítva az automatával magasabb szabad DNS mennyiséget tudtunk 

kinyerni a plazmamintákból. Fleischhacker és mtsai. két manuális (QIAamp DNA 

Blood Mini Kit és NucleoSpin Plasma F Kit) és egy automata skDNS kinyerési módot 

tesztelt többféle daganatos beteg plazmamintáin [237]. Vizsgálatuk során a 

MagnaPureTM LC (Roche Life Science) automata rendszert használták, és a kiindulási 
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plazma mennyisége 1 ml volt minden esetben. Az skDNS összemennyiségét három 

target szekvencia (endogén retrovírus – ERV; GAPH gén; β-globin) alapján valós idejű 

PCR segítségével kvantifikálták. Eredményeik azt mutatták, hogy az automatikus 

izolálással nagyobb mennyiségű szabad DNS-t lehet kinyerni a manuális módszerekhez 

képest. Egy másik kutatócsoport a sejten kívüli magzati DNS volument elemezte kézi és 

gépi DNS kinyerést követően, és 40,7%-kal több DNS-t tudtak izolálni az automatával, 

mint manuálisan [238]. Annak ellenére azonban, hogy a DNS kivonása hatékonyabb az 

automata rendszerekkel, megfigyeléseink szerint befolyásolják a metilációs mintázatot. 

A MethyLight PCR vizsgálatok eredményei alapján megállapítottuk, hogy a vizsgált 

markerek átlag metiláció szintje és gyakorisága is a kézi izolálást követően mutatkozott 

magasabbnak. 

Az InviGenius fejlesztett változatát, az InviGenius PLUS-t egy oszlopos tisztításon 

alapuló Zymo Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kittel (QcD) vetettük össze. Ebben az 

összehasonlításban a kézi izolálás adott magasabb szabad DNS mennyiséget, a HP 

kithez viszonyítva azonban kisebb kihozatalt tapasztaltuk. A metilációs mintázatot 

elemezve megállapítottuk, hogy az SDC2 és a PRIMA1 gének nagyobb metilációs 

százalékokat adtak a Zymo protokollal történt DNS izolálást követően adenóma és CRC 

mintákban is, míg az SFRP1 esetében a manuális és az automata izolálás esetén 

egyaránt hasonló értékeket kaptunk. Az SFRP2 gén mindkét módszerrel alacsony 

metilációs szintet mutatott. Eredményeink arra utalnak, hogy nem csak a manuális és 

automata szabad DNS izolálási módszerek adnak eltérő eredményeket a metiláció 

mértékét tekintve, hanem a különböző kézi izolálási protokollok is befolyásolják a 

metilációs mintázat kimutatásának hatékonyságát.  

6.4. A metilációs panel hatékonyságának összevetése egyéb nem invazív 

módszerekkel 

Munkánk során összevetettük az általunk kialakított, négy gént tartalmazó metilációs 

panel érzékenységét és fajlagosságát egyéb, nem invazív szűrőmarkerekkel. Elsőként 25 

adenóma és 17 CRC plazmamintát magában foglaló mintacsoportban mértük meg a 

CEA és CYFRA 21-1 szinteket. A CEA egy sejtfelszíni glikoprotein, amely a fetális 

colonban és a vastagbéldaganatban is kimutatható, azonban egészséges felnőttekben 

nem [239]. Emelkedett értékét a vastagbélrák mellett hasnyálmirigy-, gyomor-, tüdő- és 

emlődaganatokban is megfigyelték [240]. Kísérletünk folyamán az adenóma minták 
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44%-ában és a CRC minták 71%-ában találtunk a fiziológiás szintnél magasabb CEA 

szintet. Wang és mtsai. retrospektív vizsgálatukban 310 vastagbélrákos páciens CEA 

szintjét vizsgálták meg, és a betegek 54,84%-ában (170/310) tapasztaltak kóros CEA 

mennyiséget [241]. Tanulmányukban a CEA szint mellett a cancer antigén 19-9 (CA19-

