A vastagbéldaganatok kialakulasaban szerepet jatszo
DNS metilacios eltéresek vizsgalata
a sejten kivuli DNS frakcioban

Doktori tézisek

Molnar Barbara Kinga

Semmelweis Egyetem
Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
, EGYETEM

Témavezeto: Dr. Molnar Béla, az MTA doktora, tudomanyos tanacsadd

Hivatalos biralok: Dr. VVasarhelyi Barna, az MTA doktora, egyetemi tanar
Dr. Petak Istvan, Ph.D., tudomanyos igazgaté

Szigorlati bizottsag elnéke: ~ Dr. Toth Sara, Ph.D., habil. egyetemi docens
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Sebestyén Anna, Ph.D., tudoméanyos
fomunkatars
Dr. Toth Erika, Ph.D., osztalyvezet6 féorvos

Budapest
2018



1. BEVEZETES

A daganatos megbetegedések a leggyakoribb halalt okozd betegségek kozé tartoznak
vilagszerte. A vastagbélrdkot (CRC) folyamatosan emelked6 incidencia és halalozasi arany
jellemzi: a masodik leggyakoribb daganattipus Europaban az emlédaganatok utan 447.000
Ujonnan felfedezett esettel évente, illetve mortalitas szempontjabdl nézve is a masodik helyet
foglalja el a tiidé tumorokat kdvetve. Hazankban az évente Gjonnan regisztralt betegek szama
9000 korul mozog, és a CRC mintegy 6000 halalesetet okoz.

A vastagbélrdk kialakulasat az egészséges vastagbél nyalkahartya sejtjeiben bekovetkezd
karcinogének okozta, vagy Orokletes genetikai és epigenetikai valtozasok indukaljak. Az
epigenetikai mddosulasok kozil az egyik legjelentésebb a DNS citozin bazisat érintd
metilacio. A folyamat soran a citozin 5. szénatomjara metil-csoport keriil, elsésorban a gének
promoter régidiban talalhato citozin-guanin dinukleotid (CpG) helyeken. A promoterekben
torténd fokozott metilacio a transzkripcid csokkenését, vagy teljes gatlasat okozza. A metil-
csoport bizonyos transzkripcios faktorok kotodését fizikailag is gatolja, emellett pedig olyan
metil-CpG kot fehérjék kapcsolodhatnak hozza, amelyek tovabbi faktorokat toborozva a
kromatin struktira megvaltozasat, és ezaltal a gén inaktivalodasat idézik el6. A DNS-
metilacidos mintazat az életkor elérehaladasaval folyamatosan valtozik, amelyet kor-fliggd
(age-related) A-tipusu metilaciénak neveziink. A réakos elvaltozasok esetén azonban talalunk
olyan géneket, amelyek kifejezetten daganat-specifikus metilaciés mintdzatot mutatnak,
amellett, hogy genomszintii globalis hipometilacio torténik. Utdbbi esetben rak-fiiggd
(cancer-related) C-tipust metilaciordl beszélhetiink, ami tobbek kozott a CIMP+ fenotipusu
daganatokban fordul eld.

A tumor szovetébdl a nukleinsavak bekeriilhetnek a véraramba, igy a kiilonboz6 genetikai és
epigenetikai modosulasok, tobbek kozott a DNS metilacios mintazata is vizsgalhaté a
plazmaban taldlhatd sejten kivili DNS (skDNS) frakcioban, amely egyszerii és igéretes
minimalisan invaziv modszerré valhat a daganatok diagnosztizalasara. A CRC Kkorai
felismerése nagyban novelheti a paciensek tulélési esélyeit, ezért Iényeges a szlirdmodszerek
folyamatos fejlesztése. Az eszkdzos vizsgalatok kozil a kolonoszkdpia a legelfogadottabb és
leghatékonyabb, Un. gold standard CRC szlirési médszer. A folyamat azonban koltséges, a
betegek szamara megterheld és a szovddmeények kialakuldsanak ardnya is viszonylag magas,
ezért a paciensek részvételi ardnya alacsony. Emiatt egyre népszeriibbé és elérhetdbbé valnak
a betegeket kiméld, nem invaziv (pl. gFOBT, FIT teszt), vagy minimalisan invaziv

szirdmodszerek. Az utobbi csoportba tartoznak a vér-alapu szlirési technikak, amelyek



kiilonboz6 biomarkerek azonositasat tiizték ki célul a szabad nukleinsav - tobbek kodzott az
skDNS - frakcidban.

