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BEVEZETES

A vastagbéltumorok elofordulasa

Napjainkra a vastagbéldaganatok diagnosztikdja, terapidja, kovetése nagy fejlodésen
ment at - sok esetben a nagy ateresztd képességli molekularis technikdknak, mint példaul a
microarray vizsgalatoknak koszonhetéen - azonban még mindig nem tekinthetd teljesen
megoldottnak. Gyakori el6fordulasuk miatt tovabbi kutatasok sziikségesek, hogy a maig nem
teljesen feltérképezett patogenetikai €s molekularis biologiai hatteriiket és eredetiiket
tisztazzuk. A modern tarsadalmakban Iényegesen nagyobb ardnyban fordulnak eld
vastagbéldaganatos megbetegedések, a colorectilis rdk (CRC) mindkét nemben a mésodik
leggyakoribb el6fordulasu daganatos betegség. Az Egészségiigyi Viladgszervezet becslései
alapjan, évente 1 361 000 ) vastagbélrakos beteget diagnosztizalnak, és 694 000-en halnak
meg a betegségben vildgszerte (Ferlay és mtsai. 2012). A vastagbélrdk a masodik
leggyakoribb rikos betegség és haldlok Eurdpédban is, 2012-ben megkdozelitdleg 447 000 uj
vastagbélrdkos megbetegedést, valamint 215 000 halalesetet regisztraltak (Ferlay és mtasi.
2013). A vastagbéldaganatos megbetegedések hazankban is a mortalitas és morbiditds vezetd
okai kozé tartoznak, a colorectalis rak hazankban szintén mindkét nemben a masodik
leggyakrabban haldlt okoz6 daganatos betegség. 2012-ben férfiaknil megkozelitleg 4 800,
noknél 3 700 0y esetet regisztraltak, és megkozelitoleg 2 600 férfi és 2 100 ndi halalesetet
jegyeztek fel. Szazezer fore vetitve, hazankban férfiaknal 87, n6knél 45 a becsiilt eléfordulési
érték, amely a legmagasabbak kozott van a térség orszigaiban és teljes EurOpdban is. A
fentiekben ismertetett adatok tiikrében a korai felismerés, a genetikailag eltéré daganatok
elkiilonitése €s ennek kovetkeztében a terdpids lehetdségek hatékonysaganak javitasa alapvetd
fontossagu feladat. A korai felismerés fontossdgara legjobban az 5 éves tulélési adatok
vilagitanak ra: mig korai stddiumban 80-90%-o0s, nyirokcsom¢ attétek esetén 60%-os,
azonban a mar eldrehaladott, tavoli szervi attéttel rendelkezd betegség esetén 10% alatti az 5
éves tulélési arany (O'Connell €s mtsai. 2004).

Nagyszamu génexpresszidjanak vizsgalatara leggyakrabban a szisztematikus mRNS
expresszids valtozasok vizsgélatira alkalmas platformokat: a spotted cDNS, valamint a nagy-
denzitasu oligonukleotid microarray-t alkalmazzdk. Az mRNS expresszios microarray-k

segitségével lehetdvé valt nagyszdmu gén expressziojanak Osszehasonlitasa kiilonbozo



rommor

sejtekben, szovetekben, ugyanazon tipusu sejtek/szévetek eltérd allapotaiban. A colorectalis
adenoma-diszplazia-karcindma szekvencia sordn bekovetkezd génexpresszids valtozasok
teljes genomszintli vizsgalataval a malignus atalakulds molekularis hatterérdl szerezhetiink
pontosabb adatokat, ami hozzdjarulhat a vastagbélrdk korai felismeréséhez. PhD munkidm
sordn olyan transzkriptum sorozatot hatiroztam meg, amely alkalmas lehet a sporadikus
vastagbélrak kialakuldsdban dontd fontossaghi diszpldzia-karcindma atmenet (tranzicid)
jellemezésére. Vizsgalataim sordn nemcsak teljes genom microarray és RT-PCR-es
génexpresszios vizsgalatokat, hanem fehérjeszintli megerdsitést is végeztem, és komplex

bioinformatikai elemzést alkalmaztam.