9) és a cancer antigén 242 (CA242) tumor markereket is elemezték. Utóbbi két marker 

kevésbé szenzitív, mint a CEA, ezért ezeket jórészt egyéb jelzőfaktorokkal kombinálva 

használják. A 3 marker együttesen a CRC minták 71,61%-át jelezte, és megnövekedett 

szintjük pozitívan korrelált a betegek életkorával (p=0,006) és a tumor stádiumával 

(AJCC stádium, p=0,001). Azt is kimutatták továbbá, hogy a fenti 3 marker magas 

szérumszintje szignifikánsan csökkenti a betegségmentes túlélési időt (disease-free 

survival – DFS). Vizsgálatunkban feltehetően a rendelkezésünkre álló kis mintaszám 

miatt nem találtunk korrelációt a CEA szintje és különböző klinikopatológiai változók 

között. A CEA mellett a CYFRA 21-1 szintet is megmértük az adenómás és CRC 

betegek mintáiban, és jóval kisebb szenzitivitást kaptunk, mint a CEA esetén. 

Mindösszesen az adenómás páciensek 8%-ában (2/25) és a CRC-s betegek 41%-ában 

(7/17) tapasztaltunk CYFRA 21-1 szint növekedést. Ezt a markert elsődlegesen tüdő-, 

húgyhólyag- és fej-nyaki daganatok esetén használják markerként, de szintje CRC 

esetén is megemelkedhet, azonban kisebb gyakorisággal, mint a CEA [242]. Thomas és 

mtsai. a CYFRA 21-1, a CEA és a cancer antigén 125 (CA125) szinteket elemezték 

vastagbéldaganatos betegekben, és megállapították, hogy sem a CYFRA 21-1, sem a 

CA125 szintje nem változik szignifikánsan az ép kontrollokhoz képest, és kombinált 

használattal sem növelték a CEA marker érzékenységét [243]. Látható tehát, hogy az 

elemezett két tumor marker kisebb érzékenységű a tumoros és az adenómás betegek 

mintáiban egyaránt, mint az általunk összeállított epigenetikai markereket tartalmazó 

panel. További vizsgálataink során a mintaszám növelésével célunk összefüggéseket 

találni elsősorban a CEA marker szintje és a különböző klinikopatológiai jellemzők 

között, valamint a metilációs markerekkel kombinálva ezt tovább fokozni a betegség 

kimutatásának hatékonyságát.  

Vizsgálataink során a kereskedelmi forgalomban is kapható vastagbélrák-specifikus, 

folyadék biopsziából kimutatható SEPT9 metilációs marker érzékenységét is 

összevetettük a panelünkkel. Az FDA-engedéllyel rendelkező Epi proColon 2.0 teszttel 

a septin 9 gén metilációs státuszát lehet vizsgálni. A módszer biszulfit-konverziós 

módosításon alapszik, amit egy duplex PCR követ (37. ábra). 
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37. ábra. Az Epi proColon 2.0 teszt működési elve. A tumor szövetében bekövetkező 

SEPT9 metiláció kimutatható a véráramba kerülő szabad DNS frakcióból. A plazmából 

történő DNS izolálást és biszulfit-konverziót követően duplex valós idejű PCR 

segítségével állapítható meg egy minta SEPT9 pozitivitása. Az ábra forrása: 

www.epiprocolon.com, módosítva.  

Kísérletünk folyamán egészséges, adenómás és vastagbélrákos páciensektől gyűjtöttünk 

plazmamintát, majd a szabad DNS előkészítését a duplex PCR-hez háromféle 

módszerrel végeztük. Az Epi proColon 2.0 kitben található Epi proColon Plasma Quick 