A szabad DNS eredetére vonatkozdan tobb elmélet is Iétezik, amelyek szerint alapvetden két
f6 utvonalon keriilhet a DNS daganat esetén a véraramba: a sejt halalanak bekdvetkezése utan
apoptdzissal vagy nekrozissal, illetve az €16 egészséges és tumoros sejtek altal aktivan
Kibocsatva. A legvaldsziniibb azonban, hogy ezek a folyamatok egyiittesen zajlanak le a
szervezetben. Az skDNS koncentracioja rosszindulati daganatos betegekben magasabb, mint
az egészségesekben vagy joindulatu tumorok esetén. Azonban az skDNS mennyiségének
emelkedése 6nalléan nem hasznalhat6 a daganatok biomarkereként, hiszen fokozott szabad
DNS mennyiség nemcsak betegség, hanem példaul erételjes fizikai aktivitas vagy a terhesség
elsé trimesztere soran is megfigyelhet6. Ezért szilkséges az adott tumorra specifikus
jellemzoket vizsgalni a szabad DNS frakcioban, Ugymint a szomatikus mutaciok, a
rendellenes mikroszatellita mintazatok, vagy az epigenetikai valtozasok, mint a tumor-
specifikus DNS metilacios mintazat. A szakirodalomban ismertek olyan gének, amelyek
fokozott metilaciot mutatnak vastagbelrdkban, és ez a valtozas plazma mintakban is
kimutathato. Az egyik legismertebb vastagbélrak-specifikus epigenetikai marker a septin 9
(SEPT9). A gén megvaltozott metilacios statuszat clemz6 modszer a kereskedelmi
forgalomban 1év6, Epigenomics cég altal fejlesztett Epi proColon 2.0 néven kaphat6d
minimalisan invaziv vastagbélrak szlir6 tesztté ndtte ki magat. A teszt 68-72%-0s szenzitivitas
és 89-93%-os specificitas értékekkel képes a CRC kimutatasara, azonban elsésorban az
elorehaladott stadiumok felismerésében megbizhatd, adendéma ¢és korai CRC esetén
alacsonyabb az érzékenysége. Ezért sziikségessé valtak ujabb és megbizhatébb, metilacios

mintazat valtozason alapulé biomarkerek azonositasa a szabad DNS frakcioban.



2. CELKITUZESEK

Ph.D. munkam soran a kovetkez6 céljaim voltak:

1.

A sejten kiviili szabad DNS (skDNS) felszabadulasanak vizsgalata SHO egér/HT-29
kolorektalis adenokarcindma sejtvonal xenograft modell alkalmazésaval.

Az skDNS stabilitasdnak meghatarozasa mestersegesen létrehozott €s egészséges,
valamint tumoros C57BL/6 egerek véraramaba juttatott metilalt és nem-metilalt DNS

=7z =7

Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL el6zetesen kivalasztott DNS metilacios
markerek vizsgalata egészseges, adendmas és vastagbélrakos betegek vastagbel

szOvet- es plazmamintaiban.

A négy vizsgalt marker DNS metilacios mintazatanak in silico validacioja

bioinformatikai modszerekkel fliggetlen szoveti mintakon.

A DNS metilacids valtozas fehérje expressziora gyakorolt hatasanak elemzése a

kolorektalis adendma — karcindma szekvencia soran.

Kiilonboz6 vérvételi gyiijtécsovek és skDNS izolalasi modszerek hatdsanak vizsgalata

az izolalt szabad DNS mennyiségére és a 4 célgén DNS metilacios mintazatara.

A kereskedelmi forgalomban kaphatd, SEPT9 gén DNS metilacios szintjén alapuld
Epi proColon 2.0 teszt érzékenységének osszevetése az altalunk 6sszeallitott

biomarker panellel.



