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1. Rövidítések jegyzéke 

 

1C   egy szénatomos 

5fC   5-formilcitozin 

5-formil-THF  5-formil-tetrahidrofolát 

5hmC   5-hidroximetilcitozin 

5hmU   5-hidroximetiluracil 

5kaC   5-karboxilcitozin 

5mC   5-metilcitozin 

5,10-metenil-THF 5,10-metenil-tetrahidrofolát 

5,10-metilén-THF 5,10-metilén-tetrahidrofolát 

5-metil-THF  5-metil-tetrahidrofolát 

10-formil-THF 10-formil-tetrahidrofolát 

AD   kolorektális adenóma 

AID/APOBEC aktiváció által indukált citidin-dezamináz / apolipoprotein B  

mRNS szerkesztő enzim, katalitikus polipeptid 

(activation-induced cytidine deaminase / apolipoprotein B  

mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide) 

AJCC   Amerikai Rákellenes Tanács  

(American Joint Committee on Cancer)  

APC   adenomatosus polyposis coli  

ATIC   5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid formiltranszferáz 

   (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide  

formyltransferase) 

A-típusú  öregedéshez társult  

(age-related)    

ATP   adenozin-trifoszfát 

(adenosine triphosphate) 

AUC   görbe alatti terület 

   (area under curve) 

BER   báziskivágó hibajavítás  

(base excision repair) 
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BRAF   v-raf egérszarkóma virális onkogén homológ B1   

(v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) 

C9orf50  kromoszóma 9 nyitott leolvasási keret 50 

   (chromosome 9 open reading frame 50) 

CD    Crohn-betegség  

(Crohn’s disease) 

CDKN2A  ciklindependens-kináz inhibitor 2A 

   (cyclin dependent kinase inhibitor 2A) 

CI   konfidenciaintervallum 

   (confidence interval) 

CIMP-H  magas szintű CpG-sziget metilátor fenotípus  

(high level CpG island methylator phenotype) 

CIMP-L  alacsony szintű CpG-sziget metilátor fenotípus  

(low level CpG island methylator phenotype)  

CIN   kromoszomális instabilitás  

(chromosomal instability)  

CMS   konszenzus molekuláris alcsoport  

(consensus molecular subtype) 

COBRA  kombinált biszulfit-restrikciós analízis  

(combined bisulfite restriction analysis) 

CpG   citozin-foszfát-guanin dinukleotid 

(cytosine-phosphate-guanine dinucleotide) 

CRC   vastagbélrák 

(colorectal cancer) 

C-típusú  karcinogenezishez társult  

(cancer-related) 

DAB   diamino-benzidin 

DCC   kolorektális karcinómában törölt 

(deleted in colorectal carcinoma) 

DHF   dihidrofolát 

DNMT  DNS-metiltranszferáz 

dTMP   dezoxi-timidin-monofoszfát 
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(deoxythymidine monophosphate) 

dUMP   dezoxi-uridin-monofoszfát 

(deoxyuridine monophosphate) 

E   endoszkópos minták 

E2F6   E2F transzkripciós faktor 6 

   (E2F transcription factor 6) 

ELISA  enzim kapcsolt immunszorbens vizsgálat 

   (enzyme-linked immunosorbent assay) 

EMT   epiteliális-mezenchimális tranzíció    

EN   endonukleáz 

ep   epitélsejt 

EZH2   zeste 2 polikomb represszív komplex 2 alegység enhanszere  

(enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit)  

FC   expressziós intenzitáskülönbség  

(fold change) 

FDA   Az Amerikai Egyesült Államok Élelmiszer- és  

Gyógyszer-engedélyeztetési Hivatala  

(The United States Food and Drug Administration) 

FF   friss-fagyasztott 

   (fresh-frozen) 

FFPE   formalinfixált, paraffinba ágyazott 

   (formalin-fixed, paraffin-embedded) 

FOLR2  folátreceptor 2 

   (folate receptor 2) 

FRβ   folátreceptor β 

GART   foszforibozil-glicinamid formiltranszferáz 

   (phosphoribosylglycinamide formyltransferase) 

GEO   Génexpressziós Adatbázis  

(Gene Expression Omnibus)  

HDAC   hiszton-deacetiláz 

HDI index  emberi fejlettségi index  

   (human development index) 
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HE   heterozigóta 

HERV   humán endogén retrovírusok 

   (human endogenous retroviruses) 

HPLC-UV  UV-detekcióval kapcsolt nagyhatékonyságú  

folyadékkromatográfia  

(high-performance liquid chromatography combined with  

ultraviolet detection) 

HTA   Humán Transzkriptom Array  

(Human Transcriptome Array) 

I   festődési intenzitás 

IBD   gyulladásos bélbetegség 

(inflammatory bowel disease) 

IRF8   interferon regulátor faktor 8 

(interferon regulatory factor 8) 

KCNJ12  befelé egyenirányító kálium csatorna J alcsalád 12-es tagja 

   (potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 12) 

KoRep  transzkripciós korepresszorok 

KRAS   kirsten-patkányszarkóma virális onkogén 

   (kirsten rat sarcoma viral proto-oncogene) 

LC-MS/MS  tandem tömegspektrometriával kombinált folyadékkromatográfia  

(liquid chromatography combined with tandem mass  

spectrometry) 

LINE-1  hosszú közbeiktatott szakasz 1  

(long interspersed nuclear element-1) 

LTR   hosszú terminális ismétlődések 

(long terminal repeats)  

LOH   heterozigócia elvesztése 

(loss of heterozygosity) 

M   műtéti minták  

MeCP2  metil-CpG-kötő fehérje 2 

MeDIP-szekvenálás metilált DNS-immunprecipitáláson alapuló szekvenálás 

(methylated DNA immunoprecipitation sequencing) 
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MLH1   MutL homológ 1 

   (MutL homolog 1) 

MMR   össze nem illő nukleotidpárok javítása  

(mismatch repair) 

MRE-szekvenálás metilációszenzitív emésztést követő szekvenálás 

(methyaltion-sensitive restriction enzyme sequencing) 

MSI   mikroszatellita-instabil 

MSI-H  magas szintű mikroszatellita-instabilitás  

(high microsatellita instability) 

MSI-L   alacsony szintű mikroszatellita-instabilitás  

(low microsatellita instability) 

MSP   metilációspecifikus PCR 

MSS   mikroszatellita-stabil 

MTHFD1  metilén-tetrahidrofolát-dehidrogenáz 1 

   (methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1) 

MTHFD2  metilén-tetrahidrofolát-dehidrogenáz 2 

   (methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 2) 

MTHFR  5,10-metilén-tetrahidrofolát-reduktáz 

   (methylenetetrahydrofolate reductase) 

Myc   Myc protoonkogén 

N   egészséges 

NAT   tumor melletti ép szövet 

   (normal tissue adjacent to tumor) 

NPY   neuropeptide Y 

ORFp1  nyitott leolvasási keret fehérje 1  

(open reading frame protein 1) 

ORFp2  nyitott leolvasási keret fehérje 2  

(open reading frame protein 2) 

P   pozitív sejtek százalékos aránya 

PENK   proenkefalin 

pM   távoli metasztázis 

pN   regionális nyirokcsomó  
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PRIMA1  prolinban gazdag membrán horgony 1 

   (proline rich membrane anchor 1) 

ProtK   proteináz K 

pT   primer tumor  

qPCR    kvantitatív polimeráz-láncreakció 

(quantitative polymerase chain reaction) 

Q-score  Quick-score 

RK   RNS-kötő 

ROC   vevő működési karakterisztika 

(receiver operating characteristic) 

RRBS   csökkentett reprezentáltságú biszulfitszekvenálás  

(Reduced Representation Bisulfite Sequencing)  

RTr   reverztranszkriptáz 

RT   szobahőmérséklet 

SAH   S-adenozil-homocisztein 

SAM   S-adenozil-metionin 

SDC2   szindekán 2 

   (syndecan 2) 

SEPT9  szeptin 9 

   (septin 9) 

SFRP1  szekretált frizzled-rokon fehérje 1 

   (secreted frizzled related protein 1) 

SFRP2  szekretált frizzled-rokon fehérje 2 

   (secreted frizzled related protein 2) 

SHMT2  szerin-hidroximetil-transzferáz 2 

   (serine hydroxymethyltransferase 2) 

SINE   rövid közbeiktatott szakasz 

(short interspersed nuclear element) 

skDNS   sejten kívüli szabad DNS 

SMAD4  SMAD család 4. tagja 

(SMAD Family Member 4) 

st   strómasejtek 
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T   timin 

TA   tubuláris adenóma 

TAC   Transzkriptomelemző Konzol  

(Transcriptome Analysis Console) 

TCGA   Rákgenom Atlasz  

(The Cancer Genome Atlas) 

TDG   timin-DNS glikoziláz  

TET   tíz-tizenegy transzlokáció  

(ten-eleven translocation) 

TGFβ   transzformáló növekedési faktor béta 

(transforming growth factor beta) 

TF   transzkripciós faktor  

THF   tetrahidrofolát 

TIMP3  metalloproteináz szöveti inhibitor 3 

   (tissue inhibitor of metalloproteinases 3) 

TNM   tumor, nyirokcsomó, metasztázis  

(tumor, node, metastasis)  

TP53   tumor fehérje p53 

   (tumor protein p53) 

TUKEB  Regionális, Intézeti Tudományos és Kutatásetikai Bizottság 

TVA   tubulovillózus adenóma 

TWIST1  twist család BHLH transzkripciós faktor 1 

   (twistf family BHLH transcription factor 1) 

UC   colitis ulcerosa 

UICC   Nemzetközi Rákellenes Egyesülés 

(Unio Internationalis contra Cancrum) 

U   uracil 

UTR   nem transzlálódó régió 

   (untranslated region) 

WHO   Egészségügyi Világszervezet 

(World Health Organization) 

WIF1   WNT-gátló faktor 1 
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   (WNT Inhibitory Factor 1) 

WT   vad típus 

ZNF132  cink-ujj fehérje 132 

   (zinc finger protein 132) 
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2. Bevezetés 

2.1. A vastagbéldaganatok 

2.1.1. A vastagbéldaganatok epidemiológiája  

A Global Cancer Observatory (Globális, Daganatos Megbetegedéseket 

Megfigyelő Központ) legfrissebb, 2020-ban mért adatai alapján a különböző rákos 

kórfolyamatok megközelítőleg húszmillió újonnan diagnosztizált esetért és tízmillió 

halálesetért felelősek világszerte (1). Ezek közül a kolorektális rák (CRC, colorectal 

cancer) a harmadik legnagyobb incidenciával rendelkezik közel kétmillió regisztrált 

személlyel, továbbá mortalitás szempontjából a második helyet foglalja el, mintegy 

egymillió halálesetet számlálva. A nőket érintő CRC-s esetek a tumoros megbetegedések 

9,4%-át, míg a férfiak esetén 10,6%-át adják, férfiak körében sajnálatos módon 

Magyarországon detektált legnagyobb országspecifikus előfordulási rátával a világon (1). 

Az előfordulási ráta folyamatos növekedése a jólét becslésére alkalmas HDI index 

(human development index, emberi fejlettségi index) szerinti közepes, illetve magas 

értékkel rendelkező országokban figyelhető meg, így például Kelet-Európa országaiban 

(2). A bemutatott statisztikai adatok magyarázatot adnak azon kutatások folyamatosan 

növekvő számára, amelyek középpontjában a vastagbélrák megelőzése, személyre 

szabott terápiája, illetve a mielőbbi felismerését segítő diagnosztikai módszerek 

kifejlesztése áll.  

2.1.2. A vastagbéldaganatok kialakulása és szövettani megjelenési formái 

A kolorektális daganatok kialakulása az ép vastagbélhámsejtekben felhalmozódó 

genetikai mutációk és epigenetikai változások által indukált folyamat (3). A tumorok 70-

80%-a sporadikus megjelenést mutat, míg 20-30%-uk öröklött molekuláris 

komponensekkel rendelkezik (4). A sporadikus formák többségének kialakulása a Fearon 

és Vogelstein által leírt klasszikus ép-adenóma-karcinóma szekvencia mentén történik 

(4–6). A modell alapján a különböző mutációk akkumulációjának következtében az 

egészséges bélnyálkahártyából először rákmegelőző korai és késői adenóma állapotok 

jönnek létre, amelyek további molekuláris hatások által rosszindulatú adenokarcinómává 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Ux8M
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Ux8M
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/JGZA
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/4V1P
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Md4Y
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ThxQ+ZAD9+Md4Y
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fejlődhetnek. Az útvonal korai molekuláris kulcslépése a hámsejtekben történő APC 

tumorszuppresszor gén mutációja, amely következtében kialakul az ún. aberráns kripta 

fókusz (5,7). Az ezután bekövetkező globális DNS-hipometiláció és kromoszomális 

instabilitás hozzájárul a korai adenóma stádium létrejöttéhez. Az adenómákat érintő 

további mutációk - mint a KRAS mutációja, vagy a DCC és SMAD4 allélek LOH (loss of 

heterozygosity; a heterozigócia elvesztése) általi elvesztése - szintén fontos molekuláris 

eseményeknek tekinthetők a konvencionális CRC kialakulása során. Végezetül, a 

modellben foglalt utolsó kulcsfontosságú mutáció a TP53 gént érinti, ami az adenóma 

malignus transzformációjához vezet. További genetikai eltérések felhalmozódásával 

áttétképző vastagbéldaganat jöhet létre (1. Ábra) (5,7).  

A konvencionális adenómák szövettani szempontból tubuláris, tubulovillózus, 

illetve villózus alcsoportokba oszthatók. A tubuláris csoportba sorolandók azok, amelyek 

kevesebb mint 25%-ban tartalmaznak villózus komponenst, míg azokat az eseteket, 

amelyek 25%-nál több, de 75%-nál kevesebb ilyen struktúrával rendelkeznek 

tubulovillózus adenómáknak nevezzük. A 75%-nál több villózus régiót magában foglaló 

adenómák alkotják a villózus csoportot (8). Ez a csoportosítás, illetve az arányok ismerete 

fontos, ugyanis a villózus komponenst magasabb arányban tartalmazó adenómák 

nagyobb valószínűséggel alakulnak karcinómává (9).  

A klasszikus adenokarcinómák a regisztrált esetek közel 60%-át adják. Emellett 

a medulláris, mikropapilláris, fogazott, mucinózus és kribriform karcinómák szintén 

magas arányban fordulnak elő. Azonban 1%-nál kevesebb gyakorisággal figyelhetők meg 

például a pecsétgyűrűsejtes, vagy a differenciálatlan vastagbéltumorok, illetve hosszan 

fennálló gyulladásos bélbetegség-asszociált típusok (10). A gyulladásos bélbetegség 

(IBD, inflammatory bowel disease) világszerte nagy prevalenciával és növekvő 

incidenciával rendelkezik (11). Hagyományosan két fő csoportja - a Crohn-betegség (CD, 

Crohn’s disease), illetve a colitis ulcerosa (UC) - különíthető el, azonban az IBD 

feltételezhetően igen heterogén kórfolyamat, amely több alesetet is magában foglal. 

Molekuláris kockázati tényezői számos kutatás középpontjában állnak, specifikus 

molekuláris különbségeken alapuló osztályozás létrehozása további elemzéseket igényel 

(12). Mind a CD, mind az UC esetén a betegség hosszan tartó fennállása növeli a CRC 

kialakulásának valószínűségét (12). 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ThxQ+inar
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ThxQ+inar
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Kpiw
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/siSj
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/S2mZ
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/5c5w
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ieys
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ieys
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1. Ábra. Fearon és Vogelstein által leírt klasszikus modell. A normál epitélium 

sejtjeiben bekövetkező sorozatos mutációk eredményeképpen először az úgynevezett 

aberráns kripta fókusz kialakulása figyelhető meg, amely korai, illetve késői adenóma 

formákon keresztül rosszindulatú, akár áttétet is képző karcinómává fejlődhetnek. Ezen 

molekuláris változások közül az első kulcslépésnek tartott mutáció az APC gént érinti a 

még egészséges hámsejtekben. Ezután a kromoszomális instabilitás következtében 

kialakulnak a rákmegelőző adenómák, amelyekben a modell szerint további ún. driver 

mutációk halmozódnak fel, mint például a KRAS mutáció, vagy a DCC, illetve a SMAD4 

gént érintő heterozigócia elvesztése (LOH, loss of heterozogosity). Végül a malignus 

transzformációhoz vezető fontos mutáció a p53 tumorszuppresszor fehérjét kódoló 

génben következik be. A létrejövő rákos utódsejtek további molekuláris változások 

halmozásával válhatnak metasztázisképzővé (5,7).  

2.1.3. A vastagbélrák progressziója és klinikai osztályozási rendszerei 

A kolorektális karcinómák előrehaladottságának mértéke az endoszkóposan vagy 

műtéti úton nyert biopsziás minták patológiai elemzése során kerül megállapításra. A 

különböző osztályozási rendszerek figyelembe veszik a bélfal rétegeinek, a 

nyirokcsomók, illetve a közeli és a távoli szervek tumor általi érintettségét is. Fontos 

megemlíteni az első klinikumban elterjedten alkalmazott rendszert, a Dukes-féle 

klasszifikációt (13), amit később Astler és Coller módosított (14). Emellett mára már 

elterjedtebbé vált UICC (Unio Internationalis contra Cancrum, Nemzetközi Rákellenes 

Egyesülés) és az AJCC (American Joint Committee on Cancer, Amerikai Rákellenes 

Vegyes Bizottság) szervezetek által megalkotott ún. TNM rendszer, amelyben a “T” a 

primer tumort, az “N” a nyirokcsomó áttétet, az “M” pedig a távoli metasztázist jelöli. A 

WHO által készített összefoglaló az említett rendszerekről az 1. táblázatban látható 

(8,15).  

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ThxQ+inar
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/2eve
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/qrFG
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Kpiw+c0yx
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1. Táblázat. A vastagbéldaganatok osztályozásában alkalmazott rendszerek és 

kialakításuk főbb szempontjainak összefoglalása. Akkoca és mtsai. alapján, módosítva 

(15). N: nyirokcsomó áttét, M: távoli áttét, T: primer tumor. 

A vastagbélrák stádiumainak klasszifikációja 

Stádiumok 

Dukes-féle, Astler és 

Coller által 

módosított rendszer 

TNM rendszer Szövettani érintettség 

0 - TisN0M0 in situ karcinóma 

I. A T1N0M0 mukóza, szubmukóza 

 B1 T2N0M0 muszkuláris propia 

II. B2 T3N0M0 

szubszeróza, 

perikólikus, 

perirektális szövet 

 B3 T4N0M0 

viszcerális 

peritóneum, környező 

szervek 

II. C1 T1-2N1-2M0 

B1 és regionális 

nyirokcsomók 

 C2 T3N1-2M0 

B2 és regionális 

nyirokcsomók 

 C3 T4N1-2M0 

B3 és regionális 

nyirokcsomók 

IV. D T1-4N1-2M1 

bármely T, N és távoli 

áttét 

2.1.4. A vastagbéldaganatok molekuláris osztályozása  

 A kolorektális rákok ma elterjedt klasszifikációinak alapjaként a 

tumorprogresszió során bekövetkező genetikai és epigenetikai események szolgálnak. 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/c0yx


 16 

Genetikai mutációk során protoonkogének, vagy tumorszuppreszorok, valamint ezek 

szabályozórégióinak mutációja következik be, míg epigenetikai eltérések során az adott 

gén kifejeződése a szekvencia megváltozása nélkül módosul (7).   

A hagyományos besorolás két fő molekuláris hajtóerőt határoz meg a 

vastagbéldaganatok kialakulása során: a CpG-sziget metilátor fenotípust (CIMP, CpG 

island methylator phenotype) és a genetikai instabilitást (16). CpG-sziget metilátor 

fenotípussal rendelkező tumorok (CIMP+) esetén egy epigenetikai módosulás, a DNS-

metiláció mintázatában következik be változás, amely során a tumorszuppresszor gének 

promóter régiójának fokozott metilációja, ezáltal az adott gén expressziójának 

csökkenése vezet a daganat progressziójához (17,18). Genetikai instabilitás esetén 

beszélhetünk az egymás jelenlétét kizáró kromoszomális instabilitásról (CIN) és 

mikroszatellita-instabilitásról (MSI) (16,19), valamint az ultramutáns útvonalról a 

Rákgenom Atlasz (TCGA, The Cancer Genome Atlas) csoportosítása alapján (4,20).  

A kromoszomális instabilitás a vastagbéldaganatok több mint 80%-ában 

megfigyelhető, jellemzően a Fearon és Vogelstein által leírt klasszikus útvonal szerint 

kialakuló tumorokat érintő molekuláris változás (4,5). CIN során a sejtosztódás 

folyamatában fellépő hiba eredményeképpen teljes kromoszómaszerelvények tűnhetnek 

el, illetve többszöröződhetnek meg (aneuploidia), vagy kromoszóma átrendeződések 

következtében - mint például deléció, inszerció és transzlokáció - csak bizonyos allélekre 

nézve változhat meg a ploidiaszám (19).  

MSI esetén az ismétlődő nukleotidokból álló mikroszatellita-régiók hosszában 

következik be eltérés a veleszületett szekvenciahosszúsághoz képest (21). Ennek oka, 

hogy a DNS replikáció során létrejövő eltérések nem kerülnek korrigálásra az ún. MMR 

hibajavításban (mismatch repair, össze nem illő nukleotidpárok javítása) szereplő gének 

mutációinak következtében (21,22). Mikroszatellita-státusznak megfelelően 

elkülöníthetők egymástól az alacsony (MSI-L, microsatellite instability-low), illetve 

magas (MSI-H, microsatellite instability-high) mikrosztaellita-instabilitással rendelkező 

tumorok, továbbá a mikroszatellita-státusz tekintetében stabil vastagbéldaganatok (MSS, 

microsatellite stable) (21). Az MSI-L és MSI-H tumorok a kolorektális karcinómák 

körülbelül 15%-át adják (19).   

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/inar
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/r5MC
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ZihI+uF4O
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/nv55+r5MC
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Md4Y+xXFa
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ThxQ+Md4Y
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/nv55
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/f3rR
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/f3rR+rP5m
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/f3rR
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/nv55
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A 2015-ben publikált legfrissebb osztályozás szerint négy konszenzus 

molekuláris alcsoportot (CMS, consensus molecular subtype) különíthetünk el a 

vastagbéldaganatok vizsgálata során: CMS1 (immun), CMS2 (kanonikus), CMS3 

(metabolikus) és CMS4 (mezenchimális). A CMS1 csoportba a kolorektális tumorok 

14%-a tartozik, amelyek többségében hipermutált, hipermetilált, mikroszatellita-

instabilitással rendelkező tumorok, továbbá jellemző rájuk az immuninfiltráció, illetve az 

immunválasz elkerülését eredményező génexpresszió. A CMS2 csoport tagjai a 

daganatok 37%-át adják, erős CIN-pozitivitást és a klasszikus vastagbéldaganatokra is 

jellemző WNT-útvonal fokozott aktivitását mutatják, míg a CMS3 tumorok (13%) kisebb 

fokú kromoszóma-instabilitással és KRAS mutációval rendelkeznek, amely sajátos 

metabolikus adaptációt eredményez. A legrosszabb prognózissal járó CMS4 típusú CRC-

kben (23%) az epiteliális-mezenchimális tranzíció (EMT) génjeinek felülexpresszióját, 

valamint a TGFβ, az angiogenezis és a sejtközötti-állomány remodellálásában résztvevő 

útvonalak aktivációját is megfigyelhetjük (23). A Rákgenom Atlasz által létrehozott 

csoportosítást, illetve a konszenzus molekuláris altípusokat és a két osztályozás közötti 

kapcsolatot a 2. ábra foglalja össze.

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/1TVY
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2. Ábra. A kolorektális rákok két legelterjedtebben alkalmazott molekuláris 

klasszifikációja. A Rákgenom Atlasz (TCGA, The Cancer Genome Atlas) által 

létrehozott csoportosítás (bal oldal), illetve a konszenzus molekuláris altípusok (CMS, 

consensus molecular subtype) (jobb oldal) többnyire megfeleltethetők egymásnak. CMS1 

csoportba a mikroszatellita instabilitásra jellemző tulajdonságokkal rendelkező tumorok 

tartoznak, CIN nem figyelhető meg az esetükben. A CMS2, 3 és 4-es típusok sajátsága a 

kromoszomális átrendeződések kisebb (CMS3), vagy jelentősebb mértéke (CMS2, 

CMS4), így ezek a daganatok a klasszikus CIN csoporttal vonhatók párhuzamba. Olyan 

tumorok is kialakulhatnak, amelyek a CMS osztályozás egyik ismertetett halmazaiba sem 

sorolhatóak, átmeneti fenotípussal, illetve intratumorális heterogenitással rendelkeznek. 

Ezek a konszenzus molekuláris altípusok osztályozásán belül, a kevert jellemzőkkel bíró 

tumorok csoportjába tartoznak. A TCGA-alapú klasszifikációban elkülönülnek továbbá 

az ultramutált vastagbélrákok, amelyek esetén megfigyelhető a replikációs apparátus 

epszilon és delta 1-es alegységének mutációja, ami a nukleotidok hibás beépülését, így 
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ultramutáns fenotípust eredményez. Ez a csoport nem feleltethető meg egyik CMS 

típusnak sem (4,20,23). Az ábra Müller és mtsai. alapján készült, módosítva (4). 

2.2. A DNS-metiláció  

2.2.1. Epigenetikai áttekintés 

Az epigenetika fogalmát Conrad Waddington vezette be 1942-ben azon 

folyamatok összefoglalásaként, amelyek a genotípuson túl meghatározzák az adott 

fenotípust (24). Waddington az ún. epigenetikai tájkép jelenségével magyarázta a 

különböző szövetek kialakulásának lehetőségét azonos DNS-állomány mellet. Eszerint, 

ahogy egy dombtetőn elengedett üveggolyó különböző völgyeket bejárva érhet el eltérő 

végpontokat, úgy az azonos genetikai információval rendelkező sejtek különböző 

molekuláris útvonalakat bejárva más és más sejttípussá differenciálódhatnak (24). 

Évtizedekkel később ugyan, de a genetikai kutatások mellett az epigenetikai vizsgálatok 

száma is robbanásszerűen növekedni kezdett. Így mára már jól ismert, hogy az 

epigenetika tudományterületébe tartozó folyamatok képesek a genetikai információ 

kifejeződésének befolyásolására a DNS-molekulák nukleotidsorrendjének 

megváltoztatása nélkül (24). Az évek során három fő mechanizmust írtak le: a hiszton-

modifikációt, a nem-kódoló RNS-eken alapuló folyamatokat, valamint a DNS-metilációt 

(24–27). A hisztonfehérjék N- és C-terminálisának módosítása (acetiláció, metiláció, 

szumoiláció, ubikvitináció, citrullináció és foszforiláció) előidézheti a kromatinszerkezet 

megváltozását, azaz a transzkripcionálisan aktív eukromatin és inaktív heterokromatin 

arányát módosíthatja (28). A kis nem-kódoló RNS-ek, az RNS interferencia révén 

képesek a genomban tárolt információ megnyilvánulását szabályozni az mRNS-

molekulák degradálásával (26). A hosszú nem-kódoló RNS-ek többféle módon 

szabályozhatják a gének kifejeződését, mint például a transzkripciós faktorok 

toborzásával vagy gátlásával, valamint a DNS-szál szupramolekuláris szerkezetének, 

illetve az mRNS-molekulák stabilizálásával (27). A DNS-metiláció a DNS-molekulák 

közvetlen kovalens módosítása által képes a génexpresszió direkt és indirekt 

regulációjára (29). PhD-munkám fókuszában ezen epigenetikai módosulás áll, így 

részletesebb ismertetése a további fejezetek tárgyát képezi.  