CELKITUZESEK

Vizsgalataim soran a kdvetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

e Nagy teljesitményli génexpressziés array technoldgiaval azonosithatéo-e olyan
transzkriptum csoport, amely expresszids valtozasa koveti a Vogelstein-modellt?

e A fenti transzkriptum csoportban vannak-e olyan gének, amelyek expresszios
valtozasa érzékenyen €s fajlagosan segithet az egészséges/normaélis, adenomas és
vastagbélrdkos szoveti mintdk elkiilonitésében? Az eltérések hadm- vagy stromalis
eredete meghatirozhato-e?

e A transzkriptum sorozat alkalmazaséaval elkiilonithetdek-e a sulyosan diszplasztikus
(high-grade) adenoma €s korai vastagbélrakos mintak?

e A transzkriptum csoport fiiggetlen mintaszetten (Gene Expression Omnibus (GEO)
adatbazis) torténd tesztelés soran is alkalmazhatonak mutatkozik-e?

e Célom volt tovabba a génexpresszids array technoldgia eredményének fiiggetlen
mintacsoporton, konvencionalis RT-PCR moédszerrel torténd validacioja.

e Tovabbi célkitlizésem az azonositott transzkriptum csoport fehérjeszintli megerdsitése
volt szoveti mintakon, immunhisztokémiai modszerrel.

e (Célul tliztem ki a kapott szdveti transzkriptum csoport elkiilonité képességének
vérmintakon torténd tesztelését is annak céljabol, hogy a szoveti szinten talalt
elkiilonitd gének periférias szinten 1is alkalmasak-e a betegségcsoportok

megkiilonboztetésére.



VIZSGALATI MINTAK ES MODSZEREK

Microarray vizsgalatok

Génexpresszios vizsgalatok segitségével lehetové valt szamos, a kolorektalis
adenoma-diszplazia-karcindbma szekvenciat jellemzd jelatviteli Utvonal azonositasa.
A nagy atereszté képességli microarray technika vastagbélrak esetében is alkalmas arra, hogy
az aktualis tumoros milid génexpresszids mintazatat jellemezziik. Osszesen 147 biopszias
mintéit elemeztiink. A "tréning" microarray vizsgélat soran 0sszesen 53 mintat alkalmaztunk
(11 egészséges, 9 low-grade diszplasztikus adenoma, 11 high-grade diszplasztikus adenoma,
10 korai CRC, 12 eldrehaladott CRC). Microarray vizsgalataink adatai elérhetéek a Gene
Expession Omnibus adatbazisban (hivatkozasi azonositdé: GSE4183). A késdbbiekben ujabb
microarray mintasorozatot vontunk be vizsgdlatainkba validicié céljabol:  "teszt"
mintasorozatként 6sszesen 94 (38 egészséges, 16 low-grade diszplasztikus adenoma, 13 high-
grade diszplasztikus adenoma, 14 korai CRC, 13 elérehaladott CRC) minta keriilt
hibridizalasra. Az adatok szintén elérhetéek a Gene Expession Omnibus adatbazisban
(hivatkozasi azonositd: GSE37364). Vérmintdk esetében 0Osszesen 47 vérminta (16
egészséges, 12 adenoma és 19 CRC — 7 korai, 12 elérehaladott CRC) microarray elemzését
végeztikk el. A vizsgélatainkat a Regiondlis és Intézményi Tudoméanyos és Kutatasi Etikai

Bizottsag (TUKEB szam.: 69/2008) is jovahagyta.

Fiiggetlen Gene Expression Omnibus adatbazis adatok

A vizsgéalatainkba bevont fiiggetlen microarray kisérletek adatait a Gene Expression
Omnibus (GEO) adatbazisabol toltottiik le. Az 6sszehasonlitashoz szintén HGU133 Plus2.0
microarray-n vizsgalt biopszids mintdk adatait hasznaltuk fel. A vizsgalatokat végzd
kutatécsoportok a MIAME eldirasoknak megfelelden kozzétették a GEO adatbaziban
vizsgalatuk eredeti adatait (azonositok: GSE8671 (Sabates-Bellver és mitsai. 2007),
GSE18105 (Matsuyama €s mtsai. 2010)). A GSE8671 azonositdju vizsgalat 6sszesen 64 (32
egészséges €s 32 adenomds) mintat, a GSEI8105 azonositoju vizsgalat osszesen 111 (17

egészséges és 94 vastagbélrdkos) mintét tartalmazott.