3. MODSZEREK

Kisérleteink folyaman allatmodellekkel, valamint humén vastagbél szovet- és
plazmamintakkal dolgoztunk. Az egérkiserletek soran, a sejten kivili DNS felszabadulésat és
degradéciojat 8-8 egér segitségéevel tanulmanyoztuk. A human mintédk elemzésekor 6sszesen
193 egészséges vagy tumor melletti ép szdvet (NAT), 191 adendéméas (AD) és 254
vastagbélrdkos (CRC) péaciens szbovet- vagy plazmamintdjat vizsgaltuk kiilonboz6

mabdszerekkel.
3.1. Szabad DNS vizsgalata allatmodellek hasznalataval

3.1.1. Sejten kivili DNS felszabadulasédnak elemzése

Munkank soran el6szor az SkDNS eredetének elemzését, valamint a felszabadulasi ttemének
és sebességének nyomon kovetését végeztik. A 8 heten keresztill tartd allatkisérletet SHO
egér/HT-29 human kolorektélis adenokarcinoma sejtvonal xenograft modell segitségével
valositottuk meg. Az egerektdl heti egy alkalommal vettiink vért, majd plazmat szeparaltunk
és izolaltuk a szabad DNS frakciot. Ezutan bioinformatikai Gton kivalasztott, és el6zetes
kisérletekkel ellendrzott egér €s human gének kdpiaszamat vizsgalva kdvetkeztettink az
allatok vérében megjelené human DNS mennyiségére, amelynek novekedését mértiik az id6
elteltével. Ehhez valds idejii polimeraz lancreakciot (RT-PCR) alkalmaztunk. A mintak
mellett egy 7 tagbdl allé kalibracios higitasi sort is készitettlink, amihez viszonyitva tudtunk
kovetkeztetni az egér/human DNS ardnyara, e€s megallapithattuk a kisérleti modelliink
érzékenységet. Eredményeink segitsegével meghataroztuk a human tumorsejtekb61 az egerek
keringési rendszerébe keriil6 skDNS frakcid aranyat, ezaltal mérhettik a felszabadulas

utemét.
3.1.2. Sejten Kivuli DNS degradéaciéjanak vizsgalata

Kisérletiink soran mesterségesen létrehozott, majd négy egészséges és négy C38 egér
kolorektalis adenokarcindma tumorsejtekkel oltott C57BL/6 egerek véraramaba juttatott DNS
fragmentumokkal végeztiik. A kezeléshez sziikséges DNS szakaszok eléallitasahoz human
HT-29 sejtvonalbdél DNS-t izoldltunk, majd PCR mddszerrel felszaporitottuk a human
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH) gén korilbelil 3000 bazispar méretii
szakaszat. A tisztitott PCR terméket 2 db egészséges és 2 db tumoros egérnek el6zetesen

metilalt formadban, mig a masik csoportba tartoz6 egereknek nem-metilalt formaban



injektaltuk. A 8 db egért6l 5 alkalommal vettink vért, kdzvetlen a kezelés el6tt, majd a
kezelés utan 1, 3, 6 és 24 oOraval. A plazma frakcio szeparaldsa utan szabad DNS-t izolaltunk,
majd a DNS mintakra 19 specifikus, egyenletesen elhelyezked és egymassal atfed6 PCR primer-
part (probat) hasznaltunk a 3000bp méretii bejuttatott human DNS szakasz kimutatasara. A valos
idejii PCR-t kovetéen az eredményként kapott Ct-értékekb6l kdvetkeztettiink a degradécio
mértékére, és Osszehasonlithattuk az egészséges és tumoros, illetve a metilalt/nem-metilalt

PCR termékek bomlasanak litemét.

3.2. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL gének DNS metilaciojanak vizsgélata

human mintakban

Az allatkisérletek elvégzese utan a DNS metilaciés mintazat, majd a szabad DNS frakcid
elemzését célzé vizsgalatokat human mintdkon is folytattuk. Négy Kkivalasztott marker
(SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL1) DNS metilaciés mintazatat elemeztik, 6sszesen 166
beteg szovet- és plazmamintéit felhasznalva. A gének kivalasztasa kutatocsoportunk korabbi

vizsgalatai illetve irodalmi adatok alapjan tortént.

3.2.1. A négy kivalasztott gén DNS metilacidjanak elemzése friss-fagyasztott szoveti
mintakban

Az SFRP1, az SFRP2 és a PRIMAL gének DNS metilaciojanak vizsgalatara kutatécsoportunk
korabbi piroszekvenalasi eredményei szolgaltak alapul. Egy tovabbi marker, az SDC2
irodalmi adatok alapjan kerilt kivalasztasra. Annak érdekében, hogy az SDC2 metilacidjanak
valtozasat Kkisérletes eredmenyekkel is igazoljuk szoveti mintakban, piroszekvenalast
alkalmaztunk GS Junior rendszeren 454 technoldgia (Roche Applied Science, Németorszag)
hasznalataval. A vizsgalathoz 15 NAT, 15 adenoma és 15 CRC friss-fagyasztott szoveti
mintat gylijtottiink. A makrodisszekalt mintakbol torténé DNS izolalast és biszulfit konverzidt
az EZ DNA Methylation Direct Kit (Zymo Research, USA) segitsegével hajtottuk végre.
Biszulfit-specifikus PCR utan piroszekvenaltuk a mintakat, majd a 4 vizsgalt génhez tartozé
44 CpG pozicio metilacios statuszat hataroztuk meg a promoter régiokban. A késébbiekben

ugyanezeket a szakaszokat elemeztiik egyéb modszerekkel szdvet és plazma mintakon.