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/xXFa+1TVY+Md4Y
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Md4Y
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/8gSU
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/8gSU
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/8gSU
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/8gSU+LN2G+0jDg+8eIZ
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/vkmI
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/0jDg
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/8eIZ
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/unyF
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2.2.2. A DNS-metiláció és funkciója 

A nukleinsavak metilációja hosszú evolúciós múlttal rendelkezik, miszerint már 

az RNS-világban való jelenlétét is feltételezik, illetve lehetséges védelmi funkcióját írták 

le az RNS-molekulák hidrolitikus emésztődésével szemben (30). A DNS-metiláció a 

vírusok, baktériumok és eukarióták csoportjában is megtalálható epigenetikai módosulás 

(31,32). Három formáját különböztetjük meg attól függően, hogy melyik bázist érinti a 

DNS-szálban: 6-metiladenin, 4-metilcitozin és 5-metilcitozin (5mC) (31). Ezek közül a 

6-metiladenin és az 5mC bázismódosulatok figyelhetők meg az eukarióták körében, 

illetve az 5mC az, amely az elmúlt évtizedek kutatásai során a legnagyobb figyelmet 

kapta (31,33–36). Számos folyamatban játszik fontos szerepet, mint amilyen többek 

között az imprinting jelenség megvalósítása (37), a kromatinstruktúra és a génexpresszió 

szabályozása (38), az X kromoszóma inaktiválása (39), illetve a mobilis genetikai elemek 

aktivitásának szabályozása (40).   

Az 5mC humán sejtekben jellemzően a CpG-dinukleotid helyeken fordul elő, 

tehát egy olyan kovalens módosulás, amely azon citozin nukleobázisok ötödik 

szénatomját érinti, amelyeket guanin tartalmú nukleotid követ a szekvenciában (33,41). 

A CpG-gazdag szabályozási egységeket ún. CpG-szigeteknek nevezzük, amelyek a gének 

promóter, illetve egyéb szabályozó régióiban helyezkednek el. A promóter régiókban 

elhelyezkedő CpG-szigetek fokozott metilációja az adott gén csendesítéséhez vezet, ami 

többféleképpen valósulhat meg (3. ábra) (29,38). Az egyik lehetséges mechanizmus 

esetén, a magas metilációs szint következtében a transzkripciós faktorok kötődése gátolt, 

ezáltal a transzkripció iniciációja elmarad. A másik esetben a metilált citozinokhoz olyan 

fehérjék kötődnek, amelyek a kromatin kondenzációját előidéző hiszton-módosulatokat 

képesek létrehozni. Ezzel szemben a CpG-szigetek alacsony mértékű DNS-metilációja 

vagy annak teljes hiánya lehetővé teszi a gén átíródását (29). CpG-dinukleotidok az 

intergénikus régiókban is előfordulhatnak, ezáltal a transzpozonok aktivitását is 

szabályozhatják, ami a genom 17%-át adó LINE-1 (hosszú közbeiktatott szakasz 1, long 

interspersed nuclear element 1) retrotranszpozon és további 11%-ot adó Alu elemek 

esetén kiemelt jelentőségű (41). A humán DNS-ben a promóter metiláció mellett 

megfigyelhető a géntestek metilációja is, amely többnyire pozitív korrelációt mutat az 

mRNS-expresszióval (42,43). 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ynOm
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Vbcx+GuND
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Vbcx
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/pwqq+hgOb+Vbcx+oJGh+BtC4
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/bbvG
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/SfCT
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/7Zng
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/CwMk
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/pwqq+fl2m
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/unyF+SfCT
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/unyF
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/fl2m
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/sS54+Vvi1
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3. Ábra. A promóter régiókat érintő DNS-metiláció és a génexpresszió kapcsolata. 

A) A promóter szakaszok DNS-metilációjának alacsony szintje vagy teljes hiánya 

lehetővé teszi a gén kifejeződését. Ezzel szemben a promóter régiók erős metiláltsága a 

transzkripciós faktorok kötődésének gátlását (B), vagy olyan metil-CpG-kötő fehérjék 

toborzását idézheti elő, amelyek további fehérjékhez kapcsolódva (például hiszton-

deacetilázok) a hisztonok módosításával a kromatin kondenzálódását képesek kiváltani 

(C). Ezek az adott gén átíródásának gátlását eredményezhetik (44). Az ábra Ling és mtsai. 

alapján készült, módosítva (29). HDAC: hiszton-deacetiláz, KoRep: transzkripciós 

korepresszorok, MeCP2: metil-CpG-kötő fehérje 2, TF: transzkripciós faktor.  

2.2.3. A DNS-metiláció enzimatikus háttere 

A DNS-metiláció egy reverzibilis folyamat, ami a DNS-metilációs mintázat 

különböző enzimek által végzett, dinamikus változását teszi lehetővé (45). A (citozin-5)-

metiltranszferáz enzimek katalizálják a metilcsoport és a citozin ötödik szénatomja 

közötti kovalens kötés létrejöttét (45). Emlősökben három metiltranszferáz aktivitással 

bíró enzim különböztethető meg: a de novo aktivitású DNS-metiltranszferáz 3A és 3B 
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(DNMT3A és 3B) (46), illetve a posztreplikatív működésű, DNS-metilációs mintázat 

fenntartásáért felelős DNS-metiltranszferáz 1 (DNMT1) (47).  

A metilcsoportok eltávolítása szintén történhet enzimatikus reakciók által, de 

bekövetkezhet spontán módon is. Az enzimek által végzett demetiláció több lépcsőben 

valósul meg a TET (ten-eleven translocation, tíz-tizenegy transzlokáció) metilcitozin-

dioxigenázok és az AID/APOBEC (aktivitás-indukált dezamináz/apolipoprotein B 

mRNS-módosító enzim, katalitikus polipeptidszerű) enzimrendszerek segítségével (4. 

ábra) (48–52). A TET enzimcsalád első tagjának (TET1) működése során az 5mC-ből 5-

hidroximetilcitozin (5hmC) jön létre (49), amely további TET enzimek által először 5-

formilcitozinná (5fC), majd 5-karboxilcitozinná (5kaC) oxidálódik (48). Ez utóbbi 

formákat végül a BER (base excision repair, báziskivágásos hibajavítás) típusú DNS-

hibajavítási rendszer egyik tagja, a timin-DNS glikoziláz (TDG) enzim képes felismerni 

és eltávolítani a DNS-ből (53). A szintén demetilációs aktivitással bíró AID/APOBEC 

enzimrendszer tagjai dezaminázok (50). Katalízisük által citozinból uracil (U) 

nukelobázisok jönnek létre, így ennek mintájára 5mC-ből timin (T), illetve 5hmC-ből 5-

hidroximetiluracil (5hmU) alakul ki. A keletkező mutációk szintén hibajavításra kerülnek 

a BER vagy MMR enzimrendszerek által (50).  
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4. ábra. A DNS-metilációs és -demetilációs folyamatok összefoglalása. A DNS-

metiltranszferázok (DNMT) katalízisével létrehozott 5-metilcitozin (5mC) demetilációja 

bekövetkezhet a TET, illetve AID/APOBEC enzimek által, illetve spontán módon is (48–

52,54). A TET enzimek működésével az 5mC 5-hidroximetilcitozint követően először 5-

formilcitozinná, majd 5-karboxilcitozinná alakul (48,49). Az AID/APOBEC fehérjéken 

keresztül megvalósuló demetiláció során dezamináció a metilált citozinból timint, a 

hidroximetilált citozinból pedig 5-hidroximetiluracilt eredményez (50). Emellett 

ugyanezen enzimrendszer által citozinból uracil alakulhat ki. A létrejövő timin, uracil és 

további módosulatok a különböző hibajavító rendszerek segítsége által cserélődnek újra 

citozinná (50,53). 5fC: 5-formilcitozin, 5hmC: 5-hidroximetilcitozin, 5hmU: 5-

hidroximetiluracil, 5kaC: 5-karboxilcitozin, 5mC: 5-metilcitozin, C: citozin, T: timin, U: 

uracil. 

A daganatos megbetegedések kapcsán fontos információt hordozhat magában a 

DNS-metiláció és -demetiláció folyamatának szekvenciaspecifikus működése. Az AID 

enzimek nagyobb affinitást mutatnak az adenin-guanin-5mC-guanin nukleobázis-

tartalmú szekvenciaszakaszokra (55), míg a DNMT enzimcsalád esetén specifikusabb 
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preferenciát még nem azonosítottak a CpG-dinukleotidokon kívül (56). Ellenben vannak 

olyan fehérjék és nem-kódoló RNS-ek, amelyek az enzimekhez kötődve képesek 

targetálni azok működését (56–60).  

2.2.4. A DNS-metiláció metabolikus alapjai 

A DNS-metilációs folyamatokban kulcsfontosságú szerepet tölt be a közvetlen 

metildonor funkcióval rendelkező S-adenozil-metionin (SAM) molekula (61), amely az 

ún. egy szénatomos (1C) ciklusban, más néven 1C metabolizmus során jön létre (5. Ábra) 

(62). Az 1C anyagcsereútban több metabolikus reakciókör kapcsolódik. Központi 

molekulája az egy szénatomos töredékeket szállító esszenciális vitamin, a folsav (B9-

vitamin), amelyhez táplálkozás által, főként leveles zöldségek, hüvelyesek, gabonafélék, 

illetve állati eredetű termékek közül elsősorban a máj fogyasztásával, valamint 

táplálékkiegészítők alkalmazásával juthatunk hozzá (63). A természetes étrendi folátok 

poliglutamátlánccal rendelkeznek, amely lehasítása szükséges ahhoz, hogy a folát a 

sejtekbe juthasson. Ezzel szemben a táplálékkiegészítőkben található folsavhoz 

monoglutamátcsoport kötődik, amely nem akadályozza a felszívódást (63). A 

sejtmembrántranszport megvalósulhat receptorok (folát receptor, FR), valamint 

transzportfehérjék (redukáltfolát-karrier és protonkapcsolt foláttranszporter) 

működésével (64,65). 

A 1C ciklust alkotó, három szorosan kapcsolódó metabolikus útvonal a 

folátciklus, a metioninciklus és a transzszulfurációs útvonal (66) számos létfontosságú 

folyamathoz szolgáltatnak prekurzor molekulákat (62). A folátciklus a timidin, illetve 

puringyűrűk létrehozásához biztosít molekularészeket, ami által a nukleinsavak 

szintézisében tölt be esszenciális szerepet, míg a metioninciklus fontos molekulaterméke 

a már említett SAM (62,67). A folátciklus enzimkészlete megtalálható a citoplazmában, 

valamint a mitokondriumban is, viszont a metioninciklus enzimrendszere csak a 

citoplazmában van jelen, ezáltal a SAM képződése a citoplazmában megy végbe (62).  

A folsav dihidrofoláton (DHF) keresztül alakul tetrahidrofoláttá (THF) a 

folátciklusban. A THF egy biológiailag aktív forma, ugyanis ehhez a molekulához 

képesek kovalens módon kötődni az egy szénatomos töredékek, ezáltal létrehozva az 

5,10-metilén-THF-et. Az egy szénatomos töredékek legfőbb forrásai a szerin, a glicin és 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/x48G
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/utO8+QIcT+x48G+jh25+Ax36
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/wJ4c
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/gCh3
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/vnk6
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/vnk6
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/zSPz+JLbb
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/49HY
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/gCh3
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/rt0r+gCh3
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/gCh3


 25 

a kolin, amelyek közül a szerin és a glicin azok a molekulák, amelyek közvetlenül 

képesek egy szénatomos töredéket a folátciklusba juttatni. Az 5,10-metilén-THF 

különböző oxidációs állapotaiban (10-formil-THF, vagy 5-metil-THF) kapcsolódik a 

nukleinsavszintézishez, vagy a metioninciklushoz (62).  

A timidilát-szintáz enzim az 5,10-metilén-THF metilcsoportját dezoxiuridin-

monofoszfátra (dUMP) helyezi át dezoxitimidin-monofoszfátot (dTMP) hozva létre (68). 

A 10-formil-THF a purinvázak szintéziséhez nélkülözhetetlen, ez a kapcsolódó 

bioszintetikus útvonal igényli a legtöbb folátot az 1C ciklusban (69,70). A 

kulcsfontosságú 5,10-metilén-tetrahidrofolát-reduktáz enzim (MTHFR) katalízise által 

5,10-metilén-THF-ből 5-metil-THF jön létre. Az 5-metil-THF köti össze a folát- és a 

metioninciklust. Az MTHFR gén olyan mutációi, amelyek a fehérje aktivitásának 

csökkenéséhez vezetnek, befolyásolhatják a SAM szintézisét, ezáltal a további metilációs 

folyamatokat (71,72). A gén két leggyakoribb ismert polimorfizmusa a C677T (73) és az 

A1298C (74,75). A C677T heterozigóta mutáns formában az enzim aktivitásának 20-

30%-os, homozigóta formában 50-60%-os csökkenését eredményezi (73,76,77), míg az 

A1298C mutáció heterozigótaság és homozigótaság esetén is 40-50%-kal alacsonyabb 

mértékű enzimműködést idéz elő (75,78). A két polimorfizmus heterozigóta formában 

történő egyidejű jelenléte hozzávetőlegesen az MTHFR enzim 40%-os aktivitás 

csökkenéséhez vezet (78,79). 

A metioninciklus első lépéseként az 5-metil-THF-ről a metilcsoport a 

homocisztein molekulára kerül, amelyből így metionin keletkezik. A metioninból - 

adenozin kötődésével - kialakul az univerzális metildonor molekula, a SAM, amely az 

epigenetikai folyamatok mellett részt vesz például a foszfatidilkolin vagy a poliaminok 

szintézisében is. A metilcsoport átadását követően a SAM S-adenozil-homociszteinné 

(SAH) alakul, és végezetül homociszteinné és adenozilcsoporttá hidrolizálódik (62). A 

metionin regenerációja történhet homociszteinből a már fentebb leírt folsavfüggő módon, 

de folsavtól függetlenül is megfigyelhető, amikor a metilcsoport betain molekuláról kerül 

a homociszteinre (62). Továbbá a homociszteinszint irreverzibilis szabályozója a 

transzszulfurációs útvonal is, amely során cisztein jön létre. Ezáltal kapcsolódik az 1C 

metabolizmus az aminosav homeosztázishoz, illetve a glutationszintézishez is, amely 

fontos redukáló kapacitással bír a reaktív oxigéngyökökkel szemben (80).  
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A homociszteinszintet szabályozó celluláris folyamatok nagy jelentőséggel 

bírnak, ugyanis számos betegség magasabb kockázata köthető a homocisztein 

megemelkedett mennyiségéhez, különösképpen az életkor előrehaladtával. Ilyen kóros 

állapotok például a különböző neurodegeneratív és kardiovaszkuláris megbetegedések, 

valamint a makuladegeneráció (81,82). A homociszteinhez köthető anyagcsere-

folyamatokban bekövetkező zavarok negatívan érinthetik az 1C metabolizmust, tehát a 

nukleotid- és SAM-szintézist is. Ebből kifolyólag hozzájárulhatnak különböző mutációk 

és epimutációk létrejöttéhez, ezáltal rákos folyamatok kialakulásához is (83). 

 

5. Ábra. Az egy szénatomos metabolizmus vázlata. Az egy szénatomos (1C) ciklust 

három fő folyamat, a folátciklus, a metioninciklus, illetve a transzszulfurációs útvonal 

alkotja, központi molekulája a folsav. Az 1C metabolizmus intermedier molekulái 

számos bioszintetikus útvonal prekurzoraként szolgálnak, így részt vesznek a purin 

nukleotidok, a dTMP, a glutation, vagy a poliaminok szintézisében. Emellett szerepet 

játszanak az aminosavak homeosztázisának fenntartásában és az univerzális metildonor 

molekula, az S-adenozil-metionin (SAM) létrehozásában is. A folsav dihidrofoláton 

(DHF) keresztül alakul a biológiailag aktív tetrahidrofolát (THF) molekulává, ami 

metilcsoport kötődése után 5,10-metilén-THF-fé, vagy formát kapcsolódásával a 10-

formil-THF-fé változik. Az 5,10-metenil-THF molekulán keresztül 5,10-metilén-THF-

ből szintén 10-formil-THF jöhet létre. A purinvázak szintézise a 10-formil-THF-et 

hasznosítja, míg az 5,10-metilén-THF metilcsoportot biztosít a dTMP előállításához, 

illetve az MTHFR enzim katalízisének következtében 5-metil-THF molekulává 

alakulhat. Az 5-metil-THF oxidációs forma képes a metioninciklushoz kapcsolódni, 
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amelyben metilcsoportjának homociszteinhez való kötődése metionint hoz létre. A 

metionin betain által is regenerálódhat. Metioninból ATP által kialakul a SAM, amely a 

metilációs reakciókat követően S-adenozil-homociszteinen (SAH) keresztül 

homociszteinné és adenozinná hidrolizál. A homocisztein újrametilálódhat, vagy a 

transzszulfurációs útvonalon keresztül ciszteinné alakulhat, illetve részt vehet a glutation 

szintézisében (62). 5,10-metenil-THF: 5,10-metenil-tetrahidrofolát, 5,10-metilén-THF: 

5,10-metilén-tetrahidrofolát, 5-metil-THF: 5-metil-tetrahidrofolát, 10-formil-THF: 10-

formil-tetrahidrofolát, DHF: dihidrofolát, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolát-

reduktáz, SAH: S-adenozil-homocisztein, SAM: S-adenozil-metionin, THF: 

tetrahidrofolát. 

Számos kutatás fókuszában áll a CRC kialakulásának valószínűsége és a 

folsavszint közötti összefüggés elemzése. Eredményeik alapján fordított korreláció 

figyelhető meg a bevitt folsavmennyiség és a vastagbéldaganatok kialakulásának 

kockázata között (84–89). Ezen tanulmányok közül Schernhammer és mtsai. feltételezik 

a folátmennyiség globális DNS-metilációs szinten keresztül kifejtett hatását a CRC 

megjelenésére (89). Vizsgálataik során a napi ≥400 μg és <200 μg folátbevitel 

összehasonlításában, a kolorektális tumorok kialakulásának relatív kockázata 

alacsonyabbnak adódott magasabb DNS-metilációs szinttel rendelkező daganatok esetén 

a nagyobb mennyiségű folátbevitel mellett (89). Továbbá kiemelten fontos megemlíteni, 

hogy a folsavpótlás eltérő hatást válthat ki ép szöveten, illetve már fennálló rákos 

kórfolyamat esetén. Irodalmi adatok alapján a megfelelő folsavszint az egészséges 

folyamatok fenntartásához nélkülözhetetlen, míg meglévő daganat esetén a folsav a 

tumor progresszióját idézheti elő (90).  

2.2.5. A DNS-metilációs mintázat jellegzetes megváltozása az öregedés folyamata és 

a daganatok kialakulása során 

A sejtspecifikus DNS-metilációs mintázatra hatást gyakorolnak a DNMT és 

demetiláz enzimek, transzkripciós faktorok, hosszú nem-kódoló RNS-ek, továbbá az 1C 

ciklus enzimrendszerének megfelelő működése, illetve a metildonor molekulák 

elérhetősége (91). Bizonyos kutatások jelátviteli útvonalak szerepét is leírták a DNS-

metilációs mintázat módosulásában, mint például a Ras-jelátvitelét adrenokortikális 
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sejtvonalakban (92), valamint a Wnt-szignalizációs útvonal kapcsolatát a DNMT1 enzim 

expressziójával összefüggésben vastagbéldaganatos HT-29 sejtvonalban (93). Továbbá a 

DNS-metilációs mintázatot erősen befolyásolja annak hibás másolása sejtosztódáskor 

(94). Az öregedés folyamata során bekövetkező epigenetikai eltérések felhalmozódását, 

valamint sejtosztódások között történő fenntartását nevezzük epigenetikai sodródásnak 

(94–97). A DNS-metilációs mintázat módosulását az életkor előrehaladtával számos 

szövettípusban (98), köztük a vastagbél kriptáit alkotó őssejtek esetén is leírták (99).  

Ezek az öregedéshez köthető (age-related, A-típusú) metilációs változások 

bizonyos metilált szakaszok demetilációját és nem metilált régiók metilációját okozzák 

(100). Tehát a fiatalkorban jellemző DNS-metilációs mintázatot felülírja a globális 

hipometiláció és a lokális hipermetiláció jelensége (6. Ábra) (101). Az előbbi esetében az 

intergénikus régiók, transzpozábilis elemek - például LINE-, SINE- (short interspersed 

nuclear element, rövid közbeiktatott szakasz,), LTR- (long terminal repeats, hosszú 

terminális ismétlődések) szakaszok - eredendően nagymértékű DNS-metilációjának 

csökkenése figyelhető meg, párhuzamosan az eukromatin régiók arányának 

megnövekedésével. Lokális hipermetiláció során a korábban expresszálódó gének 

promóter szakaszainak metilálatlan CpG-szigetei erősen metilálttá válnak (101). Steve 

Horvath 353 CpG-dinukleotid metilációs és demetilációs eseményeit vizsgálta különböző 

szövetekben, és ezek alapján megalkotta az ún. epigenetikai órát (102), amely az adott 

személy biológiai korának, várható élethosszának, illetve különböző betegségekre való 

hajlamának becslésére alkalmas (103,104). Az egészséges öregedésre jellemző DNS-

metilációs eltérések megfigyelhetők bizonyos kóros folyamatokban is, mint például 

Alzheimer-kórban (105), kardiovaszkuláris és rákos megbetegedésekben (106), illetve 

hosszan fennálló gyulladás esetén, így gyulladásos bélbetegségekben is (107,108).  
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6. Ábra. DNS-metilációs mintázat megváltozása az életkor előrehaladtával. Fiatal 

korban a DNS-metiláció által szabályozott, CpG-szigetekben gazdag gének promóterei 

nem metiláltak, az átíródás biztosított. Ezzel szemben a genomszinten jelenlévő erős 

metiláció a heterokromatin struktúra létrejöttét indukálja, így az intergénikus régiókban 

elhelyezkedő mobilis genetikai elemek gátlása valósul meg (fent). Az öregedés folyamata 

során ezek a mintázatok megváltoznak. Bizonyos korábban transzkriptálódó gének CpG-

szigetben gazdag promóter régiói hipermetilálódnak, ami az expresszió gátlásához vezet, 

míg globálisan hipometiláció alakul ki. Ez a heterokromatin régiók arányának 

csökkenését idézi elő, valamint lehetővé teszi a transzpozábilis szakaszok áthelyeződését, 

hozzájárulva a genetikai instabilitás kialakulásához (101). LINE: long interspersed 

nuclear element, hosszú közbeiktatott szakasz; LTR: long terminal repeats, hosszú 

terminális ismétlődések; SINE: short interspersed nuclear element, rövid közbeiktatott 

szakasz. Az ábra forrása: Pal és Tyler (101).  

A rákos megbetegedések során tapasztalható DNS-metilációs változások (cancer-

related, C-típusú) hasonlítanak az öregedés folyamata során leírtakra, viszont kortól 

függetlenül is létrejöhetnek (109). Az A-típusú DNS-metilációs változások által érintett 

gének körülbelül 50%-ban mutatnak átfedést a vastagbélrákos megbetegedések során 

érintett génekkel (17). A C-típusú DNS-metilációs eltérések esetén megfigyelhető lokális 

hipermetiláció főként a tumorszuppresszor gének promótereit érinti (110). Emellett a 

globális DNS-hipometiláció jelensége által - az A-típusú változásokhoz hasonlóan - a 

mobilis genetikai elemek kikerülnek a DNS-metiláció szabályozása alól (101). 
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2.2.6. A globális DNS-hipometiláció jelensége vastagbéldaganatokban 

A globális DNS-hipometiláció, más néven genomszintű DNS-hipometiláció az 

elsőként leírt epigenetikai molekuláris változás vastagbéltumorokban (109,111). A 

hipometiláció teljes genom szinten értelmezendő, ugyanis legfőképp az igen nagy 

kópiaszámban jelenlévő mobilis genetikai elemek szekvenciáit érinti (112). Ilyen globális 

metilációcsökkenés által érintett, jelentős kópiaszámmal rendelkező transzpozábilis elem 

például a LINE-1 retrotranszpozon, amelynek szekvenciái - ahogy már korábban 

említettük - a genom 17%-át teszik ki (113), illetve az Alu elemek, amelyek a DNS-szál 

11%-át adják (114,115). További 8%-ot jelentő HERV- (human endogenous retroviruses, 

humán endogén retrovírusok) szekvenciák H és K alcsoportjaiban szintén demetilációt 

írtak le vastagbéldaganatokban (116). Globális DNS-hipometiláció során a mobilis 

genetikai elemek kikerülnek a metiláció általi szabályozás alól, amely 

reaktiválódásukhoz vezet, így véletlenszerű áthelyeződésükkel genetikai instabilitást 

idézhetnek elő (117–119).  

2.2.6.1. A LINE-1 retrotranszpozonok jelentősége  

A LINE-1 retrotranszpozonok aktiválódását az életkor előrehaladtával is leírták, 

továbbá számos ráktípus esetén megfigyelhető molekuláris hajtóerő a tumorprogresszió 

során (115,120). Vastagbéldaganatokban már adenómákban is detektálható, ezáltal 

potenciális biomarker a rákmegelőző állapotok felismerésére (121,122).  