Kitet manuálisan és az InviGenius automatával is alkalmaztuk. A kit a plazmából 

történő skDNS izoláláshoz és biszulfit-konverzióhoz szükséges reagenseket egyaránt 

tartalmazza. Viszonyítási alapunk az előzőekben leghatékonyabbnak bizonyult High 

Pure Viral Nucleic Acid Large Volume (HP) szabad DNS extrakciós módszer volt. A 

SEPT9 pozitivitás megállapítása egységesen az Epi proColon 2.0 kit részeként 

vásárolható Epi proColon Sensitive PCR Kittel történt. A PCR során ezzel 

párhuzamosan a β-aktin (ACTB) háztartási gén egy adott régióját is detektáljuk, így a 

teljes biszulfit konvertált DNS állomány mennyiségét is megkapjuk. Az irodalmi 

adatoknak megfelelően az egészséges – adenóma – karcinóma szekvencia során 

növekedő szabad DNS mennyiséget tapasztaltunk mind a három izolálási módszerrel 

[98, 99, 244]. A legnagyobb skDNS koncentrációt a β-aktin mérése alapján a kézi Epi 

proColon Plasma Quick Kittel kaptuk, az automata és a szilika-membrán alapú oszlopos 

HP izolálással hasonló mennyiségeket figyeltünk meg.  

A SEPT9 metilációs markert vizsgálva a manuális Epi proColon 2.0 kittel az egészséges 

minták 20%-a, az adenómák 60%-a és a CRC minták 95%-a bizonyult mSEPT9 

pozitívnak. Az InviGenius automatával azonban nem találtunk metilált septin 9-et 

mutató adenóma mintát, és a CRC-s plazmáknak is csak a felében tapasztaltunk 

mSEPT9 pozitivitást. Megállapítottuk továbbá, hogy a HP kit nem alkalmas az Epi 
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proColon teszt előtti előkészítésre, hiszen minden mintacsoportban az esetek felében 

észleltünk mSEPT9 pozitivitást. Az Epi proColon 2.0 kézi izolálással kapott 

eredményeink korrelálnak a szakirodalmban található korábbi adatokkal, amelyek 

szerint a teszt érzékenysége CRC esetén 90% körüli, azonban adenóma stádiumokban 

kissé alacsonyabb [164, 166, 245]. Song és mtsai. vizsgálatukban az adenómákat a 

szövettani típusuk, illetve a diszplázia foka szerint csoportosították [245], és 

megállapították, hogy a fogazott adenómák mindössze 27,8%-a, és a tubulovillózus 

adenómák 53,7%-a mutatott metilált SEPT9-et. Az enyhén diszplasztikus adenómák 

47%-ban, míg a súlyosan diszplasztikusak 62,5%-ban bizonyultak mSEPT9 pozitívnak. 

Összevetve a SEPT9 teszt Epi proColon 2.0 kézi kittel mutatott szenzitivitását az 

általunk vizsgált négy metilációs markerrel, megállapíthatjuk, hogy adenóma minták 

esetén - a PRIMA1 gén kivételével – markereink nagyobb érzékenységgel képesek 

elkülöníteni az adenómás mintákat az egészségesektől. Adenómás minták esetén a négy 

marker összesített szenzitivitása 89,2%-os, ami jelentősen magasabb, mint a SEPT9 

teszt adenóma kimutatási hatékonysága mind az általunk a SEPT9 teszt esetén kapott 

60%-os szenzitivitás, mind a korábbi irodalomi adatok alapján. 

A CRC-s minták esetében a 4 metilációs marker együttes szenzitivitása 91,5%-nak 

adódott, ami a SEPT9 teszthez hasonló eredmény. Kutatócsoportunk korábbi 

eredményei szerint az adenómás betegekből származó plazmák 30,8%-a, valamint a 

vastagbélrákos betegek plazmamintáinak 88,2%-a (30/34) bizonyult mSEPT9 

pozitívnak [167]. A tanulmányban párosított biopszia mintáknak is elemezték a metilált 

SEPT9 szintjét, és azt találták, hogy a plazmamintákkal ellentétben, szövet esetén 

adenóma mintákban is kimutatható a SEPT9 fokozott metilációja (100%). Vizsgálataink 

során szintén elemeztük az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének metilációs 

szintjét párosított szöveti mintákon is, MethyLight PCR módszerrel és in silico 

analízissel egyaránt. Eredményeink korrelálnak Tóth és mtsai. megfigyeléseivel, amely 

szerint szöveti mintákban a metiláció foka magasabb értékeket ér el, mint 

plazmamintákban. Ennek hátterében az állhat, hogy az elváltozásokban bekövetkező 

fokozott DNS metiláció a szövetben koncentráltan van jelen, azonban mikor a metilált 

