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2. Bevezetés

2.1. A vastagbéldaganatok

2.1.1. A vastagbéldaganatok epidemiolégiaja

A Global Cancer Observatory (Globalis, Daganatos Megbetegedéseket
Megfigyelé Kozpont) legfrissebb, 2020-ban mért adatai alapjan a kiilonb6zé rékos
korfolyamatok megkozelitdleg hiiszmillido Gjonnan diagnosztizalt esetért és tizmillio
halalesetért felelosek vilagszerte (1). Ezek koziil a kolorektalis rak (CRC, colorectal
cancer) a harmadik legnagyobb incidenciaval rendelkezik kozel kétmillio regisztralt
személlyel, tovabba mortalitds szempontjabol a masodik helyet foglalja el, mintegy
egymillio halalesetet szamlalva. A ndket érinté CRC-s esetek a tumoros megbetegedések
9,4%-4t, mig a férfiak esetén 10,6%-at adjdk, férfiak korében sajndlatos modon
Magyarorszagon detektalt legnagyobb orszagspecifikus el6fordulasi rataval a vilagon (1).
Az el6fordulasi rata folyamatos novekedése a jolét becslésére alkalmas HDI index
(human development index, emberi fejlettségi index) szerinti kozepes, illetve magas
értékkel rendelkezd orszagokban figyelhetd meg, igy példaul Kelet-Europa orszagaiban
(2). A bemutatott statisztikai adatok magyarazatot adnak azon kutatasok folyamatosan
novekvd szamara, amelyek kozéppontjdban a vastagbélrak megeldzése, személyre
szabott terapidja, illetve a mielObbi felismerését segitd diagnosztikai modszerek

kifejlesztése all.

2.1.2. A vastagbhéldaganatok kialakulasa és szovettani megjelenési formai

A kolorektalis daganatok kialakulasa az ép vastagbélhamsejtekben felhalmozodo
genetikai mutaciok és epigenetikai valtozasok altal indukalt folyamat (3). A tumorok 70-
80%-a sporadikus megjelenést mutat, mig 20-30%-uk Oroklott molekularis
komponensekkel rendelkezik (4). A sporadikus formak tobbségének kialakulasa a Fearon
¢s Vogelstein altal leirt klasszikus ép-adendma-karcindma szekvencia mentén torténik
egészséges bélnyalkahartyabol eldszor rakmegel6zd korai és késdi adendma allapotok

jonnek 1étre, amelyek tovabbi molekularis hatasok altal rosszindulatu adenokarcinéméva
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fejlodhetnek. Az ttvonal korai molekuléris kulcslépése a hamsejtekben torténé APC
tumorszuppresszor gén mutacidja, amely kovetkeztében kialakul az un. aberrans kripta
fokusz (5,7). Az ezutin bekovetkez6 globalis DNS-hipometilacié és kromoszomalis
instabilitas hozzajarul a korai adendma stadium létrejottéhez. Az adendmakat érintd
tovabbi mutaciok - mint a KRAS mutacidja, vagy a DCC és SMAD4 allélek LOH (loss of
heterozygosity; a heterozigdcia elvesztése) altali elvesztése - szintén fontos molekularis
eseményeknek tekinthetok a konvencionalis CRC kialakulasa soran. Végezetil, a
modellben foglalt utolsé kulcsfontossagih mutaciéo a TP53 gént érinti, ami az adendéma

c ey

attétképz6 vastagbéldaganat johet létre (1. Abra) (5,7).

A konvencionalis adenomak szovettani szempontbdl tubularis, tubulovilldzus,
illetve villozus alcsoportokba oszthatok. A tubularis csoportba sorolandok azok, amelyek
kevesebb mint 25%-ban tartalmaznak villbzus komponenst, mig azokat az eseteket,
amelyek 25%-nal tobb, de 75%-nal kevesebb ilyen strukturaval rendelkeznek
tubulovillézus adenémaknak nevezziik. A 75%-nal tobb villozus régiot magaban foglald
adenomak alkotjak a villézus csoportot (8). Ez a csoportositas, illetve az aranyok ismerete
fontos, ugyanis a villozus komponenst magasabb ardnyban tartalmazé adendomak

nagyobb valdszintiséggel alakulnak karcinomava (9).

A Kklasszikus adenokarcindmak a regisztralt esetek kozel 60%-at adjak. Emellett
a medullaris, mikropapillaris, fogazott, mucindézus és kribriform karcindémak szintén
magas aranyban fordulnak el6. Azonban 1%-nal kevesebb gyakorisaggal figyelhetok meg
példaul a pecsétgyliriisejtes, vagy a differencidlatlan vastagbéltumorok, illetve hosszan
fennallo gyulladasos bélbetegség-asszocialt tipusok (10). A gyulladasos bélbetegség
(IBD, inflammatory bowel disease) vildgszerte nagy prevalenciaval és novekvd
incidenciaval rendelkezik (11). Hagyomanyosan két f6 csoportja - a Crohn-betegség (CD,
Crohn’s disease), illetve a colitis ulcerosa (UC) - kiilonithetd el, azonban az IBD
feltételezhetden igen heterogén korfolyamat, amely tobb alesetet is magaban foglal.
Molekuléris kockazati tényezdi szamos kutatds kozéppontjdban allnak, specifikus
molekularis kiilonbségeken alapuld osztalyozas 1étrehozasa tovabbi elemzéseket igényel
(12). Mind a CD, mind az UC esetén a betegség hosszan tartd fennallasa ndveli a CRC

kialakulasanak valoszintiségét (12).
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APC Kromoszomalis KRAS mutacio, Tovabbi

TP53 mutacié

mutéacié instabilitas DCC, SMAD4 LOH molekularis valtozasok
Normal Aberrans Korai Késoi -
epitélium kripta fokusz adenéma adenéma Metasztazhs

1. Abra. Fearon és Vogelstein altal leirt klasszikus modell. A normal epitélium
sejtjeiben bekdvetkezd sorozatos mutaciok eredményeképpen el0szor az tgynevezett
aberrans kripta fokusz kialakulasa figyelhetd meg, amely korai, illetve késéi adenoma
formakon keresztiil rosszindulata, akar attétet is képzo6 karcindmava fejlédhetnek. Ezen
molekularis véltozasok koziil az elsé kulcslépésnek tartott mutacié az APC gént érinti a
még egészséges hamsejtekben. Ezutdn a kromoszomalis instabilitds kovetkeztében
kialakulnak a rakmegel6z6 adenémak, amelyekben a modell szerint tovabbi un. driver
mutaciok halmozodnak fel, mint példaul a KRAS mutacio, vagy a DCC, illetve a SMAD4
gént érintd heterozigocia elvesztése (LOH, loss of heterozogosity). Végiil a malignus
transzforméciohoz vezetd fontos mutacid a p53 tumorszuppresszor fehérjét kodolo
génben kovetkezik be. A 1étrejovo rakos utddsejtek tovabbi molekuléris valtozasok

halmozasaval valhatnak metasztazisképzové (5,7).

2.1.3. A vastagbélrak progresszidja és klinikai osztalyozasi rendszerei

A kolorektalis karcinomak eldrehaladottsaganak mértéke az endoszkoposan vagy
mfitéti uton nyert biopszias mintak patologiai elemzése soran keriil megéllapitasra. A
kiilonb6zd osztalyozasi rendszerek figyelembe veszik a bélfal rétegeinek, a
nyirokcsomok, illetve a kozeli és a tavoli szervek tumor altali érintettségét is. Fontos
megemliteni az els6 klinikumban elterjedten alkalmazott rendszert, a Dukes-féle
klasszifikaciot (13), amit késébb Astler és Coller modositott (14). Emellett mara mar
elterjedtebbé valt UICC (Unio Internationalis contra Cancrum, Nemzetkozi Rakellenes
Egyesiilés) és az AJCC (American Joint Committee on Cancer, Amerikai Rakellenes
Vegyes Bizottsag) szervezetek altal megalkotott un. TNM rendszer, amelyben a “T” a
primer tumort, az “N” a nyirokcsomo attétet, az “M” pedig a tdvoli metasztazist jeloli. A
WHO Aéltal készitett dsszefoglald az emlitett rendszerekrdl az 1. tablazatban lathaté

(8,15).
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1. Tablazat. A vastagbéldaganatok osztalyozasaban alkalmazott rendszerek és
kialakitasuk fobb szempontjainak dsszefoglalasa. Akkoca és mtsai. alapjan, modositva

(15). N: nyirokcsomo attét, M: tavoli attét, T: primer tumor.

A vastagbélrak stadiumainak klasszifikacioja

Dukes-féle, Astler és
Stadiumok Coller altal TNM rendszer | Szovettani érintettség
modositott rendszer

0 - TisNoMo in situ karcinoma
l. A T1NoMo mukoza, szubmukoza
Bl T2NoMo muszkularis propia
szubszerodza,
. B2 TaNoMo perikolikus,

perirektalis szovet

viszceralis
B3 T4NoMo peritoneum, kdrnyezd

szervek

B1 és regionalis

. C1l T1-2N1-2Mo : .
nyirokcsomok
B2 és regionalis
C2 T3N1-2Mo . ,
nyirokcsomok
B3 és regionalis
C3 T4N1-2Mo . ,
nyirokcsomok
barmely T, N és tavoli
V. D T1.4N12M1

attét

2.1.4. A vastagbéldaganatok molekularis osztalyozasa

A kolorektalis rdkok ma elterjedt klasszifikdcioinak alapjaként a

tumorprogresszid soran bekdvetkezd genetikai €s epigenetikai események szolgalnak.
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Genetikai mutaciok sordn protoonkogének, vagy tumorszuppreszorok, valamint ezek
szabalyozorégioinak mutacioja kovetkezik be, mig epigenetikai eltérések soran az adott

gén kifejez0dése a szekvencia megvaltozasa nélkiil modosul (7).

A hagyomanyos besorolds két f6 molekularis hajtoerét hataroz meg a
vastagbéldaganatok kialakulasa soran: a CpG-sziget metilator fenotipust (CIMP, CpG
island methylator phenotype) és a genetikai instabilitast (16). CpG-sziget metilator
fenotipussal rendelkezé tumorok (CIMP+) esetén egy epigenetikai modosulas, a DNS-
metilacié mintdzataban kovetkezik be valtozas, amely soran a tumorszuppresszor gének
csokkenése vezet a daganat progresszidjahoz (17,18). Genetikai instabilitas esetén
beszélhetiink az egymas jelenlétét kizard kromoszomadlis instabilitasrol (CIN) és
mikroszatellita-instabilitasrol (MSI) (16,19), valamint az ultramutans utvonalr6l a

Rékgenom Atlasz (TCGA, The Cancer Genome Atlas) csoportositasa alapjan (4,20).

A kromoszomalis instabilitds a vastagbéldaganatok tobb mint 80%-aban
megfigyelhetd, jellemzden a Fearon és Vogelstein altal leirt klasszikus Gtvonal szerint
kialakulo tumorokat érinté molekularis valtozas (4,5). CIN soran a sejtosztodas
folyamatéaban fellépd hiba eredményeképpen teljes kromoszomaszerelvények tlinhetnek
el, illetve tobbszorozdédhetnek meg (aneuploidia), vagy kromoszoma atrendezdédések
kovetkeztében - mint példaul delécio, inszercid €s transzlokacio - csak bizonyos allélekre

nézve valtozhat meg a ploidiaszam (19).

