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BEVEZETES

A vastag- és végbélrak (colorectalis adenocarcinoma,
CRC) nem egységes betegség, hanem kiilonboz6
molekularis hattérrel és klinikopatologiai eltérésekkel
jellemezheto altipusok Osszessége.

A CRC-k kb. 80-85%-a az un. adenoma-carcinoma
szekvencia (ACS) soran alakul ki, amely soran az
egymast kovetd genetikai mutidciok hatdsira az
egészséges nyalkahartyabol rakmegel6z6 allapotokon,
egyre sulyosbodo, low-grade, majd high-grade stadiumba
sorolt  diszplasztikus  elvaltozasokat  tartalmazo
adenomakon keresztiil invaziv, rosszindulati daganat
alakul ki. Ennek értelmében tumorszuppresszor gének
(példaul APC, SMAD4 ¢és TP53) inaktivalo, valamint
onkogének (példaul KRAS, PIK3CA) aktivalé mutacidja
felelds a daganat kialakuldséért.

A genetikai mutacidknal nagysdgrendnyivel nagyobb
szamban fordulnak elé epigenetikai (pl. DNS-metilacios)
eltérések CRC-ben, amelyek a gének promoter
régigjdban bekovetkezd hipermetilacidé révén - a
mutacioktdl eltéré modon — a gének inaktivalodasat
okozzak. CRC-k kdoriilbeliil 20-30%-a az &tlagosnal
nagyobb gyakorisaggal tartalmaznak DNS-metilalt
géneket, ezt az altipust CpG-sziget metilator
fenotipusnak (CpG island methylator phenotype, CIMP)
nevezték el. Ezekre a daganatokra az idésebb kor és a ndi
dominancia jellemzo.



A harmadik, ugynevezett mikroszatellita instabilitast
hordoz6 (MSI) alcsoportba a vastagbélrakos esetek 10-
20%-a tartozik, erre a DNS-replikacio soran fellépd
hibak kijavitasat végz0 (mismatch repair, MMR)
enzimrendszer funkcionalis kiesése jellemz6, amely
hatterében sporadikus daganatokban ezeknek a géneknek
(példaul MLH1) a hipermetilacioja all, igy a sporadikus
MSI daganatok egy része a CIMP alcsoport részének is
tekinthetd. A CRC kialakulasaban a Wnt-jelatviteli
utvonal  kulcsfontossagu  szerepet  jatszik, koros
aktivacigja (pl. az APC muticioja vagy az SFRP
(secreted frizzled-related protein) gének DNS metilacio
altali inaktivacioja) altal daganat kialakulasahoz vezet.
Az adenoma-karcinoma utvonalon kialakult CRC-k
rakmegel6z6 allapotai az adenomatdzus polipok, mig az
elsésorban CIMP utvonalon keresztiil keletkezo 1éziokat,
fogazott polipoknak (hagyomanyos fogazott adenoma,
traditional serrated adenoma, TSA,; szesszilis fogazott
adenoma (sessile serrated adenoma, SSA) nevezziik.
Bizonyos daganatkeltd agensek (példaul kronikus
gyulladds, dohanyzéas) hatdsara a makroszkoposan ¢és
szovettanilag épnek tlind nyalkahartyaban (epi)genetikai
elvaltozasok alakulhatnak ki, amelyek daganatképzddésre
érzékeny teriileteket hozhatnak Iétre akdr az egész
nyalkahartydban. Ezek a teriiletek ismételt behatasokra
malignizalodhatnak. Ezt a jelenséget field effect-nek vagy
field cancerization-nek, magyarul hattérjelenségnek
nevezziik.
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CELKITUZESEK

Vizsgalataim soran a vastagbéldaganat kialakulasanak
egyes  allomasainak ~ DNS-metilaciés  valtozasait
vizsgélatam meg, valamint azt hogy ez hogyan hat a gén-
¢és fehérjeexpressziora.