Valos idejii RT-PCR vizsgalatok

A 11 transzkriptum mRNS expresszids mintazatdnak megerdsitéséhez kereskedelmi
forgalomban elérheté RT-PCR assay-ket alkalmaztuk. A validiciés RT-PCR elemzésbe
Osszesen 68 (20 egészséges, 13 low-grade diszplasztikus adenoma, 11 high-grade
diszplasztikus adenoma, 10 korai CRC, 10 eldrehaladott CRC, valalmint 4 ismeretlen
besorolasu CRC) fiiggetlen (a korabbi microarray elemzéseinkben nem szerepld) mintat
vontunk be. Mintanként 2,5 ug teljes RNS Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Roche) felhasznalasaval torténd reverz transzkripciojat kovetden valds idejii RT-PCR-t
végeztiink 384 mintahelyes PCR lemezeken. A génspecifikus forward és reverz primerek,
valamint a fluoreszcensen jelolt hidrolizaciés probdk (Universal ProbeLibrary, F. Hoffmann-
La Roche Ltd, Switzerland, Basel) liofilizalasra keriiltek a fenti PCR lemezekre. A
legalkalmasabb referencia gén kivalasztisdhoz RT-PCR vizsgalatainkban a kovetkezd 7
haztartasi gént vizsgiltuk: a GAPDH-t, a B2M-t, a ACTB-t, a HPRT1-t, az RPL13A-t, a 18S-t
és az YWHAZ-t.

Fehérje expresszios vizsgalatok

Az emlitett mRNS microarray és RT-PCR technikak a gének miikddésérdl és aktivitasarol
szolgalnak adatokkal, azonban a fehérjék kifejezddésérdl, a tényleges fenoptipusrél nem
nyujtanak informéacidt. Ezt a képet tovabb arnyaljak a fehérjék poszttranszlaciés méddositasai
és sejten beliili lokalizacidjuk véltozdsa. A microarray vizsgalat sordn kapott eredményeket
ezért fehérjeszinten is sziikséges validdlni. Az el6zetesen mRNS expresszios valtozasok
alapjan kivalasztott gének fehérjetermékeinek immunhisztokémiai vizsgéilata tissue
microarray (TMA) lemezeken tortént. A hét kivalasztott marker fehérjeszintli vizsgalatahoz
formalin fixalt, paraffinba agyazott egészséges (n=10-12), adenoma (tubularis és
tubulovillézus; n=37-64) és vastagbélrikos (n=13-30) szOvetmintdkat hasznaltunk. A
metszetek kiértékelését digitalis mikroszkép (Pannoramic Viewer v:1.15.2) segitségével
végeztiik az alabbi szemikvantitativ pontozasi (score-) rendszer alkalmazasaval:

¢ nincs immunreakci6 a sejtek citoplazméjdban (a hAmban vagy a stréméban) (-2)

e gyenge festddés a sejtek citoplazmajaban (a hdmban vagy a stroémaban) (0)

e kozepes festddés a stromaban (+1)

e erds immunreakcio a sejtek citoplazmajaban (a hdmban vagy a stromaban) (+2).
Tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatban Osszesen 35 egészséges, 75 adenomas (37 low-

grade diszplasztikus és 38 high-grade diszplasztikus adenoma), valamint 58 vastagbélrikos



(29 Dukes' A-B, 29 Dukes' C-D stadiumi CRC) mintat elemeztiink szdveti microarray-n

(Sipos és mtsai. 2014).

