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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACF aberrans Kripta fokusz (microadenoma)
ACS adenoma-carcinoma szekvencia (adenoma-carcinoma sequence)
ANOVA varianciaanalizis (ANalysis Of VAriance)

APC adenomatosus polyposis coli (tumorszuppresszor gén)

ATCC American Type Culture Collection (Amerikai Sejtkultira Adatbazis)
AZA 5-aza-2’-deoxicitidin (demetilalo szer)

bp bazispar

BRAF B-raf (onkogén)

CIMP CpG-sziget metilator fenotipus (CpG island methylator phenotype)
CIMP-H CpG-sziget metilator fenotipus nagyfoku metilacidval

CIMP-L CpG-sziget metilator fenotipus kisfoktl metilacioval

CIN Kromoszoma-instabil daganat

CN vastagbélraktol >10 cm-re vett szovetminta (cancer normal)
COBRA Combined bisulfite restriction analysis (metilacios vizsgalat)

CpG citozin-guanin dinukleotid

CRC vastag- ¢és végbélrak (kolorektalis karcinoma, colorectal cancer)
cRNS komplementer RNS

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium (médium sejtkulturahoz)
DNMT DNS metil transzferaz

F vastagbélraktol <2 cm-re vett szovetminta (field)

FACS fluorescence-activated cell sorter (fluoreszcencia aktivalta sejtvalogatas)
FBS fetal bovine serum

FCS fetal chicken serum

GCHP kehelysejtben gazdag hiperplasztikus polip

GEO Gene Expression Omnibus (génexpresszios adatbazis)

GSE Gene Expression Omnibus Series

HCT116 vastagbélrak sejtvonal

HGD high-grade dysplasiat tartalmaz6 adenoma

HRM high-resolution melting curve (nagy felbontasu olvadaspont elemzés)
HT29 vastagbélrak sejtvonal

IGFBP7 Insulin-like growth factor-binding protein 7 (tumorszuppresszor gén)
KRAS Kirsten ras viral oncogene (onkogén)



LCM laser capture microdissection (Iézer mikrodisszekcio)
LGD low-grade dysplasiat tartalmaz6 adenoma
MAPK/ERK mitogen-activated protein kinases; eredetileg ERK: extracellular signal-

regulated kinases (jelatviteli utvonal)

MCRC tavoli attétet ado, IV. stadiumu vastag- és végbélrak

MDS mielodiszplazias szindroma

met metilalt

MGMT 0O-6-metilguanin-DNS metiltranszferaz

MLH1 MutL homolog 1 (hibajavito gén és fehérje)

MMR mismatch repair (hibajavité gének és fehérjék, pl. MLH1)

MSI mikroszatellita-instabil daganat

MSI-H nagyfokl mikroszatellita instabilitas

MSI-L kisfok mikroszatellita instabilitas

MSP metilacio-specifikus polimeraz lancreakcio (metilacios vizsgalat)

MSS mikroszatellita-stabil

mut mutalt

MVHP mikrovezikularis hiperplasztikus polip

N ¢ép vastagbélnyalkahartya minta 18 évesnél iddsebb feln6ttbol (normal adult)
NAT normal adjacent tumor (tumor mellett elhelyezkedd szdvettanilag €p tertilet)
nm nem metilalt

PCR polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PS piroszekvenalas

RFLP restriction fragment length polymorphism (restrikcios fragmenthossz

polimorfizmus)

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium (médium sejtkulturdhoz)

SAH S-adenozil homocisztein

SAM S-adenozil metionin

SD standard deviacio, szoras

SDC2 Syndecan 2 (sejtmembran fehérje)

SEER Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (amerikai rakregiszter)
SFRP secreted frizzled-related protein (Wnt jelatviteli ttvonal tagja)

SSA sessilis serrated adenoma

SSL sessilis serrated 1ézi6

SSP sessilis serrated polip



TA transitional area (daganat és ép szovet kozotti atmeneti teriilet)

TET ten-eleven translocation metilcitozin dioxigenaz (demetilalé enzim)
TMA tissue microarray (szoveti microarray)

TSA tradicionalis serrated adenoma

UCa szOvettanilag aktiv colitis ulcerosas szovetminta

UCi szovettanilag inaktiv colitis ulcerosas szoévetminta

UC-CRC colitis ulcerosahoz tarsult vastag- és végbélrak

wWnt Wingless-related integration site (jelatviteli utvonal)

wt vad tipus (wild type)

Y ¢ép vastagbélnyalkahartya minta 18 évesnél fiatalabb gyerekbdl (young)

A roviditésjegyzék kizardlag a dolgozatban gyakrabban eléforduld géneket tartalmazza; a
munkdéban ritkdbban szerepld génnevek feloldasa a 4. tablazatban talalhato.
Az idegen eredetii szavak helyesirasaval kapcsolatban a hazi opponensek utmutatasainak

megfeleléen a magyar helyesirast kovettem.



2. BEVEZETES

2.1. A vastag- és végbélrak epidemiolégidja

A vastag- és végbélrak (colorectalis adenocarcinoma, CRC) az évente felfedezett 1,4 millié 4j
esettel a harmadik leggyakoribb rosszindulati daganat a vilagon, ami évi kodzel 700 000
halalesethez vezet (Torre és mtsai 2017). Elettartam-kockazata férfiakban 4,7%, nékben 4,4%
(SEER adatbazis 2017). Bar a legtobb fejlett orszdgban a CRC incidencidja stagnal vagy
csokken (Siegel és mtsai 2017), Magyarorszagon tovabbra is enyhe névekvo tendenciat mutat
(Nemzeti Rékregiszter 2017, 1. abra). A CRC progndzisa az elmult évtizedekben
folyamatosan javul, az 6téves talélés Nyugat-Eurdpaban és Eszak-Amerikaban eléri a 65%-0t,
hazankban azonban 50 % alatt van (Miller és mtsai 2016). A tulélést befolyasold legfontosabb
prognosztikai tényez6 a CRC stadiuma (Filiggelék, 1. tablazat) a diagnozis felallitasakor: korai
stadiumban (lokalizalt daganat, az esetek 39%-a) az Otéves talélés 90%, mig tavoli
metasztazisokkal jaro, IV. stadium, elérehaladott esetekben csak 12 % (Miller és mtsai 2016,

Torre és mtsai 2017).
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1. abra: A vastagbélrak incidencidja Magyarorszagon 2000-2014 kozott enyhe

emelkedést mutat a Nemzeti Rakregiszter adatai alapjan (Nemzeti Rakregiszter).



2.2. A vastag- és végbélrak molekularis patogenezise, 3 f6 utvonala

Az elmult évtizedekben zajlo intenziv kutatas egyértelmiien bebizonyitotta, hogy a CRC nem
egységes betegség, hanem kiilonb6z6 molekularis hattérrel és klinikopatologiai eltérésekkel
jellemezhetd altipusok Osszessége. Az eltérd utvonalakon kialakuld6 CRC-k prognoézisa,
valamint a kezelésre adott valasza kiilonb6z6 (Sadamandam és mtsai 2013). Ezekbdl a
megfigyelésekbdl kiindulva genetikai, majd epigenetikai vizsgalatokkal a CRC-t molekularis

biologiai szempontbol harom alcsoportba soroltak be.

2.2.1. Kromoszoma-instabilitassal rendelkezé alcsoport (chromosome instable
neoplasia, CIN) — genetikai mutaciok

A CRC-k kb. 80-85%-a az un. adenoma-karcinoma szekvencia (ACS) soran alakul ki. Az
ACS folyaman az egymast kovetd genetikai mutaciok hatasara az egészséges nyalkahartyabol
rakmegel6z6  allapotokon, egyre sulyosbodd, low, majd high-grade stadiumba sorolt
diszplasztikus elvaltozasokat tartalmaz6 adenomakon keresztiil invaziv, rosszindulata daganat
alakul ki (2. abra). Ennek értelmében tumorszuppresszor gének (példaul APC, SMAD4 és
TP53) inaktivald, valamint onkogének (példaul KRAS, PIK3CA) aktivalé mutacidja felelds a
daganat kialakulasaért. A tobblépcsds folyamat egyik elsé eltérése az APC gén mutacidja,
amely az adenomak tobb mint 70%-aban megtalalhat6é (Cancer Genome Atlas Network 2012).
A folyamat késébbi stadiumaiban tovabbi muticiok (KRAS onkogén aktivalé mutacid, TP53
tumorszuppresszor gén inaktivald mutacioi stb.) is el6fordulnak (Fearon 2011). Ezeket a
jellegzetes genetikai mutaciokat sokszor kromoszomaszam-eltérések (aneuploida) kisérik,
ezért ezt az Utvonalat kromoszoma-instabilnak (chromosome instable neoplasia, CIN) is
nevezik. A CIN-re jellemzé alapvet genetikai eltéréseket el6szor 1988-ban Vogelstein és
mtsai irtak le (Vogelstein és mtsai 1988). Az utdbbi években publikalt, a teljes kodold
genomot feldleld exom szekvenalasos vizsgalatok eredményeképpen szamos 0j gén (példaul
ARID1A, SOX9 ¢s FAM123B) mutaciojat is megfigyelték (Greenman és mtsai 2007, Cancer
Genome Atlas Network 2012). Ezek a vizsgalatok arra is felhivtak a figyelmet, hogy bar a
CRC genomjaban tobb szaz (ugynevezett ,passenger” vagy ,bystander”) mutacid is
el6fordulhat, az adott daganatokban funkciondlisan csak néhany ugynevezett ,,driver” gén

hozhato kapcsolatba a daganat kialakulasaval (Sjoblom és mtsai 2006).
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2. abra: A vastagbélrak kialakuldsdnak adenoma-karcinoma modellje (Markowitz és

Bertagnolli, 2009 alapjan Patai és Patai, 2017 utan). Részletes magyarazat a

szovegben talalhato.

2.2.2. CpG-sziget metilator fenotipus (CpG island methylator phenotype, CIMP) —
DNS-metilacio

A genetikai mutacioknal nagysagrendnyivel nagyobb szdmban fordulnak el epigenetikai
eltérések CRC-ben (Schuebel és mtsai 2007). Az epigenetika olyan molekularis eltérések
Osszessége, amelyek megvaltoztatjak a gének expresszidjat, anélkiil hogy a DNS-szekvencia
megvaltozna. Ezek koziil a legjobban a DNS-metilacios eltérések ismertek, amely soran egy
metilcsoport adodik a DNS-hez. A DNS- (adenozin vagy citozin) metilaciot mar
prokariotakban is leirtak, itt els6sorban az idegen DNS-t61 (pl. bakteriofag) valo
megkiilonbdztetésben és védekezésben van szerepe (Palmer és Marinus 1994). Eukaridtakban
a DNS-metilacio a transzkripcid gatlasan keresztiil fontos szerepet jatszik tobbek kozott az
embrionalis fejlddésben, a transzpozonok és az X kromoszoma inaktivaciojaban, a genomialis
imprintingben. Emberben a metilcsoport a DNS citozin- és guanin-dinukleotidokban gazdag,
ugynevezett CpG-szigetekben elhelyezked6 citozin nukleotidok 5. szénatomjahoz
kapcsolodik kovalensen, amelyet a DNS-metiltranszferaz (DNMT) enzimcsalad katalizal (3.



abra). Az egészséges human genomban kb 25 000 CpG-sziget talalhatd, amelynek 50%-a a
egészséges koriilmények kozott, a genomikus régiokkal (kb. 25%) ellentétben, ezek a
metilaciotol védve vannak, nem metilaltak (Bird 1992). A daganatkialakulds soran a
genomikus régiok (géntest) hipometilacion mennek keresztiil (globalis hipometilacio), mig a
promoter régidkban hipermetilacid johet 1étre, altalaban (és a dolgozat tovabbi részében)
utobbit nevezziik roviden DNS-metilacionak. Ez a transzkripcids faktorok kiszoritasan,
valamint egyéb kromatin remodelling fehérjék, pl. hiszton-deacetildz odavonzasan keresztiil a
kromatin kompaktalddasat (heterokromatin), inaktivalodasat okozza. Ha ez tumorszuppresszor
gének promoterében kdvetkezik be, akkor az a genetikai mutaciokhoz hasonldéan az adott gén
elcsendesitéséhez, kieséséhez, ezaltal a daganat kialakuldsdhoz vezethet (Jones és Baylin

2002).
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3. éabra. A DNS-metil4ci6 folyamatdt a DNS-metiltranszferazok (DNMT) katalizaljak,
amely soran a metildonor S-adenozil-metioninb6l (SAM) a metilcsoport a citozin
pirimidingyirijének 5’ szénatomjara keriil. A reakciot DNMT-gatlokkal (pl. 5-aza-2’-
deoxicitidin) lehet meggatolni. SAH = S-adenozil-homocisztein. (Patai és mtsai 2012

utan modositva)

A DNS-demetilacioja torténhet passzivan deaminacié utjan, amikor az 5-metilcitozin timinné
alakul (amely sokkal gyakrabban bekovetkezik, mint a citozin-uracil atalakulas). Ez a
mutaciok 30%-ban eléfordul, annak ellenére hogy az 5-metilcitozin az emberi genom

mindossze 1%-at alkotja (Shen és mtsai 1994).
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Az aktiv demetilacio a TET (ten-eleven translocation metilcitozin dioxigenaz) enzimek
segitségével torténik, amely soran 5-metil-citozinbol 5-hidroximetil-citozin képzodik. Az
aktiv demetilacionak is fontos szerepe van a génexpresszio szabalyozasaban, de pontos
szerepe még nem kellOen tisztazott (Kohli és Zhang 2013).

1999-ben Toyota ¢s munkatarsai megfigyelték, hogy egyes vastagbélrakok nagyobb
gyakorisaggal tartalmaznak DNS-metilaciot, ezt az altipust CpG-sziget metilator fenotipusnak
(CpG island methylator phenotype, CIMP) nevezték el (Toyota és mtsai 1999). A CIMP-
pozitiv vastagbéldaganatokra az id6sebb kor és a ndi dominancia jellemz6, gyakorisaguk

forditottan aranyos a CIN-pozitiv vastagbéldaganatokkal (Goel és mtsai 2007).

2.2.3. Mikroszatellita-instabilitast hordozo alcsoport (microsatellite instable, MSI)

A harmadik, tgynevezett mikroszatellita instabilitdst hordoz6é (MSI) alcsoportba a
vastagbélrakos esetek 10-20%-a tartozik, erre a DNS-replikacio soran fellépd hibak kijavitasat
végz06 (mismatch repair, MMR) enzimrendszer funkcionalis kiesése jellemz6 (Boland és Goel
2010). Ennek hatterében sporadikus daganatokban ezeknek a géneknek (példaul MLH1) a
hipermetilacidja 4ll, igy a sporadikus MSI daganatok egy része a CIMP alcsoport részének is
tekinthetd. Oroklddd formaban eléfordulé MSI daganatok (Lynch-szindroma vagy régi nevén
herediter nem polyposisos colorectalis carcinoma, HNPCC) kialakulasaért a fenti gének
csirasejtes mutacioi felelosek (Boland és Goel 2010). Klinikai szempontbdl fontos kiemelni,
hogy az MSI és a mikroszatellita stabil (MSS) daganatok prognézisa kozott minden
stadiumban kiilonbség mutathat6 ki az MSI daganatok javara (Merok és mtsai 2013). Ez Il-es
stadiumu (nyirokcsomo attéttel nem rendelkezd) vastagbéldaganatok kozott olyan jelentds,

hogy MSI-H megléte esetén nem javasolt kemoterapia a sebészeti kezelés kiegészitéseként.

2.3. Wnt-jelatviteli itvonal szerepe a CRC molekularis patogenezisében

A Wnt-jelatviteli Utvonal fiziologids funkcidi (embrionalis fejlddés, szoveti homeosztazis
fenntartasa) mellett kulcsfontossagu szerepet tolt be CRC kialakulasaban (Nusse és Clevers
2017). A Wnt-k olyan szecernalt glikoproteinek, amelyek tobbek kozott részt vesznek a
sejtdifferenciacioban, a proliferacioban, a migracioban, a sejtpolaritas kialakitasaban és az
Ossejtmegujulasban (Nusse és Clevers 2017). A Wnt-k Frizzled transzmembran receptorhoz
kotdédnek, amelyek kiilonbozo receptorokkal (pl. LRPS, LRP6) egyiitt sejtfelszini komplexet

alkotnak, amely hatdséra a citoplazmaban talalhato foszfoprotein Dsh sejtmembranba keriil. A
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legjobban tanulmanyozott, kanonikus B-catenin Gtvonalon keresztiil bekapcsolt allapotban a
B-catenin a citoplazmébdl a sejtmagba transzlokalodik, és kiillonbozé transzkripeids faktorok
(TCF/LEF) segitségével szamos célgén transzkripcidjat inditja be (Niehrs 2012). A Wnt
hianyaban (kikapcsolt allapot) a B-catenin nem tud felhalmozodni a citoplazméban, az Un.
degradacios komplexben marad és ubikvitinalodik. Az SFRP-k (secreted frizzled-related
protein) extracellularis fehérjék a Wnt-ligandokhoz kotédve, megakadalyozzak azok
kapcsolodasat a Frizzled transzmembran receptorhoz, ezaltal a Wnt-utvonal antagonistai, azt
kikapcsolt allapotban tartjadk (Rubin és mtsai 2006). Ezzel ellentétben DNS-metilaciojuk
esetén a Wnt-utvonal koros aktivalodasahoz, daganat kialakulasahoz vezethetnek (Suzuki és

mtsai 2002).

24. Vastagbél adenomak

A CRC kialakulasat megel6z6 mirigyhambdl kialakuld joindulatt, de malignizalodasra
potencialisan hajlamos (tehat neoplasztikus) szovetszaporulatokat szovettanilag adenomaknak
nevezzik. Gyakori makroszkopos (nyeles, pedunkuléris) megjelenésiik miatt (bar lapos polip
is ismert) az orvosi kdznyelvben a joindulatii vastagelvaltozasokra Gsszefoglaloan a polip
elnevezést hasznaljuk, amely magaban foglalja a nem malignizalodo egyéb (pl.
hamartomatozus) polipokat is. A fent részletezett Vogelstein és munkatarsai altal kézel harom
¢évtizede leirt, a tOobblépcsés daganatképzédés modelljének tekintett adenoma-karcinoma
modell értelmében a vastagbélrak kizarolagos rakmegel6zé allapotai az adenomatozus
polipok voltak (Vogelstein ¢és mtsai 1988). A hiperplasztikus (vagy mas néven
metaplasztikus) polipokat egészen a kozelmultig banalis, onkologiai szempontbdl artatlan
eltéréseknek tartottak. Az utobbi évtizedben logaritmikusan novekvd szamu vizsgalat azonban
egyértelmlien bebizonyitotta, hogy a ,fogazott polipok” gyiijténév alatt Osszefoglalt
eltérésekbdl is kialakulhat CRC (Snover 2011).

2.4.1. Hagyomanyos vastagbél adenomak

Szovettanilag a hagyomanyos adenomakat harom csoportra osztjuk. A leggyakrabban
eléforduld, de a legkisebb malignitasi potenciallal rendelkezd tubularis adenomak dontéen
(>75%) tubulusokbdl allnak. A 25% és 75% kozott villozus elemeket tartalmazo adenomakat
tubulovillézusnak nevezziik, mig a 75%-nal tobb villozus elemet tartalmazo, legnagyobb

eséllyel rosszindulativa fajuld adenomakat pedig villozusnak hivjuk (Strum 2016). Az
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adenomakat méretiik alapjan harom csoportba soroljuk: apr6 (diminutive, 1-5 mm kozott), kis
(6-9 mm) és nagy (10 mm vagy efolotti). Elérehaladott adenomarol beszéliink, ha 10 mm-nél
nagyobb vagy ha 10 mm-nél kisebb, de legalabb 25%-ban villozus elemeket vagy high-grade
diszplaziat tartalmaz. Az adenoma malignus atalakulasanak az egyik legfontosabb prediktiv
markere a mérete, ami ugyanakkor nem zarja ki, hogy akar 5 mm-nél kisebb adenomabdl nem
alakulhatna ki karcinoma (Strum 2016). Az 1. tablazatban Strum (Strum 2016) nyoman
mutatom be az adenomdk méretének és a karcindma eléforduldsésanak gyakorisdganak az

Osszefiiggéseit.

