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1. ROVIDITESJEGYZEK

AChE — Acetilkolin-észteraz (Acetylcholinesterase)

ACTB — p-aktin (Actin Beta)

ADAMTS5 — Disintegrin és metalloproteindz trombospondinnal, 1. tipus, 5. motivum
(Disintegrin And Metalloproteinase With Thrombospondin Type 1 Motif 5)

ADHFEL1 — Alkohol dehidrogenaz vas tartalommal 1 (Alcohol Dehydrogenase Iron
Containing 1)

AJCC - Amerikai Rékos Betegségeket Vizsgalé Albizottsag (American Joint
Committee on Cancer)

ALX4 — ALX Homeobox 4

APBAL/MINT1 — Amiloid béta prekurzor fehérje-koté csalad 1. tag (Amyloid Beta
Precursor Protein Binding Family A Member 1)

APC — Adenomatosis polyposis coli

BCL2 — B-sejt CLL/Limféma 2 (Apoptosis regulator B-Cell CLL/Lymphoma 2)

BCP — 1-brom-3-klorpropan

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

BOLL - Boule homolog, RNS-két6 fehérje (Boule Homolog, RNA Binding Protein)
BRAF — B-Raf proto-onkogén

BSP - Biszulfit-specifikus PCR

CA19-9 — Rék antigén 19-9 (Cancer Antigen 19-9)

CAT - Kloramfenikol acetil transzferaz

CDH1 — Kadherin 1

CDH13 — Kadherin 13

CDKN2A/p16 — Ciklin-figg6 kinaz inhibitor 2A

CEA — Carcino-embrionalis antigén

CHARM - Nagy ateresztOképességli modszer a relativ metildcid megallapitdsara
(Comprehensive High-throughput Arrays for Relative Methylation)

CIMP — CpG-sziget metilator fenotipus

CIN — Kromoszoma instabilitas

COL1A2 — 1. tipusu kollagén alfa 2

CpG — Citozin-guanin dinukleotid

CpG-sziget — CG dinukleotidban gazdag szekvencia régio

CRBP1 — Celluléris retinol kot6 fehérje 1 (Cellular Retinol Binding Protein 1)
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CRC - Vastagbélrék (Colorectal cancer)

CTC — Computer tomogréaf colonogréfia

CXCL12 — C-X-C motivum kemokin ligand 12 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 12)
CYFRA 21-1 — Citokeratin 19 fragmentum

DAPK1 — Halal-asszociélt protein kindz (Death associated protein kinase 1)
DCC — Vatagbélrédkban deletélt gén (Deleted In Colorectal Carcinoma)

DMR - Eltéréen metilalt régiok (Differentially methylated region)

DNMT — DNS-metiltranszferaz

DNS — Dezoxiribonukleinsav

E-cad — E-kadherin

EDTA — Etilén-diamin-tetraecetsav

EGFR — Epidermélis novekedési faktor receptor

ERV — Endogeén retrovirus

ESR1 — Osztrogén receptor 1

EYA4 — EYA transzkripcionalis koaktivaror és foszfataz 4 (EYA transcriptional
coactivator and phosphatase 4)

FAM — 6-fluoreszcein amidit jel6lés

FAP — Familiaris adenomatosus polyposis

FBN1 — Fibrillin 1

FFPE — Formalin-fixalt paraffinba-agyazott

FHIT — Fragilis hisztidin triad (Fragile histidine triad)

FIT — Immunalapu széklet vértartalom meghatarozas (Fecal Immunochemical Test)
FRET — Fluoreszcens rezonancia-energiatranszfer

GAPDH - Gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GAS7 — Novekedést gatlé gen 7 (Growth arrest specific 7)

GATAS — GATA-kot6 fehérje 5 (GATA Binding Protein 5)

GEO — Gén expresszios adatbazis (Gene Expression Omnibus)

gFOBT — Guajak alapu széklet occult vérvizsgalat (Fecal occult blood test)
GSK3p — Glikogén-szintaz-kinaz-3p

HE — Hematoxilin-eozin festés

HLTF — Helikaz-szeri transzkripcios faktor (Helicase like transcription factor)
hnkRNS — Hosszu, nem kddoldé RNS

HNPCC — Herediter nonpolip6zis vastagbélrak

HP — Hiperplasztikus adendéma
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HPP1 — Hiperpigmentécid progressziv 1 (Hyperpigmentation, progressive, 1)
ID4 — DNS-két6 inhibitor 4 (Inhibitor of DNA binding 4)

IL6 — Interleukin 6

IRF8 — Interferon szabalyozo faktor 8 (Interferon regulatory factor 8)
ITGA4 — Integrin alfa 4 alegység (Integrin subunit alpha 4)

K-ras — Kirsten rat sarcoma gén

LAMAL — Laminin alfa 1 alegység (Laminin subunit alpha 1)

LOH — Heterozigozitas elvesztése (Loss of heterozigosity)

LPS — Lipopoliszacharid

MAEL — Maelstrom spermatogén transzpozon csendesité (Maelstrom spermatogenic
transposon silencer)

MAPK — Mitogén-aktivalt protin kinaz (ERK)

MeCP2 — Metil-CpG kot6 fehérje

MeDIP — Metilalt-DNS Immunprecipitacio

MEK — MAPK/ERK kinaz

MetCap — Methyl capture szekvenalas

MGB - Kis-arok kot6 jelolés (Minor groove binder)

MGMT — O-6-metilguanin-DNS metiltranszferaz

MII — Metasztazis inhibicios index

MIRNS — mikroRNS

MLH1 — MutL Homolég 1

MLP — MethyL.ight primerek

ML-PCR — MethyLight PCR

MMR — DNS hibajavité rendszer (Mismatch repair)

MSH2 — MutS Homoldg 2

MS-HRM — Metilacids-specifikus nagy felbontasu olvadaspont analizis
MSI — Mikroszatellita instabilitas

MSI-H — Magas szint{i mikroszatellita instabilitas

MSI-L — Alacsony szintli mikroszatellita instabilitas

MSP — Metilacio-specifikus PCR

MSS — Mikroszatellita stabilitas

NAT — Tumor melletti ép szévet (Normal adjacent tissue)

NET — Extracellularis neutrophil csapda (Neutrophil extracellular trap)

NGFR — Neuronalis novekedési faktor receptor (Nerve Growth Factor Receptor)
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NPTX2 — Neuronalis pentraxin 2 (Neuronal Pentraxin 2)

NPY — Neuropeptid Y

0°%-MGMT — O°-metilguanin-metiltranszferaz

OSMR — Onkostatin M receptor

PBS — Foszfat-pufferes séoldat (Phosphate buffered saline)

PCR — Polimeréz-lancreakcio (Polymerase chain reaction)

PHA — Polihidroxialkanoat

PPi — Pirofoszfat

PRIMAL — Prolin-gazdag membran horgony 1 (Proline Rich Membrane Anchor 1)
PSAT1 — Foszfoszerin aminotranszferaz 1 (Phosphoserine Aminotransferase 1)
PTGDR - Prostaglandin D2 receptor

RARB — Retinsav receptor beta (Retinoic Acid Receptor Beta)

RASSF1A — Ras-asszocialt domén csalad 1 tag (Ras Association Domain Family
Member 1)

RNS — Ribonukleinsav

ROC - Vevé miikodési karakterisztika analizis (Receiver Operating Characteristic)
RRBS — CsoOkkentett reprezentacios biszulfit szekvenalds (Reduced-representation
bisulfite sequencing)

RUNX3 — Runt-rokon transzkripcios faktor 3 (Runt Related Transcription Factor 3)
SAM - S-adenozil-metionin

SDC2 — Szindekén 2

SDS — Natrium dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)

SEPT9 — Septin 9

SFRP1 — Szekretalt frizzled-rokon fehérje 1 (Secreted Frizzled Related Protein 21)
SFRP2 — Szekretalt frizzled-rokon fehérje 2 (Secreted Frizzled Related Protein 2)
SFT2D3 — SFT2 domén 3 (SFT2 Domain Containing 3)

SHO — Immundeficiens szértelen egértorzs (SCID Hairless Outbred)

SHOX2 — Rovid-termet homeobox 2 (Short Stature Homeobox 2)

SkDNS — Sejten kivili DNS

SLC5M8 — Oldott hordoz6 5. csalad 8. tag (Solute Carrier Family 5 Member 8)
SLE — Szisztémas lupus erythematosus

SMAD4 — SMAD csalad 4. tag (SMAD Family Member 4)

SOCS3 - Citozin szignalizaci6 gatlo 3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3)
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SPARC - Savas és ciszteinben-gazdag szekretalt fehérje (Secreted Protein Acidic and
Rich In Cysteine)

TAQ — TagMan préba

TCGA — Rékgenom Atlasz (The Cancer Genome Atlas)

TET - Ten-eleven transzlokacids enzim

TFPI12 — Szdveti faktor utvonal gatld 2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor 2)

TGFBRII — Transzformald ndvekedési faktor B receptor II (Transforming Growth Factor
Beta Receptor 2)

TIMP3 — Metalloproteinaz 3 szdveti inhibitora (Tissue Inhibitor Of Metalloproteinases
3)

TLR — Toll-szer( receptor (Toll-like receptor)

TMEFF2 — Transzmembran fehérje 2 EGF-szerii és follistatin 2-szerii doménnal
(Transmembrane Protein With EGF Like And Two Follistatin Like Domains 2)

TNFa — Tumor nekrozis faktor o (Tumor Necrosis Factor o)

TNM — Daganat stddium beosztas

TP53 — Tumor protein 53 (p53)

TWIST1 — Twist-csalad transzkripciés faktor 1 (Twist Family BHLH Transcription
Factor 1)

UICC — Nemzetkdzi Rakellenes Unio (Unio Internationalis contra Cancrum)

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

VIM — Vimentin
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2. BEVEZETES

2.1. Vastagbéldaganatok jelentosége

2.1.1. Epidemiologiai hattér

A daganatos megbetegedések a leggyakoribb halalt okozd betegségek kozé tartoznak
vilagszerte. Becslések szerint 2012-ben Eurdpaban 3,45 millié 0j diagnosztizalt eset és
1,75 millié elhalalozas kotheté valamely daganattipushoz [1]. A vastagbélrdk (CRC)
gyakorisag tekintetében a masodik helyen 4ll az eml6daganatok utan (464.000 eset/év),
az eurdpai lakossagban évente 447.000 ujonnan felfedezett esettel. A CRC a mortalitas
szempontjabol nézve is a masodik helyet foglalja el a tiid6 tumorokat kovetve [2]. A
vastagbélrak el6fordulasaban foldrajzi kiilonbségeket figyelhetiink meg, a betegség
tobb, mint 63%-a ugyanis a fejlett orszagokban jelentkezik. Az Amerikai Egyesult
Allamokban, Ausztraliaban, Uj-Zélandon és Nyugat-Eurépaban 100.000 emberbél tobb,
mint 40 szenved CRC-ben, mig Afrikaban és Azsia egyes részein ez a szam kevesebb,
mint 5 6 [1].

A CRC eléfordulasa férfiakndl gyakoribb, mint a ndéknél, és kimelkedéen magas
incidenciat mutat a kozép-eurdpai orszagokban [3], Magyarorszagot is beleértve
(100.000 fore vetitve 87 férfi és 45 nd) (1. abra). Hazankban a betegek életkora a
diagndzis idépontjaban megkozelitéleg 60 év. A vastagbélrdk eléfordulasi aranya és
mortalitasa is egyre ndvekszik, az évente Ujonnan regisztralt betegek szama 9000 kordl

mozog, és a CRC mintegy 6000 halalesetet okoz [4, 5].
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1. abra. A vastagbéldaganatok incidenciaja és mortalitasa nék (bal) és férfiak (jobb)
esetén 2013. évi eurdpai felmérés alapjan. Az abra Altobelli és mtsai. (2014) alapjan

maodositva készilt [3].

2.1.2. A vastagbelrak kialakulasanak molekularis alapjai

A vastagbélrak kialakulasat az egészséges vastagbél nyalkahartya sejtjeiben
bekovetkezd, karcinogének okozta, vagy 6rokletes genetikai s epigenetikai valtozasok
indukaljak. A klasszikus, Fearon és Vogelstein altal leirt modell szerint az egészseges
hambol korai, majd késéi adendéma allapotokon keresztul keletkezik a vastagbélrak,
amely elsdsorban tumorszuppresszor gének inaktivacidja és onkogének aktivacioja
révén valdsul meg (2. abra) [6].

f Egészséges Aberrans —_
| epitélum 1\ kripta fokusz

t

—_—

Korai —| Koztes |__|  KésGi —| Vastagbélrak
adenoma adenoma adenoma

? 1 t t

APC Genomidlis instabilitds K-ras DCC p53 Egyéb
B-katenin BRAF 18¢ LOH 17p LOH elvaltozasok
Axin2 SMAD4

2. dbra. Klasszikus Vogelstein-modell. Az &bra Moran és mtsai. (2010) alapjan

mddositva készilt [7].
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A CRC azonban a klasszikus adenéma — karcindma szekvencia mellett mas utvonalon is
kialakulhat. Az Un. fogazott (serrated) utvonal jellemzdje, hogy a tumor nem tubuldris
és tubulovillozus adenomakbol formalddik, hanem fogazott polipokbdl, aminek a
kovetkezé altipusait kulonboztetjik meg: hiperplasztikus polip, szesszilis fogazott
adendéma és tradiciondlis fogazott adendma [8]. Erre az Utvonalra jellemz6 a DNS
hibajavitd genek hibaja, ami féleg a promotereik hipermetilacidjanak koszonhetd, és
mikroszatellita instabilitast okoz [9]. A vastagbéldaganatok Kkialakuldsanak egyik
kulcsfontossagu Iépése a genomidalis instabilitas, amely genetikai és epigenetikai
maddosulasokon keresztiil valésulhat meg. A fentiek alapjan két nagy daganatcsoportot,
a kromoszoma instabilitdst (CIN) és a mikroszatellita instabilitast (MSI) mutatd
daganatokat, illetve a DNS hipermetilacié kovetkeztében Kkialakult Gn. CpG-sziget
metilator fenotipusi (CIMP) daganatokat kulonbdztetjik meg [10]. A vastagbélrak

kialakulasanak legfontosabb Utvonalait a 3. abra foglalja 6ssze.

Metildcio

I
| Fogazott |

: adenoma :
_______ — B
i | | Tubularis és | 0-6-MGMT
i CIMP+ o) | fogazott
[ | I adenoma |

e e e e e e o |
\ T amen ) _Pus, THBs
e e o I adenéma | —
i Hiperproliferativ [ nisostsil |

| . .
\ nydlkahartya N Mutdcio
\ Tubuldris,  soc keas, Tp53
| tubulovillézus |
e | I adenoma !
i CIMP- B !
R
LT ! Tubuliris, ! WMMR gének
i Ep hamszovet : : tubulovillozus | -
______________ : adendma

3. abra. A vastagbélrak kialakulasanak legfontosabb modelljei. Az abra Haydon és
mtsai. (2002)
Roéviditések: CIMP — Cpg-sziget metilator fenotipus; MSI — mikroszatellita instabilitas;
MSS — mirkoszatellita stabilitads; CRC — vastagbélrak.

[11] és Remo és mtsai. (2012) [10] alapjan mddositva késziilt.

2.1.2.1. Genetikai instabilitas — CIN, MSI
Kromoszoma instabilitasrol akkor beszélhetiink, ha a sejtek az egészségestdl eltérd

kromoszomakészlettel rendelkeznek (aneuploidia), ami jelentheti egy génszakasz egyik
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alléljanak elvesztését (loss of heterozygosity, LOH), vagy megsokszorozott
kromoszoma szerelvényt (poliploidia) is. A fenti folyamatok bizonyos gének csdkkent
vagy fokozott expresszidjat is okozhatjak [12].

A mikroszatellitdk bézis-ismétlédésekbdl alld rovid DNS-szakaszok, amelyek a
genomban elszértan helyezkednek el [13]. Jellemzéen cizotin és adenin ismétlédésekbd]
allnak, hosszuk velesziletetten allando, és egyéni kilonbségeket mutat. MSI esetében a
mikroszatellitdk szdma és hossza replikacios hiba kdvetkeztében megndvekszik vagy
lecsokken. MSI akkor alakulhat ki, ha a DNS hibajavitd rendszer (mismatch repair,
MMR) génjei helyteleniil miikddnek, €s ezaltal nem javitjak ki a DNS replikacié vagy
rekombinacié soran létrejové inszercidkat, deléciokat vagy hibds béazisokat. A
mikroszatellita statusz szerint harom csoportot kulonboztetiink meg: mikroszatellita
stabil (MSS), alacsony szintli instabilitast (MSI-L) €s magas szintii instabilitast (MSI-H)
mutaté daganatokat. A mikroszatellita statusz meghatarozasahoz két mononukleotid
(BAT25 és BAT26) és harom dinukleotid (D5S346, D2S123 és D17S250) markert
vizsgalnak. MSI-L esetében a vizsgalt lokuszok kevesebb, mint 40%-a mutat
instabilitast, MSI-H esetében pedig a mikroszatellita I6kuszok tébb, mint 40%-a. MSS

tumorrdl akkor beszélink, ha egyik lokusz sem jelez instabilitast [14].

2.1.2.1.1. MSS fenotipusu vastagbélrak

A CRC 65-70%-a tartozik az MSS-tipust daganatok koze, amelyek létrejétte tobbnyire
koveti a klasszikus Vogelstein-modellt. Nagyreszt a bal colonfélben jelennek meg 65
éves kor felett, jol differencialtak, ritkdn mucindzusak, limfocita infiltracié nem
jellemz6 rajuk, gyakran jelenik meg kromoszoma instabilitds, és rossz progndzistak
[14]. A tumor kialakuldsanak egyik kezdeti lépése az adenomatosis polyposis coli
(APC) gén mutacioja, amely elvaltozas a sporadikus CRC 75-80%-aban megtalalhatd
[15]. A gén az 5921 kromoszdma régidban talalhato, és mutaciok a génen belll szamos
helyen el6fordulhatnak, amik elsésorban csonkolt fehérje szintéziséhez vezetnek [16].
Az APC gén altal kodolt fehérje egészséges sejtekben a Wnt jelatviteli Utvonal negativ
regulatoraként miikodik. Az APC fehérje a glikogén-szintaz-kindz-3p-val (GSK3p), az
axinnal és a B-kateninnel képes fehérjekomplexet képezni, amelynek koszonhet6en a -
katenin degradalodik. Ha azonban az APC nem megfeleléen miikodik, a B-katenin
felszaporodik a citoplazméban, majd a sejtmagba bejutva kiilonb6zé gének

transzkripciojat idézi el6, amelyek sejtproliferaciot, angiogenezist, apoptozis gatlast
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vagy attétképzést indukalnak [17-19]. Az APC gén csirasejtes mutécidja a familiaris
adenomatosus polyposis (FAP) szindrémat okozza, amelyre jellemz6, hogy mér fiatal
feln6ttkorban tobb szaz, féleg 1 cm-nél Kisebb polip alakul ki az érintett betegekben
[20].

A K-ras onkogén 12. és 13. kodonjat érinté mutaciokat a tumorok 40-50%-aban lehet
megtaldlni, rendszerint mar korai rakmegel6z6 allapotokban is. Az &ltala kddolt fehérje
a kis G-tipusu fehérjék csaladjaba tartozik, GTPaz aktivitassal rendelkezik, és a
sejtproliferacio és a differenciacié szabalyozésaban jatszik fontos szerepet. A gén
mutécioja kovetkeztében a fehérje konstitutivan aktivva valik, ezaltal olyan jelatviteli
folyamatok kapcsolnak be, amelyek a daganatok progressziéjahoz vezetnek [21, 22].

A 18. kromoszdéman talalhaté deleted in colorectal carcinoma (DCC) tumorszuppresszor
gén adott szakaszanak delécidja is gyakori jelenség az MSS-tipusu daganatokban. A
karosodas jellemzdéen sulyosan diszplasztikus adendmakban figyelheté meg eldszor, és
a sporadikus CRC-k 70%-aban mutathato ki [6, 23]. A DCC fehérjenek szerepe van az
axonok képzbdésében, a sejtosztodas, a differenciacio, valamint az apoptozis

szabalyozasaban [24].

A survivin gén fokozott mitkodése mar korai adenoma stadiumban is megfigyelheté. Az
apoptozist indukalé fehérjék inhibitoraként mikodik, ezaltal megnovekedett
expresszioja 6sszekapcsolhato a fokozott proliferacioval és az angiogenezissel, valamint

az apoptdzis gatlasaval is [25].

A tumor protein P53 (TP53 - p53) tumorszuppresszor gén mutacioja a késéi adendma
stadium karcindmava torténé atalakulasaért feleldés. Az ép gén szamos sejtfunkcid
szabalyozasaban vesz részt (példaul az apoptdzis kivaltasa, a sejtciklus leallitasa, a DNS
javitasa vagy a tulélési szignal gatlasa) azaltal, hogy a p53 fehérje kiilonb6z6 gének
transzkripciojat befolydsolja. A mutans p53 gén a daganatok megkozelitéleg 70%-aban
mutathat6 ki [26-28].

2.1.2.1.2. MSI fenotipusu vastagbélrak

Magas szintli mikroszatellita instabilitassal (MSI-H) a vastagbél tumorok korlbell
20%-a jellemezhetd. Ezekre a daganatokra jellemzd a kromoszomalis stabilitas, foleg a
jobb colonfélben talalhatéak, gyakran mucindézusak, tobbnyire rosszul differencialtak,

gyakoribbak nékben, mint férfiakban, €s jo prognozissal jellemezhetok [29]. Az MMR
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rendszer génjei kozul leginkdbb a MutL Homoldég 1 (MLH1) gén mutéciéja vagy
hipermetilacidja, illetve az MutS Homoldg 2 (MSH2) gén mutacidja figyelheté meg [30,
31]. Ezzel szemben az MSI-L daganatokban az MLH1 és az MSH2 is normalis
expressziot mutat [11]. A DNS-hibajavitd O8-metilguanin-metiltranszferaz (0%-MGMT)
gén azonban tobbnyire metilacid miatti inaktivitassal jellemezhetd [32]. Az utObbi
tumoroknak a tobbsege fogazott adendémabdl alakul ki, és kérlefolyasuk jorészt az MSS
daganatokhoz hasonlit [33].

2.1.2.2. Epigenetikai instabilitds — DNS-metilacid

A daganatok kialakulasaban szerepet jatsz6 epigenetikai mddosulasok kozul a
legjelent6sebb a DNS citozin bazisat érintd metilacio. A folyamat soran a pirimidin
gylrli 5. szénatomjanak hidrogén atomja metil-csoportra (—CH3) cserélédik [34]. A
metilacio a citozin-guanin dinukleotid (CpG) helyeken torténik, amelyek tobbnyire a
gének promoter régidiban helyezkednek el. A CpG-gazdag régiokat CpG-szigeteknek
nevezzilk (a CpG dinukleotidok legalabb 60%-0s aranyban vannak jelen), amelyek
fokozott metilacioja a transzkripcid csokkenését, vagy teljes gatlasat okozza (4. abra)
[35]. A metil-csoport bizonyos transzkripcios faktorok kotédését fizikailag is gatolja,
emellett pedig olyan metil-CpG koté fehérjék megkotésére képes, amelyek tovabbi
faktorokat toborozva a kromatin struktira megvaltozasat, és ezaltal a gén
inaktivalodasat idézik el6 [36-38]. A DNS metilaciojat DNS-metiltranszferdaz (DNMT)
enzimek katalizaljak S-adenozil-metionin (SAM) metil-donor felhasznalasaval. Két 6
metilacios enzim tipust ismeriink: a fenntarté metilacioért felelos DNMT1 enzimet, és a
de novo metiltranszferdzokat, a DNMT3a-t és a DNMT3b-t. A DNMT1 a DNS-
replikacio soran helyezi fel a metil-csoportot az Gjonnan szintetizalt szalra a régi szalat
templatként hasznalva. Ezzel szemben a DNMT3 a metil-csoportok olyan citozinokra
kerulését katalizalja, amelyek korabban még nem voltak metilaltak [39-41]. A
metilacios mintazat eltdrlését a DNS-demetilaz enzimek végzik, amelyek a ten-eleven

transzlokacios (TET) enzimek kozé tartoznak [42].

A DNS-metilacios mintazat az életkor elérehaladasaval folyamatosan valtozik, amelyet
kor-fiiggd (age-related) A-tipusi metilacionak nevezink. A rakos elvaltozasok esetén
azonban talalunk olyan géneket, amelyek kifejezetten daganat-specifikus metilacios

mintazatot mutatnak, amellett, hogy genomszint{i globalis hipometilacio torténik (4.
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abra). Utobbi esetben rék-fiiggé (cancer-related) C-tipusu metilaciordl beszélhetiink,
ami tobbek kozott a CIMP+ fenotipust daganatokban fordul el6 [43].

Promoter régio Gén test

> AKTIV GEN

EGESZSEGES SEIT

—]

—

CSENDESITETT GEN
TUMOROS SEJT m}—x—‘—4 —{ M

CpG-sziget Exonok Repetitiv elemek
Lokalis Globalis
hipermetilacio hipometilacio

Q  Nem-metilélt CoG

® Metildlt CpG

4. dbra. A DNS metilacié folyamata egészseges és tumoros sejtekben. A daganat soran
jellemzd az adott géneket érintd lokalis hipermetilacio és a genomszintli hipometilacio.

Az dbra Kandimalla és mtsai. (2013) alapjan modositva kesziilt [44].

CIMP+ tumoroknak tehat akkor nevezhetjik a daganatokat,
torténik. A CIMP

pozitivitds meghatarozasa soran egy metilaciés markercsoportot vizsgalnak meg,

ha adott gének

promoterében elhelyezkedé CpG-szigeteken —hipermetilacio

azonban az optimalis csoport kialakitasaban egyel6re megoszlanak a vélemények [45].
A CIMP+ tumorok a vastagbelrakos esetek 10-15%-at alkotjak. Ezekre a daganatokra
jellemz6, hogy tobbnyire id6sebb nébetegekben alakulnak ki, mikroszatellita instabilak,
a K-ras, a BRAF és a Transzformalé Novekedési Faktor B Receptor Il (TGFBRII)
gyakran mutélt, a TP53 mutécidja viszont elég ritka, tovabbd az MLH1 gén

hipermetilaciot mutat [43, 46].

2.1.3. A vastagbélrak patologiaja

A CRC diagnosztizalasa soran a tumorok besorolasa harom f&6 szempont, a szdvettani
tipus (typing), a differencialtsagi fok (grading) és a stadium (staging) alapjan torténik.
Az Egészsegugyi Vilagszervezet (WHO) ajanlasa szerint a szovettani jellemzok alapjan
a kovetkez6 csoportokat kiilonboztetjiik meg: adenokarcindma; mucindzus karcinoma;
pecsétgytri-sejtes  rak; laphdmrak; adenoszkvamézus rak;  Kissejtes  rék;
differencidlatlan karcinbma és adenokarcinoid tumor. A differencialtsagi szdvettani
meghatarozas soran az a dont6, hogy a tumorban milyen mértékii a mirigyképzédés. A

fentiek alapjan beszélhetink jol (minimum 75%-0s mirigyképz6dés), kdzepesen (25-
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75%-0s) és rosszul (25% alatti) differencialt tumorokrol. A stadiumokba torténd
besorolast els6ként Dukes és mtsai. javasoltdk [47], majd kés6bb ezt Astler és Coller
mddositotta [48]. Napjainkban a kovetkezé CRC stddiumokat killonboztetjik meg:

Dukes A: a daganat csak a mukdzat érinti;

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

Dukes B2: a daganat attori az izomréteget és beterjed a subserosaba;

Dukes C1: a daganat a muscularis propria réteget érinti, és nyirokcsomo érintettség van;
Dukes C2: a daganat attori a serosat, nyirokcsomo érintettség megfigyelhetd;

Dukes D: a daganat tavoli attéteket képzett.

Egy maésik osztalyozasi modszer az Unio Internationalis contra Cancrum (UICC) és az
American Joint Committee on Cancer (AJCC) szervezet altal kzdsen kialakitott TNM-
rendszer. Ebben a felosztasban a *T’ jelenti a primer tumort, az N’ a nyirokcsomo
érintettséget, és az "M’ a metasztazist. Az 1. tablazat 6sszefoglalja a vastagbéldaganatok

klinikai osztalyozasi rendszereit.
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1. tablazat. A vastagbéldaganatok klinikai besorolasa. A tablazat Akkoca és mtsai.
(2014) alapjan modositva készlt [49].

Astler -
A‘?C.C TNM beosztas TNM kritériumok Dl,lk?S Coller
stadium stadium o
stadium
e —
Stadium 0 Tis NO MO Tis: in situ karcindma, - -

a daganat a mukdza rétegre
korlatozadik

Stadium | T1 NO MO T1: a daganat a nyalkahartyat | A A
és szubmukadzat érinti

Stadium | T2 NO MO T2: a daganat beterjed A B1
az izomrétegbe
Stadium Il - | T3 NO MO T3: a tumor a szubserosan B B2
A talterjed
Stadium Il - | T4 NO MO T4: a daganat a kornyez6 B B3
B szerveket is eléri
Stadium Il - | T1-2 N1 MO N1: attétek 1-3 kornyezd C Cl
A nyirokcsomdéban, T1 vagy T2
Stadium Il - | T3-4 N1 MO N1: attétek 1-3 kornyezd C C2,C3
B nyirokcsoméban, T3 vagy T4
Stadium Il - | barmely T N2 MO | N2: attétek 4 vagy C C1,C2,C3
C tébb nyirokcsoméban, barmely
T
Stadium IV | barmely T N1-2 | M1: tavoli szervi attét - D
M1 igazolhato,

barmeny T és N

2.1.4. A vastagbélrak diagnosztikai és szliromodszerei

A CRC korai felismerése nagyban novelheti a péaciensek talélési esélyeit. A
vastagbélrak jellegzetes tiinetei a megvaltozott széklethabitus, a vashianyos
vérszegénység, a veéres széklet, a hasi fajdalom, a fogyas, az étvagytalansag es a
héemelkedés vagy a l&4z. A diagnozis felallitasat azonban nehezitheti, hogy a tiinetek
egy része csak a betegség elorehaladott fazisaiban jelentkeznek. Az 5 éves talelési esély
egy Dukes C stadiumi CRC-s betegnél 40% alatti, Dukes D stadiumban, mikor mar
tavoli attét is kialakult ennél joval alacsonyabb (5% alatti), viszont a korai Dukes A
stadium esetéen még 90%-os [50, 51]. Egy tanulmény az amerikai és europai, kiillonb6z6
Dukes stadiumu CRC-s betegek 3 éves tulélési esélyeinek 6sszehasonlitasa soran nem

talalt szignifikdns kilonbséget az eltéré szarmazast betegek kOzott [52]. A tulélési
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eselyeket a daganat elhelyezkedése is befolydsolhatja, hiszen a jobb colonfélben
talalhaté tumorok esetén a tulélési esély 59%-o0s, mig bal colonfél esetén csak 65%-0s
[53]. A fenti adatok is alatamasztjdk, hogy kulcsfontossdgl a betegség miel6bbi
felismerése, ezért lényeges a sziirdmoddszerek folyamatos fejlesztése. A sziirések
kiemelt céljai kozétartozik a rakmegel6z6, adendma allapot azonositasa is, hiszen a
feln6tt lakossag 25%-aban igazolhaté adendma, amelynek 5%-a alakul &t rosszindulatu
daganattad [54, 55]. Nemzetkozi ajanlasok alapjan a CRC Kkialakuldsa szempontjabdl
megkiilonboztetiink alacsony, kdzepes €s magas kockazatii csoportokat. A sziirést a
kdzepes (csaladi halmozddas, adendmak jelenléte, anamnézishen CRC) és a magas
(FAP-szindréma, HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer), gyulladasos
bélbetegségek) rizikdju csoportba tartozok esetén kifejezetten ajanlott elvégezni [54, 56-
58]. A sziirémodszerek legfontosabb tulajdonsagai a kovetkezOk: megbizhatdsag,
megfelelé aranya részvétel, alacsony megterhelés, alacsony szovodményi rata €s
koltséghatekonysag. A sziirémodszereket két nagy csoportba sorolhatjuk, az invaziv
vagy eszk0zos vizsgalatokra, illetve a non-invaziv széklet vagy minimalisan invaziv

vervetel alapu vizsgalatokra.