A vizsgalatok soran alkalmazott statisztikai elemzések

Microarray-k esetében a kiilonb6z0 diagnosztikus csoportok kozott eltéréen
expresszalodé géneket Significance Analysis of Microarray elemzéssel (SAM) hataroztuk
meg. Az emlitett modszer mellett a ,,nearest shrunken centroid” modszert (Prediction
Analysis for miroarrays - PAM) is alkalmaztuk a mintdk génexpresszids klasszifikacidja
soran. A fenti modszerrel olyan részhalmazokat/transzkriptum csoportokat keresiink, amelyek
az egyes diagnosztikai csoportokat a legjobban jellemzik (Tibshirani és mtsai. 2002). A
feldolgozast, az adatbanyaszatot €s a statisztikai elemzéseket R 2.15.0 kornyezetben végeztiik
(R Development Core Team, 2011), Bioconductor konyvtirak alkalmazasaval. Hierarchikus
cluster, diszkriminancia, f6komponens elemzéseket €s logisztikus regresszidt alkalmaztunk az
egyes betegségcsoportokat legjobban elkiilonitd transzkriptumok meghatarozasara és az
elkiilonité képességiik tesztelésére. Az RT-PCR eredmények kiértékelése soran a
génexpresszid relativ mennyiségi meghatirozasit végeztik. A fold change értékeléséhez
AACT mddszert alkalmaztuk. A célgén expresszié normalizalasahoz a 18S riboszomalis RNS-
t alkalmaztuk belsé kontrollként (ACT). Mind a microarray, mind az RT-PCR sorozat
esetében multiple logisztikus regressziot alkalmaztunk a binaris (0-kontrol, 1-beteg allapot)
diagnosztikai valtozok értékeinek maghatarozdsara. A minta "beteg" allapotként valo
diagnosztizalasdnak valoszinliségét (P) a kovetkez0 megoldd képlet alkalmazéasaval végeztiik:

X = logit(P) = In (P/(1-P) = by + bjACt;+ b,ACt; +....+ b,ACt,

A ,,maximum-likelihood” illeszkedés mddszer soran (empirikus) olyan egyiitthatokat {bi}
alkalmaztunk, amelyek meghatarozzak a kapcsolatot X és a kisérleti mérések kozott { ACti}.
A ,Receiving operating characteristic” (ROC) gorbe elemzésére Medcalc 12.1 szoftvert
alkalmaztuk annak érdekében, hogy megvizsgéljuk a markersorozat elkiilonitd hatasat. Az
elkiilonité képesség megallapitdsdhoz meghataroztuk a transzkriptumsorozat szenzitivitasat és
specificitasat is. Diszkriminancia elemzést is végeztiink az SPSS 20.0 szoftverrel, amelynek
soran a kiilonb6z0 mintacsoportok elkiilontilését vizsgaltuk a markersorozat expresszidja
alapjan. Az osztalyozas/mintabesorolas helyességét és erdsségét az un. Leave-one-out
klasszifikacioval is ellendriztilk, valamint fékomponens elemzést is végeztiink. A
klasszifikacidés eredményeket bemutatd tablazatban a megfelelden, illetve a nem megfeleléen

sorolddott mintdk mennyisége és szazalékos aranyuk is feltiintetésre keriilt.



EREDMENYEK

Megkozelitdleg 58 000 transzkriptum expresszidjanak egyidejii vizsgalata soran a
legjobb elkiilonitd képességiinek bizonyuld 11 marker (IL8, MMP3, IL1B, CHI3L1, GREMI,
ILIRN, CXCLI1, CXCL2, CA7 és SLC7AS5) - egy kivételtdl (COL12A1) eltekintve -
bizonyitottan részt vesz a kolorektalis karcinogenezisben és a betegség progresszidjaban. A
CHI3L1 és a CXCL1 a karcinogenezissel, az IL8, a CXCL1, az SLC7AS és az MMP3 a
tumor ndvekedéssel és fejlodéssel, az IL8, a CHI3L1 és az SLC7AS az angiogenezissel €s
metasztatikus invazidval, az IL1RN és az IL1B a betegség kidjulassal hozhat6 osszefiiggésbe.
A microarray vizsgalatok esetében a mintacsoportok nagy pontossaggal elkiilonithetdk,

amelyet a fliggetlen mintdk RT-PCR-es vizsgalata is megerdsitett.