3.2.2. A 4 vizsgalt gén metilacios mintazatanak in silico verifikaciéja flggetlen szdveti
mintakon

Kutatdcsoportunk altal publikalt, hipermetilalt DNS szakaszok tisztitasan alapulé (Methyl
capture — MetCap) szekvenalasi mddszerrel kapott 6 NAT, 15 AD és 9 CRC biopszia minta



metilacids eredményeit in silico elemeztik. Azokat az eltéréen metilalt régidkat (differentially
methylated region — DMR) vizsgaltuk, amelyek atfednek a piroszekvenalassal tanulményozott
szakaszokkal, majd a késObbickben MethyLight PCR-rel is elemezett 4 génhez (SFRPL1,
SFRP2, SDC2 és PRIMAL) tartoz6 DNS régiokkal. Meghataroztuk a vizsgalt DMR-ek
metilaciés fokat, azaz B-értékét, majd kiszamoltuk a Ap-értékeket, amelyek a mintacsoportok

kdzotti atlag metilacios kulonbségeket jelentik.

A kivélasztott négy gen metilacios statuszat a teljes promoter szakaszon is elemeztik a
Rakgenom Atlasz (The Cancer Genome Atlas — TCGA) és az NCBI Gene Expression
Omnibus (GEO - GSE48684) adatbazisokbdl letoltétt metilacios eredmények hasznalataval.
Osszesen 99 CpG hely metilacids statuszat, azaz p-értékét hataroztuk meg, majd szintén

kiszdmoltuk a Ap-értékeket.

3.2.3. A DNS metilacios valtozas fehérje expressziora gyakorolt hatasanak elemzese

Annak éerdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a DNS metilacio befolyésolja-e a kivalasztott
négy gen fehérje termékeinek kifejezédését, immunhisztokémiai elemzéseket végeztiink 11
egészséges, 11 AD és 10 CRC formalin-fixalt paraffinba 4gyazott mintan. A deparaffinalast
és rehidratalast kovetéen mikrohullamu antigén feltarast végeztiink Tris-EDTA pufferben (pH
9.0). Az immunhisztokémiai jelolést kovetden a targylemezeket Pannoramic 250 Flash 11
digitalis szkennerrel archivaltuk (3DHISTECH Kft.), majd a metszeteket Pannoramic Viewer
(3DHISTECH Kift.) szoftver segitsegével szemi-kvantitativ médon értékeltiik Quick-score (Q)

mddszert hasznalva.

3.2.4. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének DNS metilaciéjanak vizsgalata human
szovet- és plazmamintakban MethyLight PCR mddszerrel

A MethyLight modszerrel torténé metilacios szint meghatarozasara 37 egészséges, 37
adendmas és 47 CRC-s betegtdl gylijtottiink plazma mintat, valamint 32 betegtél parositott
biopszia mintakat is elemeztiink. A szovetekbdl a High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche Applied Science) segitségével izolaltunk DNS-t, plazma mintak esetében a High Pure
Viral Nucleic Acid Large Volume Kitet (Roche Applied Science) alkalmaztuk a szabad DNS
kinyerésére. Biszulfit konverziot kovetden egy multiplex preamplifikacios lépést végeztiink el
biszulfit-specifikus primerekkel, amely soran a kivalasztott szakaszokat metilacios allapottdl
fuggetlenil sokszoroztuk fel. Ezutdn MethyLight PCR mddszerrel mutattuk ki a biszulfit
konverzio utan bekovetkezett metilaciotol fiiggd szekvencia kiilonbségeket metilacio-

specifikus primereket hasznalva. A mintak metilacidjanak meghatarozasa a metilalt és nem-



metilalt DNS-t tartalmaz6 kontrollok attérési pontja (Ct-érték) alapjan szamolt egyenlet
szerint tortént. Azokat a mintékat tekintettik metilaltnak, amelyek Ct-értéke a 0%-ban és
100%-ban metilalt standard mintak Ct-értéke kdzott helyezkedett el.