1. tablazat. Az adenomék méret szerinti osztalyozasa (Strum 2016 alapjan)

Apro Kis Nagy
Méret <5 mm 6-9 mm >10 mm
Elé6fordulas 45-70% 20% 10-20%
Elérehaladott adenoma | 7-15% 10-35% 35-55%
Karcinoma 0,05% 0,2% 3-10%

2.4.2. Fogazott polipok

A fogazott polip alatt a WHO jelenlegi beosztasa (Snover és mtsai 2010) szerint 3 altipust
kiilonboztetiink meg: 1. a hiperplasztikus polipokat, 2. a hagyomanyos fogazott adenomakat
(traditional serrated adenoma, TSA), valamint 3. a szesszilis fogazott adenomakat (sessile
serrated adenoma, SSA).

A fogazott adenoma kifejezést 1990-ben hasznaltak eldszor, amikor 18 000 vastagbél polip
retrospektiv ujraclemzésekor 110 (0,6%) fogazott adenomat azonositottak (Longacre 1990 és
Fenoglio-Preiser), majd 2003-ban a fogazott polipokon beliil 2 alcsoportot hataroztak meg
(Torlakovic és mtsai 2003). Az eredetileg leirt fogazott adenomat hagyoméanyos fogazott
adenomanak (traditional serrated adenoma, TSA) nevezték el, és bevezették a szesszilis
fogazott adenoma (sessile serrated adenoma, SSA) kategoériat olyan fogazott polipokra,
amelyekben citologiai diszplazia nem volt azonosithat6. A diszplazia hianya miatt az SSA
elnevezést sokszor kritika éri, hiszen az adenoma per definitionem diszplaziat kell, hogy
tartalmazzon (low-grade és high-grade). Emiatt egyes szerzok a szesszilis fogazott 1ézi6
(SSL) vagy polip (SSP) kifejezést javasoljak, amely azonban a gyakorlatban még nem terjedt
el, ezért dolgozatomban a szesszilis fogazott adenoma elnevezést alkalmaztam.
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A fogazott polipok altalanos szovettani jellemzdje a Kripta-epitelium inverzidja, amely
hosszmetszeti képen jellegzetes flirészfogszerli, keresztmetszeti képen csillag alaki képet
mutat (O’Brien 2007) (4. abra). Ennek molekularis hatterében BRAF vagy KRAS mutacio
indukalta MAPK/ERK (mitogen-activated protein Kkinases; eredetileg ERK: extracellular
signal-regulated kinases) utvonal altal okozott csokkent apoptdzis all, amely a sejtek

felhalmozodasahoz, jellegzetes flirészfogmintazat kialakulasahoz vezet (Snover 2011).

4. abra. A fogazott polipok jellegzetes szdvettani képe. Keresztmetszeti képen csillag
alakt, hosszmetszeti képen jellegzetes flirészfogszerli (serrated, serratios) kép.

Hematoxilin-eozin festés, 40x nagyitas. (Patai és mtsai 2014)

2.4.2.1. Hiperplasztikus polipok

Hiperplasztikus polipok (HP) a leggyakoribb (80-90%) és a legjobban jellemzett fogazott
polipok, tulnyomodan a szigmaban és a végbélben fordulnak elé. A nyalkahartyabdl alig
emelkednek ki, altalaban 5 mm-nél kisebb atmérdjiiek. Szovettanilag megnyult Kriptak
jellemzdek, amelyek a lamina muscularis mucosanal, a bazisokon sziikek, a fogazottsag csak
a felszin felé, a ham felsé harmadara korlatozodik, citologiai diszplazia nem fordul el6 (Aust
¢és Barreton 2010) (5. abra). A proliferativ zona kiszélesedhet, de a bazalis réteget nem haladja
meg. A sejtmagok kicsik, egyformak, bazalisan helyezkednek el, a citoplazma eozinofil. Ha a
felszini hdm nem elérhetd a szovettani vizsgalatkor, akkor a megvastagodott bazalis membran
¢s a mukozaba benyuld simaizom nyulvanyok (,,féstiszeri” rajzolat) segithetnek a helyes

diagnozis felallitasdban (Torlakovic és mtsai 2003).
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A HP-ok altalaban az 50-60 éves korosztalyban, az adenomat6zus polipoknal egy évtizeddel
korébban fordulnak elé (Morimoto és mtsai 2003). Kockazati tényezok koz¢ a dohanyzas, az
alkoholfogyasztas, az elhizas és az alacsony folsavbevitel tartozik, mig a rendszeres nem
szteroid gyulladasgatld szedés, a hormonp6tlo kezelés és a fokozott kalcium bevitel csokkenti

a kialakulés kockazatat (Kearney és mtsai 1995, Morimoto és mtsai 2003).

5. abra. Hiperplasztikus polip jellegzetes szovettani képe. Jellemzoek a megnyult kriptak,
amelyek a lamina muscularis mucosanal, a bazisokon sziikek, a felszin felé (ham felsé
harmadaban) fogazotta valnak. Citologiai diszplazia nincsen. Hematoxilin-eozin

festés, 10x nagyitas. (Patai és mtsai 2014)

2.4.2.2. Szesszilis fogazott adenoma (sessile serrated adenoma, SSA)

A szesszilis fogazott adenoma (SSA) a masodik leggyakoribb fogazott polip, az Osszes
fogazott polip 20%-at teszi ki (Aust és Barretton 2010), bar mérsékeltebb prevalenciardl (3-
8%) is beszamoltak (Higuchi és mtsai 2005). Sajat vizsgalataink alapjan magyarorszagi
el6fordulasuk ennél Iényegesen alacsonyabb. Bar az SSA elsésorban jobb oldali
vastagbélfélben fordul eld, de Gjabb megfigyelések szerint szamuk a bal oldalon is jelentds
(Hazewinkel és mtsai 2014). Kockazati tényezék kozott a dohanyzas, az 50 év feletti kor, és
az acetilszalicilsav szedés hianya szerepel (Bouwens és mtsai 2013). Mint mar emlitettiik

2003 elétt a fogazott adenomakat hiperplasztikus polipok kdzé soroltak be. Egy kozelmultban
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2. tablazat. A fogazott polipok legfontosabb jellemz6i (Patai és mtsai 2014)

Szesszilis fogazott Tradicionalis Hiperplasztikus
adenoma (SSA) fogazott adenoma | polipok
(TSA) (HP)
Elhelyezkedés jobb oldal bal oldal bal oldal
Makroszkopos sessilis, lapos, | nyeles lapos
jellemzok nyalkaval fedett,
homalyos hatar
Szin normokrom, fako vOroses fako
Méret >5mm >5 mm <5 mm
Molekularis jellemzék | BRAF mutacid KRAS mutacio vegyes
Szovettani jellemzék | tagult, elagazd | megnyult fogazott | fogazottsdg a
(forditott T és L | cryptak,  eosinophil | felsé harmadban
alaku) fogazott | cytoplasma, filiformis

cryptdk a mucosa | jellegli magok
als6 harmadaban

Pit pattern nyitott tipus (II-O | pafrany vagy | csillag alaku
tipus) tobozalaku (I tipus)

Feltételezett megel6z6é | MVHP GCHP ACF

allapot

Malignus elfajulas | +++ ++ -

valésziniisége

DNS-metilacié foka magas (CIMP-H) alacsony (CIMP-L)

MSI-statusz MSI-H vagy MSS MSI-L vagy MSS MSS

Nemi eloéfordulas ndi dominancia férfi dominancia férfi dominancia

Diszplazia - + -

Ektopias kripta - + -

ACEF: aberrans kripta fokusz, BRAF: B-raf onkogén, CIMP-H: CpG-sziget metilator fenotipus
nagyfoku metilacioval, CIMP-L: CpG-sziget metilator fenotipus kisfokt metilacioval, GCHP:
kehelysejtben gazdag hiperplasztikus polip, KRAS: Kirsten ras viral onkogén, MSI-H:
nagyfoki  mikroszatellita-instabil, MSI-L:  kisfoki  mikroszatellita-instabil, =~ MSS:
mikroszatellita-stabil, MVHP: mikrovezikularis hiperplasztikus polip
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kozolt esettanulmanyban hiperplasztikus polipokat az ) WHO osztalyozas alapjan
retrospektiv szOvettanilag Gjravizsgaltak, és jelentOs résziiket (kiilondsen a proximalis, 5 mm-
nél nagyobbakat) SSA kategoriaba soroltak at (Fidalgo és mtsai 2014). Ezek alapjan lathato,
hogy a HP ¢és az SSA makroszkopos és mikroszkopos elkiilonitése nehéz feladat. A 3 altipus
kozotti f6bb hasonlosagokat és kiilonbségeket a 2. tdblazatban foglaltam dssze.

Az SSA-ra szovettanilag a legjellemzobb eltérés a lamina muscularis felé taguld, azon
forditott T-, L-, V-alakban szétteriild, bazisaikon is érett kehelysejteket tartalmazo kriptak
jelenléte (6. abra). Néha a lamina muscularis alatt invertalt kriptak (pszeudoinvazio)

jelenhetnek meg (Aust és Barretton 2010).

6. 4abra. SSA szovettani jellemzd6i. A lamina muscularis felé tdgulo, azon forditott T-, L-,
V-alakban szétteriild, basisaikon is érett kehelysejteket tartalmazo kriptak (fels6 kép,
hematoxilin-eozin festés, 40x nagyitas). A proliferacios zona kiszélesedik (also kép,

Ki-67 immunhisztokémiai festés, 40x nagyitas). (Patai és mtsai 2014)

Endoszkoposan az SSA lapos, néha a nyalkahartyabol kissé kiemelkedd, altalaban 5 mm-nél
nagyobb, szabalytalan sz¢élli, normochrom 1¢zi6, amelyet az esetek tobb mint felében sargas
nyalkasapka fed (,,tojasleves jel””) (Huang és mtsai 2011, Tadepalli és mtsai 2011). A felszine
sima vagy granularis, néha egy vaskosabb nyalkahartyareddt utanozhat, gyakran redék mogott

helyezkedik el (Huang ¢s mtsai 2011). Mindezek miatt hagyomanyos, fehérfényt
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endoszkopiaval (7. abra) felismerésiik nehéz, ezért a modernebb endoszkdpos eljarasok
(kromoendoszkopia, virtualis kromoendoszkopia (NBI, FICE, i-SCAN), autofluoreszcencia
stb.) szerepét is intenziven vizsgaljak ebben a témakdrben (Bouwens és mtsai 2014). Nagyito
endoszkopiaval egy Uj ,,pit pattern”-t (11-O tipus) azonositottak, amely segitségével 97%-0s
specificitas mellett, 65%-o0s szenzitivitassal sikeriilt az SSA-t felismerni, azt a hiperplasztikus

polipoktol (II tipus) elkiiloniteni (Kimura és mtsai 2012).

7. abra. SSA jellegzetes endoszkopos képe. A nyalkahartyabol alig kiemelkedd, lapos, 5
mm-nél nagyobb, normochrom 1ézi6. Jellemzd még a nyalkasapka (,,mucus cap”,
»tojasleves jel”) jelenléte is, amely azonban ez erélyes el6készités kovetkezményeként

lesodrodhat. (Patai és mtsai 2014)

Az SSA bizonyos gének DNS-metilacidjanak hatasara diszplazian keresztiil egy specialis
fenotipusu (CIMP-H, nagyfoku metilacioval rendelkez6) vastagbéldaganatta progredialhat (8.
abra) (Patai és mtsai 2013). Feltételezik, hogy a progresszidé gyorsabb, mint a hagyomanyos
az adenoma-karcinoma szekvencia soran (Sheridan és mtsai 2006), ezt részben a molekularis
hattérrel, részben klinikai megfigyelésekkel magyardzzdk. Egy sokat idézett
esettanulmanyban egy el nem tavolitott SSA-bol 8 honap mulva korai, invaziv rak alakult ki
(Oono és mtsai 2009). Részben a fentiek Osszességével is magyarazhat6, hogy a negativ
vastagbéltiikrozések utan felfedezett, igynevezett intervallumrakok kozott ezen molekularis

altipus el6fordulasa a leggyakoribb (Arain ¢s mtsai 2010).
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8. dabra. A fogazott Utvonal molekularis eseményei. ACF: aberrans kripta fokusz, BRAF:
B-raf onkogén, CIMP-H: CpG-sziget metilator fenotipus nagyfoku metilacidval,
CIMP-L: CpG-sziget metilator fenotipus kisfoku metilacioval, GCHP: kehelysejtben
gazdag hiperplasztikus polip, IGFBP7: Insulin-like growth factor-binding protein 7,
KRAS: Kirsten ras viral onkogén, MAPK: mitogen-activated protein kinases
(jelatviteli utvonal), MGMT: O-6-metilguanin-DNS metiltranszferaz, MLH1: MutL
homolog 1 (hibajavitd gén és fehérje), MSI-H: nagyfoku mikroszatellita-instabil, MSI-
L: kisfoki  mikroszatellita-instabil, ~ MSS:  mikroszatellita-stabil, ~ MVHP:
mikrovezikularis hiperplasztikus polip. (Patai és mtsai 2013 alapjan)

2.4.2.3. Tradicionalis fogazott adenoma (traditional serrated adenoma, TSA)

A TSA a legritkabb fogazott polip, a polipok kevesebb, mint 1%-a (Hazewinkel és mtsai
2013). Elsésorban a bal oldali, distalis vastagbélben fordul eld, makroszképosan a
hagyomanyos adenomakra emlékeztet, gyakran nyeles, polipoid. Mindig tartalmaz citologiai
diszplaziat (90%-ban low-grade és 10%-ban high-grade) (Aust és Barretton 2010), szintén
vastagbéldaganatta alakulhat, bar ez az Gtvonal kevésbé ismert (Patai és mtsai 2013) (8. abra).
Szovettanilag a megnyult Kriptak fogazotta valnak, azokban eozinofil citoplazma mellett, a
sejt kozépen elhelyezkedd filiformis jellegi magok jelennek meg, amelyek néhol
pszeudostratifikaciot is mutatnak (9. abra). A komplex, fogazott struktira az ektopids
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kriptakbol alakul ki. Ez az ektopias kripta képzddés (ectopic crypt formation, ECF)

patognomikus szovettani jel (Torlakovic és mtsai 2008).

) AN

9. abra. TSA jellegzetes szovettani képe. A megnyult fogazott kriptakban eozinofil
citoplazma mellett, a sejt kozépen elhelyezkedd filiformis jellegii magok jelennek
meg, amelyek néhol pszeudostratifikaciot is mutatnak. A komplex, fogazott struktura
az ectopias cryptakbol alakul ki, ez az ektopias kripta képzddés (ectopic crypt
formation, ECF) a TSA patognomikus szovettani jele. Hematoxilin-eozin festés, 40x

nagyités. (Patai és mtsai 2014)

2.5. Hattérjelenség (field effect, field cancerization): DNS-metilacié jelenléte a tumor
melletti egészséges nyalkahartyaban

Bizonyos daganatkeltd &agensek (példaul kronikus gyulladds, dohanyzas) hatasara a
makroszkoposan és szovettanilag épnek tlind nyalkahartyaban (epi)genetikai elvaltozasok
alakulhatnak ki, amelyek daganatképzodésre érzékeny teriileteket hozhatnak Iétre akar az
egész nyalkahartyaban (Ushijima és mtsai 2007). Ezek a teriiletek ismételt behatasokra
malignizalodhatnak. Ezt a jelenséget field effect-nek vagy field cancerization-nek nevezik
(Slaughter és mtsai 1953), amelyet hattérjelenségnek forditottam. Ez a magyarazata annak a
klinikai megfigyelésnek is, hogy sebészi eltavolitds ellenére a kivaltd karcinogén agens
(dohanyzés, alkohol) hatisdra a szdjiiregi rdkok a nyéalkahdrtya egy masik részén

recidivalhatnak (Slaughter és mtsai 1953).
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3. CELKITUZESEK

Vizsgalataim soran a vastagbéldaganat kialakulasanak egyes allomasainak DNS-metilacios

valtozasait vizsgalatam meg, valamint azt hogy ez hogyan hat a gén- és fehérjeexpressziora.

Célkitiizéseimet az alabbi fobb pontokban foglaltam 6ssze:

cyey

vizsgalata

©)

o

o

o

o

egészséges vastagbélmintakon,

rakmegel6z0 allapotokban (hagyomanyos és fogazott adenomak),
gyulladasos bélbetegségekben,

CRC-s,

valamint CRC melletti szovettanilag ép mintakon

A promoter DNS-metildcid hatdsdnak vizsgalata a gén mMRNS- ¢és

fehérjeexpresszid szintjére

A tumor mikrokdrnyezeti DNS-metilacios eltérések vizsgalata a WNT-jelatviteli

utvonal szabalyozasaban

Demetilacios  kezelésre adott mRNS-expressziés véltozds  mértékének

meghatarozasa a vizsgalt génekre vonatkozoan vastagbél adenokarcinoma

sejtvonalban
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4. MODSZEREK
4.1. Betegek és mintagyiijtés

A DNS-metilaciés vizsgalatokhoz a klinikai mintdkat a rutin Kolonoszkopia soran, a
szOvettani vizsgalatra torténd biopszias mintavétellel parhuzamosan nyertiik, majd RNALater
Stabilization Solutionbe tettiik (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, California, USA), azt
kovetpen felhasznalasig —80°C-on taroltuk. A gyiijtott bioptatumok csoportjait, mintaszamat,
valamint a dolgozat tovabbi részében hasznalt roviditéseit a 3. tablazatban, az egyes mintak

demografiai jellemz6it a Fiiggelék 2. és 3. tablazataban foglaltam Ossze.

3. tablazat: A DNS-metilacios vizsgalatok mintacsoportjai
Mintacsoport Rovidités Mintaszam
Gyermek ép (young) Y 5
Felnétt ép (normal healthy adult) N 5
Colitis ulcerosa, aktiv stadium UCa 4
Colitis ulcerosa inaktiv stadium UCi 4
CRC-t6l <2 cm-re (field) F 4
CRC-tél >10 cm-re (cancer normal) CN 4
Tubularis adenoma low-grade diszplaziaval | LGD 17
Adenoma high-grade diszplaziaval HGD 6
Szesszilis fogazott adenoma SSA 4
Tradicionalis fogazott adenoma TSA 1
Vastag- és végbélrak, I-111. stadium CRC 17
Vastag- és végbélrak, IV. stadium MCRC 7

crer

A gyermekek (0-18 év) kolonoszkopiajanak indikaciojaként hasi fajdalom szerepelt. Az
endoszkoposan épnek véleményezett vastag- és végbélmintdkat a szovettani vizsgalat
igazolta. A hattérjelenség (field effect) vizsgalatara a késébb szovettanilag igazolt CRC
makroszkopos sz€1étdl 4 beteg esetében kevesebb mint 2 cm-re, valamint legalabb 10 cm-re
1-1 biopszias mintat vettiink (10. abra). A két colitis ulcerosas mintacsoport egyikébe a

klinikailag és szovettanilag aktiv betegekbdl szdrmazd mintdk Kkeriiltek, a masik
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mintacsoportban a legalabb 6t éve colitis ulcerosa miatt kezelt, klinikailag és szdvettanilag is

inaktiv betegek bioptatumait dolgoztuk fel.

Tumor
'a O i )
F CN
<Z2ocm >10cm

10. 4bra. A hattérjelenség (field effect) vizsgélatara vett biopszias mintak helyzete

4.2. Etikai engedélyek

A vizsgalatokat a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen a helyi és az orszagos etikai
engedélyek (TUKEB engedélyszamok: 69/2008, 202/2009, 23970/2011) birtokaban
végeztem. A kolonoszkopiara, a biopszias mintavételekre és a DNS-metilacios vizsgalatokra a
betegek szobeli €s irasbeli tajékoztatasa, és beleegyezd nyilatkozat alairdsa utan keriilt sor. A

18 év alatti paciensek esetén az egyik sziil6 irta ala a belegyez6 nyilatkozatot.