Célkitlizéseimet az alabbi fobb pontokban foglaltam
0ssze:

96 gén DNS metilacios statuszanak, valamint 12 gén
egészséges vastagbélmintakon,

rakmegel6z6 allapotokban (hagyomanyos ¢és fogazott
adenomak),

gyulladasos bélbetegségekben,

CRC-s,

valamint CRC melletti szovettanilag ép mintakon

A promoter DNS-metilaci6 hatdsdnak vizsgalata a gén
MRNS- és fehérjeexpresszid szintjére

A tumor mikrokdrnyezeti DNS-metilacios eltérések
vizsgalata a WNT-jelatviteli utvonal szabalyozasaban
Demetilacios kezelésre adott mRNS-expresszios valtozas
mértékének  meghatarozdsa a  vizsgalt  génekre
vonatkozoan vastagbél adenocarcinoma sejtvonalban

MODSZEREK

Betegek és mintagyiijtés
A DNS-metilacios vizsgalatokhoz a klinikai mintakat a
rutin kolonoszképia soran nyertiik. Osszesen 78 mintat
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dolgoztunk fel: 5 db ép gyermek (young, Y), 5 db ép
feln6tt (normal healthy adult, N), 4 db aktiv stadiumu
colitis ulcerosa (UCa), 4 db inaktiv stadiuma colitis
ulcerosa (UCi), 4 db szovettanilag ép a CRC-t6l <2 cm-re
(field, F), 4 db szovettanilag ép a CRC-t61 >10 cm-re
(cancer normal, CN), 17 db tubularis adenoma low-grade
dysplasiaval (LGD), 6 adenoma high-grade dysplasiaval
(HGD), 4 db szesszilis serrated adenoma (SSA), 1 db
tradicionalis serrated adenoma (TSA), 17 db I-lll.
staddiumt vastag- ¢és végbélrak (CRC) és 7 db IV.
stadiumu vastag- és végbélrak (MCRC).

DNS-metilacié array vizsgalata

A DNS-izolalashoz High Pure PCR Template
Preparation Kitet, a DNS-metilacios profilok vizsgalatara
az EpiTect Methyl gPCR Array System-et hasznaltam.

RNS-izolalas és teljes genom mRNS-expresszio
microarray vizsgalat

Teljes RNS-t az RNeasy Mini Kit segitségével vontunk
ki. A teljes genom mRNS-expressziot a HGU133 Plus2.0
microarray-vel vizsgaltuk.

Mismatch repair (MMR) fehérjék (MSI statusz) és
SFRP1 immunhisztokémiai vizsgalata
A vizsgalt mintdk formalinban fixalt, paraffinba agyazott

szovetblokkjaikb6l 2 mm core atmérdjli szoveti
microarray-ket (TMA) készitettem. A TMA blokkokbol



késziilt metszeteken az alabbi monoklonalis antitestekkel
végeztiink el immunhisztokémiai reakciot: MLHI,
MSH2, MSH6, PMS2, SFRP1. Digitalis archivalast
kovetéen a digitalizalt szovettani mintdkat Pannoramic
Viewer szoftver segitségével értékeltiik ki.

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 mintakban,
amelyek NAT teriiletet is tartalmaztak (n=12).

Demetilaciés kisérletek sejtkultura modellben
Demetilalo, 5-aza-2’-deoxicitidin kezelést végeztiink
HT29 vastagbél adenocarcinoma sejtvonalon, majd a
sejtekb6l RNS-t vontunk ki és teljes genom mMRNS-
expresszi0 microarray vizsgalatot végeztiink a fentiek
szerint. In silico egy eltér6 molekularis fenotipusu
vastagbélrak  sejtvonal, a  HCT116  5-aza-2’-
deoxicitidin/trichostatin A kezelés teljes genom mRNS-
expresszios eredményeit is megvizsgaltuk.