3.2.5. Kiilonb6zo vérvételi gyiijtécsovek és skDNS izolalasi modszerek hatasanak
vizsgélata az izolalt skDNS mennyiségére és a 4 elemzett gén metilaciés mintazatara

Kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy a kiillonboz6 vérvételi gytijtécsovek €és skDNS
izolalasi médszerek milyen hatassal vannak az izolalt skDNS mennyiségére és a 4 kivalasztott
gén metilaciés mintazatara. Osszesen 139 vérmintat elemeztiink, 5 adenéma és 5 CRC
vérmintat Cell-Free DNA BCT® (Streck, Németorszag) gyljtécsébe vettiink le, a tobbi
vérmintat standard K3EDTA csévekbe gytijtottiink. A Streck csdveket azért fejlesztették ki,
hogy noveljék a szabad DNS stabilitdsat a vérvételi idoponttdl a centrifugélasig eltelt,
megndvekedett id6tartam esetén is. A plazmak szeparalasa utdn a szabad DNS frakcio
kinyerése 3 kiilonboz6 kézi [High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (Roche Applied
Science); Epi proColon 2.0 Kit (Epigenomics AG); Quick-cfDNA™ Serum & Plasma Kit
(Zymo Research)] és 2 automata [InviGenius, InviGenius PLUS (STRATEC Biomedical
AG)] modszerekkel tortént. Biszulfit konverziot kovetden a metilacios szint meghatarozasa az

elé6z6ekben emlitett MethyLight PCR moédszerrel valosult meg.

3.2.6. Az Epi proColon 2.0 teszt erzékenységenek Osszevetése az altalunk osszeallitott
biomarker panellel

Vizsgalataink folyaman 10 egészséges, 10 adendmas és 20 CRC-s beteg vérmintait gytjtottikk
0ssze K3EDTA vérvételi csovekben. A plazma elvalasztasa utdna harom kiilonb6zo
maodszerrel izolaltunk szabad DNS-t: High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kittel, Epi
proColon 2.0 manualis médszerrel és az InviGenius automataval. A SEPT9 gén metilacios
allapotat az Epi proColon Sensitive PCR Kit (Epigenomics AG) segitségével mertik. A PCR
soran a metilacio mértékére a Ct-értékekbdl kovetkeztettink kalibracios gorbe segitségével,
amelyhez biszulfit konvertalt metilalt kontroll DNS-t alkalmaztunk. A PCR elvégzése utan
meghataroztuk a szenzitivitds és specificitds értékeket, majd Osszevetettik az
eredményeinkkel, amelyben az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1l metilacidjat

vizsgaltuk egészséges, adenomas és CRC betegektdl szarmazo plazmamintakban.



4. EREDMENYEK

4.1. Szabad DNS vizsgalata allatmodellek hasznalataval

4.1.1. A szabad DNS felszabaduldsanak elemzése

A szabad DNS tumorszovetbdl torténd felszabadulasanak titemét egér/human xenograft
modell segitsegével vizsgaltuk, és a hasznalt modszer érzékenységét egy 7 taghdl allo higitési
sor segitségével hatéroztuk meg. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a modszer
olyan érzékenységii, hogy nagy biztonsaggal képes kimutatni 0,1%-0s human DNS tartalmat
az egér plazmamintakbdél. A kalibraciés pontokra illesztett egyenesek egyenletével
meghataroztuk a huméan DNS tartalmat, amelyet minden mintara atlagoltunk. A HT-29 sejtek
egerekre torténd oltdsa utan a human skDNS tartalom az els6 2 hétben a kimutathat6sagi hatar
alatt volt, a 3. hét végere viszont elérte a 0,1%-os aranyt. A kdvetkez6 napokban folyamatos
emelkedeést tapasztaltunk, az 56. napra a human DNS aranya elérte a 18,26%-ot, ami azt
jelenti, hogy a véraramban talalhaté skDNS kozel 1/5-e a human daganatsejtekbdl szarmazott.