DNS molekulák kikerülnek a véráramba, a nagy mennyiségű más szövetekből származó 

’háttér’ DNS miatt felhígul a jelenlétük. Továbbá a DNS-szálakat a vérben található 

DNáz enzimek is bontják, így a metilált DNS szakaszok a véráramban jóval kisebb 

mennyiségben találhatók meg, mint magában a szövetben. Az általunk kialakított 
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kétlépéses MethyLight PCR módszernek köszönhetően azonban a metilált szakaszok 

célzottan és feldúsítva elemezhetők, így a metiláció mértéke pontosabban mérhető az 

adott DNS fragmentumban. Az Epi proColon 2.0 teszt ezzel ellentétben egylépéses 

PCR-rel működik, részben ennek köszönhető, hogy a metilált SEPT9 génszakaszt 

adenóma mintákban alacsony hatékonysággal képes csak kimutatni. Ezenkívül egy több 

gént tartalmazó biomarker panel a diagnózishoz és prognózishoz szükséges 

érzékenyebb és specifikusabb információkat biztosíthat, mint az individuális markerek.  

6.5. Legfontosabb új megállapítások  

- SHO egér/HT-29 humán kolorektális adenokarcinóma xenograft modellen 

történő vizsgálataim során megállapítottam, hogy a tumorsejtekben található 

humán-eredetű szabad DNS bekerül a véráramba, és mennyisége folyamatos 

emelkedéssel a kísérlet 8. hetére a teljes skDNS frakció közel 20%-át adja. 

- A szabad DNS degradációjának elemzésekor megfigyeltem, hogy a C57BL/6 

egerekbe injektált metilált DNS-szakaszok lebomlása lassabb a nem-metilált 

fragmentumokéhoz képest, így hosszabb ideig mutathatók ki a perifériás vérben. 

Továbbá, kísérleti eredményeim szerint a C38 tumorsejttel oltott állatokban a 

vérben található DNS molekulák stabilabbak, mint az egészséges egerekben. 

- A humán mintákon végzett munkám során összeállítottam egy négy gént – 

SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 – tartalmazó biomarker panelt, amely az 

emelkedett metilációs szintnek köszönhetően magas szenzitivitással és 

specificitással képes elkülöníteni az adenóma és vastagbélrákos plazmamintákat 

az egészségesektől két-lépéses MethyLight PCR módszert alkalmazva. 

- A metilációs mintázat változásáról tett megfigyeléseimet szöveti mintákon is 

megerősítettem a TCGA és a GEO adatbázisokból letöltött metilációs array 

adatok in silico elemzésével  

- Immunhisztokémiai vizsgálatokkal igazoltam, hogy a metilációs szint 

emelkedése adenóma és CRC mintákban befolyásolja a fehérjék kifejeződését 

és csökkent expressziót okoz mind a négy marker esetében. 

- Eredményeim alapján a különböző szabad DNS izoláló módszerek és a vérvételi 

gyűjtőcsövek típusa is jelentősen befolyásolják a kinyert DNS mennyiségét és 

metilációs mintázatát egyaránt. 
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- A létrehozott metilációs biomarker panel egyéb non-invazív szűrőtesztekkel 

összevetve is hatékony módszernek bizonyult már a rákmegelőző állapotok 

diagnosztizálására is.  
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7. KÖVETKEZTETÉSEK 

PhD munkám során első lépésként a sejten kívüli DNS (skDNS) mennyiségi és minőségi 

jellemzőit elemeztem állatmodellek segítségével. Megállapítottam, hogy az SHO egerekre 

oltott humán HT-29-eredetű tumorból DNS molekulák szabadulnak ki, amelyek a teljes 

szabad DNS frakció megközelítőleg 20%-át teszik ki. Az irodalmi adatokkal összhangban 

tehát azt találtam, hogy a tumor növekedése folyamán megemelkedett skDNS szinthez az 

egészséges és rákos sejtek egyaránt hozzájárulnak.  Az egészséges és C38 tumorral oltott 