MSI esetén az ismétlddd nukleotidokbol all6 mikroszatellita-régiok hosszaban
kovetkezik be eltérés a velesziiletett szekvenciahossziusaghoz képest (21). Ennek oka,
hogy a DNS replikaci6 soran létrejovo eltérések nem keriilnek korrigalasra az in. MMR
hibajavitdsban (mismatch repair, 6ssze nem illé nukleotidparok javitasa) szereplé gének
mutacidinak  kovetkeztében  (21,22).  Mikroszatellita-statusznak ~ megfeleléen
elkiilonithet6k egymastdl az alacsony (MSI-L, microsatellite instability-low), illetve
magas (MSI-H, microsatellite instability-high) mikrosztaellita-instabilitassal rendelkez6
tumorok, tovabba a mikroszatellita-statusz tekintetében stabil vastagbéldaganatok (MSS,
microsatellite stable) (21). Az MSI-L és MSI-H tumorok a kolorektalis karcindmak
koriilbeliil 15%-at adjak (19).
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A 2015-ben publikalt legfrissebb osztdlyozas szerint négy konszenzus
molekularis alcsoportot (CMS, consensus molecular subtype) kiilonithetiink el a
vastagbéldaganatok vizsgalata soran: CMS1 (immun), CMS2 (kanonikus), CMS3
(metabolikus) és CMS4 (mezenchimalis). A CMS1 csoportba a kolorektalis tumorok
14%-a tartozik, amelyek tObbségében hipermutalt, hipermetilalt, mikroszatellita-
instabilitassal rendelkezd tumorok, tovabba jellemzd rajuk az immuninfiltracio, illetve az
immunvalasz elkeriilését eredményezd génexpresszid6. A CMS2 csoport tagjai a
daganatok 37%-at adjak, er6s CIN-pozitivitast és a klasszikus vastagbéldaganatokra is
jellemz6é WNT-utvonal fokozott aktivitasat mutatjak, mig a CMS3 tumorok (13%) kisebb
fokti kromoszoma-instabilitdssal és KRAS mutacidéval rendelkeznek, amely sajatos
metabolikus adaptaciot eredményez. A legrosszabb prognoézissal jaro CMS4 tipusit CRC-
kben (23%) az epitelidlis-mezenchimalis tranzicié (EMT) génjeinek feliillexpressziojat,
valamint a TGFp, az angiogenezis és a sejtkdzotti-allomany remodellalasaban résztvevo
utvonalak aktivacigjat is megfigyelhetjik (23). A Rakgenom Atlasz altal 1étrehozott
csoportositast, illetve a konszenzus molekularis altipusokat és a két osztalyozas kozotti

kapcsolatot a 2. dbra foglalja dssze.
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Rakgenom Atlasz Konszenzus molekularis altipusok

Hipermutalt, defektiv MMR, MSI, Hipermutalt, defektiv MMR, MSI,

MLH1 csendesités, magas CIMP, MLH1 csendesités, magas CIMP,

BRAF mutacid, csekély kdpiaszam-eltérések BRAF mutécid, immuninfiltracié
WNT és Myc aktivacio,

nagyszamu képiaszam-eltérések

MSS, nagyszamu képiaszam-eltérések, alacsony CIMP, KRAS mutécio,

WNT-ttvonal deregulacija sajatos metabolizmus,
csekély kopiaszam-eltérések

EMT, TGFB aktivacié, angiogenezis,
stromalis infiltracio,
nagyszamu képiaszam-eltérések,
sejtk6zotti allomany remodellalas

Atmeneti fenotipus,

Mutéciok a hibajavitasban (POLE és POLD1) intratumoralis heterogenitas

2. Abra. A kolorektilis riakok két legelterjedtebben alkalmazott molekularis
klasszifikacioja. A Rakgenom Atlasz (TCGA, The Cancer Genome Atlas) altal
l1étrehozott csoportositas (bal oldal), illetve a konszenzus molekularis altipusok (CMS,
consensus molecular subtype) (jobb oldal) tobbnyire megfeleltethetok egymasnak. CMS1
csoportba a mikroszatellita instabilitasra jellemzd tulajdonsagokkal rendelkezd tumorok
tartoznak, CIN nem figyelheté meg az esetiikben. A CMS2, 3 és 4-es tipusok sajatsaga a
kromoszomalis atrendezddések kisebb (CMS3), vagy jelentésebb meérteke (CMS2,
CMS4), igy ezek a daganatok a klasszikus CIN csoporttal vonhatok parhuzamba. Olyan
tumorok is kialakulhatnak, amelyek a CMS osztalyozas egyik ismertetett halmazaiba sem
sorolhatoak, atmeneti fenotipussal, illetve intratumoralis heterogenitassal rendelkeznek.
Ezek a konszenzus molekularis altipusok osztalyozasan beliil, a kevert jellemzdkkel bird
tumorok csoportjaba tartoznak. A TCGA-alapu klasszifikdcioban elkiiloniilnek tovabba
az ultramutélt vastagbélrakok, amelyek esetén megfigyelhetd a replikacids apparatus

epszilon és delta 1-es alegységének mutacidja, ami a nukleotidok hibas beépiilését, igy
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ultramutans fenotipust eredményez. Ez a csoport nem feleltethetd meg egyik CMS

tipusnak sem (4,20,23). Az abra Miiller és mtsai. alapjan késziilt, modositva (4).
2.2. A DNS-metilacio

2.2.1. Epigenetikai attekintés

Az epigenetika fogalmat Conrad Waddington vezette be 1942-ben azon
folyamatok Osszefoglalasaként, amelyek a genotipuson tul meghatarozzék az adott
fenotipust (24). Waddington az un. epigenetikai tajkép jelenségével magyarazta a
kiilonbozd szovetek kialakuldsanak lehetdségét azonos DNS-alloméany mellet. Eszerint,
ahogy egy dombtetdn elengedett tiveggolyo kiilonbozd volgyeket bejarva érhet el eltérd
végpontokat, ugy az azonos genetikai informdacidéval rendelkezé sejtek kiillonb6zo
molekularis ttvonalakat bejarva mas és mas sejttipussa differencialodhatnak (24).
Evtizedekkel késébb ugyan, de a genetikai kutatasok mellett az epigenetikai vizsgalatok
szama is robbanasszerien novekedni kezdett. Igy mara mar jol ismert, hogy az
epigenetika tudomanyteriiletébe tartoz6 folyamatok képesek a genetikai informacid
kifejez6désének  befolyasoldsara ~a  DNS-molekuldk  nukleotidsorrendjének
megvaltoztatasa nélkiil (24). Az évek soran harom f6 mechanizmust irtak le: a hiszton-
modifikaciot, a nem-kodold RNS-eken alapuld folyamatokat, valamint a DNS-metilaciot
(24-27). A hisztonfehérjék N- és C-terminalisanak modositasa (acetilacio, metilacio,
szumoilacio, ubikvitinacio, citrullinacio és foszforilacid) eldidézheti a kromatinszerkezet
megvaltozasat, azaz a transzkripcionalisan aktiv eukromatin és inaktiv heterokromatin
aranyat modosithatja (28). A kis nem-kodolé RNS-ek, az RNS interferencia révén
képesek a genomban tarolt informécid6 megnyilvanulasat szabalyozni az mRNS-
molekuldk degradalasaval (26). A hosszii nem-kodold RNS-ek tobbféle modon
szabalyozhatjdk a gének kifejezddését, mint példaul a transzkripcids faktorok
toborzasaval vagy gatlasaval, valamint a DNS-szdl szupramolekularis szerkezetének,
illetve az mMRNS-molekulék stabilizalasaval (27). A DNS-metilacié6 a DNS-molekulak
kozvetlen kovalens modositasa altal képes a génexpresszid direkt és indirekt

crcr

részletesebb ismertetése a tovabbi fejezetek targyat képezi.
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2.2.2. A DNS-metilacio és funkcidja

A nukleinsavak metil4cioja hosszl evolicidos multtal rendelkezik, miszerint mar
az RNS-vilagban valo jelenlétét is feltételezik, illetve lehetséges védelmi funkciojat irtak
le az RNS-molekulak hidrolitikus emésztédésével szemben (30). A DNS-metilacié a
virusok, baktériumok ¢€s eukaridtdk csoportjaban is megtalalhatd epigenetikai médosulés
(31,32). Harom formajat kiilonboztetjiik meg attol fliggéen, hogy melyik bazist érinti a
DNS-szalban: 6-metiladenin, 4-metilcitozin és 5-metilcitozin (5mC) (31). Ezek koziil a
6-metiladenin ¢és az SmC bazismodosulatok figyelhetok meg az eukaridtdk korében,
illetve az SmC az, amely az elmult évtizedek kutatasai soran a legnagyobb figyelmet
kapta (31,33-36). Szamos folyamatban jatszik fontos szerepet, mint amilyen tobbek
kozott az imprinting jelenség megvalodsitasa (37), a kromatinstruktira és a génexpresszio
szabalyozasa (38), az X kromoszoma inaktivalasa (39), illetve a mobilis genetikai elemek

aktivitasanak szabalyozasa (40).

Az 5SmC human sejtekben jellemzden a CpG-dinukleotid helyeken fordul eld,
tehat egy olyan kovalens moddosulds, amely azon citozin nukleobazisok 6tddik
szénatomjat érinti, amelyeket guanin tartalmu nukleotid kdvet a szekvenciaban (33,41).
A CpG-gazdag szabalyozasi egységeket un. CpG-szigeteknek nevezziik, amelyek a gének
promoter, illetve egyéb szabalyoz6 régidiban helyezkednek el. A promoter régidokban
elhelyezkedd CpG-szigetek fokozott metilacioja az adott gén csendesitéséhez vezet, ami
tobbféleképpen valosulhat meg (3. abra) (29,38). Az egyik lehetséges mechanizmus
esetén, a magas metilacios szint kdvetkeztében a transzkripcids faktorok kotddése gatolt,
ezaltal a transzkripcio iniciacidja elmarad. A masik esetben a metilalt citozinokhoz olyan
képesek l1étrehozni. Ezzel szemben a CpG-szigetek alacsony mértékli DNS-metilacioja
vagy annak teljes hidnya lehet6évé teszi a gén atirddasat (29). CpG-dinukleotidok az
intergénikus régiokban is el6fordulhatnak, ezaltal a transzpozonok aktivitasat is
szabalyozhatjadk, ami a genom 17%-at ad6é LINE-1 (hosszu kozbeiktatott szakasz 1, long
interspersed nuclear element 1) retrotranszpozon ¢€s tovabbi 11%-ot addé Alu elemek
esetén kiemelt jelentdségii (41). A human DNS-ben a promoter metilacio mellett
megfigyelhetd a géntestek metilacidja is, amely tobbnyire pozitiv korreladciot mutat az

MRNS-expresszioval (42,43).
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- : > X
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3. Abra. A prométer régiékat érinté DNS-metilacié és a génexpresszié kapcsolata.