4.1.2. A sejten Kivuli DNS lebomlasanak vizsgéalata

Az egerek véraramaba injektalt nem-metilalt és metilalt DNS szakaszok lebomlasi sebessége
eltért. Egészséges egerekbdl szarmazo mintakban a bejuttatott human nem-metilalt DNS
szakaszok 1 ora elteltével nagy koncentracioban voltak kimutathatok. A 3 6ras mintakban
nagyfoku degradéciét figyeltink meg, ami a 6 6ras mintdkban tovabb fokozddott, a 24 oOrés
mintaknal pedig mar olyan mértékii volt, hogy a kimutathatdsagi hatar ala csokkent a
fragmentumok jelenléte. A mesterségesen metilalt DNS minta sokkal stabilabbnak
mutatkozott, mivel a 3 és 6 6ras mintakbol is viszonylag nagy mennyiségben kimutattuk a
human amplikont. Tovabba, a 3000bp-os molekula bizonyos fragmentumai még 24 ora
elteltével is detektalhatoak voltak. Osszehasonlitva a tumoros és egészséges egerekbol
szarmazd mintakat megfigyeltiik, hogy a daganatos allatokba injektalt nem-metilalt amplikon
a kezelés utan 6 oraval jelen volt a véraramban, a metilalt fragmentum pedig 24 ora elteltével

is nagyobb mennyiségben kimutathat6 volt, mint az egészséges allatokban.

4.2. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének DNS metilacidéjanak vizsgalata

human mintakban

4.2.1. Piroszekvenalasi adatok kiértékelése



A négy elemzett gén (SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAL) promdter régiojaban 44 CpG helyet
valasztottunk ki, amelyeknek megallapitottuk a DNS metilacios szintjét a piroszekvenalast
kovetéen. Az SFRP1 esetében 10-b6l 9, az SDC2-ben 18-bdl 17, az SFRP2 és PRIMAL
esetében pedig az 6sszes CpG pozicio szignifikansan magasabb metilacids szintet mutatott a
CRC-s mintakban az egészségeshez képest (p<0,05). A CpG poziciok tébbsége mar adendéma
mintakban is fokozott metilaciét mutatott.

4.2.2. A 4 kivélasztott gén DNS metilaciés mintazatanak in silico vizsgalata

A 4 gén metilacios allapotat in silico elemeztilk kutatcsoportunk altal publikalt methyl
capture szekvenalassal kapott metilaciés adatain. Az SFRP1 és az SDC2 promdterekben
vizsgalt DMR-ek szignifikansan magasabb metilaciét mutattak mind az adenéma (SFRP1
AB=0,60; SDC2 Ap=0,65 és 0,50), mind a vastagbélrdkos (SFRP1 Ap=0,49; SDC2 Ap=0,59
és 0,37) biopszidkban a NAT-hoz kepest (p<0.01). Fokozott metilaciot talaltunk a PRIMAL
promoterében is adendomakban a NAT mintakhoz képest (Ap=0,29 és 0,43) (p<0,01). A CRC-
s betegektdl szdrmazd biopszidkban is emelkedett metilacidt tapasztaltunk a kontrollokhoz
viszonyitva (AP=0,07 és 0,18). Mérsekelten magas metilaciét talaltunk az SFRP2 gén
esetében AD és CRC mintakban egyarant, es adendmakban szignifikans is volt az eltérés a
NAT mintakhoz képest (Ap=0,29 és 0,07) (p<0,05). A 4 gén teljes promdter régidjanak DNS
metilaciojat is megvizsgaltuk a TCGA, illetve GEO adatbazisban talalhatd metilaciés array
adatokat felhasznalva. Mindkét adatbazis szerint a 99 vizsgalt CpG pozicio tdbbsége
emelkedett metilaciét jelzett mind az adendma, mind a CRC mintdkban a kontrollokhoz
viszonyitva.

4.2.3. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1 gének promdter metilaciojanak hatasa a
fehérjék expresszidjara