Az elkiilonit6 markersorozat azonositasa a ,,tréning” microarray sorozat mintain

A ,tréning” mintacsoport esetében (53 microarray: 11 egészséges/normalis, 20
adenomas és 22 CRC-s minta), a 11 markerbdl allo transzkriptumsorozat sikeresen
alkalmazhaté volt a kiilonb6zd betegcsoportok elkiilonitésére. A diszkriminancia elemzés
eredménye alapjan a mintdk 96,2%-a a csoportbeosztdsnak megfelelden volt besorolhato,
mindossze két vastagbélrdkos minta, az Osszes minta 4,5-4,5%-a, sorolodott at az
egészséges/normalis és az adenoma csoportokba.

A mintasorozat elkiilonitd képességének vizsgdlatakor tobbvéltozés logisztikus
regressziot is alkalmaztunk. A péaros dsszehasonlitdsok sordan ROC gorbe elemzést hajtottunk
végre a 11 elkiilonité marker esetén. Egészséges/mormalis ¢€s adenoma mintak
Osszehasonlitasakor 100%-os specificitast és szenzitivitast tapasztaltunk. Egészséges/normalis
€s CRC-s mintak esetében a szenzitivitas 95,5%-ra csokkent, azonban a specificitas értéke
100%-0s maradt. Ugyanezeket a szdzalékos értékeket kaptuk adenoméas és CRC-s mintik
Osszehasonlitasakor is. Az ROC elemzés soran észlelt elkiilonitd képesség erdsségének

jellemzéséhez Youden-indexet alkalmaztunk, amely 0,955 és 1 kozott valtozott.

Az azonositott markerek vizsgalata a ,,teszt” microarray mintasorozaton

A ,teszt” mintacsoport esetében (94 microarray: 38 egészséges/normalis, 29 adenomas
€s 27 CRC-s minta) a diszkriminancia elemzés eredménye alapjan a mintdknak a 93,6%-a a
csoportbeosztasoknak megfelelden sorolodott be, Osszesen négy adenomds és két CRC-s

minta besorolddésa volt helytelen, ami 86,2%-0s €s 92,6%-0s besorolasi megfelelést jelent.



A mintasorozat elkiilonitd képességének tesztelésekor tobbvaltozds logisztikus
regressziot is alkalmaztunk. A péros 0sszehasonlitdsok sordn, az ROC gorbe elemzés alapjan,
az egészséges és a CRC-s mintdk Osszehasonlitdsakor 100%-o0s szenzitivitds és specificitas
figyeltink meg. A markerek alkalmazasidval az egészséges és az adenomds mintdk
Osszehasonlitdsakor 100%-os specificitast és 96,6%-os szenzitivitidst kaptunk. A benignus
adenoma ¢és a malignus CRC-s colonmintdk Osszehasonlitdsakor a specificitds mérsékeltebb
(89,7%), azonban a szenzitivitas (100%) kival6 értéket mutatott. A ROC elemzés soran észlelt
elkiilonitd képesség erdsségeének jellemzése szintén Youden-index segitségével tortént, amely

értéke 0,89 és 1 kozott valtozott.

A GEO adatbazisbél letoltott mintasorozatok fiiggetlen mintasorozatként valé
alkalmazasa

A GSEB8671 azonositoju elemzésbe 32 egészséges/normalis €s 32 adenomas mintét
vontak be. A vizsgilataink sordn azonositott 11 transzkriptum alkalmazasaval a 32 adenomas
€s 32 egészséges fiiggetlen biopszids minta 100%-os specificitassal és szenzitivitassal
bizonyult elkiilonithetének. Tovabbi in silico vizsgalatainkban 94 CRC-s és 17
egészséges/normalis szovetmintit hasonlitottunk 6ssze (GSE18105 tanulmény). Az éltalunk
azonositott 11 transzkriptum alkalmazésa 100%-os specificitdst és szenzitivitist
eredményezett a fenti fliggetlen CRC-s és egészséges mintak Osszehasonlitdsakor. Tovabbi in
silico vizsgédlatunk targyat képezte a markersorozat CRC specifikussdgdnak tisztazdsa
érdekében, a GSE39582 azonositd szamu (Marisa L. et al. 2013) génexpresszids microarray

mintasorozat 19 egészséges mucosa, valamint kivalasztott 24 CIMP- és 13 CIMP+ és 14 MSI

€s 22 MSS vastagbélrdk mintajanak osszehasonlitisa.