2.1.4.1. Eszkdz6s vizsgalatok

A kolonoszkopia a legelfogadottabb és leghatékonyabb, Gn. gold standard CRC sziirési
maodszer. Elonyei koz¢ tartozik, hogy az esetek tobb, mint 90%-aban a teljes vastagbél
atvizsgalhat6, lehetéség van a szoveti mintavételre, elvégezhetd az endoszkopos
polipektomia és a beavatkozads szenzitivitdsa magas. A mddszer a kisebb polipokra
75%-0s, a nagyobbakra 90%-0s szenzitivitassal rendelkezik, a vastagbélrakot pedig
90% feletti érzékenységgel talalja meg. A folyamat azonban koltséges, a betegek
szamara megterhel6 és a szovodmények kialakuldsanak aranya is viszonylag magas,

ezert a paciensek részvételi aranya alacsony [59-61].

A flexibilis szigmoidoszkdpia soran egy korulbelil fél méteres endoszkdppal végzik a
beavatkozast, emiatt azonban a proximalis vastagbélszakaszrél nem kapunk informaciot
és a CRC-s esetek jelentds része nem kerul felismerésre. A flexibilis szigmoidoszkdpia
olcsobb a kolonoszkdpias vizsgalatnal, kevésbé terheli meg a betegeket, valamint a
szovodmények kialakulasara is kisebb az esély. A specificitasa CRC esetén 94%-o0s,

szenzitivitasa viszont joval alacsonyabb, mint a kolonoszképiaé [62, 63].
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A Kkettés kontrasztos irrigoszkOpia legnagyobb hatranya a betegeket ér6 sugarterhelés,
tovabba a folyamat sordn nincs lehetdség biopsziak levételére és terapias beavatkozasra,
valamint nagy mértékii el6készitést igényel €s szenzitivitdsa is alacsony. Az
érzékenysége nagyobb polipokra 75% korili, rosszindulatl vastagbéldaganatok esetén
pedig 85-95%-0s [63-65].

A virtudlis kolonoszkdpia eljarasok kozeé tartozé computer tomogréfiat (CT) alkalmazo
CT-colonogréfia (CTC) képalkot6 vizsgalattal a vastagbél teljes szakasza vizsgalhato,
azonban a beteget sugarterhelés éri, és a nyalkahartya kisebb szerkezeti eltéréseit nem
jeleniti meg. A szovédmények ardnya alacsony, és szedaciot ritkan igényel, ezért
részvételi aranya viszonylag magas. Erzékenysége kis méretii (<1cm) polipok és flat

adenOdmak esetén alacsony, viszont rosszindulatu daganatok esetén 95% feletti [66].

2.1.4.2. Non-invaziv sziirévizsgdlatok

Az eszk0z0s vizsgalatok mellett egyre népszeriibbé és elérhetobbé valnak a betegeket
kimélé, nem invaziv, vagy minimalisan invaziv szirémodszerek. A székletben
megjelend vér kimutatasara hasznalt guajak alapt fecal occult blood test (gFOBT) a
klinikai gyakorlatban hasznalt egyszeri eljaras, ami a hemoglobin vagy hem
pszeudoperoxidaz-aktivitasat méri. Alkalmazasaval els6sorban a nagyobb méretii, vérzo
polipokat és a mar kialakult tumorokat lehet diagnosztizalni. Téves pozitivitast okozhat
bizonyos ételek és gyodgyszerek fogyasztdsa, ezért a vizsgalat elétt specidlis diéta
ajanlott [67]. Hasznalatdval a CRC mortalitasa 15-33%-kal és incidenciaja 20%-kal
csokkenthet6 [68]. A teszt szenzitivitasa adendmakra 12%-0s, in situ karcindma esetén
40%-0s, mig invaziv CRC esetében 60% korili, a specificitasa pedig 85% felettinek
adodik [69, 70]. Szintén székletvér kimutatasaval miikodoé teszt a human hemoglobinra
specifikus, immun-alapt FIT (fecal immunochemical test) teszt. A vizsgalat eldtt
specialis diétat nem kell tartani, hiszen a teszt nem lép reakcioba a nem human eredetti
hemoglobinnal. A modszer érzékenysége rosszindulatu daganatok esetén eléri a 60-
85%-ot, adendmak esetén kevésbé szenzitiv, specificitdsa azonban magas értékeket
mutat [64, 70, 71]. Léteznek olyan szlirdmodszerek is, amelyek a székletben talalhatd
DNS daganat esetén megjelend abnormalis eltéréseit, példaul mutaciokat és metilacios
mintazatot elemzik [72, 73]. A Cologuard® (Exact Sciences Corporation, Madison, WI,
USA) teszt egy FDA-engedéllyel (Food and Drug Administration) rendelkez6 széklet-

alapl DNS-teszt, amely mutaci6- és metilacio-specifikus molekularis probakat
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tartalmaz. Az Imperiale és mtsai. &ltal készitett tanulmény alapjan a teszt magasabb
érzékenysegiinek bizonyult CRC esetén, mint a FIT, viszont az adendmak kimutatasara
kevesbhé hatékony [74].

Az utobbi idékben kezdtek el6térbe keriilni a vér-alapu sziirési technikakat bemutatd
kutatasok, amelyek kiilonb6z6 biomarkerek azonositasat tiizték ki célul. A ’folyadék
biopszia’ (liquid biopsy) eljaras legnagyobb elénye, hogy minimalisan invaziv, és a
betegek szaméra a legkevésbé kényelmetlen technika. Ezek a tesztek olyan markerek
kimutatasara torekszenek, amelyek kifejezetten az adott betegségre specifikusak, és a
daganat kialakulasa soran bekovetkez6 genetikai és epigenetikai eltéréseket jelzik [75].
A vérben talalhaté szabad, sejten kiviili DNS (skDNS) molekulak elemzése alkalmas

maodszer lehet a daganatok korai diagnosztizalasara.

2.2. A sejten kivili szabad DNS jellemzeése

2.2.1. A szabad DNS felfedezése

A sejten kivili nukleinsavak kimutatasa Mandel és Metais nevéhez fiizédik, akik
elészor észlelték a vérplazmaban keringd DNS és RNS molekulakat. Kvantitativ
technikdkat alkalmazva megfigyelték, hogy egészséges és kulonféle betegségekben
szenvedé paciensek verében egyarant el6fordulnak extracelluléris nukleinsavak [76].
Kés6bb szisztémas lupus erythematosusban (SLE) szenved6 betegek vérében mutattak
ki DNS ellen termelédé ellenanyagokat [77, 78]. A korai vizsgalatok soran azt
feltételezték, hogy az skDNS kizardlag patogén folyamatok révén kertilhet a véraramba,
kés6bb azonban Anker és mtsai. leirtak, hogy vérbol izolalt limfocita sejtek in vitro
képesek DNS molekulakat kibocsatani a kornyezetiikbe, amelyek mennyisége nem
aranyos a nekrotizalt sejtekkel [79]. A keringé DNS mennyisége és a daganatok
kialakuldsa kozotti kapcsolatot elészor Leon és mtsai. vizsgaltak, akik eldszor tudtak
assay modszerrel [80]. Megfigyelték, hogy rosszindulati daganatos betegekben
magasabb a szabad DNS mennyisége, mint az egészséges egyénekben vagy jéindulatd
tumorok esetén. Meérésik szerint az egészséges mintacsoportban az SkDNS
koncentréacidja 13 + 3 ng/ml, mig rakos betegekben 180 + 38 ng/ml. Osszefiiggést
talaltak a szabad DNS mennyisége és a kezelés hatékonysaga kdzott, hiszen a hatdsos
kezelés alacsony skDNS koncentraciot eredményezett, a hatastalan azonban nem

befolyasolta a mennyiséget. Leirtdk tovabba, hogy metasztazis kialakuldsakor még
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inkdbb megemelkedik az skDNS mennyisége (209 + 39 ng/ml), mint az attétképz6dés
nélkili betegekben (100 + 30 ng/ml). Kutatocsoportjuk azt feltételezte, hogy a DNS
vagy az 0sztodo rakos sejtekbdl, vagy a tumorsejtekkel kapcsolatba keriilo egészséges
sejtekbdl szarmazik [80]. Az 1980-as évek végén talaltak el6szor bizonyitékot arra,
hogy a tumoros betegek vérplazmajaban talalhaté DNS neoplasztikus tulajdonsagokkal
bir, amely a daganatbdl valé eredetre utal [81]. Kés6bb tobb kézlemény is emliti, hogy
tumor-specifikus mutaciok talalhatok az skDNS frakcioban, példaul N-ras mutéacié akut
myeloid leukémiaban [82], vagy K-ras mutacié hasnyalmirigy adenokarcindméaban [83].
Ezek utan szamos kozlemény szamolt be a keringd DNS genetikai és epigenetikai
valtozésairdl, beleértve a mikroszatellita instabilitast, a heterozigotasag elvesztését vagy
a metilaciés mintadzat megvaltozasat [84].

2.2.2. A szabad DNS eredete

A szabad DNS eredetére vonatkozéan tobb elmélet is talalhatdo a szakirodalomban,
amelyek szerint alapvetéen két fo utvonalon keriilhet daganat esetén a DNS a
veraramba: a sejt halalanak bekovetkezése utan apoptozissal vagy nekrozissal, illetve az
¢l6 egészséges és tumoros sejtek Aaltal aktivan kibocsatva (5. abra) [85, 86]. A

legval6sziniibb azonban, hogy ezek a folyamatok egyiittesen zajlanak le a szervezetben.
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5. abra. A szabad DNS szarmazésanak lehetséges madjai: apoptozis, nekrdzis és direkt

szekrécid. A kibocsatas részletes mechanizmusa, élettana egyelore csak részben ismert.
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A véraramba keriild6 DNS molekuldk egyszalu és kétszalii formaban is jelen vannak,
valamint hordozzak a tumorra jellemz6 molekularis mintazatot. Az dbra Wan és mtsai.
(2017) alapjan modositva készilt [85].

Az €10 sejtekbdl szarmazd DNS aktiv kivalasztasdnak lehetdségét szamos publikacid
felveti, azonban egyértelmli bizonyiték még nem sziletett [87]. A limfocita sejtekrél
mar kordbban bebizonyosodott, hogy képesek in vitro DNS molekuldk kibocsatasara
[88], valamint az is ismert, hogy a neutrofil granulocitdk extracellularis neutrophil
csapdékat (NET - neutrophil extracellular traps) Uritenek a vérbe, amelyek tobbek
kdzott mitokondrialis és genomiélis DNS szakaszokat is tartalmazhatnak [89]. A
NET6zis folyamata els6sorban a patogének elleni védekezés soran jatszodik le, de
megfigyelték szisztémas lupus erythematosusban (SLE) szenvedd betegek vérében is
[90]. A szabad DNS féléletideje 16 perc korili, valamint ismert, hogy a DNS nemcsak
onmagaban, hanem komplexként is jelen lehet a vérben [91, 92]. Kapcsolddhat
sejtmembran részekhez, DNS-kot6 fehérjékhez, kiilonb6zé vezikuldkban vagy
virtoszomakban is megtalalhato [93]. Tdébb tanulmanyban leirtak mar, hogy az
exoszomakhoz kothetd6 DNS molekuldk nagyobb mérettartomanyban a membranhoz
kapcsolt formaban talalhatéak, mig a kisebb méretii szakaszok az exoszomak belsejében
helyezkednek el [94, 95]. Az skDNS tjgeneracids szekvenalasi modszerekkel torténd
vizsgalata ramutatott arra is, hogy a gazdaszervezeten Kkivuli, idegen (nem human
eredetli vagy non-host) szekvencidk is jelen vannak a véraramban. Ezek a DNS
szekvencidk az elfogyasztott taplalékbol, valamint a szervezetben él16 mikrobakbodl
szarmazhanak [96, 97].

2.2.3. A szabad kDNS mennyiségi és mindségi jellemzoi

A daganatokban megnétt skDNS szint a DNS lebontasat végz6 DNaz enzimek
mérsekelt mikodésének, valamint a DNaz inhibitorok emelkedett mennyiségének is
koszonhetd [98]. A fentieket figyelembe véve a szabad DNS gyogyszeres kezelések
célpontjaként is szolgalhat, hiszen a mesterségesen bejuttatott DNaz | enzim, mint
potencialis tumorellenes agens csokkenti a szabad DNS mennyiségét, ezaltal
mtsai. igazoltdk, hogy a daganatos egerek vérplazmajaban jellemz6 magas DNS
koncentraci6 és alacsony DNaz aktivitdas DNaz kezelés utan a normalis, fiziologias
szinttire valtozik [98-100].
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Egyes tanulmanyok in vivo és in vitro kisérletekkel is alatamasztottak feltételezesiket,
amely szerint a daganatbdl Kkijuto, genetikai és epigenetikai eltéréseket is tartalmazo
DNS a véraramba keriilés utan felvételre is kerllhet bizonyos sejtek altal. A bekertiilé
DNS igy malignizdlhatja az egészséges sejteket, hozzajarulva a metasztazisok
kialakulasédhoz [87]. A fenti folyamatot genometasztézisnak nevezziik. Garcia-Olmo és
mtsai. patkanyok bore ala oltott kloramfenikol acetil transzferaz (CAT) transzgént
tartalmazé DHD kolorektélis adenokarcindma sejtvonalbdl szarmazo tumorsejteket,
majd ezekbdl a patkanyokbol szarmazd vérplazmat adtak intraperitonalisan egészséges
allatoknak. Néhagy hét mulva sikerult kimutatniuk a CAT transzgén jelenlétét az
egészséges allatokban is, azaz a tumorsejtek genetikai informéaci6janak megjelenését.
Tovabbi kisérletekkel igazoltak, hogy vastagbélrakban szenvedd betegek vérplazmajat
médiumnak hasznalva kiilonboz6 sejtvonalak malignusan transzformalhatok, majd ezek
a sejtek patkanyokba oltva szintén tumor progressziot okoznak [101]. Anker és mtsai.
megfigyelték, hogy human kolorektalis adenokarcinoma sejtvonal (SW480)
felulUszojanak hozzéadasaval egér fibroblaszt sejtek (NIH/3T3) tumorossa alakithatok
[102].

Az skDNS mennyisegének emelkedése o©nalloan nem hasznalhaté a daganatok
biomarkereként, hiszen fokozott szabad DNS mennyiség nemcsak betegség, hanem
tobbek kozott erdteljes fizikai aktivitds vagy a terhesség elsd trimesztere soran is
megfigyelheté [103, 104]. Daganatos megbetegedés esetén azonban a tumor szovetébol
kikeriil6  DNS olyan tulajdonsagokkal bir, amelyek kifejezetten az adott tumorra
specifikusak, ugymint szomatikus mutaciok, rendellenes mikroszatellita mintazatok, és
olyan epigenetikai valtozasok, mint a tumor-specifikus DNS metilaciés mintazat [105].
A vastagbeélrdk kialakulasa soran a korabban emlitett genetikai valtozasok (mutaciok)
nagy gyakorisaggal megtalalhaték a tumorszovetben, a vérmintakban azonban Kisebb
hanyadban mutathatok ki ezek az eltérések [106, 107]. Ennek ellenére szamos
tanulmany mutatott be CRC-specifikus biomarkerként hasznalhaté mutécidkat, amelyek

mellett napjainkban a metilacidés markerek kutatasa is el6térbe kertilt.

2.3. A vastagbélrak molekularis markerei

Biomarkereknek nevezziikk az olyan objektiven mérhetd jelzdanyagokat, amelyek
kimutatdsa adott betegseg jelenlététére vagy annak bizonyos jellemzdjére utal. A

biomarkerek lehetnek DNS-, RNS- vagy fehérjealapuak, illetve a modositas tipusa
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szerint megkulonboztetink genetikai és epigenetikai markereket is [108]. A klinikai
gyakorlatban hasznélt markereket négy csoportba oszthatjuk: 1. diagnosztikus
markerek, a betegseg korai felismerésére; 2. prognosztikus markerek, amelyek a
betegség varhaté elérehaladasat mutatjak; 3. prediktiv. - markerek, a Kkezelés
hatékonysaganak jelzésére; illetve 4. tulélési markerek, melyek a daganat visszaterését
josoljdk meg [109]. A hagyomanyos sziiroméddszerek kiegészitéseként ezek a markerek
nagy segitséget nyujthatnak a vastagbéldaganatok incidenciajanak és mortalitdsanak
csokkentésében.

2.3.1. Genetikai markerek

2.3.1.1. Szoveti biomarkerek

A vastagbélszovetben kimutathaté genetikai markerek kozil a mar kordbban emlitett
APC, TP53, KRAS és BRAF a legintenzivebben vizsgélt gének. Az APC csirasejtes
mutécidi prognosztikus markerekként jelzik a FAP-szindromat, illetve szomatikus
mutacioi korai fazisban jelzik a sporadikus vastagbél adenomak és rosszindulatd
daganatok kialakulasat. Az 1286-os és 1513-as kodonok kozott elhelyezkedd
mutaciokat a tumorok kozel 70%-aban meg lehet talalni [110-112]. A
tumorszuppresszor TP53 geén mutacidinak felhalmozddasa elsésorban a CRC
invazivitasahoz jarul hozza. Az adendmakban alacsony hanyadban fordulnak e¢l6,
azonban a tumorok 60-75%-aban kimutathatok [113-115]. A mutaciok tobbsége
(korulbelil 80%-a) missense mutacio, es ezek jorészt 6t kodonban (175, 245, 248, 273
és 282) talalhatok meg [116]. A klinikai gyakorlatban is hasznalt prediktiv markerek
koze tartoznak a KRAS és a BRAF gének pontmutacioi, amelyek a Ras-Raf-MEK-ERK
jelatviteli Ut konstitutiv aktivalédasahoz vezetnek. A KRAS gén hibai a CRC-s betegek
30-50%-aban jelentkeznek, és elsdsorban a 2. exon 12-es és 13-as kodonjaban, valamint
a 3. exon 61-es kodonjaban vannak jelen [117]. Azokndl a betegeknél, akiknél a KRAS
gén mutans, nem alkalmazhat6 az EGFR-ellenes célzott terdpia, azaz a cetuximab és a
panitumumab kezelés sem célravezetd [118]. A BRAF génben torténé mutaciok a CRC-
k 10%-aban figyelhetok meg [119], és leggyakrabban valin-glutamin aminosav cserét
eredményeznek (BRAFvsooe). A hibas BRAF génnel rendelkezé tumorok inkabb
jobboldali elhelyezkedéslieck, nékben és idOsekben gyakrabban fordulnak el és

mikroszatellita instabilitassal parosulnak [120, 121]. A BRAF mutacidja szintén okozhat
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rezisztenciat az EGFR-gatlok adasakor abban az esetben is, ha a KRAS gén vad tipusud
[122].

2.3.1.2. Szérum/plazma DNS markerek

A vérben talalhato szabad DNS frakcid vizsgalata az utobbi idoben intenziven kutatott
tertilet. A vastagbél adendma és tumor szdvetében talalhatd genetikai médosulasokat
hordoz6 DNS szakaszok kikeriilhetnek a véraramba, ezaltal plazma, illetve szérum
mintakbdl is elemezhetéek. A mutaciok azonban eltéré gyakorisiggal mutathatok ki a
vérben, mint a széveti mintakban. Kidess és mtsai. a betegek 50%-aban talaltak mutans
KRAS gént a tumorszdvetben, ami a parositott plazmak mintdk minddssze 39%-aban
volt csak kimutathat6 [123]. Egy masik kutatdcsoport eredményei azonban azt mutattak,
hogy a mutans gén magasabb aranyban van jelen a plazmamintadkban (26/52), mint a
vastagbél biopsziakban (15/52) [124]. Szédmos tanulmany tobb gén mutacidjat
egyuttesen elemezte. Wang és mtsai. a KRAS mutacio mellett az APC és a TP53 géneket
is vizsgaltak szoveti mintakban és szérumban [107]. A szdveti mintak elemzésekor a
vastagbélrakos betegek 75%-aban talaltak legalabb egy génben mutaciot, ami szérum
esetén csak 46,2%-nak adodott. Az APC az esetek 30,4%-aban, a KRAS gén 34%-ban,
mig a TP53 gén 34,2%-ban volt mutans a CRC-s betegek szérum mintaiban. Lilleberg
és mtsai. szintén ezt a mutacios panelt elemezték a BRAF génnel kiegészitve, és minden
CRC mintaban talaltak legaldbb egy mutans gént [125]. Egy masik tanulmany pozitiv
korrelaciot figyelt meg az APC, a KRAS és a TP53 gének mutacidja, és a nyirokcsomo
attét jelenléte kozott. Megallapitottak, hogy a KRAS és APC mutaciok elsGsorban a
regionalis attétekkel fuggenek &ssze, mig a mutans TP53 a peritonealis metasztazis

megjelenése esetében gyakoribb [126].

2.3.2. Epigenetikai markerek

Az epigenetikai jelenségek magukban foglalnak minden olyan, gének mikodését
befolyasold6 mdbdositast, amelyek magaban a DNS szekvenciaban nem okoznak
valtozast. Ide soroljuk - tobbek kozott - a DNS-t érinté metilaciot, a hiszton
maddositasokat, a nukleoszoma pozicionalast, illetve a nem-kddolé RNS-ek altal végzett
poszt-transzkripcios modositasokat [127]. Ezek az epigenetikai valtozasok a genetikai
eltérésekkel parhuzamosan torténnek a daganat Kialakulasa soran, ezért potencialis
markerekként szolgalhatnak a tumorok sziirésére, diagndzisara és progndzisara egyarant
[128].
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2.3.2.1. DNS metilacios markerek

A DNS molekuldkat érintd metilacid az egyik legjelentdsebb epigenetikai esemény,
amely méar a tumorképz6dés Kkorai szakaszaban is megjelenik. A daganatokban
bekovetkez6 metilaciés mintdzat valtozasok kdzé a prométer régidban talalhaté CpG-
dinukleotidok lokélis hipermetilacidja, a DNS molekulék globalis hipometilacidja és az
imprinting elvesztése tartozik [129]. Az aberransan metilalt DNS igéretes
biomarkerként szolgalhat a vastagbélrak esetében is, hiszen a széveti mintdkon Kivil a
székletben, plazmaban, szérumban és egyéb testfolyadékokban is megtalalhat6 [130].

2.3.2.1.1. DNS metilacio6 vizsgéalatara alkalmazott modszerek

A DNS metilacié vizsgalatan alapuld technikak két f& csoportba sorolhatok attol
fliggden, hogy a teljes genomban talalhatd metil-citozinok szintjét, vagy egy adott gén
metilacios allapotat elemzik.

A teljes genom metilacios allapotanak meghatarozadsa soran olyan régiokat
azonosithatunk, amelyek metilacioja adendéma, illetve CRC allapotban megvéltozik az
egészséges mintakhoz képest. A mddszereket csoportosithatjuk az alapjan, hogy
enzimatikus emésztést, affinitas- alapu dusitast vagy biszulfit konverzios kezelést
hasznalnak [131]. A gyakran alkalmazott technikdk kodzé tartozik a Metilalt-DNS
Immunprecipitacio (MeDIP) modszer, amely sordan az 5’-metil-citozinra specifikus
ellenanyagok segitségével torténik a dusitas, amit microarray (MeDIP-chip) vizsgalat
vagy szekvenalas (MeDIP-seq) kdvet. Az elébbihez hasonld technika a Methyl Capture
(MetCap) szekvenalds, amely a precipitaciohoz a Metil-CpG koté fehérje (MeCP2)
metil-koté doménjét alkalmazza. A biszulfit-konverzios kezelésen alapulé modszerek
bazisonként adnak informéaciot a metilacids statuszrol, és specifikus DNS-szekvenciak
elemzésére, valamint teljes genom analizisre egyarant hasznalhatok. A biszulfit
atalakitas soran azok a citozinok, amelyek metil-csoportot tartalmaznak, nem valtoznak,
azonban a nem-metildlt citozin nukleotidok a biszulfit konverzié hatdsara uracilla
alakulnak at (6. abra). Attol fuggden, hogy a citozin metilalt vagy nem-metilalt volt,
kilonbségek lesznek a DNS szekvenciajaban, és ezek az eltérések tovabbi

mdédszerekkel kimutathat6ak.
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6. abra. A biszulfit konverzio folyamata. Natrium-biszulfit jelenlétében a metil-
csoporttal nem rendelkezd citozin nukleotidok nukleofil tdmadast szenvednek, emiatt
uracilla alakulnak at. A metil-csoport jelenléte azonban megakadalyozza ezt, ezért a
citozin molekula valtozatlan marad. Az abra Hatakeyama és mtsai. (2013) alapjan

maodositva készilt [132].

A teljes genom metilacios allapotat vizsgald modszerek kozé tartoznak a kiilonbozo
metilacios array-k, a teljes genom biszulfit szekvenalds és az RRBS (reduced-
representation  bisulfite  sequencing)  technika. Az  Illumina  Infinium
HumanMethylation450 BeadChip modszerrel a biszulfit konverziot és amplifikalast
kovetéen 477.000 CpG-sziget metilaltsagi foka mérheté oligonukleotid prébak

segitségével.

Adott gének, vagy elore kijelolt DNS régiok metilacios statuszanak vizsgalatara szintéen
szamos lehetdség kinalkozik. Ezek tobbsége is biszulfit konverzios lépéssel indul, de
endonukleazokkal torténd szelektiv emésztéssel is torténhet [133]. A Hpal enzim a nem-
metilalt CCGG szekvenciat emészti, az Mspl enzim viszont inszenzitiv a metilaciora,
tehdt minden esetben emészti a szekvencidt. Az enzimatikus hasitasok utan
gélelektroforézissel vagy PCR-rel kimutathatd a metilacio helye [133, 134]. A fenti
elven mikOddik a Qiagen EpiTect Methyl Il PCR Array, amely segitsegével
parhuzamosan 96 gen metilacios allapotat hatarozhatjuk meg metilacio-fiiggd és
metilacio-flggetlen hasité enzimek hasznalataval. A biszulfit konverziét alkalmazé

technikdk kozé tartozik - tobbek kozott - a hagyomanyos Sanger, illetve a

27



DOI:10.14753/SE.2018.2193

piroszekvenalas, a biszulfit-specifikus PCR-t (BSP) kovet6 nagyfelbontast olvadaspont
elemzés, a metilacio-specifikus PCR (MSP) vagy a MethyLight PCR (ML-PCR) [133].

A hagyoméanyos szekvendlas Kidolgozasa Frederic Sanger nevéhez fliz6dik, aki
kifejlesztette a didezoxi-lancterminédcion alapuld szekvenaldsi modszert [135]. A
reakcid eredetileg radioaktivan jelolt DNS primert tartalmazott, valamint egyszali DNS
templatot, DNS polimerazt, illetve dezoxi- és radioaktivan-jeldlt didezoxinukleotidokat
[136]. Viszonylag magas koltsége, id6igényessége és az Ujabb technikak megjelenése
miatt ez a modszer egyre inkabb hattérbe szorul, a rutin diagnosztikdban azonban a mai

napig alkalmazzék.

A piroszekvenalast 1996-ban dolgoztak ki, amely modszer a ,,szekvenalas szintézissel”
elven alapszik [137]. Az egyszali DNS templat alapjan egy komplementer szal
szintetizalodik, és a nukleotid beépiilését kovetden pirofoszfat (PPi) keletkezik. Ennek
mennyisegét lehet mérni egy kapcsolt reakcidval, amit a luciferaz enzim jelez
fenyfelvillanassal. Létezik szilard és folyékony fazisu piroszekvenalés is [137, 138]. Az
elsé esetében a DNS templatokat polisztirén gyongyokre rogzitik, az utdbbiban viszont
enzimatikus kezeléssel készitik el6. A reakcidban polimerdz, ATP-szulfurilaz, luciferaz
enzimeken Kivil apirdz enzim is részt vesz. Tovabba tobb bazispar olvashato le a

segitségével, mint a szilard fazisu technikaval.

A BSP technika soran az amplifikalt szakaszokban a metilalt citozinok nem valtoznak,
azonban a nem-metildltak timinként fognak szerepelni. A reakcid sordn az
oligonukleotidok a vizsgalni kivant citozinokon kivil helyezkednek el. A DNS kett6s
szalban a C-G nukleotidok kozott harom, az A-T nukleotidok kozott viszont kettGs
hidrogénhid koétés alakul ki. A PCR soran interkalalodo festéket alkalmaznak (példaul
SYBR vagy Eva green), amely a DNS szalba bekotve intenziven fluoreszkal, a
homérséklet emelés hatasara azonban a szalak denaturalédnak, és igy a fluoreszcencia
lecsokken. Az eredetileg metilalt szekvenciak a harmas hidrogénhid kotésnek
koszonhetben magasabb hémérsékleten fognak disszocialni, mint a nem-metilalt
szakaszok, igy a folyamat soran kapott olvadasi gorbébol kovetkeztethetiink a metilacio
fokara. A fenti technikat metilacio-specifikus nagy felbontasu olvadaspont elemzésnek
(MS-HRM) nevezziik [139].

Az MSP soran két primer-part kell tervezni, az egyik az eredetileg nem-metilalt

szekvencidkat amplifikalja fel, a masik a metilaltakat. A primerek tervezésénél lgyelni
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kell arra, hogy az oligonukleotidok &tfedjenek az elemzett CG dinukleotidokkal.
Minden minta esetében két reakciot kell elvégezni, és a relativ metilaciés szintet az
attorési pontok (cycle threshold, Ct-érték) kilonbségekent lehet kiszamitani. A modszer
segitségével viszonylag gyorsan meg lehet hatérozni a kivalasztott CpG helyek
metilacios statuszat. A ML-PCR ehhez hasonl6, de érzékenyebb moddszer annyi
kilénbséggel, hogy a primerek mellett egy fluoreszcens Tagman-prébat is alkalmaznak,
amelyek szintén CpG helyekre illeszkednek [140]. A Tagman-proba egy révid egyszalu
oligonukleotid, amelynek végeihez kiilonboz6 fluoreszcens csoportok (egy riporter és
egy kioltd [quencher] fluorofér) kapcsol6dnak. A detektaléds a fluoreszcens rezonancia-

energiatranszfer (FRET) jelenségen alapszik.

2.3.2.1.2. Szbveti biomarkerek

Az irodalomban szdmos olyan metilacios markert leirtak, amelyek a vastagbélrak
kialakulasahoz jarulnak hozza, és vastagbél szoveti mintdkbdl kimutathatok. Lao és
mtsai. hat gént (SLC5A8, SFRP1, SFRP2, CDH13, CRBP1 és RUNX3) és két lokuszt
(MINT1 és MINT31) talaltak, amelyek hipermetilaciot mutattak mar aberrans kripta
fokuszokban is [141]. Hat masik metilalt gént (pl4, HLTF, ITGA4, CDKN2A/pl6,
CDHL1 és ESR1) azonositottak adenoma mintak esetén és negyet (TIMP3, CXCL12, ID4
és IRF8) clorehaladott CRC-ben, amelyek 0Osszefuggésben allhatnak az attétek
képzédésével is. A SPARC gén emelkedett metilacids szintjét a limfovaszkularis
invazidval hoztak 6sszefuggésbe [142]. Az MLH1 metilacios mintazatat a sporadikus
MSI vastagbéldaganat és a familiaris forma elkllonitésére lehet alkalmazni [143].
Egyes gének metilaciojanak valtozasat a kemorezisztenciaval is 6sszekapcsoltak [144].
A legtobb tanulmany nem egy gén metilacids allapotat vizsgalja, hanem tobb markert
tartalmazé panelt alkalmaznak a daganat kimutatasara [145-147]. Ezzel a
megkdzelitéssel nagyobb biztonsaggal lehet diagnosztizalni az adendmakat vagy
tumorokat, mint ha csak egy gén metilaciéjanak modosulasat kdvetnénk nyomon. Kim
és mtsai. 10 hipermetilaciét (ADHFE1, BOLL, SLC6A15, ADAMTS5, TFPI2, EYA4,
NPY, TWIST1, LAMAL és GAS7) és 2 hipometilaciét (MAEL és SFT2D3) mutato gént
neveztek meg, amelyek CRC mintadkban szignifikansan eltértek a normalis paroktol
[148]. Munkacsoportunk 18 gén metilaciés statuszat elemezte piroszekvenalas
modszerrel [149]. Hat gén (COL1A2, SFRP2, SOCS3, BCL2, PRIMAL és PTGDR)
hipermetilaltnak mutatkozott CRC biopszia mintdkban az egészségesekhez képest,

amelybdl 3 marker mar adenoma stadiumban is fokozott metilacios szintii volt. A fenti
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adatok azt jelzik, hogy szdveti szinten szdmos markert leirtak, amelyek metilaciojanak
megvaltozasa 6sszekothetd a tumorok kialakuldsaval, azonban nagy érdeklddés ovezi a
nem invaziv beavatkozéassal jar6 tesztek fejlesztését is. Ez utobbiaknak koszonhetden

ugyanis a DNS metilaciés mintazata széklet vagy vérmintakbodl is elemezheto.