A LINE-1 retrotranszpozon az egyik legaktívabban kutatott mobilis genetikai 

elem, amely hosszú evolúciós múltra tekint vissza. Szekvenciái a legtöbb eukarióta 

organizmusban megtalálhatóak, emlősökben a legnagyobb mennyiségben (123). Kópiái 

hozzávetőlegesen ötszázezer másolatban fordulnak elő a humán DNS-ben. A másolatok 

közül a legtöbb inaktiválódott trunkált forma, így a genomban csak mintegy 80 

szekvenciát tartanak működőképesnek (124). Az ilyen, inszercióra képes szakaszok 

megközelítőleg hat kilobázispár hosszúságúak, 5’ régiójukban két promóterszakasszal 

rendelkeznek (125,126). A szensz irányban fekvő promóterről átíródó mRNS-ek 

bicisztronikusak, az ORFp1 és ORFp2 fehérjéket kódolják (127). Az ezzel ellentétes 

irányba mutató antiszensz promóter a szomszédos gének átírását teszi lehetővé (125,126). 
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A szensz irányban kódolt ORFp1 és ORFp2 fehérjék által történik a LINE-1 

szekvenciák áthelyeződése (127). Az előbbi RNS-kötő (128), míg az utóbbi endonukleáz 

(129) és reverztranszkriptáz (130) funkcióval bír. Az aktív LINE-1 kópiák áthelyeződése 

az ún. “copy and paste” mechanizmus által történik (7. Ábra). A mechanizmus első 

lépéseként az átíródó mRNS-ről fehérjék szintetizálódnak a citoplazmában, ahonnan a 

LINE-1 mRNS molekula az ORFp1 által visszajut a sejtmagba. Az ORFp2 

reverztranszkriptáz aktivitásával az mRNS templátról DNS-t szintetizál, a szintén ORFp2 

által hasított DNS-pozícióban (120). A létrejövő kettőstörés kijavítása, illetve a 

komplementer DNS-szál szintézise a sejt hibajavító apparátusa által történhet (115).
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7. Ábra. A LINE-1 retrotranszpozonok áthelyeződésének folyamata. A LINE-1 

szekvencia 5’ régiójában két promóter található. A szensz irányban elhelyezkedő 

promóterről átíródó mRNS-ről az RNS-kötő ORFp1 és endonukleáz, illetve 

reverztranszkriptáz funkciójú ORFp2 fehérjék transzlálódnak (127–130). Ezek, az őket 

kódoló mRNS-sel ribonukleoprotein komplexet alkotva visszaszállítódnak a sejtmagba, 

ahol véletlenszerű pozícióban megtörténik az inszerció. Az ORFp2 endonukleáz 

aktivitásával kettőstörést hoz létre a DNS-ben, majd reverztranszkriptáz funkciója által - 

az mRNS-t használva templátként - DNS-szálat szintetizál (120). A kettőstörés 

kijavítását, illetve a komplementer DNS elkészítését a sejt hibajavító rendszere végzi. A 

transzpozíció ilyen típusát “copy and paste” mechanizmusnak nevezzük (115). EN: 

endonukleáz, RK: RNS-kötő, RTr: reverztranszkriptáz, UTR: untranslated region, nem 

transzlálódó régió. 
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A LINE-1 szakaszok autonóm működésű mobilis genetikai elemekként 

önmagukban áthelyeződésre képesek, de felelősek a SINE elemek közé tartozó, szintén 

nagy kópiaszámmal rendelkező Alu szekvenciák transzpozíciójáért is (115,131). A 

genetikai instabilitás a reaktiválódás következtében felhalmozódó mutációk miatt jön 

létre. A véletlenszerű áthelyeződés az érintett célszekvencia módosulását, így az adott 

gén kifejeződésének zavarát eredményezi, amely onkogén aktiválódás, vagy 

tumorszuppresszor inaktiválódás esetén a tumorok kialakulásához vezethet (115). Ilyen 

eseményre példa az APC tumorszuppresszor gén mutációja, amelyet egy korábbi 

tanulmányban 150 vastagbélrákos minta vizsgálata során egy esetben tapasztaltak (132). 

További mutációkat eredményezhet az ORFp2 okozta kettőstörés (133,134), illetve az 

áthelyeződés következtében megvalósuló kromoszóma átrendeződések, mint deléciók 

(135), inverziók (136), transzlokációk (137), illetve az ugráló szekvenciákkal szomszédos 

régiók igen gyakori áthelyeződése is, amelyet LINE-1-mediált transzdukciónak nevezünk 

(138,139). Mindemellett, az egyre növekvő kópiaszám a nem egyenlő rekombinációk 

valószínűségét is növelheti további duplikációs, deléciós esemény kialakulásához vezetve 

(140,141). A vastagbéldaganatok progressziója során az antiszensz promóter 

hipometilációja következtében több protoonkogén aktivációját is leírták (126).   

A LINE-1 retrotranszpozonok működésével járó genombeli változások tehát 

magyarázzák a globális DNS-metiláció szerepének fontosságát, valamint a globális DNS-

metilációs szint mérésének jelentőségét. 

2.2.6.2. A globális DNS-metilációs mintázatot vizsgáló módszerek 

  A DNS-metiláció jelentős biológiai relevanciájának feltárásával párhuzamosan 

számos módszert dolgoztak ki a lókuszspecifikus, illetve a globális szintjének mérésére. 

Ezen módszerek alapjaként szolgálhat az analizálandó szövet-, vagy sejtminta 

immunfestések esetén (142), valamint a különböző mintatípusokból izolált DNS-minta, 

amelynek elemzésére számos metodika érhető el. Szekvenciájában nem módosított DNS-

t vizsgálnak például a folyadékkromatográfiával kapcsolt technikák, az ELISA 

módszerek, vagy egy harmadik generációs szekvenálás, a nanopórusos szekvenálás 

(143,144). Gélelektroforézis-, második generációs szekvenálás-, illetve microarray-alapú 

technikák alkalmazását megelőzően a DNS-minták előkezelése szükséges, például 
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metilációspecifikus endonukleázokkal történő emésztéssel, vagy immunprecipitációval 

(143). Továbbá számos metodika épül a DNS-minták ún. biszulfitkonvertálására. 

Biszulfitkonverzió során szódium-biszulfit jelenlétében a metilált citozinok helyén 

metilálatlan citozin marad, míg a nem metilált citozinok uracillá alakulnak, tehát a DNS-

szekvencia módosul (8. Ábra) (145). A biszulfitkonverziót követő amplifikáció során a 

létrejött uraciltartalmú nukleotidok helyére timintartalmúak épülnek be, így a kapott DNS 

minták különböző technikákkal - mint például PCR, microarray, valamint szekvenálás - 

továbbanalizálhatóak (146).  

 

8. Ábra. A biszulfitkonverzió molekuláris lépései. Biszulfitkonverzió során szódium-

biszulfit jelenlétében a metilált citozinok helyén metilálatlan citozin marad, míg a nem 

metilált citozinok uracillá alakulnak. A nem metilált citozinok szulfonálást követően 

dezaminálódnak, így deszulfonálás után uracil nukleobázisok maradnak vissza. Metilált 

citozinok nem konvertálódnak, citozinként maradnak vissza a folyamat végén (145). 

A genomszintű DNS-metiláció elemzésének aranystandard módszere az UV-

detekcióval kapcsolt nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia (HPLC-UV, high-

performance liquid chromatography combined with ultraviolet), illetve ennek 

alternatívája a tandem tömegspektrometriával kombinált folyadékkromatográfia (LC-

MS/MS, Liquid chromatography combined with tandem mass spectrometry). Az előbbi 

módszer 3-10 µg, az utóbbi 50-100 ng módosítatlan input DNS-t igényel, amelynek 

hidrolízisét követően folyadékkromatográfia által kerülnek a nukleozidok elválasztásra, 
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majd detektálásra. Végezetül meghatározható a metilált citozinok aránya a DNS teljes 

citozintartalmához viszonyítva (144,147). Azonban ezen módszerek alkalmazásához 

szükséges szakértelem, berendezés és eszközök nem elérhetőek széles körben. 

A napjainkban legelterjedtebben alkalmazott globális DNS-metilációt analizáló 

módszerek szekvenáláson alapulnak. A legtöbb ilyen metodika előtt a DNS előkezelése 

szükséges például restrikciós enzimekkel, affinitásalapú dúsítással, vagy 

biszulfitkonverzióval. Endonukleázok általi kezelést alkalmaznak például MRE-

szekvenálás (methyaltion-sensitive restriction enzyme sequencing, metilációszenzitív 

emésztést követő szekvenálás) esetén. Affinitás dúsításra épülő technika például a 

MeDIP-szekvenálás (methylated DNA immunoprecipitation sequencing, metilált DNS-

immunprecipitáláson alapuló szekvenálás), amely során az újgenerációs szekvenálást a 

metilált CpG-kben gazdag régiók 5mC-specifikus monoklonális antitestekkel történő 

dúsítása előzi meg. Biszulfitkonverziót igénylő szekvenálási technikák az RRBS 

(reduced representation bisulfite sequencing, csökkentett reprezentáltságú 

biszulfitszekvenálás), a teljes genom biszulfitszekvenálás, vagy a piroszekvenálás (143). 

Ezek közül az utóbbi a repetitív elemek - mint például LINE-1, Alu elemek, Satellite 2 - 

metiláltsági szintjének meghatározásával becsli a globális DNS-metiláció mértékét (148). 

2.2.6.2.1. A LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás  

A LINE-1 szekvenciák metiláltságának mértéke korrelációt mutat a teljes genom 

metiláltságának szintjével (149), ezáltal számos ismert genomszintű DNS-metilációt 

vizsgáló módszer célozza a LINE-1 retrotranszpozon kópiák elemzését. Ilyen módszerek 

többek között a metilációszenzitív restrikció, a kombinált biszulfit-restrikciós analízis 

(COBRA, combined bisulfite restriction analysis), a kvantitatív valósidejű PCR-alapú 

MethyLight, a metilációspecifikus PCR (MSP), valamint a piroszekvenálás (150). A 

biszulfit-piroszekvenálás eredményei mutatják a legkisebb varianciát, illetve a 

legmagasabb jel-zaj arányt az imént említett technikákhoz viszonyítva (151). Továbbá a 

LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás egy költséghatékony, megbízható és viszonylag 

alacsony kiindulási DNS-mennyiséget igénylő módszer (144,151), amely által kapott 

eredmények korrelálnak leginkább a korábban említett aranystandard technikákkal mért 

globális DNS-metilációs értékekkel (144). Ezeknek a jellemzőknek köszönhetően a 
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LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás világszerte alkalmazott globális DNS-metiláció 

becslési módszerré vált (152–158). A biszulfitkonverziót követően a LINE-1 szakaszok 

promóter régiójának amplifikációja biszulfitspecifikus PCR segítségével történik. Ennek 

során a primerek szekvenciái a konvertált nukleotidokkal komplementerek, illetve a 

primerek olyan DNS-szakaszokra vannak tervezve, amelyek nem tartalmaznak CpG-

helyet (159). A PCR után a kapott amplikonok piroszekvenálása a következő lépés. A 

szekvenálni kívánt szál izolálását biotinilált PCR primer teszi lehetővé. Piroszekvenálás 

során az ismert sorrendben adagolt nukleotidok beépülése egy kapcsolt fényreakció által 

detektálható. A beépüléskor felszabaduló pirofoszfátot az ATP-szulfuriláz enzim ATP-

vé képes alakítani. A létrejövő ATP-t felhasználva a luciferáz enzim luciferinből 

oxiluciferint hoz létre, ami fény felvillanásával jár. Amennyiben a szekvencia több 

ugyanolyan nukleotidot tartalmaz egymás után, a detektált fény intenzitásának 

növekedése tapasztalható. A szekvenátor által adagolt nukleotidok módosított ATP-t 

tartalmaznak, amit a luciferáz nem képes hasznosítani (160). A piroszekvenálási reakciót 

követően az adott CpG-helyre vonatkozó metilációs százalékot a beépült timinek és 

citozinok arányából lehet kiszámolni az erre alkalmas szoftver segítségével (161). 

A LINE-1 retrotranszpozon fentebb említett biológiai jelentősége, illetve a 

metiláltsági szintjét becslő biszulfit-piroszekvenálás előnyei kapcsán több kutatás is 

foglalkozott a módszer pontosságának elemzésével vastagbél formalinfixált, paraffinba 

ágyazott szövetmintákban, fehérvérsejtekben és vérplazmamintákban (151,155,162). Az 

ilyen típusú átfogó analízisek olyan metodikai és biológiai faktorokról, amelyek 

befolyásolhatják a kapott LINE-1 metilációs eredményeket nagy jelentőséggel 

rendelkeznek a tudományos és klinikai célú vizsgálatok területén. Utóbbi esetében 

különösen fontosak a vérminták elemzése, amelyek minimálisan invazív módon 

nyerhetőek például rutin vérvétel során, és a bennük található sejten kívüli szabad DNS 

(skDNS) -frakció potenciális tárgya lehet a különböző betegségekre specifikus 

biomarkerek detektálásának (163).  

2.2.7. A sejten kívüli szabad DNS jellemzése és diagnosztikai jelentősége 

Az skDNS és egyéb extracelluláris nukleinsavak vérplazmából történő 

kimutatását először Mandel és Mateis publikálta 1948-ban (164). A DNS véráramba 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/EkNt+oPXS+6lIk+399o+uSqD+59Eq+vObB
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/1Qwy
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/iTU8
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/cdga
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Tb40+399o+sBrt
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/mrn8
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/QwcJ
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jutása feltételezhetően két fő mechanizmus mentén, sejthalál (apoptózis, nekrózis), illetve 

aktív szekréció által történik. Az skDNS-molekulák többféle formában vannak jelen a 

véráramban. Megjelenésük szerint lehetnek duplaszálúak, egyszálúak, mitokondriális 

eredetűek, rövid extrakromoszomális szakaszok, valamint virális, bakteriális, illetve 

táplálékból származó DNS-fragmentumok (165). Megtalálhatóak önállóan, 

nukleoszómák részeként, szállítófehérjékhez kötve, extracelluláris vezikulák felszínén, 

illetve azok lumenében is (166,167).   

Az skDNS és rákos kórfolyamatok kapcsolatát 1977-ben közölték először. 

Megfigyelték, hogy az skDNS egészséges, illetve jóindulatú daganatokkal rendelkező 

személyekhez képest megnövekedett mennyiségben van jelen a rákos betegek 

vérplazmájában, továbbá, hogy a metasztatikus tumorok esetén ez a szint emelkedik az 

áttétet nem adó daganatokhoz képest (168). Az 1980-as években kimutatták ezen skDNS-

fragmentumok neoplasztikus eredetét (169). Mára már jól ismert, hogy a tumorszövetből 

véráramba kerülő DNS hordozza a tumorra jellemző mutációkat és epimutációkat, így 

lehetővé téve azok folyadékbiopsziákból történő detektálását (163). 

2.2.7.1. A DNS-metilációs eltérések megjelenése folyadékbiopsziában 

A folyadékbiopsziák elemzésére napjainkban egyre nagyobb hangsúly 

helyeződik, ugyanis a kevésbé invazív beavatkozással történő vizsgálatok alkalmazása 

növelheti a páciensek szűrővizsgálatokon való részvételi arányát, ami a daganatos 

kórfolyamatok korai, akár rákmegelőző állapotban történő felismeréséhez vezethet. A 

folyadékbiopszia a vizelet, a vér, a cerebrospinális folyadék és a nyál mintatípusok 

gyűjtőfogalma, amelyekből izolált skDNS, exoszómák, keringő daganatsejtek, fehérjék, 

metabolitok, valamint RNS-molekulák szolgálhatnak kutatási célpontként a daganatos 

megbetegedések szűrése, diagnosztikája, továbbá a műtétet követő időszak, illetve a 

terápiás válasz utánkövetése során (163).  

Az elmúlt évtizedekben számos vastagbélrák-specifikus mutációt és DNS-

metilációs eltérést írtak le kezdetekben kolorektális szöveti mintákból, majd vérmintából 

izolált skDNS-frakciókban. Ilyen szövetmintából detektált megváltozott DNS-

metilációval rendlező gének például a  TIMP3 (170), IRF8 (170), CDKN2A (171), SFRP1 

(172–175), SFRP2 (172–175). Ezek közül a CDKN2A (176), SFRP1 (177), SFRP2 (177), 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/AdoK
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/RDfM+6IsU
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/6ZFI
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/CC2U
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/mrn8
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/mrn8
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/NjaW
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/NjaW
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/f87l
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/tXgI+TRcQ+nPDO+Iwsp
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/tXgI+TRcQ+nPDO+Iwsp
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/fW5v
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ABcM
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ABcM
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továbbá a SDC2 (177), PRIMA1 (177) és SEPT9 (178,179) vérplazmából is kimutatható 

hipermetilált gének. Az Európai Unió számos országában már alkalmazott, FDA-

engedéllyel (Food and Drug Administration) rendelkező Epi ProColon 2.0 szűrőteszt a 

SEPT9 gén promóterének metiláltsági szintjét becsli (180). A munkacsoportunk által is 

vizsgált teszt 65-75% érzékenységgel és 80-95% specificitással képes elkülöníteni 

egymástól a CRC-s és egészséges mintákat (179,181). Emellett számos olyan gént 

azonosítottak már, amelyek ígéretes biomarkerek lehetnek a jövőben a további nagy 

esetszámú, validáló analízisek elvégzése esetén. Roperch és mtsai. által vizsgált 3 gént 

(NPY, PENK, WIF1) kombináló mutációs panel 87% érzékenységgel és 80% 

specificitással választja el a karcinóma mintákat az egészséges személyektől gyűjtött 

vérmintáktól (182). Zhang és mtsai. két már ismert markergént (C9orf50 és TWIST1) 

egészítettek ki további kettővel (KCNJ12 és ZNF132) elemzéseik során 80% specificitás 

és 97% szenzitivitás értékeket elérve (183). Barták és mtsai. által leírt négy gén (SFRP1, 

SFRP2, SDC2, PRIMA1) 89,2% érzékenységgel és 86,5% specificitással különítette el az 

adenóma mintákat az egészségestől, míg 91,5% szenzitivitás és 97,3% specificitás 

értékekkel választotta el a karcinómás plazmákat a nem tumorosoktól (177).  

A folyadékbiopsziák rutinvizsgálatokban történő alkalmazása során 

elengedhetetlen a mérések reprodukálhatósága. Az skDNS-ben megjelenő tumorokra 

specifikus markerek sikeres detekcióját nehezítheti a perifériás vérsejtek lízise 

következtében felszabaduló genomiális DNS jelenléte (184,185). Ennek megelőzésére a 

sejtek lízisét gátló ágenseket tartalmazó vérvételi csövek kerültek fejlesztésre (186). Egy 

friss tanulmány a DNS-metilációs mintázat reprodukálható mérését írta le a különböző 

tartósító csövek használatát követően (186), viszont nem elhanyagolható, hogy bizonyos 

kutatások ezen tartósítószerek DNS-metilációt módosító hatását tapasztalták (187–189), 

így e jelenséget az alkalmazott gyűjtőcsövek, a használt metodika és az analizált marker 

függvényében mindig érdemes megvizsgálni. 
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https://paperpile.com/c/VD6Y6F/1RX4
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3. Célkitűzések 

A vastagbélrákos kórfolyamatok egyik korai molekuláris eseménye a globális 

DNS-metilációs szint csökkenése, és ezzel összefüggésben a genetikai instabilitás 

kialakulása. Így célul tűztem ki a genomszintű DNS-metilációs mintázatok 

megváltozásának, valamint a tapasztalt eltérések lehetséges kialakulási okainak 

vizsgálatát. A vérplazma skDNS-frakciójában megjelenő daganatspecifikus mutációs és 

metilációs eltérések potenciális biomarkerként szolgálhatnak, és hozzájárulhatnak a 

tumorok korai felismeréséhez. Tehát PhD-munkám további fontos részét képezte a 

globális DNS-metilációs eltérések elemzése vérmintákban. Végezetül a doktori 

kutatásom során alkalmazott globális DNS-metiláció becslési módszer, a LINE-1 

biszulfit-piroszekvenálás eredményeit potenciálisan befolyásoló metodikai tényezők 

analízisét végeztem el. Ezáltal terveztem hozzájárulni az eredmények 

reprodukálhatóságának növeléséhez mind kutatási, mind esetleges klinikai alkalmazási 

területeken. 

PhD-munkám során célom volt a következő vizsgálatok elvégzése: 

1. A globális DNS-metilációs mintázat elemzése vastagbélszöveti mintákban a 

kolorektális daganatok progressziója során és gyulladásos bélbetegségekben; 

2. A genomszintű DNS-metilációs eltérések megjelenésének vizsgálata egészséges, 

vastagbél-adenómás és vastagbélrákos páciensektől, valamint gyulladásos 

bélbetegségekben szenvedő személyektől gyűjtött plazmamintákban; 

3. A globális DNS-metilációs változások lehetséges kialakulási okainak analízise 

vastagbélszöveti mintákban transzkripciós, valamint anyagcsereszinten; 

4. A globális DNS-metiláció szintjét becslő LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás 

módszerét befolyásoló metodikai tényezők elemzése kolorektális szöveti 

biopsziákban és vérmintákban. Az analízis a következő szempontokat foglalta 

magában:  

- az alkalmazott piroszekvenáló kit által vizsgált 3 CpG-hely szeparált, 

illetve együttes elemzése; 

- eltérő kolorektális szövetminta-gyűjtési technikák; 
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- különböző szövetfixáló módszerek; 

- vastagbélszöveti biopsziákból izolált DNS tárolása; 

- hagyományos K3EDTA, valamint skDNS-frakció tartósítására szolgáló 

vérvételi csövek alkalmazása; 

- vérminták tárolási időtartama és tárolási hőmérséklete; 

- páciensek életkora és neme. 
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4. Módszerek 

4.1. Betegek és minták 

Kutatásunkat humán vastagbélszöveti, perifériás vérsejteket tartalmazó buffy coat 

és vérplazma-mintákon végeztük. A minták gyűjtése a Semmelweis Egyetem 

Belgyógyászati és Hematológiai Klinikán, Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézetben, 

illetve Belgyógyászati és Onkológiai Klinikán történt a Regionális, Intézeti Tudományos 

és Kutatásetikai Bizottság (TUKEB) engedélyével (14383-2/2017/EKU). A páciensek - 

miután teljes körű tájékoztatást kaptak a vizsgálatokról - a TUKEB által jóváhagyott 

beleegyező nyilatkozatot írtak alá a minták kutatási célra való felhasználásához. A 

biopsziákat szakértő patológusok osztályozták, a rákos minták stádiumbesorolása Dukes-

féle, Astler és Coller által módosított rendszer alapján történt. Analízisünkből minden 

olyan pácienst kizártunk, akiknek vastagbéldaganaton kívül egyéb tumoruk is volt, illetve 

kemo- vagy sugárterápiában részesültek. Az elemzett mintaszámokat a 2. táblázat 

tartalmazza, továbbá a páciensek klinikopatológiai, valamint demográfiai adatait a 

függelék F1., F2., F3., F4. táblázatában foglaltuk össze. 

2. Táblázat. PhD-munkám során végzett vizsgálatok mintaszámai (n). N: egészséges, 

AD: kolorektális adenóma, AD-NAT: adenóma melletti ép szövet, CRC: kolorektális 

karcinóma, CRC-NAT: karcinóma melletti ép szövet, FF: friss-fagyasztott, FFPE: 

formalinfixált, paraffinba ágyazott, IBD: gyulladásos bélbetegség, skDNS: sejten kívüli 

szabad DNS.  

Mintatípus Globális DNS-metiláció 

vizsgálata (n) 

Metodikai vizsgálat (n) 

Szövet Vér Szövet Vér 

FF FFPE in silico 

analízis 

skDNS FF FFPE skDNS buffy coat 

N 45 - 20 10 45 9 36 19 

AD-NAT 23 20 - - 23 - - - 
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CRC-NAT 25 20 - - 24 - - - 

AD 37 20 20 14 37 12 - 10 

CRC 38 20 20 13 36 - - 10 

IBD 15 - - 11 15 - - 3 

4.1.1. A globális DNS-metiláció változásának vizsgálata és kialakulásának 

hátterében álló lehetséges okok feltérképezése 

Összesen 183 friss-fagyasztott (FF), 40 formalinfixált, paraffinba ágyazott 

(FFPE) vastagbélszöveti mintát, illetve 48 vérmintát gyűjtöttünk össze. A perifériás 

vérmintákat könyökvénából gyűjtöttük 6ml-es K3EDTA (Greiner Bio-One Gmbh) 

vérvételi csövekbe.   

4.1.1.1. Vastagbélszöveti minták  

A globális DNS-metiláció analízisét LINE-1 biszulfit-piroszekvenálással FF 

szöveti mintákon végeztük. Az endoszkópia során gyűjtött szövetbiopsziákat 

felhasználásig -80 °C-on tároltuk. Az FF minták 45 egészséges (N), 23 adenóma melletti 

ép (AD-NAT), 23 karcinóma melletti ép (CRC-NAT), 37 adenóma (AD), 38 CRC és 15 

IBD-s mintát foglaltak magukban. AD minták esetén vizsgáltunk tubuláris (TA, n=25) és 

tubulovillózus (TVA, n=9) altípusokat, míg a CRC csoportban Astler és Coller által 

módosított Dukes-féle rendszer szerint A és B (korai, n=13), valamint C és D (kései, 

n=23) alcsoportokat alkottunk. A párosított NAT biopsziák gyűjtése a tumortól 10-12 

cm-es távolságból valósult meg.  

A globális DNS-metiláció és az MTHFR gén mutációs státusza közötti 

összefüggés analízisét FF N (n677CC=11, n677CT=12, n1298AA=16, n1298AC=7), AD 

(n677CC=16, n677CT=12, n1298AA=17, n1298AC=10) és CRC (n677CC=20, n677CT=14, 

n1298AA=11, n1298AC=19) mintákon végeztük.  

A globális DNS-hipometiláció szöveti vizualizációját, illetve a folsav és a SAM 

mennyiség vizsgálatát olyan FFPE mintákon végeztük (20 AD és 20 CRC), amelyekben 

a tumor-NAT tranzíciós zóna is megfigyelhető volt.  
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4.1.1.2. Folyadékbiopsziák  

A globális DNS-metilációs szintet vérplazmában 10 egészséges, 14 AD-s, 13 

CRC-s és 11 IBD-s betegtől standard K3EDTA vérvételi csövekbe gyűjtött mintákon 

elemeztük LINE-1 biszulift-piroszekvenálással. 

A globális DNS-metiláció változásának analízisébe, valamint kialakulásának 

hátterében álló lehetséges okok elemzésébe bevont mintákat és az alkalmazott 

technikákat a 9. ábrán foglaltuk össze.  

 

 

9. ábra. A globális DNS-metiláció vizsgálatába bevont minták és az alkalmazott 

technikák összefoglalása. A globális DNS-metiláció változását elemeztük 

vastagbélszövet- (n=183, N, AD-NAT, CRC-NAT, AD, CRC és IBD) és vérmintákon 

(n=48, N, AD, CRC és IBD). FF szövetbiopsziákból, valamint teljes vérből szeparált 
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plazmamintákból DNS-t izoláltunk. Az izolált DNS-minták biszulfitkonverzióját 

követően biszulfitspecifikus PCR-t végeztünk, az amplikonokat piroszekvenáltunk. 

Munkacsoportunk által 60 vastagbélszöveti biopsziából végzett HTA 2.0 microarray 

analízis bioinformatikai elemzését végeztünk (190). Célunk volt az mRNS-expressziós 

változások feltárása a kolorektális normál-adenóma-karcinóma szekvencia mentén a 

DNS-metiláció folyamatához kapcsolódó gének esetében. A metildonor molekulák 

elérhetőségét immunhisztokémiai festésekkel elemeztük vastagbélszöveti metszeteken 

(n=40).  

4.1.2. Különböző metodikai faktorok globális DNS-metilációs mintázatra gyakorolt 

hatásának vizsgálata 

A LINE-1 biszulfit-piroszekvenálással mért globális DNS-metilációs szintet 

befolyásoló metodikai faktorok vizsgálatához 180 FF és 25 FFPE vastagbélszöveti 

biopsziát gyűjtöttünk, továbbá 63 K3EDTA és 12 skDNS-t tartósító vérvételi csövekbe 

(Cell-free DNA Collection tube, Roche) vért vettünk. Az skDNS tartósítására szolgáló 

vérvételi csövekre Roche vérvételi csövekként hivatkozunk a továbbiakban. 

4.1.2.1. Vastagbélszöveti minták  

Az FF minták 45 N, 23 AD-NAT, 24 CRC-NAT, 37 AD, 36 CRC és 15 IBD-s 

esetet foglaltak magukban, amelyek esetén megfigyeltük a piroszekvenálás során 

analizált 3 CpG-hely metilációs szintjét egymástól elkülönítve, illetve átlagolva egyaránt.  