Az SFRP1 esetében csokkent (+2 és +1) fehérje expressziot tapasztaltunk mind a ham, mind a
stromalis sejtekben adendma (XQ-score: 237,22 + 51,96) és CRC (XQ-score: 199,16 + 54,71)
mintakban egyarant, szignifikans eltérést az egészséges és CRC mintak kodzott talaltunk
(p<0,001). Er6s (+3) citoplazmatikus SFRP2 kifejez0dést figyeltiink meg az egészséges
felszini hamban, ezzel ellentétben, az adendmakban és a rakos mintakban alacsonyabb (+1 és
0) SFRP2 fehérje szintet detektaltunk (XQ-scores: AD: 253,34 + 43,01; CRC: 228,75 *
40,86). Az egészséges ham és stroma rétegben az SDC2 fehérje mersékelt (+2)
citoplazmatikus és magfestédést mutatott (XQ-score: 281,42 + 44,13). Szignifikansan
(p<0,001) alacsonyabb (+2 and +1) fehérje kifejez6dést figyeltink meg az adenoma (XQ-
score: 202,00 £ 30,84) és rékos (XQ-score: 198,34 + 53,14) mintacsoportokban egyarant. Erds
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(+3) citoplazmatikus PRIMAL expressziot detektaltunk a normélis vastagbél mintdkban (ZQ-
score: 416 + 32,86), és szignifikansan alacsonyabb (p<0,05) kifejez6dést lattunk az adendma
(2Q-score: 305 + 33,91) és a tumoros (XQ-score: 281,66 + 64,93) szOvetekben is.

4.2.4. Az SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMA1L gének DNS metilaci6janak vizsgalata human
szbvet- és plazmamintakban

Az elemzett 4 gén promotereinek atlag metilacidja adendma szdveti mintakban 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-s biopszidkban tovabb emelkedtek, az egészséges mintdkban azonban
szignifikdnsan alacsonyabb metilacios értékeket taldltunk (p<0,05). A pérositott
plazmamintadkban a szdveti mintdkban mérthez hasonld tendenciat figyeltink meg. A 121
plazma elemzése soran megallapitottuk, hogy a metilacié gyakorisdga mind a négy marker
esetében szignifikdnsan magasabb volt az elvaltozasokban az egészséges mintakban
tapasztaltakhoz viszonyitva (p<0,0002; minden esetben). Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a
PRIMA1 promoterek metilacidjat 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 adenémak 89,2%-aban (33/37),
83,8%-aban (31/37), 81,1%-aban (30/37), és 70,3%-aban (26/37) figyeltik meg. A metilacio
szintjének elemzesekor folyamatos emelkedést figyeltiink meg az egészséges — vastagbél
adenoma — karcinbma szekvencia soran. A kontroll mintakban az atlag metilacio aranya 1%
alatti volt mind a négy marker esetében. Adendmakban a legmagasabb metilacios szintet a
PRIMA1 gén promoterében talaltunk (4,73 £ 6,41%), a rakos mintakban pedig az SFRP1, az
SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL1 gének metilacioja 21,77 + 33,32%-osnak; 6,82 + 17,1%-
osnak; 12,06 £ 24,37%-osnak és 13,66 + 25,14%-osnak adddott. A 4 marker szenzitivitas és
specificitas értékeinek megallapitdsa Receiver Operating Characteristic (ROC) elemzéssel
tortent. Megallapitottuk, hogy a markerek magas érzékenységgel és specifikusan képesek
elkiiloniteni a rakos mintakat az egészségesektdl (91,5%-0s szenzitivitas, 97,3%-0s
specificitds). Az adenéma mintak szintén nagy hatasfokkal megkiilonboztethetok a
kontrolloktol a 4 tanulmanyozott marker segitségével (89,2%-0s szenzitivitas, 86,5%-0s
specificitas).

4.2.5. Kiilonb6zo vérvételi gyiijtocsovek és SkDNS izolalasi modszerek hatasanak

elemzése a metilacios mintazatra

A kiilonboz6 vérvételi csovek (Streck es K3EDTA) hasznélata utan megfigyeltiik, hogy a
szabad DNS mennyiség tekintetében nincs lenyegi kiilonbség a két gytjtési mod kozott sem

adendma sem CRC mintakban (p=0,86). 4 gén metilaciojanak szintje viszont a CRC
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mintakban magasabb volt a standard K3EDTA csovek alkalmazésa soran. A kuldonbség az
SFRP1 és az SDC2 markereknél szignifikdnsnak mutatkozott (p<0,05). Az izolalasi
mddszerek vizsgalatakor megéallapitottuk, hogy az izolalt szabad DNS szintjét befolyasolja
DNS kinyerés modja. Az InviGenius miiszerrel magasabb, azonban az InviGenius PLUS
hasznalata utan alacsonyabb mennyiségeket detektaltunk a kézi izolaldsokhoz képest. A
metil&cio tekintetében minden esetben magasabb metil4cios szintet tapasztaltunk a manualis

DNS kinyerés utan az adendma és CRC mintakban is az automatakhoz viszonyitva.