2.3.2.1.3. Széklet biomarkerek

A vastagbel falarol levald és a székletbe keriild sejtek DNS metilaciés mintazata
kdnnyen elemezheté. Mivel a mintavétel nem igényel invaziv beavatkozast, a széklet-
alapu diagnosztikai vizsgalatok klinikai jelentdsége meghatarozo. A leginkabb
tanulményozott markerek az SFRP2 és a vimentin (VIM) [150]. Az SFRP2 volt az
elséként leirt metilaciés marker, amely a székletben 77-90%-0s szenzitivitassal és 77%-
os specificitassal birt CRC esetén [151]. Wang és mtsai. azt is megfigyelték, hogy a
marker alkalmas lehet a vastagbélrak kitjuladsanak joslasara is [151]. A vimentinrél is
bebizonyosodott, hogy egészséges vastagbél hamsejtekben nem mutat metiléciot,
azonban a daganatos betegek 53-86%-aban metilalodik 46%-0s szenzitivitas es 90%-0s
specificitas értékekkel [152]. Szamos egyéb marker székletmintakban vald fokozott
metilaciojat leirtak tumor esetén, beleértve az APC, pl16, MLH1, MGMT, SFRP1 és
FBN1 geneket [153]. Bizonyos gének metilaciéja a karcinogenezis kiilonb6z6
stadiumaiban jellemz6, példaul az SLC5A8, SFRP1, SFRP2, CDH13, CRBP1, RUNX3,
MINT1 és MINT31 gének fokozott metilacidja aberrans kripta fokuszra jellemz6; a pl4,
HLTF, ITGA4, pl16, CDH1 és ESR1 metilacidja az aberrans kripta fokusz — adendma
atmenetben figyelheté meg; mig a TIMP3, CXCL12, 1D4 és IRF8 gének a CRC-ben és

az attétek kialakulasakor metilalodnak [153].

2.3.2.1.4. Szérum/plazma DNS markerek

A daganat szovetébdl a nukleinsavak bekeriilhetnek a vérdramba, igy a kiilonb6zd
epigenetikai mdédositasok, tobbek kdzott a DNS metilacio mértéke a szérumban, illetve
plazméban talalhatd skDNS frakcioban is vizsgalhatd. Pack és mtsai. 6t gént
valasztottak ki, amelyek szerepet jatszanak a CRC patogenezisében (FHIT, APC,
SMAD4, E-cad és DAPK1), és ezek metilacios statuszat vizsgaltdk egészséges (n=60),
adendmas (n=40) és CRC-s (n=60) betegcsoportokban [154]. Elemzésik azt mutatta,
hogy a CRC kimutatéasara legérzékenyebb marker az E-cadherin 60%-0s szenzitivitassal
és 84%-0s specificitassal, amit az APC kovet 57%-0s érzékenység €és 86%-0s

specificités értékekkel. Az 1. stadiumt tumorokat a legnagyobb valosziniiséggel az APC
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marker tudta elkiloniteni a nem-daganatos mintaktdl. Egy mésik kutatdcsoport szintén
tobb marker metilacios allapotéat vizsgalta egydttesen (RUNX3, pl6, RASSF1A és
CDH1) metilacio-specifikus PCR mddszerrel szérum mintakban [155]. Megallapitottak,
hogy a CRC-s betegek 82%-aban a négy gén kozil legalabb egy hipermetilalt volt.
Herbst és mtsai. a HLTF és a HPP1 gének metilacios allapotanak elemzése soran
megallapitottdk, hogy a HLTF gén metilacidja a tumor méretével és stadiumaval is
er6sen Kkorreldl [156]. Egy masik kutatocsoport az ALX4 gén metilacidjanak
emelkedését figyelte meg vastagbéldaganatos betegekbdl szarmazéd szoveti és szérum
mintdkban egyardnt [157]. Lofton-Day és mtsai. 2008-ban megjelentetett
kdzleményikben 3 metil4cios markert (TMEFF2, NGFR és SEPT9) vizsgaltak, és azt
talaltdk, hogy a septin 9 (SEPT9) gén tudta a legnagyobb érzékenységgel és
specificitassal elkiloniteni a CRC-s mintakat az egészségesekt6l [158]. A munkacsoport
a késObbiekben tobb megerdsité kisérletben elemezte a marker megbizhatdsagat,
valamint modositotta a protokollt a szenzitivitas és specificitds novelése érdekében
[159-161]. A SEPT9 metilaciojan alapuléd technika a legismertebb, kereskedelmi
forgalomban 1évé, az Epigenomics ceg altal fejlesztett Epi proColon 2.0 néven is

kaphatd non-invaziv vastagbélrak sziir6 tesztté nétte ki magat.

A SEPT9 gén az evoldcioé soran fennmaradt, GTPaz szupercsaladba tartozd, GTP-koté
fehérjéket kodolo septin csalad tagja. A génnek jelenleg 47 transzkriptuma (splice

variansa) ismert, amelyek koziil 34 proteint kodold (7. abra).
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7. dbra. A SEPT9 gén genomiélis felépitése. Abra forrasa: www.ensembl.org.

A kodolt fehérjék szerepet jatszanak a citokinezis, a sejtciklus/apoptézis, a vezikula
transzport, a sejtpolaritas és a mikrotubularis rendszer szabalyozéasaban [162]. A SEPT9
prométer régidjaban szamos CpG dinukleotid helyezkedik el, amelyek metilacios
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statusza befolyasolja a fehérjék kifejez0dését. Habar a SEPT9-et elsésorban
vastagbelrdk-specifikus markernek tartjadk, megvaltozott metil&ciés statuszat mas
daganatokban is megfigyelték. Egy tanulmanyban a SHOX2 és a SEPT9 metilaciojat
egylttesen vizsgaltak epelti daganatos betegekben, és megallapitottak, hogy a panel
45%-0s szenzitivitassal és 99%-0s specificitassal tudja megkulénbdztetni a tumoros
mintakat az egészségekt6l [163]. Egy masik csoport az Epi proColon 2.0 teszttel a
gyomorrékos minték 49,4%-at, a nyel6csérakok 35%-at és a hasnyalmirigy daganatok
57,1%-4t tudta kimutatni [164]. Bennett és mtsai. fej-nyaki tumorokban elemezte a
SEPT9 metilécios statuszt és a rdkos mintdk 56%-at azonositottdk a mddszerrel [165].
Az Epigenomics cég altal fejlesztett Epi proColon 2.0 teszt azonban a vastagbélrakos
paciensek vér-alapu diagnosztizalasara szolgal. A modszert haszndlva a SEPT9
metilacio 68-72%-0s szenzitivitds és 89-93%-0s specificitas értékekkel képes a CRC
kimutatasara, a teszt azonban elsésorban az elérehaladott stadiumok felismerésében
megbizhato, adenéma és korai CRC esetén alacsonyabb az érzékenysége [106, 160,
166]. A SEPT9 metilacioja nem mutat kilonbséget a bal- illetve jobb-lokalizacioju
daganatok kozott, a bal colonfélben 96%-0s, mig a jobb oldaliakban 94%-o0s SEPT9
pozitivitas figyelheté meg [167]. Az Epigenomics-on kivil mas cégek is fejlesztettek a
SEPT9 gén metilacidjan alapuld sziirétesztet (példaul az Abbott Molecular, Quest
Diagnostics és ARUP Laboratory), amelyek valtozd érzékenyseggel képesek a CRC
Kimutatasara [166, 168].

2.3.2.2. Egyéb epigenetikai markerek

A DNS metilacion kivil egyéb epigenetikai modositasok is befolyasoljak a fehérjék
kifejez6dését, ilyenek tobbek kozott a nem-kddold RNS molekuldk altali szabalyozo
mechanizmusok. A mikroRNS-ek (miRNS) rovid, 18-25 nukleotidbol alld,
fejlédéstanilag konzervalt nem-kddold RNS-ek, amelyeknek fontos szerepiik van a cél
MRNS-ek expresszidjanak poszt-transzkripcios szabalyozasaban. A miRNS-ek részt
vesznek a sejt differenciacié, a metabolizmus, a proliferaci6 €és az apoptozis
regulacidjdban, ezaltal a megvaltozott kifejez6désiik szamos daganattipusban
megfigyelheté [169]. Mivel a kiilonb6z6 testfolyadékokban, igy vérben is
kimutathatéak, a cirkulalé extracellularis miRNS-ek potencidlis non-invaziv
biomarkerként szolgalhatnak a daganatok kimutatasara [170]. El6szor Chen és mtsai.
azonositottak 69 mMiRNS-t Solexa-alapu szekvenalassal, amelyek csak a daganatos

betegek szérum mintaiban talalhatok meg, az egészségesekében nem [171]. Ezek utan
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szamos tanulmanyban irtak le alul- és feliilszabalyoz6dé miRNS-eket a rakos betegek
szérum- és plazmamintéiban [172, 173]. A leginkabb vizsgalt miRNS-ek a miR-92a, a
miR-21, a miR-221 és a miR-141, amelyek szintje CRC-ben megemelkedik, és
korrelaciét mutatnak a rossz prognozissal és a metasztazis képzéssel is [173-176].
Napjainkban intenziv Kkutatdsok targyat képezik a hosszd, nem kdédol RNS-ek
(hnkRNS). Ez a csoport 200 bazisparnal hosszabb, fehérjét nem-kodold RNS-eket
tartalmaz, amelyek szintén megtalalhatéak a kiilonboz6 testfolyadékokban, ezéltal
biomarkerekként is szolglhatnak. A hnkRNS-ek kozvetett modon szabdlyozzédk a
génexpressziot, képesek bizonyos fehérjek, koztiuk transzkripcids faktorok kotésére, a
kromatinstruktdra maodositasara, szolgalhatnak molekularis allvanyként (scaffold-
molekula), de kothetnek miRNS-eket is, illetve maguk is kddolhatnak miRNS-eket
[177].
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3. CELKITUZESEK

PhD munk&m soran a kovetkezd célokat tliztem ki:

1. A sejten kivuli szabad DNS felszabaduldsanak vizsgalata SHO egér/HT-29
kolorektalis adenokarcindma sejtvonal xenograft modell alkalmazésaval;

2. a szabad DNS stabilitasanak meghatarozasa mesterségesen létrehozott és

egészséges, valamint tumoros C57BL/6 egerek véraramaba juttatott metilalt és

-7z

3. negy (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL) elbézetesen kivalasztott DNS
metilacios marker vizsgalata egészséges, adenOmas és vastagbélrakos betegek

vastagbél szovet- és plazmamintaiban;

4. a négy vizsgalt marker DNS metilacios mintazatanak in silico validacidja

bioinformatikai modszerekkel fliggetlen szoveti mintakon;

5. a DNS metilacios valtozas fehérje expressziora gyakorolt hatasanak elemzése a

kolorektalis adendma — karcindma szekvencia soran;

6. Kkiilonbozé DNS izolalasi médszerek hatasanak vizsgalata az izolalt szabad DNS

mennyisegére és a 4 tanulmanyozott gén DNS metilaciés mintazatara;

7. a SEPT9 gén DNS metilacios szint valtozasanak 0Osszevetése az altalunk

Osszeallitott biomarker panellel.
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4. MODSZEREK

4.1. Betegek és mintak

Kisérleteink  folyaman allatmodellekkel, és humén vastagbél szovet- és
plazmamintdkkal dolgoztunk. Az egérkisérletek sordn a sejten Kkivili DNS
Egyetem l.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet Allathazanak kozremiikodésével.
Az Intézet az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs engedélyével rendelkezik
(Ikt.sz.: 22.1/1159/3/2010). Az allatok tenyésztése és kezelese alatt a Semmelweis
Egyetem Kkiserleti allatok gondozésara ajanlott leirdsait kovettik. Az allatkisérletek
soran SHO egér/HT-29 humén kolorektalis adenokarcindma sejtvonal xenograft
modellel, valamint egészséges és C38 egér kolorektalis adenokarcindma sejtvonalbol
szarmazd tumorsejtekkel oltott C57BL/6 egerekkel dolgoztunk. Ezek utan negy
kivalasztott gén — az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMALl — DNS metilacios
statuszat elemeztilk egészséges, adenomas és vastagbélrakos betegek szOvet- és
plazmamintadiban. A DNS metilaciés vizsgalatunk esetén metodikai optimalizaciot
végeztiink, amelynek soran eltérd kézi ¢és automatizalt szabad DNS izolalasi
modszereket és kiilonboz6 vérvételi gytijtécsoveket teszteltlink. Végul az EpiGenomics
cég altal kifejlesztett SEPT9 génszakasz vizsgalatan alapuld, vastagbélrakra specifikus
diagnosztikai rendszert tanulmanyoztuk kiilonb6zé modszerekkel, és vetettiik Ossze az
altalunk létrehozott DNS metilaciés biomarker panel hatékonysagaval. Human
vizsgalatainkhoz a szdvet- és vérmintakat a Semmelweis Egyetem Il. sz. Belgyogyaszati
Klinikajan gyijtottiik 6ssze a Regionalis, Intézeti Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsag (TUKEB) engedélyével (69/2008; 116/2008; 23.970/2011). A paciensek a
TUKEB altal jovahagyott beleegyez6 nyilatkozatot adtak a mintak kutatasi célra torténd
felhasznaldsdhoz, miutan teljes korti tajékoztatast kaptak a vizsgalatokr6l. Minden
kutatasba bevont paciens rutin kolonoszkopias vizsgalaton esett at, majd a mintak
osztalyozasa szakérté patologusok altal tortént. A rosszindulatu daganatos mintak
stadiumbeosztasa a TNM rendszer alapjan tortént. Vizsgalatainkbol minden olyan
beteget kizartunk, akinek vastagbél tumoron kivil egyéb daganatuk vagy barmilyen
kronikus betegségiik is volt, illetve kemo- vagy sugarterapiat kaptak. Osszesen 193
egészséges/NAT, 191 adendmas (AD) és 254 vastagbélrakos (CRC) paciens szovet- és

plazmamintdjat elemeztiink kiilonb6zé modszerekkel. A vizsgalatainkba bevont human
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eredetli mintak tipusat, szamat és az alkalmazott vizsgalati technikékat a 2. tablazatban

szemléltettem.

2. tablazat. A vizsgalatainkba bevont human minték tipusai. Réviditesek: TCGA — The
Cancer Genome Atlas; GEO — Gene Expression Omnibus; NAT — normal adjacent

tissue (tumoros betegb6l ép vastagbél teriiletrdl vett minta); CRC — vastagbélrék.

4 kivalasztott gén

Alkalmazott Mintatipus DNS metilaciéjanak elemzése
modszer

Egészseges/NAT  Adenéma CRC
Piroszekvenalas Vastagbél szovet 15 15 15
MethyLight PCR | Plazma 37 37 47
MethyLight PCR | Vastagbél szovet 11 11 10
Immunhisztokémia | Vastagbél szovet 11 11 10
In silico (MetCap Vastagbel szovet 6 15 9
Seq)
In silico (TCGA) | Vastagbél szovet 39 - 39
In silico
(GEO - Vastagbel szovet 17 42 64
GSE48684)

Metodikai vizsgalat

MethyLight PCR | Plazma 47 i 50 5 42

Septin 9 pozitivitas vizsgalata

Duplex gPCR Plazma 10 10 20

ESETSZAM S 193 Y 191 Y 256

4.2. Szabad DNS vizsgalata allatmodellek hasznalataval

4.2.1. Sejten kivili DNS felszabadulasanak elemzése
Munkank soran az skDNS eredetének elemzeését, valamint a felszabadulasi itemének és
sebességének nyomon kovetését végeztik. A 8 héten keresztil tartd allatkisérletet egér-

human HT-29 tumor xenograft modell segitségével valositottuk meg. Bioinformatikai
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uton kivalasztott és el6zetes kisérletekkel ellenérzott egér és human gének kdpiaszamat
vizsgalva kovetkeztettiink az allatok veérében megjelend human DNS mennyiségére,
amelynek novekedését mértik az id6 elteltével. Eredményeink segitségével
megallapitottuk a human tumorsejtekbdl az egerek keringési rendszerébe keriil6 skDNS
frakcio aranyat, ezaltal mérhettlik a felszabadulas Gtemet.

4.2.1.1. Xenograft-modell eléadllitdsa, vérvétel, DNS izoldlds

A szabad DNS felszabadulasanak elemzésére SHO egér/HT-29 human kolorektélis
adenokarcindma sejtvonal xenograft modellt hasznaltunk. Az SHO (SCID Hairless
Outbred) egereket 2007-ben allitotta elé a Charles River Research Models cég, 2 torzs
(Crl:HA-Prkdc*® és Crl:SKH1-Hr") keresztezésével. Az allatok homozigotak a
Prkdc*®® és a Hr"" mutaciokra nézve, ami immundeficiens, albind, szbrtelen egereket
eredményezett. Ezt az egértrzset kifejezetten tumorbioldgiai kutatdsok soran
alkalmazzak (www.criver.com). A human HT-29 kolorektalis adenokarcindma
sejtvonalbdl szarmazo sejtek hasznalata széles korben elterjedt, subcutan oltva kénnyen
tudnak osztédni az egerekben, tébb cm-es tumort kialakitva. Munkank soran nyolc
darab SHO egeret 5x10® HT-29 sejtvonalbdl szarmazé sejttel subcutan oltottunk (8.
abra).

8. dbra. Xenograft tumormodell kialakitasa: 7. nap, 21. nap, 28. nap, 42. nap, 56. nap és
63. nap.
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4.2.1.2. Plazma frakcio szeparalasa, DNS izolalas

Egészséges, kontroll allatoktol és a tumorsejtekkel oltott egerekt6l 8 héten keresztul heti
egy alkalommal vért vettiink a szemzug vénan keresztll (~200 ul), steril EDTA/PBS
(1x) csovekbe, amit feldolgozasig jegen taroltunk. A plazma frakcié szeparalasahoz 10
perc 2000 rpm 4°C-on torténd centrifugalasa utan a feliiliszot leszivtuk, majd a feliluszot
ismét 10 percig 4000 rpm fordulatszammal 4°C-on centrifugaltuk. Az igy nyert
plazmamintakat steril Eppendorf csovekben tovabbi felhasznaldsig -20°C-on téaroltuk. A
szabad DNS frakci6 kinyeréséhez a QlAamp Circulating Nucleic Acid Kitet hasznaltuk
(Qiagen, Németorszag) a ,Purification of Circulating DNA from 1ml, 2ml, or 3ml
Serum or Plasma” protokoll gyartoi leirasa szerint. Az eludlast 150 ul PCR-tiszta vizzel
végeztik. Az SkDNS koncentracidéjanak megallapitasara Qubit 1.0 fluorimétert
alkalmaztunk (Thermo Fisher Scientific, USA) a Qubit dsDNA High Sensitivity Assay
Kit hasznalataval. Az izolalt DNS-t 4°C-on taroltuk.

4.2.1.3. Primerek tervezése

Az skDNS egér/humdn aranyanak megallapitdsahoz 6 egér és 6 human eredetii
mitokondrialis és genomidlis gén kopiaszamat vizsgaltuk (3. tablazat). A gének
kivalasztasaban és a primerek tervezésében a legfontosabb szempont a magas foku
fajspecificitas volt. A primer-parokat Primer3 programmal terveztik, majd az
oligonukleotidokat egységesen 100 uM-0s (100 pmol/ul) torzsoldatra higitottunk, majd
a PCR soran 200 nM végkoncentracioban alkalmaztuk. A primer-parok in silico

tesztelésére a BiSearch szoftvert hasznaltuk (http://bisearch.enzim.hu) [178].
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3. tablazat. Az egér/humédn DNS aranyanak meghatarozasara hasznélt 6 egér és 6
huméan mitokondrialis és genomidlis génekre tervezett primerek szekvenciai.

Roviditések: e — egér; h — human.

Gén neve Forward primer szekvencia | Reverse primer szekvencia
el2S AGGTTTGGTCCTGGCCTTAT CGGTCTATGGAGGTTTGCAT
el6S GGGATAACAGCGCAATCCTA ATTGGGATGTCCTGATCCAA
eMT_6836 CACATTCGAGGAACCAACCT CCAATTTTAGGGGGTTCGAT
eND4 GGAACCAAACTGAACGCCTA ATGAGGGCAATTAGCAGTGG
eTNFa 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. Valos idejii polimeraz lancreakcio

A plazmabol izolalt DNS mintakon valos idejii polimeraz lancreakciot (real-time PCR,
RT-PCR) veégeztink LightCycler 480 tipusu készuléken (Roche Applied Science,
Svéjc). A reakcidt 10 pl végtérfogatban mértiik Ossze, amely tartalmazta a
LightCycler® 480 Probes Master mixet (2x) (Roche Applied Science), az izolalt DNS
mintat, az 50x SYBR Green | interkalalodo festéket (Thermo Fisher Scientific) és a
tervezett primer-parokat (200nM) a gyartoi utasitasoknak megfeleléen. A PCR soran
384 lyukd multiwell plate-eket hasznaltunk, amelyekbe a reagensek és DNS mintéak
pipettazasa az Eppendorf epMotion 5070 pipettazd automata (Eppendorf, Németorszag)
segitségével tortént a beprogramozott utasitasok szerint. Minden plate tartalmazott
nyolc mintat duplikdtumban, PCR-tisztasagl desztillalt vizet negativ kontrollként,
valamint egy 7 tagbol all6 kalibracids higitasi sort. Ehhez viszonyitva tudtunk
kovetkeztetni az egér/human DNS aranyara, és megallapithattuk a kisérleti modelliink

érzékenységét. A polimeraz lancreakcio soran az alabbi héciklusokat alkalmaztuk:

- denaturécio: 95°C 5 min;
- 50 amplifikacios ciklus: 95°C 10 sec, 60°C 10 sec, 72°C 10 sec;

- olvadaspont analizis: folyamatos emelkedéssel 95°C 5 sec;
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- hités: 65°C 1 min és 40°C 30 sec.

A képz6édott PCR termékek specificitasat és tisztasagat a ciklus végén zajlo olvadéaspont
(melting curve) analizissel ellenériztiik. A PCR készulék képes detektélni a reakciéhoz
hasznalt interkalaloddé SYBR Green I festék gerjesztésébdl szarmazo fluoreszcencia
emissziojat, ami aranyos a keletkezett kétsz4li DNS mennyiségével. A mért
fluoreszcencia intenzitdsokat a ciklusszamok fiiggvényében a késziilékhez tartozd
szoftver grafikusan &brazolja (LightCycler 480 Software release 1.5.0).
Végeredményként az amplifikacios gorbék masodik derivaltjanak maximumaként
kalkulalt Ct-értéket (Cycle threshold=attorési pont) kapjuk meg, amely segitségével
megallapithatjuk a kiindulasi templdt DNS koncentraciojat, amibdl kovetkeztetni
tudtunk az egér-eredetti DNS-hattérben 1évé human HT-29 sejtekbdl szarmazo DNS

mennyisegeére.

4.2.1.5. A valos idejii PCR sordn haszndlt higitdsi sor elgallitasa

A higitasi sor felallitasa soran kiilonb6z6 aranyban elegyitettiink egér vérbdl, illetve
human HT-29 sejtvonalbdl szarmazo sejtekbdl kivont DNS-t. A DNS izolalasa a HT-29
sejtkultarabol a High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science)
»Isolation of Nucleic Acids from Mammalian Whole Blood, Buffy Coat, or Cultured
Cells” protokoll segitségével a gyartod utasitasai szerint tortént. A vérbol torténd izolalas

a kovetkezo protokoll alapjan valosult meg:

= 300 pl vér
= 500 pl 2% SDS (natrium dodecil-szulfat) (Sigma-Aldrich, USA)
= 100 pul Proteinaz K enzim (Qiagen)
inkubalds: 10 min 60°C Eppendorf Thermomixer Comfort-ban
(Eppendorf)
= 500 pl telitett fenol (Sigma-Aldrich)
= 100 pl BCP (1-brom-3-klorpropan) (Sigma-Aldrich)
10 min 8000 rpm centrifugalas
= Felllusz6 leszivasa
= Nukleinsav frakcio kicsapasa 70 v/v% izopropanollal
=  DNS tisztitasa QlAamp Genomic DNA Minikit (Qiagen) oszlopon
=  QIlAvac 24 Plus vakuum szivattydt (Qiagen) hasznalata
=  Mosas 2x 70%-os etanollal (1-1 ml), 1x abszolat etanollal (700 pl)
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= Sz&ritds 3 min 20000 rpm-en centrifugalva

= Elualés 2x 75 pl PCR-tiszta desztillalt vizzel
Az izolalt DNS mintak koncentraciojanak mérése NanoDrop-1000 (Thermo Fisher
Scientific) spektrofotométerrel tortént. A mérés utdn a mintdkat 1 pg/ml-es
végkoncentraciora higitottuk, mert el6zetes méréseink alapjan a plazma DNS
koncentraci6ja ebben a tartomanyban mozog. A kiilonb6z6 aranyu egér/human

elegyeket a 4. tablazat szerint allitottuk ssze.

4. téblazat. A human és egér DNS %-o0s aranya az elegyités soran a 7 taghol allo
higitéasi sor felallitdsahoz.

Human DNS %-0s aranya (%) Egér DNS %-o0s aranya (%)

ooz . e

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 tumorszévet vizualis vizsgalata

A tumorszovetet az allatok feldldozasa utan eltavolitottuk, majd 10%-os pufferolt
formaldehidben fixaltuk. A rogzités elsddleges célja, hogy a sejtekben talalhatod
fehérjéket denaturdljuk, és igy az enzimatikus bomlasi folyamatokat leallitsuk. A
fehérjék denaturdcidja kovetkeztében a szovet megkeményedik, igy tovabbi
feldolgozasra, metszésre alkalmassa valik. A fix4lds utan viztelenitést kovetden, a
mintékat paraffin blokkba agyaztuk és 3 um vastagsagi metszeteket készitettlink.
Ezutan hematoxilin-eozin festést (HE) végeztink. A hematoxilin az Un. neutralis
festékek kozé tartozik, és a leggyakrabban hasznalatos magfestd szer, mig az eozin a
plazma festésére alkalmas. A targylemezek digitalizaldsa a Pannoramic 250 Flash 11
digitalis szkennerrel tortént (3DHISTECH Kft.), majd Pannoramic Viewer (ver.:1.15.3;
3DHISTECH Kift.) szoftver segitségével vizualizaltuk a metszeteket.

= zs=7

A Kkisérletiink soran mesterségesen létrehozott, majd egerek véraramaba juttatott DNS

szakaszok degradacidjat tanulmanyoztuk. A vizsgalatot in vitro metilalt és nem-metilalt
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DNS fragmentumokkal egészséges és tumorsejttel oltott egereken végeztiik. Specifikus

=z =7

kdvetkeztetéseket vontunk le a DNS stabilitdsara vonatkozoan.

4.2.2.1. C38 tumormodell eldadllitisa

A szabad DNS degradécids kisérlethez négy egészséges és négy C38 egér kolorektélis
adenokarcinbma tumorsejtekkel oltott C57BL/6 egeret hasznaltunk. A C38
torzstenyészetb6l szarmazd 5x5x5 mm-es nem nekrotizald tumorszovet darabokat

subcutan oltottuk, majd a kezelést az oltast kdvetd 21. napon végeztik.

4.2.2.2. DNS izolalasa, mesterséges DNS szakasz létrehozésa, tisztitasa

Az egerek kezeléséhez sziikséges DNS szakaszok eléallitasahoz el6szor HT-29 human
kolorektalis adenokarcindma sejtvonalbol DNS-t izolaltunk 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 gyarto
utasitasait kovetve. Ezutan megterveztik a kivalasztott DNS szakasz amplifikalasdhoz
szlikséges primert a Primer3 programmal, a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH) gen kortlbelul 3000 bp-méretii szakaszara (GDH_X1) (5. tablazat). Az
izolalt DNS mintakat PCR soran amplifikdltuk Eppendorf Mastercycler ep Gradient S
PCR kesziilékben (Eppendorf) 50 ul végtérfogatban, amely tartalmazta a 2x
LightCycler Probes Master mixet (Roche Applies Science), az 5x Q puffert (Qiagen),
20 ng HT-29 sejtvonalbdl izolalt DNS templatot és a tervezett primert (200 nM). A PCR

hociklusai a kovetkezok voltak:

- denaturélas: 94°C 5 min;

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

- extenzio: 72°C 2 min;

- hités: 4°C.
A reakciotermék specifikussagat etidium-bromid interkalalodd festéket tartalmazd 1%-0s
agar6z gélelektroforézissel ellendriztiikk. A mintdkat kontroll DNS (marker) mellett 70 V
feszlltségen 30 percig valasztottuk el, majd a DNS templat lathatova tétele UV-fény
hasznalataval tortént. A felszaporitott DNS szakaszt tisztitottuk: 80 v/v% ACL puffert
(Qiagen), 180 v/v% ACB puffert (Qiagen) és 140 v/v% izopropanolt adtunk a mintahoz,
majd -20°C-on 14 oran keresztll inkubaltuk. Ezutan az elegyet QlAamp Mini oszlopra

(Qiagen) pipettaztuk, és QIAvac 24 Plus (Qiagen) vakuum szivattyl hasznalataval
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tisztitottuk a DNS-t. A mosést 2x 1-1 ml 70%-o0s, majd 700 ul abszolut etanollal végeztiik.
Az oszlop szaritasa 3 perc 20.000 rpm-en torténd centrifugalassal zajlott. Az eludlas RNaz-
és DNé&z-mentes desztillalt vizzel tortént 150 pl-ben. A minta koncentracidjat NanoDrop-
1000 (Thermo Fisher Scientific) spektrofotométerrel mértiik.

4.2.2.3. PCR termék metilalasa

A tisztitott PCR terméket 2 db egészséges és 2 db tumoros egérnek metilalt forméaban,
mig a masik csoportba tartoz6 egereknek nem-metilalt formaban injektaltuk. Az in vitro
metilalas (9. abra) soran 1 pg-nyi PCR termékhez 1 pl Sssl CpG metiltranszferaz
(4U/ul) enzimet (BioLabs, New England), 3ul 1x NE 2 puffert és 160 puM
keresztul 37°C-on, majd 20 percig 65°C-on inkubaltuk. A tisztitast, majd a koncentracio
mérését a 4.2.2.2. fejezetben leirtak szerint végeztik.

B NH, NH,
CH, SAM-CH3 SAM HyC
| \N \N
5.....CG.....3’ |
3....GC.....5 I )\ /K
| H ”

A

0 O

CITOZIN 5-METILCITOZIN

9. abra. CpG Mietiltranszferaz (M.Sssl) enzim metilaciés helye és a DNS-
metiltranszferaz enzimek mikodése. Roviditések: DNMT — DNS-metiltranszferaz;

SAM — S-adenozil metionin.

4.2.2.4. PCR termékkel torténd kezelés, vérvétel és DNS izolalds

700 ul tisztitott PCR terméket tartalmazo oldathoz 700 ul PBS-t (2x) pipettaztunk, majd
ebb61 300-300 pl-t (100 ng tisztitott DNS-t) injektaltunk 2 egészséges és 2 tumoros egér
farok vénajaba. A tovabbi 4 egeret parhuzamosan a metilalt PCR termékkel kezeltiik
azonos modon. A 8 db egért6l 5 alkalommal vettiink vért, kdzvetlen a kezelés el6tt,
majd a kezelés utan 1, 3, 6 és 24 draval. A vérvétel szemzug vénan keresztil tortént,
steril EDTA/PBS (1x) csdvekbe, amelyeket a plazma frakcid szeparalasaig jégen
taroltunk. A frakcidé kinyeréséhez 10 perc 2000 rpm 4°C-on torténd centrifugéldst
kovetden a feliiluszot Gj cs6be mértiik, majd Ujra centrifugéltuk 10 percig 4000 rpm

4°C-on. A plazmamintdkat -20°C-on téroltuk. A szabad DNS frakcié izolalasat a
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QIAamp Circulating Nucleic Acid kittel végeztiik (Qiagen), a ,,Purification of Circulating

DNA from Iml, 2ml, or 3ml Serum or Plasma” protokoll alapjan, a gyartoi leirds szerint.

4.2.2.5. Primerek tervezése és valos idejii PCR

A plazma frakciobdl izolalt DNS mintdkra 19 specifikus, egyenletesen elhelyezkedd és
egymassal atfed6 PCR primer-péart (probat) hasznaltunk a 3000bp méretii bejuttatott human
DNS szakasz kimutatasara (10. abra, 5. tablazat). A primerek tervezése Primer3 program
segitségével tortént.

CR termék | I | | | |
1 600 1200 1800 2400 3000w

10. abra. A PCR termékre tervezett specifikus primerek elhelyezkedése.
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5. tablazat. A mesterségesen létrehozott, egerek véraramaba bejuttatott PCR termékre
tervezett primerek szekvencidi. Roviditések: GDH - gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenéz gen.