4.3. DNS-metilacio szenzitiv restrikcios enzim array vizsgalat (Methyl Profiler)

A DNS kivonasdhoz a biopszids mintakat 2%-0s natrium-dodecilszulfatban (SDS)
homogenizaltam és 16 oOran keresztiil 56°C-on 4 mg/mL proteinaz K-val emésztettem. A
DNS-izolalashoz High Pure PCR Template Preparation Kitet (Roche, Penzberg, Germany)
hasznaltam a gyartd eldirdsai szerint. A DNS-t 2x100 pl RNaz- és DNaz-mentes desztillalt
vizbe eludltam és felhasznaléasig -20°C-on taroltam.

A DNS-metilacios profilok vizsgalatara az EpiTect Methyl gPCR Array System-et (Qiagen,
Hilden, Germany) hasznaltam. Ebben a modszerben a DNS-metilacidé kimutatasa restrikcios
enzimes emésztést kovetden torténik. Egy un. metilacio-szenzitiv restrikciés enzim a nem
metilalt DNS-t, mig a metilacié-dependens restrikcidos enzim a metilalt DNS-t bontja. E
modszer segitségével egy 384 lyuku lemezen egy mintabol parhuzamosan 96 gén (4. tablazat)
metilaciojat vizsgaltam. Egy génhez 4 lyuk tartozott; az egyik lyukban a metilacio-szenzitiv, a
masikban a metilacio-dependens, a harmadikban mindkét enzim, a negyedikben egyik enzim

sem volt jelen (11. abra).
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4. tablazat. A DNS-metilacié szenzitiv restrikciés enzim array-vel (Methyl Profiler)

vizsgalt 96 gén listaja

Gén Gén teljes neve

ADAMTS1 | ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1
ALDH1A3 | Aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
ALX4 ALX homeobox 4

APBA1 Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 1

APBA2 Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 2

APC Adenomatous polyposis coli

ATM Ataxia telangiectasia mutated

BAGALNT2 | Beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 2

BAGE B melanoma antigen
BMP3 Bone morphogenetic protein 3
BNC1 Basonuclin 1

CALCA Calcitonin-related polypeptide alpha

CAV1 Caveolin 1, caveolae protein, 22kDa
CCNA1 Cyclin Al

CD44 CD44 molecule (Indian blood group)
CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

CDH13 Cadherin 13, H-cadherin (heart)
CDKN2A | Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4)
CDKN2A | Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4)

CDX1 Caudal type homeobox 1

CDX2 Caudal type homeobox 2

CHFR Checkpoint with forkhead and ring finger domains
CNR1 Cannabinoid receptor 1 (brain)

CRABP1 Cellular retinoic acid binding protein 1

CTDSPL CTD (carboxy-terminal domain, RNA polymerase Il, polypeptide A)
small phosphatase-like

CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1)
DAB2IP DAB?2 interacting protein

DACT2 Dapper, antagonist of beta-catenin, homolog 2 (Xenopus laevis)
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DKK1 Dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

DKK2 Dickkopf homolog 2 (Xenopus laevis)

DKK3 Dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)

EPHB2 EPH receptor B2

EPHB4 EPH receptor B4

EXTL3 Exostoses (multiple)-like 3

EYA2 Eyes absent homolog 2 (Drosophila)

FAMB84A Family with sequence similarity 84, member A
GALR2 Galanin receptor 2

H19 H19, imprinted maternally expressed transcript (non-protein coding)
HIC1 Hypermethylated in cancer 1

HLTF Helicase-like transcription factor

HNF1B HNF1 homeobox B

HS3ST2 Heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 2
hsa-mir- microRNA 342

342

ID4 Inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein
IGF2 Insulin-like growth factor 2 (somatomedin A)
IGFBP3 Insulin-like growth factor binding protein 3

IGFBP7 Insulin-like growth factor binding protein 7

LRRC3B Leucine rich repeat containing 3B

MAGEA1 | Melanoma antigen family A, 1

MAL Myelin and lymphocyte protein, T-cell differentiation protein
MCC Mutated in colorectal cancers

MGMT 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase

MLH1 MutL homolog 1 (E. coli)

MSX1 Homeobox, msh-like 1

NEUROG1 | Neurogenin 1

NID1 Nidogen 1

NKX2-5 NK2 transcription factor related, locus 5 (Drosophila)
OPCML Opioid binding protein/cell adhesion molecule-like
PAX2 Paired box gene 2

PCDH10 Protocadherin 10
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PDLIM4 PDZ and LIM domain 4

(RIL)

PGF Placental growth factor

PRDM5 PR domain containing 5

PROM1 Prominin 1

PTGIS Prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase

PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase)

RAB32 RAB32, member RAS oncogene family

RASSF1 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1

RBP1 Retinol binding protein 1, cellular

RECK Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs

RPRM Reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate

RUNX3 Runt-related transcription factor 3

SCNN1B Sodium channel, nonvoltage-gated 1 beta

SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1

SFRP2 Secreted frizzled-related protein 2

SFRP4 Secreted frizzled-related protein 4

SFRP5 Secreted frizzled-related sequence protein 5

SLC16A12 | Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 12

SLC5A8 Solute carrier family 5 (iodide transporter), member 8

SLIT2 Slit homolog 2 (Drosophila)

SLIT3 Slit homolog 3 (Drosophila)

SOCS1 Suppressor of cytokine signaling 1

SPARC Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)

SST Somatostatin

STK11 Serine/threonine kinase 11

TAC1 Tachykinin 1

TFAP2C Transcription factor AP-2, gamma

TMEFF2 Transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like domains 2

UCHL1 Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

UGT1Al UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide Al

VIM Vimentin
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WIF1 Whnt inhibitory factor 1
WNT5A Wingless-related MMTYV integration site 5A

WRN Werner syndrome homolog (human)

WT1 Wilms tumor 1 homolog
ZNF442 Zinc finger protein 442

A hipermetilalt, a kézepesen metilalt és a nem metilalt DNS részaranyat az enzimatikus
emésztés nélkiili reakcidhoz hasonlitottam. A DNS metildltsdgat pozitivnak tekintettem, ha a
hipermetilalt frakci6 metildltsdgdnak a 15%-4at meghaladta, negativnak tartottam, ha a
metilaltsag e kiiszobértéket nem érte el.

Az izolalt DNS-bdI 2 pg-ot négy egyenld részre osztottam, €s a fentiekben részletezett modon
négy reakcidelegyet hoztam létre, majd 16 oran keresztil 37°C-on inkubdltam
(enzimaktivacio), végiil 65°C-ra melegitve a reakciot, inaktivaltam. Majd folyadékkezeld
epMotion 5070 pipettazé automata hasznalataval (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) a négy
reakcidelegyet a lemez 384 lyukdba egyenlden elosztottam. Ezt kdvetden real time qPCR
reakciot végeztem LightCycler 480 (Roche) gép segitségével. A PCR paraméterei az aldbbiak
voltak: 95°C-on 10 percig, 40 ciklus 97°C-on 15 masodpercig, 72°C-on 1 percig. A PCR-
reakciot kovetden a kivant termék ellenérzésére nagyfelbontast olvadaspont- (high resolution
melting, HRM) elemzést végeztem (65°-95°C-ig 1 masodperc sziinet 0.04°C-ként). Ezt
kdvetéen a Cr értékeket exportaltam és 224CT elemzést végeztem. A Cr érték és a reakcid
eléttt DNS mennyisége forditottan aranyos, valamint a PCR-termék reakcié exponencialis

fazisaban ciklusonként megduplazodik.
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11. dbra. A DNS-metilaci6é szenzitiv restrikcidos enzim array vizsgalat (Methyl Profiler)

mukodése. Részletes magyarazat a szovegben taldlhaté (Patai és mtsai 2017 utan

modositva, a Qiagen és Dr. Shankar Sellappan, PhD engedélyével)
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4.4. DNS-metilacio specifikus (biszulfit) PCR-vizsgalat, olvadaspont elemzés

Az izolalt genomialis DNS-mintakat EZ-DNA Methylation-Direct Kit (Zymo Research,
Irvine, CA, USA) segitségével biszulfit-konvertaltuk. A gyartd javaslatanak megfeleléen a
hatékony konverzio eléréséhez a DNS mennyiségét reakcioként 500 ng-ban maximaltuk. A
Technologies, Grand Island, NY, USA) kvantifikaltuk.

A PCR és szekvenaldo primereket PyroMark Assay Design 2.0 (Qiagen) és BiSearch
(bisearch.enzim.hu/, Enzimologiai Intézet, Magyar Tudomanyos Akadémia, Budapest,
Tusnady 2007). A CpG szigeteket UCSC Genome Browser adatbazis
(https://genome.ucsc.edu/) CpG Plot (EMBOSS) szoftver segitségével terveztik. A PCR
amplifikaciot és a nagyfelbontasu olvadaspont (high-resolution melting curve, HRM)
elemzést a LightCycler 480-n végeztik. A 15 pl-es reakciotérfogat AmpliTag Gold PCR
Master Mixet (Applied Biosystems, Life Technologies), 0,25 ul ResoLight Dye-t (Roche), 1,5
mM MgClz-t, 0,13 uM primert (Invitrogen) és 3 ng biszulfit-konvertalt DNS-templatot
tartalmazott. Az amplifikacié paraméterei a kdvetkezdk voltak: denaturalas 10 percig 95°C-
on, amelyet 9 ciklus 65°C-r6l 55°C-ra torténé fokozatosan csokkend fokon torténé annelalasi
homérséklet (un. ,,touchdown”) kovetett, majd 40 ciklus (95°C-on 30 masodpercig, 55°C-on
30 masodpercig, 72°C-on 30 masodpercig) amplifikacio. Minden reakcié duplikatumokban

késziilt. A primerszekvenciak a kovetkezoek voltak (5. tablazat).

5. tablazat. Metilacio-specifikus (biszulfit) PCR-primerek

MAL cél: hg38 genomon chr2:95026139-95026340, amely a transzkripcios
kezdett6l downstream talalhatd 456-657 bp-nak felel meg

MAL-f GGAAAAATTGGGTTTTTAATTGGGGTTAG

MAL-r TTCAACTCCCTCTCATCTCCAAATCTC

SFRP1 cél: chr8:41309468-41309682 a hg38 genomon, amely a transzkripcids
kezdet koriili 2— -213 bp-nak felel meg

SFRP1-f ATTTAGGAGGTTGTAGGGTTGGA

SFRP1-r TTCCCCTTCTTTTTCTCCCCTTATC

SFRP2 cél: hg38 genomon chr4:153788387-153788549, amely a transzkripcios
kezdett6l downstream talalhatd 524-686 bp-nak felel meg

SFRP2-f GTTGTTAGAGAGGGGGATGTAAAGG

SFRP2-r ATACCACCCCAACACCAAAAAATTCCTAT
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Az olvadéspont-elemzést 50°C-rol 95°C-ra valo felmelegitéssel végeztiik, 0,03°C/masodperc
felmelegitési sebességgel, 20 mérési ponttal 1°C-onként. Referenciaként az EpiTect Control

DNA Kit (Qiagen) nem metilalt (0%) és 100%-ban metilalt DNS standard mintait hasznaltuk.

4.5. RNS-izolalas és teljes genom mRINS-expresszio microarray vizsgalat

Teljes RNS-t az RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével vontunk ki. A
teljes genom mMRNS-expresszid microarray vizsgalatot munkacsoportunk az alabbiak szerint
végezte el. Biotinilalt, fragmentalt cRNS probakat szintetizaltunk a One-Cycle Target
Labeling and Control Kit segitségével a gyartd (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) leirasa
alapjan, majd 2 ciklusos T7 alapu linearis amplifikaciot végeztiink. A fragmentalt cRNS
probakbol 10 mg mennyiséget hibridizaltunk a HGU133 Plus2.0 array-re (Affymetrix) 45°C-
on 16 oran keresztiil. A microarray-eket Fluidics Station 450 segitségével megfestettik €s
antitest-amplifikaciot végeztink. A fluoreszcens jeleket GeneChip Scanner 3000-rel
(Affymetrix)  detektaltuk. Az adatok a Gene Expression Omnibus (GEO,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) nyilvanos online adatbazison elérhetéek: GSE4183,
GSE10714, GSE15960 ¢s GSE37364.

4.6. Mismatch repair (MMR) fehérjék (MSI statusz) és SFRP1 immunhisztokémiai
vizsgalata

A DNS-metilacios vizsgalatokban hasznalt esetek formalinban fixalt, paraffinba 4gyazott
szovetblokkjaikbol 2 mm atméréji core-okbol szoveti microarray-ket (TMA) készitettem a
TMA Grand master késziilék hasznalataval (3DHISTECH). A TMA blokkokboél 6 pm-es
metszeteket készitettem, majd Superfrost Plus targylemezekre helyeztik, majd (VWRI,
Leicestershire, UK) fixalas utan egy éjszakan at 37°C-on inkubaltuk.

Deparaffinalést és rehidralast kovetden, az endogén peroxiddz aktivitast 30 percig tartd 2,5%-
os, metanolban oldott hidrogén-peroxid kezeléssel sziintettiilk meg. Az antigénfeltarasi 1épést
40 percig tartd6 TRIS-EDTA (pH=9) pufferrel végeztiik elektromos kuktaban. Az aspecifikus
kotodések blokkolasanak érdekében a metszeteket marha szérum albuminnal (1% BSA)
inkubaltuk, majd az alabbi monoklonalis antitestekkel egy éjszakan at inkubaltuk 58°C-on:
MLH1 (1:80, Santa Cruz, CA, USA), MSH2 (1:80, Santa Cruz, CA, USA), MSH6 (1:80,
Santa Cruz, CA, USA), PMS2 (1:150, Santa Cruz, CA, USA), SFRP1 (1:150, Abcam,
Cambridge, UK). Az antitestdetektalast a HISTOLS-MR-T kit (Hisztopatologia Kft., Pécs,
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Magyarorszag) segitségével végeztik, ¢és 3,3'-diaminobenzidin Liquid and Substrate
Chromogen System (Dako Cymation, Glostrup, Dania) felhasznalasaval tettiik lathatova. A
metszeteket hematoxilin-eozin festékkel festettiik meg, xilollal dehidraltuk, majd lefedtiik.
Digitalis archivalast (Pannoramic Flash 250, 3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag)
kovetden a digitalizalt szovettani mintakat Pannoramic Viewer szoftver segitségével (v:1.15 ;
3DHISTECH) értékeltiik ki.

A mintdt MSS-nek tekintettiik, ha mind a 4 MMR fehérje (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)
megtartott festddést mutatott az egészséges vastagbélnyalkahartydhoz képest. A
fehérjeexpressziot az alabbiak szerint értékeltiik ki: 0 (nincs immunreakcid), +1 (gyenge), +2

(kozepes), and +3 (erds, diffiiz citoplazmatikus festédés).

4.7. A miofibroblasztok SFRP1 (secreted frizzled-related protein 1)-termelésének
vizsgalata

A stromalis miofibroblasztok vizsgalatdhoz o-SMA-SFRP1 kettds fluoreszcens festést
hasznaltunk normalis (n=20), CRC (n=35) valamint olyan CRC mintdkban, amelyek NAT
teriiletet is tartalmaztak (n=12). A metszeteket a-SMA (Dako, CA, USA) Alexa Fluor 488
fluorokrommal jelolt (Invitrogen, Eugene, CA, USA) és SFRP1 (ab4193, Abcam, Cambridge,
UK, 1:500) Alexa Fluor 546 fluorokrommal jel6lt, Invitrogen) ellenanyaggal inkubaltuk. A
mintakat az 4.6 fejezetben ismertett modon digitalisan archivaltuk és elemeztiik. A normalis
¢s a CRC teriileteken a digitalis mikroszkop Marker Counter modulja segitségével 1000 db a-
SMA-pozitiv stromalis sejtet szamoltunk le, amig az elvaltozast mutatd NAT és a CRC
tertiletek kozott elhelyezkedd atmeneti zonakban (ezek korlatozott mérete miatt) ez a szam

150-300 volt. Az adatok elemzéséhez egyszempontos ANOVA-t hasznaltunk.

4.8. Demetilacios kisérletek sejtkultiira modellben

Demetilald, 5-aza-2’-deoxicitidin kezelést végeztink HT29 vastagbél adenokarcinoma
sejtvonalon (ATCC szam: HTB-38). A sejteket 37°C-on 5% COz-ban ¢és 10% FCS-t
tartalmaz6 RPMI-1640 médiumban (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) egy 25 cm?-es
sejtkultara flaskdban, 1 500 000 sejt/flaska siiriségben 24 6ran keresztiil inkubaltuk. A
demetilacios kezelést 3 parhuzamos kisérletben 10 uM 5-aza-2’-deoxicitidinnel (Sigma-
Aldrich) végeztiik 72 6ran keresztiil FCS-mentes médiumban. A kontroll sejttenyészetekhez

PCR tisztassagu viz és ecetsav (az 5-aza-2’-deoxicitidin oldoszerének) 1:1 aranyu keveréket
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adtuk. A sejtekbdl RNS-t vontunk ki ¢és teljes genom mRNS-expresszid6 microarray
vizsgalatot végeztiink a fentiek szerint. Az adatok a Gene Expression Omnibus adatbazison a
GSE29060 szam alatt érhetdk el. Az altalunk hasznalt HT29 sejtvonal molekularis fenotipusat
tekintve MSS, KRAS vad, BRAF V600E mutans (Ahmed és mtsai 2013), ezért a GEO
adatbazisbol tovabbi in silico elemzések céljabol egy masik munkacsoport altal elvégzett,
eltéré molekularis fenotipustt (MSI, KRAS mutans, BRAF vad) vastagbélrak sejtvonal, a
HCT116 5-aza-2’-deoxicitidin/trichostatin A kezelés teljes genom mRNS-expresszios
eredményeit (GSE14526) is megvizsgaltuk (Yagi és mtsai 2010).

4.9. BRAF és KRAS mutaciok vizsgalata

Minden mintan elvégeztik a BRAF V600E és KRAS 12-es és 13-as kodon mutacidjanak
vizsgalatat.

A BRAF V600E mutaciét Richman és mtsai munkaja (Richman és mtsai 2009) alapjan
végeztiink az alabbi modositasokkal. A vizsgalatahoz 20 ng genomialis DNS-t és 12,5 pL
HotStarTaq Master Mix-et (Qiagen) 25 uL végtérfogatban kevertiink 6ssze. A primerek a 6.
tablazatban talalhatoak. A PCR-reakcid koriilményei a kdvetkezdk voltak: denaturalas 95°C-
on 12 percig, majd 40 ciklus (95°C-on 10 masodpercig, 55°C-on 20 masodpercig, 72°C-on 20

masodpercig).

6. tablazat. BRAF primerek szekvenciaja

BRAF_fw_BIO TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT
BRAF_rev TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
BRAF_seq TGATTTTGGTCTAGCTACA

A PCR-termékek szekvenalasa PyroMark Q24 piroszekvenatorral (Qiagen), a BRAF mutacio
statusz elemzése PyroMark Q24 szoftverrel (Qiagen) tortént.

A KRAS 12-es és 13-as kodon mutacidjanak vizsgalatara mutagén PCR-rel kombinalt
restrikcidos fragmenthossz polimorfizmus (Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP) moédszert hasznaltunk. Hatzaki és mtsai munkaja alapjan (Hatzaki és mtsai 2001) az
alabbi modositasokkal: 10 ng genomidlis DNS-hez 20 pl végtérfogatban 0,5 uM primert, 3,5
mM MgClz-t és ImmoMix Red-et (Bioline, London, UK) adtunk. Az amplifikaciot Veriti 96-
Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life Technologies) késziilékkel az alabbi
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protokoll szerint végeztiik: 10 perc 95°C-on, 10 ciklus 95°C-on 40 masodpercig, 58°C-on 40
masodpercig, és 72°C-on 40 masodpercig, majd 30 ciklus 86,5°C 40 masodpercig, 58°C 40
masodpercig, valamint 72°C 40 masodpercig, és végiil 72°C 10 percig. A hasznalt primerek

szekvenciai a 7. tablazatban lathatok.