Az azonositott markerek vizsgalata fiiggetlen mintasorozaton valds ideji RT-PCR
modszerrel

Az RT-PCR vizsgalatokat a 11 transzkriptum esetében fiiggetlen biopszids mintdkon
végeztiik el. A mintasorozat esetében (68 RT-PCR: 20 egészséges/normélis, 24 adenomas €s
24 CRC-s minta) a legkisebb ACT szorassal rendelkezd 18S riboszomalis RNS-t valasztottuk
belsé kontrollnak a 7 potencidlis hdztartasi gén koziil. A 11 marker alkalmazasaval a
diszkriminancia elemzés soran a mintdk 95,6%-a sorolodott be helyesen. Logisztikus
regressziot kovetden csak paros Osszehasonlitdsokat vizsgaltunk: ROC elemzéssel 100%
szenzitivitast €s specificitast észleltiink az egészséges €s a CRC-s mintdk 0sszehasonlitasakor.

Az egészséges és az adenomas mintdk Osszehasonlitasa soran 95,8%-o0s szenzitivitast €s 95%-



os specificitast tapasztaltunk. Hasonl6an magas értékeket kaptunk a benignus adenoma és a
malignus CRC-s mintak 0sszehasonlitdsa soran is, hiszen 95,8%-0s szenzitivitassal és 100%-
os specifitassal kiiloniilt el a két mintasorozat. A ROC elemzés soran észlelt elkiilonitd
képessége erdsségének jellemzésére szintén Youden-indexet hatiroztunk meg, amelynek

értéke 0,958 és 1 kozott valtozott.

High-grade diszplasztikus adenoma és korai CRC mintak ésszehasonlitasa

A "tréning" mintasorozat esetén a 11 elembdl all6 markercsoport alkalmazasaval a
high-grade diszpasztikus adenomds (n=11) és a korai CRC-s (n=10) biopszids mintdk jol
elkiilonithetéek voltak (specificitds: 90,9%, szenzitivitds: 100%). A fiiggetlen "teszt"
mintasorozat esetén a high-grade diszplasztikus adenomdas (n=13) és a korai CRC-s (n=14)
biopszias mintakat 92,3%-os specificitassal €s 100%-o0s szenzitivitassal kiilonitettiik el. A két
mintasorozat egyiittes alkalmazasakor Osszesen 24 high-grade diszplasztikus adenoma és 24
korai CRC (Dukes' A vagy B stidiumid) mintidn, 83,3%-os specificitist és 100%-o0s
szenzitivitast értiink el. Hasonl6an magas specificitds és szenzitivitas értékeket kaptunk az
RT-PCR vizsgalat soran is, amelyben Osszesen 11 high-grade diszplasztikus adenomas €s 10
korai CRC-s minta szerepelt. A hierarchikus cluster elemzés eredménye alapjan a 10 korai
CRC-s minta megfeleld diagnosztikai csoportba sorolodott, mig harom adenomas minta (a 6-
os, a 10-es és a 11-es sorszdmu) tévesen atsorolddott az adenomds csoportbol a CRC-s
mintacsoportba. A betegek utidnkdvetése azonban raviligitott arra, hogy a 6-os és 11-es minta
val@jaban in situ karcinomanak bizonyult az ujabb mintavétel utan. A fiiggetlen RT-PCR-es
validaci6 sordn a high-grade diszplasztikus adenomis (n=11) és a korai CRC-s (n=10)
biopszias mintdk 90,9%-os specificitdssal és 100%-os szenzitivitassal kiiloniiltek el. Az
utankovetés eredményeképpen két adenomas (valojdban in situ karcindmas) minta a CRC
csoportba keriilt, ezért a ROC statisztika esetében uj logisztikus regresszios képlet szamitasat
tartottuk sziikségesnek, ezért megismételtik az elemzést az Uj csoportositissal is. Az Uj
elemzés sordn 9 high-grade diszplazidas adenomés és 12 korai CRC-s mintat hasonlitottunk
Ossze, amelyek 100%-os szenzitivitassal és specificitdssal bizonyultak elkiilonithetdnek. Az
utankovetés sordn tapasztalt diagnosztikus atsorolddast figyelembe véve a 11 marker korai

CRC-t elkiilonitd képessége erdsebbnek adodott.