PCR préba ) ) ] )
Forward primer szekvencia | Reverse primer szekvencia
szimbdlum
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_I1J 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-par validalasara egy 4 tagbol allé higitasi sort mértink 6ssze a tisztitott
PCR termékekb6l, 200x-0s kezdeti higitassal, majd 3-szor 80x-o0s Iépésekkel. Ezutan
hataroztuk meg a reakciok hatasfokait. A valods idejii PCR-t a 4.2.1.4. fejezetben leirtak
szerint végeztik a 19 PCR termékre tervezett primerrel és 5 db kontroll, egér DNS-re
tervezett primerrel: elL6, eTNFo, eTLR5, eTLRY, el8s (6. tablazat). Elozetes tesztelés
soran bizonyitottuk, hogy ezek a primerek a human DNS-t nem szaporitjak fel, igy

ezekhez viszonyitva kvantifikalhattuk a kisérleti rendszert.
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6. tébldzat. A plazmamintdk DNS tartalmanak pontos meghatarozasdhoz hasznalt

primerek szekvenciai.

Gén neve Forward primer szekvencia Reverse primer szekvencia
TelL6 | CTAGCCAGATGGTTICTTGGA | ATATTTAAATTAGCAATTCATTGAGGT |
eTNFa TGTTGCCTCCTCTTTTGCTT TGGTCACCAAATCAGCGTTA
eTLR5 GCCTCTAAGGGCTCTCACCT TGGAGGGAAACCATGTCATT
eTLR9 CGGGGACCTACAGCAGAATA CGGGAACCAGACATGAAGAT
e18s GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC

A 8 db egértél 5 alkalommal levett vérb6l izolalt DNS mintakat 3 parhuzamos
reakcidban vizsgaltuk desztillalt vizes negativ kontroll mellett. Az eredménykent kapott
Ct-értékekbol kovetkeztettiink a degradacio mértékére, €s Osszehasonlithattuk az
egészséges és tumoros, illetve a metilalt / nem-metilalt PCR termékek bomlasanak

Utemét.

4.3. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL genek DNS metilaciojanak
vizsgalata human mintakban

4.3.1. Mintagyijtés

A negy kivalasztott marker (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1) DNS metilaciojanak
elemzése soran 0sszesen 166 beteg szOvet- és plazmamintait vizsgaltuk (7. tablazat). A
piroszekvenalds elvégzésére 15 sebészileg eltavolitott vastagbélrdkos (CRC), 15 az
eltavolitott colonveg makroszkoposan ép (normal adjacent tissue - NAT) és 15
adendmas friss-fagyasztott szoveti mintat gyijtottink; a MethyLight PCR
vizsgalatokhoz 37 egészséges, 37 adendmas és 47 CRC-s betegtdl vettiink vért, és
parositott biopszia mintakhoz is hozzajutottunk 11 egészséges, 11 adenéma, 10 CRC
paciens esetében. Az adendmak kozott szdvettani besorolas szerint tubularis (T),
tubulovillozus (TV) és hiperplasztikus (HP) adendmakkal dolgoztunk. Eredményeink

megerdsitésére tovabbi 192 beteg DNS metilacios adatait in silico elemeztuk.
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7. tablazat. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének DNS metilaci6janak
vizsgalatdba bevont péaciensek klinikai adatai. Roviditések: NAT — normal adjacent
tissue; T — tubularis; TV — tubulovillézus; HP — hiperplasztikus; CRC — vastaghbélrak.

Adendéma CRC
| Egészséges/
Médszer | Véaltozok Dukes | Dukes
NAT T TV HP
A/B C/D
P ——§——€—$—§€—§—$—$€—$—$€§$—§$€§$§@—$—@$@—@—@—$€$§$§$§@—$§—§—S—S—ty—=_
n mintaszam | 15 10 5 0 9 6
Nio!
‘c atlag-
S | 78 64 |64 | - 78 77
< életkor
(5]
N
8 nem arany
= 6/9 8/2 3/2 - 4/5 2/4
a (Ffi/NG)
mintaszam | 37 20 14 3 27 20
5 |
2 atlag-
3 x| 51 6 61 61 |70 70
£ a életkor
> nem arany
= 12/25 10/10 | 6/8 2/1 11/16 14/6
(Ffi/No)

A periférias vérmintakat 6 ml-es K3EDTA csdvekbe (Greiner Bio-One Gmbh, Ausztria)
gyujtottilk a paciensek konyokvénajabol. A vérbdl 4 oran beliill plazma frakciot
szeparaltunk. A centrifugalas 1350 rcf fordulaton 12 percig szobahémérsékleten tortént,
majd a feliliszd 0j cs6be mérése utdn megismételtik a lépést. A hemolizaldo mintakat
kizartuk a kisérletiinkb6l. A plazmékat tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A
sebészileg eltavolitott szoveti mintakat a levételt kovetden folyékony nitrogén

segitségével fagyasztottuk le, majd a mintakat -80°C-on taroltuk.

4.3.2. A DNS metilaciot mutat6 gének kivalasztasa

Az SFRP1, az SFRP2 és a PRIMALl gének DNS metilacidjanak vizsgalatara
kutatdcsoportunk korabbi piroszekvenalasi eredményei szolgaltak alapul [149]. Egy
tovabbi marker, az SDC2 irodalmi adatok alapjan kerlt kivalasztasra [179, 180]. Annak
érdekében, hogy az SDC2 metilaciojanak valtozasat kisérletes eredményekkel is

igazoljuk, piroszekvenalasi modszert alkalmaztunk GS Junior rendszer 454 technoldgia

47



DOI:10.14753/SE.2018.2193

(Roche Applied Science, Németorszag) hasznélataval. A vizsgalat soran 15 NAT, 15

adenoma és 15 CRC friss-fagyasztott szoveti mintat gyiijtottiink.

4.3.3. Makrodisszekcid

A sebészileg eltavolitott friss fagyasztott vastagbél szoveti mintdkat OCT beéagyaz6
anyagba helyeztiik (Sakura Finetek, Japan), amely a mintdk metszése soran lehetové
teszi a szoveti struktirak maximalis megOrzését. Ezutan 10 um vastagsagu metszeteket
készitettink -20°C-os kriosztat késziilékben, és a metszeteket Superfrost Ultra Plus
(Thermo Fisher Scientific, USA) targylemezekre tettiik, majd 70%-os etanollal 5 percig
és abszolut etanollal két percig fixaltuk. A makrodisszekalt mintakat toluidinkék festés

utan a metszetekrdl egyszer hasznalatos tiivel lekaparva gytijtottiik 6ssze.

4.3.4. Biszulfit konverzio

A DNS metiléacids statusz vizsgalatanak egyik kozvetett mddszere a biszulfit atalakitas
(6. abra). A makrodisszekalt mintakbol térténd DNS izolalast és biszulfit konverziot
kapcsoltan az EZ DNA Methylation Direct Kit (Zymo Research, USA) segitségével
hajtottuk végre. A Proteindz K-val torténé emésztést 20 ul-ben végeztik a biszulfit

konverziot megel6zoen, az eludld térfogat 20 pl volt.

4.3.5. Biszulfit-specifikus polimeraz lancreakcio

A CpG Plot EMBOSS alkalmazas segitségevel in silico CpG-sziget predikciot
vegeztink (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html) [181]. A biszulfit-
specifikus PCR (BS-PCR) soran olyan primereket terveztlink a PyroMark Assay Design
szoftver (SW 2.0, Qiagen, Németorszag) hasznalataval, amelyek nem a CpG-szigetekre,
hanem az azokat koriilvevl szekvenciara illeszkednek. Erre azért volt sziikség, hogy
metilacios allapottdl fuggetlenil szaporithassuk fel a biszulfit-konvertalt DNS
szakaszokat. Minden reakciéban az egyik primer biotinalt wvolt. A primerek
specificitasat in silico teszteltlk a BiSearch szoftver (http://bisearch.enzim.hu)

segitségével [178].

A BS-PCR AmpliTag Gold 360 (2x) mastermixet (Thermo Fisher Scientific),
LightCycler 480 ResoLight (40x) festéket (Roche Applied Science), a tervezett
primerek keverékét (forward és reverse) 200 nM végkoncentracidéban és 10 ng biszulfit
konvertalt DNS-t tartalmazott 15 pl végtérfogatban. A reakcié LightCycler 480 (Roche

Applied Science) gépben ment végbe a kovetkezé hoprogrammal:
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- denaturécio: 95°C 10 min;

- 10 touchdown ciklus: 95°C 30 sec, 60°C 30 sec 0.4°C csokkenéssel
ciklusonként, és 72°C 30 sec;

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

A biszulfit konverziét és BS-PCR-t kovetéen a DNS metilacios statusztol fliggéen
modosulnak a bazisok a DNS szekvenciaban. Azok a citozinok, amelyek nem
tartalmaznak metil-csoportot atkonvertalédnak timinné, azok azonban, amelyek

metilaltak, citozinok maradnak.

4.3.6. Piroszekvenalas 454 GS Junior készulékkel

A CpG-szigetek bazisonkénti metilacios allapotanak meghatarozésara az egyik
legalkalmasabb mddszer a direkt biszulfit szekvenalas. A GS Junior készuléekkel a 454
technologiat alkalmazva megkdozelitéen 400 nukleotid hosszisagu szakaszokat lehet
leolvasni. A révid amplikon konyvtarkészitéshez és emulzios PCR-hez a ,,Guidelines
for Amplicon Experimental Design” utasitasokat kovettiik. A biszulfit-specifikus PCR-t
kovetden az amplikonok koncentraciojat Qubit 1.0 fluoriméterrel (Thermo Fisher
Scientific) mértik le a High Sensitivity dSDNA Kit segitségevel. Az adott mintakhoz
tartoz0 PCR termékek szintézise utan (a vizsgalt régioknak megfeleléen) az
amplikonokat ekvimolarisan kevertik ©ssze a konyvtarkészités soran. A PCR
termékeket AMPure XP gyongyokkel (Agencourt, USA) tisztitottuk a gyarto utasitasait
kovetve. A termékek mindségi ellendrzését BioAnalyzer 2100 mikrokapillaris
elektroforézissel (Agilent, Santa Clara, USA) végeztik High Sensitivity DNA chipen. A
fragmentumok vegének javitasat (Fragment End Repair) GS FLX Titanium Rapid
Library Preparation Kittel (Rapid Library Preparation Method Manual 3.2) hajtottuk
végre. A szekvenalas soran tobb minta tobb amplikonjat tudtuk egyszerre vizsgalni,
ezert a mintak azonositasa céljabol az amplikonok végeihez egyedi azonositét, Un.
molekularis vonalkodot ligaltunk GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit
(Rapid Library Preparation Method Manual 3.4) hasznalataval. Az adatelemzés soran
ezeknek a mesterséges azonositd szekvenciaknak koszonhetéen tudtuk a leolvasott
szekvencia-informéaciokat az egyes betegekhez rendelni. A ligalds utan a koényvtar
tisztitasat és minGségi ellendrzését megismételtik AMPure gyongyok, illetve a
BioAnalyzer készulék segitségével, és a kdnyvtar mennyiségét ismét meghataroztuk

Qubit High Sensitivity dsDNA kittel. A mintakat egyenld aranyban dsszekevertiik, majd
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emulziés PCR-t mértiink dssze 0,5 molekula/gydngy aréannyal Lib-L emPCR Kitet
hasznalva. A gydngydusitast (bead enrichment) és a szekvenalast a GS Junior Titanium
Sequencing Kit alkalmazésaval végeztik a ,.Sequencing Method Manual, GS FLX
Titanium Series” leirasnak megfeleléen. A templat szekvencidkhoz torténd illesztés
soran a JAligner szoftver csomagban Smith-Waterman-Gotoh algoritmust alkalmaztuk
[182-184]. Az elemzés soran azokkal a szekvenciakkal dolgoztunk, amelyek legalabb
80%-ban mutattak egyezést a referenciaval.

4.3.7. Methyl capture szekvenalasi adatok in silico vizsgalata

Kutatocsoportunk altal publikalt, hipermetilalt DNS szakaszok tisztitdsan alapul
(Methyl capture — MetCap) szekvendlasi modszerrel kapott 6 NAT, 15 AD és 9 CRC
biopszia minta metilacios eredményeit in silico elemeztiik [185]. Azokat az eltéréen
metilalt régiokat (differentially methylated region — DMR) vizsgaltuk, amelyek atfednek
a piroszekvenalassal tanulmanyozott szakaszokkal, majd a késébbiekben MethyLight
PCR-rel is elemezett 4 génhez (SFRP1, SFRP2, SDC2 es PRIMA1) tartoz0 DNS
régiokkal. Meghataroztuk a vizsgalt DMR-ek metilacids fokat, azaz B-értékét, majd
kiszdmoltuk a Ap-értekeket, amelyek a mintacsoportok kozotti atlag metilacios

kilonbségeket jelentik.

4.3.8. lllumina Infinium Human Methylation 450 Bead Chip adatok in silico
elemzése

A kivalasztott négy gén metilacidés statuszat a teljes promoter szakaszon is
megvizsgaltuk. A szbveti mintdkhoz tartozO metilacios eredményeket a Rakgenom
Atlasz (The Cancer Genome Atlas — TCGA) adatbazisbdl (https://genome-
cancer.ucsc.edu/proj/site/hgHeatmap/) és a Gene Expression Omnibus (GEO -
GSE48684) webes adatbazisbol toltottik le [186]. A TCGA eredmények 39
vastagbélrakos beteg és 39 parositott NAT szdveti mintainak, mig a GEO adathalmaz
123 egészséges, adendomas és vastagbélrakos biopszia minta szekvenalasi eredményeit
tartalmazta. Osszesen a 4 vizsgalt génhez tartozé 99 CpG hely metilacids statuszat
hataroztuk meg, amelyb6l 9 CpG hely esett azokra a szakaszokra, melyeket a
késobbiekben a MethyLight probakkal is vizsgaltunk. Meghataroztuk a CpG helyekhez
tartozo p-értekeket, majd a mintacsoportok kozotti atlag metilacios kilonbségeket (AB-
érték).
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4.3.9. Immunhisztokémiai elemzesek

Annak érdekében, hogy megvizsgéljuk, hogy a DNS metilaci6 befolydsolja-e a
kivalasztott négy marker fehérje termékeinek expresszidjat, immunhisztokémiai
elemzéseket végeztiink. A késébbickben MethyLight PCR-rel is tanulményozott
biopszids mintdkat (11 egészséges, 11 AD és 10 CRC) formalinnal fixaltuk, majd
paraffinba agyaztuk. A mintdk diagnosztizalasa hematoxilin-eozin festést kovetéen
szakérté patologusok altal tortént. A deparaffindlast és rehidratdlast kdvetden
mikrohullamd antigén feltarast végeztiink Tris-EDTA pufferben (pH 9,0) (900 W/10
perc, majd 340 W/40 perc). A mintdk immunhisztokémiai jelolése anti-SFRP1 (Abcam,
ab4193; 1:50), anti-SFRP2 (Sigma-Aldrich, HPA002652; 1:80), anti-SDC2 (Abcam,
ab191062; 1:80) és anti-PRIMAL1 (Sigma-Aldrich, HPA060047; 1:80) antitestekkel
tortent, amelyeket diaminobenzidin — hidrogén peroxiddz — kromogén szubsztrat
rendszerrel tettlink lathatova (HISTOLS-DAB, Histopathology Ltd., 30014.K). A
targylemezeket Pannoramic 250 Flash Il digitalis szkennerrel archivaltuk (3DHISTECH
Kft.), majd Pannoramic Viewer (ver.:1.15.3; 3DHISTECH Kift.) szoftver segitsegével
szemi-kvantitativ modon értékeltik. Az elemzés alapja az un. Quick-score (Q) mddszer,
amely sordn a pozitiv sejtek aranyat szoroztuk az intenzitasukkal (l: +3 erds, +2
mérsekelt, +1 gyenge festédés, O értek esetén nem tapasztaltunk pozitivitast; formula:
Q=P x I; maximum=300). A ham és stroma rétegeket elsddlegesen elkiilonitve
vizsgaltuk, amelyet késébb Osszegeztink (X Q-score maximum= 600), hogy

0sszehasonlithatova valjanak a MethyLight probakkal kapott eredményekkel.

4.3.10. DNS izolalas vastagbél biopszia és plazmamintakbdl

A MethyLight probakkal torténé metilacioés szint meghatarozasara 11 egészséges, 11
adendmas és 10 CRC-s beteg szOveti mintaibdl izolaltunk DNS-t. A minték lizise és
emeésztése 4 mg/mL proteinaz K enzimmel tortént 16 orén keresztiil 56°C-on, majd a
DNS izolalasahoz a High Pure PCR Template Preparation Kitet (Roche Applied
Science) hasznéltuk a gyartd utasitisainak megfeleléen. A DNS-t 100 pl RNaz- és
DNéaz-mentes PCR tiszta vizben elualtuk, majd tovabbi felhasznélasig -20°C-on
Scientific) hataroztuk meg. A plazmamintadkbdl (37 N, 37 AD és 47 CRC) torténd
szabad DNS kivonasat a High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (Roche
Applied Science) segitségével hajtottuk végre 3,5 ml plazmabdl. Az elualast 100 pl

eluciés pufferben végeztik, majd az skDNS mennyiségét Qubit 1.0 fluoriméterrel
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kvantifikaltuk a Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit alkalmazésaval (Thermo
Fisher Scientific).

4.3.11. Biszulfit konverzié

A szOvet- és plazmamintakb6l izolalt DNS-t biszulfit konvertdltuk az EZ DNA
Methylation Direct Kit (Zymo Research) hasznalataval a gyartd javaslatait kovetve. A
biszulfit konvertadlt DNS mintadkat 20 pl eldciés pufferrel eludltuk, majd -80°C-on
taroltuk tovabbi felhasznalasig.

4.3.12. Multiplex biszulfit-specifikus preamplifikécio

A biszulfit konverzidt kdvetden egy preamplifikdcios 1épést végeztiink el, az alacsony
mennyiségli szabad DNS miatt es a metilacios statusz elemzés érzékenységének
novelése érdekeben (11. abra) [187, 188].

1. Multiplex BS
preamplifikacio
metilaciotél figgetlen

? R ? : F% eR Biszulfit-specifikus primerek

SFRP1 SFRP2 PRIMAL sDC2

2. Singleplex ML < 5
kvantitativ PCR Ktl

metilacid fliggd

Tromor ptomonotom
./—. %/—. &~ %./_. o %./_. eMetilé(id-spe(iﬁkusprimersk
(ST

e | L= L 1
%' < (' ./ ® Metilalatlan-specifikus primerek

(—. MGB proba
5’ fluoreszcens festék

SFRP1 SFRP2 PRIMA1 SDC2

11. abra. A biszulfit-specifikus preamplifikéacié és a MethyLight PCR folyamata. Két-
Iépéses PCR maodszert hasznaltunk a 4 gén metilaciojanak vizsgalatara. Els6 1épésként
multiplex preamplifikaciot alkalmaztunk, amely soran a kivalasztott szakaszokat
metilacios allapottol fuggetlenil sokszoroztuk fel. Masodik lépésként MethyLight
kvantitativ. PCR-t hasznaltunk nested metilacié-specifikus PCR primerekkel.
Roviditések: BS — biszulfit-specifikus; ML — MethyL ight.
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A biszulfit-specifikus (BS) primerek tervezését a PyroMark Assay Design 2.0 szoftver
(Qiagen) segitségével végeztik. A szoftverrel olyan probakat terveztink a 4 gén
promoter régidjara, amelyek a vizsgalni kivant szakaszon kivil, nem CpG régiokon
helyezkednek el (8. tablazat). Erre azért volt szikség, hogy a primerek metilacios
allapottol fliggetlenil, minden biszulfit konvertalt DNS szakaszt felsokszorozzanak (9.
tablazat). A  primerek in BiSearch
(http://bisearch.enzim.hu) tértént [178].

silico  tesztelése a szoftverrel

8. tablazat. A preamplifikdci6 és a MethyLight PCR soran vizsgalt szakaszok

pozici6ja. (Human referencia genom: GRCh38/hg38).

, A preamplifikalt .
ng . Génnév PCpR terr‘:\ékek Methynght PCR
szimbdlum e termékek pozicidja
pozicidja
SFRP1 Szekretalt frizzled-rokon chr8:41,308,621- chr8:41,308,713-
fehérje 1 41,308,834 41,308,777
SFRP2 Szekretalt frizzled-rokon chr4:153,789,139- chr4:153,789,264-
fehérje 2 153,789,497 153,789,386
SDC2 Szindekan-2 chr8:96,494,020- chr8:96,494,022-
96,494,321 96,494,170
PRIMAL | Prolin-gazdag membran chrl14:93,788,793- | chr14:93,788,894-
horgony 1 93,789,014 93,788,993

A BS-PCR 15 ul Multiplex PCR Master Mixet (2x) (Qiagen), a négy BS primer
(egyenkent 10 uM) keverékét 200 nM vegkoncentracidéban és 10 ng konvertalt DNS
mintat tartalmazott. A reakcidhoz Mastercycler ep Gradient S gépet (Eppendorf)

hasznaltunk. Az amplifikacié soran a kdvetkezé hociklusokat alkalmaztuk:

- denaturécio: 95°C 15 min;

- 8 touchdown ciklus: 95°C 30 sec, 60°C 2 perc 0.5°C csokkenéssel ciklusonkeént,
és 72°C 30 sec;

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

A termékek ellendrzését 2%-0s agar0z gélen gélelektroforézissel végeztik. A
preamplifikacidé utan a mintakat 1:10.000 aranyban higitottuk RNaz- és DNaz-mentes
PCR tiszta desztillalt vizzel, majd -20°C-on téroltuk azokat. A metilacios statusz
mennyiségi meghatarozasa céljabol EpiTect (Qiagen) 100%-ban metilalt (M) és 100%-

ban nem-metilalt (UM) kontroll DNS-t is amplifikaltunk a mintainkkal parhuzamosan a
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fent emlitett médon. A metilalt és nem-metilalt DNS mintakbdl 10 ng-os keverékeket
készitettiink a kovetkezd aranyokban: 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. tblazat. A primerek és TagMan probak szekvenciai. Roviditések: BSP — biszulfit-
specifikus primerek; MLP — MethyLight primerek; F — forward; R — reverse; M —
metilalt; UM — nem-metildlt; TAQ — TagMan préba; MGB — minor groove binder;
FAM — 6-fluorescein amidite; VIC — 4,7,2-trichloro-7-phenyl-6-carboxyfluorescein.

Gen szim- | Primer Primer szekvencia (5'-3")
bolum szimbolum
e —
BSP F GGTTTGGAGGTTTCGGTGGTATTG
BSP R CCAAATCTTCCTCTACTCGCTCTTC
SERP1 ML M F GAAGTCGAAGAATTGTATGATC
ML MR CGTATCGCTAACTCTACGAA
ML UM F GTAGAAGTTGAAGAATTGTATGATT
ML UM R ACCCATATCACTAACTCTACAAA
BSP F GGGAGGAGTTAATGAAGGGTAAT
BSP R ACTCATACCTAACAACCCAACAAAA
SFRP2 ML M F GTCGTCGTTCGTTCGTTTTAGG
ML MR CGCGAAATACCCTACGTACCC
ML UM F AGATGTTGTTGTTTGTTTGTTTTAGG
ML UM R CCACTCACAAAATACCCTACATACCC
BSP F TGTCGGGAGTGTAGAAATTAATAAGTGAGAG
BSP R ACACGCAAACCACCAAACCCAAAATA
SDC?2 ML M F TCGGGAGTGTAGAAATTAATAAG
ML MR AAAATACCGCAACGATTACG
ML UM F GGGAGTGTAGAAATTAATAAG
ML UM R AATACCACAACAATTACAAC
BSP F AGGTAGAGGGCGGGGAAAGTTTT
BSP R CCTCCACCCACGACTTTACTACCC
ML M F CGGTTGTTCGGGGTATTGG
Rl Al ML MR CCCAACGAAAACTCCCTACC
ML UM F TGGTGTTGTGTGGTTGTTTGG
ML UM R CACGACTTTACTACCCCAACA
. TagMan . \
G(_en . préba TagMan proba szekvencia (5'-3") 5 . 3
szimb6lum o Riporter Quencher
szimbolum
P i A M @i N ——i——i——
ML M TAQ TTCGTACGAGTCGCGTACGG FAM MGB
SFRP1 _I?_/IALQUM GTTTGTATGAGTTGTGTATGG VIC MGB
ML M TAQ TCCCGCAACCCGCGCCCTACT FAM MGB
SFRP2 _':_AAI\‘QUM TCCCACAACCCACACCCTACTCACTC VIC MGB
ML M TAQ GCTCGCTTCCTCCTCCTACGC FAM MGB
sbC2 _'\r/leUM ACTCACTTCCTCCTCCTACAC VIC MGB
ML M TAQ | CCGCCGCTACCTCTCGC FAM MGB
PRIMA1L _I:_/IAI\_QUM CTACCAACACCTCCCACCACTACCTC VIC MGB
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4.3.13. MethyL.ight polimeraz lancreakcio

A MethyLight PCR technika soran a biszulfit konverzio utan bekdvetkezett metilaciotol
fiiggd szekvencia kiilonbségeket tudtuk kimutatni. A folyamat sordn olyan primereket
és TagMan probéakat terveztink a Primer Express 3.0.1. (ThermoFisher Scientific)
program segitségével, amelyek azokra a CpG helyekre specifikusak, amelyeknek a
metilacids statuszara kivancsiak voltunk (11. &bra, 9. tablazat). A reakcio 5 pl higitott
preamplifikédlt DNS templatot, 10 pl LightCycler® 480 Probes Master (2x) mixet
(Roche Applied Science), 1,8 ul primert (10 puM) és 0,5 pl MGB TagMan probat
(ThermoFisher Scientific) 250 nM végkoncentraciéban tartalmazott. A folyamatot
LightCycler 480 miiszerben (Roche Applied Science) végeztiik 96 lyuku plate-ekben.
Minden plate tartalmazott negativ kontrollt, a kiilonb6z6 aranyban metilalt és nem-
metilalt DNS-t tartalmazd kontroll sor tagjait, és a mintakat duplikatumokban. A PCR

héciklusai a kovetkezOképpen alakultak:

- denaturécio: 95°C 10 min;
- 40 amplifikacios ciklus: 95°C 15 sec, 55°C/60°C 1 min, 72°C 30 sec;
- hiités: 40°C 30 sec.

Az annelacios homérséklet el6zetes méréseink alapjan az SFRP1 és az SDC2 gének
esetében 55°C volt, az SFRP2 és a PRIMAL esetében pedig 60°C.

A mintak metilacios szintjenek meghatarozadsa a metilalt és nem-metilalt DNS-t
tartalmazd kontrollok attorési pontja (Ct-érték) alapjan szamolt egyenlet szerint tértént.
Azokat a mintakat tekintettik metilaltnak, amelyek Ct-értéke a 0%-ban és 100%-ban

metilalt standard mintak Ct-értéke kozott helyezkedett el.

4.3.14. Alkalmazott statisztikai modszerek

A piroszekvenalassal kapott eredmények abrazolasahoz R 3.3.1 hotérképet hasznaltunk,
amely az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL génekhez tartozo, kivalasztott CpG
helyek metilacids szintjet szemlélteti ép, adendma és CRC szOvetmintdkban. A
MethyLight PCR-rel vizsgalt plazma- és szdvetmintak metilaciéjanak mértékét a
higitasi sor alapjan lineéaris korrelacio (Pearson-féle korrelacié) statisztikai
megkdzelitéssel tudtuk megallapitani  markerenként. A  Receiver Operating

Characteristic (ROC) analizis céljabdl Medcalc 17.1 szoftvert hasznaltunk. A 4 marker
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szenzitivitds eés specificitas értékeit kulon-kilon és egydttesen, panelként is
meghataroztuk tobbvaltozos logisztikus regresszios egyenlettel.

A szekvendlasi adatok in silico vizsgalata soran péros dsszehasonlitast végeztiink (AD
vs. NAT/N, CRC vs. NAT/N és CRC vs. AD) Student-féle t-teszt alkalmazésaval,
amelynek soran a szignifikancia kisz6b p<0,05 wvolt. Az immunhisztokémiai
vizsgalatok soran a kiilonb6z6 mintacsoportok Q-score eloszlasat Kolmogorov-Smirnov
teszt segitségével értékeltiik. Mivel mind a négy marker esetében normal eloszlast
tapasztalunk, ANOVA és Tukey-Kramer post-hoc teszteket alkalmaztunk (p<0,05).

4.4. Kulonb6zoé DNS izolalasi modszerek hatasanak elemzése a DNS
metilacios mintazatra

4.4.1. Betegek és mintak

A Semmelweis Egyetem 1l.sz. Belgydgyéaszati Klinikajan 139 vérmintat gyjtottiink,
miutan a paciensek rutin kolonoszkopias vizsgalaton estek at (10. tablazat). A vervétel
el6tt a betegek irasos beleegyez6 nyilatkozatban jarultak hozza a mintaik kutatasi célra
torténd felhasznalasara. A tanulmanyunkat a hatalyos helyi etikai bizottsag
jovahagyasaval végeztik (Regionalis, Intézeti Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag;
TUKEB sz.: 116/2008).

10. téblazat. A vizsgalatba bevont betegek adatai. Roviditések: T — tubularis; TV —

tubulovillozus; CRC — vastagbélrak; N/A — nincs adat.

Adendma CRC

Valtozok Egészséges Dukes | Dukes

T TV N/A AR C/D

P —

Mintaszam 47 20 11 19 27 15
Atlagéletkor 57 65 66 63 69 70
Nem aréany
(Ffi/NG) 19/28 10/10 6/5 12/7 8/19 11/4

Ot adendéma és 6t CRC vérmintat Cell-Free DNA BCT® (Streck, Németorszag)
gylijtécsdbe [189] vettlink le, és 48 dran at szobahdémérsekleten taroltuk a plazma
frakcio szeparalasa el6tt. A tobbi vérmintadt K3SEDTA (Greiner Bio-One Gmbh)

csovekbe gyiijtottiik és a plazméat 4 dran belll elvalasztottuk. A plazmak szeparalésa
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1350 rcf fordulattal 12 percig szobahdmérsékleten ment végbe, majd a felllisz6 Uj
csbébe mérése utdn megismételtik a centrifugdlast ugyanezekkel a paraméterekkel.

Minden plazmamintat tovabbi felhasznalésig -20°C-on téroltuk.

4.4.2. Szabad DNS izolalasi és biszulfit-konverzidés modszerek

Harom kiilonb6z6 kézi és kétféle automata skDNS izolalasi modszert vetettiink dssze
(12. &bra). Els6 1épésként két manualis izolalasi technikat teszteltiink, 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 elsé kereskedelmi
forgalomban kaphat6 vérteszt, amely a vastagbélrak elésziirésére alkalmas a SEPT9 gén
metilaciéjanak meghatarozasa alapjan, és tartalmaz skDNS izolalasra és biszulfit
konverziora alkalmas reagenseket. Ezt az dsszehasonlitast 10 egeszséges, 10 adenoma
¢s 10 CRC plazmamintan végeztiikk. Kovetkezd 1épésként Gsszevetettiik a High Pure
Viral Nucleic Acid Large Volume Kit és az automata DNS izolalo InviGenius (1)
(STRATEC Biomedical AG) keészilék skDNS kihozatalat, amelyet szintén az Epi
proColon 2.0 kit reagenseivel hasznaltunk. A tesztelésbe 27 egészséges, 25 AD-s és 17
CRC-s péciens plazmamintait vontuk be. A fenti mintakbol meghataroztuk a carcino-
embriondlis antigen (CEA) és a citokeratin 19 fragmentum (CYFRA 21-1) tumor
markerek mennyiségét is [190, 191] in vitro vizsgalattal a Semmelweis Egyetem
Kdzponti Laboratoriumaban 500 pl plazmabdl. Teszteltiik tovabbd a kézi Quick-
cfDNA™ Serum & Plasma Kitet (QcD) (Zymo Research) dsszevetve az InviGenius
PLUS (IP) (STRATEC Biomedical AG) gépi izolalo modszerrel, amelyen az InviMag
Free Circulating DNA Kitet (STRATEC Biomedical AG) alkalmaztuk 10 N, 10 AD és
10 CRC plazmamintan. Végezetll Kiprobaltuk a Cell-Free DNA BCT® csoveket
Osszevetve a K3EDTA csovekkel 5-5 adendma és CRC mintan, amelyekbél a High Pure
Viral Nucleic Acid Large Volume Kit segitségével izolaltunk DNS-t. A DNS izolalast
minden modszer esetén a gyartdi protokollokat kévetve végeztik. A Streck csdvek
esetén a 70°C-on torténé proteindz K emésztési idejét 1 oOréra noveltik a gyarto

utasitasainak megfeleléen.
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Paciensek (n=139)

Minta- | Egészségesn=10  Egésiségesn=27 Egészségesn=10 Adendma n=5
| tipusok | Adendéma n=10 Adendéma n=25 Adendéma n=10 CRC n=5

————— CRCn=10 CRCn=17 CRCn=10 | / \
M —
| Ver | i K3EDTA csévek i H K3EDTA csdvek Streck csbvek

| gyljtése |
————n" . P o b b P Y
lzoldldsi | High Pure Epi High Pure InviGenius Zymo Quick- InviGenius High Pure
| B Viral Nucleic proColon  Viral Nucleic cfDNA S&P Plus Viral Nucleic
|médszer | acdwvke 20 Acid LV Kit Kit Acid LV Kit

12. abra. Kisérleti elrendezés, mintatipusok. Roviditések: CRC — vastagbélrak.