7. tablazat. KRAS primerek

KRAS 12-es kodon

Mcl2-f ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT

Mc12-r CTGTATCAAAGAATGGTCCTGGACCAGTA

KRAS 13-es kodon

Mc13-f ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGCCCTGGT

Mc13-r AGAAGCCTTTATGGCTATCAAAGAATGGTCCTGCACCAGTA

A PCR-termékeket BstNI vagy Bgll (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) restrikcios
endonukleazzal emésztettiik, majd az Experion Automated Electrophoresis allomason (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) elemeztiik. Attdl fliggben, hogy a vizsgalt allél vad tipust vagy
mutans volt-e, a 12-es kodon vizsgalatanal a 162 bp hosszt PCR-termék hasitasa 113 vagy
142 bp hossza fragmentet, mig 13-as kodonnal a 174 bp hosszi termék hasitasakor 165 vagy
125 bp hossza fragmentet kaptunk.

4.10. Mutacios eltérések vizsgalata 0j generacids szekvenalassal

A mutéciok gyakorisaganak atfogobb jellemzésére, a fenti napi rutinban hasznalt mutaciokon
kiviil még 10, tehat 6sszesen 12 CRC-ben gyakran el6forduldo gén (APC, BRAF, CTNNB1,
EGFR, FBXW7, KRAS, MSH6, NRAS, PIK3CA, SMAD2, SMAD4, TP53) mutacidjanak
vizsgalatara sajat PCR-primereket terveztiink (Péterfia és mtsai 2017). Ebben a vizsgalatban
CRC mellett elhelyezkedé szdvettanilag ép (NAT, n=8), low-grade diszplaziat (AD-LGD,
n=17), high-grade diszplaziat tartalmaz6 adenoma (AD-HGD, n=6), fogazott adenoma (AD-
serr, n=11 — korabbi mintainkat 6 (1j mintaval egészitettiik ki), valamint CRC mintékat (n=17)
vizsgaltunk 0j generacids szekvenalassal. Az amplikonokat GS Junior eszkdzzel (Roche)
szekvenaltuk meg. A PCR-termékekhez Rapid Library Molecular Identifier (RL_MID)
adaptorokat ligaltunk. Az igy késziilt PCR konyvtarak mindségét High Sensitivity DNS

chippel vizsgaltuk az Agilent 2100 Bioanalyzer mikrokapillaris elektroforézis késziiléken
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Lib-L emPCR Kittel (Roche) végeztiik, a gyartd ajanlasa alapjan 2 DNS-molekula — 1 gyongy
aranyban. A gyongyok dusitasahoz és a szekvenalashoz a GS Junior Titanium Sequencing
Kitet (Roche) hasznaltunk. A variansokat az Amplicon Variant Analyzer szoftverrel

elemeztik.

4.11. Statisztikai elemzés

Az adatokat atlagtstandard deviacioban (SD) adtuk meg. Az adatok Osszehasonlitasara
Student féle t-probat és ANOVA-t hasznaltunk. Szignifikans eltérésnek a p<0,05-t fogadtuk

el. Minden statisztikai elemzést az R program kornyezetben végeztiink el (R core team 2012).
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5. EREDMENYEK

9.1. Jo- és  rosszindulatu  vastagbéldaganatok  metilacios mintazatanak
osszehasonlitasa

A vizsgalt csoportok metilacios mintazatdnak dsszehasonlitasakor a joindulatu, rakmegel6zo
allapotokban (LGD, HGD), valamint CRC-ben lényegesen tobb metilalt gént talaltunk, mint
az egészséges gyermek ¢€s felndtt mintakban (8. tdblazat). Gyulladasos bélbetegségben, sem a
szovettanilag aktiv, sem az inaktiv colitis ulcerosas mintakban nem talaltunk Iényeges
kiilonbséget a vizsgalt gének metilacios statuszaban az egészséges mintakhoz képest (8.
tablazat). Low ¢és high-grade adenomakban valamint CRC-ben azonban azonositottunk egy
jellegzetes metilacios mintazatot: 10 gént sikeriilt azonositani, amelyek a jo- és rosszindulat
vastagbél daganatok tobb mint 85%-aban metilalt volt (9. tablazat), ugyanakkor az egészséges
gyermek ¢és feln6tt, daganat melletti szovettanilag ép, valamint gyulladdsos mintdkban nem
(vagy csak 1-1 esetben) voltak metilaltak (akkor is a 15%-0s metilacios kiiszobérték hataran)
(10. tablazat). Erdekes modon, ezek a gének metasztatikus CRC-ben (MCRC) nem voltak
metilaltak. Az adott gének metilaltsagi fokanak atlaga a diszplasztikus (HGD majd LGD)
mintakban volt a legmagasabb, ezt kovették a CRC-s mintak, mig a legalacsonyabb értékeket
a MCRC-ben lattuk (9. tablazat).
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8. tablazat. Metilalt gének atlag metilacios szdzaléka az egyes csoportokban

A. A mintak >95%-aban metilalt gének

B. Minden daganatos mintaban (beleértve az MCRC-t) metilalt gének

C. Low-grade diszplaziaban (LGD-ben), high-grade diszplaziaban (HGD), valamint I-III stadiumu vastagbélrakban metilalt gének
D. Csak egyes csoportokban metilalt gének

Félkovéren szedett: olyan gének, amelyek az adott csoport mintdinak legalabb felében metilaltak voltak.

CN: vastagbélraktol >10 cm-re vett szGvetminta

CRC: I-1II stadiumu vastag- és végbélrak

F: vastagbélraktol <2 cm-re vett szovetminta

HGD: high-grade diszplaziat tartalmazé adenoma

LGD: low-grade diszplaziat tartalmaz6 adenoma

MCRC: tavoli attétet ado, IV. stadiumu vastag- és végbélrak

N: ép vastagbélnyalkahartya minta 18 évesnél iddsebb felndttbdl
SD: standard deviacio

UCa: szdvettanilag aktiv colitis ulcerosas szovetminta

UCi: szovettanilag inaktiv colitis ulcerosas szovetminta

Y: ép vastagbélnyalkahartya minta 18 évesnél fiatalabb gyerekbdl



LE

A Y N CN(10cm) [ F(Lcm) LGD HGD CRC MCRC UCi UCa

BAGE 97,39+1,32 | 76+15,83 | 79,72+11,97 | 66,2+21,11 | 9543335 | 93,46+8,09 | 82,52+18,2 | 90+11,83 | 76,65+5,61 | 78,4+7,83
CCNA1 2,75+1,48 | 30,76:23,14 | 24,74+10,49 | 18,17+10,12 | 67,1+23,44 | 61,99+17,72 | 43,9449,66 | 33,4619,6 | 23,7+20,65 | 8,96+4,12
H19 47,91+2,89 | 46,33+582 | 373675 | 37,17+11,42 | 33,95+13,46 | 38,72+15,54 | 44,16+17,53 | 42,35+4,89 | 40,96+12,74 | 46,39+6,27
MAGEAL1 | 98,18+1,14 | 73,7313,92 | 86,44+9,69 | 90,08+4,23 | 79,14+33,83 | 61,85x44,1 | 76,63£25- | 90,23+13,21 | 63,94=15,08 | 80,93+7,84
MSX1 13,9+3,3 | 17,26£3,96 | 20,2+10,87 | 15,66+546 | 66,64+24,29 | 57,98+14,36 46,639517,95 29473 | 34,95£17,57 | 20,57+4,08
PTGIS 22,95+13,09 | 43,84+10,57 | 49,64+4,72 | 43,29+10,54 | 79,98+17,71 | 79,14+17,34 | 59,71+15,84 | 56,29+18,53 | 44,67+20,47 | 39,43+11,62
RUNX3 34,95+11,62 | 42,96+12,45 | 38,94+7,53 | 37,9+10,99 | 71,33+21,56 | 69,82+12,09 | 58,52+13,82 | 52,39+9,39 | 41,59+13,79 | 56,96%5,15
SPARC 21,42+8,49 | 42,08+10,87 | 42,86+6,75 | 38,97+11,28 | 65,02+19,86 | 49,02+33,01 | 46,86+15,24 | 45,43+6,01 | 31,75+17,67 | 31,34+15,04
UGT1A1 84,15+6,49 | 51,13+3,28 | 86,53+8,32 | 85,75+5,88 | 91,49+9.46 | 89,29+10,02 | 94,9+4,69 | 81,26+22,83 | 47,49+342 | 58,42+3,94
B.

BNC1 2,02£1,0 | 16,37£17,49 | 11,67+8,14 | 8,71%5,11 | 63,95+24,45 | 53,8+17,43 | 31,99+14,53 | 20,15+3,63 | 12,84+10,01 | 7,83+3,86
SST 3,56£1,96 | 12,07£10,84 | 11,99+551 | 8,35+6,42 | 35,57423,77 | 49,74+23,41 | 30,98+14,29 | 15,53+8,99 | 7424509 | 6,99+3,88
C.

ADAMTSL | 0,56+0,66 | 0,37+034 | 0,49+0,75 | 0,52£0,39 | 19,38+29,92 | 43,26+35,45 | 18,18+19,41 | 123087 | 0,83£0,57 | 0,15+0,57
ALDHIA3 | 0,75+0,45 | 4,1243,32 | 3,77£1,9 | 2,82+1,69 | 53,95+38,12 | 74,36+18,83 | 37,22+23,74 | 6,73+2,64 | 3,61%2,74 | 2,62+1,19
ALX4 0,72£0,59 | 0,69+0,57 | 0,8+0,84 0,72+0,2 | 33,94+35,79 | 51,47+41,78 | 27,76£26,83 | 1,26x1,04 | 1,34+0,98 | 0,94+0,42
CDH13 1,6£0,92 123+0,85 | 3,93+3,82 | 2,47+0,98 | 32,79+34,53 | 33,47+27,99 | 25,75+2535 | 3,74+2.82 | 2424264 | 3,08%1,56
DKK2 421+0,93 8,664,447 | 5094325 | 4,13£0,99 | 39,93+2597 | 46,7£17,31 | 31,54£18,05 | 7,04+2,99 | 11,13+13,86 | 9,11+4,77
DKK3 1,61£1,45 | 1,95+0,52 | 2,02+2,76 | 1531+0,19 | 21,04+28,46 | 32,3+32,37 | 23,36x19,79 | 4,76£5,03 | 2,89+2.56 1.9+1,03
GALR2 224+1,02 | 22%1,65 | 3,714238 | 2,18+0,51 | 37,63£33,64 | 50,16+29,88 | 25,88+24,27 | 5,79+4,12 | 4,642,73 | 4,33+2,42
HLTF 506£1,44 | 539+1,79 | 445t134 | 4,78+1,51 | 19,71£1527 | 33,01+27,9 | 18,36+15,74 | 8,17+4,72 | 635+7,34 | 89146
hsa-mir- 0,53%0,5 1,18+1,61 | 2,8242,98 | 2,143,090 | 42,73+22,86 | 17,71+27,98 | 21,27+16,69 | 3,81+323 | 0,39+0,33 | 0,4+0,27
ﬁ??chss 1,44+0,93 | 3,5943,61 1,96+1,2 1,1+0,66 26,39+12 | 35,55+24,78 | 12,68+10,04 | 4,94+1,81 3,142,77 | 2,14+134
MAL 1,03£0,49 | 2,65+3,28 | 3,71%4,06 | 1,75+0,83 | 51,79+30,94 | 41,39+30,32 | 37,14+18,83 | 10,21£9,15 | 1,38+0,99 | 1,49+0,63




8¢

NID1 126£0,83 | 1,43£0,64 | 1,52+152 | 1,1320,23 | 26,86+29,06 | 24,35£29,84 | 19,33£19,46 | 2,2842,12 | 2,55%1,6 1,78+0,92
OPCML 2,49+1,05 | 9,96x11,52 | 13,03=11,34 | 7,13£3,54 | 47,01£19,98 | 38,1+12,77 | 20,62+15,2 | 12,54+324 | 8,74+10,68 | 4,79+1,95
C. Y N CN(10cm) | F(l1cm) LGD HGD CRC MCRC UCi UCa

PCDH10 1,53£0,52 | 344+14 | 398+1,89 | 34+124 | 44,79+29,1 | 57,28+35,04 | 21,77£18,49 | 7.43+52 | 7,73+10,11 | 3,65+1,8
PDLIM4 2,7540,99 | 12,22£1122 | 7,14£3,09 | 7,48+4,1 | 40,94£39,99 | 77,39+20,48 | 28,69+21,67 | 12,48+7,97 | 13,24+8,87 | 7,05%3,16
RBP1 1,18+0,52 | 1,44+0,81 | 3,084229 | 1,15+0,45 | 42,22+39,03 | 39,5538 | 20,34+13,8 | 3,88+4,7 1,57£1,79 | 1,9+0,86
RPRM 2,19+0,95 | 2,97+1,62 | 438187 | 2.81+0,66 | 25,62+28,93 | 26,88+33 | 21,41+19,23 | 10,2546,48 | 8,446,9 4,76+1,26
SFRP1 0,5240,36 | 4,95+4,69 | 4,95+4,62 | 3,12+2,48 | 60,66+2527 | 54,93+30,99 | 31,67+16,36 | 7,56+2,1 | 8,16+12,89 | 3232091
SFRP2 1794126 | 1,55+0,99 | 233+239 | 227+0,64 | 48,49+34,63 | 51,63+30,57 | 27,49+14,35 | 526+4,52 | 2,51+1,82 | 2,5+0,72
SLC16A12 | 085+0,94 | 0,89+0,63 | 1,64+1,67 | 0,92+0,23 | 25,78+29,43 | 41,5439,64 | 21,53+21,37 | 2,24+13 | 4,04+444 | 1,76+0,94
SLIT2 1,68+0,89 2,58+2 6,93+8,21 | 4,05+1,89 | 58,58+32,95 | 47,79+29.48 | 26,32+17,86 | 9,12+34 | 6,85+6,02 | 4,06+1,87
SLIT3 0,6140,3 | 2,49+2,81 | 1,36+1,02 | 1,25+0,43 | 38,44+30,9 | 41,46+22,63 | 27,08+21,36 | 5,78+8,52 | 4,93+552 | 1,39+0,56
TAC1 2,241,63 6+4,42 4734238 | 89+8,73 | 22,51£27,98 | 30,17+16,38 | 18,84=19,05 | 1536+10,11 | 15,39+14,47 | 6,13+2,19
TMEFF2 1,36£0,71 | 123+1,07 | 1,93+1,69 | 1,46+1,05 | 4587+31,23 | 53,79+40,26 | 25,27+17,33 | 7,5+7,49 | 2,73+4,09 | 1,94+0,63
UCHL1 2,83+121 | 2,68+23 | 2,07+223 | 243+0,04 | 29,26+35 | 57,78+34,35 | 23,29+17,5 | 6,2746,03 | 2,24+1,62 | 3,79+1,9
VIM 1,54£0,65 | 0,65£0,5 | 0,89+0,99 | 0,84+0,88 | 40,03+34,38 | 46,53+40,81 | 27,35£22,14 | 3,32+3,86 2+1,63 1,92+1,27
WIF1 2,63£1,62 | 8,14+6,78 | 13,75t8,8 | 8594534 | 44,27+30 | 49,89+40,45 | 30,32+21,16 | 19,1+16,62 | 16,22+20,39 | 4,61+3,89
D.

DAB2IP 1,12+035 | 1,35+0,18 0,8+0,4 0,59+0,21 | 20,01£26,99 | 27,52423,65 | 8,7+7.24 | 6,33+1034 | 2.81%0,49 | 0,73+0,25
HS3ST2 1,35+0,6 136£0,12 | 1,16£1,02 | 0,81%0,03 | 31,13+36,33 | 29,69+26,42 | 13,45+12,23 | 1,88+1,55 | 3,28+£1,01 | 0,78+0,16
IGFBP3 0234032 | 022+026 | 03+029 | 029+021 | 11,03+15,37 | 22,92+30,86 | 11,98+18,37 | 0,5+0,5 1+1,18 0,4740,2
WT1 0,44£0,25 | 0,730,56 | 0097+1,07 | 04+034 | 22,06+31,12 | 31,78+31,99 | 12,99+19,58 | 1,18+1,15 | 1,78+1,86 | 0,85+0,84
CALCA 837+1,09 | 8,78+2,71 | 822+4,01 | 13,57+11,74 | 8,72+424 | 30,74+27,13 | 18,92+14,32 | 1229+52 | 14,52+931 | 18,07+3,38
MCC 474171 | 2,78+1,19 | 2,89+1,87 | 2,12+0,93 | 11,99+14,96 | 34,09+28,85 | 17,38=15,11 | 6,87+6,61 | 3,614291 | 5.87+3,14
BMP3 0,1740,23 | 0,12+0,02 | 0,18+0,26 | 0,07+0,02 | 8,65+1827 | 31,09+30,12 | 9,46+13,85 | 021+027 | 027+0,07 | 0,07+0,01
CHFR 0,460,090 | 04140,23 | 03+0,16 | 0,35t0,08 | 6,83:11,39 | 20,56£27,57 | 5,446,1 0,25£0,53 | 0,42+0,74 | 0,28+0,18
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DACT2 0,6740,17 | 0,75+0,39 | 1,26+1,02 | 1,17£0,6 | 4,23+6,02 | 33,62+31,64 | 6,41+1125 | 1,82+1,69 | 2,14+1,89 | 2,3+0,64
EYA2 2,06£0,96 | 0,55+0,5 1,16=1,46 140,27 3,6£5,86 | 30,98+£37,86 | 10,8416,92 | 141,37 | 2.24+1,47 2,07+1

D. Y N CN(10cm) | F(l1cm) LGD HGD CRC MCRC UCi UCa

SFRP5 2,51£1,58 | 2,61£1,93 | 1,12£121 | 0095036 | 15,57+27.23 | 15,35%10,84 | 924+104 | 2,09+1,36 | 2,95+0,8 3,3+1,86
SLC5A8 0,85£0,44 | 3,4243,73 | 2,69+1,75 | 3,58+129 | 12,1513,15 | 34,12+42,53 | 11,46+1921 | 4,59+3,11 | 224+081 | 3,52+1,01
TFAP2C 243£1,06 | 099+1,19 | 1,1£137 | 0,63+0,42 | 12,47+19,71 | 26,11+38,62 | 7,27+15,74 | 1,78+2,38 1,940,9 3,16+1 47
WNT5A 0,37£0,38 | 0,05£0,07 | 0,03+0,03 00 0,75¢2,19 | 21,44+31,86 | 08+2,17 | 0,18+035 | 0,17+032 | 0,05+0,1
WRN 1,7540,79 | 1,51%0,16 | 3,551,001 | 3,68+1,03 | 2,82+1,89 | 19,17+16,27 | 5,7+7,5 2415122 | 3,73=1,14 | 1,24%0,59
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9. tablazat. A 10 leggyakrabban metilalédott gén metilacids szdzalékai a LGD, HGD, CRC és MCRC csoportokban

CRC: I-1II stadiumu vastag- és végbélrak

HGD: high-grade diszplaziat tartalmaz6 adenoma

LGD: low-grade diszplaziat tartalmaz6 adenoma

MCRC: tavoli attétet ado, IV. staddiumu vastag- és végbélrak

SD: standard deviacid

Low-grade diszplazia High-grade diszplazia LGD+HGD+CRC
(LGD) (n=17) (HGD) (n=6) CRC (n=17) (n=40) MCRC (n=7)
Atlag Atlag Atlag .
metilacio % * Metilalt | metilacié % x| Metilalt metilacio % * Metilalt Metilalt esetek | Atlag metilacié % * Metilalt