A) A promoter szakaszok DNS-metildcidjanak alacsony szintje vagy teljes hianya
lehetove teszi a gén kifejezddését. Ezzel szemben a promoter régiok erds metilaltsaga a
transzkripcids faktorok kotddésének gatlasat (B), vagy olyan metil-CpG-kotd fehérjék
toborzasat idézheti el6, amelyek tovabbi fehérjékhez kapcsolédva (példaul hiszton-
deacetilazok) a hisztonok modositasaval a kromatin kondenzalddasat képesek kivaltani
(C). Ezek az adott gén atirddasanak gatlasat eredményezhetik (44). Az abra Ling és mtsai.
alapjan késziilt, modositva (29). HDAC: hiszton-deacetilaz, KoRep: transzkripcids
korepresszorok, MeCP2: metil-CpG-kot6 fehérje 2, TF: transzkripcids faktor.

2.2.3. A DNS-metilaciéo enzimatikus hattere

A DNS-metilacio egy reverzibilis folyamat, ami a DNS-metilacidos mintazat
kiilonb6z6 enzimek altal végzett, dinamikus valtozasat teszi lehetévé (45). A (citozin-5)-
metiltranszferdz enzimek katalizaljdk a metilcsoport és a citozin 6tddik szénatomja
kozotti kovalens kotés 1étrejottét (45). Emlésokben harom metiltranszferaz aktivitassal

bir6 enzim kiilonbdztethetd meg: a de novo aktivitasu DNS-metiltranszferaz 3A és 3B
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(DNMT3A ¢és 3B) (46), illetve a posztreplikativ miikodésti, DNS-metilacios mintazat
fenntartasaért felelds DNS-metiltranszferaz 1 (DNMT1) (47).

A metilcsoportok eltavolitasa szintén torténhet enzimatikus reakciok altal, de
bekdvetkezhet spontan modon is. Az enzimek altal végzett demetilacio tobb 1épcsében
valosul meg a TET (ten-eleven translocation, tiz-tizenegy transzlokacid) metilcitozin-
dioxigendzok ¢és az AID/APOBEC (aktivitas-indukalt dezaminaz/apolipoprotein B
MRNS-modosité enzim, katalitikus polipeptidszerii) enzimrendszerek segitségével (4.
abra) (48-52). A TET enzimcsalad els6 tagjanak (TET1) mitkddése soran az 5SmC-bdél 5-
hidroximetilcitozin (ShmC) jon 1étre (49), amely tovabbi TET enzimek altal el6szor 5-
formilcitozinna (5fC), majd S-karboxilcitozinnd (5kaC) oxidalodik (48). Ez utdbbi
formakat végiil a BER (base excision repair, baziskivagasos hibajavitas) tipusa DNS-
hibajavitasi rendszer egyik tagja, a timin-DNS glikozilaz (TDG) enzim képes felismerni
és eltavolitani a DNS-b61 (53). A szintén demetilacios aktivitassal bird6 AID/APOBEC
enzimrendszer tagjai dezaminazok (50). Katalizisik altal citozinbol uracil (U)
nukelobazisok jonnek létre, igy ennek mintdjara SmC-bdl timin (T), illetve ShmC-bdl 5-
hidroximetiluracil (ShmU) alakul ki. A keletkezd mutacidk szintén hibajavitasra kertilnek

a BER vagy MMR enzimrendszerek altal (50).
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4. abra. A DNS-metilacios és -demetilacios folyamatok osszefoglalasa. A DNS-
metiltranszferdzok (DNMT) katalizisével 1étrehozott 5-metilcitozin (5SmC) demetilacioja
bekovetkezhet a TET, illetve AID/APOBEC enzimek altal, illetve spontan médon is (48—
52,54). A TET enzimek mitkodésével az 5mC 5-hidroximetilcitozint kovetden elészor 5-
formilcitozinna, majd 5-karboxilcitozinna alakul (48,49). Az AID/APOBEC fehérjéken
keresztiil megvalosuld demetilacid sordn dezaminacido a metilalt citozinbol timint, a
hidroximetilalt citozinb6l pedig S5-hidroximetiluracilt eredményez (50). Emellett
ugyanezen enzimrendszer altal citozinbdl uracil alakulhat ki. A 1étrejové timin, uracil és
tovabbi modosulatok a kiilonb6zd hibajavitd rendszerek segitsége altal cserélddnek Gjra
citozinna (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 kapcsan fontos informéciot hordozhat magaban a
DNS-metilacié és -demetilacid folyamatanak szekvenciaspecifikus miikodése. Az AID
enzimek nagyobb affinitast mutatnak az adenin-guanin-5mC-guanin nukleobazis-

tartalmt szekvenciaszakaszokra (55), mig a DNMT enzimcsalad esetén specifikusabb
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preferenciat még nem azonositottak a CpG-dinukleotidokon kiviil (56). Ellenben vannak
olyan fehérjék ¢és nem-kodoldé RNS-ek, amelyek az enzimekhez kotdédve képesek

targetalni azok miikodését (56-60).

2.2.4. A DNS-metilacié metabolikus alapjai

A DNS-metilacios folyamatokban kulcsfontossagu szerepet tolt be a kdzvetlen
metildonor funkcioval rendelkezé S-adenozil-metionin (SAM) molekula (61), amely az
in. egy szénatomos (1C) ciklusban, mas néven 1C metabolizmus soran jon 1étre (5. Abra)
(62). Az 1C anyagcseretutban tobb metabolikus reakciokor kapcsolodik. Kozponti
molekulaja az egy szénatomos toredékeket szallitd esszencialis vitamin, a folsav (Be-
vitamin), amelyhez taplalkozas 4ltal, foként leveles zoldségek, hiivelyesek, gabonafélék,
illetve allati eredetli termékek koziil elsdsorban a méj fogyasztasaval, valamint
taplalékkiegészitOk alkalmazasaval juthatunk hozza (63). A természetes étrendi folatok
poliglutaméatlanccal rendelkeznek, amely lehasitasa sziikséges ahhoz, hogy a folat a
sejtekbe juthasson. Ezzel szemben a taplalékkiegészitokben taldlhaté folsavhoz
monoglutamatcsoport kotédik, amely nem akadalyozza a felszivodast (63). A
sejtmembrantranszport megvaldsulhat receptorok (folat receptor, FR), valamint
transzportfehérjék  (redukaltfolat-karrier és  protonkapcsolt  folattranszporter)

miikodésével (64,65).

A 1C ciklust alkotd, harom szorosan kapcsolddd metabolikus utvonal a
folatciklus, a metioninciklus és a transzszulfuracios utvonal (66) szamos létfontossagu
folyamathoz szolgaltatnak prekurzor molekulakat (62). A folatciklus a timidin, illetve
puringyliriik 1étrehozasahoz biztosit molekularészeket, ami 4ltal a nukleinsavak
szintézisében tolt be esszencialis szerepet, mig a metioninciklus fontos molekulaterméke
a mar emlitett SAM (62,67). A folatciklus enzimkészlete megtalalhato a citoplazmaban,
valamint a mitokondriumban is, viszont a metioninciklus enzimrendszere csak a

citoplazmaban van jelen, ezaltal a SAM képzddése a citoplazmaban megy végbe (62).

A folsav dihidrofolaton (DHF) keresztiil alakul tetrahidrofolattd (THF) a
folatciklusban. A THF egy biologiailag aktiv forma, ugyanis ehhez a molekuldhoz
képesek kovalens modon kotddni az egy szénatomos toredékek, ezaltal 1étrehozva az

5,10-metilén-THF-et. Az egy szénatomos toredékek legfobb forrasai a szerin, a glicin és
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a kolin, amelyek koziil a szerin és a glicin azok a molekuldk, amelyek kozvetleniil
képesek egy szénatomos toredéket a folatciklusba juttatni. Az 5,10-metilén-THF
kiilonb6z6 oxidacios allapotaiban (10-formil-THF, vagy 5-metil-THF) kapcsolodik a

nukleinsavszintézishez, vagy a metioninciklushoz (62).

A timidilat-szintdz enzim az 5,10-metilén-THF metilcsoportjat dezoxiuridin-
monofoszfatra (AUMP) helyezi at dezoxitimidin-monofoszfatot ({TMP) hozva 1étre (68).
A 10-formil-THF a purinvazak szintéziséhez nélkiilozhetetlen, ez a kapcsolddd
bioszintetikus utvonal igényli a legtobb folatot az 1C ciklusban (69,70). A
kulcsfontossagu 5,10-metilén-tetrahidrofolat-reduktdz enzim (MTHFR) katalizise altal
5,10-metilén-THF-b6l 5-metil-THF jon 1étre. Az 5-metil-THF koti 6ssze a folat- és a
metioninciklust. Az MTHFR gén olyan mutaciéi, amelyek a fehérje aktivitasanak
csokkenéséhez vezetnek, befolyasolhatjak a SAM szintézisét, ezaltal a tovabbi metilacids
folyamatokat (71,72). A gén két leggyakoribb ismert polimorfizmusa a C677T (73) és az
A1298C (74,75). A C677T heterozigdta mutans formaban az enzim aktivitasanak 20-
30%-0s, homozigota formaban 50-60%-o0s csokkenését eredményezi (73,76,77), mig az
A1298C mutacié heterozigdtasag és homozigotasag esetén is 40-50%-kal alacsonyabb
mértékit enzimmuikodést idéz eld (75,78). A két polimorfizmus heterozigdta formaban
torténd egyidejli jelenléte hozzavetdlegesen az MTHFR enzim 40%-os aktivitas

csokkenéséhez vezet (78,79).

A metioninciklus els6 lépéseként az S5-metil-THF-r6l a metilcsoport a
homocisztein molekulara keriil, amelybdl igy metionin keletkezik. A metioninbdl -
adenozin kotédésével - kialakul az univerzalis metildonor molekula, a SAM, amely az
epigenetikai folyamatok mellett részt vesz példaul a foszfatidilkolin vagy a poliaminok
szintézisében is. A metilcsoport atadasat kovetéen a SAM S-adenozil-homociszteinné
(SAH) alakul, és végezetiil homociszteinné és adenozilcsoportta hidrolizalodik (62). A
metionin regeneraciodja torténhet homociszteinbdl a mar fentebb leirt folsavfiiggd modon,
de folsavtol fliggetleniil is megfigyelhetd, amikor a metilcsoport betain molekulardl kertil
a homociszteinre (62). Tovabba a homociszteinszint irreverzibilis szabalyozdja a
transzszulfuracios utvonal is, amely sordn cisztein jon létre. Ezaltal kapcsolodik az 1C
metabolizmus az aminosav homeosztazishoz, illetve a glutationszintézishez is, amely

fontos redukalo kapacitassal bir a reaktiv oxigéngyokokkel szemben (80).
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A homociszteinszintet szabalyozd cellularis folyamatok nagy jelentdséggel
birnak, ugyanis szamos betegség magasabb kockdzata kothetd a homocisztein
megemelkedett mennyiségéhez, kiillonosképpen az ¢€letkor elérehaladtaval. Ilyen koros
allapotok példaul a kiilonb6zd neurodegenerativ és kardiovaszkularis megbetegedések,
valamint a makuladegeneraci6 (81,82). A homociszteinhez kotheté anyagcsere-
folyamatokban bekovetkezd zavarok negativan érinthetik az 1C metabolizmust, tehat a
nukleotid- és SAM-szintézist is. Ebbol kifolydlag hozzajarulhatnak kiilonb6z6 mutaciok

és epimutaciok létrejottéhez, ezaltal rakos folyamatok kialakulasahoz is (83).