A kiindulasi plazma mennyisége 3,5 ml volt, kivéve a Quick-cfDNA™ Serum &
Plasma Kit és az InviMag Free Circulating DNA Kit ¢sszehasonlitas esetén, ahol a
gyarto utasitasainak megfelelden 4 ml plazmabodl izolaltuk a DNS-t. A DNS elualasa
100 pl RNaz- és DNéaz-mentes PCR tiszta desztillalt vizben tortént. Az skDNS
kvantifikalasara Qubit 1.0 fluorimétert hasznaltunk Qubit dsDNA High Sensitivity
Assay Kit segitségével. A Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kittel és High Pure Viral
Nucleic Acid Large Volume Kittel tortént DNS izolalast kovetéen a biszulfit
konverziora az EZ DNA Methylation Direct Kitet alkalmaztuk a gyartd utasitasait
kovetve. A biszulfit konvertalt DNS mintakat kisebb mennyiségekre szétosztva -80°C-

on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

4.4.3. Multiplex preamplifikacié és MethyLight PCR

A biszulfit konverziot kovetéen minden mintat biszulfit-specifikus preamplifikacionak
vetettik ala, majd MethyLight PCR elemzést végeztiink azért, hogy meghatarozzuk az
SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 promdtereinek metilaciés allapotat. A gépi
izolalast kovetéen az elualt biszulfit konvertalt DNS térfogata valtozé volt, ezért a
kiilonboz6 mennyiségeket 15 pl-re koncentraltuk Eppendorf Concentrator 5301
(Eppendorf AG) segitségével. A preamplifikacid végtérfogata 30 pl volt, amely
tartalmazta a Multiplex PCR Master Mixet (2x); a négy biszulfit-specifikus primer

(egyenként 10 uM) keverékét, és a konvertalt DNS mintakat. A metilalt és nem-metilalt
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kontroll mintak parhuzamosan kerultek amplifikalasra. A PCR utan a mintakat 1:10.000
ardnyban higitottuk RNéaz- és DN&z-mentes desztillalt vizzel, majd -20°C-on taroltuk
felhasznalasig. A MethyLight PCR soran 5 pl higitott DNS mintét hasznaltunk, tovabba
a reakcié 10 ul LightCycler® 480 Probes Master Mixet (2x); 1,8 ul primert (10 uM) és
0,5 pul MGB TagMan probat 250 nM végsé koncentracidban tartalmazott. A
preamplifikécié és MethyLight PCR folyamatok részletes leirasa a 4.3.11. és 4.3.12.
fejezetben talalhato.

4.4.4. Statisztikai elemzések

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1
gének metil4cids szintjét, az alkalmazott kontrollok segitségével a MethyLight PCR-t
kovetéen linearis regressziot alkalmaztunk minden marker esetében. Paros
0sszehasonlitasokat végeztiink (AD vs. N, CRC vs. N és CRC vs. AD) Student-féle t-

tesztet hasznalva, a szignifikans eltérés kritériuma p<0,05 volt.

4.5. A Septin 9 gén metilacidjanak osszevetése az SFRP1, SFRP2,
SDC2 és PRIMAL gének metilacios szintjével

Vizsgalataink soran arra voltunk kivancsiak, hogy az ismert, vastagbélrakra specifikus
SEPT9 metilacios marker kiilonb6zo izolalasi modszereket hasznalva is megbizhatdan
jelzi-e a CRC jelenlétét. Tovabba 6sszevetettik a teszt szenzitivitasat az altalunk
vizsgalt SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL géneket tartalmazé metilaciés panel

érzékenységevel.

4.5.1. Betegek és mintak
A kisérlet soran 10 egészséges, 10 adendémas (szOvettanilag 5 tubularis és 5
tubulovillozus) és 20 CRC-s beteg vér mintait gytijtottiik o6ssze KSEDTA veérvételi

csovekben a paciensek konyokvénajabol (11. tblazat).
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11. tablazat. A vizsgélatba bevont betegek adatai. Roviditések: T — tubuléris; TV —

tubulovillozus; CRC — vastaghbélrak.

Adenéma CRC
Valtozdk Egészséges Dukes Dukes
T ™ A/B C/D
Mintaszam 10 5 5 12 8
Atlagéletkor 59 58 72 67 69
Nem arany
(Ffi/NG) 1/9 32 32 517 6/2

A vizsgéalatunkat a hatalyos helyi etikai bizottsag beleegyezésével végeztik (Regionalis,
Intézeti Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsdg; TUKEB sz.: 116/2008). A plazma
frakciot két kords centrifugalassal szeparaltuk 1350 rcf 10 percig szobahdmérsékleten a

vérvételt kovetd 4 oran beliil. A plazmakat -20°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig.

4.5.2. DNS izolalas és biszulfit konverzid

A plazmakbol harom kiilonb6z6 modszerrel izolaltunk szabad DNS-t: High Pure Viral
Nucleic Acid Large Volume Kittel (HP), Epi proColon 2.0 (EpC) manualis modszerrel
és az InviGenius (I) automataval. Mind a harom metddus esetében a kiindulasi plazma
mennyisege 3,5 ml volt. A DNS kinyerését a gyartok utasitasainak megfeleléen
vegeztik. Az EpC kit része az Epi proColon Plasma Quick Kit (Epigenomics AG),
amellyel a DNS izolalasat és biszulfit konverzidjat lehet elvégezni mind a kézi, mind az
InviGenius automatan torténd izolalds soran is. A plazmamintdk mellett un. kiilsé
kontrollokat is izolaltunk, amelyek a SEPT9 metilaciora nézve pozitivak vagy negativak
(Epi proColon Control Kit, Epigenomics AG). A HP kit hasznalata utan a biszulfit
konverziora az EZ DNA Methylation Direct Kitet hasznaltuk a gyarté utasitasait

kodvetve.

4.5.3. Kvantitativ PCR

A SEPT9 gén metilacios allapotat az Epi proColon Sensitive PCR Kit (Epigenomics
AG) segitségével mértik, ami kétiranyd (duplex) PCR vizsgalatot tartalmaz. Az
CpG-sziget meghatarozott részeit tudjuk detektalni, valamint a B-aktin (ACTB) gén
adott szakaszat is, amelybdl kovetkeztetni lehet a teljes konvertalt DNS éallomany

mennyiségére. A PCR a metilalt SEPT9-re (mSEPT9) specifikus fluoreszcens detekcios
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prébékat és a nem-metilalt szakaszokra specifikus blokkoldkat tartalmaz, ezért csak a
metilalt szakaszok amplifikacioja torténik meg. A reakcidhoz LightCycler 480 (Roche
Applied Science) késziiléket alkalmaztunk a kovetkezd hdciklust hasznalva:

- enzim aktivacio: 94°C 20 min;

- 50 amplifikécids ciklus: 93°C 30 sec, 56°C 35 sec, 62°C 5 sec;

- hités: 40°C 30 sec.

A PCR soran a metilacid6 mértékére a Ct-értékekbi6l kovetkeztettiink kalibracios gorbe
segitségével, amelyhez biszulfit konvertalt metilalt kontroll DNS-t (EpiTect bisulfite
converted, fully methylated control DNA; Qiagen) alkalmaztunk 30, 15, 5, 2, és 0,8
ng/PCR higitasokban.

4.5.4. Statisztikai értékelés

Az eredmények kiértékeléséhez detektalasi hatarokat (Ct-értékek) hasznaltunk a gyarto
utasitasait kovetve. Minden mintat harom ismétlésben vizsgaltunk. Egy mintaban akkor
tekintettlink a SEPT9-et metilaltnak, ha legalabb ket reakcioban a detektaldsi hataron
belllre estek a Ct-értékek (SEPT9 Ct<50; ACTB Ct<33,7). Tovabba egy PCR-t
érvénytelennek mindsitettiink, ha a pozitiv vagy negativ kontrollok barmelyikének Ct-

értéke a detektalasi tartomanyon kivil esett (12. tablazat).

12. tdblazat. Az RT-PCR detektalasi hatarai.

Mintatipus PCR futas SEPT9 Ct ACTB Ct | Eredmén
Pozitiv kontroll |3/3 <40,5 <30,3 Ervényes
Negativ kontroll |3/3 - <37,1 Ervényes
2/3 vagy 3/3 | <50 <337 SEPT9 pozitiv
2/3 vagy 3/3 - <33,7 SEPT9 negativ
Plazmaminta 2/3vagy 3/3 |Barmely Ct |> 33,7 Ervénytelen

Az ACTB geénhez tartozd Ct-értékekbodl kovetkeztettiink a szabad DNS mennyiségére, és

a harom izolalasi modszerrel kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk.

A PCR elvégzése utdn meghataroztuk a szenzitivitas es specificitas értékeket, majd
Osszevetettiik az 5.2.6. fejezetben tapasztalt eredményeinkkel, amelyben az SFRP1, az
SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL metilacidjat vizsgaltuk egészséges, adendomas és CRC

betegektdl szarmazd plazmamintdkban.
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5. EREDMENYEK

5.1. Szabad DNS vizsgalata allatmodellek hasznalataval

5.1.1. A szabad DNS felszabadulasanak elemzése

A szabad DNS tumorszovetbdl torténd felszabadulasanak iitemét egér-human xenograft
modell segitségével vizsgaltuk. Az egér és a human genom kozétt igen nagyfokd a
hasonlosag (70-80%-0s), ami jelentésen megnehezitette a mennyiségi elemzést, mivel
magas egér DNS ,hattérben” kellett azonositani, elkiiloniteni ¢és kimutatni a
nagysagrendekkel kisebb kdpiaszdmban megjelend és jelen 1évé, tumorbdl szarmazd
human HT-29 eredetii skDNS-t. Ehhez wvaldés ideji PCR alapd megkozelitést
alkalmaztunk magas érzékenysege es specifikussaga miatt. A vizsgalat soran 6 eger és 6
human mitokondrialis (4-4) és genomidlis (2-2) primerek alkalmazasaval szaporitottuk
fel és mutattuk ki a meghatarozott régiokat. A gének kivalasztasa tobbszords szekvencia
illesztes utan tortént, amely soran olyan régidkat kerestlink, amelyek specifikusan vagy
csak a human, vagy csak az egér DNS-ben talalhatdéak. Az egér-human DNS higitasi
soron torténd tesztelések azonban azt mutattdk, hogy a magas hasonlosag miatt
keresztreakciok adddnak. Ezért kizarolag azokat a primer-kombinaciokat tartottuk meg,
amelyek miikodését a masik faj DNS-e nem befolyasolta. A modszer érzékenységét egy
7 tagbol allo higitasi sor segitségével allapitottuk meg. A DNS mintdkat 1 pg/ml-es
koncentraciodja jellemzd6en ebbe a tartomanyba esik. Ezutan felallitottuk a higitasi sort a
4. téblazat szerint, majd a PCR soran kapott attoresi pontokat elemeztiik. Ezeket az
értékeket a maximum ciklusszambol (50) levonva abrazoltuk azért, hogy a kapott

értékek aranyosak legyenek a kdpiaszammal (13. &bra).
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Higitasi sor
20
18
16
14
12
10 mhuman

8 meger

oOMN b d®

0,03% 0,10% 0,40% 1,50% 6,25% 25% 100% dv

13. abra. A sejten kivili DNS felszabadulésara vonatkozo kisérletben hasznalt higitasi
sor elegyitési aranya. A vegkoncentracid 1 pg/ml volt. A modszer érzékenysegét
tekintve képes az egér plazmamintakban 1%o.-es human DNS tartalmat is kimutatni.

Roviditések: dv — desztillalt viz.

Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a modszer olyan érzékenységii, hogy
nagy biztonsaggal képes kimutatni 1%o-es human DNS tartalmat az egér
plazmamintakbdl. Minden mintat a genomialis DNS mért értékével normalizaltunk,
majd a kalibracios pontokra illesztett egyenesek egyenletével meghataroztuk a human
DNS tartalmat, amelyet minden mintara atlagoltunk. Az atlag ertékeket ezutan a szoras
értékek feltiintetésével abrazoltuk. A plazmaban talalhaté DNS mennyiségekkel torténd

korrekciot kovetden kapott eredményeket a 14. abra szemlélteti.

A HT-29 sejtek egerekre torténd oltasa utan a human skDNS tartalom az els6 2 hétben a
kimutathatosagi hatar alatt volt, a 3. hét végére viszont elérte a 0,1%-0s aranyt. A
kovetkezd napokban folyamatos emelkedést tapasztaltunk, az 56. napra a human DNS
aranya elérte a 18,26%-ot, ami azt jelenti, hogy a véraramban taldlhat6 szabad DNS
kozel 1/5-e a human daganatsejtekbél szarmazott. Ez tomegaranyosnak tekinthetd,
hiszen az allatok feldldozasakor a tumor tomege az allatok 0ssztomegének

megkozelitdleg 20%-at tette Ki.
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A szabad DNS felszabadulasanak uteme
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A kezelés utdn eltelt id6 (nap)

14. abra. HT-29 tumorsejtekbdl szarmazé human skDNS megjelenésének szazalekos
aranyanak atlaga. Az SHO egerekre oltott human tumorbol szarmazé DNS a 8. hétre

atlagosan 18,26%-ra emelkedett.

A daganatbdl késziilt metszetek hematoxilin-ecozin festését kovetéen a digitalizalast
virtudlis mikroszképpal végeztik, a vizualizalas Pannoramic Viewer Software
segitségével tortént (15. abra). Amint a 15. dbran lathatd, az 0sztddo daganatsejtek a
tumorszovet perifériajan helyezkedtek el, a tumor kozepe felé azonban a sejtek

pusztulast mutatnak.

64



DOI:10.14753/SE.2018.2193

15. abra. A xenograft-modellb6]l szarmazo tumor szdvettani metszete hematoxilin-
eozin festéssel. A teljes tumorszévet 5x nagyitasban lathatdé (A). A metszet kiilsé
régidjaban az €l6 és osztddo tumorsejtek sotéten festddnek, mig a kdzépsod régioban az
elhalo és nekrotizalt sejtek, sejtmaradvanyok vilagos festédést mutatnak. Eletképes,
0sztédd HT-29 tumorsejtek a tumorszovet hajszalerekkel gazdagon ellatott boér alatti
régidjaban (B). Atmeneti régi6, elhald tumorsejtek erésen fest6dd kompakt
sejtmagokkal (C). A nekrotikus teriiletr6] szarmazo elhalt szoveti rész (D). A B-D abrak
20x nagyitasban lathatoak.

5.1.2. A sejten kivuli DNS lebomlasanak vizsgélata

A HT-29 sejtekbdl izolalt DNS templatrol a GAPDH génen elhelyezkedd 3000bp
méretii szakaszt folszaporitottuk a GDH_X1 jelolésti primer alkalmazésaval, ezutan a
PCR terméket tisztitottuk, majd a kapott minta egy részét in vitro metilalas utan, a
masik részét metilalas nelkil injektaltuk az egerek farokvénajaba. Mindezek utan az
allatokbdl vért vettiink 5 idopontban és a plazma frakciob6l DNS-t izolaltunk. A
plazmamintdk DNS tartalmanak pontos meghatarozasahoz 5 egér kromoszoma szakaszt
hasznaltunk (eIL6, eTNFa, eTLRS5, eTLRY, e18S), amelyekre tervezett primerekrol

korabbi ellendrzések soran bebizonyosodott, hogy a human DNS-t nem képesek

=z =7
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az elemzés soran a mért ciklusértékekkel korrigaltunk, vagyis ha az 5 DNS szakaszon
mert ciklusértékek atlaga 1 ciklussal tért el, a két minta kozotti kulonbséget
kétszeresnek vettuk.

A kisérlet folyaman a 19 primer-par (5. tablazat) validalasa céljabol a tisztitott PCR
termékb6l egy 4 tagbdl allo higitasi sort keszitettlink. Az értékelés folyaman
kiszamoltuk az R2 korrelaciés koefficienst, ami 0,9 és 1 kozé esett. A reakcidk
hatasfokai E=81,86 - 112,75% koz06tt adodtak, az E=10(-1/m)-1 képletet felhasznélva,
ahol E=hatasfok, m=meredekség (m=(-3,07) - (-3,86)). Az egyes szakaszok kozott
csekély kiilonbséget tapasztaltunk, ami annak koszonhetd, hogy a primerek tapadasi
kornyezete minimalis mértékben eltérhet energetikai szempontbol, igy a 60°C-ra
tervezett assay-k Kisse eltér6 attorési pontokat adtak. Az eredmények azonban abba az
értektartomanyba estek, amelyek megerdsitették, hogy a primerek alkalmasak a
kvantifikalasra. A valos idejii PCR végeredményeként megkapott duplikdtumok attoreési
pontjait atlagoltuk, majd ezeket kivontuk az 6sszesen végrehajtott ciklusok szamabol
(50) azért, hogy a kapott értékek aranyosak legyenek a kiindulasi DNS koncentracioval.
Kovetkez6 1épésként a nulladik idéponthoz normalizaltuk az értékeket, azaz a kezelés
elotti véermintakbdl izolalt DNS Ct-értékeibél levontunk az el6zbleg megkapott
szamokat. Utolso Iépésként korrigaltunk a mintak kdzotti koncentracié kuloénbségekkel
is. A 4 vizsgalt esetet — egészséges allat: nem-metilalt, metilalt human DNS-szakasz
(16. abra); tumoros allat: nem-metilalt, metilalt human DNS-szakasz (17. abra) —

grafikonokon szemleéltettuk.
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A Nem metilalt amplikon degradacioja egészséges allatokban
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16. abra. Egészséges allatokba injektalt human nem-metilalt (A) és metilalt (B)

amplikonok degradaciojanak uteme. A metilalt fragmentumok stabilabbnak

mutatkoztak.

Az egerek véraramaba injektalt nem-metilalt és metilalt DNS szakaszok lebomlasi
sebessége eltért. Ha oOsszevetjiik az egészséges egerekbll szarmazd mintakban a
bejuttatott human DNS bomlasanak utemét, lathatjuk, hogy a nem-metilalt mintak
esetében 1 ora elteltével a vizsgalt human DNS szakaszok nagy koncentracioban
kimutathatok. A 3 6ras mintakban nagyfokd degradaciot figyelhetiink meg, ami a 6 6ras
mintakban tovabb fokozddik, a 24 dras mintaknal pedig mar olyan mértékii, hogy a
kimutathat6sagi hatar ala csokken a fragmentumok jelenléte. A mesterségesen metilalt
DNS minta sokkal stabilabbnak mutatkozott, mivel a 3 és 6 Ords mintdkbdl is

viszonylag nagy mennyiségben Kimutathat6 a human amplikon. A degradacié 24 6ra
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alatt itt is bekOvetkezik, azonban a 3000bp-os molekula bizonyos fragmentumai még
detektalhatdak.

Nem metilalt amplikon degradaciéja tumoros allatokban
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B Metilalt amplikon degradaciéja tumoros allatokban
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17. dbra. C38 tumorsejttel oltott allatokba injektalt human nem-metilalt (A) és metilalt
(B) amplikonok bomlasanak Uteme. A human metilalt DNS fragmentumok 24 ora

elteltével is nagy mennyiségben kimutathatdk voltak az egerek plazmamintaiban.

Osszehasonlitva a tumoros és egészséges egerekbdl szarmazé mintakat, megfigyelhetd,
hogy a daganatos mintdkbol szarmazé human nem-metilalt DNS jelen van a kezelés
utan 6 oraval, a metilalt fragmentum pedig 24 o6ra elteltével is nagyobb mennyiségben

kimutathat6, mint az egészséges, human metilalt DNS-sel kezelt allatok mintaiban.
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5.2. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének DNS metilaciojanak
vizsgalata human mintakban

5.2.1. Piroszekvenalasi adatok kiértékelese

A négy elemzett gén (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL) promoéter régidjaban 44 CpG
helyet valasztottunk ki, amelyeknek a DNS metilacios szintjét a piroszekvenalast
kovetden allapitottuk meg. A késdbbiekben ugyanezeket a régiokat MethyLight PCR
segitségével is megvizsgaltuk. Minden CpG hely metilaci6janak mértékét kildn-kulén
hataroztuk meg, majd Osszevetettik a kiilonb6z6 mintacsoportok kozott. A 15
egészséges, 15 adendmas és 15 CRC-s beteg szoveti mintaihoz tartoz6 metilacid
szazalékos értékekeit hotérképen abrazoltuk (18. dbra). Az SFRP1 gén esetében 10 CpG
pozicio esett a vizsgalt régioba, és 9 mutatott szignifikans kiilonbséget adendma és CRC
mintakban az egészsegesekhez képest (p<0,05) (18. abra/A). Az SFRP2 markerhez
tartoz0 6sszes (6 db) CpG hely metilacioja szignifikansan magasabb volt az
elvaltozasokban, mint az ép mintakban (p<0,05) (18. abra/B). Az SDC2 promdterében
11 CpG pozicidban talaltunk magasabb metilacids aranyt az AD és CRC mintakban,
mint az egészségesekben, és tovabbi 6 pozicidé mutatott emelkedett metilaciot a
daganatos mintdkban az adendmékhoz viszonyitva (p<0,05). A CpG4 jelolési
metilacios hely esetében csak a CRC vs. egészséges 0sszehasonlitasban tapasztaltunk
szignifikans kilonbséget (p<0,05), az adendma vs. ép Gsszevetésben viszont nem volt
az Aaltalunk vizsgalt szakaszra, és az 0sszes nagymértékben metilalt volt a rakos
mintakban (p<0,05), és mérsekelt metilacids szint emelkedést tapasztaltunk az adenéma

mintakban is az egészségesekhez képest (18. abra/D).
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18. abra. A 4 vizsgalt génhez tartozd, kivalasztott CpG helyek metilacios statusza
piroszekvenalassal elemezve. A hétérképen lathato az SFRP1 (A), az SFRP2 (B), az
SDC2 (C) és a PRIMAL (D) gének promoter régidjaban elhelyezkedé elemzett CpG
poziciok metilacios szintje vastagbél szoveti mintakban. Szinskala: z6ld — alacsony
metilacio; fekete — kozepes szintli metilacio; piros — magas metilacié. A mintadk az
oszlopokban talalhatoak: vilagoskék jeldlées — egészsegesek; sotétkék — adenomak;
vilagoszold — vastagbélrdkosak. Roviditések: N — normalis; AD — adenéma; CRC —

vastagbélrak; CpG — citozin-foszfat-guanin dinukleotid.

5.2.2. A DNS metilaciés mintazat in silico vizsgalata Methyl capture szekvenalasi
adatok alapjan

A piroszekvendlasi mddszerrel analizalt DNS régiok metilacios allapotat in silico
elemeztiik 6 NAT, 15 AD és 9 CRC biopszias szovetminta adatait tartalmazé fuggetlen

mintahalmazon. Kutatocsoportunk MetCap szekvenalasi adataib6l meghataroztuk a
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MethyLight PCR-rel vizsgalt szakaszokkal atfed6 DMR-ek metilacios statuszanak
mértékét (B-érték), majd kiszamoltuk a diagnosztikai csoportok kdzotti Ap-értékeket
(13. tablazat). Az SFRP1 és az SDC2 promoterekben vizsgalt DMR-ek szignifikansan
magas hipermetilaciot mutattak mind az adenéma (SFRP1 Ap=0,60; SDC2 AB=0,65 és
0,50), mind a vastagbélrakos (SFRP1 AB=0,49; SDC2 AB=0,59 és 0,37) biopsziadkban.
Fokozott metilaciot talaltunk a PRIMAL1 promoterében is adendmékban a NAT
mintdkhoz képest (Ap=0,29 és 0,43) (p<0,01). A vastagbélrakos betegekt6l szarmazd
biopsziakban is emelkedett metilaciot tapasztaltunk a kontrollokhoz képest, bar a
valtozés mértéke nem érte el a szignifikancia szintet (Ap=0,07 és 0,18). Mérsékelten
magas metilaciot taldltunk az SFRP2 gén esetében AD és CRC mintédkban egyarant, és
adendmakban szignifikans is volt az eltérés a NAT mintdkhoz képest (Ap=0,29 és 0,07)
(p<0,05).

13. téblazat. A mintacsoportok ko6zotti metilacios eltérések (AP) a 4 gén adott
szakaszain MetCap szekvenalassal vizsgalva. A szignifikans eltéréseket csillaggal (*)
jeloltiik. Roviditések: NAT — normal adjacent tissue (tumor melletti ép szbvet); CRC —

vastagbélrak.

Methy!| ADENOMA vs. CRC vs.

Gén szim- | capture NAT CRCvs. NAT ADENOMA

bolum szekvenalasi AB p-érték Ap p-érték Ap p-erték
0zicio

SFRP1 chr8:41,166,20 | 0,60 * 1,49E-04 |0,49* |3,39E-03|-0,11 3,76E-01
1-41,166,300

SFRP2 chr4:154,710,4 | 0,29 * 5,38E-02 | 0,12 3,86E-01 | -0,16 2,34E-01
01-
154,710,500
chr4:154,710,5 | 0,07 * 4,26E-02 | 0,03 3,41E-01 | -0,04 3,81E-01
01-
154,710,600

SDC2 chr8:97,506,20 | 0,65 * 6,63E-04 |0,59* |4,84E-03]-0,05 7,40E-01
1-97,506,300
chr8:97,506,30 | 0,50 * 4,31E-04 |0,37* {2,99E-02|-0,12 4,92E-01
1-97,506,400

PRIMAL1 |chr14:94,255,2 | 0,29 * 9,28E-03 | 0,07 3,04E-01 | -0,22 1,18E-01
01-94,255,300
chr14:94,255,3 | 0,43 * 1,33E-03 | 0,18 1,43E-01 | -0,26 1,27E-01
01-94,255,400
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5.2.3. Hlumina Infinium metilaciés adatok in silico elemzése a vizsgalt 4 marker
teljes promoter szakaszain

Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének teljes promdter régidjanak DNS
metilacidjat is megvizsgaltuk a TCGA, illetve GEO adatbazisban talalhaté Illumina
HumanMethylation450K DNA metilacios array adatokat felhasznéalva (19. dbra). A 4
marker promdterében elhelyezked6 99 CpG hely B-értékét hataroztuk meg. A TCGA
adatbazisbdl NAT (n=39) és CRC (n=39) biopszidk szekvenalasi adatait elemeztik (14.
tablazat). Az SFRP1 promoterében 24 CpG poziciot talaltunk, amelyb6l 16
szignifikansan magasabb metilacios szintet mutatott CRC mintékban, mint a parositott
NAT-okban (atlag Ap=0,21; p<0,05). Az SFRP2 promdter régidjaban fokozott
metilaciét taldltunk a vizsgalt 47-b61 42 CpG pozicidban a rakos biopsziakban, amelyek
kozul 7 CpG hely a MethyLight probakkal is vizsgalt terlleten beliil helyezkedett el. Az
SDC2 marker promoterében 17 CpG pozicié helyezkedett el, és az dsszes szignifikdnsan
magasabb metilacios aranyt mutatott a daganatos mintakban a kontrollokhoz képest
(p<0,05). A PRIMAL1-hez tartoz6 CpG helyek 91%-a (10/11) mutatott hipermetilaciot a
CRC biopsziakban (p<0,05).

A TCGA adatbazisbdl letoltétt adatok mellett Luo és mtsai. [186] altal publikalt
metilacios array adatokat (GSE48684) is Ujraelemeztlk, és meghataroztuk a metilacios
kilonbségeket (AB) adendma vs. egészséges, CRC vs. egészséges s CRC vs. adendma
0sszehasonlitasokban (14. tablazat). A vastagbélrakos biopsziakban 22, az SFRP1 gén
promoteréhez tartozd CpG pozicid mutatott szignifikdnsan magasabb metilacios szintet
a kontrollokhoz képest (p<0,05). A CRC vs. adendma mintacsoportok dsszevetésekor
két pozicid esetében (cg07935886, cg23359714) talaltunk fokozott metilaciot a CRC
mintakban, és 2 CpG hely (cg02388150, ¢g24319902) alacsonyabb szintii metilaciot
jelzett a rakos biopsziakban (p<0,05). Az SFRP2 promoterében 45 CpG intenziven
metilalédott az adendmakban az egészségesekhez képest (atlag Ap=0,23; p<0,05), és 42
pozicié pedig a CRC biopszidkban is hipermetilaltnak mutatkozott. Az SDC2 génhez
tartozd 6sszes CpG hely fokozottan metilalt volt adenéma és CRC mintakban is a
kontrollokhoz képest (p<0,05), és a ¢g16935295 azonositoju CpG hely - amelyet
MethyLight PCR-rel is elemeztiink - intenziv hipermetilaciét mutatott az adenéma
(Ap=0,41; p<0,05) és a CRC (Ap=0,39; p<0,05) mintdkban egyarant az
egeszségesekhez viszonyitva. A PRIMA1l promoterében elhelyezkeddé CpG-k kozll

szintén az 0Osszes hipermetilaltnak mutatkozott az adendmas betegekbdl szarmazo
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biopszidkban (atlag Ap=0,17; p<0,05), és 10 CpG hely a daganatos mintakban is

fokozott metilaciot mutatott (atlag Ap=0,21; p<0,05).

14. tdblazat. A mintacsoportok kozotti metilacids eltérések (AP) atlaga a 4 vizsgalt gén
promoter régidjaban a TCGA és GEO adatbazis alapjan. Roviditések: TCGA — The
Cancer Genome Atlas; GEO — Gene Expression Omnibus; N — normalis; AD —

adenoma; CRC — vastagbélrak.

Gén szim-
bélum

SFRP1

SFRP2

SDC2

PRIMAL

Vizsgalt

CpG

helyek

szdma
db

24

47

17

11

TCGA GEO (GSE48684)
NAT  atlag N atlag | N atlag |AD
VS. AP VS. AP vs. AP vs. atlag AP
CRC <0,05) | CRC <0,05) | AD <0,05) | CRC <0,05
66% 0,21 92% 0,17 75% 0,22 8% 0,07
(16/24) (22/24) (18/24) (2/24)
89% 0,28 89% 0,24 96% 0,23 0 0
(42/47) (42/47) (45/47)
100% 0,37 94% 0,32 94% 0,31 0 0
(17/17) (16/17) (16/17)
91% 0,30 91% 0,21 100% 0,17 0 0
(10/11) (10/11) (11/11)
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19. abra. A mintacsoportok kozotti metilacios eltérések (AP) box-plot abrézolasa a
TCGA és GEO adatbazisbol let6ltott adatok alapjan. Az y-tengelyen a metilacios
eltérések mértéke (AP) lathatd, az x-tengelyen a vizsgalt markerek talalhatéak. A piros
pontok jelolik a mintakhoz tartozd AB-értékeket. A téglalapokban 1év6 vonal a mediant,
a téglalap magassaga a szorast mutatja. Lathatd, hogy mind a négy marker esetében az
adendma és CRC mintakban is viszonylag magas metilacios értékeket tapasztaltunk az
egészségesekhez képest. Roviditések: N — normalis; Ad - adenéma; CRC -

vastagbélrdk; TCGA — The Cancer Genome Atlas; GEO — Gene Expression Omnibus.