A mintagyűjtés módjának vizsgálatához 24 CRC-NAT és 36 CRC endoszkóposan 

vett, valamint 21 CRC-NAT és 21 CRC műtétileg eltávolított biopsziát elemeztünk.  

A minták fixálásának LINE-1 metilációra gyakorolt hatását FF-hez párosított 

FFPE minták vizsgálatával analizáltunk 9 N és 12 AD-s biopszia esetében.  

A DNS-minták fagyasztva történő tárolásának LINE-1 metilációra kifejtett 

hatását párhuzamos mintákon elemeztük. A rövid távú tárolás (2 nap) esetén 27, míg a 

hosszú távú tárolás (2 év) során 48 minta LINE-1 metilációját hasonlítottuk az első 

mérések eredményeihez. Továbbá, kontrollvizsgálatként biszulfitkonvertált, nem metilált 

(rövid távú tárolás n=7, hosszú távú tárolás n=10) és metilált (rövid távú tárolás n=7, 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/qbHG
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hosszú távú tárolás n=12) DNS-standardokat (EpiTect Control DNA és Control DNA Set, 

Qiagen) is bevontunk.   

4.1.2.2. Folyadékbiopsziák 

 Vérmintákat gyűjtöttünk a piroszekvenáló kit által vizsgált 3 CpG-hely metilációs 

szintjének különálló és együttes analízisére, illetve a különböző vérvételi csövek, tárolási 

idő és hőmérséklet LINE-1 metilációt befolyásoló hatásának elemzésére.  

 A piroszekvenáló kit által vizsgált 3 CpG-hely metilációs szintjének analízise 

során - a fent említett szövetbiopsziák mellett - 19 N, 3 IBD-s, 10 AD-s, 10 CRC-s 

pácienstől gyűjtött vérmintákból szeparált buffy coat frakciót is elemeztünk 

kontrollcsoportként.  

Az Roche vérvételi csövekben található tartósítószer LINE-1 metilációra 

gyakorolt hatását 4 egészséges személy vérmintáiban vizsgáltuk. Ennek megfelelően 

K3EDTA csövek mellett Roche csövekbe is gyűjtöttünk vérmintákat ugyanazon 

személyektől. Mindkét vérvételi cső esetén analizáltuk a plazma és buffy coat 

szeparálásáig eltelt idő hatását, míg K3EDTA csövek esetén a tárolási hőmérséklet LINE-

1 piroszekvenálás eredményeire kifejtett hatását is megfigyeltük. Egy párosított 

K3EDTA és Roche csövekbe vett vérminta rögtön vérvétel után feldolgozásra került, míg 

további párhuzamosokat 3, illetve 6 óra elteltével szeparáltunk. A konvencionális 

K3EDTA csövekbe vett folyadékbiopsziák esetén szobahőmérsékleten (RT), valamint 4 

°C-on tartott duplikátumokat is elemeztünk.  

A különböző metodikai faktorok globális DNS-metilációra gyakorolt hatását 

vizsgáló analízisünkbe bevont mintákat és az alkalmazott technikákat a 10. ábrán 

foglaltuk össze.
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10. Ábra. A metodikai vizsgálatokba bevont minták és az alkalmazott technikák 

összefoglalása. Az endoszkópos, illetve műtéti úton nyert N, AD, CRC, IBD, illetve 

párosított AD-NAT és CRC-NAT biopsziák fixálását (friss-fagyasztás vagy formalin) 

követően genomiális DNS izolálását végeztük. Az izolált DNS mintákat -20 °C-on 

tároltuk a további elemzések elvégzéséig. A tárolás hatásának vizsgálata során az első 

méréstől számított 2 nap (n=27), illetve 2 év (n=48) elteltével végeztük a második LINE-

1 biszulfit-piroszekvenálást ugyanazon a DNS-mintákon. Vérmintákat gyűjtöttünk 

standard K3EDTA vérvételi csövekbe a piroszekvenáló kit által analizált 3 CpG-hely 

metilációjának egyedi, illetve átlagolt értékének vizsgálatára (n=39). Buffy coat réteg 

szeparálása, valamint genomiális DNS-izolálást követően a mintákat LINE-1 biszulfit-

piroszekvenáltuk. További vérmintákat vizsgáltunk az alkalmazott vérvételi csövek 

(K3EDTA és Cell-free DNA Collection tubes, Roche), illetve a teljes vér tárolási 

körülményeinek LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának meghatározására (n=36). A 

buffy coat, illetve a plazma szeparálását követően genomiális és sejten kívüli szabad 

DNS-t izoláltunk, az izolált DNS-t végül szintén LINE-1 biszulfit-piroszekvenáltuk.       
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4.2. DNS-izolálás és kvantifikálás 

A szöveti genomiális DNS izolálása FF és FFPE mintákból High Pure PCR 

Template Preparation Kit (Roche) használatával történt a gyártó utasításainak 

megfelelően. Az elúciót 100 μl RNáz- és DNáz-mentes desztillált vízzel végeztük. 

A buffy coat réteg szeparálásához egylépéses, a plazma frakció elválasztásához 

pedig kétlépéses centrifugálást (1350 rcf, 12 perc) alkalmaztunk teljes vérmintákból. A 

genomiális DNS izolálását a buffy coat mintákból High Pure PCR Template Preparation 

Kit (Roche) használatával végeztük 200µl kiindulási mennyiségből. A Roche vérvételi 

gyűjtőcsövekbe levett vérmintákból szeparált buffy coat esetén egy és két órán keresztül 

történő proteináz K (ProtK) kezelést is alkalmaztunk párhuzamos mintákon. Az izolált 

DNS elúciójához 100 μl RNáz- és DNáz-mentes desztillált vizet használtunk. 

A plazma frakcióból történő skDNS-izolálásra a Quick-cfDNA™ Serum & 

Plasma Kitet (Zymo Research) használtuk a gyártói leírásnak megfelelően. A globális 

DNS-metilációs mintázat plazmában való megjelenésének vizsgálata során 3,5 ml, míg a 

metodikai faktorok LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának analízisekor 2 ml 

plazmamennyiségből indultunk ki. Az elúció 50 μl RNáz- és DNáz-mentes desztillált 

vízben történt. 

A DNS koncentrációjának és tisztaságának (OD260/280, OD230/280) 

meghatározására NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) 

eszközt alkalmaztunk a szöveti és buffy coat mintákból izolált DNS esetén, míg a plazma 

frakció skDNS koncentrációját Qubit 1.0 fluorométeren Qubit dsDNA HS Assay Kit 

(Thermo Fisher Scientific) segítségével mértük. 

Minden DNS-mintát -20 °C-on tároltunk a további analízisek elvégzéséig. 

4.3. LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás 

A DNS-mintákat EZ DNA Methylation-Direct Kit (Zymo Research) 

használatával biszulfitkonvertáltuk a gyártói instrukcióknak megfelelően. A következő 

kiindulási DNS-mennyiségeket alkalmaztuk: 500 ng minden FF és FFPE szöveti 

biopsziából, 200 ng minden buffy coat mintából és hozzávetőlegesen 20 ng minden 
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plazmából izolált DNS esetén. A biszulfitkonverziót követően, a LINE-1 promóter 146 

bázispár hosszúságú szakaszának biszulfitspecifikus amplifikálást végeztük (Pyromark 

Q24 CpG LINE-1 Kit, Qiagen, Németország) Mastercycler EP Gradient S PCR gépen 

(Eppendorf). A hőprogram a következő volt:  

- Enzimaktivációs lépés: 90 °C, 15 perc 

- 45 ciklus a következő lépésekből: denaturáció 94 °C, 30 másodperc; 

annelálás 50 °C, 30 másodperc; lánchosszabítás 72 °C, 30 másodperc;  

- Végső extenziós lépés: 72 °C, 10 perc.  

A PCR specificitását gélelektroforézis segítségével ellenőriztük, 2%-os agarózgél 

alkalmazásával. Az amplikonok piroszekvenálást megelőző előkészítése és mosási 

lépései PyroMark Q24 Vacuum munkaállomáson (Qiagen) történtek. A piroszekvenálást 

Pyromark Q24 CpG LINE-1 Kit (Qiagen) és PyroMark Gold Q24 Reagents (Qiagen) 

használatával hajtottuk végre Pyromark Q24 (Qiagen) műszer segítségével. A 146 

bázispár hosszúságú szakaszban található három CpG-dinukleotid (318-as pozíció (CpG-

pozíció 3 - CpG 3), 321-es pozíció (CpG-pozíció 2 - CpG 2) és 328-as pozíció (CpG 

pozíció-1 - CpG 1), GenBank azonosító: X58075) metilációja az adott pozícióba beépült 

citozin- és timintartalmú nukleotidok arányából számítható a Pyromark Q24 v2.0.6 

szoftver segítségével. A teljes protokoll gyártói utasításoknak megfelelően került 

elvégzésre. 

4.4. In silico génexpresszió analízis 

A DNS-metiláció folyamatához köthető enzimrendszereket kódoló gének 

expresszióját in silico vizsgáltuk a Kalmár és mtsai. által készített Human Transcriptome 

Array (HTA) 2.0 (Affymetrix) eredményei alapján (190). Ez az elemzés 20 N, 20 AD és 

20 CRC minta mRNS-expressziójának feltérképezését foglalta magában. Az adatok a 

GEO (Gene Expression Omnibus) adatbázisba feltöltve, a GSE100179 referenciaszámon 

érhetőek el. Munkánk során az in silico analízist Transcriptome Analysis Console 4.0 

szoftver (TAC 4.0, Affymetrix) alkalmazásával végeztük, a következő kritériumok 

mentén: korrigált p-érték ≤ 0,05; expressziós intenzitáskülönbség (fold change, FC) ≥ 

|1,4|. 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/qbHG
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4.5. Immunhisztokémia 

Immunhisztokémiai festéseinket 5 µm vastagságú AD (n=20) és CRC (n=20) 

FFPE metszeteken végeztük. A deparaffinálást követően az antigénfeltárást fémkuktában 

hajtottuk végre. Az endogén peroxidázok inaktiválásának céljából a metszeteket 3%-os 

hidrogénperoxid oldatban inkubáltuk 30 percig, míg az aspecifikus jelek blokkolását 1%-

os BSA-oldat segítségével végeztük el szobahőmérsékleten, szintén 30 percen keresztül. 

A metszeteket a következő elsődleges antitestekkel festettük gyártói leírásnak 

megfelelően: anti-DNMT1 (AB19905, Abcam, 1:100), anti-DNMT3a (ab16704, Abcam, 

1:300), anti-DNMT3b (ab122932, Abnova, 1:100) és anti-FOLR2 (ab228643, Abcam, 

1:500). Folsav, SAM és 5mC esetén a metszeteket a 3%-os hidrogén-peroxid inkubációt 

követően először 0,1% Tween-TBS oldattal kezeltük 10 percen keresztül. Az antigének 

feltárása 2N HCl oldat használatával történt (15 perc, RT). A pH normalizálását 8,3-as 

pH-val rendelkező 100mM TBS-sel végeztük. Az aspecifikus kötődés 

megakadályozására szintén 1%-os BSA-oldat inkubációt alkalmaztunk 30 percen 

keresztül. Az elsődleges antitesteket (anti-folsav (PAB0092, Abnova, 1:500), anti-S-

adenozil-metionin (Clone 118-18, 6942-25, BioVision, 1:200), anti-5-metilcitozin 

(ab214727, Abcam, 1:500)) protokollnak megfelelően használtuk. A mosási lépéseket 

követően a metszetek egy órán keresztül inkubáltuk a másodlagos antitestekkel (anti-nyúl 

antitest (BA1054, Boster), anti-patkány antitest (18-4818-82, Invitrogen) és anti-egér 

antitest (62-6520, Invitrogen)) a gyártói útmutatóban foglalt hígítások szerint, 

szobahőmérsékleten. 

A jelölés előhívását DAB kromogén (K3468, DAKO) és HISTOLS-DAB 

szubsztrát (30014. K, Histopathology Ltd.) használatával végeztük, továbbá a 

sejtmagokat hematoxilinnal festettük. A festéseket Pannoramic Confocal műszerrel 

digitalizáltuk és Pannoramic Viewer (v: 1.15.3, 3DHISTECH) szoftver használatával 

értékeltük ki. A jelölődés intenzitását 0 és +3 értékek között osztályoztuk, ahol 0 negatív, 

+1 gyenge, +2 közepes és +3 erős immunhisztokémiai festődést jelentett, majd módosított 

Quick-score (Q-score) technika segítségével kiértékeltük a következő egyenlet alapján: 

Q-score=I x P, I: a pozitív sejtek festődési intenzitása, P: pozitív sejtek százalékos aránya, 

maximum értéke: 300=(3x100) (191). Az epitéliális és strómális régiókat minden minta 

esetében külön-külön értékeltük. 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/hqdB
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4.6. Statisztikai vizsgálatok 

4.6.1. A globális DNS-metiláció változásának vizsgálata és kialakulásának 

hátterében álló lehetséges okok feltérképezése 

A statisztikai szignifikancia (p≤0,05) megállapítását és a ROC (receiver operating 

characteristic, vevő működési karakterisztika) analízist Prism8 szoftver (GraphPad) 

használatával végeztük. Többszörös összehasonlítás és nem normális eloszlás esetén 

Kruskal-Wallis és Dunn többszörös összehasonlítás teszteket használtunk, míg normális 

eloszlást mutató adatainkon ANOVA, majd Brown Forsythe, valamint Welch-féle 

ANOVA próbákat alkalmaztunk. Páros összehasonlítások során párosított t-tesztet vagy 

Wilcoxon tesztet végeztünk annak függvényében, hogy parametrikus vagy nem 

parametrikus eloszlást tapasztaltunk. 

4.6.2. Különböző metodikai faktorok globális DNS-metilációs mintázatra gyakorolt 

hatásának vizsgálata  

 Statisztikai szignifikanciák számolását (p≤0,05) szintén Prism8 szoftverrel 

(GraphPad) végeztük. Többszörös összehasonlítás során nem parametrikus eloszlást 

mutató adatainkon Kruskal-Wallis és Dunn többszörös összehasonlítás próbákat 

használtunk, míg normális eloszlás esetén ANOVA, majd Brown Forsythe és Welch-féle 

ANOVA teszteket használtunk. Független mintacsoportok páros összehasonlítására 

normális eloszlás esetén párosítatlan t-próbát, nem normális eloszlást mutató adatok 

esetén Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. Az életkor és LINE-1 metiláció közötti 

korreláció vizsgálatát Spearman teszttel végeztük. 
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5. Eredmények 

5.1. A globális DNS-metiláció változásának vizsgálata és kialakulásának 

hátterében álló lehetséges okok feltérképezése 

5.1.1. Szövetminták globális DNS-metilációjának vizsgálata LINE-1 biszulfit-

piroszekvenálással 

Vastagbél-szövetminták globális DNS-metilációjának tanulmányozása során 

átfogó analízist végeztünk LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás alkalmazásával kolorektális 

N, AD-NAT, CRC-NAT, AD, CRC és IBD biopsziákon. A Pyromark Q24 CpG LINE-1 

Kit által vizsgált CpG-pozíciók metilációjának átlagolt értékeit elemeztük.  

Szignifikáns LINE-1 metiláció csökkenést tapasztaltunk AD (72,7±4,8%) és CRC 

(69,7±7,6%) szövetmintákban az N (77,5±1,7%) és IBD (77,1±1,9%) biopsziákhoz 

képest (p≤0,01), míg IBD esetén nem figyeltünk meg szignifikáns metiláció változást az 

N mintákhoz viszonyítva (11. Ábra/A). Szintén szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 

metilációt detektáltunk a TA (73,8±4,1%) és TVA (69,8±4,5%) mintákban az egészséges 

biopsziákhoz (77,5±1,7%) hasonlítva (p≤0,05), valamint a TVA mintákban (69,8±4,5%) 

a TA (73,8±4,1%) alcsoporthoz képest (p≤0,05). Korai (71,5±4,9%) és kései (68,5±8,7%) 

stádiumú CRC-s betegektől gyűjtött mintákhoz viszonyítva szignifikánsan magasabb 

metilációt mértünk az ép biopsziákban (77,5±1,7%, p≤0,05), valamint a CRC stádiumok 

összevetése során csökkent LINE-1 metilációt tapasztaltunk a rák progressziója mentén 

(11. Ábra/B). Az AD-NAT (76,0±2,1%) és CRC-NAT (76,4±2,0%) biopsziák 

szignifikánsan alacsonyabb metilációs szintet mutattak az N mintákhoz hasonlítva 

(77,5±1,7%) (p≤0,05). Továbbá az AD (72,8±4,4%) és a CRC (71,2±6,8%) minták 

szignifikánsan csökkent metilációs értékekkel rendelkeztek a párosított AD-NAT 

(76,0±2,1%) és CRC-NAT (76,4±2,0%) csoportokhoz képest (p≤0,05) (11. Ábra/C). 

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozícióinak szeparált metilációs értékeit a 

függelék F1/A., F2/A., F3/A. és F4/A. táblázatában foglaltuk össze.
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11. Ábra. A globális DNS-metiláció vizsgálata vastagbélszöveti mintákban LINE-1 

biszulfit-piroszekvenálással. A) Szignifikánsan alacsonyabb globális DNS-metilációt 

figyeltünk meg AD (n=37) és CRC (n=38) mintákban az N (n=45) és IBD (n=15) 

biopsziákhoz képest (p≤0,01). IBD vs. N összehasonlításban nem tapasztaltunk eltérést. 

B) TVA (n=9) és TA (n=25) biopsziák esetén szignifikánsan kisebb metilációs szintet 

mértünk az ép mintákhoz hasonlítva, illetve a TVA csoportban is TA adenómákhoz 

képest (p≤0,05). Korai (n=13) és kései CRC-s (n=23) minták összevetése esetén 

szignifikánsan alacsonyabb LINE-1-metilációs szintet detektáltunk az egészséges 

biopsziákhoz viszonyítva, illetve csökkenő trendet tapasztaltunk a kései vs. korai 

stádiumú CRC-s csoportok összevetése esetén. C) Az AD-NAT (n=23) és CRC-NAT 

(n=25) biopsziákban szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 metilációt találtunk az ép 

biopsziákhoz hasonlítva (bal oldal, p≤0,05), azonban a párosított tumor mintákkal 

összevetve szignifikánsan nagyobb metilációs értékkel rendelkeztek (közép és jobb oldal, 

p≤0,05). AD: kolorektális adenóma, AD-NAT: adenóma melletti ép szövet, CRC: 
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kolorektális karcinóma, CRC-NAT: karcinóma melletti ép szövet, IBD: gyulladásos 

bélbetegség, N: egészséges, TA: tubuláris adenóma, TVA: tubulovillózus adenóma. 

5.1.2. Plazmaminták globális DNS-metilációjának vizsgálata LINE-1 biszulfit-

piroszekvenálással 

A vastagbélszöveti globális DNS-hipometiláció megfigyelését követően 

egészséges, AD-s, CRC-s és IBD-s páciensektől gyűjtött plazmaminták skDNS 

frakciójának genomszintű metilációs mintázatát határoztuk meg. A szöveti minták 

elemzéséhez hasonlóan analízisünk során a Pyromark Q24 CpG LINE-1 Kit által vizsgált 

CpG-pozíciók metilációjának átlagolt értékeit elemeztük. 

Szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 metilációs szintet tapasztaltunk AD 

(80,0±1,7%) és CRC (79,8±1,3%) plazmákból izolált skDNS mintákban az N mintákhoz 

(82,0±2,0%) képest (p≤0,01), míg IBD (81,1±0,8%) betegektől gyűjtött plazmák esetén 

nem figyeltünk meg jelentős eltérést a többi csoporthoz viszonyítva (12. Ábra/A). A 

LINE-1 metiláció diagnosztikus hatékonyságát ROC analízissel vizsgáltuk az AD minták 

egészségesektől történő megkülönböztetésére vonatkozóan. A LINE-1 metiláció 66,7%-

os szenzitivitás és 90,0%-os specificitás értékekkel volt képes elkülöníteni az adenómás 

mintákat a normáloktól 80,0% LINE-1 metilációs határérték esetén (AUC (area under 

curve, görbe alatti terület): 0,8; p<0,05; 95% CI (confidence interval, 

konfidenciaintervallum) 0,6-1,0) (12. Ábra/B).  

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozícióinak szeparált metilációs értékeit a 

függelék F1/C., F2/C., F3/D. és F4/C. táblázatában foglaltuk össze.
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12. Ábra. A globális DNS-metiláció vizsgálata LINE-1 biszulfit-piroszekvenálással 

plazmamintákban. A) Szignifikánsan alacsonyabb LINE-1-metilációt figyeltünk meg 

AD (n=14), illetve CRC (n=13) páciensektől gyűjtött plazmamintákban az egészséges 

személyekhez (n=10) képest (**p≤0,01). Az IBD (n=11) vs. N összehasonlítás során nem 

tapasztaltunk szignifikáns eltérést. B) ROC (receiver operating characteristic, vevő 

működési karakterisztika) analízis alapján, a LINE-1-metiláció 66,7%-os szenzitivitás és 

90,0%-os specificitás értékekkel különítette el az AD betegektől származó 

plazmamintákat az egészségesektől, 80,0% LINE-1 metilációs határérték mellett (AUC: 

0,8; p<0,05; 95% CI 0,6-1,0). AD: kolorektális adenóma, AUC: görbe alatti terület (area 

under curve), CI: konfidenciaintervallum (confidence interval), CRC: kolorektális 

karcinóma, IBD: gyulladásos bélbetegség, N: egészséges, ROC: vevő működési 

karakterisztika (receiver operating characteristic).  

5.1.3. A DNS-metiláció folyamatához kapcsolódó enzimek in silico génexpressziós 

vizsgálata 

 Munkacsoportunk által elvégzett teljes transzkriptom-analízis (GeneChip™ HTA 

2.0) eredményeit (190) in silico elemeztük a metilációs és demetilációs folyamatokhoz 

kapcsolódó enzimek, az 1C ciklus enzimrendszerének tagjai, illetve a folátreceptorok 

esetén. 

 A 12. ábra kizárólag olyan géneket tartalmaz, amelyek expressziós változása mind 

AD vs. N, mind CRC vs. N összehasonlításban megfelelt a vizsgálati kritériumainknak 

(korrigált p≤0,05; FC ≥ |1,4|).  

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/qbHG
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 A GART, MTHFD1, MTHFD2, ATIC és SHMT2 gének szignifikánsan magasabb 

mRNS-expressziót mutattak AD és CRC mintákban az egészségesekhez képest, míg a 

folátreceptor β (FRβ) fehérjét kódoló FOLR2 gén kifejeződése szignifikánsan csökkent a 

tumoros mintákban (p≤0,05) (13. Ábra).  

 

13. Ábra. A DNS-metiláció folyamatához kapcsolódó enzimek mRNS-expressziós 

szintjének változása a vastagbéltumorok kialakulása során. Az ábrán kizárólag 

azokat a géneket tüntettük fel, amelyek mRNS-expressziója megfelelt az analízis 

kritériumainak (AD vs. N, CRC vs. N: korrigált p≤0,05; FC ≥ |1,4|). A hőtérkép zöld színe 

csökkent, piros színe növekedett transzkriptumszintet jelöl. Minden sor különböző gént, 

míg minden oszlop eltérő mintacsoportot ábrázol (N: egészséges, n=20; AD: kolorektális 

adenóma, n=20; CRC: kolorektális karcinóma, n=20). Az öt, tumoros mintákban 

szignifikánsan emelkedett expressziót mutató gén (GART, MTHFD1, MTHFD2, ATIC és 

SHMT2) az 1C metabolizmus enzimrendszerének tagja. Az FRβ fehérjét kódoló FOLR2 
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gén szignifikánsan alacsonyabb génkifejeződéssel rendelkezett AD és CRC mintákban az 

N mintákhoz képest. N: egészséges, AD: kolorektális adenóma, CRC: kolorektális 

karcinóma. 

A 13. ábrán nem ábrázolt gének közül kiemelendő a DNMT1, az APOBEC1, 

valamint az APOBEC3B, amelyek csak az AD, vagy csak a CRC csoportokban mutattak 

szignifikáns expresszióváltozást az ép mintákhoz képest (Függelék, F1. Ábra). A DNMT1 

szignifikánsan emelkedett génkifejeződést mutatott a CRC mintákban az N mintákhoz 

viszonyítva (FC=1,5; p≤0,05), továbbá az APOBEC1 (FC=1,9) szignifikánsan 

felülexpresszálódott, illetve az APOBEC3B (FC=-1,5) szignifikánsan csökkenő átíródást 

mutatott az AD biopsziákban az ép mintákhoz hasonlítva (p≤0,05).  

5.1.4. A DNMT és FOLR2 gének mRNS-expressziójának validálása 

immunhisztokémiával 

A DNMT1, DNMT3A, DNMT3B és FOLR2 gének expressziós eredményeit 

immunhisztokémiai festésekkel validáltuk tranzíciós zónát tartalmazó vastagbélszöveti 

metszeteken. A kiértékelést Quick-score technika segítségével végeztük.  

A DNMT1 enzimek nukleáris jelölődése hámsejtekben szignifikánsan nagyobb 

intenzitást mutatott a rákos területeken (191,7±18,9) az ép régiókhoz (131,7±12,6) 

viszonyítva (p≤0,05), míg nem tapasztaltunk szignifikáns eltérést a strómasejtek festése 

során (NAT st: 100,0±50,0; CRC st: 106,7±20,8). A DNMT3A és 3B fehérjék 

elemzésekor nem figyeltünk meg szignifikáns változást a sejtmagok festődésének 

mértékében tumoros, illetve ép területek összehasonlításakor, sem a hám-, sem a 

strómasejtek esetén (DNMT3A NAT ep: 150,0±10,0; CRC ep: 140,0±10,0; NAT st: 

93,3±11,6; CRC st: 83,3±15,3; DNMT3B NAT ep: 105,0±5,0; CRC ep: 110,0±10,0; 

NAT st: 36,7±23,1; CRC st: 33,3±15,3) (14. Ábra).
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14. Ábra. A DNMT enzimek immunhisztokémiai vizsgálatának eredményei. Az 

ábrán a DNMT1 (A), a DNMT3A (B) és a DNMT3B (C) fehérjék expressziójának 

változása látható NAT és CRC régiókban. A DNMT1 szignifikáns felülexpressziót 

mutatott a CRC-s területek hámsejtjeiben az ép zóna epitéliális sejtjeihez képest 

(*p≤0,05), míg a strómasejtek esetén csak mérsékelt változást tapasztaltunk. A DNMT3A 

és 3B enzimek expressziójának tanulmányozása során nem detektáltunk jelentős változást 

a vizsgált régiók között egyik sejttípus esetén sem. CRC: kolorektális karcinóma, NAT: 

karcinóma melletti ép szövet, ep: epitélsejtek, st: strómasejtek. 