Gén SD esetek (%) SD esetek (%) SD esetek (%) (%) SD esetek (%)
SFRP1 60,66+25,27 100 54,93+30,99 100 31,67%16,36 94 97,5 7,56+2,1 0
SST 35,57+23,77 94 49,74%23 .41 100 30,98%+14,29 94 95 15,53+8,99 57
BNC1 63,95+24,45 100 53,8+17,43 100 31,99%+14,53 88 95 20,15%3,63 57
MAL 51,79+30,94 100 41,39%30,32 83 37,14%+18,83 88 92,5 10,21+9,15 14
SLIT2 58,58+32,95 100 47,79%29,48 100 26,32%+17,86 82 92,5 9,12%3,4 0
SFRP2 48,49134,63 82 51,63+30,57 100 27,49%14,35 94 90 5,26%4,52 0
SLIT3 38,44+30,9 94 41,461+22,63 100 27,08%+21,36 76 87,5 5,78%8,52 14
ALDH1A3| 53,95+38,12 88 74,36+18,83 100 37,22+23,74 76 85 6,73%2,64 0
TMEFF2 | 45,87+31,23 94 53,79+40,26 83 25,27%17,33 76 85 7,5%7,49 14
WIF1 44,27%30 88 49,89+40,45 83 30,32+21,16 82 85 19,1+16,62 29
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10. tablazat. A 10 leggyakrabban hipermetilalédott gén metilacios szazalékai egészséges (gyermek és feln6tt), tumor melletti szovettanilag ép (a
tumor makroszkopos szElétél 10 cm-re €s 1 cm-re szarmazo) és (szovettanilag aktiv és inaktiv) colitis ulcerosas mintdkban

CN: vastagbélraktol >10 cm-re vett szovetminta

F: vastagbélraktol <2 cm-re vett szGvetminta

N: ép vastagbélnyalkahartya minta 18 évesnél iddsebb felnottbol

SD: standard deviacio

UCa: szovettanilag aktiv colitis ulcerosas szovetminta

UCi: szovettanilag inaktiv colitis ulcerosas szovetminta

Y: ép vastagbélnyalkahartya minta 18 évesnél fiatalabb gyerekbol

Y (gyermek) (n=5) N (felnétt) (n=5) CN (10 cm, n=b) F (1 cm, n=b) UCi (n=4) UCa (n=4)
Atlag Atlag Atlag Atlag Atlag Atlag

metilacié % * | Eset | metilacié % * | Eset | metilacié % * | Eset | metilacié % * | Eset | metilacié % * | Eset | metilacié % * | Eset

Gén SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%)
SFRP1 0,52+0,36 0 4,95+4,69 0 4,95%4,62 0 3,12+2,48 0 8,16+12,89 25 3,23+2,91 0
SST 3,56+1,96 0 12,07+10,84 | 40 11,99+5,51 40 8,3546,42 20 7,42+5,09 0 6,99+3,88 0
BNC1 2,02+1,0 0 16,37¥17,49 | 40 11,67+8,14 20 8,711#5,11 20 12,84+10,01 25 7,83%3,86 0
MAL 1,03+0,49 0 2,65%3,28 0 3,71%4,06 0 1,75+0,83 0 1,38+0,99 0 1,49+0,63 0
SLIT2 1,68+0,89 0 2,58+2,0 0 6,9318,21 20 4,05+1,89 0 6,85+6,02 25 4,06+1,87 0
SFRP2 1,79+1,26 0 1,5540,99 0 2,33+2,39 0 2,27%0,64 0 2,51+1,82 0 2,5+0,72 0
SLIT3 0,61%0,3 0 2,49+2 81 0 1,36%1,02 0 1,25+0,43 0 4,93+5,52 0 1,39+0,56 0
ALDH1A3| 0,75%0,45 0 4,12+3,32 0 3,77¥1,9 0 2,82+1,69 0 3,61+2,74 0 2,62+1,19 0
TMEFF2 1,360,71 0 1,23+1,07 0 1,93+1,69 0 1,46%1,05 0 2,73%4,09 0 1,94+0,63 0
WIF1 2,63%+1,62 0 8,1416,78 20 13,75+8,8 20 8,5915,34 0 16,22+20,39 20 4,61+3,89 0




A vizsgalt mintak 95%-aban 9 hipermetilalt gént talaltunk (8/A tablazat), amelyek az
egészséges ¢€s colitis ulcerosds mintakban egyarant metilaltak voltak. Ezen feliil tovabbi 34,
46, valamint 32 metilalt gént azonositottunk az LGD-s, a HGD-s és a CRC-s mintak legalabb
felében (8/C tablazat). Az MCRC-s mintakban azonban csak 2 tovabbi metilalt gént (8/B
tablazat) figyeltiink meg. A legtobb metilalt gént tartalmazo mintacsoportban, HGD-ben 12
olyan gén volt, amely csak ebben a csoportban volt metilalt (8/D tablazat). A joindulath
daganatokban (LGD, HGD) a csoporton beliili metilalt gének aranya sokkal nagyobb volt,
mint CRC-ben.

A CRC-s ¢s a mellette elhelyezkedd, szovettanilag ép (CN ¢€s F) mintak 6sszehasonlitdsakor
az egészséges mintakhoz képest nem talaltunk olyan gént (az 6sszes mintaban metilalt 9 gént
leszamitva), amely a szovettanilag ép mintakban és a CRC-s mintakban egyarant metilalt lett

volna (8/A-D tablazat, 10. tablazat)

5.2. DNS-metilaciés eltérést mutaté gének validacioja

A DNS-metilacio foka magasabb volt rakmegel6z6é allapotokban (LGD, HGD), mint CRC-
ben (9. tablazat). Ennek a megfigyelésnek a megerdsitésére CRC-s betegek olyan alcsoportjat
is megvizsgaltuk, akikben a rosszindulatu daganattal egyidejiileg (szinkron) szdvettanilag
LGD-nek bizonyult polip is eléfordult. Ezekben a parokban is hasonl6 eredményre jutottunk:
az LGD-s mintdkban mind a metilalt gének szdma, mind a metilaci6 foka magasabb volt, mint
a szinkron CRC-kben (12. abra). Tovabbi megerdsités céljabol a restrikcios emésztésen
alapuld modszer alkalmazasa utan 3 kivalasztott génen (SFRP1, SFRP2, MAL) célzott
metilaciospecifikus (biszulfit) PCR-vizsgalatot is végeztiink, amely az eredményeiket

megerésitette (13. abra).
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12. abra. Egy betegbdl szdrmaz6 szinkron LGD-s és CRC-s mintdk DNS-metilacios profilja

CRC8
LGD7
CRC7

hétérképen abrazolva. A metilalt gének szama, valamint a metilaltsagi foka LGD-ben

magasabb, mint szinkron CRC-ben. Piros: metilalt, z6ld: nem metilalt
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13. dbra. Metilaciospecifikus (biszulfit) PCR-vizsgalat eredményei. 3 kivalasztott génen

célzott metilaciospecifikus (biszulfit) PCR-vizsgalat olvadaspont-elemzését végeztikk. A

nem metilalt (z6ld gorbe) és 100%-ban metilalt (piros gérbe) DNS standard mintakhoz

képest lathato az egyes mintak elt

CRC: I-III stadiumu vastag- és végbélrak

HGD: high-grade diszplaziat tartalmaz6 adenoma

LGD: low-grade diszplaziat tartalmaz6 adenoma

tilaltsagi foka.

N: ép vastagbélnyalkahartya minta 18 évesnél iddsebb felnottbol

44



5.3.  Colitis ulcerosas mintak DNS-metilaciés vizsgalata

4 szovettanilag aktiv (UCa) és 4 szovettanilag inaktiv (UCi) colitis ulcerosas mintat
vizsgéltunk. Az egészséges mintdkhoz képest a harom csoport metilacids mintazatdban nem
talaltunk kiilonbséget (10. tablazat). Mind a harom csoportban a mar fent ismertett 9 gén
(BAGE, CCNAL, H19, MAGEA, MSX1, PTGIS, RUNX3, SPARC, UGT1Al) metilaciojat
tudtuk kimutatni (8/A tablazat).

5.4. DNS-metilicio, mRNS- és fehérjekifejez6dés kapcsolatanak vizsgalata

A DNS-metilacid transzkripcids €s transzlacios hatasanak vizsgalata céljabol a Wnt-titvonal
egy jol ismert antagonistajat, az SFRP1 gén kifejez0dését vizsgaltuk mRNS- ¢és
fehérjeszinten, amely metilacios vizsgalatunk eredménye szerint az egyik leggyakrabban
metilalt génnek bizonyult. A génexpresszids vizsgalatainkkal megerdsitettiik, hogy az SFRP1
gén hipermetilacidja az mMRNS- (14/A. abra) és fehérjeszint (14/B. abra) csokkenésével jar
mind joéindulatd (LGD, HGD), mind rosszindulati vastagbéldaganatokban (CRC). A
génexpresszio vizsgalatakor az SFRP1-specifikus 4 Affymetrix proba (Affy ID) koziil
haromban (202035 _s_at, 202036 _s at, 202037 s at) az egészséges mintdkhoz viszonyitva
szignifikansan  kisebb  (p<0,05) mRNS-expressziot kaptunk (14/A  é&bra). Az
immunhisztokémiai vizsgélattal egészséges mintakban erds, diffuz citoplazmatikus SFRP1
fehérjekifejez6dést lattunk mind a stromaban, mind az hamban (14/B. abra). A stromaban az
SFRP1-pozitiv sejtek az epitelidlis sejtekhez kozel helyezkedtek el.

LGD-s mintakban a ham SFRP1-expresszidja csokkent, de a stromaban az egészségeshez
hasonld volt. HGD-ben a ham SFRP1-expresszidjanak csokkenése még kifejezettebb volt,
mint LGD-ben. HGD-ben ¢s CRC-ben az epitélium kozelében stromalis SFRP1-expresszio

nem volt kimutathato.
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14. dbra/A. SFRP1 gén mRNS-expresszios valtozasa az adenoma-karcinoma szekvencia
soran. Az SFRP1 génhez tartozd négy Affymetrix proba koziil haromban az egészséges
(N) mintakhoz viszonyitva szignifikansan csokkent (202036_s at, p<0,0001;
202035_s_at, p<0,02; 202037_s_at, p<0,0001) mRNS-expressziot kaptunk. B. SFRP1
fehérje expresszids valtozdsa az adenoma-karcinoma szekvencia soran. SFRP1 fehérje
epitelialis expresszidja fokozatosan csokkent a normalis-adenoma-karcinoma szekvencia
soran. A stromalis fehérjeexpresszio egészséges és LGD betegekben megtartott volt, mig
HGD-ben és CRC-ben csokkent. Voros festés: SFRP1, kék festés: Hoechst magfestés. 40X
nagyitas. N: egészséges minta, LGD: low-grade diszplazia, HGD: high-grade diszplazia,
CRC: vastagbélrak
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5.5. KRAS és BRAF mutacidinak és a mikroszatellita statusz vizsgalata

Az MMR fehérjék (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) immunhisztokémiai vizsgalata soran
valamennyi vizsgalt mintaban (n=40) megtartott fehérjeexpressziot talaltunk, tehat a mintak
mikroszatellita stabilak voltak. A mintak 25%-aban (n=10/40) fordult el6 KRAS mutacio,
10%-aban (n=4/40) pedig BRAF V600E mutacio (11. tablazat).

11. tablazat. KRAS és BRAF mutaciok vizsgalata egészséges felndtt (N), low-grade
diszplazias (LGD), high-grade diszplazias (HGD) és vastagbélrakos (CRC) mintakban

n| MSS | % |[KRAS c12| % |KRAS c13| % |BRAF V600E| %

N 20] 20 |100% 0 0 0 0 0 0
LGD (17| 17 |[100% 4 24% 0 0 3 18%
HGD | 6 6 [100% 1 17% 0 0 1 17%

CRC |17] 17 |100% 4 24% 1 6% 0 0
Osszes |40 40 |100% 9 22,5% 1 2,5% 4 10%

5.6. 12 génes mutaciés panel vizsgalata az adenoma-karcinoma szekvencia soran és
sessilis fogazott adenomakban

Mintdinkat egy a munkacsoportunk altal kifejlesztett mutacidos panel segitségével is
megvizsgaltuk a vastagbélrakban gyakran el6forduld 12 mutaciora. A CRC-s mintdkban a
mutaciok eléfordulasi aranya az egyes csoportokban a kovetkez6 volt: APC: 29,4% (n=5/17);
TP53: 52,9% (n=9/17); KRAS: 29,4% (n=5/17); SMAD4: 17,6% (n=3/17); BRAF: 5,9%
(n=1/17). Hagyomanyos adenomakban (LGD ¢és HGD) ugyanezek a mutaciok egy Kissé
ritkabban fordultak el6: APC: 30,3% (n=7/23); TP53: 15,2% (n=4/23); KRAS: 21,7%
(n=5/23); SMAD4: 4,3% (n=1/23); BRAF: 8,7% (n=2/23) (15/A. abra). A leggyakoribb
mutacié az APC-génben fordult eld, mutacidi egyenlé mértékben fordultak el6 adenomakban
(30,3%) és CRC-ben (29,4%), valamint egy normal mintaban is kimutathatoak voltak. Az
adenoma csoporton beliil az APC-mutaciok a leggyakoribbak LGD-ben (30%, n=5/17) és
HGD-ben (50%, n=3/6) voltak, mig fogazott adenomakban ritkabban (18%, n=2/11) voltak
Kimutathatoak (15/A. abra). A csoportok kozotti legnagyobb kiilonbséget a TP53 mutacidiban
lattuk: CRC-ben 1ényegesebb gyakoribb (52,9%) volt, mint adenomakban (15,2%). A BRAF
mutacioja a leggyakrabban fogazott adenomakban (18%, n=2/11) fordult el6 (15/B. abra).

A fogazott és hagyomanyos adenomak kozott fontos kiilonbségként mutattuk ki a TP53 és

crer
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SMAD4 mutécioi kizarélag HGD-ben ¢s LGD-ben fordultak eld, ugyanakkor mind a 4 gén

mutacioi eléfordultak CRC-ben.

A
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Mutacidk
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abra. Mutaciok szazalékos gyakorisaga az adenoma-karcindma szekvencia soran (A),

valamint az egyes adenoma altipusokban (B).
AD-HGD: high-grade diszplaziat tartalmazé adenoma
AD-LGD: low-grade diszplaziat tartalmazé adenoma
AD-serr: fogazott adenoma

CRC: vastag- és végbélrak

NAT: tumor mellett elhelyezkedd szdvettanilag ép teriilet

Fogazott polipok DNS-metilaciés array vizsgalata

Az egészéges mintdkkal valo Osszehasonlitdskor 9 olyan gént (BAGE, CCNAl, H19,
MAGEAL, MGX1, PTGIS, RUNX3, SPARC, UGT1A1) talaltunk, amely mindkét csoportban
hipermetilalt volt, hasonléan a klasszikus, adenoma-karcinoma szekvencia tutvonalon
kifejlodd jo- és rosszindulati daganatokhoz. Ezen feliil 12 gén (CALCA, DKK2, GALR2,
OPCML, PCDH10, SFRP1, SFRP2, SLIT3, SST, TAC1, VIM, WIF1) mind a 4 SSA-ban, 2

48



tovabbi gén (BNC1 és PDLIMA4) pedig 4-b6l 3 SSA-ban (12. tablazat) volt hipermetilalt, de
egyik egészséges mintaban sem. Két SSA-ban (SSA 1 és SSA 2) az MLH1 gén metilacidja
mellett, BRAF mutaciot és mikroszatellita instabilitast azonositottunk. Az egyetlen TSA
mintaban az egészségeshez képest mindossze 2 gén (CALCA ¢és SST) hipermetilaciojat tudtuk
kimutatni. Ez a 2 gén mind az 6t fogazott polipban (4 SSA, 1 TSA) metilalt volt (12.
tablazat).

12. tablazat. Fogazott polipok metilacios vizsgalata. met: metilalt, nm: nem metilalt, SSA:

szesszilis fogazott adenoma, TSA: tradicionalis fogazott adenoma

SSA 1 SSA 2 SSA 3 SSA 4 TSA
APC nm nm nm met nm
BNC1 met nm met met nm
CALCA met met met met met
DKK2 met met met met nm
GALR2 met met met met nm
MGMT nm nm nm met nm
MLH1 met met nm nm nm
OPCML met met met met nm
PCDH10 met met met met nm
PDLIMA4 nm met met met nm
SFRP1 met met met met nm
SFRP2 met met met met nm
SLIT3 met met met met nm
SST met met met met met
TAC1 met met met met nm
VIM1 met met met met nm
WIF1 met met met met nm

5.8. A MutL homolog 1- (MLH1) és a secreted frizzled-related protein 1- (SFRP1)
fehérje expressziojanak vizsgalata fogazott polipokban

A mikroszatellita statuszt MLHI1-fehérjeexpresszié segitségével immunhisztokémiai
vizsgalattal hataroztuk meg. A megtartott MLH1-fehérjeexpresszio (16/A. abra) jol mikodo

mismatch repair rendszerre ¢s mikroszatellita stabilitasra utal, a csokkent MLHI-
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fehérjeexpresszio (16/B. abra) rosszul miikodé mismatch repair rendszert és mikroszatellita
instabilitast jelez.

Azokban az SSA mintdkban (SSA 1 és SSA 2), amelyekben az MLH1 gén metilaciojat (12.
tablazat) és BRAF mutaciot is kimutattuk (13. tablazat), az MLH1 fehérje csokkent
kifejezddése volt megfigyelheté (16/B. abra), tehat ezeket a mintdkat mikroszatellita
instabilnak véleményeztiik. A tobbi fogazott mintaban (SSA3, SSA4, TSA és az egészséges
mintak) megtartott MLHI1-fehérjekifejez6dést (16/B. abra), azaz mikroszatellita stabilitast
¢észleltiink.

A DNS-metilacié fehérjeszintre vald hatasanak jellemzésére a metilalt gének koziil az SFRP1-
et valasztottuk, amely minden SSA mintaban metildlt volt. Az egészséges vastagbél
mintakban, valamint a TSA mintaban megtartott SFRP1-expressziot (16/C. abra), mig az SSA

mintakban csokkent fehérjeexpressziot talaltunk (16/D. abra).

"""". 3

."

16. dbra: MLH1- (a és b) és SFRP1- (c ¢és d) fehérje expresszidja egészséges (a és ¢) és SSA
mintaban (b és d). Az egészséges vastagbélmintaban (a) megfigyelhet6 magi MLHI-
fehérjeexpresszidja eltiinik SSA mintaban (b). Az egészséges vastagbélmintaban (c)
lathato SFRP1-fehérjeexpresszio lecsokken SSA mintaban (d). Nagyitas: 40x, mérték: 50

um. SSA: szesszilis fogazott adenoma.
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5.9. Fogazott polipok mutaciovizsgalata

Az SSA 1 és SSA 2 mintak (amelyekben az MLH1 gén metilaciojat (12. tablazat) és a
mikroszatellita instabilitast is kimutattuk), BRAF mutansok voltak, egyéb mutaciot azonban
nem tudtunk kimutatni (13. tablazat). Az SSA 4-es mintaban, amelyben a legtobb metilalt
gént mutattuk ki (12. tablazat), harom génben is talaltunk mutaciot (APC, FBXW7, TP53). Az
SSA 3-as mintdban, hasonléan a TSA mintdhoz a vizsgalt 12 mutacio koziil egyet sem

mutattunk Ki (13. tablazat). KRAS mutaciot egy mintaban sem talaltunk (13. tablazat).