Fehérjeszintii validacié szovet microarray (TMA) rendszeren
Fehérje  expresszids  vizsgalataink sordn  szoveti microarray-ken  (Tissue

Microarray/TMA) immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztink. A TMA-k egészséges,



adenomas és vastagbélrakos szoveti mintakat tartalmaztak. A potencidlis fehérjemarkerekhez
egyedi antitesteket valasztottunk. Az mRNS vizsgalataink alapjan hét fehérjemarkert
véalasztottunk ki (CA7, COLI12A1, IL8, MMP3, SLC7AS5, CXCL1-2-3, IL1RN). Az

immunhisztokémiai reakcidkat empirikus score rendszer segitségével értékeltiik.

Az MMP3 és a CXCL1 expresszio adenomas és vastagbéltumoros mintakban

Szoveti microarray rendszeren Osszesen 35 egészséges, 75 adenomés (37 low-grade
diszplasztikus és 38 high-grade diszplasztikus adenoma), valamint 58 vastagbélrdkos (29
Dukes' A-B, 29 Dukes' C-D staddiumi CRC) mintét elemeztiink (Sipos és mtsai. 2014). A j6-
€s rosszindulati daganatos szovetmintdk elkiilonitése klinikai szempontbdl is fontos a
malignus elvaltozas korai felismerése miatt. A lamina propridban val6 expresszidja alapjan az
MMP3 szignifikans kiillonbséget mutat (p<0,001) a diszplazia-karcinbma 4tmenet soran. A
fenti marker mar dnmagaban is elengendd arra, hogy 98,2%-0s bizonyossaggal elkiilonitse a
benignus és malignus mintdkat. Hasonl6éan erds elkiilonité markernek bizonyult a hdAmban és a
lamina propridban kifejez60d6 CXCL1 is, amelyet az MMP3-al kombindlva kimagaslo
elkiilonitd képességet tapasztaltunk. Az MMP3 fehérje expresszidja a lamina propridban az
adenoma-diszplazia-karcindma atmenet soran erdsodott. A CXCLI1 fehérje immunreakcid
vastagbélrakban erdsebb volt, mint adenoméaban, mind a hdm, mind a lamina propria
viszonylatiban.

Fisher-egzakt teszt eredményei alapjan (p<0,001) a szemikvantitiv CXCL1 és MMP3
fehérje expresszido a lamina propridban mutatta a legerdsebb pozitiv irdnyd emelkedést az
adenoma-diszplazia-karcindma szekvencia eldrehaladasaval parhuzamosan. Az 139 benignus
€s malignus colon mintabol 113 esetében kaptunk értékelhetd expressziot. Az adenoma
mintdk 98,6%-a (n=69), valamint a CRC mintdk 97,7%-a (n=44) megfeleld diagnosztikai
csoportba sorolddott. Mindkét csoport esetében 1-1 minta besoroldsa volt helytelen.

A CXCLI1 és az MMP3 lamina propriabeli markerekkel végzett immunreakciok
eredményei alapjan a high-grade diszplasztikus adenoma (AD-HGD) és a korai
vastagbélrakos mintdk (CRC-A) is elkiilonithetdnek bizonyultak. A CXCL1 esetében az AD-
HGD mintdk 11,43% -a, a CRC-A mintak 11,11%-a sorolddott be helyteleniil, mig az MMP3

esetében nem tapasztaltunk eltérd kategorizalodast.