,‘S\Wf’folsav ;,gq
POLIAMINSZINTEZIS

dihidrofolat PRi+Pi /
ATP\/

SAM
format | tetrahidrofolat ) tioni
ATP szerin dTMP-SZINTEZIS metionin .
* ) \~—— METILACIO
ADP+Pi glicin / dimetilglicin
) metioninciklus
10-formil-THF folatciklus 5,10-metilén-THF 5-metil-THF
fw betain SAH
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. NAD(P) MTHFR
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NAD(P)H /
2% 5 10-metenil-THF ‘
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5. Abra. Az egy szénatomos metabolizmus vazlata. Az egy szénatomos (1C) ciklust
harom f6 folyamat, a folatciklus, a metioninciklus, illetve a transzszulfuracids utvonal
alkotja, kdzponti molekuldja a folsav. Az 1C metabolizmus intermedier molekulai
szamos bioszintetikus utvonal prekurzoraként szolgalnak, igy részt vesznek a purin
nukleotidok, a dTMP, a glutation, vagy a poliaminok szintézisében. Emellett szerepet
jatszanak az aminosavak homeosztazisanak fenntartasaban és az univerzalis metildonor
molekula, az S-adenozil-metionin (SAM) létrehozasaban is. A folsav dihidrofolaton
(DHF) keresztiil alakul a bioldgiailag aktiv tetrahidrofolat (THF) molekulava, ami
metilcsoport kétddése utan 5,10-metilén-THF-fé, vagy format kapcsolodasaval a 10-
formil-THF-fé valtozik. Az 5,10-metenil-THF molekulan keresztiil 5,10-metilén-THF-
bdl szintén 10-formil-THF johet l1étre. A purinvazak szintézise a 10-formil-THF-et
hasznositja, mig az 5,10-metilén-THF metilcsoportot biztosit a dTMP eldallitasahoz,
illetve az MTHFR enzim Kkatalizisének kovetkeztében 5-metil-THF molekulava

alakulhat. Az 5-metil-THF oxidacioés forma képes a metioninciklushoz kapcsolodni,
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amelyben metilcsoportjanak homociszteinhez valé kotédése metionint hoz 1étre. A
metionin betain altal is regeneradlodhat. Metioninbol ATP altal kialakul a SAM, amely a
metilacios reakciokat kovetden —S-adenozil-homociszteinen (SAH)  keresztiil
homociszteinné ¢és adenozinna hidrolizdl. A homocisztein Ujrametilalodhat, vagy a
transzszulfuracios utvonalon keresztiil ciszteinné alakulhat, illetve részt vehet a glutation
szintézisében (62). 5,10-metenil-THF: 5,10-metenil-tetrahidrofolat, 5,10-metilén-THF:
5,10-metilén-tetrahidrofolat, 5-metil-THF: 5-metil-tetrahidrofolat, 10-formil-THF: 10-
formil-tetrahidrofolat, DHF: dihidrofolat, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolat-
reduktaz, SAH: S-adenozil-homocisztein, SAM: S-adenozil-metionin, THF:
tetrahidrofolat.

Szamos kutatds fokuszaban all a CRC kialakuldsanak valosziniisége és a
folsavszint kozotti Osszefiiggés elemzése. Eredményeik alapjan forditott korrelaciod
figyelhetd meg a bevitt folsavmennyiség és a vastagbéldaganatok kialakulasanak
kockazata kozott (84—89). Ezen tanulmanyok koziil Schernhammer és mtsai. feltételezik
a folatmennyiség globalis DNS-metilacios szinten keresztiil kifejtett hatasat a CRC
megjelenésére (89). Vizsgalataik soran a napi >400 pg és <200 ug folatbevitel
o0sszehasonlitasaban, a kolorektalis tumorok kialakulasanak relativ kockazata
alacsonyabbnak adddott magasabb DNS-metilacids szinttel rendelkezd daganatok esetén
a nagyobb mennyiségl folatbevitel mellett (89). Tovabba kiemelten fontos megemliteni,
hogy a folsavpoétlas eltérd hatast valthat ki €p szoveten, illetve mar fennallo rakos
korfolyamat esetén. Irodalmi adatok alapjdn a megfeleld folsavszint az egészséges
folyamatok fenntartdsdhoz nélkiilozhetetlen, mig meglévé daganat esetén a folsav a

tumor progressziodjat idézheti el (90).

2.2.5. A DNS-metilaciés mintazat jellegzetes megvaltozasa az oregedés folyamata és

a daganatok kialakulasa soran

A sejtspecifikus DNS-metilacios mintazatra hatast gyakorolnak a DNMT és
demetildz enzimek, transzkripcids faktorok, hosszi nem-kodold6 RNS-ek, tovabba az 1C
ciklus enzimrendszerének megfeleld miikodése, illetve a metildonor molekulak
elérhetésége (91). Bizonyos kutatasok jelatviteli utvonalak szerepét is leirtak a DNS-

metilacidos mintazat modosuldsdban, mint példaul a Ras-jelatvitelét adrenokortikalis
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sejtvonalakban (92), valamint a Wnt-szignalizacios utvonal kapcsolatat a DNMT1 enzim
expresszidjaval dsszefliggésben vastagbéldaganatos HT-29 sejtvonalban (93). Tovabba a
DNS-metilacios mintazatot erdsen befolyasolja annak hibas masolasa sejtosztédaskor
(94). Az oregedés folyamata soran bekovetkez6 epigenetikai eltérések felhalmozodasat,
valamint sejtosztodasok kozott torténd fenntartasat nevezziik epigenetikai sodrodasnak
(94-97). A DNS-metilacios mintazat modosulasat az életkor el6rehaladtaval szamos

szovettipusban (98), koztiik a vastagbél kriptait alkotd Gssejtek esetén is leirtak (99).

Ezek az oOregedéshez kothet6 (age-related, A-tipust) metilacios valtozasok
bizonyos metilalt szakaszok demetilaciojat és nem metilalt régiok metilaciojat okozzak
(100). Tehat a fiatalkorban jellemz6 DNS-metilaciés mintazatot feliilirja a globalis
hipometilacio6 és a lokélis hipermetilacio jelensége (6. Abra) (101). Az elébbi esetében az
intergénikus régiok, transzpozabilis elemek - példaul LINE-, SINE- (short interspersed
nuclear element, rovid kozbeiktatott szakasz,), LTR- (long terminal repeats, hosszu
terminalis ismétlédések) szakaszok - eredendéen nagymértékii DNS-metilaciojanak
csokkenése figyelhetd meg, parhuzamosan az eukromatin régidk ardnydnak
megnodvekedésével. Lokalis hipermetilacio sordn a korabban expresszalodd gének
promoter szakaszainak metilalatlan CpG-szigetei er6sen metilaltta valnak (101). Steve
Horvath 353 CpG-dinukleotid metilacios és demetilacios eseményeit vizsgalta kiilonbdz6
szovetekben, ¢és ezek alapjan megalkotta az un. epigenetikai orat (102), amely az adott
személy biologiai koranak, varhat6 élethosszanak, illetve kiilonb6z6 betegségekre valo
hajlamanak becslésére alkalmas (103,104). Az egészséges Oregedésre jellemzé DNS-
metilacids eltérések megfigyelhetok bizonyos kéros folyamatokban is, mint példaul
Alzheimer-korban (105), kardiovaszkularis és rakos megbetegedésekben (106), illetve

hosszan fennallo gyulladas esetén, igy gyulladasos bélbetegségekben is (107,108).
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6. Abra. DNS-metiliciés mintiazat megvaltozasa az életkor elérehaladtaval. Fiatal
korban a DNS-metilacio altal szabalyozott, CpG-szigetekben gazdag gének promoterei
nem metilaltak, az atir6das biztositott. Ezzel szemben a genomszinten jelenlévd erds
metilacié a heterokromatin struktara l1étrejottét indukalja, igy az intergénikus régiokban
elhelyezked6 mobilis genetikai elemek gatlasa valosul meg (fent). Az 6regedés folyamata
soran ezek a mintdzatok megvaltoznak. Bizonyos korabban transzkriptalodo gének CpG-
szigetben gazdag promoter régioi hipermetildlodnak, ami az expresszid gatlasdhoz vezet,
mig globalisan hipometilacido alakul ki. Ez a heterokromatin régidk aranyanak
csokkenését idézi eld, valamint lehetdvé teszi a transzpozabilis szakaszok athelyezddését,
hozzajarulva a genetikai instabilitas kialakulasahoz (101). LINE: long interspersed
nuclear element, hosszii kozbeiktatott szakasz; LTR: long terminal repeats, hosszl
terminalis ismétlddések; SINE: short interspersed nuclear element, rovid kozbeiktatott

szakasz. Az abra forrasa: Pal és Tyler (101).

A rakos megbetegedések soran tapasztalhatdo DNS-metilacids valtozasok (cancer-
related, C-tipust) hasonlitanak az Oregedés folyamata soran leirtakra, viszont kortol
fiiggetlentil is l1étrejohetnek (109). Az A-tipusu DNS-metilacids valtozasok altal érintett
gének kortilbeliil 50%-ban mutatnak atfedést a vastagbélrakos megbetegedések soran
érintett génekkel (17). A C-tipusi DNS-metilacios eltérések esetén megfigyelhetd lokalis
hipermetilacié foként a tumorszuppresszor gének promotereit érinti (110). Emellett a
globalis DNS-hipometilacio jelensége altal - az A-tipust valtozasokhoz hasonldan - a

mobilis genetikai elemek kikeriilnek a DNS-metilaci6 szabalyozasa alol (101).
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2.2.6. A globalis DNS-hipometiliacio jelensége vastagbéldaganatokban

A globalis DNS-hipometilacid, mas néven genomszintli DNS-hipometilacié az
els6ként leirt epigenetikai molekularis valtozas vastagbéltumorokban (109,111). A
hipometilacié teljes genom szinten értelmezendd, ugyanis legfoképp az igen nagy
kopiaszamban jelenlévo mobilis genetikai elemek szekvenciait érinti (112). Ilyen globalis
metilaciocsokkenés altal érintett, jelentds kopiaszammal rendelkezd transzpozabilis elem
példaul a LINE-1 retrotranszpozon, amelynek szekvencidi - ahogy mar korabban
emlitettiik - a genom 17%-at teszik ki (113), illetve az Alu elemek, amelyek a DNS-szal
11%-at adjak (114,115). Tovabbi 8%-ot jelenté HERV- (human endogenous retroviruses,
human endogén retrovirusok) szekvenciak H és K alcsoportjaiban szintén demetilaciot
irtak le vastagbéldaganatokban (116). Globalis DNS-hipometilacié soran a mobilis
genetikai  elemek kikeriilnek a metilacio altali szabdlyozds aldl, amely
reaktivalodasukhoz vezet, igy véletlenszerti athelyezodésiikkel genetikai instabilitast

idézhetnek el6 (117-119).

2.2.6.1. A LINE-1 retrotranszpozonok jelentdsége

A LINE-1 retrotranszpozonok aktivalédasat az életkor eldrehaladtaval is leirtak,
tovabba szdmos raktipus esetén megfigyelheté molekularis hajtéerd a tumorprogresszid
soran (115,120). Vastagbéldaganatokban mar adenémakban is detektalhatd, ezaltal

potencialis biomarker a rakmegel6z6 allapotok felismerésére (121,122).