5.2.4. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL gének prométer metilacidjanak hatasa
a fehérje expresszidra

A promoter hipermetilacio fehérje expressziora gyakorolt hatasanak bizonyitasara
immunhisztokémiai elemzéseket végeztiink (20. abra). Az SFRP1 mérsékelt (intenzitas
+2) citoplazmatikus kifejezodést mutatott az egészséges hamban. A stromalis sejtek
nagy része gyenge fehérje expressziot jelzett (+1), de néhdny sejtben erds (+3) SFRP1
kifejezddést figyeltiink meg (£Q-score: 281,50 + 45,03; 20. abra/A). Csokkent (+2 és
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+1) SFRP1 expressziot tapasztaltunk mind a hdAm, mind a stromalis sejtekben adendéma
(ZQ-score: 237,22 + 51,96; 20. abra/B) és CRC (ZQ-score: 199,16 + 54,71; 20. abra/C)
mintakban egyarént. Szignifikans eltérést azonban csak az egeszséges és CRC mintak
kozott talaltunk (p<0,001). Erés (+3) citoplazmatikus SFRP2 kifejezédést figyeltiink
meg az egeszséges felszini hamban, valamint kozepes er6sségli fest6dést (+2) a
mirigyhdmban. A strémalis sejtek erds (+3) SFRP2 expressziot mutattak (XQ-score:
433,33 + 39,15; 20. dbra/D). Ezekkel ellentétben, az adendméakban és a rakos mintakban
alacsonyabb (+1 és 0) SFRP2 fehérje szintet detektaltunk, amely elsddlegesen a
hamrétegre korlatozodott (XQ-scores: AD: 253,34 + 43,01; CRC: 228,75 + 40,86; 20.
abra/E és F). Az egészséges ham és stroma rétegben az SDC2 fehérje mérsékelt (+2)
citoplazmatikus és magfestddést mutatott (XQ-score: 281,42 + 44,13; 20. &bra/G).
Szignifikansan (p<0,001) alacsonyabb (+2 and +1) fehérje kifejezédést figyeltiink meg
az adendéma (XQ-score: 202,00 + 30,84; 20. abra/H) és rakos (XQ-score: 198,34 + 53,14;
20. &bra/l) mintacsoportokban egyarant. Erés (+3) citoplazmatikus PRIMA1 expressziot
detektaltunk a normalis vastagbél mintakban (XQ-score: 416 + 32,86; 20. abra/d),
ellenben szignifikansan alacsonyabb (p<0,05) kifejezédést lattunk az adendma (XQ-
score: 305 £ 33,91; 20. abra/K) és a tumoros (XQ-score: 281,66 + 64,93; 20. abra/L)

szOvetekben is.
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20. dbra. Az SFRP1, az SFPR2, az SDC2 és a PRIMAL fehérjék immunhisztokémiai
vizsgalatanak eredményei vastagbél biopszia mintakban. Az immunhisztokémiai
elemzés segitségével vizsgaltuk az SFRP1 (A, B, C), az SFRP2 (D, E, F), az SDC2 (G,
H, 1) és a PRIMAL (J, K, L) fehérjék expresszidjanak valtozasat egészséges, adenoma
¢s CRC mintdkban. Csokkend fehérje kifejezddést figyeltink meg az adendma —
karcindma szekvencia soran. Digitalis mikroszképos felvétel, 30x nagyitas,

méretegység: 50 um. Roviditések: CRC — vastagbélrak.
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5.2.5. A 4 marker DNS metilacids mintazata parositott szovet- és
plazmamintakban

Az é&ltalunk vizsgélt 4 gen promoterének kivalasztott szakaszait MethyLight PCR
technikéval tanulmanyoztuk az immunhisztokémiai vizsgalatba is bevont 32 beteg
vastagbél biopszia és plazmamintéin (21. abra). Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a
PRIMAL gének promotereinek atlag metilaciéja adenoma szoveti mintdkban 41,39 +
29,58%-0s, 6,7 * 6,61%-0s; 35,48 + 38,69%-0s, illetve 10,76 + 25,46%-0s volt. A fenti
ardnyok CRC biopsziakban tovabb emelkedtek, az egészséges mintakban azonban
szignifikansan alacsonyabb metilacids értekeket talaltunk (p<0,05) (21. &bra/A). A
parositott plazmamintakban a szdveti mintdkban mérthez hasonlé tendenciét figyeltiink
meg. Az egészséges kontrollokban a metilacid6 mértéke a PRIMA1 (0,83 + 0,68%)
kivételével 1% alattinak mutatkozott, majd adenomaban és CRC-ben fokozott
emelkedeést tapasztaltunk (21. abra/B). Adendmas betegek plazméiban az SFRP1, az
SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL promoter metilacioja 1,16 + 0,82%-os; 0,36 = 0,87%-0s;
0,44 + 0,8%-0s és 8,03 £ 3,87%-0s, mig a daganatos betegek plazmamintaiban 6,5 +
7,92%-0s; 13,01 + 31,23%-0s; 6,01 * 5,69%-0s és 16,89 + 18,27%-0s Vvolt.
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21. abra. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének promotereinek DNS
metilacios szintjei box-plot abrazolassal parositott vastagbél biopszia (A) és
plazmamintakban (B) a MethyLight PCR eredmenyek alapjan. Az y-tengelyen lathatdak
a metilacié szazalékos értékei, a piros pontok az adott mintahoz tartozdé metilacios
szazalék értékeket jelzik. A téglalapokban 1év6 vonal a mediant, a téglalap magassaga a
szorast jeloli. Az adendma vs. egészséges, és CRC vs. egeszséges mintacsoportok
Osszehasonlitasa esetén a szignifikans eltéréseket (p<0,05) csillaggal (*), az adenéma
vs. CRC csoportok dsszevetése esetén kettds csillaggal (**) jeloltiik. Mind a négy gén
esetén folyamatos metilacids szint emelkedést tapasztaltunk az egészséges — adenoma —
CRC szekvencia soran szoveti mintakban, és hasonld tendenciat figyeltink meg
plazmamintdk esetén is. Roviditések: N — normalis; AD — adenéma; CRC -

vastagbélrak.
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5.2.6. A sejten kivlli szabad DNS (skDNS) mennyisége

Kisérletink soran 0Osszesen 121 plazmamintaban hatdroztuk meg a szabad DNS
mennyiségét. Az skDNS koncentraci6 minden mintacsoportban nagymértéki
variabilitast mutatott (22. abra). Osszmennyiségének atlaga egészséges egyénekben
33,41 £ 15,49 ng; adendmas betegekben 58,03 + 36,49 ng; és vastagbélrakban
szenved6kben pedig 75,98 + 30,74 ng volt 3,5 ml plazmabdl izolalva. Az adendma
szbvettani altipusainak elemzése soran megéllapitottuk, hogy a tubuléris (T) adenéma
mintak szabad DNS mennyisége 56,01 + 36,9 ng, mig a tubulovillézus (TV) adenémak
60,68 + 36,98 ng volt. A korai CRC stadiumban (Dukes A, B) 1év6 daganatos betegek
esetén az skDNS 6sszmennyisége 75,99 + 28,5 ng-nak, mig az el6rehaladott CRC
staddiumban (Dukes C, D) lévéké pedig 75,97 + 34,7 ng-nak mutatkozott. Szignifikans
eltérést talaltunk az elvaltozasok vs. egészséges, a korai CRC vs. tubulovillozus
adendma és a CRC vs. tubularis adenéma @sszehasonlitasok soran is (Mann-Whitney U
teszt, p<0,01). Tovabba mersékelt skDNS mennyiség emelkedést tapasztaltunk azokban
a betegekben, akiknek 1-nél tobb adendmajuk volt azokkal szemben, akiknél csupan

egy adendmat talaltak (p=0,05) (15. tablazat).
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22. &dbra. A 121 plazmamintdban talalhaté szabad DNS mennyisége
mintacsoportonként. A piros pontok a mintankénti SkbDNS mennyiséget mutatjak (3,5
ml plazmabdl izolalva), a téglalapban talalhaté vonal a mediant, a téglalap mérete a
szorast jeloli. A legalacsonyabb skDNS mennyiséget az egészséges mintdkban mértink,

legmagasabbat pedig az el6rehaladott  vastagbélrdkban szenved6  betegek
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plazmamintaiban tapasztaltuk. Roviditések: N — normalis; AD-T — tubularis adendma;
AD-TV — tubulovillézus adendma; CRC-AB — korai stddiumu vastagbélrdk (Dukes A és
B); CRC-CD - kés6i stadiumu vastagbélrak (Dukes C és D).

5.2.7. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMALl gének promoter metilacidjanak
gyakorisaga és mértéke plazmamintakban

A négy vizsgélt gén promoterében elhelyezkedd, elézetes kisérleteink alapjan
Kivalasztott DNS szakaszok metilaciés statuszat MethyLight PCR mddszerrel
vizsgéltuk 121 plazmamintdban (23. abra). Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a
PRIMA1 promoterek metilaciojat a CRC mintak 85,1%-aban (40/47), 72,3%-aban
(34/47), 89,4%-aban (42/47), illetve 80,9%-aban (38/47), valamint az adendméak 89,2%-
aban (33/37), 83,8%-dban (31/37), 81,1%-aban (30/37), és 70,3%-aban (26/37)
figyeltiik meg. Az egészséges kontroll mintakban azonban sokkal alacsonyabb aranyban
tapasztalunk metilaciot (18,9% (7/37), 10,8% (4/37), 2,7% (1/37) és 27% (10/37)) (23.
abra/A). A metilacio eléfordulasanak gyakorisaga mind a négy marker esetében
szignifikdnsan magasabb volt az elvaltozasokban az egeszséges mintakban
tapasztaltakhoz viszonyitva (p<0,0002; minden esetben). Az SFRP1 és a PRIMA1l
gének esetében nagyobb metilacios eléfordulast lattunk az elérehaladott CRC
stadiumok esetén (Dukes C, D), mint a rak korai szakaszaban (Dukes A, B) (p<0,05). A
fenti kilonbséget az SFRP2 (p=0,35) és az SDC2 (p=0,28) geének esetén nem
tapasztaltuk. Kombinalt elemzés alkalmazasaval a 4 markerb6l legalabb harom fokozott
metilaciot mutatott a CRC-s mintdk 89%-aban (42/47) és az adenomak 81%-aban
(30/37). Négy kontroll (11%) paciens mintaiban figyeltink meg emelkedett metilacios
szintet, akikrél az utankovetés soran kidertlt, hogy gyulladasos betegségekben

szenvednek.
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23. abra. DNS metilacio gyakorisaga (A) és szintje (B) a 4 vizsgalt gén promoterében
plazmamintak esetén. A metilacio eléfordulasa mind a 4 gén esetén magasabb volt az
adenoma és CRC mintakban, mint az egészségesekben (p<0,05) a MethyLight PCR
eredmények alapjan. A metilacio szintje normalis mintakban nagyon alacsony volt,
azonban AD és CRC mintak esetén folyamatos emelkedést tapasztaltunk. Roviditések:

N — egészseges; AD — adendma; CRC — vastagbelrak.

A kivalasztott gének DNS metilaciés szintjének elemzésekor folyamatos emelkedést
figyeltink meg az egészséges — vastagbel adenoma — karcinoma szekvencia soran. A
kontroll mintdkban az atlag metilacio ardnya 1% alatti volt mind a négy marker
esetében (23. abra/B). Adendmakban a legmagasabb metilacids szintet a PRIMAL gén
prométerében talaltunk (4,73 £ 6,41%), a rakos mintakban pedig az SFRP1, az SFRP2,
az SDC2 és a PRIMAL gének metilacidja 21,77 + 33,32%-osnak; 6,82 + 17,1%-osnak;
12,06 + 24,37%-osnak és 13,66 + 25,14%-osnak adddott. Az adendmas és CRC-s
betegektdl szarmazd plazmamintakban mért négy marker metilacids szintjének részletes
értékei és azok klinikopatologiai jellemzokkel vald Osszevetése a 15. téblazatban
talalhatd. Nem talaltunk szignifikans eltérést a DNS metilacido mértéke és az elemzett
klinikopatologiai paraméterek kozott, habar az atlag metilacié aranya mind a négy
marker esetén magasabb volt a kés6i stadium0 rdkos (Dukes C, D) betegekben, a
koraikhoz (Dukes A, B) képest.
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15. tablazat. Az skDNS mennyiségének, valamint az SFRP1, SFRP2, SDC2 és

PRIMAL gének metilacids statuszadnak osszefliggései a klinikopatoldgiai jellemzokkel.

Szabad DNS cis g , , -
B8s7- Metilacié aranya (atlag = széras)
mennyiségy
(ng) SFRP1 SFRP2 SDC2 PRIMA1
Valtozok N
(%) skDNS p- p- p- p- p-
0, 0, 0, 0,
ng) ek | P a1 gt O g 1 P gk
VASTAGBEL
ADENOMA
Meéret 0,18 0,35 0,38 0,77 0,99
<lcm 18 66,43 + 4,36 + 0,32+ 3,05 + 4,88 +
(48,6) | 46,92 10,66 0,54 7,31 6,38
> 1cm 19 50,07 + 2,68 + 0,70 + 1,43+ 4,58 +
(51,4) | 21,14 5,30 1,10 0,54 6,60
Szam 0,05 0,84 0,88 0,91 0,37
1 15 44,14 + 2,19+ 0,65 + 2,66 + 4,13 +
(40,5) | 19,51 3,66 1,12 7,67 7,19
>) 22 67,5+ 4,39 + 0,42 + 1,92 + 5,13 +
(59,5) | 42,39 10,31 0,68 3,31 5,95
Sz6vet- 0,57 0,49 0,79 0,42 0,39
tani
jellemzok
Tubularis 20 56,01 + 5,16 + 0,43 + 2,74 + 6,06 +
(54,1) | 36,9 11,00 0,73 6,97 7,97
Tubulo- 14 60,68 + 1,34 + 0,54 + 1,91 + 2,87 +
villézus (37,8) | 36,98 1,62 0,96 3,00 3,76
Hiper- 3 58,71 + 2,48 + 0,93 + 0,12 + 45+
plasztikus ~ (81) | 28,59 1,70 1,58 0,11 0,70
VASTAGBELRAK
DUKES- 0,77 0,14 0,96 0,85 0,13
stadium
A-B 27 75,99 + 20,48 + 4,79 + 95+ 11,96 +
(57,4) | 285 33,11 10,73 18,16 25,49
C-D 20 75,97 + 23,51 + 9,56 + 15,52 + 15,94 +
(42,6) | 34,7 34,39 23,18 31,05 25,12
Elhelyez- 0,75 0,17 0,18 0,98 0,1
kedés
Colon 22 74,41 + 17,76 + 7,27 + 6,81 + 6,81 +
(46,8) | 26,11 30,69 21,22 11,03 9,47
Rectum 25 77,36 + 25,30 + 6,42 + 16,69 + 19,68 +
(53,2) | 34,79 35,72 12,90 31,37 32,43
Nyirok- 0,57 0,1 0,1 0,93 0,65
csomé
attét
NO 23 78,63 + 15,66 + 7,77 + 10,72 + 13,89 +
(48,9) | 30,85 25,54 21,27 19,49 27,22
N1-3 24 73,44 + 27,63 + 5,91 + 13,35 + 13,43 +
(51,1) | 31,07 39,03 12,27 28,65 23,55
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A 4 marker szenzitivitas és specificitas értékeinek megallapitasa Receiver Operating
Characteristic (ROC) elemzéssel tortént (24. abra/A). Az AD vs. N 6sszehasonlitasban
az SFRP1 mutatta a legmagasabb érzékenységet (89,2%) 73%-os specificitds mellett
(AUC=0,824; 95% CI 0,727 - 0,922), valamint a PRIMA1l esetében kaptuk a
legalacsonyabb szenzitivitast (59,5%) 97,3%-0s specificitas értékkel (AUC=0,782; 95%
Cl 0,680 - 0,884). A tumoros és egészséges mintdk dsszevetésekor az SDC2 tiint a
legmegbizhatobb markernek (87,2%-0s szenzitivitds es 100%-os specificitas;
AUC=0,930; 95% CI 0,871 - 0,988). A CRC vs. adendma 6sszehasonlitasban 29,8%-
87,2% kozotti szenzitivitas és 56,8%-100% kozotti specificitas értékeket kaptunk. A
négy marker elkilonitési hatékonysagat egyuittesen is elemeztiik (24. dbra/B) logisztikus
regresszio analizissel. Megallapitottuk, hogy a markerek igen magas érzékenységgel és
specifikusan képesek elkiloniteni a rakos mintakat az egészségesektol (91,5%-0s
szenzitivitas, 97,3%-o0s specificitdas; AUC=0,978; 95% CI 0,954 - 1,000) és az
adenomaktdl is (70,2%-o0s szenzitivitas, 83,8%-o0s specificitas; AUC=0,771; 95% CI
0,669 - 0,873). Az adendma mintak szintén nagy hatasfokkal megkiilonboztethetok a
kontrolloktol a 4 tanulmanyozott marker segitségeével (89,2%-0s szenzitivitas, 86,5%-0s
specificitas; AUC=0,937; 95% CI 0,885 - 0,989).
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0 20 40 60 80 100 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100-specificitas 100-specificitas 100-specificitds
zimbélum Szenzitivitds| Specificitas AUC 95%Cl  [Szenzitivitas | Specificitds AUC 95%Cl  |Szenzitivitas| Specificitas AUC 95%Cl
[SFRP1 89,2% 73% 0,824 0,727-0,922 80,9% 83,8% 0,869 0,795-0,942 63,8% 811% 0,702 0,588-0,816
ISFRPZ 81,1% 73% 0,789 0,690-0,887 63,8% 97,3% 0,863 0,789-0,937 29,8% 100% 0,685 0,543-0,774
ISDCZ 13% 94,6% 0,859 0,773-0,944 87,2% 100% 0,930 0,871-0,988 87,2% 56,8% 0,729 0,620-0,839
|PR|MA1 59,5% 97,3% 0,782 0,680-0,884 57,4% 100% 0,822 0,738-0,907 42,6% 81,1% 0,598 0,477-0,718
B 100 100} 100k
Sensithity 69,2 gmsgﬂiv 99;53
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100-specificitas 100-specificitds 100-specificitds
Szenzitivitas | Specificitds AUC 95%Cl  |Szenzitivitds| Specificitas AUC 95%Cl  |Szenzitivitas| Specificitds AUC 95%Cl
4 marker
. 89,2% 86,5% 0,937 0,885-0,989 91,5% 97,3% 0978 0,954-1,000 70,2% 83,8% 0771 0,669-0,873
legyiittesen

24. abra. A négy elemzett gén szenzitivitas és specificitas értékei markerenként (A) és
egyuttesen (B) adendma vs. egészséges, CRC vs. egészséges, es CRC vs. adendma
6sszehasonlitasokban. Az abran a szenzitivitas és specificitas értékek mellett a 95%-
os konfidencia intervallumot (95% CI) és az Area Under the Curve (AUC) értékeket
tuntettik fel. Az AUC a ROC-gbrbe altal elhatarolt terlilet nagysagat jellemzi.

Raéviditések: N — normélis; AD — adendma; CRC — vastagbelrak.
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5.3. Kiilonb6zé skDNS izolalasi mdédszerek hatasanak elemzése a
metilaciés mintazatra

5.3.1. A High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (HP) és az Epi proColon
2.0 (EpC) kezi izolalo kitek 6sszevetése

A szabad DNS mennyiségét és az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének
metilacidjanak szintjét 10 egészséges, 10 AD és 10 CRC plazmamintaban vizsgaltuk
kétféle DNS izolalasi és biszulfit konverzids kit alkalmazasaval. Az Epi proColon 2.0
kit nem tartalmaz koncentraci6 mérési lépést, mivel a DNS izolaldsa és biszulfit
konverzidja szorosan kapcsolt, ezért az SkDNS mennyiségét a HP kit alkalmazésa utan
tudtuk csak meghatarozni. Az skDNS 6sszmennyiség atlaga egészséges mintakban 16,7
+ 4,76 ng, adenomak eseten 49,23 + 13,03 ng, mig CRC-s plazmékban 69,64 + 74,47 ng
volt. A normalis mintak kozul 3-3 mutatott metilaciot mindkét kit hasznalata utan,
adenomak kozul a HP kit alkalmazasaval az 6sszes minta metilaltnak mutatkozott, mig
az EpC kittel csak 7 plazmaban talaltunk fokozott metilacios szintet. A vastagbélrakos
mintak 90%-a volt metilalt a HP és az EpC kittel egyarant (16. tablazat). Az SFRP1, az
SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének atlag metilacios szintje a CRC mintakban mind a
4 gén esetében magasabbnak bizonyult a HP kit hasznalata utan (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 izolalasi médszerek ésszehasonlitasa

Kisérletiink soran leteszteltink egy skDNS izolal6 automatat, az InviGeniust (1), és
eredményeinket 0Osszehasonlitottuk a kézi HP Kkittel kapott paraméterekkel. 27
egészséges, 25 AD és 17 CRC plazmamintaban hataroztuk meg a szabad DNS
mennyisegét és az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének metilaciojat. A
szabad DNS mennyiségének folyamatos emelkedését tapasztaltuk az egészséges —
adenoma — karcindbma szekvencia soran, valamint megallapitottuk, hogy az skDNS
mennyisége enyhén magasabbnak adodott az automataval torténd izolalast kovetéen
(25. &bra). A legnagyobb DNS Osszmennyiséget a kés6i stddiumu (Dukes C, D) CRC-

ben szenvedd betegek esetén tapasztaltunk.
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Az skDNS 6sszmennyisége manualis (HP) és automata
(InviGenius) izolalasi modszerek hasznalatat kovetden

140
120
100
80
60
40

20

Szabad DNS 6sszmennyisége (ng)

0

Egészséges Adenoma CRC - Dukes A/B | CRC - Dukes C/D
mHP 22,13 26,49 43,94 59,32
B INVIGENIUS 33,79 39,66 53,71 77,57

25. abra. A szabad DNS gsszmennyisége (3,5 ml plazméabol izolalva) manualis (HP) és
automata (InviGenius) izolalasi modszer hasznalatat kovetéen. Roviditések: HP — High

Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit; CRC — vastagbelrak.

A 4 vizsgalt marker metilacidos gyakorisdganak elemzésekor a két mddszert
Osszehasonlitva meglehetésen valtozatos eredményeket tapasztaltunk (16. tablazat). Az
SFRP2 és az SDC2 gének esetén adendéma mintdkban magasabb metilacios gyakorisagot
talaltunk a kézi izolalast kovetden, azonban az SFRP1 és a PRIMAL gének esetében az
automataval izolalt plazmak mutattak magasabb metilaciés gyakorisagot. A
vastagbéldaganatos betegekbdl szarmazd plazmamintakban az SFRP2, az SDC2 és a
PRIMAL1 jelzett magasabb eléfordulassal DNS metilaciot a HP kitet hasznalva.
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16. tablazat. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMALl gének metilacios
gyakorisaga egészséges, adendéma és CRC mintakban a High Pure Viral Nucleic Acid
Large Volume Kit (HP) vs. Epi proColon 2.0 Kit (EpC) (A), illetve a HP vs. InviGenius
dsszehasonlitasokban (B).

MINTAK Metilacios g¥akor|sag (%) o
HP EpC HP InviGenius
SFRP1 SFRP1
Egészséges 30 30 48 78
Adendéma 100 70 72 88
CRC 90 90 76 82
SFRP2 SFRP2
Egészséges 10 0 30 4
Adenéma 50 10 52 0
CRC 90 30 94 6
SDC2 SDC2
Egészséges 20 10 11 4
Adenéma 90 30 40 8
CRC 80 50 76 35
PRIMA1 PRIMA1
Egészséges 30 40 4 15
Adenoma 100 90 16 24
CRC 70 80 53 47

A 4 gén atlag metilacié szintje (26. abra) az egészséges mintdkban — a PRIMAL
kivételével - 1% alattinak adodott az InviGenius automataval végzett DNS izolalast
kovetden. Adendma mintakban az SFRP1, az SFRP2 és az SDC2 magasabb metilaciot
mutatott a manualis HP kitet haszndlva, CRC mintakban pedig mind a 4 gén nagyobb
metilacids szintet mutatott a kézi izolalast koveten (24,6%, 6,67%, 16,37% és 9,91%),

mint az automata rendszer (24,6%, 6,67%, 16,37% és 9,91%) alkalmazésaval.
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A 4 vizsgalt marker atlag metilacios szintje (%) a HP kézi és az
InviGenius automata szabad DNS izolalasi modszer hasznalata utan
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26. abra. A 4 vizsgalt marker atlag metilacioja (%) 27 egészseges, 25 adenoma és 17
CRC plazmamintaban manudlis (HP) és InviGenius automata izolalasi mddszer

alkalmazasat kovetden. Roviditesek: HP — High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume

Kit; CRC — vastagbélrak.

A fenti mintacsoportban (25 AD, 17 CRC) a carcino-embrionalis antigén (CEA) és a
citokeratin 19 fragmens (CYFRA 21-1) tumor markerek szintjeit is meértik in vitro
assay-k hasznalataval. A normalis érték 0,0-2,0 IU/ml a CEA, illetve 0,0-3,3 ng/ml a
CYFRA 21-1 esetében. Emelkedett CEA szintet talaltunk az adenomék 44%-aban
(11/25) és a CRC mintak 71%-aban (12/17). A CYFRA 21-1 szint az adend6mas betegek
minddssze 8%-aban (2/25) és a vastagbélrakos paciensek 41%-aban (7/17) novekedett

meg (27. abra).
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27. abra. Az adendma és CRC plazmamintdk CEA és CYFRA 21-1 szintje.
Roviditések: CEA — carcino-embrionalis antigen; CYFRA 21-2 — citokeratin 19
fragmens; CRC — vastagbélrak.

5.3.3. A manuélis Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit (QcD, Zymo) és az
InviGenius PLUS automata skDNS izolalasi médszer 0sszevetése

Vizsgalatunk sordn két olyan modszert teszteltiink, amellyel nagyobb térfogatu
plazmamintabol is kivitelezhet6 az SKDNS izolaldsa: egy oszlop-alapi manuélis
izolalasi modszert, és az InviGenius automata Ujabb verziojat. A kiindulasi plazma
mennyisége 4 ml volt mindkét esetben. Minden mintacsoportban magasabb szabad
DNS mennyiséget talaltunk a manuélis kitet hasznalva. Erdekes mddon a legmagasabb
6sszmennyiséget az adendma mintakban mértik, a rakos mintak viszonylag alacsony

skDNS mennyiséget mutattak (28. abra).
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Az skDNS dsszmennyisége manualis (QcD, Zymo) és automata (InviGenius
PLUS) izolalasi mddszerek hasznalatat kdvetden

140
120
100
80
60
40
20

Szabad DNS mennyisége {ng)

Egészséges Adenéma CRC - Dukes A/B CRC-C/D
B QcD (ZYMO) 40,48 69,78 46,66 37,89
B INVIGENIUS PLUS 12,38 22,26 12,45 8,71

28. abra. Az izolalt szabad DNS 6sszmennyisége manualis (QcD, Zymo) es automata
(InviGenius PLUS) izolalas hasznalata utan. Roviditések: QcD — Quick-cfDNA™
Serum & Plasma Kit; CRC — vastagbélrak.

Az egészseges mintakban a 4 gén metilacios szintje (29. abra) a kézi izolalas esetén
alacsonyabbnak mutatkozott, mint az automata DNS izolalasi modszert kovet6en.
Adendmas és CRC-s betegek plazmaiban szinte minden esetben magasabb metilacios
szintet talaltunk a manualis skDNS kinyerést kovetéen, csak az SFRP1 gén mutatott
er6sebb metilaciot a CRC mintakban az automatat hasznalva. Az SFRP2 gén esetén

izolalasi modszert6l fliggetleniil alacsony metilacios aranyt tapasztaltunk.

A 4 vizsgalt gén atlag metilacids szintje (%) a QcD (Zymo)
kézi és az InviGenius PLUS automata skDNS izolalasi modszer
hasznalata utan

[ S TN R N ¥ ]
o o o o

m QcD (Zymo)
H INVIGENIUS PLUS

=
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Metilacibs szint (%)
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CRC
CRC
CRC
CRC

Egészseges
Adendma
Egészseges
Adendma
Egészséges
Adendma
Egeszseges
Adenoma

PRIMAL

SFRP1

29. abra. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 gének atlag metilacios szintje

egészséges, adendoma és CRC mintakban kézi (QcD) és automata (InviGenius PLUS)
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izolalasi modszert kovetden. Roviditések: QcD — Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit;
CRC - vastaghélrak.

5.3.4. Vérvételi gyiijtocsovek osszehasonlitasa: K3EDTA vs. Cell-Free DNA BCT®
Eddigi megfigyeléseink szerint a szabad DNS mennyiségének és a 4 vizsgalt gen
metilacids szintjének tekintetében a legmegbizhatobb DNS izolalasi médszernek a High
Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit mutatkozott. A DNS kivonasi hatékonysag
megndvelése érdekében leteszteltik a Cell-Free DNA BCT® (Streck) vérvételi
csoveket a hagyomanyos K3EDTA csovekkel dsszehasonlitva 5 adenéma és 5 CRC
mintdn. A Streck csOveket azért fejlesztették ki, hogy ndveljék a szabad DNS
stabilitasat a vérvételi id6ponttél a centrifugdlasig eltelt, megndvekedett iddtartam
esetén is. Ezért a vérmintakbol 48 ora elteltével szeparaltunk plazmat, a K3EDTA
csovekkel ellentétben, amiket a vérvételt kovetd 4 oOran belill lecentrifugdltunk. A
szabad DNS mennyiség tekintetében nem talaltunk lényegi kiillonbséget a két gytijtési
maod kozétt (p=0,86) (30. abra).

Szabad DNS 6sszmennyisége K3EDTA and Cell-Free DNA BCT®
(Streck) vérvételi csovek hasznalata utan
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30. bra. Az izolalt szabad DNS dsszmennyisege és a 4 gén atlag metilacids szintje két
kiilonb6z6 vérvételi gylijtéecsé hasznalata utan. Roviditések: AD — adendéma; CRC —

vastagbélrak.

A 4 gén metilaciojanak szintje nem mutatott jelentds kiilonbséget adendma mintékban a
kiilonboz6 gylijtéesovek hasznalata utdn, azonban CRC mintakban magasabb metilacios

szintet talaltunk a K3EDTA csovek alkalmazédsa soran mind a 4 marker esetében. A
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kilonbség az SFRP1 és az SDC2 markereknél szignifikdnsnak mutatkozott (p<0,05)
(31. &bra).

A 4 marker atlag metildcis szintje K3EDTA és Cell-Free DNA BCT®
(Streck) vérvételi gylijtGesovek hasznalatat kovetben

SFRP1 SFRP2
—‘7 )
30 —
— ‘ i

L T 1

AD CRC AD CRC

Atlag metilacioé (%)
Atlag metilacioé (%)

@ K3EDTA
sDC2 PRIMAT B STRECK

1

Atlag metilacié (%)
Atlag metilacioé (%)

“m Ei By = _

AD CRC AD CRC

31. abra. A 4 vizsgalt gén atlag metilacidjanak szintje K3SEDTA és Streck vervételi

gyiijtécsovek hasznalatat kovetéen. Roviditések: AD — adendma; CRC — vastagbélrak.

5.4. A Septin 9 gén metilacidjanak 6sszevetése az SFRP1, SFRP2,

SDC2 és PRIMAL gének metilacios szintjével

Kisérletiink soran megvizsgaltuk, hogy az Epigenomics ceg altal kifejlesztett SEPT9
gén metilacios mintazatan alapuld vastagbélrak sziiré teszt milyen érzékenységgel
mitkodik kiilonbozd skDNS izolalasi modszereket hasznalva. A kit alapjat képezd Epi
proColon kit mellett, a HP oszlop-alapu kézi izolalasi mddszert, és az InviGenius
automatat teszteltik le 10 ép, 10 AD és 20 CRC mintan, majd az értékeket

Osszevetettiik az altalunk 6sszedllitott, 4 gént tartalmaz6 metilacios panellel.
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5.4.1. A szabad DNS mennyisége

Az Epi proColon tesztben a PCR az ACTB gén szakaszat is detektalja, ami alapjan a
szabad DNS mennyiségét is meg tudtuk hatdrozni a kiillonb6z6 izolalasi technikakat
kovetden (32. dbra). Egészséges mintak esetén az InviGenius automata alkalmazasaval
kaptuk a legalacsonyabb szabad DNS mennyiség értéket (11,21 ng). Az adendéma
mintacsoportban szintén az InviGenius adta a legkisebb 6sszmennyiséget (19,61 ng),
mig a legmagasabb értéket az Epi proColon Kittel tapasztaltuk (63,61 ng). A
vastagbélrdkos paciensek plazmamintdiban szintén az Epi proColon kittel tortént
izolalast kovetden figyeltik meg a legnagyobb skDNS mennyiséget (91,68 ng), és a HP
Kit adta a legalacsonyabb értékeket (25,82 ng).

A szabad DNS 6sszmennyisége az ACTB alapjan
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Szabad DNS mennyisége (ng)

Egészséges Adendma CRC

mHp 1425 2094 25,82
1 Epi proColon kézi 31,75 63,61 91,68
InviGenius automata 11,21 19,61 42,46

32. abra. A septin 9 PCR segitségével mért szabad DNS 6sszmennyiségek az ACTB
Ct-értékei alapjan kalkuldlva. Roviditések: ACTB — B-aktin; HP — High Pure Viral
Nucleic Acid Large Volume Kit; CRC — vastagbélrak.