13. tablazat. Fogazott polipok mutacios vizsgalata. mut: mutalt, SSA: szesszilis serrated

adenoma, TSA: tradicionalis serrated adenoma, wt: vad tipus

SSA 1 SSA 2 SSA 3 SSA 4 TSA
APC wt wt wt mut wt
BRAF mut mut wit wit wt
CTNNB1 | wt wt wt wt wt
EGFR wt wt wt wt wt
FBXW7 wt wt wit mut wt
KRAS wt wt wt wt wt
MSH6 wt wt wit wit wt
NRAS wt wt wit wit wt
PIK3CA | wt wt wt wt wt
SMAD?2 wt wt wt wt wt
SMAD4 wt wt wit wit wt
TP53 wt wt wit mut wt

5.10. A secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1) mRNS-expresszio valtozasa a CRC
és NAT szovetben

A biopszias (makrodisszektalt) mintakban szignifikansan (p<0,001) nagyobb SFRP1 mRNS-
expressziot talaltunk a NAT mintakban, mint a CRC szovet esetében (17. abra, 14. tablazat).
Lézer mikrodisszekcid utdn ugyancsak szignifikdns expresszios kiilonbséget (p<0,001)

talaltunk két SFRP1-mRNS-transzkriptumban (202036 _s at, 202037 s at) a NAT
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epit¢liumban a CRC hamrétegéhez képest: a CRC mintdkban az SFRP1 mRNS atlag
expresszid kb. harmada volt (38% ¢és 36%) a NAT mintdkban mért mRNS-expresszidhoz
képest (17. abra, 14. tablazat).
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17. dbra. SFRP1 mRNS-expresszio valtozasa a CRC ¢és NAT szdvetben a teljes szovetben
(A), a lézer mikrodisszektalt hamban (B), 1ézer mikrodisszektalt stromaban (C). CRC:
vastag- és végbélrak, NAT: tumor mellett elhelyezkedd szovettanilag ép teriilet
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5.11. A miofibroblasztok secreted frizzled-related protein 1- (SFRP1-)termelésének
vizsgalata normalis, daganathoz Kkozeli ép (NAT) és vastagbélrikos (CRC)
mintakban

Erds (+2) stromalis SFRP1-fehérjekifejezodést talaltunk a normalis, a NAT, valamint a NAT
és CRC teriiletek kozotti atmeneti teriileteken (transitional area, TA), amely nagyrészt a
pericryptalis teriiletekre koncentralodott (18. abra). Kettds fluoreszcens festés segitségével az
itt talalhatdé SFRP1-pozitiv sejteket a-SMA-pozitiv miofibroblasztokként azonositottunk.
Mind az o-SMA, mind az SFRP1 erés (score: +2) — kozepes (score: +1), diffuz
citoplazmatikus pozitivitast mutatott. A NAT teriileteken az SFRP1-proteinexpresszioja
magas volt az a-SMA-pozitiv sejtek nagy részében (85,73%+12,61%) (18. abra, 14. tablazat).
Erdekes modon a pericryptalis miofibroblasztok megtartottak erds SFRP1-expresszidjukat, de
a gyakorisaga az a-SMA-SFRP1 kettds pozitiv sejteknek kisebb volt (72,32%+2,32%), mint a
NAT teriiletek esetén. A legtobb CRC mintaban heterogén SFRP1-expresszio volt 1athatd, az
a-SMA-pozitiv sejtek aranya szignifikdnsan nagyobb volt, bar az SFRP1 protein expresszio
szignifikansan csokkent (27,65%+18,27%) a NAT teriiletekhez képest (p<0,001) (18. abra,
14. tablazat).

A kornyezé miofibroblasztok erés (+2) SFRP1-termeléséhez képest ép hamban, csokkent
kozepes (score: +1) SFRP1-expressziot lattunk. Csokkent SFRP1-expresszié volt
megfigyelheté a NAT és TA terilleteken. Az epitelialis SFRP1-expresszid csokkenésével
parhuzamosan a szubepitelialis miofibroblasztok megtartott SFRP1-expressziét mutattak.
Azok a NAT teriiletek, amelyek a tumort6l messzebb helyezkedtek el a normalishoz hasonld
epithelialis és stromalis expresszidos mintazatot mutattak. Csokkent gyenge (0) epitelialis
SFRP1-expresszio6 volt lathatd a CRC mintak tobbségében (71,42%) (19. abra, 14. tablazat).
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18. abra. SFRP1-fehérjeexpresszio valtozasa az a-SMA-pozitiv miofibroblasztokban a NAT,
a TA és a CRC teriileteken. SFRP1-fehérjeexpresszid (vords immunfluoreszcens festés)
teljes metszeten (A) a NAT (fehér nyil), a TA (sarga nyil) és a CRC (vords nyil) teriileten.
Mind a NAT (9/9 esetben; B), mind TA (4/9 esetben; C) teriileten az a-SMA-pozitiv
miofibroblasztok (E, F) megtartott SFRP1-fehérjeexpressziot mutattak (85,73+12,61%)
(B, C; egyesitett képek: H, 1). Ezekhez viszonyitva a legtobb CRC-s mirigy koriil az a-
SMA-pozitiv miofibroblasztok (vorés immunfluoreszcens festés; G) szignifikansan
(p<0.001) csokkent (27,65%+18,27%; 9/9 esetben) SFRP1-fehérjeexpressziot mutattak
(D; egyesitett kép: J). CRC: vastagbélrak, NAT: tumor mellett elhelyezkedd szdvettanilag

¢ép teriilet, TA: dtmeneti tertilet

54



| Teljes metszet

19. dbra. SFRP1-fehérjeexpresszio valtozasa a vastagbélraktol vald tavolsag fiiggvényében.
Az SFRP1-fehérjeexpresszio kozel azonos a hamban és a subepitelialis
miofibroblasztokban az ép teriileteken (A). A daganathoz kozeledve a még ép (B, NAT),
illetve a mar atmeneti teriileten (TA, C) a hdmban csokkent SFRP1-fehérjeexpressziot
lattunk, de a szubepitelialis miofibroblasztokban a fehérje még kimutathatd volt (vorés
nyilak). A vastagbéldaganat teriiletén azonban mind a hamban, mind a subepitelialis
miofibroblasztokban csokkent SFRP1-fehérjeexpressziot észleltink. NAT: tumor mellett

elhelyezkedd szovettanilag ép teriilet, TA: atmeneti teriilet

5.12. A secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1) prométer hipermetilacio vizsgalata
a NAT és a CRC teriileteken

Az a-SMA-pozitiv stromalis miofibroblasztok metilacios statuszat, NAT és CRC sejtekbol
szarmazd laser mikrodisszektalt sejteken vizsgéaltuk. A NAT-bol szarmazd stromalis
miofibroblasztokban nem, mig CRC-bdl szarmazo6 stromalis miofibroblasztokban részleges
(heterogén) SFRP1-hipermetilaciot mutattunk ki metilaciospecifikus (biszulfit) PCR-
vizsgalattal. (20. abra, 14. tablazat)
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20. abra. SFRP1 promoter hipermetilacio vizsgalata metilaciospecifikus (biszulfit) PCR-rel a
NAT ¢és a CRC teriileteken. A. A nem metilalt (0%) standard minta olvadasi
csucshomérséklete 77,1 °C volt, mig a 100%-osan metilalt standardé 79,6 °C volt. B.
NAT mintaknal (z6ld) egy olvadasi csucsot, mig a daganatos mintaknal (T) két csucsot

lattunk, amely azok részleges (heterogén) metilaltsagara utal. NAT: tumor mellett
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elhelyezkedd szovettanilag ép teriilet, T: vastagbélrak.

14. tdblazat. Az SFRP1 gén DNS-metilacios és mRNS-, valamint fehérjeexpresszios

valtozasai a stromalis kompartmentben. CRC: vastagbélrak, LCM: 1ézer mikrodisszekcio,

NAT: tumor mellett elhelyezkedd szdvettanilag ép teriilet.
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Osszes a-SMA+ sejt (LCM) n=9/9 n=9/9
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5.13. Demetilaciés kezelés hatiasa a metilalt gének kifejezodésére

Teljes genomidlis mRNS-expresszios chip segitségével HT29 vastagbélrak sejtvonalon 7
metilalt gén (MAL, PCDH10, PDLIM4, SFRP1, SLIT2, SST, TMEFF2) mRNS-expressziojat
egészséges biopszidk adataival hasonlitottuk Ossze. A 7 gén a mintak tobbségében csokkent
MRNS-expressziot mutatott (21/A. abra).

A metilaciés folyamat reverzibilitasasnak bizonyitasasra 5-aza-2’-deoxicitidin, demetilacios
kezelést alkalmaztunk. A kezelést 3 parhuzamos kisérletben végeztiik, amelynek expresszios
valtozasait atlagoltuk. A kezelés hatasara a 7 kivalaszott génben (MAL, PCDH10, PDLIM4,
SFRP1, SLIT2, SST, TMEFF2) az expresszido részben visszaallithatd volt (21/B. abra).
HCT116 vastagbélrak sejtvonalon végzett demetilacios kisérlet eredményeinek in silico

elemzésekor a kivalasztott gének esetében hasonlo valtozast figyeltiink meg (22. abra).
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21. 4bra. 7 metilalt gén mRNS-expresszios valtozasa egészséges (N) és vastagbélrakos (CRC)
biopszidkon (A), valamint ugyanezen gének expresszios vizsgalata HT29 (B), valamint
HCT116 (C) sejtvonalakon 5-aza-2’-deoxicitidin, demetilacios kezelés hatasara. A. Az
egészségeshez viszonyitva, CRC-ben csokkent mRNS-expressziot talaltunk. B. HT29
vastagbélrak sejtvonalon a demetilacids kezelés hatasdra az mRNS-expresszio részlegesen

visszaallithato volt. Aza: 5-aza-2’-deoxicitidin, demetilacids kezelés, CRC: I-III stadiumu
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vastag- ¢és végbélrak, Normal: ép vastagbélnydlkahartya minta 18 évesnél iddsebb

felnottbol.
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22. dbra. 5 metilalt gén mRNS-expresszios valtozasa HCT116 sejtvonalakon 5-aza-2’-
deoxicitidin, demetilaciés kezelés hatasara. HCT116 vastagbélrak sejtvonalon a

demetilacios kezelés hatasara az mRNS-expresszio részlegesen visszaallithato volt.
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6. MEGBESZELES

PhD munkamban egészséges, gyulladasos, kiilonb6z6 adenoma és daganatos vastagbélszovet

mintakban vizsgaltam DNS-metilacios eltéréseket, valamint ezek hatasait.

6.1. DNS-metilacié vizsgalata az adenoma-karcinoma szekvencia soran

Munkam elsé részében a hazankban tobbségben eléforduld (Fuszek és mtsai 2006, Patai és
mtsai 2014) bal oldali vastagbéldaganatokra, illetve ezek rdkmegel6z6 allapotaira
koncentraltam, amelyek elsésorban a Vogelstein és mtsai altal leirt, hagyomanyos, genetikai
mutaciok altal eldidézett adenoma-karcinoma tvonalon keresztiil alakulnak ki (Vogelstein és
mtsai 1988). A sporadikus CRC-k 80-85%-a tartozik ide, mikroszatellita-statuszukat tekintve
stabilak (MSS). A CRC-k maradék 15-20%-a, mint mar a bevezetésben részleteztiik, a
fogazott (serrated) polipokbol fejlodik ki, és az el6z6tol eltéréen szamos hipermetilalt gént
tartalmaz, ami alapjan metilator fenotipusnak (CpG island methylator phenotype, CIMP) is
nevezik. Ezek a daganatok, kiilonosen ha mikroszatellita instabilak (MSI), elsésorban a
vastagbél jobb oldaldn iddsebbekben, ndkben fordulnak eld, ritkdn adnak attétet és nem
reagalnak a CRC-ben adott 5-fluorouracil alapi kemoterapiara (Popat és mtsai 2005).
Tudomasom szerint munkacsoportunkon kiviil kifejezetten CIMP-negativ vastagbéltumorok
DNS-metilécios eltéréseivel eddig mindossze egy vizsgalat foglalkozott (An és mtsai 2010),
ugyanakkor ez a munka csak néhdny gént vizsgalt, és nem foglalkozott rakmegel6z6
allapotokkal.

A molekularis homogenitést erésitendé MSS CRC-ben, valamint rakmegeldz6é allapotaiban
(LGD, HGD) 96 gén metilaltsagi statuszat vizsgalva azonositottunk egy 10 gyakran (az esetek
tobb mint 85%-ban) metilalt génbdl allo panelt (SFRP1, SST, BNC1, MAL, SLIT2, SFRP2,
SLIT3, ALDH1A3, TMEFF2, WIF1). A 10 gén kiilonb6z6 biologiai funkciokkal rendelkezik,
valamint 7 kiillonb6z6 kromoszoman van kodolva. Emlitésre mélto, hogy a jo és rosszindulata
vastag és végbélrakokban azonositott 10 gyakran metilalt génb6l 3 (SFRP1, SFRP2, WIF) a
Whnt utvonalban jatszik szerepet, amely megerdsiti ennek a jelatviteli Gtvonalnak kiemelt
szerepét. Gén Ontologiai elemzéssel vizsgalva a 10 génbdl 4 (SFRP1, SFRP2, SLIT2, SLIT3)
gén (SFRP1, SFRP2, SLIT2, SLIT3, SST) az extracellularis komponenshez (GO:0005615)
kotédik, ami nemcsak a Wnt jeldtvitel, hanem a vizsgdlt ham-stroma 0Osszehasonlitas
vonatkozéasaban is érdekes lehet. Irodalmi adatokkal Gsszevetve az itt azonositott 10-bol 6

gént (SFRP1, MAL, TMEFF2, SLIT2, WIF1, SST) downregulaltnak irtak le korai
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gyomorrakban normal gyomorszdvethez képest (Vecchi és mtsai 2007), amely esetlegesen
felhivhatja a figyelmet egy altalanosabb, k6z6s mechanizmusra a daganatképzddésben.
CRC-hez képest a rakmegl6zoé allapotokban tobb és nagyobb mértékben metilalt gént
talaltunk, amikor szinkron LGD-CRC parokat hasonlitottunk 6ssze. Ennek magyarazatara
nem talaltunk irodalmi adatokat, az adenomagenesis kutatdsa klinikai jelentdsége ellenére
meglepden melldzott az irodalomban. Mivel a DNS izoldldshoz homogenizalt mintakat
hasznaltunk, nem kizarhaté hogy egy rakmegel6z6 polip esetén tobb hiperproliferativ ham
keriilt az izolatumba, mig egy daganat esetén a stromalis komponens is jelentosebb lehet.
Ennek a fontos kérdésnek a pontos tisztazasara csak lézerdisszektalt mintdkkal lehetne
kielégité valaszt adni, de ehhez sziikséges kellészamu sejt nyerése rendkiviil munkaigényes
folyamat.

Egy kozelmultban megjelent teljes genomot lefedd vizsgalat a vastagbél-adenomékat metilalt
génjeik szama alapjan két, (sok illetve kevés metilalt gént tartalmazo) csoportra osztotta (Luo
¢és mtsai 2014). A fenti megfigyeléseket Osszegezve arra kovetkeztethetiink, hogy az
epigenotipus kialakulasa a daganatfejlédés soran mar az adenoma fazisban befejez6dik.

A teljes genom illetve exom szekvenalas megjelenésével szamos daganat (Lee és mtsai 2015),
mutaciojat jelolik meg, amelyet a KRAS/BRAF aktivaldo mutacioi kovetnek. A KRAS, NRAS és
BRAF driver mutacioi megtalalhatoak mind a primer, mind a metasztatikus 1ézidkban utalva
ezzel arra, hogy ezek a mutaciok korai események a daganatképzddés folyamataban. Ezutan a
klonalis expanzidhoz hozzajarulnak egyéb gének mutacioi, IS majd a metasztazisokban
kés6bb 0j, mas mutaciok is megjelenhetnek. Erdekes kérdés, hogy hogyan illeszthet6 be ebbe
a folyamatba a DNS-metilacio szerepe. Az epigenetikai mechanizmusok, igy a DNS-
metilacios is sokszor kornyezeti hatdsokat (dohanyzés, stressz, diéta) kozvetitenek. Andrew
Feinberg vetette fel eldszor az epigenetikai progenitor elméletet, amely szerint a DNS-
metilacio elobb az Ossejteken, majd progenitor sejteken fejti ki hatasat, majd az 1n.
gatekeeper mutacié hatasara indul be a koros proliferacio (Feinberg és mtsai 2006), majd egy
tumorszuppresszor gén hipermetilacidja képes epigenetikai plaszticitas révén az expanziohoz
hozzajarulni.

Az irodalomban egyre intenzivebben kutatott teriilet a tumor heterogenitas. Eltekintve az
SFRP1 gén vizsgélatatol, ahol a tumor koriili teriileteket vizsgaltuk egy mintan beliil,
intratumoralis heterogenitast nem vizsgaltunk, amely azonban rendkiviil fontos tényezé CRC-
ben (invaziv front, budding), kedvezdtlen prognosztikai szerepét mar kimutattak: a tumor

heterogenitas foka egyenesen ardnyos a rossz prognoézissal (Joung és mtsai 2017).
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Az elmult kozel masfél évtizedben az altalunk leirt gének metilacios vizsgalatarol és annak
eredményérél egyenként mar talalhatdoak irodalmi adatok (15. tablazat), de ezekben a
vizsgalatokban jellemzéen 1ényegesen alacsonyabb metilacids értékeket figyeltek meg. Ennek
oka valdszintlileg a modszertani kiilonbségekbdl (pl. eltéré primer szekvenciak, mas CpG-
szigetek, koraibb DNS-metilacio detekcids technologiak hasznalata), esetleg a mintak
populaciods kiilonbozoségébdl adodhatnak. Munkankban nukleinsav-fixalé alkalmazésa utan -
80°C-on tarolt mintdkat és restrikcion alapuld valos idejii PCR-t hasznaltunk, amely
hozzajarulhatott az altalunk tapasztalt magasabb érzékenységhez.