A LINE-1 retrotranszpozon az egyik legaktivabban kutatott mobilis genetikai
elem, amely hosszu evolucios multra tekint vissza. Szekvenciai a legtobb eukariota
organizmusban megtalalhatoak, emlsokben a legnagyobb mennyiségben (123). Kopiai
hozzavetdlegesen Otszazezer mésolatban fordulnak el a human DNS-ben. A masolatok
koziil a legtobb inaktivalodott trunkalt forma, igy a genomban csak mintegy 80
szekvenciat tartanak miikodoképesnek (124). Az ilyen, inszerciora képes szakaszok
megkozelitdleg hat kilobazispar hosszliisagak, 5° régidjukban két promoterszakasszal
rendelkeznek (125,126). A szensz iranyban fekvé promoterrdl atirodd6 mRNS-ek
bicisztronikusak, az ORFpl és ORFp2 fehérjéket kodoljak (127). Az ezzel ellentétes

iranyba mutato6 antiszensz promoter a szomszédos gének atirasat teszi lehetévé (125,126).
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A szensz iranyban kodolt ORFpl és ORFp2 fehérjek altal torténik a LINE-1
szekvenciak athelyezddése (127). Az elobbi RNS-kot6 (128), mig az utobbi endonukleaz
(129) és reverztranszkriptaz (130) funkcioval bir. Az aktiv LINE-1 képiak athelyez6dése
az un. “copy and paste” mechanizmus altal torténik (7. Abra). A mechanizmus elsé
1épéseként az atirddd mRNS-rél fehérjék szintetizdlodnak a citoplazméban, ahonnan a
LINE-1 mRNS molekula az ORFpl altal visszajut a sejtmagba. Az ORFp2
reverztranszkriptaz aktivitasaval az mRNS templatrol DNS-t szintetizal, a szintén ORFp2
altal hasitott DNS-pozicioban (120). A 1étrejové kettdstorés kijavitasa, illetve a

komplementer DNS-szal szintézise a sejt hibajavito apparatusa altal térténhet (115).
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inszercié

nuklearis import

o

nuklearis export

transzlacio

crer

promoterrdl atirodd6 mRNS-r61 az RNS-k6td ORFpl és endonukledz, illetve
reverztranszkriptaz funkcidju ORFp2 fehérjék transzlalodnak (127-130). Ezek, az 6ket
kodold mRNS-sel ribonukleoprotein komplexet alkotva visszaszallitodnak a sejtmagba,
ahol véletlenszerli pozicibban megtorténik az inszercio. Az ORFp2 endonukledz
aktivitasaval kettOstorést hoz 1étre a DNS-ben, majd reverztranszkriptaz funkcioja altal -
az MRNS-t hasznalva templatként - DNS-szalat szintetizal (120). A Kkettdstorés
kijavitasat, illetve a komplementer DNS elkészitését a sejt hibajavitd rendszere végzi. A
transzpozicié ilyen tipusat “copy and paste” mechanizmusnak nevezziik (115). EN:
endonukledz, RK: RNS-k6t6, RTr: reverztranszkriptaz, UTR: untranslated region, nem

transzlalodo régio.

32


https://paperpile.com/c/VD6Y6F/vxrt+25sk+HsR2+I0PL
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/WQYs
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/6XOW

A LINE-1 szakaszok autoném miikodésti mobilis genetikai elemekként
onmagukban athelyezddésre képesek, de feleldsek a SINE elemek koz¢ tartozd, szintén
genetikai instabilitas a reaktivalodas kovetkeztében felhalmozodé mutéciok miatt jon
l1étre. A véletlenszerli athelyezddés az érintett célszekvencia modosulasat, igy az adott
gén kifejezddésének zavarat eredményezi, amely onkogén aktivalodas, vagy
tumorszuppresszor inaktivalodas esetén a tumorok kialakulasahoz vezethet (115). llyen
eseményre példa az APC tumorszuppresszor gén mutdcidja, amelyet egy korabbi
tanulmanyban 150 vastagbélrakos minta vizsgalata soran egy esetben tapasztaltak (132).
Tovabbi mutaciokat eredményezhet az ORFp2 okozta kettdstorés (133,134), illetve az
athelyezddés kovetkeztében megvaldsuld kromoszéma atrendezédések, mint deléciok
(135), inverziok (136), transzlokaciok (137), illetve az ugraléd szekvenciakkal szomszédos
régiok igen gyakori athelyezddése is, amelyet LINE-1-medialt transzdukcionak neveziink
(138,139). Mindemellett, az egyre névekvd kopiaszam a nem egyenld rekombinaciok
valoszinliségét is ndvelheti tovabbi duplikacids, delécids esemény kialakuldsahoz vezetve
(140,141). A vastagbéldaganatok progresszidja soran az antiszensz promoter

hipometilacidja kovetkeztében tobb protoonkogén aktivacidjat is leirtak (126).

A LINE-1 retrotranszpozonok miikddésével jar6 genombeli véltozasok tehat
magyarazzak a globalis DNS-metilacio szerepének fontossagat, valamint a globalis DNS-

metilacios szint mérésének jelentdségét.

2.2.6.2. A globalis DNS-metildacios mintazatot vizsgalo modszerek

A DNS-metilacio jelentds biologiai relevanciajanak feltarasaval parhuzamosan
szamos modszert dolgoztak ki a 10kuszspecifikus, illetve a globalis szintjének mérésére.
Ezen modszerek alapjaként szolgalhat az analizdlandd szovet-, vagy sejtminta
immunfestések esetén (142), valamint a kiilonb6zé mintatipusokbol izolalt DNS-minta,
amelynek elemzésére szamos metodika érhetd el. Szekvencidjaban nem modositott DNS-
t vizsgalnak példaul a folyadékkromatografiaval kapcsolt technikak, az ELISA
modszerek, vagy egy harmadik generacidos szekvenalds, a nanoporusos szekvenalas
(143,144). Gélelektroforézis-, masodik generacios szekvenalas-, illetve microarray-alapu

technikdk alkalmazdsdt megel6zéen a DNS-mintdk eldkezelése sziikséges, példaul
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metilaciospecifikus endonukledzokkal torténd emésztéssel, vagy immunprecipitacioval
(143). Tovabba szamos metodika épiil a DNS-mintdk un. biszulfitkonvertalasara.
Biszulfitkonverzié soran szodium-biszulfit jelenlétében a metilalt citozinok helyén
metilalatlan citozin marad, mig a nem metilalt citozinok uracilla alakulnak, tehat a DNS-
szekvencia modosul (8. Abra) (145). A biszulfitkonverziot kovetd amplifikacid soran a
1étrejott uraciltartalmu nukleotidok helyére timintartalmuak épiilnek be, igy a kapott DN'S
mintak kiilonb6zo technikakkal - mint példaul PCR, microarray, valamint szekvenalas -

tovabbanalizalhatoak (146).
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8. Abra. A biszulfitkonverzié molekularis 1épései. Biszulfitkonverzio soran szodium-
biszulfit jelenlétében a metilalt citozinok helyén metildlatlan citozin marad, mig a nem
metildlt citozinok uracilld alakulnak. A nem metildlt citozinok szulfonalast kdvetden
dezaminalddnak, igy deszulfonalas utan uracil nukleobédzisok maradnak vissza. Metilalt

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

A genomszintli DNS-metil4cio elemzésének aranystandard modszere az UV-
detekcioval kapcsolt nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC-UV, high-
performance liquid chromatography combined with ultraviolet), illetve ennek
alternativdja a tandem tomegspektrometridval kombinalt folyadékkromatografia (LC-
MS/MS, Liquid chromatography combined with tandem mass spectrometry). Az el6bbi
moddszer 3-10 pg, az utdbbi 50-100 ng modositatlan input DNS-t igényel, amelynek

hidrolizisét kovetden folyadékkromatografia altal keriilnek a nukleozidok elvélasztésra,

34


https://paperpile.com/c/VD6Y6F/bpr3
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/11jG
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/U6Sa
https://paperpile.com/c/VD6Y6F/11jG

majd detektalasra. Végezetiil meghatarozhaté a metildlt citozinok aranya a DNS teljes
citozintartalmahoz viszonyitva (144,147). Azonban ezen moédszerek alkalmazasahoz

sziikséges szakértelem, berendezés €s eszk6zok nem elérhetdek széles korben.

A napjainkban legelterjedtebben alkalmazott globalis DNS-metilaciot analizalo
modszerek szekvenaldson alapulnak. A legtobb ilyen metodika el6tt a DNS eldkezelése
szilkséges példaul restrikciés enzimekkel, affinitdsalapa  dusitassal, vagy
biszulfitkonverzioval. Endonukledzok altali kezelést alkalmaznak példaul MRE-
szekvenalas (methyaltion-sensitive restriction enzyme sequencing, metilaciészenzitiv
emésztést kovetd szekvenalas) esetén. Affinitas dusitdsra épiild technika példaul a
MeDIP-szekvenalas (methylated DNA immunoprecipitation sequencing, metilalt DNS-
immunprecipitalason alapuld szekvenalas), amely sordn az jgeneracios szekvenalast a
metilalt CpG-kben gazdag régiok 5SmC-specifikus monoklonalis antitestekkel torténd
dusitdsa el6zi meg. Biszulfitkonverziot igénylé szekvendldsi technikdk az RRBS
(reduced representation  bisulfite  sequencing, csOkkentett reprezentaltsagu
biszulfitszekvenalas), a teljes genom biszulfitszekvenalas, vagy a piroszekvenalas (143).
Ezek koziil az utdbbi a repetitiv elemek - mint példaul LINE-1, Alu elemek, Satellite 2 -

metilaltsagi szintjének meghatarozasaval becsli a globalis DNS-metilacio mértékét (148).

2.2.6.2.1. A LINE-1 biszulfit-piroszekvendlds

A LINE-1 szekvencidk metilaltsagdnak mértéke korrelaciot mutat a teljes genom
metilaltsaganak szintjével (149), ezaltal szamos ismert genomszintli DNS-metilaciot
vizsgald mddszer célozza a LINE-1 retrotranszpozon kopidk elemzését. Ilyen modszerek
tobbek kozott a metilacioszenzitiv restrikcio, a kombinalt biszulfit-restrikcios analizis
(COBRA, combined bisulfite restriction analysis), a kvantitativ valdsidejii PCR-alapt
MethyLight, a metilaciospecifikus PCR (MSP), valamint a piroszekvenalas (150). A
biszulfit-piroszekvenalas eredményei mutatjdk a legkisebb varianciat, illetve a
legmagasabb jel-zaj aranyt az imént emlitett technikakhoz viszonyitva (151). Tovabba a
LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas egy koltséghatékony, megbizhatdé és viszonylag
alacsony kiindulasi DNS-mennyiséget igénylé modszer (144,151), amely altal kapott
eredmények korreldlnak leginkdbb a kordbban emlitett aranystandard technikékkal mért
globalis DNS-metilacios értékekkel (144). Ezeknek a jellemzoéknek koszonhetéen a
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LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas vilagszerte alkalmazott globalis DNS-metilacio
becslési modszerré valt (152-158). A biszulfitkonverzidt kovetéen a LINE-1 szakaszok
soran a primerek szekvenciai a konvertalt nukleotidokkal komplementerek, illetve a
primerek olyan DNS-szakaszokra vannak tervezve, amelyek nem tartalmaznak CpG-
helyet (159). A PCR utan a kapott amplikonok piroszekvenalasa a kovetkezd 1épés. A
szekvenalni kivant szal izolalasat biotinilalt PCR primer teszi lehetdvé. Piroszekvenalas
soran az ismert sorrendben adagolt nukleotidok beépiilése egy kapcsolt fényreakcio altal
detektalhatd. A beépiiléskor felszabaduld pirofoszfatot az ATP-szulfurilaz enzim ATP-
vé képes alakitani. A létrejové ATP-t felhaszndlva a luciferdz enzim luciferinbdl
oxiluciferint hoz 1étre, ami fény felvillanasaval jar. Amennyiben a szekvencia tobb
ugyanolyan nukleotidot tartalmaz egymas utdn, a detektdlt fény intenzitdsanak
novekedése tapasztalhatd. A szekvenator altal adagolt nukleotidok moédositott ATP-t
tartalmaznak, amit a luciferaz nem képes hasznositani (160). A piroszekvenalasi reakciot
kovetden az adott CpG-helyre vonatkozd metilacios szdzalékot a beépiilt timinek és

citozinok aranyabol lehet kiszamolni az erre alkalmas szoftver segitségével (161).