A FOLR2 gén által kódolt FRβ citoplazmatikus jelölődése a receptorfehérje 

kifejeződésében szignifikáns csökkenést mutatott az AD-s minták epitáliális (76,5±33,3) 

és strómális sejtjeiben (63,3±26,2) is, valamint a CRC-s régiók hámsejtjeiben 

(104,8±26,5) a párosított NAT területekhez (AD-NAT ep: 128,5±51,9; AD-NAT st: 

96,5±52,5; CRC-NAT ep: 142,8±44,6) képest (p≤0,01). A rákos területek 

strómasejtjeiben enyhe intenzitáscsökkenést tapasztaltunk (72,7±35,7) a NAT zónákhoz 

viszonyítva (83,5±36,9) (15. Ábra). 
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15. Ábra. Az FRβ fehérje expressziójának vizsgálata immunhisztokémiával. Az FRβ 

kifejeződése szignifikánsan csökkent az AD hám- és strómasejtekben (A), illetve a CRC 

epitélsejtekben (B) az ép területekhez képest (**p≤0,01). A CRC régió strómasejtjeiben 

tapasztalt alacsonyabb mértékű festődés nem mutatott statisztikai szignifikanciát a NAT 

zónákhoz viszonyítva (B). AD: kolorektális adenóma, CRC: kolorektális karcinóma, ep: 

epitélsejtek, NAT: tumor melletti ép szövet, st: strómasejtek. 

Mind a DNMT1, 3A és 3B, valamint mind a FOLR2 által kódolt FRβ festődése 

tükrözte a microarray analízisünk eredményeit.  

5.1.5. Az MTHFR gén mutációs státusza és a globális DNS-metilációs szint közötti 

összefüggés elemzése 

 A globális DNS-hipometiláció kialakulásában szerepet játszó okok analízise 

során megvizsgáltuk a metiláció és az MTHFR gén mutációs státusza közötti 

összefüggést. Az elemzés során a gén két leggyakoribb mutációjának (C677T, A1298C) 

heterozigóta formáival (HE) jellemezhető vastagbélszöveti minták LINE-1 metilációs 
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szintjét határoztuk meg kolorektális egészséges, adenómás, illetve karcinómás 

biopsziákban. 

Ép minták esetén nem találtunk szignifikáns LINE-1 metilációs eltérést a HE 

(677CT: 77,1±1,7%, 1298AC: 76,2±1,7%) vs. vad típus (WT) (677CC: 76,4±1,8%, 

1298AA: 77,3±1,9%) összehasonlításban (16. Ábra/A). Ezzel szemben szignifikánsan 

alacsonyabb metilációt figyeltünk meg mindkét vizsgált mutáció esetén AD HE 

mintákban (677CT: 70,5±4,3%, 1298AC: 69,2±4,3%) a WT biopsziákhoz (677CC: 

73,8±4,3%, p≤0,05; 1298AA: 74,4±4,0%, p≤0,01) hasonlítva (16. Ábra/B). CRC-s 

biopsziákban érdekes módon enyhe, nem szignifikáns metiláció-növekedést detektáltunk 

HE mintákban (677CT: 71,7±4,5%, 1298AC: 70,2±6,7%) a WT biopsziákhoz (677CC: 

69,2±8,9%, 1298AA: 68,8±8,6%) képest mindkét mutáció esetén (16. Ábra/C). 

 

16. Ábra. A globális DNS-hipometiláció és az MTHFR gén gyakori mutációi (C677T, 

A1298C) közötti összefüggés vizsgálata LINE-1 biszulfit-piroszekvenálással. A) 

Egészséges minták esetén nem tapasztaltunk eltérést az analizált csoportokban (C677T 

nWT=11, nHE=12, A1298C nWT=16, nHE=7). B) AD mintákban szignifikánsan alacsonyabb 

LINE-1 metilációs értékeket találtunk 677CT és 1298AC genotípus esetén a vad 

típusokhoz (*p≤0,05; **p≤0,01) képest (C677T nWT=16, nHE=12, A1298C nWT=17, 

nHE=10). C) Vastagbélrákos biopsziákban mérsékelten magasabb LINE-1 metilációt 

figyeltünk meg mindkét mutáció esetén a HE vs. WT összehasonlítás során (C677T 

nWT=20, nHE=14, A1298C nWT=11, nHE=19). AD: kolorektális adenóma, CRC: 

kolorektális karcinóma, HE: heterozigóta, WT: vad típus.  
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5.1.6. A metildonor molekulák mennyiségének vizsgálata vastagbélszövetben 

immunhisztokémiával 

A metildonor- (folsav, SAM) tartalom és az 5mC-festődés közötti összefüggés in 

situ tanulmányozására immunhisztokémiai festést alkalmaztunk. A kiértékelést Quick-

score technika segítségével végeztük.  

A folsav- (AD ep: 100,7±28,6; CRC ep: 100,5±33,8) (17. Ábra/A, B), SAM- (AD 

ep: 92,9±26,9; CRC ep: 95,0±32,0) (17. Ábra/C, D), valamint 5mC-festődés (AD ep: 

128,3±35,2; CRC ep: 103,3±33,4) (17. Ábra/E, F) intenzitása szignifikánsan alacsonyabb 

volt mind az AD, mind a CRC minták hámsejtjeiben a párosított NAT területekhez képest 

(folsav AD-NAT ep: 142,1±40,8; CRC-NAT ep: 140,8±41,3; SAM AD-NAT ep: 

123,1±26,3; CRC-NAT ep: 147,2±42,3; 5mC AD-NAT ep: 191,4±49,0; CRC-NAT ep: 

177,5±44,9) (p≤0,01). A strómasejtekben is enyhe intenzitáscsökkenést tapasztaltunk, 

amely szignifikáns volt az 5mC jelölés során AD (AD-NAT st: 130,3±59,3; AD st: 

96,6±31,3) (17. Ábra/E) (p≤0,01) és CRC (CRC-NAT st: 122,8±42,4; CRC st: 90,6±38,5) 

(17. Ábra/F) (p≤0,01) mintákban, valamint folsav jelölés esetén a CRC biopsziákban 

(CRC-NAT st: 100,2±51,0; CRC st: 78,8±38,7) (17. Ábra/B) (p≤0,05). 

17. Ábra. A folsav és a SAM metildonor molekulák mennyiségének, valamint a 

globális DNS-metiláció mértékének immunhisztokémiai vizsgálata vastagbélszövet-
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mintákban immunhisztokémiával. Szignifikánsan csökkenő folsav (A, B), SAM (C, D) 

és 5mC (E, F) intenzitást figyeltünk meg AD-s és CRC-s biopsziák epitélsejtjeiben. 

Enyhén alacsonyabb mértékű festődést tapasztaltunk a strómasejtek vizsgálata során, ami 

az AD (E) és CRC (F) strómasejtjeinek 5mC (**p≤0,01), illetve a CRC-s biopsziák (B) 

strómasejtjeinek folsav jelölése esetén szignifikánsnak mutatkozott (*p≤0,05). AD: 

kolorektális adenóma, CRC: kolorektális karcinóma, ep: epitélsejtek, NAT: tumor melleti 

ép szövet, st: strómasejtek. 

5.2. Különböző metodikai faktorok globális DNS-metilációs mintázatra 

gyakorolt hatásának vizsgálata  

5.2.1. A LINE-1 szakaszok promóter régiójában található CpG-pozíciók metilációja 

 Ezen vizsgálatunk során azt tanulmányoztuk, hogy a Pyromark Q24 CpG LINE-

1 Kit által analizált három CpG-pozíció metilációjának különálló elemzése hordoz-e 

magában új információt az átlagolt metilációs értékek változásához képest.  

Szignifikánsan magasabb metilációs szintet tapasztaltunk a CpG 1-es pozíció 

(79,7±3,2%) esetén a CpG 2 (75,9±2,3%), a CpG 3 (74,9±2,6%), illetve a három CpG-

dinukleotid átlagmetilációs értékéhez (76,8±1,9%) képest a nem tumoros 

vastagbélszöveti mintákban (N, AD-NAT, CRC-NAT és IBD) (p≤0,01) (18. Ábra/A, bal 

oldal). Azonban érdekes módon a tumoros minták (AD, CRC) CpG-pozíciói (CpG 1: 

71,0±9,5%, CpG 2: 71,8±4,8%, CpG 3: 70,4±6,1%, átlag CpG: 71,1±6,4%) között nem 

detektáltunk szignifikáns különbséget (18. Ábra/A, jobb oldal). Az analizált buffy coat 

frakciók esetén mind a nem tumoros, mind az adenómás és vastagbélrákos betegektől 

gyűjtött mintákban szignifikánsan nagyobb metilációs értékeket figyeltünk meg a CpG 

1-es (nem tumoros: 84,4±2,9%, tumoros: 84,2±2,8%) pozícióban a CpG 2 (nem tumoros: 

77,6±1,9%, tumoros: 76,0±1,2%), a CpG 3 (nem tumoros: 76,4±2,4%, tumoros: 

75,6±2,1%), valamint az átlagolt metilációs értékekhez (nem tumoros: 79,5±1,8%, 

tumoros: 78,6±1,5%) viszonyítva (18. Ábra/B). 
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18. Ábra. A Pyromark Q24 CpG LINE-1 esszé által vizsgált három CpG-pozíció 

szeparált, illetve együttes metilációs értékének összehasonlítása. A) CpG 1 esetén 

szignifikánsan magasabb metilációs százalékot tapasztaltunk a CpG 2, a CpG 3, illetve 

az átlagolt metilációs értékekhez hasonlítva nem tumoros kolorektális szöveti mintákban 

(N, AD-NAT, CRC-NAT és IBD, n=108) (bal oldal) (**p≤0,01), míg AD és CRC (n=75) 

esetén nem találtunk különbséget (jobb oldal). B) Buffy coat frakciók analizálása során a 

nem tumoros (egészséges és IBD, n=18) és a tumoros (AD és CRC, n=20) minták esetén 

is szignifikánsan magasabb metilációs értéket detektáltunk a CpG 1 esetén a CpG 2, a 

CpG 3, valamint az átlag metilációs értékekhez viszonyítva (**p≤0,01). 

5.2.2. A kolorektális szövetbiopsziák gyűjtési technikái, illetve a szövetfixálásra 

alkalmazott metodikák LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának analízise 

A különböző mintagyűjtési technikák (endoszkópos, műtéti) hatásának elemzése 

során CRC (tumoros) és CRC-NAT (nem tumoros) mintákat analizáltunk, míg a 

vastagbélszövet minták fixálására használt friss-fagyasztás (FF), illetve formalin (FFPE) 

alkalmazásának LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának vizsgálatát AD (tumoros) és N 

(nem tumoros) biopsziákon végeztük. 

Mérsékelten magasabb LINE-1 metilációs szintet tapasztaltunk az endoszkóposan 

gyűjtött biopsziákban (72,1±6,9%) a műtéti mintákhoz (71,4±6,5%) hasonlítva (19. 

Ábra/A, bal oldal), míg szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 metilációt detektáltunk FFPE 

minták (72,9±5,1%) esetén FF biopsziákhoz (75,5±2,7%) képest (19. Ábra/B, bal oldal) 

(p≤0,05). A megfigyelt különbségek miatt fontosnak véltük megvizsgálni, hogy a 

tumoros és nem tumoros minták között megfigyelt DNS-metilációs mintázat megjelenik-

e a különböző technikákkal gyűjtött, valamint eltérő módon fixált tumor biopsziák esetén 
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is. Az endoszkópos, illetve műtéti biopsziák elemzése során mindkét mintagyűjtési 

technika esetén szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 metilációt találtunk tumoros 

biopsziákban a nem tumoros mintákhoz képest (19. Ábra/A, jobb oldal). Friss-

fagyasztással fixált mintákban szignifikánsan kisebb LINE-1 metilációt tapasztaltunk 

tumoros biopsziákban a nem tumoros mintákhoz viszonyítva, míg FFPE tumoros és nem 

tumoros csoportok között nem detektáltunk szignifikáns eltérést (19. Ábra/B, jobb oldal).  

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozícióinak szeparált metilációs értékeit a 

függelék F5., F6. táblázatában foglaltuk össze. 

 

19. Ábra. Az alkalmazott mintagyűjtési technika és fixálási módszer hatása a szöveti 

LINE-1 metilációs szintre. A) Enyhén magasabb metilációs szintet tapasztaltunk az 

endoszkóposan gyűjtött minták (n=60) esetén a műtéti biopsziákhoz (n=42) képest (bal 

oldal). Szignifikánsan alacsonyabb globális DNS-metilációt találtunk tumoros mintákban 

a nem tumoros mintákhoz viszonyítva mindkét módszerrel gyűjtött biopsziák esetén 

(**p≤0,01) (jobb oldal). B) FFPE mintákban (n=25) szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 

metilációs szintet figyeltünk meg az FF biopsziákhoz (n=25) hasonlítva (*p≤0,05) (bal 

oldal). Szignifikáns DNS-hipometilációt detektáltunk a tumoros vs. nem tumoros 

összehasonlításban FF minták esetén (**p≤0,01), míg FFPE biopsziákban nem 

tapasztaltunk szignifikáns eltérést (jobb oldal). E: endoszkópos minták, FF: friss-

fagyasztott minták, FFPE: formalinfixált, paraffinba ágyazott minták, M: műtéti minták. 

5.2.3. Különböző tárolási kondíciók hatása a LINE-1 metilációra 

 A kolorektális szövetbiopsziákból izolált DNS, illetve teljes vérminták eltérő 

tárolási körülményeinek LINE-1 metilációs eredményekre gyakorolt hatását 
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tanulmányoztuk. Az elemzések során az első és második vizsgálati időpont közötti átlag 

metilációs különbségeket tüntettük fel. 

 A vastagbélszöveti minták -20 °C-on történő két napos tárolása nem okozott 

különbséget a LINE-1 metilációs értékek között (-0,9%), míg hosszútávú analízisünkben, 

a két év tárolás után elemzett párhuzamos DNS-minták szignifikánsan emelkedett 

(+3,2%) LINE-1 metilációval rendelkeztek az első mérési időponthoz képest (p≤0,01) 

(20. Ábra/A).  

 A Roche vérvételi csövekbe gyűjtött vérminták vizsgálata során szignifikánsan 

emelkedett LINE-1 metilációt detektáltunk az skDNS-frakció (+2,1%) esetén, míg igen 

mérsékelt, de szignifikáns metilációs csökkenést tapasztaltunk a buffy coat mintákban (-

0,4%) 1-órás ProtK emésztést követően (p≤0,05) a konvencionális K3EDTA csövekbe 

gyűjtött vérmintákhoz képest. Azokban a buffy coat mintákban, amelyeket 2 órán 

keresztül inkubáltunk ProtK jelenlétében, nem szignifikáns LINE-1 metilációcsökkenést 

(-0,5%) figyeltünk meg (20. Ábra/B). 

Standard K3EDTA vérvételi csövekbe gyűjtött teljes vérminták tárolása 

szobahőmérsékleten nem okozott lényeges LINE-1 metilációs eltérést buffy coat 

mintákban, 3 óra (+0,08%), illetve 6 óra (-0,6%) elteltével sem. Hasonló módon nem 

tapasztaltuk változást a 4 °C-on történő tárolást követően 3 (-0,2%), illetve 6 órával (-

0,1%) végzett szeparálás esetén sem (20. ábra/C). Roche csövekbe vett vérmintákból 

végzett DNS izolálás során 1- (1h ProtK), illetve 2-órás ProtK-val (2h ProtK) történő 

emésztést is alkalmaztunk. Az 1h ProtK minták esetén -0,2%-os, valamint -1,0%-os 

eltérést detektáltunk a teljes vérminták 3, valamint 6 órás tárolása után. A 2h ProtK 

mintákban 3 óra elteltével +0,8%-os, továbbá 6 óra elteltével +1,2%-os növekedést 

figyeltünk meg a LINE-1 metilációs értékekben (20. Ábra/C). Az skDNS LINE-1 

metiláció analízise során nem tapasztaltunk szignifikáns eltérést sem a tárolás hosszától, 

sem a tárolási hőmérséklettől függően K3EDTA vérvételi csövek (RT 3h: -0,1%, 6h: -

1,0%; 4 °C 3h: -1,6%, 6h: -1,0%), illetve Roche csövek esetén sem (RT 3h: +1,4%, RT 

6h: -0,7%) (20. Ábra/D). 

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozícióinak szeparált metilációs értékeit a 

függelék F7., F8., F9. táblázatában foglaltuk össze. 
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20. Ábra. A különböző tárolási körülmények hatása a LINE-1 promóterének 

metilációjára. A) Rövid ideig tartó (2 nap, n=26) -20 °C-os tárolás esetén nem 

tapasztaltunk szignifikáns LINE-1 metilációs eltérést (-0,9%), míg hosszú távú (2 év, 

n=48) tárolást követően szignifikáns, +3,2%-os emelkedést figyeltünk meg a LINE-1 

metilációs értékekben az első mérési időponthoz hasonlítva (**p≤0,01). B) A vérvételi 

csövek típusának vizsgálatában (K3EDTA, n=12 és Roche, n=12) a Roche csövekbe 

gyűjtött teljes vérminták esetén szignifikáns LINE-1 metiláció változást detektáltunk az 

skDNS (+2,1%) és 1h ProtK buffy coat (-0,4%) mintákban a standard K3EDTA 

csövekhez viszonyítva (*p≤0,05). Nem szignifikáns, enyhe DNS-metiláció csökkenést 

mértünk a 2h ProtK buffy coat frakcióban. C) K3EDTA csövekből szeparált buffy coat 

minták (n=20) analízise során nem tapasztaltunk szignifikáns metilációs eltérést sem a 

teljes vér tárolásának hosszától, sem a tárolás hőmérsékletétől függően (RT 3h: +0,08%, 

6h: -0,6%; 4 °C 3h: -0,2%, 6h: -0,1%). Roche vérvételi csövekben (n=20), a tárolás 

hossza szintén nem befolyásolta a LINE-1 metilációt, továbbá a ProtK inkubáció 

hosszának függvényében sem találtunk eltérést (1h ProtK, RT 3h: -0,2%, RT 6h: -1%; 2h 

ProtK, RT 3h: +0,8%, RT 6h: +1,2%). D) A standard K3EDTA csövekbe vett vérminták 

esetében (n=20) az skDNS LINE-1 metilációjának enyhe csökkenését figyeltük meg 

mindkét vizsgált tárolási hőmérséklet esetén (RT 3h: -0,1%, 6h: -1%; 4 °C 3h: -1,6%, 6h: 

-1%). A Roche gyűjtőcsövekből izolált skDNS mintákban (n=12) +1,4%-os, illetve -

0,7%-os metilációs különbségeket detektáltunk 3, illetve 6 órás RT-tárolást követően. 1h 

ProtK: 1 óra ProtK emésztés, 2h ProtK: 2 óra ProtK emésztés, 3h: buffy coat- és 

plazmaszeparálás 3 óra tárolás után, 6h: buffy coat- és plazmaszeparálás 6 óra tárolás 

után, RT: szobahőmérséklet, skDNS: sejten kívüli szabad DNS. 
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5.2.4. A metilált és nem metilált DNS-standardok LINE-1 metilációja 

 Hosszú távú -20 °C-os tárolás LINE-1 metilációra gyakorolt hatását 

biszulfitkonvertált, metilált és nem metilált standard DNS-minták esetén is 

megvizsgáltuk. Két év tárolás után elvégzett elemzések eredményei nem mutattak 

szignifikáns eltérést az első mérésekhez képest a metilált, illetve nem metilált kontrollok 

esetén sem (21. Ábra). A metilált standardok esetében nagyobb szórás volt tapasztalható 

a nem metilált minták szórásához viszonyítva. 

 

21. Ábra. Biszulfitkonvertált, metilált és nem metilált DNS-standardok LINE-1 

metilációja. Két éven át tartó -20 °C-os tárolást követően nem tapasztaltunk szignifikáns 

LINE-1 metilációs eltérést sem a metilált, sem a nem metilált kontrollok esetén. A 

metilációs értékek szórásai nagyobbnak adódtak a metilált minták esetén. t1: első mérési 

időpont t2: második mérési időpont. 

5.2.5. Az életkor és a nemek hatása a LINE-1 metilációra 

 Az életkor LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának vizsgálata során nem 

tapasztaltunk korrelációt egészséges nő (⍴=-0,3; p=0,14), illetve férfi (⍴=-0,02; p=0,94) 

páciensektől gyűjtött vastagbélszöveti mintákban, valamint az adatok összevont 

elemzésekor sem (⍴=-0,2; p=0,25) (22. Ábra/A). Azonban szignifikánsan alacsonyabb 
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LINE-1 metilációt figyeltünk meg 40 évnél idősebb női páciensek (76,8±1,7%) esetén a 

40 évnél fiatalabbakhoz (78,1±1,0%) képest (p≤0,05) (22. Ábra/B). Nemek szerinti 

csoportosítás esetén szignifikáns eltérést nem találtunk (22. Ábra/B).    

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozícióinak szeparált metilációs értékeit a 

függelék F10. táblázatában foglaltuk össze. 

 

22. Ábra. LINE-1 metiláció kor- és nemfüggésének elemzése vastagbélszöveti 

mintákban. A) Vizsgálatunk során nem figyeltünk meg szignifikáns korrelációt az 

életkor és a LINE-1 promóterének metilációs szintje között nők (⍴=-0,3; p=0,14; kék), 

illetve férfiak (⍴=-0,02; p=0,94; narancssárga), valamint az összesített adatszett esetén 

sem (⍴=-0,2; p=0,25; fekete). B) Továbbá nemek között sem detektáltunk szignifikáns 

metilációs különbséget (nnők=30, nférfiak=15). Szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 

metilációt tapasztaltunk 40 évnél idősebb női páciensektől (76,8±1,7%, n=21) gyűjtött 

minták esetén a 40 évnél fiatalabb személyektől (78,1±1,0%, n=9) nyertekhez képest 

(p≤0,05) (jobb oldal). kék: nő páciensektől gyűjtött minták, narancssárga: férfi 

páciensektől gyűjtött minták. 
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6. Megbeszélés 

 Az epigenetika fogalmának bevezetését követően hamar ismertté vált, hogy a 

különböző tumorok kialakulásának hátterében a genetikai mutációk mellett epigenetikai 

eltérések is állhatnak. A globális DNS-hipometiláció az elsőként leírt epimutáció rákos 

kórfolyamatokban (111). Ez a genomszinten értelmezendő molekuláris változás, főként 

az intergénikus régiókban elhelyezkedő mobilis genetikai elemek metilációs szintjének 

csökkenését jelenti (101). Az alacsonyabb metilációs szint következtében a mobilis 

genetikai elemek reaktivációja tapasztalható (101). A transzpozábilis elemek közül 

kiemelten fontosak a LINE-1 retrotranszpozonok, amelyek kópiái a humán genom 

megközelítőleg 17%-át adják (113). Véletlenszerű áthelyeződésük mutációk 

felhalmozódásához és kromoszomális instabilitáshoz vezethet (117–119), amely a 

vastagbéldaganatos esetek több mint 80%-ában korai molekuláris esemény (4,5). Ehhez 

kapcsolódóan PhD-munkám első részében a globális DNS-metilációs mintázat változását 

vizsgáltuk egészséges, vastagbéltumoros, illetve gyulladásos bélbetegségben szenvedő 

páciensektől gyűjtött vastagbélszövet biopsziákban és plazmamintákban.  

Miután megfigyeltük a globális DNS-hipometiláció jelenségét kolorektális 

tumorokban az ép mintákhoz képest, célul tűztük ki ezen epigenetikai mintázatváltozás 

kialakulása mögött álló lehetséges molekuláris eltérések vizsgálatát. Analizáltuk a DNS-

metiláció folyamatához köthető metilázok, demetilázok, regulátor fehérjék, valamint a 

folsavreceptorok és az 1C metabolizmus enzimrendszerének mRNS-expressziós profilját. 

Továbbá arra a kérdésre kerestük a választ, hogy a folsav- és metioninciklust összekötő 

MTHFR gén gyakori mutációi esetén detektálható-e a globális DNS-metilációs mintázat 

megváltozása egészséges, adenómás és rákos páciensek szövetmintáiban. Végezetül 

fontosnak tartottuk a metildonor molekulák in situ elemzését tumor-NAT tranzíciós zónát 

tartalmazó vastagbéltumoros szöveti metszeteken. A vizsgálat során csökkenő folsav- és 

SAM-mennyiséget figyeltünk meg kolorektális adenóma és karcinóma mintákban az ép 

területekhez képest a globális DNS-metilációs szint változásával összhangban.   

A vérplazmából izolálható skDNS frakció analízise számos kutatás tárgyát 

képezi, ugyanis a tumor szövetéből véráramba jutó DNS-molekulák hordozzák a tumorra 

specifikus mutációkat és epimutációkat (163). A plazmaminták LINE-1 biszulfit-

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Up9T
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/xbe2
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/xbe2
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/9OJX
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/XbPs+dT9A+I7RV
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ThxQ+Md4Y
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/mrn8
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piroszekvenálása során globális DNS-hipometilációt nem csak vastagbélrákban szenvedő 

páciensektől gyűjtött vérmintákban tapasztaltunk, hanem már adenómás személyek 

esetén is az egészséges egyénekhez viszonyítva. Ezáltal a LINE-1 metiláció a 

vastagbéldaganatok klinikai utánkövetésére és a betegek szűrésére alkalmas módszer 

fejlesztésének alapjaként szolgálhat minimálisan invazív módon nyerhető 

vérplazmamintákból. A technika specificitását növelheti az a megfigyelésünk, miszerint 

IBD esetén nem tapasztaltunk szignifikáns globális DNS-metilációs eltérést sem 

vastagbélszöveti, sem plazmamintákban. 

Az esetleges klinikai alkalmazás esetén és az alapkutatás területén is kiemelten 

fontos a globális DNS-metilációs mérések reprodukálhatósága, így PhD-munkám 

második felében olyan metodikai és biológiai faktorokat elemeztünk, amelyek a LINE-1 

biszulfit-piroszekvenálás eredményeit befolyásolhatják. Ezeket a vizsgálatokat szintén 

kolorektális szövet- és vérmintákon végeztük el.  

6.1. A globális DNS-metiláció változásának vizsgálata és kialakulásának 

hátterében álló lehetséges okok feltérképezése 

6.1.1. A globális DNS-metiláció vizsgálata vastagbélszövet- és plazmamintákban 

LINE-1 biszulfit-piroszekvenálással 

Számos tumortípus, köztük a jó- és rosszindulatú kolorektális daganatok esetén is 

megfigyelhető a globális DNS-hipometiláció jelensége az ép biopsziapárokhoz képest 

(192,193). A genomszintű DNS-metiláció szintje eltérő tartományban található a 

különböző típusú egészséges, illetve tumoros szövetek esetén is (192). Chalitchagorn és 

mtsai. tanulmánya szerint az egészséges vastagbél metilációs szintjéhez viszonyítva 

többek között az egészséges máj és húgyhólyag globális DNS-metilációja enyhén 

magasabb értékeket vesz fel, míg a vese alacsonyabb szintű metilációval rendelkezik 

(192). Továbbá párosított tumoros minták vizsgálata során például a limfóma és a 

vesesejtes karcinóma minták nem mutattak jelentős metilációs eltérést az egészséges 

biopsziákhoz képest. A szignifikáns globális DNS-hipometilációval rendelkező tumorok 

esetén kis, valamint közepesen erős mértékű metilációcsökkenéssel jellemezhető fő 

csoportok különíthetők el. Előbbi csoportba sorolható például a prosztatarák, míg az 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ozJC+fv9O
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ozJC
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ozJC
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útobbi részét többek között a fej-nyaki daganatok, gyomor-, valamint vastagbélrák 

képezik (192).      