Mutacios  eltérések  vizsgalata 1j generacios
szekvenalassal

A mutéacidok gyakorisdganak atfogobb jellemzésére, a
fenti napi rutinban hasznalt mutacidokon kiviil még 10,
tehat Osszesen 12 CRC-ben gyakran el6forduld gén



(APC, BRAF, CTNNB1, EGFR, FBXW7, KRAS, MSHS,
NRAS, PIK3CA, SMAD2, SMAD4, TP53) mutaciojanak
vizsgalatara sajat PCR-primereket terveztliink. Az
amplikonokat GS Junior eszkozzel szekvenaltuk meg, a
szekvenalashoz a GS Junior Titanium Sequencing Kitet
hasznaltunk. A varidnsokat az Amplicon Variant
Analyzer szoftverrel elemeztiik.

EREDMENYEK

Jo- és rosszindulatu vastagbéldaganatok metilacios
mintazatanak 6sszehasonlitasa

A vizsgdlt csoportok  metildcids  mintdzatanak
Osszehasonlitasakor ~ a  joindulati,  rdkmegel6z6
allapotokban  (LGD, HGD), valamint CRC-ben
lényegesen tobb metilalt gént talaltunk, mint az
egészséges gyermek és felndtt mintakban. Gyulladasos
bélbetegségben, sem a szdvettanilag aktiv, sem az inaktiv
colitis ulcerosas mintakban nem talaltunk lényeges
kiilonbséget a vizsgalt gének metilacios statuszaban az
egészséges mintakhoz képest. Low-grade és high-grade
adenomakban valamint CRC-ben azonban azonositottunk
egy jellegzetes metilacidos mintazatot: 10 gént sikertilt
azonositani, amelyek a jo- és rosszindulati vastagbél
daganatok tobb mint 85%-aban metilalt volt, ugyanakkor
az egészséges gyermek és felndtt, daganat melletti
szovettanilag ép, valamint gyulladdsos mintdkban nem
(vagy csak 1-1 esetben) voltak metilaltak (akkor is a
15%-os metilacios kiiszobérték hataran). Erdekes modon,
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ezek a gének metasztatikus CRC-ben (MCRC) nem
voltak metildltak. Az adott gének metilaltsagi fokanak
atlaga a diszplastikus (HGD majd LGD) mintakban volt a
legmagasabb, ezt kovették a CRC-s mintak, mig a
legalacsonyabb értékeket a MCRC-ben lattuk.

A vizsgalt mintdk 95%-aban 9 hipermetilalt gént
talaltunk, amelyek az egészséges és colitis ulcerosas
mintdkban egyarant metildltak voltak. Ezen feliil tovabbi
34, 46, valamint 32 metilalt gént azonositottunk az LGD-
s, @ HGD-s és a CRC-s mintak legaldbb felében. Az
MCRC-s mintakban azonban csak 2 tovabbi metilalt gént
figyeltink meg. A legtobb metilalt gént tartalmazo
mintacsoportban, HGD-ben 12 olyan gén volt, amely
csak ebben a csoportban volt metilalt. A joindulata
daganatokban (LGD, HGD) a csoporton beliili metilalt
gének aranya sokkal nagyobb volt, mint CRC-ben.

A CRC-s és a mellette elhelyezkedd, szovettanilag €p
(CN ¢és F) mintak Osszehasonlitasakor az egészséges
mintdkhoz képest nem taldltunk olyan gént (az Gsszes
mintdban metilalt 9 gént leszamitva), amely a
szOvettanilag ép mintakban és a CRC-s mintdkban
egyarant metilalt lett volna.