A tobbi daganatos (LGD, HGD, CRC) mintahoz képest metasztatikus CRC-ben (MCRC)
kevesebb metilalt gént talaltunk. Ez az eredmény megerdsitheti egy korabbi tanulmanyt (Ju és
mtsai 2011), amelyben az MCRC eltérd metilacios ujjlenyomattal rendelkezett a tobbi CRC-
hez képest, feltételezik, hogy az MRCR-nek mas lehet az epigenetikai evolucioja.
Elképzelhetd, hogy az MCRC-re jellemz6 metilalt gének nem szerepeltek az altalunk hasznalt
metilacios array-n, de ennek bizonyitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Kimutattuk, hogy 7, a daganatos mintakban hipermetilalt gén csdkkent mRNS-expresszidval
birt, amely sejtkisérletben demetilacios kezeléssel részben visszaallithatd volt. Ezek koziil az
SFRP1-t fehérjeszinten is megvizsgalva szintén csokkent expressziot lattunk daganatban az
egeszséges mintakhoz képest. Ez megegyezik korabbi vizsgalatok eredményével (Caldwell és
mtsai 2004, Suzuki és mtsai 2004). Az SFRP-k a Wnt-jelatviteli utvonal jol ismert
antagonistai. A Wnt-utvonal koros aktivacioja (pl. APC mutacio, béta-katenin transzlokacid) a
vastagbéldaganat-képzodés korai és gyakran eléfordulé eseménye (Cancer Genome Atlas
Network 2012). Az SFRP1 hipermetilacioja szintén egy korai és gyakori torténés az
adenoma-karcindéma ttvonalon, amely munkacsoportunk eredményei alapjan vérbdl is

kimutathat6 (Bartdk és mtsai 2017), amely eldrevetiti a CRC vér alapu, korai eldszlirését.
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15. tablazat. Sajat DNS-metilacidos eredményeink Gsszehasonlitasa korabbi egygénes vizsgalatokkal az adenoma-karcindma szekvencia soran.
AD: adenoma, COBRA: Combined bisulfite restriction analysis, CRC: vastagbélrak, HGD: high-grade diszplazia, LGD: low-grade

diszplazia, MSP: metilacidspecifikus PCR, N: egészséges minta, PS: piroszekvenalas

€9

SAJAT EREDMENYEINK IRODALMI ADATOK (EGYGENES VIZSGALATOK)
N LGD | HGD | CRC |LGD+HGD+CRC
(%) (%) (%) (%) (%, n=40) Referencia N % AD % | CRC % Moédszer
SFRP1 0 100 100 94 975 Caldwell 2004 11/36 | 30% | n.a. 40/49 | 82% | MSP, COBRA
Qi 2006 0/20 | 0% | 29/33 | 88% | 67/72 | 88% MSP
SST 18 94 100 94 95 Mori 2006 n.a. n.a. 30/34 | 88% MSP
BNC1 18 100 100 88 95 Shames 2006 n.a. 10/24 | 42% | 22/24 | 92% MSP
MAL 0 100 83 88 92,5 Lind 2008 1/23 | 4% | 45/63 | 71% | 49/61 | 80% MSP
SLIT2 7 100 100 82 92,5 Dallol 2003 n.a. n.a. 23/32 | 72% BS
SFRP2 0 82 100 94 90 Qi 2006 0/20 | 0% | 27/33 |82% | 60/72 | 83% MSP
SLIT3 0 94 100 76 87,5 Dickinson 2004 n.a. n.a. 12/32 | 38% COBRA
ALDH1A3 0 88 100 76 85 Shames 2006 na. 7117 |29% | 11/24 | 46% MSP
TMEFF2 0 94 83 76 85 Ebert 2005 1/21 | 5% | n.a. 36/47 | 71% | Methylight
WIF1 11 88 83 82 85 Taniguchi 2005 na. 32/44 |73% | 41/50 | 82% MSP
PCDH10 4 88 83 76 82,5 Zhong 2013 na. n.a. 68/80 | 85% MSP
PDLIM4 (RIL) | 11 82 100 76 82,5 Boumber 2007 1/22 | 5% | 11/13 |85% | 30/43 | 70% COBRA
VIM 0 82 83 76 80 Kann 2006 0/11 | 0% | 25/50 |50% | 72/94 | 77% MSP
GALR2 0 76 100 71 77,5 Chung 2008 0/20 | 0% | na. 17/20 | 85% | COBRA, PS
DKK2 7 88 100 59 77,5 Sato 2007 n.a. n.a. 45/58 | 78% MSP
OPCML 14 94 83 59 775 Cui 2008 n.a. n.a. 17/18 | 94% MSP
UCHL1 0 65 83 82 75 Okochi-Takada 2006 | 1/17 | 6% | n.a. 8/17 | 47% MSP
Mizukami 2008 n.a. n.a. 36/49 | 73% MSP




6.2. DNS-metilacio vizsgalata colitis ulcerosaban

A colitis ulcerosa (UC) a vastagbélrak jol ismert kockazati tényezdje (Kinugasa és Akagi 2016).
Az UC korfejlddésében mar korabban felvetették az epigenetikai tényezdk szerepét, ¢s felmeriilt,
hogy a kronikus gyulladasos szovetben még a daganat kialakulasa el6tt hipermetilalt gének
talalhatok (Niwa és Ushijima 2010). Az elmult 10 évben végzett vizsgalatokban UC-ben 25
hipermetilalt gént azonositottak (Gould és mtsai 2016), amelyeknek egy részét az UC-bol
kialakult CRC-ben is leirtak (Emmett és mtsai 2017). Ezek koziil a miR-1247 metilacidja
szignifikansan korrelalt (p=0,0006) a refrakter UC-vel, mig a PAR2 metilacidja a
szteroiddependenciaval mutatott Osszefliggést (p=0,007). Bar ezt vizsgalunkban nem tudtuk
kimutatni, irodalmi adatok alapjan ugy tiinik, hogy az egészséges nyalkahartyatol indulva, az
aktiv UC-n at az inaktiv UC-ig a hipermetilalt gének szama és a hipermetilacio foka nd.
Munkank soran egészséges mintakhoz képest nem tudtunk kimutatni hipermetilalt gént aktiv és
inaktiv UC-ben, ami egyrészt abbol adodhatott, hogy a fenti géneket nem vizsgaltuk, masrészt a
vizsgalatunkban a gének pozitiv metilacios statuszanak a tobbi vizsgalathoz képest relative magas
metilacios szazalékot fogadtunk el.

A DNS-metilacié mértéke és a colitis ulcerosa fennallasanak ideje kozott egyenes aranyossag
figyelhetd meg (Tahara és mtsai 2017). Egy japan munkacsoport 5 miRNS (MIR1, MIR9,
MIR124, MIR137, MIR34B/C) hipermetilacidjat vizsgalva megallapitotta, hogy azok metilacidja
colitis ulcerosahoz tarsult vastag- és végbélrakban (UC-CRC) az egészséges nyalkahartyatol
diszplazian keresztiil az UC-CRC fel¢ haladva fokozatosan nd, és ezek kombinacidja kitlinGen
(szenzitivitds 100%, specificitds 96%) képes az UC-CRC-t az egészséges nyalkahartyatol
elkiiloniteni (Toiyama és mtsai 2017). Talan ennél is fontosabb eredmény, hogy ennek az 5
markernek a kombindcidja az érintett betegek egészséges végbél mintajabol is képes
(szenzitivitds 92%, negativ prediktiv érték 97%) az UC-CRC eldrejelzésére, amely a
hattérjelenség (field effect) fontossagat huizza ala UC-CRC-ben. Ennek hatterében sporadikus
CRC-hez viszonyitva, UC-CRC-ben talalhat6 fokozott DNS-metiltranszferaz expresszi6 is allhat
(Scarpa és mtsai 2016).
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6.3. Secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1) gén- és fehérjeexpresszio
osszehasonlitasa és a vizsgalata a hattérjelenségben (field effectben)

Kisérletlink soran az SFRP1 szerepét vizsgaltuk a ham-stroma interakcioban, a NAT teriiletek és
a CRC 0sszehasonlitasban. Az SFRP1 fehérjetermelés legfébb forrdsanak az oa-SMA-pozitiv
szubepitelialis miofibroblasztokat azonositottuk a NAT teriileteken. Ezzel parhuzamosan
Ki. Er6s ill. kozepes SFRP1-expressziot talaltunk az atmeneti teriiletek (TA) a-SMA-pozitiv
sejtjeiben, amelyeket a normalistdl még eltérd, de nem rakos Kriptaszerkezetii teriiletenként
azonositottunk, pl. Kriptdk megnyulasa, pszeudostratifikacio, sejtpolaritas elvesztése, nuklearis
polimorfizmus. Ezeken a teriiletetken a hamban megfigyeltik az SFRP1 epigenetikai
elcsendesitését, amely a hattérjelenség (field effect) korai jele lehet.

Feltételezziik, hogy az a-SMA-pozitiv sejtekbdl szdrmazdé SFRP1-nek antiproliferativ parakrin
hatasa van, ami a NAT ¢és a TA teriileteken csokkenti a hattérjelenséget, ugyanakkor a CRC-S
teriileten az a-SMA-pozitiv subepitelialis miofibroblasztok tamogathatjak a daganatos sejtek
MGMT génnel ellentétben, amelyet CRC makroszkopos kornyezetében hipermetilaltnak irtak le
(Shen és mtsai 2005), a mi vizsgalatunkban az SFRP1 DNS-metilacidjat csak a daganathoz
mikroszkopikusan kozeli (NAT) teriileteken tudtuk kimutatni, makroszkdpos kornyezetében (F és
CN) nem, azok a teljesen ép hamhoz hasonlé metilacios mintazatot mutattak. Ugyanakkor
érdemes megjegyezni, hogy a mi mintaink mikroszatellita stabilak (MSS) voltak, mig az MGMT
hipermetilaciojat elsésorban alacsony fokt mikroszatellita instabil (MSI-L) daganatokban irtak le
(Whitehall és mtsai 2001), ahol a KRAS gén mutacioja gyakrabban fordul eld.

A daganatos betegek szovettanilag ép nyalkahartyajaban kimutatott DNS-metilacios eltérések
lehetséges prediktiv markerként is szolgalhatnak (Paun és mtsai 2010, Hiraoka és mtsai 2010). A
korabbi vizsgalatok eredményeivel megegyezden ugy tlinik, hogy az epigenetikai hattérjelenség
kialakitasaban elsOsorban az oOregedésben megfigyelt, tigynevezett A (aging) tipust metilalt
géneknek (ilyen az SFRP1 is) van szerepe (Belshaw és mtsai 2008, Kawakami és mtsai 2011).
Munkdm egyik konzekvens megfigyelése, hogy a vastagbéldaganat eldrehaladtaval az SFRP1
gén hipermetilalodik, gén- és fehérjekifejezédése pedig csokken. Erdekes elméleti felvetés, hogy
vajon az SFRP1 potlasa milyen hatassal lenne a vastagbélrak sejtek bioldgiai funkciodira, képes

lenne-e a Wnt utvonal gatlasan keresztiil a daganat kialakulasanak megel6zésére. Bar SFRP1
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pétlasra kapcsolatos irodalmat nem talaltam, nem emészthetd szénhidratokkal végzett
vizsgalatokban azt talaltak, hogy azok az SFRP1 befolyasolasan keresztiil képesek lehetnek a
nem kissejtes tiidérak kemoprevenciojara (Taguchi és mtsai 2016), bar a vastagbélrakban ezt nem

sikeriilt kKimutatni (Malcomson és mtsai 2015).

6.4. DNS-metilacio vizsgalata fogazott polipokban

Bar a fogazott utvonalon kialakult polipok és daganatok korfejlddésében a DNS-metilacio
kozponti szerepet jatszik, érdekes modon eddig meglehetdsen kevés tanulmany foglalkozott a
DNS-metilacié szerepével ebben a folyamatban. A pl16 (Kim és mtsai 2011) és az IGFBP7 (Kaji
¢s mtsai 2012) metilaciojat fontosnak tarjdk a HP — SSA atmenetben, valamint az MLH1
metilaciojat az MSI-H CRC-k kialakulasaban (Kim és mtsai 2011, Sakai és mtsai 2016). A
korabbi vizsgalatok vagy egy gén metilacidjat irtdk le (Subramaniam és mtsai 2009, Beggs és
mtsai 2013, Muto és mtsai 2014), vagy néhany jol jellemzett (altaldban CIMP marker) gént
vizsgaltak (Park és mtsai 2003, Wynter és mtsai 2004, O’Brien és mtsai 2006, Kim és mtsai
2008).

Vizsgalatunkban szamos 10j hipermetilalt gént (BNC1, SFRP1, SFRP2, SLIT3, SST, WIF1)
sikeriilt azonositani SSA-ban. Ez a 6 gén ugyanakkor nemcsak fogazott polipokban, hanem
hagyomanyos adenomakban ¢és vastagbélrakban is hipermetilalt volt.

Sakai és mtsai DNS-metilacios eltéréseket vizsgaltak fogazott polipokban (Sakai és mtsai 2016).
SSA-ban magas foku metilaciot, mig TSA-ban kdzepes fokl metilaciot talaltak. Korabbi irodalmi
adatoknak (O’Brien és mtsai 2006) megfeleléen SSA-ban gyakran fordult eld6 BRAF mutacio,
mig TSA-ban KRAS mutacio jelenléte volt jellemzd, bar ennek a szenzitivitasa és a specificitasa
meglehetdsen szerény. Ezen a két gyakran vizsgalt mutacion feliil tovabbi 10, a klasszikus
adenoma-karcinoma ttvonalon eléforduld mutaciot is megvizsgaltunk, és bar a mintak alacsony
szdma miatt messzemend kovetkeztetést nem tudtunk levonni, ugy tlinik, hogy ezek a mutacidk
ritkan fordulnak el a fogazott utvonalon, de természetesen ennek bizonyitasara nagy esetszamu
vizsgalatok sziikségesek.

Korabbi megfigyeléseknek megfelelden, mi is kimutattuk, hogy az MLH1 gén hipermetilacidja az

MLHI1 fehérje kifejezodés kovetkezményes elvesztéséhez vezet. Ujabb eredmények szerint az
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MLH1 gén hipermetilacioja a fogazott utvonal korai eseménye, mar HP-ben is eléfordul, mig az

MLHI1 fehérje expresszio csokkenése csak joval késdbb kovetkezik be (Lee ¢s mtsai 2016).

6.5. Mutaciok és hipermetilalt gének gyakorisaganak osszehasonlitasa

Az egész genomra kiterjedd vizsgalatok alapjan egyes daganatokban az ismert gének 5%-a
metilalodhat a promoter régioban (Schuebel és mtsai 2007). Ha ezt 6sszehasonlitjuk a mutaciok
szamaval, 1ényegesen kisebb szdmot (kb. 11 mutéacid/daganat) kapunk (Sjoblom és mtsai 2006).
Sajat mintainkban a fentickkel egyezben lényegesen tobb hipermetilalt gént tudtuk kimutatni,
mint mutaciot: 10 gén a mintak tobb mint 85%-ban volt hipermetilalt, mig a mutaciok lényegesen

ritkdbbak voltak.

6.6. Demetilalo kezelés és kezdeti klinikai eredmények szolid tumorokban

Sejtkisérletben kimutattuk, hogy 7, a daganatos mintakban hipermetilalt gén csokkent mRNS-
expresszidja demetilacios kezeléssel (5-aza-2’-deoxicitidin, AZA) részben visszafordithato volt.
Munkédmban bemutatott két sejtvonalon végzett demetilacios kezelés nem teljesen azonos
génexpresszios valtozast mutatott. Fontos azonban kiemelni, hogy az elérhet6 sejtkultirak kozott
molekularis szempontbol oOriasi kiilonbségek vannak (Ahmed és mtsai 2013), nemcsak
mutaciokban, hanem sokkal inkabb epigenetikai eltérésekben (DNS-metilacidban).
Természetesen tobb, heterogén sejtkultara vizsgdlata sordn nyert eredmények jobban
altalanosithatoak lennének.

Az azacitidint (Vidaza) és az 5-aza-2’-deoxicitidin (decitabin, Dacogen) mar évtizedek oOta
hasznaljak mielodiszplazias szindromas (MDS) betegek kezelésére. Az MDS a hemopoetikus
Ossejtek heterogén betegsége, ahol az elsdsorban idds betegek tarsbetegségei miatt a kezelési
lehetdségek korlatozottak, az egyetlen kurativ kezelés, az allogén csontvel6-transzplantacio, a
legtobb beteg szamara nem lehetséges (Diesch és mtsai 2016). Az azacitidint kapd betegek
tulélése egy fazis III vizsgalatban a standard kezeléshez képest kozel 10 honappal hosszabb volt
(24,5 honap vs 15 honap) (Fenaux és mtsai 2009).

A nemzetkozi szakirodalom meglehetésen szegényes a szolid tumorokban végzett demetilacios

kezelésekkel kapcsolatban, a klinikai kisérletek eredményei eddig dontden csalddast keltéek
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(Ramos ¢és mtsai 2015). A demetilald kezelést szolid daganatokban eddig csak fazis I és II
vizsgalatokban tanulmanyoztak (Nervi és mtsai 2015): az alacsony dozisu decitabin citotoxikus
szerekkel kombinalva kozel 60%-os valaszaranyt kaptak (Fan és mtsai 2014). Ma ugy gondoljak,
hogy 5-aza-2'-deoxicitidinnek nincs szamottevd hatdsa a transzkripcid szabalyzasara,
valoszinlleg azért, mert egy komplexebb rendszer részeként mikodik, igy talan egyéb
epigenetikai kezelésekkel (pl. hiszton-deacetilaz gatloszerek) kombinalva jobb eredményt lehet
elérni. Kissejtes tiidorakban alacsony dozist azacitidin a HDAC-gatlo, etinosztattal kombinalva a
betegek egy csoportjaban figyelemreméltd eredményt mutatott (Juergens és mtsai 2011), de a kis

elemszam miatt, még felesleges lenne hosszutava kovetkeztetéseket levonni.

6.7. DNS-metilacié klinikai alkalmazasanak lehetéségei a vastagbélrakban: pre-
screening, prognozis, predikcié (3P)

A tlinetmentes (Screening) populacio vastagbélrak sziirésének arany standard moédszerének, a
vastagbéltiikrozésnek széleskorli alkalmazésat elsdsorban a rossz betegadherencia, a vizsgalattal
jar6 kellemetlenségek a tiinetmentes betegek korében jelentdsen korladtozzak. Az alternativ, nem
invaziv modszereknek is szamos hatranya van, pl. CT kolonoszkopia a kis polipokat nem
detektalja, sugarterheléssel jar. A rutin klinikai gyakorlatban alkalmazott széklet okkult vér
kimutatasara szolgdlo tesztek mérsékelt érzékenységiik és fajlagossaguk miatt erre kevésseé
alkalmasak, alpozitivitasuk miatt sok felesleges vizsgalatot generalnak, ugyanakkor gyakoriak az
alnegativ esetek is, kiilonosen a jobb oldali daganatok esetében, fogazott polipokra pedig
érzéketlenek (Hewitson és mtsai 2008, Heigh és mtsai 2014). Emiatt olyan el6sziiré (pre-
screening) modszerekre lenne sziikség, amelyek megfeleld érzékenység és fajlagossag mellett
képesek a tlinetmentes betegek koziil azok kiszlirésére, akiknek valdjaban vastagbéltiikrozésre
van sziikségiik, azaz nagy valdszinliséggel rakmegel6z6 allapottal vagy daganattal rendelkeznek
(Patai és mtsai 2012).

A vastagbéldaganatban gyakran eléforduld metilalt gének periférids szovetekbdl (vérbdl vagy
sz€kletbdl) valo ilyen célu alkalmazasa kézenfekvonek tlinik. Részben a keringésbe, részben a
székletbe jutott hamsejtekbdl izolalt DNS értékes forras (Berger és Ahlquist 2012). Egy nemrég
megjelent szisztematikus osszefoglald szerint szamos marker (kombinacidja) (Lam és mitsai
2016) hasznalhato lehet arra, hogy pozitivitas esetén felhivja a figyelmet a CRC (vagy

rakmegel6z0 allapotai) veszélyére, igy a beteg nagyobb hajlandosaggal veti ala magat
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vastagbéltiikrozésnek. Elképzelésem szerint egy ilyen DNS-metilacios teszt kifejlesztésének
Iépései a kovetkezOk lennének. Eset-kontroll vizsgéalatokban, nagyatereszté képességl
modszerekkel olyan gének felfedezése, amelyek egyarant a rakmegel6z6 allapotokban, valamint
a rosszindulatd daganatokban is hipermetilaltak, azonban az egészséges ¢és gyulladt
nyalkahartyadban nem. Az ily modon kisziirt markereket (vagy azok optimalis kombindciojat)
prospektiv vizsgalatokban nagyobb mintaszdmon, a mindennapi életben sziiré populdcion
(széklet okkult vérteszttel és vastagbéltiikrozéssel egyiitt) is validalni kellene. Fontos lenne az
alkalmazott modszerek k6zotti optimalizalas is.

A Mayo Klinikan kifejlesztett széklet DNS-t vizsgalod teszt az elsd tanulmanyokban jo eredményt
mutatott (Ahlquist és mtsai 2012), ugyanakkor elterjedésének a teszt koriilményessége (pl. nagy
mennyiségli széklet gylijtése) hatart szabhat. Munkacsoportunk is hozzajarult a metilalt SEPT9
gén vérmarker fejlesztéséhez, amely eset-kontroll tanulméanyokban kozel 100%-os érzékenységet
mutatott (Toth és mtsai 2012, Toth és mtsai 2014). A kezdeti kivalo eredményeket tompitotta egy
multicentrikus tanulmany, ahol kozel 8 000 tiinetmentes, 50 év feletti egyénben a SEPT9 teszt
csak 48%-os érzékenységgel tudta kimutatni a vastagbélrakot (Church és mtsai 2014), utalva arra,
hogy tovéabbi vizsgalatok szilikségesek idedlis marker(ek) megtaldldsara (Yi €s mtsai 2012).
Ehhez kiindulépontnak szolgalhatnak munkam eredményei is.

fgéretes metilacios markernek téinik a Syndecan 2 sejtmembran fehérjét kodold gén (SDC2)
metilacidjanak vizsgalata. Egy koreai munkacsoport kimutatta, hogy a SDC2 metilaciéja mind
vérben (szenzitivitds 87%, specificitds 95%, Oh és mtsai 2013), mind székletben (szenzitivitas
90%, specificitds 90%, Oh és mtsai 2017) képes a vastagbélrakot az egészségestdl elkiiloniteni,
sOt szintje székletben rakmegeldzd allapotokban is szignifikdnsan megnd (Oh és mtsai 2017).
Munkacsoportunk metilacio specifikus PCR modszert hasznalva, 4 korabban altalunk mar
szovetben vizsgalt gén (PRIMAL, SFRP1, SFRP2, SDC2) hipermetilacioja 75-85%-ban
igazolhato volt periférias vérbdl is adenomas mintakban, mig az egészséges kontroll csoportban
ez csupan 10-15% volt (Bartak és mtsai 2017).