Kutatásunkba bevont vastagbélszöveti minták vizsgálata során szignifikáns 

globális DNS-hipometilációt tapasztaltunk mind az AD, mind a CRC biopsziákban az N, 

illetve párosított AD-NAT és CRC-NAT mintákhoz képest. Továbbá az irodalmi 

adatokkal összhangban AD-NAT és CRC-NAT csoportokban szintén szignifikánsan 

alacsonyabb LINE-1 metilációt találtunk az egészséges mintákhoz hasonlítva (194–196). 

Korábbi eredményeknek megfelelően (197) a LINE-1 metilációs értékek között magas 

szórást figyeltünk meg tumoros mintákban, amely összefüggésben állhat az 

intratumorális heterogenitással (198,199). Szignifikáns LINE-1 hipometilációt 

detektáltunk a TA és TVA mintákban is az N biopsziákhoz viszonyítva, valamint a TVA 

biopsziákban is szignifikánsan kisebb metilációs szintet mértünk a TA csoporthoz képest. 

Ezen eredményeinktől eltérően Jiang és mtsai. nem találtak LINE-1 metilációs 

különbséget a TVA és TA minták között (200). Több villózus komponenst tartalmazó 

adenómákból nagyobb valószínűséggel következik be rákos transzformáció (201), így az 

általunk tapasztalt eredmény feltételezhetően a daganatos kórfolyamat előrehaladtával 

egyre növekvő mértékű hipometilációval hozható összefüggésbe (193,202). Különböző 

stádiumú CRC-k elemzése során szignifikáns LINE-1 metilációcsökkenést detektáltunk 

a korai és kései CRC csoportokban az N mintákhoz képest, valamint mérsékelten 

alacsonyabb metilációs szintet a kései CRC-s biopsziákban a korai stádiumú mintákhoz 

hasonlítva. Ezen eredményeink szintén összhangban vannak azzal, hogy a globális DNS-

metilációs szint folyamatosan csökken a CRC progressziója során (121,202). 

A gyulladásos bélbetegségek molekuláris vizsgálata kulcsfontosságú az IBD 

egyre növekvő előfordulási gyakorisága és a CRC kialakulásával való kapcsolata miatt 

(203–205). Glória és mtsai. globális DNS-hipometilációt írtak le UC-s betegek 

végbélmintáiban az egészséges személyekhez képest (206). Ettől eltérően kutatásunkban 

vastagbélszöveti minták vizsgálata során nem figyeltünk meg jelentős LINE-1 metilációs 

változást az IBD vs. N összehasonlításban. AD és CRC csoportok azonban szignifikánsan 

alacsonyabb LINE-1 metilációval rendelkeztek az IBD-s páciensek szövetmintáihoz 

viszonyítva. Eredményeinkhez hasonlóan gyomorrákos biopsziákban szignifikánsan 

csökkent LINE-1 metilációs szint detektálható a párosított NAT biopsziákhoz képest, de 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ozJC
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/xPTn+S3Sv+eeCo
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/ZB6h
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/S34P+X8iC
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/fXy1
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/V8Iu
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/IgJ2+fv9O
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/XIZW+IgJ2
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/MtGd+hYHT+HF7W
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/yA0A
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az ép gyomor-, NAT- és krónikus gastritis szövetminták között nem tapasztalható 

változás (207). 

Nagai és mtsai. figyeltek meg elsőként szignifikáns LINE-1 hipometilációt CRC-

s plazmamintákban egészséges személyekhez viszonyítva. Eredményeik felvetették a 

LINE-1 metilációs szint lehetséges biomarkerként való alkalmazását a CRC korai 

kimutatásában folyadékbiopsziák használatával (208). Kutatócsoportunk friss 

tanulmányában onkológiai kezelés alatt álló CRC-s páciensektől gyűjtött vérminták 

LINE-1 metilációját elemeztük (209). A vizsgálat során szignifikáns metilációcsökkenést 

mértünk azon személyek vérmintáiban, akiknél a daganat progrediált, míg szignifikáns 

LINE-1 metilációnövekedést detektáltunk remisszió esetén (209). PhD-munkámban célul 

tűztük ki az egészséges, kolorektális adenómás, karcinómás és gyulladásos 

bélbetegségben szenvedő páciensek LINE-1 metilációjának elemzését plazmamintákból. 

Kiemelendő, hogy a CRC-s minták mellett az AD-s csoportban is szignifikáns 

hipometilációt találtunk az egészséges kontrollokhoz képest. Továbbá a gyulladásban 

lévő kolorektális szövetmintákban tapasztaltakhoz hasonlóan, az IBD-s betegek 

plazmamintáiban sem detektáltunk szignifikáns metilációváltozást az egészséges 

személyekhez viszonyítva. Ezen eredmények és a fent említett irodalmi adatok alapján a 

globális DNS-hipometiláció inkább jellemző daganatokra, mint a gyulladásos 

folyamatokra, ami ígéretes lehet egy, a LINE-1 metilációs státuszán alapuló, a 

vastagbéldaganatok klinikai utánkövetésére és a betegek szűrésére alkalmas eljárás 

kidolgozásában.  

6.1.2. A DNS-metiláció kialakulásának hátterében álló lehetséges okok elemzése 

6.1.2.1. A DNS-metiláció folyamatához kapcsolódó enzimek in silico génexpressziós és 

immunhisztokémiai vizsgálata  

A globális DNS-hipometiláció széles körben kutatott epigenetikai változás, 

viszont kialakulásának molekuláris háttere még nem teljesen ismert. A megfelelő 

sejtspecifikus DNS-metilációs mintázat fenntartásához szükséges a metiláz és demetiláz 

enzimek, illetve az 1C ciklus enzimrendszerének megfelelő működése, továbbá 

befolyásolják a különböző transzkripciós faktorok, hosszú nem-kódoló RNS-ek, illetve a 

metildonor molekulák mennyisége is. Ezeket a faktorokat érintő eltérések aberráns 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/caHI
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/8HFK
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/OuXs
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/OuXs
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metilációs mintázat kialakulásához vezethetnek (91). PhD-munkám következő részében 

így arra a kérdésre kerestük a választ, hogy a kolorektális normál-adenóma-karcinóma 

szekvencia mentén bekövetkező transzkriptomikai eltérések, metildonor molekulák 

mennyiségének esetleges változása, valamint az MTHFR gén frekventált mutációinak 

jelenléte összefüggésbe hozható-e a globális DNS-hipometiláció kialakulásával.  

A transzkriptomikai eltérések tanulmányozását célzó vizsgálatunk során a 

munkacsoportunk által korábban elvégzett HTA 2.0 RNS microarray eredményeinek 

bioinformatikai újraelemzését végeztük el (190). A DNS-metilációhoz köthető 

enzimrendszereket vontuk be az analízisünkbe, amelyek közül az alábbiakban azokat a 

géneket tárgyaljuk, amelyek expressziós változása megfelelt az in silico vizsgálati 

kritériumainknak. A demetiláz enzimek fokozott aktivitása során a DNS-metilációs szint 

csökkenése figyelhető meg (210), így fontosnak véltük a TET és APOBEC 

enzimcsaládok mRNS-expressziójának elemzését. A TET enzimek az 5mC-t 5hmC, 5fC 

és 5kaC formákká alakítják (48,49), míg az APOBEC enzimcsalád tagjai dezamináció 

révén 5mC-ből timint hoznak létre (50,55). Az így kapott nukleotidokat a sejt hibajavító 

rendszere felismeri és citozin tartalmú nukleotidokra cseréli őket (50,53). Analízisünkben 

a vizsgált demetiláz enzimek közül az APOBEC1 és APOBEC3B gének esetén találtunk 

szignifikáns eltérést, miszerint az APOBEC1 transzkriptumszintje szignifikánsan 

magasabbnak, illetve az APOBEC3B átíródása szignifikánsan alacsonyabbnak adódott 

AD mintákban az ép biopsziákhoz képest. Korábbi tanulmányok az APOBEC1 egy 

katalitikusan inaktív formáját kódoló, rövidebb splice-variánsának szignifikánsan 

magasabb expresszióját írták le vastagbélrákban (211,212). Ebből arra következtetünk, 

hogy az általunk végzett elemzés során tapasztalt emelkedett mRNS-szint AD mintákban 

nem feltétlenül kapcsolható a globális DNS-hipometiláció kialakulásához. Burns és 

mtsai. CRC minták esetén eredményeinkhez hasonlóan csökkent APOBEC3B átíródást 

írtak le az egészséges biopsziákhoz viszonyítva (213). Korábbi tanulmányok különböző 

rákos, illetve embironális sejtvonalakban megfigyelték a LINE-1 szakaszok 

áthelyeződésének gátlását az APOBEC3 enzimek működésének következtében. A 

dezaminációtól, így demetilációtól független mechanizmus pontosan nem ismert, 

Stenglein és mtsai. az APOBEC3 fehérjék ORFp2-vel alkotott komplexét feltételezik a 

háttérben, ami megakadályozza a LINE-1 szekvenciák inszercióját (214,215). 

Következésképpen az általunk is tapasztalt APOBEC3B alulexpresszió hozzájárulhat a 
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LINE-1 szakaszok felszaporodásához, de eddigi irodalmi adatok alapján nem a DNS-

metilációs szint csökkenése révén, hanem más, eddig pontosan nem tisztázott 

mechanizmusok által. 

Az 1C ciklus elemzése különösen fontos, ugyanis ebben a metabolikus 

folyamatban szintetizálódik a SAM, amely egy univerzális metildonor molekula (62). Az 

1C metabolizmus központi szereplője a folsav, amely az egy szénatomos töredékek, így 

a metilcsoport szállítómolekulájaként is szolgál. Különböző oxidációs formáin (5,10-

metilén-THF, 10-formil-THF, 5-metil-THF) keresztül kapcsolódik a 

nukleinsavszintézishez, illetve a metioninciklushoz, amelyben a SAM keletkezik (62). 

Mivel a metilcsoport közvetlenül a SAM-ról kapcsolódik az akceptor molekulákra (216), 

az 1C metabolizmus enzimrendszerének megfelelő működése elengedhetetlen a 

metilációs folyamatokhoz. Az 1C ciklus fehérjéinek transzkriptomikai elemzésében a 

vizsgálati kritériumoknak megfelelő expressziós változással az SHMT2, MTHFD1, 

MTHFD2, ATIC és GART gének rendelkeztek. Az SHMT2, MTHFD1 és MTHFD2 a 

THF, 5,10-metil-THF, 10-formil-THF átalakulásokat katalizálják, míg az ATIC és GART 

gének a 10-formil-THF-et kapcsolják a purinszintézishez (62). Mindegyik gén esetében 

szignifikánsan növekedett mRNS-expressziós szintet tapasztaltunk AD és CRC 

mintákban az N biopsziákhoz hasonlítva. Az 1C ciklusban szereplő gének fokozott 

kifejeződését több ráktípusban, köztük vastagbéldaganatokban is leírták, amely jelenség 

a folyamatosan osztódó sejtek megnövekedett nukleotidigényével magyarázható (217). 

A FRβ és a DNMT enzimek kulcsfontosságú szerepet töltenek be a DNS-

metiláció folyamatában. A FRβ egy a folsavtranszportért felelős receptor (218), míg a 

DNMT enzimek a citozin nukleobázis és a metilcsoport közötti kovalens kötés 

létrejöttének fő katalizátorai (45). Microarray analízisünk során a FRβ-t kódoló FOLR2 

gén expressziója szignifikánsan csökkent AD és CRC mintákban az ép biopsziákhoz 

képest. A DNMT enzimek közül a DNMT1 mRNS-szintje szignifikánsan emelkedett a 

CRC vs. N összehasonlításban, míg a DNMT3A és 3B gének kifejeződése nem változott. 

A génexpressziós elemzések mellett immunhisztokémiai módszerrel is meghatároztuk az 

imént említett fehérjék kifejeződését. A DNMT1 a DNS-metiláció fenntartásáért felelős 

enzim (47), míg a DNMT3A és 3B de novo aktivitású fehérjék (46). Habár egy öt CRC-

s sejtvonalat elemző tanulmány szerint a DNMT1, 3A és 3B mRNS-expressziója pozitív 
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korrelációt mutat a globális DNS-metiláció mértékével (219), eredményeink a DNMT1 

enzim fehérjeexpressziójának szignifikáns emelkedését igazolták immunhisztokémiával 

a CRC csoportban a NAT régiókhoz viszonyítva, míg a DNMT3A és 3B fehérjék 

esetében nem találtunk szignifikáns változást. Korábbi publikációk eredményei szerint 

szignifikánsan növekedett DNMT1 expresszió detektálható a DNS-metiláció gátlása 

esetén, tehát ezen tanulmányok alapján a DNMT1 emelkedett transzkriptumszintje része 

lehet a gátolt DNS-metilációra adott visszacsatoló válaszmechanizmusnak (220–222). 

Továbbá humán glióma vizsgálatában megfigyelték a DNMT1 enzimek olyan 

poszttranszlációs módosítását, amely az enzimek DNS-hez való kötődését gyengítik, 

hozzájárulva a DNS-hipometiláció, így a rák kialakulásához (223,224). Ez utóbbi 

eredmények felvetik annak lehetőségét, hogy a magas DNMT1 expresszió mellett is 

megvalósulhat az enzim nem megfelelő működése, ami elősegítheti a DNS 

demetilációját.  

A folátreceptorokat kódoló gének, így a FOLR2 vizsgálata nagy jelentőséggel bír, 

ugyanis csökkent kifejeződése alacsonyabb FA és SAM szinthez vezethet (225), ami 

hatást gyakorolhat a DNS-metilációs mintázatra (91). A FOLR2 esetében csökkent 

mRNS-expressziót találtunk AD és CRC biopsziákban az egészséges szövetekhez képest, 

amely eredményünket immunhisztokémiai festésekkel igazoltuk. Eredményeinkhez 

hasonlóan de Boer és mtsai. a rákos hámsejtek gyenge FRβ festődési intenzitását 

tapasztalták (226).  

6.1.2.2. Az MTHFR gén mutációinak hatása a globális DNS-metilációs mintázatra 

 Az MTHFR enzim egy kulcsfontosságú fehérje az 1C metabolizmusban, ugyanis 

katalízise által 5,10-metilén-THF 5-metil-THF-fé alakul. Az 5-metil-THF-ről 

kapcsolódik a metilcsoport a homociszteinre metionint hozva létre, amely kruciális a 

SAM szintézisében (62). Az MTHFR gén gyakori mutációinak jelenléte és a globális 

DNS-metilációs szint közötti összefüggés vizsgálata különösen fontos, hiszen a C677T 

és A1298C mutációk már heterozigóta formában jelentősen csökkent enzimaktivitáshoz 

vezetnek (72), ami a SAM korlátozott elérhetőségét eredményezheti (71). Egészséges 

vastagbélszöveti minták elemzése során nem tapasztaltunk szignifikáns globális DNS-

metilácós változást egyik heterozigóta mutáns genotípus esetén sem a vad típusokhoz 
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képest, összhangban egy a C677T hetero- és homozigóta mutációinak hatását analizáló 

tanulmány eredményeivel (227). Azonban egy korábbi vizsgálatban magasabb LINE-1 

metilációt írtak le olyan normál vastagbélszövet minták esetén, amelyekben magasabb 

MTHFR aktivitás volt mérhető (228). Továbbá az MTHFR gént érintő mutációk DNS-

metilációt befolyásoló hatását támogatja Paz és mtsai. eredményei is, miszerint C677T 

homo- és heterozigóta mutációk jelenléte erős asszociációt mutattak CRC-s páciensek 

NAT mintáinak alacsony globális DNS-metilációs szintjével (229).  

 Szignifikánsan alacsonyabb metilációs szintet tapasztaltunk 677CT és 1298AC 

mutáns AD biopsziákban a vad típusúakhoz képest, továbbá érdekes módon mérsékelten 

magasabb metilációt detektáltunk CRC mintákban mindkét heterozigóta mutáció esetén 

a vad típusú szövetbiopsziákhoz hasonlítva. Egy szintén CRC-s eseteket vizsgáló 

tanulmány nem talált LINE-1 metiláció eltérést 677CT és 1298AC mutációk esetén (230), 

viszont egy friss kutatásban az A1298C hetero- és homozigóta mutáns CRC-s 

szövetminták alacsonyabb globális metilációját figyelték meg a vad típusúakhoz 

viszonyítva (231). Sohn és mtsai. HCT116 vastagbélrák sejtvonalakon végzett elemzése 

során szignifikánsan magasabb DNS-metilációs szintet találtak C677T heterozigóta 

variáns jelenléte esetén a vad típusú sejtekhez képest elegendő vagy nagy mennyiségű 

folátadás mellett (232). Ezzel szemben alacsony folátszint alkalmazásakor szignifikánsan 

alacsonyabb metilációs szintet detektáltak a heterozigóta mutáns sejtekben a vad 

típusúakhoz hasonlítva  (232). Egy metaanalízis alapján az MTHFR gén általunk is 

vizsgált heterozigóta mutációi és a kolorektális adenómák megjelenésének kockázata 

között nincs kapcsolat (233), míg korábbi kutatások C677T homozigótaság mellett 

egyaránt megfigyelték az összefüggés hiányát (234,235), valamint az adenómák nagyobb 

kialakulási valószínűségét alacsony folátszint mellett (236,237). Továbbá - különös 

módon - mindkét heterozigóta variáns esetén (233,238), valamint elegendő folátszint 

mellett a C677T homozigóta mutációjakor is a CRC kialakulásának alacsonyabb 

kockázatát detektálták (239). Ezen publikációk folsavszint esetleges hatásával 

kapcsolatos eredményei magyarázatként szolgálhatnak arra, hogy a fent említett munkák, 

valamint az általunk is elvégzett LINE-1 metiláció és MTHFR státusz közötti összefüggés 

elemzése nem egybehangzó válaszokat eredményezett.    
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6.1.2.3. A metildonor molekulák mennyiségének vizsgálata vastagbélszövetben 

immunhisztokémiával 

Végezetül a metildonor molekulák (folsav és SAM) in situ vastagbélszöveti 

elérhetőségét vizsgáltuk immunhisztokémiai módszerrel kolorektális adenómás és 

karcinómás szöveti metszeteken. Párhuzamosan ugyanazon biológiai minta globális 

DNS-metilációs változását is elemeztük 5mC-jelöléssel.  

A folsav- és SAM-jelölés csökkent intenzitást mutatott az AD-s és CRC-s 

zónákban a NAT területekhez képest, valamint csökkenő 5mC-jelölődést, azaz globális 

DNS-hipometilációt tapasztaltunk a tumoros régiókban az ép zónákhoz viszonyítva. 

Eredményeinkkel összhangban McGlynn és mtsai. alacsonyabb folát elérhetőséget, 

valamint szignifikáns globális DNS-hipometilációt figyeltek meg adenóma szöveti 

mintákban, a NAT területekhez, illetve egészséges személyektől gyűjtött mintákhoz 

hasonlítva, amely alapján úgy vélik, hogy az alacsonyabb folsavszint hozzájárulhat az 

adenómák kialakulásához (240). Továbbá Alonso-Aperte és mtsai. a vastagbél 

neoplasztikus nyálkahártyájában alacsonyabb folát mennyiséget és csökkent SAM/SAH 

arányt mutatott ki a normál mintákhoz képest, amely utóbbi csökkent metilációs 

potenciált jelent (241), és hozzájárulhat a globális DNS-hipometiláció kialakulásához 

(242). A tumoros területeken tapasztalt alacsonyabb SAM-mennyiség magyarázataként 

szolgálhat a detektált alacsonyabb folsavszint, ugyanis a folsav szállítja az 

egyszénatomos töredékeket a folátcikluson át a metioninciklusba (62). Tehát a folsav 

alacsonyabb mennyisége a SAM csökkenő szintjén keresztül hipometiláció 

kialakulásához vezethet (243,244). Mindezek mellett a SAM regenerációjának 

elmaradása esetén felhalmozódó SAH is hozzájárulhat az alacsonyabb DNS-metilációhoz 

azáltal, hogy a SAH molekula csökkenti a DNMT enzimek aktivitását (245,246). 

Számos kutatás fókuszál a metildonor molekulák hiányának és pótlásának DNS- 

és LINE-1 metilációra gyakorolt hatására, azonban az eredmények ellentmondásosak 

(247). Hübner, valamint Figueriedo és mtsai. eredményei alapján a folátszupplementáció 

nem okozott szignifikáns LINE-1 metiláció változást egészséges vastagbélszövetben 

(248,249). Azonban Pufulete és mtsai. enyhe pozitív korrelációt figyeltek meg a szérum 

folátszintje, illetve a DNS-metiláció mértéke között ép vastagbélszövetben (250), 

valamint korábbi tanulmányok alacsony folát elérhetőség és a globális DNS-
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hipometiláció közötti asszociációt írtak le egészséges humán vastagbélhám eredetű 

sejtvonalban (251), illetve limfocitákban (245,252). Munkacsoportunk által vastagbélrák 

sejtvonalakon (HT-29 és SW480) végzett folsav- és SAM-pótlás szignifikáns DNS-

metilációs, illetve transzkriptomikai változásokat eredményezett, továbbá befolyásolta a 

sejtek proliferációját, viabilitását, valamint genetikai stabilitását is (253,254). A 

fiziológiás mennyiségű folsavadás a HT-29 sejtek proliferációjának és viabilitásának 

növekedését eredményezte, a genom instabilitását pedig az alkalmazott fiziológiás, illetve 

szuprafiziológiás dózisban is csökkentette (253). Azonban a SAM-pótlás lassította 

mindkét sejtvonal proliferációját, illetve növelte a genetikai stabilitását, az SW480 

sejtekben jelentősebb mértékben (254). A két sejtvonalban megfigyelt eltérő eredmények 

mögött a sejtvonalak különböző genetikai háttere állhat (254). Mindkét kezelőszer 

használata során a várt metilációs folyamatok mellett demetilációt is detektáltunk, a 

metilálódott és demetilálódott CpG-helyek mennyisége körülbelül egyforma volt a két 

sejtvonal esetében (253,254). A génexpressziós eredmények közül kiemelendő, hogy a 

SAM-kezelés következtében számos olyan gén kifejeződése csökkent, amely szerepet 

játszik az EMT, a sejtmigráció és a metasztázis folyamatában, tehát a daganatok 

progressziójában (254).    

Habár a legfrissebb irodalmi adatok szerint a metildonor molekulák hiányának, 

illetve pótlásának hatása a DNS-metilációs szintre nem egyértelmű, PhD-munkám 

eredményei alapján a metildonorok hiánya negatív hatást gyakorolhat a globális DNS-

metiláció mértékére.  

6.2. Különböző metodikai faktorok globális DNS-metilációs mintázatra 

gyakorolt hatásának vizsgálata  

A LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás egy költséghatékony, megbízható (144,151), 

széles körben alkalmazott módszer a kutatásban (152–158), valamint a LINE-1 szakaszok 

metilációs szintje prognosztikai és diagnosztikai szempontból is jelentős információt 

hordoz (208,209,255), így különösen fontos a technika reprodukálhatóságának, illetve 

pontosságának növelése.  
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Aparicio és mtsai. által publikált tanulmány a LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás 

megbízhatóságát vizsgálta két mintagyűjtési időpont között vérplazmából, perifériás 

mononukleáris vérsejtekből, nyálból, valamint szájnyálkahártya sejtekből izolált DNS-

mintákban (151). Minden DNS-minta esetén két piroszekvenálási reakciót végeztek, 

illetve minden reakcióban egy mintából két technikai párhuzamost alkalmaztak. Nem 

tapasztaltak LINE-1 metilációs eltérést az időpontok között, valamint eredményeik 

alapján az egy futáson belül mért technikai párhuzamosok metilációja közötti szórás 

kisebbnek adódott a két külön futásban analizált párhuzamosok esetén detektáltakhoz 

képest (151). Irahara és mtsai. a LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás pontosságát FFPE 

CRC, NAT, valamint buffy coat mintákon elemezték, amelyek közül a CRC minták 

LINE-1 metilációját makro- és lézer-mikrodisszekció által gyűjtött biopsziákban is 

analizálták (162). Vizsgálatukban egy mintából hét biszulfitkonverziót, majd két 

biszulfitkonvertált DNS-mintából hét PCR reakciót végeztek el. Végső soron az 

amplikonokat piroszekvenálták. Mind a biszulfitkonverziós, mind a PCR reakciók 

összehasonlítása során érdekes módon a lézer-mikrodisszekció által nyert CRC minták 

szórása adódott a legnagyobbnak. Eredményeik alapján a makrodisszektált CRC, NAT, 

valamint buffy coat mintákban egy biszulfitkonverzió, egy PCR és piroszekvenálási 

reakció elvégzése megbízható eredményeket szolgál, azonban párhuzamos minták 

mérésével a pontosság növelhető volt (162).  

PhD-munkám ezen részében célunk a jelenlegi irodalmi adatok bővítése egy 

átfogó analízis készítésével, azon metodikai faktorok elemzéséről, amelyek hatást 

gyakorolhatnak a LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás által kapott globális DNS-metilációs 

eredményeinkre. Vizsgálatainkat vastagbélszöveti biopsziákon, illetve teljes vérből nyert 

buffy coat és skDNS-mintákon végeztük. A változók megválasztásakor a LINE-1 

biszulfit-piroszekvenálás kutatási, valamint esetleges klinikai célú felhasználása során 

felmerülő szempontokat vettük figyelembe. Doktori munkám során végzett 

vizsgálatokban elemeztük a Pyromark Q24 CpG LINE-1 esszé által mért három CpG-

pozíció szeparált, valamint átlagolt metilációs értékeit. Továbbá összevetettük a 

különböző mintavételezés által nyert, valamint eltérő technikával fixált szövetbiopsziák 

LINE-1 metilációját. Kíváncsiak voltunk a vastagbélszövet-mintákból izolált DNS 

fagyasztva tárolásának a metilációs szintre kifejtett hatására az első mérési 

eredményekhez képest. Analizáltuk az skDNS-t tartósító ágenseket tartalmazó vérvételi 
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cső (Roche) alkalmazásának következtében megfigyelhető LINE-1 metilációs eltéréseket 

K3EDTA vérvételi csövekhez hasonlítva, valamint a vérminták tárolási időtartamának, 

illetve hőmérsékletének hatását skDNS és buffy coat mintákban. Végezetül elemeztük az 

életkor előrehaladtával és a nemek szerint esetlegesen módosuló LINE-1 metiálciós 

szinteket.  

6.2.1. A LINE-1 szakaszok promóter régiójában található CpG-pozíciók metilációja 

 Első lépésként a Pyromark Q24 CpG LINE-1 kit által vizsgált CpG-pozíciók 

külön vett és átlagolt metilációs értékeit analizáltuk. Nem tumoros minták esetén a CpG 

1-es pozíció (CpG 328) szignifikánsan magasabb metilációs szinttel rendelkezett a CpG 

2 (CpG 321), a CpG 3 (CpG 318) és az átlagolt metilációs értékekhez képest is. Továbbá 

a legnagyobb mértékű változás (8,7%) a CpG 1 metilációjában volt detektálható a 

tumoros vs. nem tumoros minták összehasonlításában. Daganatos biopsziák elemzése 

során nem figyeltünk meg szignifikáns különbséget a vizsgált CpG-pozíciók metilációs 

értékei között. A LINE-1 promóter régió CpG-helyei eltérő metilációs státusszal 

rendelkeznek különböző ráktípusokban (149,256,257), valamint különböző mértékű, 

szelektív demetilációs nyomás alatt állnak (199). Ezen irodalmi adatok által 

eredményeinkből arra következtethetünk, hogy a CpG 1-es pozíció funkcionális szerepet 

tölthet be a kolorektális tumorok kialakulásában. Tehát érdemes elvégezni a CpG-helyek 

metilációjának szeparált elemzését, főként egy összehasonlító vizsgálat során. Mindezek 

mellett azonban PhD-munkám további analíziseiben nem tapasztaltuk a CpG 1 

metilációjának szignifikáns eltérését a tanulmányozott faktorok függvényében, ezért csak 

a három CpG-pozíció átlagolt metilációs értékeire koncentráltunk. 