A LINE-1 retrotranszpozon fentebb emlitett biologiai jelentdsége, illetve a
metilaltsagi szintjét becsld biszulfit-piroszekvenalas elényei kapcsadn tobb kutatas is
foglalkozott a modszer pontossaganak elemzésével vastagbél formalinfixalt, paraffinba
agyazott szovetmintakban, fehérvérsejtekben és vérplazmamintakban (151,155,162). Az
ilyen tipust atfogd analizisek olyan metodikai és bioldgiai faktorokrol, amelyek
befolyasolhatjdk a kapott LINE-1 metilacios eredményeket nagy jelentdseéggel
rendelkeznek a tudomanyos és klinikai célu vizsgalatok teriiletén. Utobbi esetében
kiilonosen fontosak a vérmintdk elemzése, amelyek minimalisan invaziv moddon
nyerhetdek példaul rutin vérvétel sordn, és a benniik talalhat6 sejten kiviili szabad DNS
(SKDNS) -frakcido potencialis targya lehet a kiilonboz6 betegségekre specifikus
biomarkerek detektalasanak (163).

2.2.7. A sejten Kiviili szabad DNS jellemzése és diagnosztikai jelentésége

Az skDNS ¢és egyéb extracellularis nukleinsavak vérplazmabol torténd

kimutatasat el6szor Mandel és Mateis publikalta 1948-ban (164). A DNS véraramba
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jutasa feltételezhetden két f6 mechanizmus mentén, sejthaldl (apoptozis, nekrozis), illetve
aktiv szekrécio altal torténik. Az skDNS-molekuldk tobbféle formdban vannak jelen a
véraramban. Megjelenésiik szerint lehetnek duplaszaluak, egyszaluak, mitokondrialis
eredetliek, rovid extrakromoszomalis szakaszok, valamint viralis, bakterialis, illetve
taplalékbol  szarmazo  DNS-fragmentumok  (165). Megtalalhatoak  Onalldan,
nukleoszémak részeként, szallitofehérjékhez kotve, extracelluléris vezikuldk felszinén,

illetve azok lumenében is (166,167).

Az skDNS ¢és rakos korfolyamatok kapcsolatat 1977-ben kozolték eldszor.
Megfigyelték, hogy az skDNS egészséges, illetve joindulata daganatokkal rendelkez6
személyekhez képest megnovekedett mennyiségben van jelen a rakos betegek
vérplazmajaban, tovabbda, hogy a metasztatikus tumorok esetén ez a szint emelkedik az
attétet nem ad6 daganatokhoz képest (168). Az 1980-as években kimutattak ezen skDNS-
fragmentumok neoplasztikus eredetét (169). Mara mar jol ismert, hogy a tumorszdvetbol
véraramba keriil6 DNS hordozza a tumorra jellemzd mutacidkat és epimutaciokat, igy

lehetévé téve azok folyadékbiopsziakbol torténd detektalasat (163).

2.2.7.1. A DNS-metildacios eltérések megjelenése folyadékbiopsziaban

A folyadékbiopszidk elemzésére napjainkban egyre nagyobb hangsuly
helyezddik, ugyanis a kevésbé invaziv beavatkozassal torténd vizsgalatok alkalmazéasa
novelheti a paciensek szlrdvizsgalatokon vald részvételi ardnyat, ami a daganatos
korfolyamatok korai, akar rakmegel6z6 allapotban torténd felismeréséhez vezethet. A
folyadékbiopszia a vizelet, a vér, a cerebrospinalis folyadék és a nyal mintatipusok
gyljtéfogalma, amelyekbdl izolalt skDNS, exoszomdk, keringd daganatsejtek, fehérjék,
metabolitok, valamint RNS-molekulak szolgalhatnak kutatasi célpontként a daganatos
megbetegedések sziirése, diagnosztikaja, tovabba a miitétet kovetd iddszak, illetve a

terapias valasz utankovetése soran (163).

Az elmult évtizedekben szamos vastagbélrak-specifikus mutaciot és DNS-
metilacios eltérést irtak le kezdetekben kolorektalis szoveti mintakbol, majd vérmintabol
izolalt skDNS-frakcidkban. Ilyen szdvetmintabol detektalt megvaltozott DNS-
metilacioval rendlez6 gének példaul a TIMP3 (170), IRF8 (170), CDKN2A (171), SFRP1
(172-175), SFRP2 (172-175). Ezek koziil a CDKN2A (176), SFRP1 (177), SFRP2 (177),
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tovabba a SDC2 (177), PRIMAL (177) és SEPT9 (178,179) vérplazmabol is kimutathato
hipermetilalt gének. Az Eurdpai Unidé szdmos orszagdban mar alkalmazott, FDA-
engedéllyel (Food and Drug Administration) rendelkezé Epi ProColon 2.0 sziiréteszt a
SEPT9 gén promoterének metilaltsagi szintjét becsli (180). A munkacsoportunk altal is
vizsgalt teszt 65-75% érzékenységgel és 80-95% specificitadssal képes elkiiloniteni
egymastol a CRC-s és egészséges mintakat (179,181). Emellett szamos olyan gént
azonositottak mar, amelyek igéretes biomarkerek lehetnek a jovOben a tovabbi nagy
esetszamu, validalé analizisek elvégzése esetén. Roperch €s mtsai. altal vizsgalt 3 gént
(NPY, PENK, WIF1l) kombinal6 mutaciés panel 87% érzékenységgel és 80%
specificitassal valasztja el a karcindma mintdkat az egészséges személyektdl gytijtott
vérmintaktol (182). Zhang és mtsai. két mar ismert markergént (C9orf50 és TWIST1)
egészitettek ki tovabbi kettével (KCNJ12 és ZNF132) elemzéseik soran 80% specificitas
€s 97% szenzitivitas értékeket elérve (183). Bartak és mtsai. altal leirt négy gén (SFRP1,
SFRP2, SDC2, PRIMAL) 89,2% érzékenységgel és 86,5% specificitassal kiilonitette el az
adendma mintdkat az egészségestdl, mig 91,5% szenzitivitds és 97,3% specificitas

értékekkel valasztotta el a karcindbmas plazmakat a nem tumorosoktol (177).

A folyadékbiopszidk rutinvizsgilatokban torténd alkalmazdsa  soran
elengedhetetlen a mérések reprodukalhatdésaga. Az skDNS-ben megjelend tumorokra
specifikus markerek sikeres detekciojat nehezitheti a periférias vérsejtek lizise
kovetkeztében felszabaduld genomialis DNS jelenléte (184,185). Ennek megelézésére a
sejtek lizisét gatlo agenseket tartalmazo vérvételi csovek keriiltek fejlesztésre (186). Egy
friss tanulmany a DNS-metilacidos mintazat reprodukalhaté mérését irta le a kiilonb6z6
tartositd csovek hasznalatat kovetéen (186), viszont nem elhanyagolhatd, hogy bizonyos
kutatasok ezen tartositoszerek DNS-metilaciot modositod hatasat tapasztaltak (187-189),
igy e jelenséget az alkalmazott gylijtdcsovek, a hasznalt metodika és az analizalt marker

fliggvényében mindig érdemes megvizsgalni.
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3. Célkitiizések

A vastagbélrakos korfolyamatok egyik korai molekularis eseménye a globalis
DNS-metilacios szint csokkenése, ¢€s ezzel Osszefiiggésben a genetikai instabilitas
kialakulasa. Igy célul tiiztem ki a genomszinti DNS-metilaciés mintazatok
megvaltozasanak, valamint a tapasztalt eltérések lehetséges kialakulasi okainak
vizsgalatat. A vérplazma skDNS-frakcidjaban megjelend daganatspecifikus mutacios €s
metilacids eltérések potencidlis biomarkerként szolgalhatnak, és hozzajarulhatnak a
tumorok korai felismeréséhez. Tehat PhD-munkdm tovabbi fontos részét képezte a
globalis DNS-metilacios eltérések elemzése vérmintakban. Végezetiil a doktori
kutatdsom soran alkalmazott globalis DNS-metilacido becslési modszer, a LINE-1
biszulfit-piroszekvenalas eredményeit potencialisan befolyasold metodikai tényezék
analizisét végeztem el. [Ezaltal terveztem hozzajarulni az eredmények
reprodukalhatésaganak ndveléséhez mind kutatasi, mind esetleges klinikai alkalmazasi

teriileteken.
PhD-munkam soran célom volt a kovetkezd vizsgalatok elvégzése:

1. A globalis DNS-metilaciés mintdzat elemzése vastagbélszoveti mintdkban a

kolorektalis daganatok progresszidja soran és gyulladasos bélbetegségekben;

2. A genomszintii DNS-metilacios eltérések megjelenésének vizsgalata egészséges,
vastagbél-adendmas és vastagbélrakos paciensektdl, valamint gyulladasos

bélbetegségekben szenvedd személyektdl gylijtott plazmamintakban;

3. A globalis DNS-metilacios valtozasok lehetséges kialakulasi okainak analizise

vastagbélszoveti mintakban transzkripcios, valamint anyagcsereszinten;

4. A globalis DNS-metilacio szintjét becsld LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas
modszerét befolyasold6 metodikai tényezdk elemzése kolorektalis szoveti
biopszidkban ¢és vérmintakban. Az analizis a kovetkezd szempontokat foglalta
magaban:

- az alkalmazott piroszekvenalo kit altal vizsgalt 3 CpG-hely szeparalt,
illetve egyiittes elemzése;

- eltérd kolorektalis szovetminta-gyljtési technikak;
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kiilonb6z6 szovetfixald modszerek;

vastagbélszoveti biopsziakbdl izolalt DNS tarolasa;

hagyomanyos K3EDTA, valamint skDNS-frakcio tartositasara szolgald
vérvételi csovek alkalmazasa;

vérmintak tarolasi id6tartama és tarolasi hdmérséklete;

paciensek ¢€letkora és neme.
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4., Modszerek

4.1. Betegek és mintak

Kutatasunkat human vastagbélszoveti, periférias vérsejteket tartalmazo buffy coat
¢s vérplazma-mintdkon végeztik. A mintdk gyljtése a Semmelweis Egyetem
Belgyogyaszati és Hematologiai Klinikan, Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben,
illetve Belgyogyaszati és Onkologiai Klinikan tortént a Regionalis, Intézeti Tudomanyos
¢s Kutatasetikai Bizottsag (TUKEB) engedélyével (14383-2/2017/EKU). A paciensek -
miutan teljes kort tdjékoztatast kaptak a vizsgalatokrél - a TUKEB altal jovahagyott
beleegyezd nyilatkozatot irtak ald a mintdk kutatdsi célra vald felhasznalasdhoz. A
biopszidkat szakértd patologusok osztalyoztak, a rdkos mintdk stadiumbesoroldsa Dukes-
féle, Astler és Coller altal modositott rendszer alapjan tortént. Analizisiinkbdl minden
olyan pacienst kizartunk, akiknek vastagbéldaganaton kiviil egyéb tumoruk is volt, illetve
kemo- vagy sugarterapiaban részesiiltek. Az elemzett mintaszamokat a 2. tablazat
tartalmazza, tovabba a paciensek klinikopatologiai, valamint demografiai adatait a

figgelék F1., F2., F3., F4. tdblazataban foglaltuk dssze.