C57BL/6 egereken végzett szabad DNS stabilitására vonatkozó vizsgálataim azt mutatták, 

hogy az in vitro metilált humán DNS fragmentumok lassabb degradációval jellemezhetőek, 

hiszen PCR módszerrel az injektálást követő 24 órával később is kimutathatók a vérben, 

ellentétben a nem-metilált szakaszokkal. A tumorral oltott állatokban a DNS szakaszok 

stabilabbnak mutatkoztak, mint az egészséges egerekben, ami feltételezéseink szerint 

részben a daganatos állatokban lecsökkent DNáz enzim aktivitásnak köszönhető. Az 

állatkísérletek eredményeire alapozva a szabad DNS frakció és a DNS metilációs mintázat 

elemzését célzó vizsgálataimat humán mintákon is folytattam. A humán plazmamintákon 

végzett kísérleteim szerint elmondható, hogy négy kiválasztott gén – SFRP1, SFRP2, 

SDC2, PRIMA1 – metilációs státusza alapján az adenómás illetve CRC-s betegek magas 

szenzitivitással és specificitással elkülöníthetőek az egészségesektől. A metilációs állapot 

változásával kapcsolatos megfigyeléseimet humán szöveti mintákon is bizonyítottam. Az 

általam használt multiplex preamplifikációt tartalmazó kétlépéses MethyLight PCR 

módszernek köszönhetően az alacsony szabad DNS koncentrációjú plazmamintákban is 

azonosítani tudtam a fokozott metilációt mutató géneket, valamint a metiláció foka is 

mérhetővé vált. Számos minta-előkészítési protokollt teszteltem, és megfigyeléseim szerint 

az eltérő módszereken alapuló skDNS izolálási technikák a kinyert DNS mennyiségén 

kívül a metilációs státuszt is befolyásolják. Végül megállapítottam, hogy a 4 génből 

összeállított metilációs panel egyéb non-invazív vastagbélrák szűrő tesztekhez viszonyítva 

is nagy érzékenységgel mutatja ki már a rákmegelőző állapotokat is. Összefoglalva tehát, 

munkám során kialakítottam egy DNS metilációs változáson alapuló, vastagbél adenómát 

és rákot is jelző módszert, ami a betegség jelenlétét a perifériás vérből is képes nagy 

biztonsággal kimutatni. Kutatási eredményeim ezáltal lehetőséget adnak egy alternatív, 

minimálisan invazív diagnosztikai eljárás kidolgozásához, amely a betegek számára 

kevéssé megterhelő, ezzel növelve a vizsgálaton történő részvételi arányt.   
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 

8.1. Magyar összefoglaló 
A vastagbélrákot (CRC) folyamatosan emelkedő incidencia és mortalitás jellemzi, aminek 

részben a betegség késői stádiumban történő felismerése az oka. A vastagbélrák kialakulása 

során a genetikai változások mellett számos epigenetikai módosulás – beleértve a gének 

promóter régiójában történő DNS metilációt – halmozódik fel a tumorsejtekben, amelyek 

azonosítása a daganatok diagnosztizálására is szolgálhat. A tumoros sejtekből a DNS 

molekulák kikerülhetnek a véráramba, így a plazmában található sejten kívüli DNS (skDNS) 

frakció metilációs mintázatának vizsgálata egyszerű és ígéretes minimálisan invazív 

módszerré válhat a daganatok korai felismerésére. PhD munkám első lépéseként a szabad 

DNS felszabadulásának ütemét és stabilitását vizsgáltam állatmodellek használatával. 

Igazoltam, hogy az egerekre oltott humán HT-29-eredetű tumor növekedésével párhuzamosan 

a rákos szövetből folyamatosan DNS molekulák kerülnek a véráramba, amelyek a 8. hétre a 

teljes szabad DNS frakció közel 20%-át adták. Az skDNS stabilitására vonatkozó kísérletem 

során megfigyeltem, hogy a C57BL/6 egerekbe injektált metilált humán DNS szálak 

stabilabbak, mint a nem-metilált DNS molekulák, hiszen a kezelést követően 24 óra múlva is 

detektálhatóak voltak. Megállapítottam továbbá, hogy a C38 kolorektális adenokarcinóma 

sejtekkel oltott állatokban a DNS tovább mutatható ki a vérben az egészséges állatokhoz 

képest. A fenti eredményekre alapozva célul tűztem ki egy epigenetikai marker panel 