DNS-metilacios eltérést mutato gének validacioja

A DNS-metilacio foka magasabb volt rakmegel6z6
allapotokban (LGD, HGD), mint CRC-ben. Ennek a
megfigyelésnek a megerdsitésére CRC-s betegek olyan
alcsoportjat i1s megvizsgaltuk, akikben a rosszindulata



daganattal egyidejlileg (szinkron) szovettanilag LGD-nek
bizonyult polyp is el6fordult. Ezekben a parokban is
hasonl6 eredményre jutottunk: az LGD-s mintdkban
mind a metilalt gének szama, mind a metilacio foka
magasabb volt, mint a szinkron CRC-kben. Tovabbi
megerdsités céljabol a restrikcidos emésztésen alapuld
modszer alkalmazasa utan 3 kivalasztott génen (SFRP1,
SFRP2, MAL) célzott metilaciospecifikus (biszulfit)
PCR-vizsgalatot is végeztiink, amely az eredményeiket
megerodsitette.

DNS-metilacio, mRNS- és  fehérjekifejezédés
kapcsolatanak vizsgalata

A DNS-metilacio transzkripcios €s transzlacids hatasanak
vizsgélata céljabol a Wnt-ttvonal egy jol ismert
antagonistajat, az SFRP1 gén kifejezddését vizsgaltuk
MRNS- ¢és fehérjeszinten, amely metilacios vizsgalatunk
eredménye szerint az egyik leggyakrabban metilalt
génnek bizonyult. A génexpresszios vizsgalatainkkal
megerdsitettiik, hogy az SFRP1 gén hipermetilacidja az
MRNS- és fehérjeszint csokkenésével jar mind joindulat
(LGD, HGD), mind rosszindulata vastagbéldaganatokban
(CRC).

Mutaciéos panel vizsgalata az adenoma-carcinoma
szekvencia soran és sessilis serrated adenomakban

A CRC-s mintakban a leggyakoribb mutaciok (APC,
TP53, KRAS, SMAD4, BRAF) ¢léfordulasi aranya 6-53%



kozott volt, hagyomanyos adenomakban (LGD és HGD)
ugyanezek a mutaciok egy kissé ritkabban, 4-30%-ban
fordultak el6. A BRAF mutécidja a leggyakrabban (18%)
fogazott adenomakban fordult eld.

Fogazott polypok DNS-metilacios array vizsgalata

Az egészéges mintakkal vald 0Osszehasonlitaskor a 9
kozos génen feliil 12 gén (CALCA, DKK2, GALR2,
OPCML, PCDH10, SFRP1, SFRP2, SLIT3, SST, TAC1,
VIM, WIF1) mind a 4 SSA-ban, 2 tovabbi gén (BNC1 és
PDLIM4) pedig 4-bdl 3 SSA-ban volt hipermetilalt.

Az egyetlen TSA mintdban az egészségeshez képest
mindossze 2 gén (CALCA ¢és SST) hipermetilaciojat
tudtuk kimutatni. Ez a 2 gén mind az 6t fogazott polipban
metilalt volt.

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

A biopszias (makrodisszektalt) mintdkban szignifikdnsan
(p<0,001) nagyobb SFRP1 mRNS-expressziot talaltunk a
NAT mintdkban, mint a CRC szdvet esetében. Lézer
mikrodisszekcid utan ugyancsak szignifikdns expresszios
kiilonbséget (p<0,001) taldltunk a NAT epitéliumban a
CRC hamrétegéhez képest: a CRC mintdkban az SFRP1
mRNS atlag expresszio kb. harmada volt a NAT
mintakban mért mRNS-expressziohoz képest.



A miofibroblasztok SFRP1-termelésének vizsgalata
normalis, daganathoz kozeli ép (NAT) és
vastagbélrakos (CRC) mintakban