6.2.2. Az eltérő mintagyűjtési technikák és a szövetminták fixálására alkalmazott 

különböző metodikák LINE-1 metilációra gyakorolt hatása 

Különböző mintagyűjtési eljárások elemzésekor műtétileg, illetve endoszkópos 

vizsgálatok során eltávolított tumoros és nem tumoros biopsziák LINE-1 metilációs 

értékeit vetettük össze. A műtétek során gyűjtött vastagbél-biopsziák LINE-1 metilációja 

mérsékelten alacsonyabb tartományban mozgott az endoszkópos mintákhoz képest. Ezen 

eredményünk összefüggésbe hozható a két mintatípus különböző sejtösszetételével, azaz 

a kolonoszkópia során gyűjtött minták arányaiban több epitéliális sejtet tartalmazhatnak, 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/r1SI+If7Z+IPYQ
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/X8iC
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mint a műtétek során eltávolított biopsziák. A vastagbél hámsejtjei magasabb globális 

DNS-metilációs szinttel rendelkeznek a mezenchimális és az izomsejtekhez viszonyítva  

(258). Mivel a CRC mintákban detektált szignifikánsan alacsonyabb globális DNS-

metilációt a CRC-NAT biopsziákhoz viszonyítva mindkét mintavételezési módszer 

esetén megfigyeltük, megállapítható, hogy a két analizált mintavételezési technika nem 

befolyásolja jelentősen a globális DNS-metilációs eredményeket. 

A vastagbélszövet minták fixálására alkalmazott különböző technikák vizsgálata 

során szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 metilációt tapasztaltunk FFPE minták esetén 

az FF biopsziákhoz képest. Érdekes módon, eredményeinkkel ellentétben az irodalmi 

adatok szerint az FFPE minták magasabb metilációs szinttel rendelkeztek a párosított FF 

mintákhoz hasonlítva, ugyanis a formalin által létrehozott keresztkötések 

megakadályozhatják bizonyos nem metilált citozinok konvertálódását a 

biszulfitkonverzió során (257,259). Azonban eredményeink magyarázataként szolgálhat, 

hogy a nem metilált és a metilált citozinok dezaminálódhatnak a formalinfixálás 

folyamata alatt (260), amely viszont csökkent DNS-metilációs szinthez vezethet. 

Továbbá kiemelendő, hogy elemzésünkben az FF mintákból izolált DNS esetén a 

tumoros vs. nem tumoros összehasonlításban megfigyelt szignifikáns globális DNS-

metilációcsökkenést nem detektáltuk az ugyanazon biológiai mintákból származó FFPE 

biopsziák összehasonlításakor. Amellett, hogy az irodalomban megtalálható az FFPE 

biopsziákban tapasztalt szignifikáns globális DNS-hipometiláció a rákos vs. egészséges 

minták összehasonlításban (192,261), utóbbi eredményünk felhívja a figyelmet arra, hogy 

a fixálás folyamata során bekövetkező kémiai módosítások a kísérlet eredményét 

jelentősen befolyásolhatják.  

6.2.3. Különböző tárolási kondíciók hatása a LINE-1 metilációra 

Különböző tárolási kondíciók analízise során vastagbélszöveti és vérmintákat is 

elemeztünk. Összehasonlító tanulmányok gyakran használnak hosszú távon tárolt 

mintákat, míg a rutin klinikai vizsgálatok inkább frissen gyűjtött mintákra épülnek. 

Szövetbiopsziák esetén az izolált DNS hosszú távú tárolásának hatására fókuszáltunk, 

míg vérminták analízisekor olyan szempontokra fektettünk hangsúlyt, amelyek a LINE-

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/NNmli
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/pr73O+If7Z
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/Mk4Mz
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/3eM5+ozJC
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1 metiláció potenciális klinikai felhasználása során kritikus jelentőséggel 

rendelkezhetnek.  

 A hosszú távú tárolás hatásának vizsgálata során a szövetmintákból izolált DNS 

mellett standrard DNS-kontrollok mérését is bevontuk az elemzésbe. A minták tárolását 

-20 °C-on végeztük két napon (rövid táv), illetve két éven (hosszú táv) keresztül. 

Analízisünk során a rövid távú tárolás nem eredményezett változást a LINE-1 

metilációban. Irahara és mtsai. ehhez hasonlóan nem tapasztaltak eltéréseket, viszont a 

párhuzamos minták mérésének fontosságát hangsúlyozzák a precizitás növelésének 

céljából (162). A DNS-minták két éven át történő tárolása esetén viszont szignifikánsan 

magasabb LINE-1 metilációt tapasztaltunk a kísérlet alapméréseihez képest. Érdekes 

módon egy frissen publikált tanulmány szerint vérmintákból izolált DNS -20 °C-on 

történő tárolása 18 hónapon keresztül a globális DNS-metiláció szignifikáns csökkenését 

eredményezte LC-MS/MS mérési technika alkalmazásával (262). A biszulfitkonvertált, 

nem metilált és metilált DNS-standardok analízise nem eredményezett szignifikáns 

metilációs eltérést a mérések sem rövid távú, sem hosszú távú ismétlése során. Ezen 

eredmények felvetik, hogy nem feltétlenül csak a minták tárolásának időtartama bírhat 

különös jelentőséggel, hanem a különböző gyártási időszakból beszerzett 

biszulfitkonverziós kitek alkalkmazása is. A DNS-standardok használata megoldást 

jelenthet a tárolás során bekövetkező LINE-1 metilációs eltérések detektálására, viszont 

a teljes mérési folyamat monitorozásának céljából konvertált minták mellett, nem 

konvertált kontroll DNS-ek alkalmazása is szükséges.  

 A tárolási kondíciók LINE-1 metilációra kifejtett hatásának tanulmányozása 

során következő lépésként frissen gyűjtött vérmintákat analizáltunk. Az alkalmazott 

gyűjtőcső típusának (standard K3EDTA és skDNS-t tartósító Roche), illetve a teljes vér 

tárolásának és tárolási hőmérsékletének LINE-1 metilációra gyakorolt hatását elemeztük 

buffy coat, valamint skDNS-mintákban.  

Roche csövekbe gyűjtött vérminták esetén szignifikánsan magasabb LINE-1 

metilációt találtunk az skDNS-frakcióban a konvencionális K3EDTA vérvételicsövekbe 

gyűjtött mintákhoz hasonlítva. Továbbá mérsékelt, de szignifikánsan alacsonyabb 

metilációs értékeket tapasztaltunk buffy coat mintákban a Roche vs. K3EDTA 

összehasonlítás során. Kutatócsoportunk egy korábbi tanulmányában szintén 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/sBrt
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/MqGm
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tartósítószert tartalmazó vérvételicsövek (Streck) metilációs mintázatra gyakorolt hatását 

vizsgáltuk skDNS-mintákban, amelyben szintén szignifikáns DNS-metilációs eltéréseket 

detektáltunk a Streck csövekben a K3EDTA vérvételi csövekhez képest (263). Bulla és 

mtsai. egy friss publikációval összhangban nem figyeltek meg metilációs változást 

fehérvérsejtekből izolált DNS-minták esetén a DNS tartósítására szolgáló ágensek 

alkalmazása során (186,264), azonban eredményeink és korábbi kutatások adatai alapján 

nem zárható ki ezen ágensek DNS-metilációt befolyásoló hatása (188,189,263). 

Eltérő tárolási kondíciók analízisében a különböző vérvételi csövekbe frissen 

gyűjtött vérmintákat szobahőmérsékleten, valamint 4 °C-on tároltuk 0, 3 és 6 órán 

keresztül.  A DNS-izolálás során párhuzamos buffy coat minták esetén 1, valamint 2 órán 

keresztül végeztük a sejtek lízisét. A tárolási változók LINE-1 metilációra gyakorolt 

hatását előző vizsgálatunkhoz hasonlóan buffy coat és skDNS mintákon elemeztük, 

azonban nem tapasztaltunk szignifikáns metilációs változást sem az skDNS, sem a buffy 

coatból izolált DNS mintákban. Shiwa és mtsai. eltérő globális DNS-metilációs 

mintázatot figyeltek meg Illumina Infinium Human Methylation 450 array 

alkalmazásával buffy coat frakcióban a vér 4 °C-on való 24 órás tárolásának 

következtében (265). Feltételezésük szerint a detektált különbség az idővel megváltozó 

sejtösszetételnek tulajdonítható. Egy további tanulmányban is a vérminták mind 

szobahőmérsékleten, mind 4 °C-on történő több napos tárolását követően szignifikáns 

DNS-metilációs csökkenést találtak fehérvérsejtekben (266). Továbbá skDNS-mintákban 

megfigyelt eredményeinkkel ellentétben, az EDTA vérvételi csövekbe gyűjtött vér 72 

órás tárolását követően szignifikánsan emelkedett globális DNS-metilációt tapasztaltak 

RRBS módszer használatával (267). Az irodalmi adatoktól eltérő eredményeink 

magyarázataként szolgálhat, hogy kutatásunk során rövidebb ideig tároltuk a mintákat a 

felsorolt tanulmányokban analizált időtartamokhoz képest. 

PhD-munkám során kapott eredményeink, illetve azok irodalmi adatokkal történő 

összevetése alapján fontosnak tartjuk egy összehasonlító vagy klinikai vizsgálat esetén a 

LINE-1 metilációs méréseket megelőző metodikai faktorok standardizálását, ugyanis a 

vérvételi csövekben található különböző kémiai ágensek, illetve az esetleges tárolás 

befolyásolhatja a kapott DNS-metilációs eredményeket.  

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/3A0Y
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/eoVS+1RX4
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/AuAT+xiYH+3A0Y
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/u3U6
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/XYen
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/lupD
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6.2.4. Az életkor és a nemek hatása a LINE-1 metilációra 

Az életkor és a LINE-1 metilációs szint összevetése során nem figyeltünk meg 

szignifikáns korrelációt, azonban szignifikánsan alacsonyabb metilációs szintet 

detektáltunk 40 évnél idősebb női páciensek esetén a 40 évnél fiatalabb női személyekhez 

viszonyítva. Egy korábbi tanulmány egészséges vastagbélszövet elemzése során szintén 

szignifikánsan alacsonyabb LINE-1 metilációt talált a minták legidősebb kvartilise esetén 

a legfiatalabbhoz képest, viszont a teljes mintaszett összevetésekor nem tapasztaltak 

szignifikáns metilációs eltérést (228).  

A nemek LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának analízise során nem 

detektáltunk metilációs különbséget, ami összhangban áll egy korábbi kutatás 

vastagbélszöveten végzett elemzésének eredményeivel (268). El-Maarri és mtsai. 

azonban szignifikánsan magasabb LINE-1 metilációt írtak le férfiaktól gyűjtött vérminták 

esetén női páciensekhez hasonlítva (269). 

Összességében elmondható, hogy a kutatásunk során megfigyelhető, valamint a 

korábban közölt eredmények alapján az életkor LINE-1 metilációra gyakorolt hatása, 

illetve a nemek között esetlegesen detektálható metilációs különbségek indokolttá teszik 

a kutatás során kapott eredmények kor- és nemfüggőségének ellenőrzését.  

6.3. Legfőbb új megállapítások 

1. A kolorektális ép-adenóma-karcinóma szekvencia mentén tapasztalt globális DNS-

hipometiláció mellett szintén szignifikáns DNS-metilációcsökkenést figyeltünk meg a 

tumoros vs. IBD összehasonlításban is LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás alkalmazásával. 

Azonban nem detektáltunk eltérést a globális DNS-metilációs mintázatban gyulladásos 

bélbetegségben szenvedő páciensektől gyűjtött szöveti biopsziák esetén az ép mintákhoz 

viszonyítva.  

2. Szignifikáns globális DNS-hipometilációt tapasztaltunk LINE-1 biszulfit-

piroszekvenálással vastagbéltumoros személyek vérplazmájából izolált szabad DNS 

frakcióban az egészséges személyekhez képest, amelyek közül kiemelendő, hogy 

adenóma stádiummal rendelkező páciensektől gyűjtött plazmamintákban is sikerült 

https://paperpile.com/c/VD6Y6F/pU0d
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/OWPG
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/0KR6


 84 

kimutatnunk szignifikáns LINE-1 hipometilációt. Gyulladásos bélbetegségben szenvedő 

betegek mintái nem mutattak globális DNS-metilációs változást.  

3. Szignifikánsan csökkenő in situ folsav- és SAM-szintet detektáltunk a kolorektális ép-

adenóma-karcinóma szekvencia mentén immunhisztokémia módszerrel, a folátreceptor β 

mRNS- és fehérjeexpressziójának, illetve a globális DNS-metiláció szintjének 

csökkenésével összhangban.  

4. A Pyromark Q24 CpG LINE-1 kit által vizsgált CpG-helyek közül a CpG 1-es pozíció 

(CpG 328) szignifikánsan magasabb metilációs szinttel rendelkezett a CpG 2 (CpG 321), 

a CpG 3 (CpG 318) és az átlagolt metilációs értékekhez képest nem tumoros 

vastagbélszövet, valamint egészséges, vastagbéltumoros személyektől és gyulladásos 

bélbetegségben szenvedő páciensektől gyűjtött buffy coat mintákban. Kolorektális 

adenómás, valamint karcinómás személyek vastagbél-biopsziáiban nem tapasztaltunk 

jelentős metilációs különbséget a CpG-pozíciók között.  

5. Különböző mintavételezési technikák vizsgálata során nem detektáltunk szignifikáns 

LINE-1 metilációs eltéréseket az endoszkópos és a műtéti minták között. A friss-

fagyasztás, valamint formalin általi fixálás összehasonlításakor szignifikánsan 

alacsonyabb LINE-1 metilációt figyeltünk meg az FFPE mintákban az FF biopsziákhoz 

képest. Továbbá az FF mintákban tumoros vs. nem tumoros összehasonlítás során mért 

szignifikáns globális DNS-hipometiláció nem volt detektálható FFPE minták esetén.  

6. Vastagbélszövetből izolált DNS hosszú távú (2 év) tárolása után végzett LINE-1 

biszulfit-piroszekvenálás eredményei szignifikánsan magasabbnak adódtak az első 

mérési ponthoz hasonlítva, míg a konvertált DNS-standardok vizsgálata nem mutatott 

LINE-1 metiláció változást. Tehát a hosszú távú tárolás, illetve a különböző gyártási 

ciklusban beszerzett biszulfitkonverziós kitek alkalmazása torzíthatják a LINE-1 

metilációs eredményeket. 

7. A sejten kívüli szabad DNS tartósítására szolgáló ágenst tartalmazó vérvételi cső 

(Roche) alkalmazásakor szignifikánsan magasabb LINE-1 metilációt tapasztaltunk 

skDNS és szignifikánsan alacsonyabb metilációt detektáltunk buffy coat mintákban a 

konvencionális K3EDTA vérvételi csövekhez képest. 
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8. Az életkor globális DNS-metilációs szintre gyakorolt hatásának vizsgálata során 

szignifikáns LINE hipometilációt figyeltünk meg 40 évnél idősebb nők esetén a 40 évnél 

fiatalabbakhoz viszonyítva. 
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7. Következtetések 

 PhD-munkám középpontjában a vastagbéldaganatok kialakulásának egy korai 

molekuláris eseménye, a globális DNS-hipometiláció jelensége áll, amely többek között 

a mobilis genetikai elemek reaktivációjához és a kromoszomális instabilitás létrejöttéhez 

vezethet. Munkánk során célunk volt a genomszintű DNS-metilációs eltérések vizsgálata 

egészséges személyek, valamint kolorektális adenómás, karcinómás és gyulladásos 

bélbetegségben szenvedő betegek vastagbélszöveti és vérmintáiban LINE-1 biszulfit-

piroszekvenálással. Globális DNS-hipometilációt figyeltünk meg vastagbéldaganatos 

betegektől nyert szövet- és skDNS-mintákban az ép mintákhoz képest. Az IBD vs. N 

összehasonlításban nem tapasztaltunk globális DNS-metilációs különbséget. 

Plazmaminták esetén kiemelendő, hogy már rákmegelőző adenóma állapotban is 

szignifikánsan alacsonyabb globális DNS-metilációs szintet mutattunk ki a nem tumoros 

mintákhoz hasonlítva. Az AD és CRC esetekre specifikus LINE-1 metilációs határérték 

meghatározását nehezíti, hogy a globális DNS-hipometiláció több ráktípusra is jellemző, 

továbbá, hogy a tumoros csoportok LINE-1 metilációs értékei relatív nagy szórással 

rendelkeznek. Azonban egy lineáris vizsgálat során ugyanazon személytől gyűjtött 

vérmintákban mért LINE-1 metilációváltozás olyan minimálisan invazív monitorozási 

módszer alapjaként szolgálhat, amely hozzájárulhat az AD, valamint a CRC 

kialakulásának, továbbá a CRC progressziójának vagy remissziójának detektálásához.  

Ezen analíziseinket követően arra a kérdésre kerestük a választ, hogy a globális 

DNS-hipometiláció kialakulásának hátterében milyen molekuláris folyamatok állhatnak. 

A DNS-metilációhoz köthető gének transzkriptomikai vizsgálatában szignifikáns 

változást mutató eredményeink főként az 1C ciklus génjeit érintették, amelyek fokozott 

kifejeződésére az irodalom alapján a folyamatosan osztódó sejtek megnövekedett 

nukleotidigénye szolgálhat magyarázatul.  Ez a jelenség összefüggésben állhat a 

tumorprogresszió során megfigyelt DNS-hipometilációval, amennyiben a folsavat a 

daganatos sejtek inkább DNS-szintézisre, mint DNS-metilációra fordítják. Az MTHFR 

gén frekventált mutációi és a globális DNS-metilációs változás közötti összefüggés 

analízisében kapott eredmények egyéb szabályozó mechanizmus jelentőségét vetették fel 

CRC esetén. Ettől eltérően a heterozigóta AD mintákban tapasztalt hipometiláció 

összhangban volt az MTHFR aktivitáscsökkenésével potenciálisan járó alacsonyabb 
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SAM-szinttel. A metildonor molekulák in situ elérhetőségének elemzése során csökkent 

folsav- és SAM-mennyiséget figyeltünk meg a vastagbéltumoros mintákban az épekhez 

képest, ami összefüggésben állhat a detektált FOLR2 alulexpresszióval. Eredményeink és 

az irodalmi adatok alapján a folsav és a SAM nem megfelelő szintű mennyisége 

hozzájárulhat a globális DNS-hipometiláció létrejöttéhez, ezáltal a daganatok 

kialakulásához. 

 Kutatásunk második részében a LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás eredményeit 

befolyásoló metodikai tényezőket tanulmányoztuk vastagbélszövet- és vérmintákban. 

Analíziseinkből, illetve irodalmi adatok alapján arra következtethetünk, hogy a LINE-1 

promóterben elhelyezkedő CpG 1-es pozíció metilációja esetleges biológiai funkcióval 

rendelkezhet a vastagbéldaganatok kialakulása során. Továbbá megfigyeléseink szerint a 

kísérletek reprodukálhatósága miatt esszenciális a minták azonos módon történő gyűjtése, 

illetve fixálása, valamint megfontolandó a biopsziák friss-fagyasztására való törekvés 

formalinfixálás helyett, ugyanis a formalin használata szignifikáns mértékben 

módosíthatja a LINE-1 biszulfit-piroszekvenálással mért metilációs eredményeket. 

Mindezek mellett megállapítottuk, hogy fontos lehet a kísérletek során használt kitek egy 

gyártási időszakban való beszerzése, illetve biszulfitkonvertált és nem konvertált DNS-

standardok bevonása is a mérési folyamatok monitorozásának céljából. A LINE-1 

biszulfit-piroszekvenálás esetleges klinikai felhasználása esetén a metodikai 

körülmények standardizálása szintén kritikus jelentőséggel bír, különösen egy 

többközpontú mintagyűjtés esetén. Eredményeink, valamint a szakirodalomban leírtak 

alapján is elengedhetetlen az egy összehasonlításba tartozó vérminták ugyanolyan típusú 

vérvételi csőbe történő gyűjtése és azonos protokoll szerinti tárolása. Végezetül, annak 

ellenére, hogy a vizsgált személyek életkora és a LINE-1 metilációs szint között nem 

tapasztaltunk korrelációt, és a páciensek nemétől függően nem figyeltünk meg 

szignifikáns metilációs eltérést, az életkor nők esetén detektált LINE-1 metilációra 

gyakorolt szignifikáns hatása, illetve az irodalmi adatok kapcsán fontosnak tartjuk ezen 

befolyásoló faktorok mérlegelését is. Összességében megállapítható, hogy a kritikus 

szempontok figyelembevételével a LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás egy megbízhatóan 

alkalmazható globális DNS-metiláció becslési módszer. 
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8. Összefoglalás 

A kolorektális tumorok kialakulása során korai epigenetikai hajtóerő a globális 

DNS-hipometiláció, amely hozzájárul a kromoszomális instabilitás létrejöttéhez. Ez 

ösztönzött bennünket az egészséges, kolorektális adenómás és karcinómás, valamint 

gyulladásos bélbetegségben szenvedő páciensektől gyűjtött vastagbélszöveti és 

plazmaminták globális DNS-metilációs mintázatának vizsgálatára, valamint a folyamat 

hátterében álló lehetséges molekuláris változások elemzésére. Szignifikánsan 

alacsonyabb DNS-metilációt tapasztaltunk az adenómás, illetve a rákos személyektől 

gyűjtött szövet- és plazmamintákban az egészséges, valamint a gyulladásos 

bélbetegségben szenvedő páciensek mintáihoz képest. Ezen eredményeink - 

különösképpen a már adenóma stádiumban detektált globális DNS-hipometiláció - 

ígéretesek lehetnek egy a LINE-1 metiláció mérésén alapú módszer fejlesztése esetén, 

amely vastagbéldaganatos betegek szűréséhez, továbbá klinikai utánkövetéséhez is 

hozzájárulhat. Emellett a transzkriptomikai, valamint anyagcsereszinten elvégzett 

elemzéseink alapján feltételezhetjük, hogy a metildonor molekulák - azaz a folsav és a 

SAM - csökkent mennyisége vastagbéltumorokban összefüggésben állhat a globális 

DNS-hipometiláció kialakulásával. A LINE-1 biszulfit-piroszekvenálás elterjedten 

alkalmazott globális DNS-metiláció becslési módszer, amely reprodukálhatóságának 

növelése nagy jelentőséggel bír. Összehasonlító analíziseink eredményei szerint 

kiemelten fontos a biopsziák azonos módon történő gyűjtése, fixálása, valamint az egyező 

gyártási időszakban beszerzett reagensek alkalmazása. Vérminták vizsgálatakor kruciális 

az azonos vérvételi csövek alkalmazása, ugyanis a DNS-tartósító ágensek módosíthatják 

a DNS-metilációs eredményeket. Továbbá kiemelendő a vérminták ugyanolyan módon 

történő tárolása, illetve mielőbbi feldolgozása. Végezetül biszulfitkonvertált és nem 

konvertált DNS-standardok alkalmazása segítheti a LINE-1 piroszekvenálás 

precizitásának követését. Összességében elmondható, hogy eredményeink olyan 

ismeretekkel bővítették a globális DNS-hipometilációról szóló tudományos 

szakirodalmat, amelyek hozzájárulhatnak a vastagbéltumorok, így a már rákmegelőző 

adenóma állapotok kialakulásának megértéséhez, valamint a daganatok hatékony 

szűréséhez és a vastagbélrákos páciensek utánkövetéséhez. 
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9. Summary 

The reduction of genome-wide DNA methylation is an early molecular driving 

force during colorectal cancer development contributing to chromosomal instability. 

Hence, we aimed to analyze the global DNA methylation pattern in colorectal tissue and 

plasma samples of healthy subjects, and patients with colorectal adenoma, carcinoma, 

and inflammatory bowel disease by LINE-1 bisulfite pyrosequencing. Our additional aim 

was to investigate the possible molecular changes behind this process. Significant 

genome-wide DNA hypomethylation was found in tissue and plasma samples collected 

from patients with colorectal adenomas and carcinomas compared to the healthy controls 

and cases with inflammatory bowel disease. Our results - especially significant global 

DNA hypomethylation detected in adenoma stages - may serve crucial information for 

the development of LINE-1 methylation-based method to screen and monitor tumorous 

patients. Moreover, our multilevel analysis about the background of global DNA 

hypomethylation development can imply that the reduced availability of folic acid and 

SAM molecules can contribute to global DNA hypomethylation. LINE-1 bisulfite-

pyrosequencing is a widely used method for global DNA methylation estimation. Hence, 

to improve the reproducibility of this technique is of great importance. According to the 

results of our comparative studies, it is important to apply the same collection and fixation 

methods, as well as to use kits obtained during the same production period. In the case of 

blood samples, the application of the same type of collection tubes is essential as DNA 

preservation agents can modify DNA-methylation values. Furthermore, it is highlighted 

to store the blood samples in the same way, and process them as soon as possible after 

the collection. Finally, the application of bisulfite-converted and unconverted DNA 

standards is also recommended to monitor the precision of LINE-1 bisulfite-

pyrosequencing measurements. In conclusion, our results have expanded the scientific 

knowledge about global DNA hypomethylation, which contributes to the better 

understanding of precancerous lesion formation and the development of a tumor-specific 

screening and monitoring approach based on LINE-1 hypomethylation.   
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13.  Függelék 

F1/A. Táblázat Kutatásunkba bevont egészséges páciensektől gyűjtött szövetminták 

átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és demográfiai 

jellemzők alapján. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, N: egészséges, HE: heterozigóta, 

MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolát-reduktáz, WT: vad típus. 

Változók 

N szövet 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 38 80,0 3,1 76,8 2,1 75,8 2,2 77,5 1,7 

>65 7 80,2 2,4 76,9 2,8 75,1 2,9 77,4 1,7 

Nem 
nő 30 80,1 2,9 76,4* 2,0 77,2 2,5 77,2 1,6 

férfi 15 79,9 3,2 77,8 2,3 76,4 1,8 78,0 1,7 

MTHFR 

C677T 

WT 11 79,5 3,4 75,3 1,5 74,7 2,8 76,5 1,7 

HE 12 78,7 3,3 76,1 2,3 76,5 2,1 76,9 1,7 

MTHFR 

A1298C 

WT 16 79,7 3,9 76,2 2,4 75,9 2,4 77,1 1,9 

HE 7 78,4 1,5 75,7 1,3 75,1 3,3 76,4 1,5 

F1/B. Táblázat Kutatásunkba bevont egészséges páciensektől gyűjtött buffy coat minták 

átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és demográfiai 

jellemzők alapján. N: egészséges. 