összeállítását, ami a daganat kialakulása során az egészségestől eltérő DNS metilációs 

mintázatot mutató géneket tartalmaz. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 génekről 

megállapítottam, hogy metilációjuk fokozódik már adenóma stádiumban is, és ez a szöveti 

minták mellett a plazmákban is kimutatható az általunk kialakított multiplex preamplifikációt 

tartalmazó két-lépéses MethyLight PCR módszerrel.  Immunhisztokémai elemzésekkel 

bizonyítottam, hogy a megnövekedett metilációs szint a fehérjék expressziójának 

csökkenésével párosul mind a négy marker esetében. Számos skDNS izolálási módszert 

összevető kísérleti eredményem szerint a különböző minta-előkészítési technikák az skDNS 

mennyisége mellett a metilációs mintázatra is hatással vannak. Végül összehasonlítottam a 

metilációs panel érzékenységét egyéb non-invazív szűrőtesztekével, és vizsgálatom alapján 

elmondható, hogy a kialakított panel egyéb szűrési módszerekhez viszonyítva is nagy 

bizonyossággal jelzi már a rákot megelőző elváltozásokat is. Összefoglalásként elmondható, 

hogy kutatásom eredményei hozzájárulhatnak a vastagbélrákos és adenómás esetek mielőbbi 

felismeréséhez a betegeket kevéssé terhelő, folyadék biopszia-alapú mintavétel segítségével. 
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8.2. Angol összefoglaló 

Colorectal cancer (CRC) is characterized by increasing incidence and mortality that is 

partly due to the diagnosis of mainly the late stages of the disease. During CRC 

development, in addition to genetic alterations, several epigenetic changes, including DNA 

methylation in the promoter regions accumulate in tumor cells that can be utilized for the 

early diagnosis of CRC. Cell-free DNA (cfDNA) in the circulatory system can originate 

also from tumor tissue; therefore the evaluation of tumor-related methylated DNA in the 

plasma fraction can be a simple and promising minimally invasive method for early cancer 

screening. In my PhD, as a first step, I have investigated the rate of cfDNA's release and 

defined the stability of methylated and non-methylated DNA fragments using animal 

models. I have confirmed that in SHO mice xenografted with human HT-29 cancer cells, 

DNA molecules were released into the blood-stream in parallel with the tumor growth. The 

amount of human DNA from tumors increased continuously and reached 20% of the whole 

cell-free DNA fraction for the 8th week. During my experiments analyzing the stability of 

cfDNA, I have observed that methylated DNA fragments injected into C57BL/6 mice were 

more stable as these fragments were detectable after 24h in contrast with non-methylated 

fragments. Moreover, the degradation of DNA fragments was slower in animals injected 

with C38 colorectal adenocarcinoma cells than in healthy mice. Based on these results I 

aimed to compile an epigenetic marker panel, which contains genes with altered DNA 

methylation pattern in the healthy - colorectal adenoma - cancer sequence. I have found 

that the methylation level of SFRP1, SFRP2, SDC2, and PRIMA1 gene promoters has 

already increased in precancerous stages. The methylation level alterations have been 

detected in both tissue and plasma samples using two-step MethyLight PCR method with 

multiplex preamplification. Immunohistochemistry analyses have indicated decreasing 

protein levels of the four markers along the colorectal adenoma - carcinoma sequence in 

parallel with the elevated promoter methylation levels. I have tested diverse DNA isolation 

and blood collection methods, and according to our results, the level of cell-free DNA and 

the methylation pattern of specific genes have been influenced by these factors. Finally, I 

have compared the sensitivity of our methylation panel with other screening tests, and I 

have established that our panel also detects the precancerous lesions with high sensitivity 

compared with other tests. In conclusion, the results of my PhD work offer the possibility 

for early detection of colorectal adenoma and CRC cases using a potential minimally 

invasive, liquid biopsy-based method.     
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