DNS-metilacios markerek prognosztikai jelentdségét szamos tanulmanyban vizsgaltdk. A
legtobbet kutatott marker a CDKN2A (p16) volt, amely prognosztikai szerepét tobb mint tiz
munkédban tanulmanyoztdk CRC-ben (Draht és mtsai 2018), azonban csak egy vizsgéalatban
mutatattak szignifikans, rosszabb prognézist valamennyi TNM stadiumban (Bihl és mtsai 2012).

A TFAPZ2E nevii transzkripcios faktor prognosztikai szerepének hipo-, valamint hipermetilaciojat
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is vizsgaltak, érdekes mdédon mind hipermetilacioja (Zhang és mtsai 2014, Park €s mtsai 2015),
mind hipometilacidja (Beggs és mtsai 2015) tulélési elonnyel jart. Az MSI-ben kulcsfontossagu
szerepet jatszd MLH1 gén metilacidjanak prognozisra kifejtett szerepét hat vizsgalatban kutattak,
ebbdl haromban talaltak szignifikans Osszefiiggést: két vizsgalatban az MLH1 hipermetilacidja
kedvez6 (Jensen és mtsai 2013, Miladi-Abdennadher és mtsai 2011), mig egy tanulmanyban
rosszabb prognozissal jart (Wang és mtsai 2012). A TSA-bol kiindul6 MSI-L daganatokban
fontos szerepet jatsz6 MGMT gén metilaciojanak kedvezd prognosztikai szerepét egy tanulmany
szignifikdnsnak talalta (Nilsson és mtsai 2013), mig egy masik vizsgalatban az MGMT gén
metilacigjat Ill-as és IV-es stadiumi betegek miitét utani gyakoribb recidivajaval hoztak
Osszefiiggésbe (Kuan és mtsai 2015). A jelenleg egyetlen kereskedelmi forgalomban elérhetd
szérum metilacids teszt markere, a SEPT9 gén metilacidja egy vizsgalatban rosszabb taléléssel
jart egyiitt (Tham és mtsai 2014), ugyanakkor ezt egy késébbi tanulmany nem tudta megerdsiteni
(Liu és mtsai 2016).

Torténtek vizsgalatok a hipermetilalt géneket halmozo6, CpG-sziget metilator fenotipus (CIMP)
vastagbélrak altipussal is. Metasztatikus CRC-ben a CIMP egyértelmiien rossz prognosztikai
elérejelzének bizonyult (Cha és mtsai 2016). A kdzelmultban egy koreai munkacsoportnak uj
metilacios markerek bevezetésével sikeriilt két olyan CIMP alcsoportot meghatarozni, amelyek
koziil az egyik a tobbi CRC-nél jobb, a msaik pedig rosszabb prognozissal birt (Bae és mtsai
2017). A CIMP-pel kapcsolatos munkak legfobb korlatja, hogy nincsenek egységesen hasznalt
markerek, igy az eredményeket is nehéz egymassal 6sszehasonlitani.

Néhany munkaban tobb metilacios marker kombinacidjanak prognosztikai szerepét vizsgaltak.
Az MLH1 és a CDKN2A egyiittes metilacioja egy tanulmanyban kedvezd (Veganzones és mtsai
2015), ugyanakkor egy masik vizsgalatban ugyanezen két gén metilacioja rosszabb progndzissal
jart egyiitt IV-es stadiumtt CRC-s betegekben (Aoyagi és mtsai 2011). 10 marker kombinacigjat
tartalmaz6 panel (ADAP1, BARHL2, CABLES2, DOTIL, ERAS, ESRG, RNF220, ST6GALNACS,
TAF4, SLC20A2) két fliggetlen kohortban is rosszabb prognozissal jart egyiitt (Gaedcke és mtsai
2014).

A fenti tanulmanyoknak szamos hatranya van: retrospektiv, tercier, egyetemi vagy
kutatokdzpontokbol szarmazo adatgyiijtés, kis elemszadm (<200 beteg), heterogén betegcsoportok
(Draht és mtsai 2018). A sokszor egymdsnak ellentmondé eredmények szamos technikai okkal is

magyarazhatdak, amelyek jelenleg a metilacios kutatdsok velejaroi, és a kiillonb6zd metilacios
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modszerek standardizacidjanak hianyabdl is adddnak: eltéré DNS izolalo kitek, primerek,
reagensek, protokollok és kiilonb6zé DNS-metilacios detekciés modszerek haszndlata (van
Vlodrop és mtsai 2011, Draht és mtsai 2016). A fentiekbdl is latszik, hogy a DNS metilacio
CRC-ben betoltott prognosztikai szerepérdl jelenleg még nem tudunk egyértelmii kovetkeztetést
levonni, ennek vizsgalatdhoz jol tervezett, nagy elemszamu, prospektiv, standardizalt

modszereket hasznald, egymastdl fiiggetlen betegcsoportokat vizsgald tanulmanyok sziikségesek.

A daganatos betegségek kezelésében a kemoterapeutikumokra bekovetkezd hatasvesztés
(kemorezisztencia) gyakori probléma, ezért ennek eldjelzésére alkalmas (prediktiv) biomarkerek
azonositasa létfontossagu. Nagy érdeklddést valtott ki az a kdzelmultban publikalt, tébb mint 200
beteget magaba foglaldé multicentrikus tanulmany, amelyben egy transzkripcids faktort kodold
szamitd 5-fluorouracilra vald kemorezisztenciat (Ebert és mtsai 2012). Késébb kimutattak, hogy
a TFAP2E metilacidja BRAF mutacioval és rosszabb progndzissal is egyiittjar (Beggs és mtsai
2015).

A DNS-metiléci6 a vastagbéldaganatokban és rakmegel6z6é allapotaiban gyakran eldforduld
eltérés. Pontosabb ismerete nemcsak a vastagbélrak kialakuldsanak megértésében segithet, hanem
megfeleld6 markerek esetén a vastagbélrak korai felismerésében, korjoslatanak és a kezelésre

adott valasz felmérésében is segithet.
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7. KOVETKEZTETESEK

Kutatasunk soran 96 tumorfejlodéshez kapcsolt, tumorszupresszor gén DNS-metilacios
statuszanak vizsgalataval sikeriilt egy olyan 10 génbdl (SFRP1, SST, BNC1, MAL, SLIT2, SFRP2,
SLIT3, ALDH1A3, TMEFF2, WIF1) all6 panelt azonositani, amely a rakmegel6z6 (tubuléris
adenoma, fogazott adenomadk) €s vastagbélrakos szoveti mintdkat az egészséges, a gyulladasos
valamint a CRC melletti egészséges mintaktol elkiilonitette.

A taldlt metilalt gének mRNS-expressziojat teljes genom expressziés microarray modszerrel
meghatarozva 7 génnél csokkent mRNS-expressziot mutattunk ki.

Sejtkultara-kisérletekben demetilacios kezelés hatdsara a 7 kivalaszott metilalt gén csokkent
expresszioja részben visszaallithato volt.

Fogazott adomakban is megvizsgaltuk a fenti 96 tumorszuppresszor gén metilacidjat, ¢és
eredményeink alapjan 12 gén (CALCA, DKK2, GALR2, OPCML, PCDH10, SFRP1, SFRP2,
SLIT3, SST, TAC1, VIM, WIF1) az 6sszes vizsgalt SSA mintaban hipermetilalt volt az egészséges
mintakhoz képest. Az egyetlen vizsgalt TSA mintaban minddssze 2 gén (CALCA és SST)
metilacigjat tudtuk kimutatni, ez a 2 gén azonban mind az 6t fogazott polipban hipermetilalt volt.
Csokkent MLH1 fehérjeexpressziot, igy mikroszatellita instabilitast talaltunk 2 SSA mintaban,
amely mintakban az MLH1 gén is metilalt volt, valamint a BRAF mutaciojat is kimutattunk. A
minden SSA mintaban metilalt SFRP1 gént fehérjeszinten vizsgalva az SSA mintakban csokkent
fehérjeexpressziot talaltunk, mig az egészséges vastagbélmintakban, valamint a TSA mintaban
megtartott SFRP1-expressziot észleltiink. A vizsgalt 12 mutacio koziil a fogazott polipokban
szintén keveset (0-3) talaltunk mintanként. Az SFRP1 fehérjetermelés legfébb forrasanak az a-
SMA-pozitiv szubepitelialis miofibroblasztokat azonositottuk a daganathoz kozeli szovettanilag
ép (NAT) teriileteken. Ezeknek az a-SMA-pozitiv szubepitelialis miofibroblasztoknak az SFRP1

cres

amely a hattérjelenség (field effect) korai jele lehet.
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8. OSSZEFOGLALAS

96 gén metilaltsagi statuszat vizsgalva MSS CRC-ben, valamint rakmegel6zo allapotaiban (LGD,
HGD) azonositottunk egy 10 gyakran (az esetek tobb mint 85%-ban) metilalt génbdl alld panelt
(SFRP1, SST, BNC1, MAL, SLIT2, SFRP2, SLIT3, ALDH1A3, TMEFF2, WIF1). CRC-hez képest
a rakmegl6z6 allapotokban tobb és nagyobb mértékben metilalt gént talaltunk, amikor szinkron
LGD-CRC pérokat hasonlitottunk dssze.

A tobbi daganatos (LGD, HGD, CRC) mintahoz képest metasztatikus CRC-ben (MCRC)
kevesebb metilalt gént talaltunk.

Kimutattuk, hogy 7, a daganatos mintakban hipermetilalt gén csokkent mRNS expresszioval birt,
amely sejtkisérletben demetilacids kezeléssel részben visszaallithatd volt. Ezek koziil az SFRP1-t
fehérjeszinten is megvizsgalva szintén csokkent expressziot lattunk daganatban az egészséges
mintakhoz képest.

Mutaciok gyakorisagaval osszehasonlitva a hipermetilalt gének Iényegesebb gyakrabban voltak
kimutathatoak vastagbélrakban és rakmegel6z6 allapotaiban: a 10 leggyakrabban hipermetilalt
gén a mintak tobb mint 85%-ban kimutathat6 volt, mig a leggyakoribb mutaciok eléfordulasa 0-
50% kozott volt.

Vizsgalatunkban szamos 10j hipermetilalt gént (BNC1, SFRP1, SFRP2, SLIT3, SST, WIF1)
sikeriilt azonositani SSA-ban. Ez a 6 gén ugyanakkor nemcsak fogazott polipokban, hanem

hagyomanyos adenomakban és vastagbélrakban is hipermetilalt volt.
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9. SUMMARY

In my doctoral thesis, the methylation status of 96 genes were analyzed. Our results indicate that
there is a characteristic methylation pattern for MSS CRCs, but also for their precursor lesions.
We identified a set of 10 genes (SFRP1, SST, BNC1, MAL, SLIT2, SFRP2, SLIT3, ALDH1A3,
TMEFF2, WIF1) that are frequently hypermethylated in benign and malignant colorectal tumors.
More interestingly precursor lesions had more hypermethylated genes and a higher grade of
methylation than CRC, when synchronous LGD and CRC pairs were compared. We confirmed
that metastatic CRCs have a different methylation fingerprint, as most of the genes
hypermethylated in precancerous and cancerous lesions were not methylated in MCRC.

We showed that 7 hypermethylated genes had decreased mRNA expression in tumorous samples,
and this decreased mRNA expression could be partly restored by demethylation treatment.
Among these, SFRP1 was analyzed also at the protein level and showed decreased protein
expression compared to healthy samples.

When the frequency of mutations and hypermethylated genes in tumorous samples was
compared, methylated genes showed a significantly higher penetrance than mutations. We
identified 10 genes that were hypermethylated in more than 85% of the examined samples,
whereas the frequency of the most common mutations was less (0-50%).

6 genes (BNC1, SFRP1, SFRP2, SLIT3, SST, WIF1) were found to be frequently
hypermethylated not only in CRC, but in both traditional and serrated pre-neoplastic lesions, that

warrants further investigation with larger sample size.
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10. LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASOK

1. Kutatasunk soran 96 elére kivalasztott gén egyideji DNS-metilacios statuszanak
vizsgalataval sikeriilt egy olyan 10 génbdl all6 panelt taldlni, amely a rdkmegel6z6
(adenoma tubulare, fogazott adenomaék) és vastagbélrakos szoveti mintakat az egészséges,
a gyulladasos valamint a CRC melletti egészséges mintaktol elkiilonitette.

2. A taldlt metilalt gének mRNS-expressziojat teljes genom expresszids chippel
meghatarozva 7 génnél csokkent mRNS-expressziot mutattunk ki.

3. Sejtkultara-kisérletekben demetilacios kezelés hatasara a 7 kivalaszott metilalt gén
csokkent expresszidja részben visszaallithato volt.

4. A vastagbélrak kialakuldsaban gyakran szerepet jatsz6 12 gén mutdcidja, ritkdbban
fordul eld, mint a DNS-metilacio.

5. Az SFRP1 fehérjetermelés legfobb forrasanak az o-SMA-pozitiv szubepitelialis
miofibroblasztokat azonositottuk a daganathoz kozeli szovettanilag ép (NAT) teriileteken.
6. Ezeknek az o-SMA-pozitiv szubepitelialis miofibroblasztoknak az SFRP1 promoter

crer

a hattérjelenség (field effect) korai jele lehet.
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- végiil, de egyaltalan nem utols6 sorban tiirelmiikért Barataimnak és Csaladomnak, kiilondsen
pedig Edesapamnak, akinek onzetlen segitsége és tamogatisa szamos alkalommal

lenditette el6re munkamat a nehéz pillanatokban.
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14. FUGGELEK

1. tablazat: A vastag- ¢és végbélrak stadiumbeosztasainak Osszehasonlitasa. (MAC:
modositott Astler-Coller beosztas)
Stadium T N M Dukes MAC
0 Tis NO MO - -
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B B2
1B T4a NO MO B B2
I1C T4b NO MO B B3
A T1-2 N1/Nic MO C C1
T1 N2a MO C C1
"B T3-T4a N1/N1lc MO C C2
T2-T3 NZ2a MO C Cl/C2
T1-T2 N2b MO C C1
lnc T4a NZ2a MO C C2
T3-T4a N2b MO C C2
T4b N1-N2 MO C C3
IV A Bérmelyik T | Barmelyik N Mla - -
IVB Barmelyik T | Barmelyik N M1b - -
Primer tumor (T)
TX Primer tumor nem értékelhetd
T0 Primer tumor nem igazolhaté
Tis Carcinoma in situ: intraepithelialis vagy a lamina propria
invazidja
T1 Submucosara terjedd tumor
T2 Muscularis propriara terjedd tumor
T3 Muscularis proprian keresztiil a pericolorectalis szovetekbe tord
tumor
T4a Visceralis peritoneum felszinére penetrald tumor
T4b Kornyezé szervekbe t6rd tumor
Regionalis nyirokcsomok
(N)
NX Reginondlis nyirokcsomok nem értékelhetdek
NO Nincs nyirokcsomoattét
N1 Attét 1-3 nyirokcsoméban
Nla Attét csak 1 nyirokcsomdban
N1b Attét 2-3 nyirokcsoméban
Nlc Tumorszigetek a subserosan, a mesenteriumban vagy
hashartyaval nem boritott pericolicus vagy perirectalis

98




szOvetekben nyirokcsomo attét nélkiil

N2 Attét 4 vagy tobb nyirokcsomoban

NZ2a Attét 4-6 nyirokcsomoban

N2b Attét 7 vagy tobb nyirokcsomoban

Tavoli attét

MO Nincs tavoli attét

M1 Tavoli attét

M1la Tavoli attét egy szervben vagy nem regionalis nyirokcsomoban
M1b Tavoli attét tobb szervben vagy a peritoneumon
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2. tablazat: Nem daganatos mintdk demografiai jellemz6i

Minta Nem | Kor | Elhelyezkedés
Gyermek ép (young — Y)

Y1 F 1 colon
Y2 N 3 colon
Y3 F 6 colon
Y4 N 9 colon
Y5 F 17 rectum
Felnétt ép (normal healthy adult — N)

N1 N 71 descendens
N2 F 41 rectum
N3 F 74 sigma
N4 F 32 rectum
N5 N 65 sigma
CRC-t6l <2 cm-re (field — F)

F1 N 76 rectum
F2 N 68 sigma
F3 F 58 sigma
F4 F 60 rectum
CRC-t6l >10 cm-re (cancer normal — CN)

CN1 N 76 rectum
CN2 N 68 sigma
CN3 F 58 sigma
CN4 F 60 rectum
Colitis ulcerosa, aktiv stadium (UCa)

UCal F 37 rectum
UCa2 N 37 rectum
UCa3 N 42 sigma
UCa4d F 69 rectum
Colitis ulcerosa, inaktiv stadium (UCi)

UCil N 35 sigma
UCi2 N 45 sigma
UCi3 F 43 rectum
UCi4 F 61 sigma
Tubularis adenoma low-grade diszplaziaval (LGD)

LGD1 N 54 sigma
LGD2 N 63 rectum
LGD3 F 65 rectum
LGD4 F 66 sigma
LGD5 F 79 sigma
LGD6 N 70 rectum
LGD7 F 55 sigma
LGDS8 N 69 rectum
LGD9 F 69 sigma
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LGD10 F 84 coecum
LGD11 F 69 rectum
LGD12 N 60 rectum
LGD13 F 55 sigma
LGD14 N 60 sigma
LGD15 N 78 sigma
LGD16 N 57 rectum
LGD17 N 68 sigma
Adenoma high-grade diszplaziaval (HGD)

HGD1 N 77 sigma
HGD2 N 77 sigma
HGD3 N 60 rectum
HGD4 F 61 sigma
HGD5 F 72 rectum
HGD6 F 74 rectum
Fogazott adenoma (SSA, TSA)

SSAl F 59 sigma
SSA? N 56 transversum
SSA3 F 82 ascendens
SSA4 F 78 ascendens
TSA F 48 transversum

101




3. tablazat: Daganatos mintak demografiai jellemzoi

Minta Nem | Kor | Elhelyezkedés | Stadium
Vastag- és végbélrak, I-I11. stadium (CRC)

CRC1 F 76 rectum 1
CRC2 N 56 sigma I
CRC3 F 66 rectum [
CRC4 N 70 rectum [
CRC5 F 55 sigma Il
CRC6 N 69 rectum 11
CRC7 F 69 sigma Il
CRCS8 F 55 sigma I
CRC9 N 60 hepatica Il
CRC10 N 78 sigma I
CRC11 N 57 rectum 1
CRC12 F 84 coecum [
CRC13 N 76 rectum 1
CRC14 N 68 sigma ]
CRC15 F 58 sigma I
CRC16 F 60 rectum 1
CRC17 N 70 rectum 11
Vastag- és véghélrak, IV. stadium (MCRC)

MCRC1 F 46 sigma v
MCRC2 N 72 rectum [\
MCRC3 F 68 rectum \Y
MCRC4 N 66 sigma v
MCRC5 F 68 sigma [\
MCRC6 N 60 sigma v
MCRC7 F 84 coecum v
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