5.4.2. Septin 9 pozitivitas

A SEPT9 pozitivitdsra az RT-PCR soran kapott Ct-értékekboél kovetkeztettiink. Az
egészséges mintak esetén a HP izolalast kovetden a mintak fele, az Epi proColon és
InviGenius izolalas utan pedig a 10-b6l 2-2 minta mutatott SEPT9 metilaciot. A HP
kitet alkalmazva az adenomak felében talaltunk metilalt SEPT9 gént, mig az automata
izolalassal egy adendéma minta sem mutatkozott metilaltnak, az Epi proColon kitet
hasznalva pedig a 10-b6l 6 AD mintdban mutattunk ki metilalt SEPT9-et. A CRC-s

betegekbdl szarmazo plazmamintékat vizsgalva megallapitottuk, hogy az Epi proColon
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manudlis izolalassal a betegek 95%-a kisziirhetd, a masik két modszerrel azonban a

rakos mintdknak csupéan a fele detektéalhato (33. abra).

mSEPT9 pozitivitas
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0% - T .
Egészséges Adenoma CRC

60%
50% 50% 50% 50% EHP
B Epi proColon kézi
InviGenius automata

20% 20%

SEPT9 metildciét mutatdé mintak
gyakorisaga (%)

33. abra. A metilalt septin 9 gén pozitivitasa 3 kiilonb6zé szabad DNS izolalasi
maodszert kovetden. Roviditések: mSEPT9 — metilalt septin 9; HP - High Pure Viral
Nucleic Acid Large Volume Kit; CRC — vastagbelrak.

A SEPT9 tesztet az altalunk vizsgalt génekkel 6sszehasonlitva (5.2.6. fejezet)
megallapitottuk, hogy adendma mintdkban mind a 4 marker esetében magasabb
szenzitivitas értékeket kaptunk (80% felett), mig a vastagbélrdkos mintak esetén az Epi
proColon tesztéhez hasonld erzékenységet értiink el. A specificitas tekintetében - a
PRIMAL gén kivételével - nagyobb értékeket kaptunk az altalunk vizsgalt gének

esetében, mint a SEPTO teszttel.
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6. MEGBESZELES

A véraramban talalhatd sejten kivuli, keringé DNS (SkDNS) molekulak mennyiségi és
valtozasat kiilonb6z6 betegségekben - beleértve a vastagbélrakot is — szamos tanulméany
taglalja. Ismert az is, hogy a daganatszdvetre jellemz6 genetikai és epigenetikali
valtozésokat hordozé DNS kikeril a keringési rendszerbe, igy ezek a modosulasok
kiilonboz6 technikak segitségével vizsgalhatoak. A fentiek tlikrében lehetdség nyilhat
nem invaziv, daganat-specifikus diagnosztikai és prognosztikai tesztek fejlesztesére,
amelyek nagy segitséget nyujthatnak a klinikai gyakorlatban. A szabad DNS
felszabadulasanak maodjarol, stabilitasardl, illetve degradaciéjarél azonban keveset
tudunk. Nagy az igény magas specificitasu és szenzitivitasu biomarkerek azonositasara

is, amelyek nemcsak a vastagbélrakot, hanem mar a rakmegel6z6 allapotokat is jelzik.

PhD munkam soran elsé lépésként a szabad DNS felszabadulasanak titemét elemeztem
SHO egér/human HT-29 kolorektalis adenokarcinoma sejtvonal xenograft modellben
valos idejii PCR modszerrel. A vizsgalatban arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy
tumor esetén a veraramban talalhatd skDNS frakcio mekkora része szarmazik a tumor
vonatkozo kisérletet végeztem C57BL/6 egertorzsek felhasznalasaval, amelynek soran
egy 3000 bp méretii in vitro metilalt és nem-metilalt DNS szakasz lebomlasat vizsgaltam 19

individualis RT-PCR amplikon kimutatasaval egészséges és tumoros allatokban.

Miutan megallapitottam, hogy a metilalt fragmentumok stabilabbak a véraramban,
olyan metilacios markerek azonositasat tiiztem ki célul, amelyek adenéma és CRC
esetén is megbizhatdan mutatjak az elvaltozast. Elozetes eredményeink és irodalmi
adatok alapjan 4 potencialis biomarkert (SFRP1, SFRP2, SDC2, PRIMAL) valasztottam
ki tovabbi vizsgalatok céljabol. Egészséges, adendmas és vastagbélrdkos betegek
szoveti és plazmamintdit tanulmanyoztam piroszekvenalassal illetve MethyLight PCR-
rel, valamint eredményeim megerdsitésére tovabbi methyl capture szekvenalasi
eredményeket és Illumina Infinium Human Methylation 450 Bead Chip metilacios
adatokat in silico elemeztem. A pontencialis diagnosztikai alkalmazas elésegitése
céljabol a plazmabol torténd marker-kimutatdsi modszer optimalizalasat végeztem.
Ezért kilonb6zd vérvételi csoveket, valamint kézi és automatizalt skDNS izolalasi

mddszereket teszteltem, és a DNS metilaciés mintazatra Kkifejtett hatasukat
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tanulméanyoztam. A promoéter régiokban torténd fokozott metilacid a gének
expressziojanak csokkenéséhez vezet, igy a fehérjék kifejez0dését is befolyasolja.
Kisérleteim soran a metilaciés mintdzat valtozasanak fehérje expresszidra gyakorolt
hatdsat immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltam. Végul az elemzett négy marker
megbizhatosagat a kereskedelmi forgalomban kaphaté SEPT9 gén metilaciéjan alapuld
Epi proColon 2.0 kittel vetettem 6ssze. A SEPT9 metilaciojat a kézi mddszer mellett

skDNS izolalasra is hasznalhatd automata rendszer alkalmazasaval is elemeztem.

6.1. A szabad DNS felszabadulasanak és stabilitasanak vizsgalata

Tumor esetén az skDNS felszabaduldsa apoptdzissal, nekrézissal, vagy direkt
szekrécioval is torténhet, de a fenti folyamatok pontos részletei még nem ismertek [85].
Az apoptdzis és a nekrdzis két eltérd formdja a sejthaldlnak, amelyek magyarazhatjak a
szabad DNS jelenlétét a vérben. Az apoptozis sordn a DNS el6szor nagyobb
szakaszokra (50-300 kbp), majd kisebb egysegekre (180-200 bp) bomlik. Az skDNS
méret szerinti eloszlasa gélelektroforézis soran apoptotikus létrara emlékeztetd
mintadzatot mutat, ami a hiszton-szerkezetre és a nukleoszomak endonukleazokkal
szembeni ellenallosagara vezethetd vissza. Mindezek mellett a proliferal6 daganatsejtek
az apoptozis képességét jellemzden elveszitik, igy a programozott sejthaldl feltehetden
csak részben okozhatja a megnovekedett cirkulaldo DNS mennyiseéget [99, 100]. A
nekrozis soran szintén kiilonboz6 hosszisagh DNS darabok kerllhetnek a veérbe,
amelyek a szétesO (lizalo) sejtekbdl szabadulnak ki. Azonban tobb kutatocsoport leirta,
hogy a pusztuld sejtek szama és a véraramba jutd DNS mennyisége nincs aranyban.
Rakos megbetegedés esetén a tumor centrumaban elhelyezkedé nekrotizald
tumorsejtekb6l a DNS molekuldk bekerulhetnek a vérdramba, ami hozzajarul a
magasabb skDNS koncentracidhoz [192-194]. Az skDNS tumorsejtek altali aktiv

kibocsatasa mellett Chen és mtsai. 4 érvet sorakoztatott fel:

- A sugarterapia okozta nagymértékli apoptdzis ellenére skDNS koncentracio csokkenés
tapasztalhatd limfoma, tiido, petefészek, méh és fej-nyaki daganatok esetén (66-90%).

Ez arra utal, hogy az skDNS jelent6s része a még €16 raksejtekbdl szarmazik, hiszen a

=z =7

szamat, ami végs6soron alacsonyabb DNS koncentraciohoz vezetne.
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- Tumoros sejtkulturédban a nekrotikus és az apoptotikus sejtek szama elhanyagolhatd,
megis a felulisz6bdl DNS mutathat6 ki, valamint a DNS koncentracié novekedése a
proliferal6do raksejtek szaméaval parhuzamos.

- A tumor ndvekedésével és attétképzéskor az skDNS szintje emelkedik, ami

feltehet6leg a nagy mennyiségli 0sztddo, és nem az elpusztuld sejteknek kdszonhetd.

- Normalis limfocitak polihidroxialkanoat (PHA), lipopoliszacharid (LPS), illetve
antigén kezelés hatdsara spontén, ujonnan szintetizalt DNS széalakat bocsatanak ki a
sejtkultura médiumba. Ez a jelenség azonban nem egyediilall6, a DNS felszabadulasat
egyéb egészséges és malignus sejtek osztddasa soran is megfigyelték [87].

A fentieket 0sszegezve az, hogy a DNS aktiv, és nem passziv mdédon keril a vérbe
kisérletesen még nem bizonyitott tény, a gazda DNS, mint lehetséges jelatvivé molekula
azonban tamogathatja a fenti feltevést [195].

Vizsgalatunk soran a tumorbol kikeriilé6 skDNS hanyadara, és a felszabadulas litemére
voltunk kivancsiak. Az altalunk optimalizalt mddszer nagy biztonsaggal mutat ki 0,1%-
nyi human DNS-t az egér plazmamintakban (13. abra). Megallapitottuk, hogy a
xenograft modellben a human tumorbdl szarmazé DNS el6rehaladott stadiumban is a
teljes szabad DNS mintegy 20%-at teszi ki, ami aranyban all a daganat nagysagaval is,
mivel a 8. hét veégén a tumor merete az allat testtdmegének korilbelll 1/5-ét tette Ki.
Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a szabad DNS koncentracio
megemelkedéséhez a tumoros és az egészséges sejtek tdmegaranyosan jarulnak hozza
(8. és 14. abra). Ez 6sszhangban all Thierry és mtsai. megfigyelésével, amely szerint a
daganatsejtek altal kibocsatott keringé DNS koncentracié a kialakult tumor méretével
pozitivan korrelal [92]. Kutatécsoportjuk nude egér/HT-29 xenograft modellel
dolgozott, majd human- illetve egér-specifikus KRAS és PSATL1 primerek segitségével
kvantitativ PCR-t hasznalva kiilonboztették meg a sejtvonalbol és a nude egerekbdl
szarmazd6 DNS molekulakat. Vizsgalataik soran azt tapasztaltdk, hogy a nagyobb
tumorral rendelkez6 egerekben szignifikansan magasabb volt a tumor &ltal kibocsatott
human DNS koncentracidja. A legkisebb tumorral rendelkezé egerekben csak az allat
sajat sejtjei altal kibocsatott skDNS-t mértek, a human sejtvonalb6l szarmazét nem
tudtak kimutatni (34. abra).
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34. dbra. Az skDNS mennyiségének fliggése a tumor tomegétél. Az abra Thierry és
mtsai. (2010) alapjan modositva készilt [92].

Diehl és mtsai. szerint a raksejtekbdl szarmazd DNS mennyisége nagymeértékben
fluktual, a tumor méretétdl fliggéen 0,01%-t0l 90%-ig terjedd tartomanyban [196]. Az
is ismert, hogy a DNS mennyisége a betegség progresszidjaval parhuzamosan
folyamatosan emelkedik, majd a sikeres kezelések utan egyre csokken, mig visszaall a
fiziologias szintre [75]. Mindezek alatdmasztjak eredményeinket, amely szerint a tumor
novekedésével fokozodik a human eredeti DNS mennyisége az egér skDNS frakcio
mellett, valamint, hogy a plazmabol kimutathaté szabad DNS mértéke a tumor
méretével korrelal. A fenti megfigyeléseket alapul véve a rakos sejtekb6l felszabaduld

DNS vizsgalata széleskort klinikai alkalmazasok kifejlesztésére teremt lehetéséget (17.
tablazat).

17. tblazat. A szabad DNS mennyiség valtozas monitorozasanak klinikai alkalmazasai
[75].

| Klinikai alkalmazasok daganat esetén |

Korai kimutatas

A betegség molekularis heterogenitasanak kimutatasa

A tumor progresszidjanak nyomonkdvetése

Genetikai valtozékonysag feltérképezése célzott terdpia elott
Kezelés hatékonysaganak vizsgalata

Minimalis rezidualis betegség monitorozésa

A rezisztencia kifejlddés mechanizmusanak tanulmanyozasa valds idében
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Mikroszkopos vizsgalatunk (15. &bra) szerint a tumorszovet perifériajan — ahol nagy
kiterjedésti hajszalér-haldzatot talalunk — ¢é16 daganatsejtek helyezkedtek el. A tumor
centrumaban a sejtek elkezdtek pusztulni, mivel az angiogenezis a periféria irAnyaba
aktivabb, ezért a szovet kozepén elhelyezked6 sejtek altaldban nem jutnak megfelelé
mennyiségii oxigénhez és tapanyaghoz. Feltételezésiink szerint az skDNS egy része a

tumor centrumaban 1év6 nekrotizald tumorsejtekbdl keriilhet a véraramba.

Az skDNS jelenléte és mennyisége mellett, stabilitasat is elemeztem egy 3000 bp
méretli in vitro metildlt és nem-metildlt human DNS szakasz lebomlasanak
meghatarozasaval valds ideji PCR alkalmazasaval (16. és 17. &bra). Eredményeink
alapjan elmondhat6, hogy a metilalt fragmentumok lassabb degradécioval
jellemezhetéek, mint a nem-metilaltak, mivel tovabb kimutathatok a vérbol.
Feltehetoleg a metilalt DNS-t a DNz enzimek kisebb hatasfokkal bontjak, az skDNS
epigenetikai modositdsa miatt megvaltozott térszerkezet kdvetkeztében. Az egészséges
és tumoros mintak dsszehasonlitdsa soran megallapitottuk, hogy a tumoros allatokban
lelassul az skDNS degradacidja. Ez 6sszhangban all azzal a feltételezéssel, hogy a
daganatos betegekben csokken a DNaz enzim aktivitas, ezaltal az injektalt DNS szakasz
tovabb kimutathatd [98]. A DNaz enzimek, mint lehetséges rak- és attétellenes agensek
terapias alkalmazésa napjainkban kezd elterjedni. Patutina és mtsai. egér tumormodellek
hasznalataval elemezték a daganatok altal kibocsatott szabad DNS és miRNS molekulak
attétképzéshez vald kapcsolatat [100]. RNaz A és a DNaz | kezeles maj- és
tiidémetasztazisokra gyakorolt hatdsanak vizsgalata soran megfigyelték, hogy 0,02-2,3
mg/kg DNaz | enzim hatasara az attétek szama szignifikansan csokkent a kezeletlen
kontroll csoportokhoz képest (0,02 mg/kg mennyiség esetén 9 £+ 3 db; 2,3 mg/kg enzim
adasakor pedig 18 + 4db-ra a kontroll 29 + 5db értékhez képest). A tumoros egerekben a
egészséges C57BL/6 allatokhoz képest (104 £ 7 ng/ml), ami a DNaz | kezelés utan a
fizioldgias szintre allt vissza (101 + 16 ng/ml). Metasztazis Inhibiciés Indexet (MII)
szamoltak a kovetkezd képlet alapjan: [(attétterllet-kontroll — Aattétterulet-kezelt) /
attéttertlet-kontroll x 100%]. Az attétes kontroll allatokban, amelyek nem kaptak
enzim-kezelést az MIl 0%-ot, a metasztazis hianya 100%-ot jelent. 0,02, illetve 2,3
mg/kg DNaz | enzim adasara az MII értéke 45%-ra és 36%-ra (p<0,05) emelkedett, ami
jelentds gatlasnak tekinthetd [100].
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Trejo-Becerril és mtsai. DN&z | és egy protedzokat tartalmazd enzim-keverék (tripszin,
kimotripszin, papain) injektalasat kovetéen tanulmanyoztak, hogy az enzimek mennyire
befolyasoljak a szabad DNS és a szérum proteinek mennyiségét, valamint tumorellenes
hatasukat is megvizsgaltak kiilonb6z6 allatmodellekben [197]. Egészséges és tumorral
oltott Wistar patkanyok kezelése utan megallapitottak, hogy a szabad DNS szintje a
DNaz | és proteazok egyiuttes alkalmazésa esetén csokkent leginkdbb. Ez arra utal, hogy
a szabad DNS nem szabad, hanem lipoproteinekkel asszocialt formaban, példaul
virtoszomékban van jelen a keringésben. A tumorellenes hatds huméan vastagbélrak
sejtvonalbdl (SW480) szarmaz6 sejtekkel oltott BALB/c nude egereken tortént
elemzése sordn megallapitottdk, hogy a DNaz | enzim adéasa 6nalléan nem, csak a
protedzokat tartalmazd kezeléssel egyitt fejtette ki tumorellenes hatdsat a kezelést
kovetd 21. naptol. 2015-ben egy tanulmanynak sikerlt bebizonyitania, hogy egészséges
¢és rakos betegekbdl szarmazd szabad DNS és kromatin fragmentumok képesek bejutni
egér fibroblaszt sejtekbe és rovid id6 alatt a sejtmagba is [198]. Ez volt az els6
tanulmany, amely leirta, hogy a DNS fragmensek, mint mobilis genetikai elemek
képesek in vitro és in vivo integralodni a genomba. A folyamat azonban DNaz enzim

kezelés hatasara gatlodik.

6.2. Metilacios markerek vizsgalata human szovet- es
plazmamintakban

crer

metilacio gyakori jelenség a kiilonb6z6 daganatokban, beleértve a vastagbélrakot is. A
tumorszuppresszor gének promoéterének hipermetilacioja azok csokkent transzkripciojat
okozhatja, amely fontos szerepet jatszik a tumorok kialakuldsidban és fejlodésében
[199]. Mivel a metilalt DNS molekulak a tumor szovetébdl bekeriilnek a véraramba,
valamint Kisérleteink szerint a metilalt DNS szakaszok stabilabbak is a vérben, a
metilalt szabad DNS molekuldk vizsgalata idealis modszer lehet a daganatok
azonositasara és sztirésére [200]. Annak ellenére, hogy a szakirodalomban szdmos CRC
kimutatasra alkalmas metilaciés markert leirtak, kereskedelmi forgalomban csak néhany
diagnosztikai teszt kaphatd, mint példaul a SEPT9 metilacion alapulé Epi proColon 2.0
kit. Ez a kit nagy érzékenységgel jelzi a kolorektalis rék jelenlétet, rakmegel6z6
adendmakra azonban sokkal kevésbé szenzitiv [160, 166, 167]. Kutatdcsoportunkhoz
hasonldan, szamos mas tanulmany is nemcsak egy, hanem tébb metilaciés biomarker

megbizhatosagat vizsgalja egylttesen [201-203]. Elbzetes eredményeink, illetve
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irodalmi adatok alapjan egy 4 gént tartalmazé panelt allitottunk 6ssze, amelyek
metilacidjanak valtozéasat kovettik nyomon az ép — vastagbél adenéma — karcindma
szekvencia soran. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének metilacios
mintazatat plazmamintak mellett, szdveti szinten is vizsgaltuk, és emelkedett metilaciot
talaltunk az elvaltozédsokban az egészséges mintdkhoz képest, amely megfigyeléstinket

tobbféle technikaval is megerésitettiik.

Az SFRP1 gén egy tumorszuppresszor fehérjét kodol, ami a Wnt/B-catenin jelatviteli
utvonal modulatoraként miikodik. Tartalmaz egy ciszteinben-gazdag domént, amely
homolég a Frizzled proteinek feltételezett Wnt-kothelyével (35. dbra). Az SFRP1
fontos szerepet jatszik a sejt ndvekedésében, az apoptézisban és a differenciacio
koordinalasaban, igy az SFRP1 gén epigenetikai csendesitése a Wnt/B-catenin utvonal
szabalyozatlan aktivalodasahoz vezet, ami hozzajarul a daganatok kialakulasahoz.

Egészséges sejt Tumoros sejt

Prométer metilacio
@ =
- F><—| SkRP

Frizzled

9/Sdy1
rdyl

9/Sd¥yN

Frizzled

Sejtmag Proliferacio fokozasa
l Génexpresszié | Apoptozis gatlasa
[_’ Szabalyozatlan
Degradacio QCD

sejtnovekedés

35. abra. Az SFRP1 szerepe a Wnt/B-catenin jelatviteli utvonalban. Az SFRP1 fehérje
az Utvonal egyik gatld molekuldja, és daganat esetén a gén promoterének fokozott
metilacidja miatt az SFRP1 fehérje mennyisége lecsokken, ami hozzajarul a jelatviteli ut
kontrollalatlan aktivalodasadhoz. Ezaltal olyan gének atirodasa serkentdik, amelyek
hozzajarulnak a daganatok képzodéséhez és novekedeséhez. Az abra Baylin és mtsai.
(2006) és Tamura és mtsai. (2016) alapjan modositva készilt [204, 205].

Toébb tanulmany is fokozott SFRP1 promoter metilaciot figyelt meg CRC szdveti
mintak elemzésekor [149, 206-208]. Kutatocsoportunk kordbban az SFRP1 gén
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metilacios statuszanak valtozasat friss fagyasztott és formalin-fixalt paraffinba-agyazott
(FFPE) szoveti mintdkbdl izolalt DNS-en vizsgélta biszulfit-specifikus PCR-t kovetd
HRM elemzéssel [209]. A gén promoter régidja hipermetilaciét mutatott a CRC (55% +
8,4%) és az adendma (49,9% =+ 18,1%) szoveti mintakban is. Ezzel ellentétben az
egészséges vastagbél szovetben alacsony szintii metilacio volt jellemzé (5,2% + 2,7%).
Az SFRP1 gén metil&cios profilja 6regedés soran is megvaltozik. Gyerekekbdl (18 év
alattiak) szarmazo szovetmintdk esetén a metilacid szintje 2,2% =+ 0,7%-nak
mutatkozott, ami mérsékelten ugyan, de szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges
felnéttek mintdihoz képest (p=0,017). A promoéter metilacid ndvekedésével
parhuzamosan az SFRP1 mRNS szint csokkend tendencidt mutatott a gyermek —
egészséges felndtt — kolorektalis adendéma — CRC szekvencia soran Affymetrix
HGU133 Plus 2.0 (Thermo Fisher Scientific) microarray teljes transzkriptom adatok
alapjan (36. abra).
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36. dbra. SFRP1 mRNS expressziojanak (A; B; C) és promdter DNS metilacios
szintjének (D; E) véaltozasa az 0regedés soran, és az egészséges — kolorektalis adenéma
— CRC szekvencia mentén. Az SFRP1 mRNS expresszid szignifikdnsan csdkkent
adenéma és CRC mintakban a kontrollokhoz képest mindharom Affymetrix probaszett

(probe set) esetében. Gyerekmintakban az SFRP1 mRNS szintje magasabb volt, mint
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egészséges felnbttekben. Az SFRP1 prométer régidja szignifikansan magasabb
metilacids szintet mutatott adendmas és CRC-s betegek szbveti mintéiban, mint a
gyermek és az egészséges feln6tt mintakban. Az SFRP1 promoter erdsebben metilalt
volt a feln6tt mintakban, mint a gyerekekbdl szarmazd biopszidkban. Roviditések: GY —
gyermek, N — egészséges felnétt; AD — adendma; CRC — vastagbélrdk. Az abra Galamb
és mtsai. (2016) alapjan médositva készilt [209].

PhD munkam soran az SFRP1 promoterében egy 1287 bp méreti CpG-szigetet
(chr8:41,308,334-41,309,621, GRCh38/hg38) elemeztem. IHlumina
HumanMethylation450K metil4cios array adatok szerint az 6sszes CpG pozicio, amely
szignifikansan magasabb metilacios szintet mutatott adendma és CRC mintakban az
egészségeshez kepest ebben a régioban helyezkedik el. Napjainkig az SFRP1 DNS
metilacios szintjét plazma vagy szérum mintdkban csak néhany tanulmanyban
analizaltak [210, 211]. Bedin és mtsai. metilacio-specifikus PCR modszert hasznaltak az
SFRP1 és OSMR gének metilacids profiljanak meghatarozasahoz [211]. A csoport az
adenoma mintak 17%-aban (3/18) és a CRC plazméak 63%-aban (44/70) talalt fokozott
SFRP1 promoter metilaciot, habar szdveti mintdkban még magasabb gyakorisagot
kaptak (92%; 23/25). Munkank sordn ehhez képest a mintak nagyobb hanyadaban
tapasztaltunk emelkedett SFRP1 metilaciot az adenomas (89,2%; 33/37) és a CRC-s
betegek (85,1%; 40/47) plazmamintaiban egyarant. Az SFRP1 hipermetilacijat nem
csak CRC-ben, hanem maés daganattipusokban is leirtak, tobbek kozott nem-kissejtes
tidoérakban [202], kolangiokarcinomaban [212] és myeloma multiplexben [213]
valtozatos metilacios gyakorisdgokkal (14%-85%).

Erdekes modon az altalunk analizalt 4 génbdl 3 mutatott emelkedett metilacios szintet
négy normalis kontroll mintaban, amelyek kdzul hdromban az SFRP1 is metilalt volt.
Az utankovetés soran két paciensrél Kiderllt, hogy kronikus gastritisben szenvednek,
kett6t pedig inaktiv colitis ulcerosaval diagnosztizaltak. Kutatocsoportunk egy korabbi
tanulmanyban alacsony SFRP1 metilaciés szint novekedést figyelt meg colitises
betegekben (8,16 + 12,89%) [214], habar gastritis esetén eddig még nem irtak le SFRP1
hipermetilaciét. Eredményeink arra utalnak, hogy a gyulladasos betegségek
befolyasolhatjak bizonyos gének — kdztik az SFRP1 — metilacios mintazatat, a hipotézis

meger0sitéséhez azonban tovabb elemzések sziikségesek.
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Az SFRP2 gén terméke szintén az SFRP csaladba tartoz6 szolubilis fehérje, az SFRP1-
hez hasonlé funkciokkal (35. abra). Az SFRP2 gén metilaciojanak fokozodasat CRC-s
betegek székletmintaiban tobb vizsgalat is leirta [215-217]. Egy kutatocsoport az
SFRP2 mellett az MGMT gén metilacios statuszat vizsgalta adendmas betegek szérum-
és szOvetmintaiban, és pozitiv korrelaciét figyelt meg a gének metilacios statuszaban a
kiilonb6z6 mintatipusok kozott [218]. Zhang és mtsai. plazmamintdkban elemezte az
SFRP2, az ITGA4 és a GATA5 gének metilaciojanak gyakorisagat egészseges,
adenémas és CRC-s betegekben [219]. A rékos mintak 54,39%-aban, valamint az
adendmas plazmak 40%-aban talaltak SFRP2 hipermetilaciot. Az e€l6z6 munkacsoport
eredményeihez képest munkank sorén jéval magasabb aranyban tudtuk kimutatni az AD
(83,8%) és CRC (72,3%) mintakat az SFRP2 metilaciojanak emelkedése alapjan. Az
emlitett kutatocsoport a 3 gén kombinalasaval 6,67%-0s szenzitivitassal és 93,62%-0s
specificitassal tudta elkiiloniteni az adenomas betegeket az egészségesektdl, mig ezek az
értékek CRC esetén 15,79%-nak és 93,62%-nak adddtak. Az altalunk vizsgalt 4 gén
egyuttesen magasabb érzékenységgel és specificitassal azonositotta mind az adenomas
(89,2%-0s szenzitivitas és 86,5%-0s specificitas) mind a rakos (91,5% és 97,3%)
plazmékat a MethyLight PCR modszert alkalmazva. Ezzel a technikdval biopszia
mintakban is elemeztik az SFRP2 metilacio szintjét, és az ép mintakhoz képest
szignifikdnsan magasabb metilaciot tapasztaltunk az adenéma és a tumoros mintakban
(p<0,05). Tovabbad az ugyanezen a szakaszon elhelyezked6 CpG helyek metilacios
statuszat piroszekvenalasi adatok felhasznalasaval is értékeltiik, amelynek eredményei
szerint mind a 6 CpG poziciéban szignifikansan nagyobb volt a metilacio szintje az

elvaltozasokban a kontrollokhoz képest (p<0,05).

A szindekan-2 fehérje egy hepardn-szulfat proteoglikan, amely egy hosszabb N-
terminalis ektodoménb6l, egy transzmembran- és egy rovid C-terminalis
citoplazmatikus doménbél épiil fel, és a sejtproliferacio, a sejt migracio, valamint a sejt-
matrix interakciok szabalyozasaban vesz részt [220, 221]. A kiilonb6zé daganattipusok
eltér6 SDC2 expresszidval jellemezhetok. Prosztatarakban magas szindekan-2 fehérje
expressziot figyeltek meg az ép hamhoz képest, ami rossz prognozissal is tarsult [222],
mig oszteoszarkdma esetén csokkent kifejez6dést irtak le [223]. Chong és mtsai.
gyomorrakos betegek szdveti mintainak elemzése soran megallapitottak, hogy az SDC2
fokozottan metilalodik a parositott nem-tumoros nyalkahartya mintakhoz képest [224].

Munkéank soran piroszekvenalassal mutattuk ki az SDC2 promdter emelkedett
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metilacios szintjét adendma és CRC szdveti mintakban az egeszségesekhez kepest. In
silico mddszerrel a teljes SDC2 promoter régidt is tanulméanyoztuk a TCGA és GEO
adatbazisokbdl letoltott adatok felhasznalasaval, és elemzesiink szerint az SDC2
promoterében elhelyezkedé 6sszes CpG pozicioban fokozodott a metilacio szintje az
elvaltozdsokban a kontroll mintdkhoz képest. Ezekre a megfigyelésekre alapozva
MethyLight PCR modszerrel is elemeztiik a piroszekvenalas mddszerrel analizalt régio
metilacios allapotat elészor szovet-, majd plazmamintédkon. A biopszia mintak analizise
sordn megallapitottuk, hogy szignifikdnsan emelkedett az SDC2 DNS metilacios szintje
az adendma és CRC mintakban is az egészségesekhez viszonyitva (p<0,05). A szabad
DNS frakcioban az SDC2 fokozott metilaciot mutatott a CRC-s mintak 89,4%-aban,
(42/47) és az adendmas plazmék 81,1%-aban (30/37). Eredményeink 6sszhangban
allnak Oh és mtsai. tapasztalataival, akik 6 gén (kdztuk az SDC2) metilacios statuszat
elemezték szbveti és szérum mintakban piroszekvenalassal és metilacio-specifikus
PCR-rel egyarant [179]. Tanulmanyukban az egyesitett szenzitivitast és specificitast
87%-ra és 95,2%-ra becsulték a rakos mintakra, amelyek hasonloak az altalunk kapott
87,2%-0s szenzitivitas és 100%-os specificitas értékekhez. Egy masik csoport egy hét
génbdl allo panelt allitott 6ssze, amely az SDC2-n kivil tartalmazta az ALX4, BMP3,
NPTX2, RARB, SEPT9, és VIM géneket, és ezek metilacios szintjét hatarozta meg
plazmamintadkban [225]. Az SDC2 esetén mérsekeltebb eredményeket tapasztaltak,
24%-0s érzékenységgel és 94,1%-o0s specificitassal tudtak megkilonbdztetni a tumoros

betegeket az egészséges kontrolloktal.

Az altalunk 0Osszeallitott metilaciés biomarker panel negyedik tagja a PRIMAL gén,
amely fehérjetermékének a feladata az acetilkolin-észterdz (AChE) tetramerekbe
rendezése es idegsejtekhez torténdé kihorgonyzasa. A PRIMAL alacsony expresszidja
csokkent AChE aktivitassal parosul, ami fokozott kolinerg transzmissziohoz vezet,
amely Osszefliggésben all kiilonbozd mentalis betegségek, tobbek kozott a depresszio
kialakulasaval [226, 227]. Sabunciyan és mtsai. 224 gén metilacios profiljat elemezték
egészséges és sulyosan depresszios betegek post-mortem frontalis agykeéreg
szovetmintdiban CHARM (Comprehensive High-throughput Arrays for Relative
Methylation) microarray és piroszekvenalds modszerekkel [228]. A 17 megerGsitésre
kivalasztott gén kozott a PRIMAL is szerepelt, és a legmagasabb metilaciés szintet
mutatta a depresszidés betegek mintaiban. Borderline személyiségzavar esetén is

kimutattak a gén emelkedett metilaciojat teljes vér mintakban piroszekvenalassal [229].
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A metilacid fokozodasat kiillonbozé daganatokban is leirtdk, tobbek kozott
prosztatardkos betegekben [230], kronikus limfoid leukémias betegekben [231], illetve
vastagbélrdkos szovetmintdkban is [149]. Mai ismereteink szerint tanulmanyunk az
elsé, amely a PRIMAL gén metil&cios szintjét j6 és rosszindulatu vastagbéldaganatos
betegek plazmamintéib6l izolalt szabad DNS frakcidban vizsgalta. Emelkedett
metilaciét taldltunk az adendmas betegek 70,3%-aban és a CRC-s plazméak 80,9%-aban.
A PRIMAL éatlag metilacioja egészséges szovetekben 1,6%-osnak, mig CRC esetén
57,7%-osnak adodott MethyLight PCR-t hasznalva. Ezek az értékek ugyanazon
paciensek plazmamintaiban 0,8%-osnak és 16,9%-osnak mutatkoztak. Szdveti
mintakban a teljes PRIMAL prométer régié in silico vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy a 11 CpG pozici6 kozul 10 szignifikansan magasabb metilaciés fokkal
jellemezheté CRC esetén a normalis mintakhoz képest (p<0,05). Ezek a megfigyelések
korrelalnak munkacsoportunk korédbbi, fliggetlen biopszids mintakon kapott
eredményeivel, amelyek szintén PRIMAL promoter metilaciés szint emelkedést
mutattak vastagbélrakos betegekben [149].