Az elkiilonité szoveti markersorozat elkiilonito képességének vizsgalata vérmintakon
Szoveti szinten a csoportok elkiilonitésére alkalmas 11 transzkriptumbol 4116 sorozatot

vérmintidkon is megvizsgaltuk diszkriminancia elemzés alkalmazasaval. A markerek egyiittes



alkalmazasa 58,3-73,7% kozotti pontossaggal sorolta be a vérmintdkat a megfeleld
diagnosztikai csoportba. A legnagyobb problémat mindkét 6sszehasonlitasndl az adenomak
felismerése/helyes besoroldsa jelenti, az adenoma mintdk ugyanis 40%-t meghaladéan
sorolodtak az egészséges/normalis, illetve a vastagbélrdkos csoportba. Sok tanulmanyban
azonban csak egészséges/mormadlis és vastagbélrdkos mintdk Osszehasonlitisa szerepel. Az
egészséges és a vastagbélridkos mintak dsszehasonlitasakor 93,8%-0s és 84,2%-os elkiilonitést
tapasztaltunk. Adenomas és vastagbélrakos csoport egyiittes kezelése esetén, mint beteg
csoport, 80% f616tti megfeleld csoportba sorolddast figyelhetiink meg. Logisztikus regressziot
kovetden csak paros dsszehasonlitasokat vizsgaltunk. A ROC elemzés 84,2%-0s szenzitivitast
é€s 100%-os specificitdst mutatott egészséges és CRC mintdk Osszehasonlitisakor. Az
egészséges €és az adenomds mintak dsszehasonlitidsa sordn 78,9%-o0s szenzitivitast €s 100%-os
specificitast észleltiink. A benignus adenoma és a malignus CRC-s colonmintakat 91,7%-os

szenzitivitassal €s 75%-os specifitassal kiilonitette el a 11 tagu markercsoport.

KOVETKEZTETESEK

Eredményeinket 6sszefoglalva a kovetkezd kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

e FEgészséges/normalis, benignus adenoma és malignums vastagbéltumoros szoveti
mintdk teljes genomszintli microarray vizsgélatdval az egyes mintacsoportok kozt
jelentds génexpressziods valtozasokat tudtunk azonositani.

e A microarray vizsgalatok ("tréning" és "teszt" sorozatok) alkalmasnak bizonyultak
arra, hogy egy olyan 11 tagi markercsoportot hatirozzunk meg, amely mindkét
mintasorozaton hasonl6 eltéréseket mutat az egészséges ¢és a kiillonbozd betegség
stadiumok kozott. A fenti markerek mindkét vizsgalatban/mintasorozaton - a
daganatokban csokkent miikodésti CA7 kivételével - magasabb expressziot mutattak a
benignus és malignus elvaltozdsokban egészséges/normalis dllapothoz képest.

e Az azonositott transzkriptumsorozat alkalmasnak bizonyult a high-grade
diszplasztikus adenoma és a korai vastagbélrakos minték elkiilonitésére is.

e Eredményeinket sikeresen megerdsitettiik in silico adatok bevondasaval is, bar az in
silico adatbazisban fellelhetd eredmények vagy csak benignus adenoma vagy csak
malignus vastagbéltumor mintadk normalis kontroll mintakkal torténd 6sszehasonlitasat
tették lehetdvé. Az altalunk azonositott 11 marker erds elkiilonitd képessége az in

silico vizsgalatokban is igazolddott.



Sikeresen bizonyitottuk, hogy a vizsgélt markerek egyiittes alkalmazéisa sikeresen €s
nagy megbizhatdsaggal kiiloniti el az egyes diagnosztikai csoportokat a microarray és
a fuiggetlen RT-PCR vizsgélatok soran is.

Meger6sitd immunhisztokémiai vizsgalataink soran, minden marker esetében hasonlo
fehérje expresszids mintazati eltérést tapasztaltunk, mint az mRNS expresszids
vizsgalatok soran.

A szoveti markersorozat vérmintidkon is nagyfokud elkiilonitést ~mutatott
egészséges/normdlis és beteg mintak 0sszehasonlitidsakor. A betegcsoport benignus és
malignus Osszetevoinek szétbontasat kovetden azonban, a benignus adenomamintdk
jelentds hanyada tévesen - az egészséges, illetve a vastagbéltumoros diagnosztikai
csoportoba — sorolodott be. A markersorozat tehat vérmintdkon csak bizonyos

megkotések mellett bizonyult alkalmazhaténak.
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