2. Tablazat. PhD-munkam soran végzett vizsgalatok mintaszamai (n). N: egészséges,
AD: kolorektalis adendma, AD-NAT: adenéma melletti €p szdvet, CRC: kolorektalis
karcindma, CRC-NAT: karcinoma melletti ép szovet, FF: friss-fagyasztott, FFPE:
formalinfixalt, paraffinba dgyazott, IBD: gyulladasos bélbetegség, skDNS: sejten kiviili
szabad DNS.

Mintatipus Globalis DNS-metilacio Metodikai vizsgalat (n)

vizsgalata (n)

Szovet Vér Szovet Vér
FF | FFPE | insilico | sSkDNS | FF | FFPE | skDNS | buffy coat
analizis
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 globalis DNS-metilacio valtozasanak vizsgalata és Kkialakulasanak

hatterében allé lehetséges okok feltérképezése

Osszesen 183 friss-fagyasztott (FF), 40 formalinfixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) vastagbélszoveti mintat, illetve 48 vérmintat gyijtottiink Ossze. A periférias
vérmintakat konyokvénabol gyhjtottik 6ml-es K3EDTA (Greiner Bio-One Gmbh)

vérvételi csovekbe.

4.1.1.1. Vastagbélszoveti mintik

A globalis DNS-metilacio analizisét LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal FF
szOveti mintdkon végeztilkk. Az endoszkopia soran gylijtott szovetbiopszidkat
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. Az FF mintdk 45 egészséges (N), 23 adendma melletti
ép (AD-NAT), 23 karcinéma melletti ép (CRC-NAT), 37 adenéma (AD), 38 CRC és 15
IBD-s mintat foglaltak magukban. AD mintdk esetén vizsgaltunk tubularis (TA, n=25) és
tubulovillézus (TVA, n=9) altipusokat, mig a CRC csoportban Astler és Coller altal
modositott Dukes-féle rendszer szerint A és B (korai, n=13), valamint C és D (késeli,
n=23) alcsoportokat alkottunk. A parositott NAT biopszidk gyiijtése a tumort6l 10-12

cm-es tavolsagbol valosult meg.

A globalis DNS-metilacié és az MTHFR gén mutacids statusza kozotti
Osszefiiggés analizisét FF N (ne7zcc=11, ne77ct=12, nN1298aA=16, N1208ac=7), AD
(Ne77cc=16, ne77cT=12, nN1208AA=17, nN1208ac=10) és CRC (ne77cc=20, ne77cT=14,

N1208aA=11, N1208ac=19) mintdkon végeztiik.

A globalis DNS-hipometilacio szoveti vizualizaciojat, illetve a folsav és a SAM
mennyiség vizsgalatat olyan FFPE mintakon végeztiik (20 AD és 20 CRC), amelyekben

a tumor-NAT tranzicids zona is megfigyelhetd volt.
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4.1.1.2. Folyadékbiopsziak

A globalis DNS-metilacids szintet vérplazmaban 10 egészséges, 14 AD-S, 13
CRC-s és 11 IBD-s betegtol standard K3EDTA vérvételi csovekbe gytijtétt mintakon

elemeztiik LINE-1 biszulift-piroszekvenalassal.

A globalis DNS-metilacié valtozasanak analizisébe, valamint kialakuldsdnak
hatterében 4ll6 lehetséges okok elemzésébe bevont mintdkat és az alkalmazott

technikakat a 9. dbran foglaltuk 6ssze.
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n=40 n=60 n=183 Nep7a = 48

RNS-izolalas Szeparalas (plazma)

HTA 2.0 mikroarray DNS-izolélas

Kalmar és mtsai. 2019

1. Biszulfitkonverzié
2. Biszulfitspecifikus PCR

3. Piroszekvenalas

9. abra. A globalis DNS-metilacié vizsgalataba bevont mintak és az alkalmazott
technikak oOsszefoglalasa. A globalis DNS-metilacié valtozasat elemeztiik
vastagbélszovet- (n=183, N, AD-NAT, CRC-NAT, AD, CRC és IBD) és vérmintakon
(n=48, N, AD, CRC ¢s IBD). FF szovetbiopsziakbol, valamint teljes vérbol szeparalt
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plazmamintakbol DNS-t izolaltunk. Az izolalt DNS-mintak biszulfitkonverzidjat
kovetden biszulfitspecifikus PCR-t végeztiink, az amplikonokat piroszekvenaltunk.
Munkacsoportunk altal 60 vastagbélszdveti biopszidbol végzett HTA 2.0 microarray
analizis bioinformatikai elemzését végeztiink (190). Célunk volt az mRNS-expresszios
valtozasok feltardsa a kolorektdlis normal-adendma-karcindbma szekvencia mentén a
DNS-metilacié folyamatdhoz kapcsolodd gének esetében. A metildonor molekuldk
elérhetdségét immunhisztokémiai festésekkel elemeztiikk vastagbélszoveti metszeteken

(n=40).

4.1.2. Kiilonb6z6 metodikai faktorok globalis DNS-metilacios mintazatra gyakorolt

hatasanak vizsgalata

A LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal mért globalis DNS-metilacios szintet
befolyasold metodikai faktorok vizsgalatdhoz 180 FF és 25 FFPE vastagbélszoveti
biopsziat gytijtottiink, tovabba 63 K3EDTA ¢és 12 skDNS-t tartdsitd vérvételi csdvekbe
(Cell-free DNA Collection tube, Roche) vért vettiink. Az skDNS tartositasara szolgald

vérvételi csovekre Roche vérvételi csovekként hivatkozunk a tovabbiakban.

4.1.2.1. Vastagbélszoveti mintak

Az FF mintak 45 N, 23 AD-NAT, 24 CRC-NAT, 37 AD, 36 CRC ¢és 15 IBD-s
esetet foglaltak magukban, amelyek esetén megfigyeltik a piroszekvenalds soran

analizalt 3 CpG-hely metilacios szintjét egymastol elkiilonitve, illetve atlagolva egyarant.

A mintagytijtés modjanak vizsgalatdhoz 24 CRC-NAT és 36 CRC endoszkoposan
vett, valamint 21 CRC-NAT és 21 CRC miitétileg eltavolitott biopsziat elemeztiink.

A mintak fixalasdnak LINE-1 metilaciora gyakorolt hatdsat FF-hez parositott

FFPE mintak vizsgalataval analizaltunk 9 N és 12 AD-s biopszia esetében.

A DNS-mintak fagyasztva torténd tarolasanak LINE-1 metilaciora kifejtett
hatasat parhuzamos mintdkon elemeztiik. A rovid tava tarolas (2 nap) esetén 27, mig a
hosszll tavh tarolas (2 év) sordn 48 minta LINE-1 metilacidjat hasonlitottuk az elsd
mérések eredményeihez. Tovabba, kontrollvizsgélatként biszulfitkonvertalt, nem metilalt

(rovid tavu tarolas n=7, hosszu tavl tarolds n=10) és metilalt (rovid tava tarolds n=7,
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hosszu tavu tarolas n=12) DNS-standardokat (EpiTect Control DNA és Control DNA Set,

Qiagen) is bevontunk.

4.1.2.2. Folyadékbiopsziik

Vérmintakat gytijtottiink a piroszekvenalo kit altal vizsgalt 3 CpG-hely metilacios
szintjének kiilonallo €s egyiittes analizisére, illetve a kiilonbdzo vérvételi csovek, tarolasi

1d6 és homérséklet LINE-1 metilaciot befolyasold hatasanak elemzésére.

A piroszekvenal6 kit altal vizsgalt 3 CpG-hely metilacids szintjének analizise
soran - a fent emlitett szovetbiopszidk mellett - 19 N, 3 IBD-s, 10 AD-s, 10 CRC-s
pacienstdl gyljtott vérmintdkbol szepardlt buffy coat frakciot is elemeztiink

kontrollcsoportként.

Az Roche vérvételi csovekben taldlhato tartositoszer LINE-1 metildciora
gyakorolt hatdsat 4 egészséges személy vérmintaiban vizsgaltuk. Ennek megfeleléen
K3EDTA csovek mellett Roche csovekbe is gyljtottiink vérmintdkat ugyanazon
személyekt6l. Mindkét vérvételi csé esetén analizéltuk a plazma és buffy coat
szeparalasaig eltelt id0 hatasat, mig K3EDTA csdvek esetén a tarolasi homérséklet LINE-
1 piroszekvendlds eredményeire kifejtett hatasat is megfigyeltik. Egy parositott
K3EDTA és Roche csovekbe vett vérminta rogton vérvétel utan feldolgozasra keriilt, mig
tovabbi parhuzamosokat 3, illetve 6 ora elteltével szepardltunk. A konvencionalis
K3EDTA csovekbe vett folyadékbiopszidk esetén szobahdmérsékleten (RT), valamint 4

°C-on tartott duplikatumokat is elemeztiink.

A kiilonbozd metodikai faktorok globalis DNS-metilaciora gyakorolt hatdsat
vizsgdld analizislinkbe bevont mintdkat és az alkalmazott technikdkat a 10. abran

foglaltuk ossze.
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endoszkopia miitét

N N Nepra =39 Nepa =24 NRoche = 12
=~ = =
n=21 n=180 n=42

Tarolas 4 °C-on, RT (0h, 3h, 6h)

Szeparalas (buffy coat, plazma
DNS-izolalas P (buffy P )
Tarolas -20 °C-on

2 nap (n=27), 2éV (n=48
(2 nap (n=27) (n=48) DNS-izolalas

1. Biszulfitkonverzio
2. Biszulfitspecifikus PCR

3. Piroszekvenalas

10. Abra. A metodikai vizsgalatokba bevont mintik és az alkalmazott technikak
osszefoglalasa. Az endoszkdpos, illetve miitéti uton nyert N, AD, CRC, IBD, illetve
parositott AD-NAT ¢és CRC-NAT biopsziak fixalasat (friss-fagyasztds vagy formalin)
kovetden genomidlis DNS izolalasat végeztiik. Az izolalt DNS mintdkat -20 °C-on
taroltuk a tovabbi elemzések elvégzéséig. A tarolds hatdsdnak vizsgéalata sordn az elsé
méréstdl szamitott 2 nap (n=27), illetve 2 év (n=48) elteltével végeztiik a masodik LINE-
1 biszulfit-piroszekvenalast ugyanazon a DNS-mintakon. Vérmintakat gytijtottiink
standard K3EDTA vérvételi csovekbe a piroszekvenalo kit altal analizalt 3 CpG-hely
metildcidjanak egyedi, illetve atlagolt értékének vizsgdlatdra (n=39). Buffy coat réteg
szeparalasa, valamint genomialis DNS-izolalast kovetéen a mintakat LINE-1 biszulfit-
piroszekvenaltuk. Tovabbi vérmintdkat vizsgiltunk az alkalmazott vérvételi csovek
(K3EDTA ¢és Cell-free DNA Collection tubes, Roche), illetve a teljes vér tarolasi
kortilményeinek LINE-1 metilacidra gyakorolt hatdsdnak meghatarozasara (n=36). A
buffy coat, illetve a plazma szeparalasat kovetéen genomialis és sejten kiviili szabad

DNS-t izolaltunk, az izolalt DNS-t végiil szintén LINE-1 biszulfit-piroszekvenaltuk.
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4.2. DNS-izolalas és kvantifikalas

A szoveti genomialis DNS izolalasa FF és FFPE mintakbol High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche) hasznalataval tortént a gyartd utasitasainak

megfelelden. Az eltciot 100 pul RNéaz- és DNaz-mentes desztillalt vizzel végeztiik.