Munkank soran tehat létrehoztuk a fenti négy génbd6l allo potencialis biomarker panelt,
amely a szakirodalomban napjainkig kozolt adatoknal magasabb szenzitivitassal és
specificitassal képes elkiloniteni az adendma és CRC plazmamintakat az egészséges
kontrolloktol, a markerek promdter metilacios szintje alapjan. A 18. tablazat foglalja
0ssze azokat a korabbi vizsgalatokat, amelyek a szabad DNS frakcidban vizsgaltak a 4
kivalasztott gén valamelyikének metilacios statuszat vastagbél betegségek esetén. A
plazmamintdk elemzése soran tett megfigyeléseinket nagyszamu fliggetlen
mintahalmazon vegzett in silico vizsgalataink is megerdsitették. A MethyLight PCR-rel
elemzett szakaszokkal atfedd DMR-ek (eltéréen metildlodott régiok), és a teljes
prométereken elhelyezkedé CpG helyek metilacios fokanak vizsgélataval is a panel
génjeinek emelkedett metilacios szintjét tapasztaltuk az elvaltozasokban a kontroll

mintakhoz képest.
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18. tablazat. A szabad DNS frakcidban &ltalunk vizsgalt gének metilacios szintjét

elemz0 tanulmanyok vastagbél betegségek esetén.

Gén 3 Minta- Betegcsoportok )
Munkacsoport Ev . L o Referencia
neve tipus Egeészséges | Adenéma | 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]
Rasmussen és
SDC2 mtsai. 2017 | plazma 102 - 193 [225]

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 Cologuard® teszt bizonyos gének aberrans
metilacios és mutacios statuszat elemzi szekletmintakban. Egy 10.000 résztvevovel
készilt klinikai vizsgalat kimutatta, hogy a teszt a CRC mintakat 92,3%-0s és az
elérehaladott rakel6z6 allapotokat 42,4%-0s szenzitivitassal képes azonositani [74]. A
teszt érzékenysége disztalis léziok eseten magasabb volt (54,5%-0s), mint proximalis
elvaltozasokban (33,2%-0s). Az altalunk kitalakitott marker panel a fentinél nagyobb
megbizhatosaggal kiloniti el az adendmakat (89,2%-0s szenzitivitds, 86,5%-0s
specificitas) a kontrolloktol, CRC esetén pedig a Cologuard® széklet-alapu teszthez

hasonlo érzékenységet (91,5%) allapitottunk meg.

crcr

fehérjék expresszidjara gyakorolt hatasat immunhisztokémiai vizsgalatokkal
tanulmanyoztuk. Megallapitottuk, hogy az egészséges — kolorektalis adenéma —
karcindbma szekvencia soran mind a 4 vizsgalt marker esetében csokken a fehérjéek
kifejezddése, ami meger6siti feltevésiinket, miszerint a fokozott prométer DNS

metilacio gatolja az mMRNS-ek atirddasat, ezaltal a fehérjék szintjét is lecsokkenti.

6.3. A szabad DNS izolalasi modszerek hatasa a DNS metilaciés
vizsgélatokra

PhD munkam soran, miutan nagy mintaszami csoportokat vizsgalva megallapitottuk,
hogy az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének fokozott metilaciot mutatnak
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adenéma és CRC plazmamintakban, célul tiztik Ki kiilonboz6 vérvételi csovek, és
izolalasi modszerek alkalmazésanak Osszevetését. Elsésorban arra voltunk kivancsiak,
hogy az eltér6 technikak mennyire befolyasoljdk a szabad DNS mennyiségét és
metilaciés mintazatdt, ami hatdssal lehet a mddszerink betegség-kimutatasi
hatékonysdgara. A hagyomanyos K3EDTA gytijtécsovek mellett kiprobaltuk a Streck
cég éaltal forgalmazott Cell-Free DNA BCT® vervételi csoveket is [189]. A Streck
csovet az SKDNS stabilitasanak megérzése Ccéljabol fejlesztették ki, amelynek
kOszonhetéen a szabad DNS szobahdmérsékleten intakt marad akar 14 napon éat, igy
lehetévé teszi a mintak kényelmes gytijtését, szallitasat és tarolasat. A cs6 formaldehid-
mentes tartositd reagenseket tartalmaz, amelyek megakadélyozzak a DNS nukledzok
altali lebomlasat, valamint gatoljak a genomialis DNS kiszabadulasat a véraramban
talalhato sejtekbél. Ot AD és 5 CRC mintat gytijtottiink Streck és K3EDTA csGvekbe
parhuzamosan, majd megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 vérvételi csovek nem
befolyasoljak jelent6sen a szabad DNS mennyiségét. A Streck cs6ben gyiijtott mintak
60%-aban (6/10) talaltunk magasabb skDNS 6sszmennyiséget. Kang és mtsai. hasonlo
vizsgalatokat vegeztek, kiegészitve a CellSave gyiijtécsével, és emlddaganatos betegek
plazmamintaiban mérték meg a szabad DNS és a genomialis DNS mennyiségét [232]. A
csoveket 4°C-on és szobahdmérsékleten taroltak 2, 6 és 48 dran keresztul, majd ezutan
szeparaltak a plazma frakciot. Megfigyelésuk szerint a szabad DNS 6 oOras inkubalast
kovetOen is stabil marad fliggetleniil a gyiijtécsé tipusatol, azonban hosszabb tarolas
esetén (példaul elhtizod6 mintafeldolgozasi id6 esetén) érdemes a Streck csOveket
alkalmazni, els6sorban szobahOmérsékleten torténé tarolassal. A Streck csdvekben
gyijtott plazmamintdk szabad DNS tartalmat elemz0 mas tanulmanyok is hasonld
eredményekr6l szamoltak be [233-235]. A hasonldo szabad DNS mennyiséggel
ellentétben azt tapasztaluk, hogy a kiilonb6z6 vérvételi csdvek alkalmazasa jelent6sen
befolyasolja a szabad DNS metilaciés mintazatat. Eredményeink szerint a hagyomanyos
K3EDTA csovekben gyiijtott CRC mintdkban magasabb metilacios szintet talaltunk
mind a 4 vizsgalt gén esetében, és a killénbség az SFRP1 és az SDC2 markerek esetében
szignifikansnak bizonyult. A fenti eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
szabad DNS stabilitasanak megérzésére alkalmas a Streck cs6, azonban, ha vizsgalatunk
célja az skDNS metilacios mintazatanak elemzése, a Streck vérvételi cs6 befolyasolja
annak mértékét, ezért — a teszt magas érzékenységének megdrzése miatt — érdemesebb a

hagyomanyos K3EDTA csdvet alkalmazni.
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A diagnosztikai €s prognosztikai tesztek fejlesztésénél a mintadk egységes, egyszerii
gyljtésén és tarolasan kiviil az automatizaci6 is fontos szempont, ami eldsegiti a teszt
klinikai alkalmazasat. Ezért a kiilonboz6 vérvételi csoveken kivil teszteltiink harom
kiilonb6z6é kézi és két automata szabad DNS izolalasi modszert is, amelyek kozott
szilika-membran alapu oszlopos DNS izolalas és magneses gyongyhoz torténé DNS
kotésen alapulé modszer egyarant volt. Elséként a High Pure Viral Nucleic Acid Large
Volume Kitet (HP) és az Epi proColon 2.0 (EpC) manudlis izolalasi mddszereket
hasonlitottuk 6ssze. Az Epi proColon 2.0 kitben a szabad DNS izolalasa és az azt
kovetd biszulfit konverzié szorosan kapcsolt, igy a protokoll szerint nem tartalmaz
skDNS mennyiség meghatérozasi lépést. A kit a SEPT9 gén metilacidjanak mérésére
fejlesztett teszt, de alkalmas egyéb markerek elemzésére is, példaul Schmidt és mtsai. a
SHOX2 gén metilacios statuszat hataroztak meg az Epi proColon 2.0 kit hasznalataval
nem-kissejtes és Kissejtes tiidérakos betegek plazmamintaiban [236]. Az SFRP1, az
SFRP2, az SDC2 es a PRIMAL genek metilacios elemzése soran megallapitottuk, hogy a
HP Kitet hasznalva a metilalt adenoma mintak szama magasabb volt, mint az EpC kit
alkalmazésa utan, es két gén esetében magasabb metilacios gyakorisagot talaltunk a
CRC mintak kozott is. Tovabba a HP kitet hasznalva mind a négy gén atlag metilacios
szintje is nagyobbnak mutatkozott a vastagbélrakos betegek plazmaiban. A két mddszer
hasznalatabol adodo metilacids kilonbségek okai nem tisztazottak, de feltehetéen a

szabad DNS megkotésének eltéré metddusa miatt alakultak ki.

Az Epi proColon 2.0 kitet az InviGenius automata szabad DNS izolalo protokolljaval is
6sszehasonlitottuk. Az InviGenius és tovabb fejlesztett valtozata, az InviGenius PLUS
gép parhuzamosan 12 plazmamintabdl képes Kinyerni és tisztitani a szabad DNS
frakciot, valamint a biszulfit konverzios l1épés elvégzésére is alkalmas — tobbek kozott —
az Epi proColon 2.0 kit segitségevel. A kiinduldsi plazma mennyisége 4 ml-ig
novelhetd, és a DNS molekuldk megkotése magneses gyongyok segitségével torténik
mindkét késziilék esetén. Az automatakkal tortént DNS kivonast kdvetden az skDNS
koncentraci6 merése is beiktathatd a protokollba. Méréseink szerint a HP kézi
izolalashoz viszonyitva az automatdval magasabb szabad DNS mennyiséget tudtunk
Kinyerni a plazmamintakbdl. Fleischhacker és mtsai. két manualis (QlAamp DNA
Blood Mini Kit és NucleoSpin Plasma F Kit) és egy automata skDNS kinyerési modot
tesztelt tobbféle daganatos beteg plazmamintadin [237]. Vizsgalatuk soran a

MagnaPure™ LC (Roche Life Science) automata rendszert hasznaltak, és a kiindulasi
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plazma mennyisége 1 ml volt minden esetben. Az skDNS 6sszemennyiségét harom
target szekvencia (endogén retrovirus — ERV; GAPH gén; B-globin) alapjan valos ideji
PCR segitsegével kvantifikaltdk. Eredményeik azt mutattdk, hogy az automatikus
izolalassal nagyobb mennyiségii szabad DNS-t lehet kinyerni a manudlis modszerekhez
képest. Egy masik kutatocsoport a sejten Kivili magzati DNS volument elemezte kézi és
gépi DNS kinyerést koveten, és 40,7%-kal tobb DNS-t tudtak izolalni az automatéval,
mint manudlisan [238]. Annak ellenére azonban, hogy a DNS kivonasa hatékonyabb az
automata rendszerekkel, megfigyeléseink szerint befolyasoljak a metilaciés mintazatot.
A MethyLight PCR vizsgélatok eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt
markerek atlag metilacio szintje és gyakorisaga is a kézi izolalast kbvetéen mutatkozott
magasabbnak.

Az InviGenius fejlesztett valtozatat, az InviGenius PLUS-t egy oszlopos tisztitason
alapuld Zymo Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kittel (QcD) vetettiik dssze. Ebben az
0sszehasonlitasban a kezi izolalas adott magasabb szabad DNS mennyiseget, a HP
kithez viszonyitva azonban kisebb kihozatalt tapasztaltuk. A metilacios mintazatot
elemezve megallapitottuk, hogy az SDC2 és a PRIMAL gének nagyobb metilacios
szdzalekokat adtak a Zymo protokollal tortént DNS izolalast kovetéen adenoma és CRC
mintakban is, mig az SFRP1 esetében a manudlis és az automata izolalas esetén
egyarant hasonld értékeket kaptunk. Az SFRP2 gén mindkét mddszerrel alacsony
metilacios szintet mutatott. Eredményeink arra utalnak, hogy nem csak a manualis és
automata szabad DNS izolalasi mddszerek adnak eltér6 eredményeket a metilacio
mértékét tekintve, hanem a kiilonb6zé kézi izolalasi protokollok is befolyasoljak a

metilacids mintazat kimutatasanak hatékonysagat.

6.4. A metilacids panel hatékonysaganak dsszevetése egyéb nem invaziv
maodszerekkel

Munkank soran 6sszevetettiik az altalunk kialakitott, négy gént tartalmazd metilacids
panel érzékenységét és fajlagossagat egyéb, nem invaziv szlirdmarkerekkel. Elsdként 25
adenéma és 17 CRC plazmamintat magaban foglal6 mintacsoportban mértik meg a
CEA és CYFRA 21-1 szinteket. A CEA egy sejtfelszini glikoprotein, amely a fetéalis
colonban és a vastagbéldaganatban is kimutathatd, azonban egészséges felndttekben
nem [239]. Emelkedett értékét a vastagbélrak mellett hasnyalmirigy-, gyomor-, tiid6- €s

eml6daganatokban is megfigyelték [240]. Kisérletiink folyaman az adendma minték
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44%-4ban és a CRC mintak 71%-aban talaltunk a fiziol6gias szintnél magasabb CEA
szintet. Wang és mtsai. retrospektiv vizsgalatukban 310 vastagbélrakos péciens CEA
szintjét vizsgaltdk meg, és a betegek 54,84%-&ban (170/310) tapasztaltak kéros CEA
mennyiséget [241]. Tanulméanyukban a CEA szint mellett a cancer antigén 19-9 (CA19-
9) és a cancer antigén 242 (CA242) tumor markereket is elemezték. Utébbi két marker
kevesbe szenzitiv, mint a CEA, ezeért ezeket jorészt egyéb jelzdfaktorokkal kombinalva
hasznaljak. A 3 marker egyittesen a CRC mintak 71,61%-at jelezte, és megnovekedett
szintjuk pozitivan korrelalt a betegek életkoraval (p=0,006) és a tumor stadiumaval
(AJCC stadium, p=0,001). Azt is kimutattdk tovabba, hogy a fenti 3 marker magas
szérumszintje szignifikansan csokkenti a betegségmentes tulélési id6t (disease-free
survival — DFS). Vizsgalatunkban feltehetéen a rendelkezésiinkre all6 kis mintaszam
miatt nem talaltunk korrelaciot a CEA szintje €s kiilonbozd klinikopatologiai valtozok
kozott. A CEA mellett a CYFRA 21-1 szintet is megmeértiik az adenomas eés CRC
betegek mintaiban, és joval kisebb szenzitivitast kaptunk, mint a CEA esetén.
Minddsszesen az adendmas paciensek 8%-aban (2/25) és a CRC-s betegek 41%-aban
(7/17) tapasztaltunk CYFRA 21-1 szint ndvekedést. Ezt a markert els6dlegesen tiid6-,
hagyhdlyag- és fej-nyaki daganatok esetén hasznaljak markerként, de szintje CRC
esetén is megemelkedhet, azonban kisebb gyakorisaggal, mint a CEA [242]. Thomas és
mtsai. a CYFRA 21-1, a CEA és a cancer antigén 125 (CA125) szinteket elemezték
vastagbéldaganatos betegekben, és megallapitottak, hogy sem a CYFRA 21-1, sem a
CAL125 szintje nem valtozik szignifikansan az ép kontrollokhoz képest, és kombinalt
hasznalattal sem novelték a CEA marker érzékenységét [243]. Lathatd tehat, hogy az
elemezett két tumor marker kisebb érzékenységii a tumoros és az adendmas betegek
mintaiban egyarant, mint az altalunk 6sszeallitott epigenetikai markereket tartalmazé
panel. Tovabbi vizsgalataink sordn a mintaszam novelésével célunk dsszefliggéseket
talalni elsésorban a CEA marker szintje €s a kiilonboz6 klinikopatologiai jellemzok
kozott, valamint a metilaciés markerekkel kombinalva ezt tovabb fokozni a betegség

Kimutatasanak hatékonysagat.

Vizsgalataink soran a kereskedelmi forgalomban is kaphat6d vastagbélrak-specifikus,
folyadék biopsziab6l kimutathato SEPT9 metilacios marker érzékenységét is
Osszevetettlik a paneliinkkel. Az FDA-engedéllyel rendelkez6 Epi proColon 2.0 teszttel
a septin 9 gén metilacios statuszat lehet vizsgalni. A modszer biszulfit-konverzios

mddositason alapszik, amit egy duplex PCR kdvet (37. abra).
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CRC Septin9 Plazma SkDNS Biszulfit Duplex Adatok
szovet DNS frakcié izolalas konverzié, RT-PCR kiértékelése
plazmaban szeparalas DNS tisztitds

37. &bra. Az Epi proColon 2.0 teszt mitkodési elve. A tumor szovetében bekovetkezd
SEPT9 metilacié kimutathat6 a véraramba keriilé szabad DNS frakciobol. A plazmébél
torténd DNS izolalast és biszulfit-konverziot kovetden duplex valos ideji PCR
segitségével allapithatd6 meg egy minta SEPT9 pozitivitasa. Az abra forrésa:

www.epiprocolon.com, modositva.

Kiserletlink folyaman egészséges, adendmas és vastagbélrakos paciensektdl gyiijtottiink
plazmamintat, majd a szabad DNS elokészitését a duplex PCR-hez haromféle
madszerrel végeztiik. Az Epi proColon 2.0 kitben talalhatd Epi proColon Plasma Quick
Kitet manuélisan és az InviGenius automataval is alkalmaztuk. A kit a plazmabdl
torténd skDNS izolalashoz és biszulfit-konverziéhoz sziikséges reagenseket egyarant
tartalmazza. Viszonyitasi alapunk az eléz6ekben leghatékonyabbnak bizonyult High
Pure Viral Nucleic Acid Large Volume (HP) szabad DNS extrakcios mddszer volt. A
SEPT9 pozitivitds megallapitasa egységesen az Epi proColon 2.0 kit részeként
vasarolhatd Epi proColon Sensitive PCR Kittel tortént. A PCR soran ezzel
teljes biszulfit konvertdlt DNS allomany mennyiségét is megkapjuk. Az irodalmi
adatoknak megfeleléen az egészséges — adendma — karcinOma szekvencia soran
novekedé szabad DNS mennyiséget tapasztaltunk mind a harom izolalasi modszerrel
[98, 99, 244]. A legnagyobb skDNS koncentracidt a B-aktin merése alapjan a kézi Epi
proColon Plasma Quick Kittel kaptuk, az automata és a szilika-membran alapu oszlopos

HP izolalassal hasonlé mennyiségeket figyeltiink meg.

A SEPT9 metilacioés markert vizsgalva a manualis Epi proColon 2.0 kittel az egészséges
mintak 20%-a, az adendmak 60%-a €s a CRC mintak 95%-a bizonyult mSEPT9
pozitivnak. Az InviGenius automataval azonban nem talaltunk metilalt septin 9-et
mutaté adendma mintat, és a CRC-s plazmaknak is csak a felében tapasztaltunk

MSEPT9 pozitivitast. Megallapitottuk tovabba, hogy a HP kit nem alkalmas az Epi
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proColon teszt elétti el6készitésre, hiszen minden mintacsoportban az esetek felében
észleltink mMSEPT9 pozitivitdst. Az Epi proColon 2.0 kezi izolalassal kapott
eredményeink korrelalnak a szakirodalmban talalhatd korabbi adatokkal, amelyek
szerint a teszt érzékenysége CRC esetén 90% koriili, azonban adenéma stadiumokban
Kissé alacsonyabb [164, 166, 245]. Song €s mtsai. vizsgalatukban az adenémakat a
szovettani tipusuk, illetve a diszplazia foka szerint csoportositottdk [245], és
megallapitottdk, hogy a fogazott adendémak minddssze 27,8%-a, és a tubulovillozus
adenomék 53,7%-a mutatott metilalt SEPT9-et. Az enyhén diszplasztikus adend6mak
47%-ban, mig a sulyosan diszplasztikusak 62,5%-ban bizonyultak mSEPT9 pozitivnak.
Osszevetve a SEPT9 teszt Epi proColon 2.0 kézi kittel mutatott szenzitivitasat az
altalunk vizsgalt négy metilacios markerrel, megéllapithatjuk, hogy adendma mintak
esetén - a PRIMAL1 gén kivételével — markereink nagyobb érzékenységgel képesek
elkuloniteni az adendmas mintakat az egészségesektdl. Adendmas mintak esetén a négy
marker 6sszesitett szenzitivitdsa 89,2%-os, ami jelentGsen magasabb, mint a SEPT9
teszt adendma kimutatasi hatekonysaga mind az altalunk a SEPT9 teszt esetén kapott

60%-0s szenzitivitas, mind a korabbi irodalomi adatok alapjan.

A CRC-s mintdk esetében a 4 metilacios marker egylttes szenzitivitasa 91,5%-nak
adodott, ami a SEPT9 teszthez hasonl6 eredmény. Kutatocsoportunk korabbi
eredményei szerint az adendmas betegekbdl szarmazdé plazmak 30,8%-a, valamint a
vastagbélrdkos betegek plazmamintainak 88,2%-a (30/34) bizonyult mSEPT9
pozitivnak [167]. A tanulmanyban parositott biopszia mintaknak is elemezték a metilalt
SEPT9 szintjét, és azt talaltdk, hogy a plazmamintakkal ellentétben, szOvet esetén
adendma mintakban is kimutathat6 a SEPT9 fokozott metilacioja (100%). Vizsgalataink
soran szintén elemeztiik az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének metilacids
szintjét parositott szdveti mintakon is, MethyLight PCR modszerrel és in silico
analizissel egyarant. Eredményeink korrelalnak Toth és mtsai. megfigyeléseivel, amely
szerint szOveti mintakban a metilaci6 foka magasabb értékeket ér el, mint
plazmamintadkban. Ennek hatterében az allhat, hogy az elvaltozasokban bekovetkezd
fokozott DNS metilacio a szovetben koncentraltan van jelen, azonban mikor a metilalt
DNS molekulak kikeriilnek a véraramba, a nagy mennyiségii mas szovetekbdl szarmazo
“hattér’ DNS miatt felhigul a jelenlétiik. Tovabba a DNS-szélakat a vérben talalhato
DNaz enzimek is bontjak, igy a metilalt DNS szakaszok a véraramban joval Kisebb

mennyiségben talalhatok meg, mint magaban a szdvetben. Az altalunk Kkialakitott
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kétlépéses MethyLight PCR modszernek koszonhet6en azonban a metilalt szakaszok

célzottan és feldtsitva elemezhetdk, igy a metilaci6 mértéke pontosabban mérhet6 az

adott DNS fragmentumban. Az Epi proColon 2.0 teszt ezzel ellentétben egylépéses

PCR-rel miikodik, részben ennek koOszonhetd, hogy a metilalt SEPT9 génszakaszt

adendma mintakban alacsony hatékonysaggal képes csak kimutatni. Ezenkivil egy tobb

gént tartalmazdé biomarker panel a diagndézishoz és prognozishoz sziikséges

érzékenyehbb és specifikusabb informaciokat biztosithat, mint az individuélis markerek.

6.5. Legfontosabb Uj megallapitasok

SHO egér/HT-29 human kolorektalis adenokarcindma xenograft modellen
torténd vizsgalataim soran megallapitottam, hogy a tumorsejtekben taldlhato
human-eredetli szabad DNS bekeriil a véraramba, és mennyisége folyamatos

emelkedéssel a kisérlet 8. hetére a teljes SkDNS frakcio kozel 20%-at adja.

A szabad DNS degradaciojanak elemzesekor megfigyeltem, hogy a C57BL/6
egerekbe injektalt metilalt DNS-szakaszok lebomléasa lassabb a nem-metilalt
fragmentumokéhoz képest, igy hosszabb ideig mutathatok ki a periférias verben.
Tovabba, kisérleti eredményeim szerint a C38 tumorsejttel oltott allatokban a

vérben talalhaté DNS molekulak stabilabbak, mint az egészséges egerekben.

A human mintdkon végzett munkadm soran dsszeallitottam egy négy gént —
SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL — tartalmazd biomarker panelt, amely az
emelkedett metilaciés szintnek koszonhetéen magas szenzitivitassal ¢€s
specificitassal képes elklloniteni az adendma és vastagbélrakos plazmamintakat
az egészségesektol két-1épéses MethyLight PCR modszert alkalmazva.

A metilaciés mintazat valtozasardl tett megfigyeléseimet szdveti mintakon is
megerdsitettem a TCGA és a GEO adatbazisokbol letoltott metilacios array
adatok in silico elemzésével

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltam, hogy a metilaciés szint
emelkedése adendma és CRC mintakban befolyasolja a fehérjék kifejez6dését
és csokkent expressziot okoz mind a négy marker esetében.

Eredményeim alapjan a kiilonb6z6 szabad DNS izolalé modszerek és a vérvételi
gyljtécsovek tipusa is jelentésen befolyasoljak a kinyert DNS mennyiségét es

metilaciés mintazatat egyarant.
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- A létrehozott metilaciés biomarker panel egyéb non-invaziv sziirétesztekkel

Osszevetve is hatékony modszernek bizonyult mar a rdkmegel6z6 allapotok

diagnosztizélasara is.
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7. KOVETKEZTETESEK

PhD munkam sorén els6 lépésként a sejten Kivili DNS (skDNS) mennyiségi és mindségi
jellemzo6it elemeztem &llatmodellek segitségével. Megallapitottam, hogy az SHO egerekre
oltott human HT-29-eredetti tumorb6dl DNS molekulak szabadulnak ki, amelyek a teljes
szabad DNS frakcié megkozelitdleg 20%-at teszik ki. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban
tehat azt talaltam, hogy a tumor ndvekedése folyaman megemelkedett SkDNS szinthez az
egészséges és rakos sejtek egyarant hozzajarulnak. Az egészséges és C38 tumorral oltott
C57BL/6 egereken végzett szabad DNS stabilitdsara vonatkozo vizsgalataim azt mutatték,
hogy az in vitro metilalt huméan DNS fragmentumok lassabb degradacioval jellemezhet6ek,
hiszen PCR modszerrel az injektalast kovetd 24 oraval késébb is kimutathatok a verben,
ellentétben a nem-metilalt szakaszokkal. A tumorral oltott allatokban a DNS szakaszok
stabilabbnak mutatkoztak, mint az egeszseges egerekben, ami feltételezéseink szerint
részben a daganatos allatokban lecsokkent DNaz enzim aktivitasnak koszonhets. Az
allatkiserletek eredmeényeire alapozva a szabad DNS frakcié és a DNS metilacios mintazat
elemzését ceélzo vizsgalataimat human mintakon is folytattam. A human plazmamintakon
vegzett Kisérleteim szerint elmondhatd, hogy négy kivalasztott gén — SFRP1, SFRP2,
SDC2, PRIMAL — metilacios statusza alapjan az adenomas illetve CRC-s betegek magas
szenzitivitassal es specificitassal elkiilonithetéek az egészségesektol. A metilacids allapot
valtozasaval kapcsolatos megfigyeléseimet human szoveti mintadkon is bizonyitottam. Az
altalam hasznalt multiplex preamplifikacidt tartalmazd kétlépéses MethyLight PCR
modszernek koszonhetdéen az alacsony szabad DNS koncentracioji plazmamintakban is
azonositani tudtam a fokozott metilaciét mutaté géneket, valamint a metilacié foka is
mérhetévé valt. Szamos minta-elokészitési protokollt teszteltem, és megfigyeléseim szerint
az eltér6 modszereken alapuld skDNS izolalasi technikak a kinyert DNS mennyiségéen
kivil a metilacios statuszt is befolyasoljak. Végiil megallapitottam, hogy a 4 génbdl
Osszedllitott metilacios panel egyéb non-invaziv vastagbélrak sziir6 tesztekhez viszonyitva
is nagy érzékenységgel mutatja ki mar a rakmegel6zd allapotokat is. Osszefoglalva tehat,
munkam soran Kialakitottam egy DNS metilacios valtozason alapuld, vastagbél adenémat
és rakot is jelz6 modszert, ami a betegség jelenlétét a periférias vérbol is képes nagy
biztonsaggal kimutatni. Kutatasi eredményeim ezaltal lehetdséget adnak egy alternativ,
minimalisan invaziv diagnosztikai eljards kidolgozasahoz, amely a betegek szdmara

kevéssé megterheld, ezzel ndvelve a vizsgalaton torténé részvételi aranyt.
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8. OSSZEFOGLALAS

8.1. Magyar 6sszefoglal6
A vastagbélrakot (CRC) folyamatosan emelkedd incidencia és mortalitds jellemzi, aminek

részben a betegség késdi stadiumban torténd felismerese az oka. A vastagbélrak kialakulasa
soran a genetikai valtozadsok mellett szdmos epigenetikai mddosulds — beleértve a gének
azonositasa a daganatok diagnosztizdldsara is szolgalhat. A tumoros sejtekb6l a DNS
molekuldk kikertlhetnek a véraramba, igy a plazméban talalhat6 sejten kiviilli DNS (skDNS)
frakcid metilacios mintazatanak vizsgalata egyszerii és igéretes minimalisan invaziv
modszerré valhat a daganatok korai felismerésére. PhD munkam elsé lépéseként a szabad
DNS felszabadulédsédnak (temet és stabilitasat vizsgaltam allatmodellek hasznalataval.
Igazoltam, hogy az egerekre oltott human HT-29-eredetti tumor ndvekedésével parhuzamosan
a rakos szovetbdl folyamatosan DNS molekulak keriilnek a véraramba, amelyek a 8. hétre a
teljes szabad DNS frakcio kozel 20%-at adtak. Az skDNS stabilitdsara vonatkozo kisérletem
soran megfigyeltem, hogy a C57BL/6 egerekbe injektalt metilalt human DNS szélak
stabilabbak, mint a nem-metilalt DNS molekulak, hiszen a kezelést kovetéen 24 6ra mulva is
detektalhatdéak voltak. Megallapitottam tovabba, hogy a C38 kolorektalis adenokarcinéma
sejtekkel oltott allatokban a DNS tovabb mutathatd ki a vérben az egészséges allatokhoz
képest. A fenti eredményekre alapozva célul tiiztem ki egy epigenetikai marker panel
Osszeallitasat, ami a daganat kialakulasa soran az egészségest6l eltér6 DNS metilacios
mintazatot mutatd géneket tartalmaz. Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL génekrol
megallapitottam, hogy metilacidjuk fokozodik mar adendéma stadiumban is, €s ez a szoveti
mintak mellett a plazmékban is kimutathaté az altalunk kialakitott multiplex preamplifikaciot
tartalmazé két-lépéses MethyLight PCR mddszerrel.  Immunhisztokémai elemzésekkel
bizonyitottam, hogy a megnovekedett metilacios szint a fehérjék expresszidjanak
csokkenésevel parosul mind a négy marker esetében. Szamos skDNS izolalasi mddszert
Osszevetd Kisérleti eredményem szerint a kiilonb6z6 minta-elokészitési technikak az SkDNS
mennyisége mellett a metilaciés mintazatra is hatassal vannak. Végul 6sszehasonlitottam a
metilacios panel érzékenységét egyéb non-invaziv szlir6tesztekével, és vizsgalatom alapjan
elmondhat6, hogy a kialakitott panel egyéb szlirési modszerekhez viszonyitva is nagy
bizonyossaggal jelzi mar a rakot megelézé elvaltozasokat is. Osszefoglalasként elmondhatd,
hogy kutatdsom eredmenyei hozzajarulhatnak a vastagbélrakos és adendmas esetek mieldbbi

felismeréséhez a betegeket kevéssé terheld, folyadék biopszia-alapd mintavétel segitségével.
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8.2. Angol 6sszefoglalo

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, | have investigated the rate of cfDNA's release and
defined the stability of methylated and non-methylated DNA fragments using animal
models. | 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 8" week. During my experiments analyzing the stability of
cfDNA, | 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 |
aimed to compile an epigenetic marker panel, which contains genes with altered DNA
methylation pattern in the healthy - colorectal adenoma - cancer sequence. | 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. | 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, |
have compared the sensitivity of our methylation panel with other screening tests, and |
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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