Változók 

N buffy coat 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 14 84,7 2,8 77,2 1,9 75,8 2,0 79,2 1,7 

>65 1# - - - - - - - - 

Nem 
nő 14 84,6 2,8 77,3 1,9 75,9 2,0 79,3 1,7 

férfi 1# - - - - - - - - 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F1/C. Táblázat Kutatásunkba bevont egészséges páciensektől gyűjtött plazmaminták 

átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és demográfiai 

jellemzők alapján. N: egészséges. 

Változók 
N plazma 

n Metilációs szint ± SD (%) 
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CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 10 85,8 4,0 80,6 1,8 79,6 3,0 82,0 2,0 

>65 - - - - - - - - - 

Nem 
nő 5 84,4 3,8 80,4 2,5 78,7 2,7 81,1 1,9 

férfi 5 87,2 4,1 80,8 0,7 80,6 3,3 82,9 1,8 

F2/A. Táblázat Kutatásunkba bevont vastagbél-adenómás páciensektől gyűjtött 

szövetminták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és 

demográfiai jellemzők alapján. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, ** p≤0,01, AD: 

kolorektális adenóma, FF: friss-fagyasztott, FFPE: formalinfixált, paraffinba ágyazott, 

HE: heterozigóta, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolát-reduktáz, TA: tubuláris, TVA: 

tubulovillózus, WT: vad típus. 

Változók 

AD szövet 

FF FFPE 

n 

Metilációs szint ± SD (%) 

n CpG

1 
SD 

CpG

2 
SD 

CpG

3 
SD Átl. SD 

Kor 
≤65 15 73,9 7,2 73,1 3,5 72,1 3,6 73,0 4,4 13 

>65 22 72,3 7,4 72,5 3,0 72,4 4,6 72,4 4,5 7 

Nem 
nő 15 70,3 6,6 71,0* 2,8 70,0* 4,0 

70,4

* 
4,2 11 

férfi 22 74,8 7,2 73,9 2,9 73,8 3,6 74,2 4,0 9 

Szövettani 

típusok 

TA 25 74,9* 6,4 73,3 3,4 73,0 4,0 
73,7

* 
4,1 8 

TVA 9 67,9 7,9 71,5 2,6 70,1 4,1 70,7 3,9 11 

mindkettő 3 71,9 6,7 72,0 2,7 72,7 5,7 69,8 6,2 - 

N/A - - - - - - - - - 1 

Méret 

<10 mm 16 
77,6*

* 
4,6 

73,8*

* 
3,0 

73,7*

* 
3,0 

75,0

** 
3,1 8 

≥10 mm 7 65,9 6,8 69,9 1,8 68,0 3,3 67,9 3,7 1 

mindkettő 11 71,6 6,6 73,6 3,5 73,3 4,7 72,8 4,4 4 

N/A 3 69,6 7,9 71,0 0,1 70,9 3,2 70,4 3,6 7 

Szám 

1 9 71,1 7,2 70,8* 1,9 70,7 3,5 70,9 4,0 3 

≥2 26 73,7 7,3 73,6 3,4 72,8 4,4 73,4 4,6 16 

N/A 2# - - - - - - - - 1 

MTHFR 

C677T 

WT 16 74,8 6,0 73,7 3,5 73,1 3,9 
73,9

* 
4,1 

- 

HE 12 70,4 7,9 71,5 2,4 70,5 4,3 70,9 4,4 - 

MTHFR 

A1298C 

WT 17 75,2 6,7 74,1* 3,3 73,9* 3,4 
74,4

* 
4,0 

- 

HE 10 70,2 7,8 71,2 2,8 69,5 4,5 70,3 4,6 - 
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AD-NAT szövet 

Kor 
≤65 8 77,5* 2,7 75,3 1,8 73,7 1,6 75,4 1,2 13 

>65 15 80,9 3,7 74,7 2,4 73,4 2,7 76,3 2,4 7 

Nem 
nő 12 80,9 2,9 74,9 2,4 73,4 2,8 76,3 2,2 11 

férfi 11 78,4 4,2 74,9 2,1 73,6 1,8 75,6 2,1 9 

Szövettani 

típusok 

TA 16 79,4 3,8 75,0 2,2 73,2 2,2 75,8 2,0 8 

TVA 5 80,6 3,5 74,7 0,9 74,5 2,6 76,7 1,8 11 

mindkettő 2# - - - - - - - - - 

N/A - - - - - - - - - 1 

Méret 

<10 mm 14 79,3 4,3 74,3 2,0 73,0 2,1 75,5 2,2 8 

≥10 mm 4 81,2 2,0 74,4 0,8 74,9 3,1 76,9 1,7 1 

mindkettő 5 79,6 3,0 76,9 2,4 73,8 2,5 76,6 2,1 4 

N/A - - - - - - - - - 7 

Szám 

1 5 79,8 2,7 74,0 1,3 73,1 3,5 75,7 2,1 3 

≥2 18 79,7 4,0 75,1 2,3 73,6 2,0 76,1 2,2 16 

N/A - - - - - - - - - 1 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F2/B. Táblázat Kutatásunkba bevont vastagbél-adenómás páciensektől gyűjtött buffy 

coat minták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és 

demográfiai jellemzők alapján. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, AD: kolorektális 

adenóma. TA: tubuláris, TVA: tubulovillózus 

Változók 

AD buffy coat 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 4 80,9* 1,1 75,4 0,7 75,7 1,4 77,3 0,7 

>65 6 84,4 3,0 75,8 1,5 75,2 3,1 78,5 1,7 

Nem 
nő 6 82,7 2,5 75,0 0,5 74,7 1,9 77,5 0,8 

férfi 4 83,5 3,9 76,5 1,5 76,5 3,1 78,8 2,0 

Szövettani 

típusok 

TA 7 83,6 3,0 75,2 0,5 74,6 1,7 77,9 0,9 

TVA 2# - - - - - - - - 

mindkettő 1# - - - - - - - - 

Méret 

<10 mm 6 84,5 2,9 75,7 1,5 75,0 3,1 78,4 1,7 

≥10 mm 1# - - - - - - - - 

mindkettő 3 80,9 1,3 75,7 0,6 76,6 0,6 77,8 0,4 

Szám 
1 2# - - - - - - - - 

≥2 8 83,4 3,2 75,8 1,2 75,6 2,8 78,3 1,5 
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#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F2/C. Táblázat Kutatásunkba bevont vastagbél-adenómás páciensektől gyűjtött 

plazmaminták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és 

demográfiai jellemzők alapján. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, AD: kolorektális 

adenóma. 

Változók 

AD plazma 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 6 83,0 4,1 78,6 1,5 78,1 1,4 79,7 1,2 

>65 8 83,7 3,9 78,9 3,0 76,4 1,9 80,1 2,1 

Nem 
nő 10 82,8 3,1 77,8* 2,0 77,1 2,1 79,4* 1,4 

férfi 4 84,9 5,5 81,1 1,5 77,1 1,0 81,5 1,8 

Szövettani 

típusok 

TA 6 82,7 3,7 79,8 2,4 76,2 1,6 80,0 1,4 

TVA 6 83,4 3,9 78,1 2,4 77,7 2,1 79,7 2,2 

mindkettő 2# - - - - - - - - 

Méret 

<10 mm 3 79,7* 1,6 79,3 2,4 77,5 3,1 78,9 0,9 

≥10 mm 5 86,0 2,7 78,3 3,0 76,5 1,9 80,5 2,4 

mindkettő 6 83,1 4,0 78,9 2,2 77,4 1,1 80,1 1,4 

Szám 

1,0 6 84,6 4,1 78,9 3,1 76,1 2,0 80,1 2,4 

≥2 8 82,7 3,8 78,9 2,0 77,7 1,3 80,0 1,3 

N/A 1# - - - - - - - - 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F3/A. Táblázat Kutatásunkba bevont vastagbélrákban szenvedő páciensektől gyűjtött 

endoszkópos szövetminták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása 

klinikopatológiai és demográfiai jellemzők alapján. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, 

CRC: kolorektális karcinóma, FF: friss-fagyasztott, FFPE: formalinfixált, paraffinba 

ágyazott, HE: heterozigóta, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolát-reduktáz, WT: 

vadtípus. 

Változók 

CRC szövet 

FF FFPE 

n 

Metilációs szint ± SD (%) 

n CpG

1 
SD 

CpG

2 
SD 

CpG

3 
SD Átl. SD 
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Kor 
≤65 10 70,4 8,9 72,3 2,9 70,3 4,1 71,0* 4,9 10 

>65 28 67,9 12,0 70,4 6,6 68,0 8,1 69,1 8,4 10 

Nem 
nő 13 70,5 11,8 71,3 6,8 69,7 7,4 70,5 8,3 10 

férfi 25 67,6 10,9 70,8 5,4 68,1 7,2 69,2 7,4 10 

Stádium 

(Astler-

Coller által 

módosított 

Dukes) 

korai 

(A+B) 
13 67,1 15,3 68,6 8,1 65,6 9,2 71,8 5,1 9 

késői 

(C+D) 
23 70,1 8,3 72,3 3,8 70,4 5,5 68,1 8,5 8 

N/A 2# - - - - -  - - 3 

Lokalizáció 
kolon 26 67,2 11,1 70,6 5,8 68,3 7,9 69,1 7,8 10 

rektum 12 71,4 11,3 71,6 6,2 69,5 5,9 70,8 7,4 10 

Nyirok-

csomó-áttét 

0 13 69,6 14,0 69,4 8,2 67,2 9,2 72,0 4,9 9 

≥1 14 70,6 8,3 72,6 4,2 70,3 6,3 66,8 9,6 6 

N/A 11 64,8 10,4 70,8 3,7 68,5 5,5 70,4 6,7 5 

Távoli áttét 

0 16 70,1 12,7 70,0 7,5 67,7 8,4 69,2 9,3 16 

távoli 14 69,5 10,0 72,3 4,2 69,2 5,9 70,9 6,0 4 

N/A 8 63,4 10,2 71,0 4,7 69,9 7,8 67,5 6,8 - 

MTHFR 

C677T 

WT 20 68,7 12,7 69,9 7,1 67,4 8,7 68,7 9,1 - 

HE 14 71,7 7,5 73,4 2,3 71,4 4,4 72,1 4,3 - 

MTHFR 

A1298C 

WT 11 69,2 11,7 70,1 6,8 67,9 10,0 69,1 9,0 - 

HE 19 70,0 10,4 71,6 5,1 68,9 5,8 70,2 6,7 - 

CRC-NAT szövet 

Kor 
≤65 8 79,3 3,8 74,3* 2,7 73,9* 3,1 75,8 2,4 10 

>65 17 79,2 3,7 75,3 1,7 75,0 2,4 76,4 1,8 10 

Nem 
nő 8 79,1 4,8 75,0 2,5 74,2 2,1 76,1 1,9 10 

férfi 17 79,3 3,1 75,0 2,0 74,9 2,9 76,2 2,1 10 

Stádium 

(Astler-

Coller által 

módosított 

Dukes) 

korai 

(A+B) 
9 78,0 4,0 74,8 2,3 74,7 2,7 75,8 1,9 9 

késői 

(C+D) 
15 79,6 3,2 75,0 2,1 74,4 2,6 76,1 1,7 8 

N/A 1# - - - - - - - - 3 

Lokalizáció 
kolon 16 79,4 4,0 75,1 2,3 74,3 3,0 76,1 2,2 10 

rektum 9 78,9 3,2 74,8 1,8 75,2 1,8 76,3 1,7 10 

Nyirok-

csomó-áttét 

0 8 78,4 4,1 75,1 2,2 74,8 2,9 76,1 1,8 9 

≥1 14 79,7 3,3 75,0 2,2 74,4 2,7 76,2 1,8 6 

N/A 3 79,3 5,2 74,6 2,3 74,6 2,3 76,8 3,7 5 

Távoli áttét 

0 11 78,4 3,5 74,4 2,3 74,3 2,7 75,7 1,8 16 

Távoli 10 80,0 3,5 75,7 1,8 74,7 2,8 76,4 1,7 4 

N/A 4 79,3 5,2 74,6 2,3 75,5 2,5 77,1 3,1 - 
#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 
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F3/B. Táblázat Kutatásunkba bevont vastagbélrákban szenvedő páciensektől gyűjtött 

műtéti szövetminták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai 

és demográfiai jellemzők alapján. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, ** p≤0,01, CRC: 

kolorektális karcinóma. 

Változók 

CRC szövet 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 5 67,7 11,9 69,6 5,4 69,2 5,4 68,8 7,1 

>65 16 65,9 10,6 69,0 5,4 67,5 7,8 67,5 7,5 

Nem 
nő 7 60,7 8,7 66,3 6,1 65,2 8,1 64,1 7,2 

nérfi 14 69,1 10,7 70,6 4,3 69,3 6,6 69,7 6,8 

Stádium 

(Astler-Coller 

által 

módosított 

Dukes) 

korai 

(A+B) 
10 63,9 9,2 68,3 6,6 67,4 8,5 66,5 7,8 

késői 

(C+D) 
11 68,5 11,8 69,9 3,8 68,4 6,2 69,0 7,0 

Lokalizáció 
kolon 15 67,5 10,9 70,3 3,8 69,7 6,0 69,2 6,5 

rektum 6 63,3 10,4 66,1 7,3 63,6 8,8 64,3 8,6 

Nyirokcsomó

-áttét 

0 10 63,9 9,2 68,3 6,6 67,4 8,5 66,5 7,8 

≥1 11 68,5 11,8 69,9 3,8 68,4 6,2 69,0 7,0 

N/A - - - - - - - - - 

Távoli áttét 

0 16 68,4 10,4 69,9 5,8 69,4 7,5 69,2 7,5 

Távoli 4 63,6 12,1 68,3 3,2 67,0 4,7 66,3 6,6 

N/A 2# - - - - - - - - 

CRC-NAT szövet 

Kor 
≤65 4 75,5* 4,7 74,4 2,2 72,8 2,8 74,2 2,8 

>65 16 78,5 4,5 73,6 2,0 73,2 2,6 75,1 2,7 

Nem 
nő 7 75,3* 3,3 73,0 1,2 72,6 2,5 73,6 2,2 

férfi 13 79,3 4,7 74,2 2,3 73,4 2,7 75,6 2,7 

Stádium 

(Astler-Coller 

által 

módosított 

Dukes) 

korai 

(A+B) 
9 76,3 3,0 73,5 1,8 72,3 2,0 74,0 1,8 

késői 

(C+D) 
11 79,2 5,4 74,1 2,2 73,8 2,9 75,7 3,1 

Lokalizáció 
kolon 14 76,7 3,2 73,6 1,6 72,5 2,0 74,3 1,8 

rektum 6 80,5 6,5 74,2 2,9 74,7 3,4 76,5 3,8 

Nyirokcsomó

-áttét 

0 9 76,3 3,0 73,5 1,8 72,3 2,0 74,0 1,8 

≥1 11 79,2 5,4 74,1 2,2 73,8 2,9 75,7 3,1 

Távoli áttét 

0 14 77,5 4,5 73,9 2,2 72,8 2,7 74,7 2,8 

Távoli 4 79,1 4,1 74,5 0,3 74,3 0,7 76,0 1,4 

N/A 2# - - - - - - - - 
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#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F3/C. Táblázat Kutatásunkba bevont vastagbélrákban szenvedő páciensektől gyűjtött 

buffy coat minták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és 

demográfiai jellemzők alapján. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, CRC: kolorektális 

karcinóma. 

Változók 

CRC buffy coat 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 4 85,0 2,3 76,1 1,2 74,2* 0,8 78,4 1,1 

>65 6 85,5 2,3 76,7 1,2 76,7 1,5 79,7 1,3 

Nem 
nő 2# - - - - - - - - 

férfi 8 85,1 2,3 76,4 1,0 75,5 1,6 79,0 1,1 

Stádium 

(Astler-Coller 

által 

módosított 

Dukes) 

korai 

(A+B) 
3 84,9 2,5 76,9 1,7 77,4* 1,7 79,7 1,6 

késői 

(C+D) 
7 85,5 2,2 76,2 1,0 75,0 1,3 75,0 1,3 

Lokalizáció 
kolon 1# - - - - - - - - 

rektum 6 85,3 2,3 76,5 1,3 76,2 1,9 79,3 1,5 

Nyirokcsomó

-áttét 

0 2# - - - - - - - - 

≥1 3 84,5 1,5 76,1 0,7 74,4 0,8 78,4 1,0 

N/A 5 85,9 2,4 76,1 1,3 75,5 1,3 79,2 1,2 

Távoli áttét 

0 4 84,4 2,2 76,8 1,4 76,2 2,6 79,1 1,8 

Távoli 5 86,2 2,2 76,5 1,1 75,4 1,3 79,4 1,1 

N/A 1# - - - - - - - - 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F3/D. Táblázat Kutatásunkba bevont vastagbélrákban szenvedő páciensektől gyűjtött 

plazmaminták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása klinikopatológiai és 

demográfiai jellemzők alapján. CRC: kolorektális karcinóma. 

Változók 

CRC plazma 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 5 85,1 3,6 78,3 1,5 76,5 1,6 80,0 1,8 

>65 8 85,8 3,0 77,7 1,6 76,9 1,2 79,8 0,9 

Nem nő 7 86,2 3,6 77,7 1,8 76,4 1,2 79,7 1,4 



 133 

férfi 6 84,7 2,6 78,2 1,3 77,2 1,3 80,0 1,1 

Stádium 

(Astler-Coller 

által 

módosított 

Dukes) 

korai 

(A+B) 
2# - - - - - - - - 

késői 

(C+D) 
11 85,2 2,9 77,6 1,5 76,8 1,4 79,9 1,4 

Lokáció 

kolon 9 85,5 3,0 77,8 1,5 77,1 1,2 79,8 0,8 

rektum 2# - - - - - - - - 

N/A 2# - - - - - - - - 

Nyirokcsomó

-áttét 

0 1# - - - - - - - - 

≥1 9 85,7 3,3 77,7 1,6 76,6 1,5 79,6 1,2 

N/A 3 85,7 3,7 78,3 1,6 77,5 0,4 80,5 1,7 

Távoli áttét 

0 1# - - - - - - - - 

Távoli 6 84,1 2,8 76,9 1,3 76,4 1,7 79,1 1,3 

N/A 6 87,3 2,9 78,7 2,9 77,1 0,8 80,6 0,9 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F4/A. Táblázat Kutatásunkba bevont gyulladásos bélbetegségben szenvedő páciensektől 

gyűjtött szövetminták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása 

klinikopatológiai és demográfiai jellemzők alapján. IBD: gyulladásos bélbetegség. 

Változók 

IBD szövet 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 14 79,8 2,1 75,8 2,4 75,6 2,9 77,1 2,0 

>65 1# - - - - - - - - 

Nem 
nő 7 78,6 2,2 75,0 2,5 75,3 2,9 76,3 2,0 

férfi 8 80,6 1,5 76,7 2,1 76,0 2,8 77,8 1,6 

IBD 

típusa 

colitis 

ulcerosa 
12 80,0 2,1 77,0 1,1 76,8 1,7 77,9 0,9 

Crohn-

betegség 
- - - - - - - - - 

N/A 3 78,5 1,4 71,7 0,6 71,2 0,7 73,8 0,7 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F4/B. Táblázat Kutatásunkba bevont gyulladásos bélbetegségben szenvedő páciensektől 

gyűjtött buffy coat minták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása 

klinikopatológiai és demográfiai jellemzők alapján. IBD: gyulladásos bélbetegség. 

Változók IBD buffy coat 
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n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 3 83,1 4,0 79,3 1,6 78,9 3,3 80,4 2,4 

>65 - - - - - - - - - 

Nem 
nő 3 84,1 5,1 78,6 1,1 78,0 4,0 80,2 3,4 

férfi 0 - - - - - - - - 

IBD 

típusa 

UC 1# - - - - - - - - 

Crohn-

betegség 
- - - - - - - - - 

N/A 2# - - - - - - - - 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F4/C. Táblázat Kutatásunkba bevont gyulladásos bélbetegségben szenvedő páciensektől 

gyűjtött plazmaminták átlag LINE-1 metilációs értékeinek összefoglalása 

klinikopatológiai és demográfiai jellemzők alapján. IBD: gyulladásos bélbetegség. 

Változók 

IBD plazma 

n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Kor 
≤65 11 86,7 2,9 79,8 1,1 76,7 1,8 81,1 0,8 

>65 - - - - - - - - - 

Nem 
nő 5 85,6 4,1 80,2 0,9 76,6 1,4 80,8 0,8 

férfi 6 87,6 1,3 79,4 1,3 76,7 2,2 81,2 0,8 

IBD 

típusa 

colitis 

ulcerosa 
5 85,2 3,8 79,8 1,4 77,9 1,8 81,0 0,9 

Crohn-

betegség 
4 87,8 1,5 79,6 1,3 75,9 1,1 81,1 0,9 

N/A 2# - - - - - - - - 

#Csak abban az esetben számoltunk metilációs átlagot, ha a vizsgált csoport legalább 

három mintával rendelkezett. 

F5. Táblázat Mintavételezési technikák LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának 

vizsgálata. 

Változók n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Nem 

tumoros 

endoszkópos 24 79,0 3,5 74,9 2,1 74,5 2,6 76,0 1,8 

műtéti 21 78,0 4,5 73,7 2,0 73,2 2,5 75,0 2,6 

Tumoros 
endoszkópos 36 68,8 11,0 70,8 6,0 68,7 7,2 69,4 7,7 

műtéti 21 66,3 10,7 69,1 5,2 68,0 7,2 67,8 7,3 
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F6. Táblázat Szövetfixálás LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának vizsgálata. FF: 

friss-fagyasztott minták, FFPE: formalinfixált, paraffinba ágyazott minták. Statisztikai 

szignifikancia: * p≤0,05. 

Változók n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Nem 

tumoros 

FF 9 81,2 2,7 77,0 1,0 74,6 2,3 77,6* 0,9 

FFPE 9 76,2 5,1 72,5 4,2 73,8 5,1 74,2 4,3 

Tumoros 
FF 16 75,7 6,0 75,4 1,4 74,5 3,4 75,2* 3,1 

FFPE 16 74,5 6,7 71,6 5,0 72,1 5,5 72,7 5,2 

F7. Táblázat Tárolás LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának vizsgálata 

vastagbélszöveti biopsziákból izolált DNS-mintákban. t1: első mérés, tr: ismétlő mérés 

rövid távú tárolás esetén, th: ismétlő mérés hosszú távú tárolás esetén. Statisztikai 

szignifikancia: * p≤0,05. 

Változók n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag SD 

Rövid 

távú 

tárolás 

nem 

tumoros 

t1 14 77,8 4,7 75,8 3,2 76,2 3,2 76,6 2,9 

tr 14 79,9 5,2 75,2 4,2 76,2 3,7 77,1 3,4 

tumoros 
t1 12 72,8 7,5 73,1 3,6 72,1 4,1 72,6 4,6 

tr 13 72,2 8,3 71,7 6,7 73,0 7,9 72,3 7 

Hosszú 

távú 

tárolás 

nem 

tumoros 

t1 23 77,2 3,2 72,9 2,6 71,8 3,6 74,0 2,8 

th 23 78,5 3,6 72,9 2,6 75,0 3 76,3* 2,3 

tumoros 
t1 25 70,8 9,4 71,1 4,1 69,6 6,3 70,5 6,4 

th 25 72,1 8,4 72,7 3,1 71,8 5,4 72,2* 5,3 

F8. Táblázat Vérminták különböző tárolási kondícióinak LINE-1 metilációra gyakorolt 

hatásának vizsgálata buffy coat mintákban. RT: szobahőmérséklet, 3h: buffy coat- és 

plazmaszeparálás 3 óra tárolás után, 6h: buffy coat- és plazmaszeparálás 6 óra tárolás 

után, 1h ProtK: 1 óra ProtK emésztés, 2h ProtK: 2 óra ProtK emésztés. 

Változók n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag  SD 

K3EDTA 

0h RT 4 84,1 3,9 73,2 1,9 74,3 3 77,2 2 

3h 
RT 4 85,7 4,8 73,9 1,1 74,0 2,9 77,8 0,8 

4°C 4 83,3 1,3 73,5 1,1 77,2 1,2 78 0,5 

6h 
RT 4 84,9 3,2 73,5 0,7 73,5 1,4 77,3 0,6 

4°C 4 85,0 3,2 73,2 0,8 74,4 2,1 77,5 1,1 

Roche 0h 
1h ProtK 4 82,2 5,8 74,6 2,5 76,5 3,4 77,1 2 

2h ProtK 4 83,6 3,8 72,7 1,3 72,6 3,2 76,3 0,6 
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3h 
1h ProtK 4 83,6 5,3 73,6 0,2 74,2 1,3 77,3 1,2 

2h ProtK 4 86,0 1,9 73,9 2,4 73,4 2,1 76,9 1,7 

6h 
1h ProtK 4 80,4 4,4 73,8 1 75,7 1,9 76,6 1 

2h ProtK 4 85,1 3,7 73,9 1,7 73,9 4 77,6 1 

F9. Táblázat Vérminták különböző tárolási kondícióinak LINE-1 metilációra gyakorolt 

hatásának vizsgálata skDNS mintákban. RT: szobahőmérséklet, 3h: buffy coat- és 

plazmaszeparálás 3 óra tárolás után, 6h: buffy coat- és plazmaszeparálás 6 óra tárolás 

után. 

Változók n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag CpG SD 

K3EDTA 

0h RT 4 86,3 8,2 79,3 3,8 77,2 4,5 81,0 4,5 

3h 
RT 4 88,8 5,2 77,6 2,9 76,0 1,5 80,8 2,7 

4°C 4 83,7 2,1 77,2 3,7 77,3 3,4 79,4 2,7 

6h 
RT 4 85,1 3,5 76,9 2,7 78,0 3,0 78,0 1,6 

4°C 4 82,2 6,0 77,6 3,2 75,5 7,3 80,0 4,0 

Roche 

0h RT 4 87,2 7,1 82,0 2,6 78,1 2,4 82,4 3,7 

3h RT 4 87,1 2,1 81,2 2,1 83,1 3,2 83,8 3,5 

6h RT 4 85,7 3,2 79,6 1,2 79,8 3,3 81,7 1,9 

F10. Táblázat Életkor és nemek LINE-1 metilációra gyakorolt hatásának vizsgálata. 

Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05. 

Változók n 
Metilációs szint ± SD (%) 

CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Átlag CpG SD 

Nő 
<40 9 81,4 3 76,7 1,4 76,2 2,2 78,1* 1,0 

>40 21 79,3 2,6 76,1 2,2 75,3 2,7 76,9 1,8 

Férfi 
<40 5 80,6 3,8 78,2 1,5 75,6 1,7 78,1 1,3 

>40 10 80,6 3,4 77,7 2,5 75,6 1,9 78,0 1,9 
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F1. Ábra Az APOBEC1, APOBEC3B, valamint DNMT1 mRNS-expressziós változása a 

kolorektális normál-adenóma-karcinóma szekvencia mentén. A hőtérkép zöld színe 

csökkent, piros színe növekedett transzkriptumszintet jelöl. Minden sor különböző gént, 

míg minden oszlop eltérő mintacsoportot ábrázol. Statisztikai szignifikancia: * p≤0,05, 

AD: kolorektális adenóma, CRC: kolorekátlis karcinóma, N: egészséges.  

 
 