Erés stromalis SFRP1-fehérjekifejezodést talaltunk a
normalis, a NAT, valamint a NAT és CRC teruletek
kozotti  atmeneti  teriileteken, amely nagyrészt a
perikriptalis  teriiletekre ~ koncentralodott.  Kettds
fluoreszcens festés segitségével az itt talalhatdé SFRPI-
pozitiv sejteket a-SMA-pozitiv miofibroblasztokként
azonositottunk. A NAT teriileteken az SFRPI-
proteinexpresszidja magas volt az a-SMA-pozitiv sejtek
nagy részében (85,73%+12,61%). A legtobhb CRC
mintadban heterogén SFRP1-expresszid volt lathato, az a-
SMA-pozitiv sejtek ardnya szignifikdnsan nagyobb volt,
bar az SFRP1 protein expresszio szignifikansan csokkent
(27,65%+18,27%) a NAT teriiletekhez képest (p<0,001).
A kornyez6 miofibroblasztok erés SFRP1-termeléséhez
képest, ép hamban kozepes SFRP1-expressziot lattunk.
Csokkent SFRP1-expresszio volt megfigyelhetd a NAT
teriileteken. Az epitelialis SFRP1-expresszio
csokkenésével  parhuzamosan a  szubepitelialis
miofibroblasztok megtartott SFRP1-expressziot mutattak.
Azok a NAT teriiletek, amelyek a tumort6l messzebb
helyezkedtek el a normalishoz hasonld epitelialis és
stromdlis expressziés mintazatot mutattak. Csokkent
gyenge (0) epitelialis SFRP1-expresszidé volt lathatdé a
CRC mintak tobbségében (71,42%).
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A SFRP1 promoter hipermetilacié vizsgalata a NAT
és a CRC teriileteken

Az a-SMA-pozitiv stromalis miofibroblasztok metilacios
statuszat, NAT ¢és CRC sejtekb6l szarmazéd laser
mikrodisszektalt sejteken vizsgaltuk. A NAT-bol
szarmazo6 stromalis miofibroblasztokban nem, mig CRC-
b6l szarmazd stromalis miofibroblasztokban részleges
(heterogén)  SFRP1-hipermetilaciot — mutattunk ki
metilaciospecifikus (biszulfit) PCR-vizsgalattal.

Demetilaciés kezelés hatiasa a metilalt gének
kifejezodésére

Teljes genomidlis mRNS-expresszios array segitségével
HT29 vastagbélrak sejtvonalon 7 metilalt gén (MAL,
PCDH10, PDLIM4, SFRP1, SLIT2, SST, TMEFF2)
MRNS-expressziojat egészséges biopsziak adataival
hasonlitottuk 6ssze. A 7 gén a mintdk tobbségében
csokkent mRNS-expresszidt mutatott. A metilacios
folyamat reverzibilitdsdsnak bizonyitasasra 5-aza-2’-
deoxicitidin, demetilacios kezelést alkalmaztunk, amely
hatasara a 7 kivalaszott génben az expresszid részben
visszaallithato volt. HCT116 vastagbélrak sejtvonalon
végzett demetilacios kisérlet eredményeinek in silico
elemzésekor a kivalasztott gének esetében hasonlo
valtozast figyeltiink meg.

KOVETKEZTETESEK
96 gén metilaltsagi statuszat vizsgalva CRC-ben,
valamint rdkmegel6z6 allapotaiban (LGD, HGD)
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azonositottunk egy 10 gyakran (az esetek tobb mint 85%-
ban) metilalt génbdl all6 panelt (SFRP1, SST, BNC1,
MAL, SLIT2, SFRP2, SLIT3, ALDH1A3, TMEFF2,
WIF1). CRC-hez képest a rakmegl6z6 allapotokban tobb
és nagyobb mértékben metilalt gént taladltunk, amikor
szinkron LGD-CRC parokat hasonlitottunk 6ssze.

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

Kimutattuk, hogy 7, a daganatos mintdkban hipermetilalt
gén csokkent mRNS expresszioval birt, amely
sejtkisérletben  demetilacios  kezeléssel — részben
visszaallithato  volt. Ezek kozil az  SFRPI-t
fehérjeszinten is megvizsgalva szintén csokkent
expressziot lattunk daganatban az egészséges mintakhoz
képest.

Mutéciok gyakorisagaval 0sszehasonlitva a hipermetilalt
gének lényegesebb gyakrabban voltak kimutathatéak
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 1 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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