4.2.6. Az Epi proColon 2.0 teszt érzékenységének osszevetése az altalunk dsszeéllitott
biomarker panellel

A SEPTO9 pozitivitasra az RT-PCR soran kapott Ct-értékekbdl kovetkeztettiink. Az egészséges
minték esetén az Epi proColon és InviGenius izolalas utan 10-bdl 2-2 minta jelzett SEPT9
metilaciot. Az automata izolalassal egy adendoma minta sem mutatkozott metilaltnak, az Epi
proColon kitet hasznalva pedig a 10-b61 6 AD mintaban talaltunk metilalt SEPT9-et. A CRC-s
betegekbdl szarmazd plazmamintakat vizsgdlva megallapitottuk, hogy az Epi proColon
manualis izolalassal a betegek 95%-a kiszlirheté, a masik modszerrel azonban a rakos
mintaknak csupan a fele detektalhato. A SEPT9 tesztet az altalunk vizsgalt génekkel
0sszehasonlitva megallapitottuk, hogy adenoma mintdkban mind a 4 marker esetében
magasabb szenzitivitas értékeket kaptunk (80% felett), mig a vastagbélrakos mintak esetén az
Epi proColon tesztéhez hasonlo érzékenységet 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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5. KOVETKEZTETESEK

Ph.D. munkam soran elsé 1épésként a sejten kiviili DNS (skDNS) mennyiségi és mindségi
jellemzoéit elemeztem allatmodellek segitségével. Megallapitottam, hogy az SHO egerekre
oltott human HT-29-eredetii tumorb6l DNS molekulak szabadulnak ki, amelyek a teljes
szabad DNS frakcid6 megkozelitbleg 20%-at teszik ki. Az irodalmi adatokkal ¢sszhangban
tehat azt talaltam, hogy a tumor novekedése folyaman megemelkedett skDNS szinthez az
egészséges és rakos sejtek egyarant hozzajarulnak. Az egészséges és C38 tumorral oltott
C57BL/6 egereken végzett szabad DNS stabilitdsara vonatkozd vizsgalataim azt mutattak,
hogy az in vitro metilalt human DNS fragmentumok lassabb degradacioval jellemezhetdek,
hiszen PCR modszerrel az injektalast kovetd 24 oraval késobb is kimutathatok a vérben,
ellentétben a nem-metilalt szakaszokkal. A tumorral oltott allatokban a DNS szakaszok
stabilabbnak mutatkoztak, mint az egészseges egerekben, ami feltételezéseink szerint részben
a daganatos allatokban lecsokkent DNaz enzim aktivitasnak koszonheté. Az allatkisérletek
eredményeire alapozva a szabad DNS frakcio és a DNS metilaciés mintazat elemzését célzo
vizsgalataimat human mintakon is folytattam. A human plazmamintakon végzett kisérleteim
szerint elmondhato, hogy négy kivalasztott gén - SFRP1, SFRP2, SDC2, PRIMAL - metilacios
statusza alapjan az adendémas, illetve CRC-s betegek magas szenzitivitassal és specificitassal
elkiilonithetéek az egészségesektdl. A metilacios allapot valtozasaval kapcsolatos
megfigyeléseimet human széveti mintakon is bizonyitottam. Az altalam hasznalt multiplex
preamplifikaciot tartalmazd kétlépéses MethyLight PCR modszernek koészonhetéen az
metilaciot mutatd géneket, valamint a metilacid foka is mérhetévé valt. Szamos minta-
elokészitési protokollt teszteltem, és megfigyeléseim szerint az eltér6 modszereken alapuld
SkDNS izolalasi technikak a kinyert DNS mennyiségén kiviul a metilacios statuszt is
befolyasoljak. Végiil megallapitottam, hogy a 4 génbdl Osszeallitott metilacids panel egyéb
minimalisan invaziv vastagbélrak szlir6 teszthez viszonyitva is nagy érzékenyseggel mutatja
ki mar a rdkmegel6zd allapotokat is. Osszefoglalva tehat, munkam soran kialakitottam egy
DNS metilacios valtozason alapuld, vastagbél adendomat és rakot is jelz6 modszert, ami a
betegség jelenlétét a periférias vérbél is képes nagy biztonsaggal kimutatni. Kutatasi
eredményeim ezaltal lehetOséget adnak egy alternativ, minimélisan invaziv diagnosztikai
eljaras kidolgozasahoz, amely a betegek szdmara kevéssé megterheld, ezzel ndvelve a

vizsgalaton torténd részvételi aranyt.
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