A buffy coat réteg szeparalasahoz egylépéses, a plazma frakcié elvalasztasahoz
pedig kétlépéses centrifugalast (1350 rcf, 12 perc) alkalmaztunk teljes vérmintakbol. A
genomialis DNS izolalasat a buffy coat mintakbol High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche) hasznalataval végeztiik 200ul kiinduldsi mennyiségb6l. A Roche vérvételi
gyljtéesovekbe levett vérmintakbol szeparalt buffy coat esetén egy €s két oran keresztiil
torténd proteindz K (ProtK) kezelést is alkalmaztunk parhuzamos mintdkon. Az izolalt

DNS elucigjahoz 100 pul RNéaz- és DNaz-mentes desztillalt vizet hasznaltunk.

A plazma frakciobol torténd skDNS-izoldlasra a Quick-cfDNA™ Serum &
Plasma Kitet (Zymo Research) hasznaltuk a gyart6i leirasnak megfeleléen. A globalis
DNS-metilaciés mintdzat plazmaban valdé megjelenésének vizsgalata sordn 3,5 ml, mig a
metodikai faktorok LINE-1 metilaciora gyakorolt hatasanak analizisekor 2 ml
plazmamennyiségbdl indultunk ki. Az eltcio 50 pl RNaz- és DNaz-mentes desztillalt

vizben tortént.

A DNS koncentracidjanak és tisztasaganak (0OD260/280, 0OD230/280)
meghatarozasara NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
eszkozt alkalmaztunk a szoveti €s buffy coat mintakbol izolalt DNS esetén, mig a plazma
frakcio skDNS koncentracidjat Qubit 1.0 fluorométeren Qubit dsDNA HS Assay Kit

(Thermo Fisher Scientific) segitségével mértiik.

Minden DNS-mintat -20 °C-on taroltunk a tovabbi analizisek elvégzéséig.

4.3. LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas

A DNS-mintdkat EZ DNA Methylation-Direct Kit (Zymo Research)
hasznalataval biszulfitkonvertaltuk a gyartoi instrukcidknak megfelelden. A kovetkezd
kiinduldsi DNS-mennyiségeket alkalmaztuk: 500 ng minden FF és FFPE szoveti

biopsziabol, 200 ng minden buffy coat mintdbol €és hozzavetdlegesen 20 ng minden
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plazmabol izolalt DNS esetén. A biszulfitkonverziot kovetéen, a LINE-1 promdter 146
bazispar hosszsagu szakaszanak biszulfitspecifikus amplifikalast végeztiik (Pyromark
Q24 CpG LINE-1 Kit, Qiagen, Németorszag) Mastercycler EP Gradient S PCR gépen
(Eppendorf). A héprogram a kdvetkezo volt:

- Enzimaktivaciés 1épés: 90 °C, 15 perc
- 45 ciklus a kovetkezd 1épésekbdl: denaturacido 94 °C, 30 masodperc;
annelalas 50 °C, 30 masodperc; lanchosszabitas 72 °C, 30 masodperc;

- Végso extenzios 1épés: 72 °C, 10 perc.

A PCR specificitasat gélelektroforézis segitségével ellendriztiik, 2%-os agarozgél
alkalmazéasaval. Az amplikonok piroszekvendlast megel6zé elokészitése és mosasi
1épései PyroMark Q24 Vacuum munkadlloméson (Qiagen) torténtek. A piroszekvenalast
Pyromark Q24 CpG LINE-1 Kit (Qiagen) és PyroMark Gold Q24 Reagents (Qiagen)
hasznalataval hajtottuk végre Pyromark Q24 (Qiagen) miszer segitségével. A 146
bazispar hosszusagl szakaszban talalhatdo harom CpG-dinukleotid (318-as pozicié (CpG-
pozicio 3 - CpG 3), 321-es pozicio (CpG-pozicid 2 - CpG 2) és 328-as pozicio (CpG
pozicid-1 - CpG 1), GenBank azonositd: X58075) metilacidja az adott pozicioba beépiilt
citozin- és timintartalmt nukleotidok aranyabdl szamithato a Pyromark Q24 v2.0.6
szoftver segitségével. A teljes protokoll gyartdi utasitdsoknak megfeleléen keriilt

elvégzésre.

4.4. In silico génexpresszio analizis

A DNS-metilacié folyamatdhoz kdothetd enzimrendszereket kodold gének
Array (HTA) 2.0 (Affymetrix) eredményei alapjan (190). Ez az elemzés 20 N, 20 AD és
20 CRC minta mRNS-expresszidjanak feltérképezését foglalta magaban. Az adatok a
GEO (Gene Expression Omnibus) adatbazisba feltoltve, a GSE100179 referenciaszamon
érhetéek el. Munkank soran az in silico analizist Transcriptome Analysis Console 4.0
szoftver (TAC 4.0, Affymetrix) alkalmazéisaval végeztiik, a kovetkezd kritériumok
mentén: korrigalt p-érték < 0,05; expresszios intenzitaskiilonbség (fold change, FC) >
|1,4].
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4.5. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai festéseinket 5 um vastagsagi AD (n=20) és CRC (n=20)
FFPE metszeteken végeztiik. A deparaffinalast kovetden az antigénfeltarast fémkuktaban
hajtottuk végre. Az endogén peroxiddzok inaktivalasanak céljabol a metszeteket 3%-0s
hidrogénperoxid oldatban inkubaltuk 30 percig, mig az aspecifikus jelek blokkolasat 1%-
0s BSA-oldat segitségével végeztiik el szobahdmérsékleten, szintén 30 percen keresztiil.
A metszeteket a kovetkezd elsddleges antitestekkel festettiik gyartdi leirasnak
megfelelden: 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 5SmC esetén a metszeteket a 3%-os hidrogén-peroxid inkubaciot
kovetden eldszor 0,1% Tween-TBS oldattal kezeltiik 10 percen keresztiil. Az antigének
feltarasa 2N HCI oldat hasznalataval tortént (15 perc, RT). A pH normalizalasat 8,3-as
pH-val rendelkez6 100mM  TBS-sel végeztik. Az aspecifikus kotddés
megakadalyozasara szintén 1%-0s BSA-oldat inkubaciot alkalmaztunk 30 percen
keresztiil. Az elsédleges 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 megfeleléen hasznaltuk. A mosasi 1épéseket
kovetden a metszetek egy oran keresztiil inkubaltuk a méasodlagos antitestekkel (anti-nyul
antitest (BA1054, Boster), anti-patkany antitest (18-4818-82, Invitrogen) és anti-egér
antitest (62-6520, Invitrogen)) a gyartdoi utmutatoban foglalt higitasok szerint,

szobahOmérsékleten.

A jelolés eldhivasait DAB kromogén (K3468, DAKO) és HISTOLS-DAB
szubsztrat (30014. K, Histopathology Ltd.) hasznalataval végeztiikk, tovabba a
sejtmagokat hematoxilinnal festettiik. A festéseket Pannoramic Confocal miiszerrel
digitalizaltuk és Pannoramic Viewer (v: 1.15.3, 3DHISTECH) szoftver hasznalataval
értékeltiik ki. A jelolodés intenzitasat 0 és +3 értékek kozott osztalyoztuk, ahol 0 negativ,
+1 gyenge, +2 kozepes €s +3 erds immunhisztokémiai festddést jelentett, majd modositott
Quick-score (Q-score) technika segitségével kiértékeltiik a kdvetkezd egyenlet alapjan:
Q-score=I x P, I: a pozitiv sejtek festddési intenzitasa, P: pozitiv sejtek szazalékos aranya,
maximum értéke: 300=(3x100) (191). Az epitélialis és stromalis régiokat minden minta

esetében kilon-kiilon értékeltiik.
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4.6. Statisztikai vizsgalatok

4.6.1. A globalis DNS-metilacio valtozasanak vizsgalata és kialakulasanak

hatterében allé lehetséges okok feltérképezése

A statisztikai szignifikancia (p<0,05) megallapitasat és a ROC (receiver operating
characteristic, vevé miikodési karakterisztika) analizist Prism8 szoftver (GraphPad)
hasznalataval végeztiik. Tobbszords Osszehasonlitds és nem normalis eloszlas esetén
Kruskal-Wallis és Dunn t6bbszords 6sszehasonlitas teszteket hasznaltunk, mig normalis
eloszlast mutaté adatainkon ANOVA, majd Brown Forsythe, valamint Welch-féle
ANOVA probakat alkalmaztunk. Paros 6sszehasonlitdsok soran parositott t-tesztet vagy
Wilcoxon tesztet végeztiink annak fliggvényében, hogy parametrikus vagy nem

parametrikus eloszlast tapasztaltunk.

4.6.2. Kiilonboz6 metodikai faktorok globalis DNS-metilaciés mintazatra gyakorolt

hatasanak vizsgalata

Statisztikai szignifikanciak szamolasat (p<0,05) szintén Prism8 szoftverrel
(GraphPad) végeztiik. Tobbszords Osszehasonlitds sordan nem parametrikus eloszlast
mutatd adatainkon Kruskal-Wallis és Dunn tobbszords 0Osszehasonlitds probakat
hasznaltunk, mig normalis eloszlas esetén ANOV A, majd Brown Forsythe és Welch-féle
ANOVA teszteket hasznaltunk. Fiiggetlen mintacsoportok paros Osszehasonlitdsara
normalis eloszlas esetén parositatlan t-probat, nem normalis eloszlast mutatdo adatok
esetétn Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. Az életkor és LINE-1 metilacio kozotti

korrelacio vizsgalatat Spearman teszttel végeztiik.
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5. Eredmények

5.1. A globalis DNS-metilacio valtozasanak vizsgalata és kialakulasanak

hatterében allé lehetséges okok feltérképezése

5.1.1. Szovetmintak globalis DNS-metilaciéjanak vizsgalata LINE-1 biszulfit-

piroszekvenalassal

Vastagbél-szovetmintak globalis DNS-metilaciéjanak tanulméanyozéasa soran
atfogo analizist végeztiink LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas alkalmazasaval kolorektalis
N, AD-NAT, CRC-NAT, AD, CRC ¢és IBD biopsziakon. A Pyromark Q24 CpG LINE-1
Kit altal vizsgalt CpG-pozicidk metilacidjanak atlagolt értékeit elemeztiik.

Szignifikdns LINE-1 metilaci6 csokkenést tapasztaltunk AD (72,7+4,8%) és CRC
(69,7£7,6%) szovetmintdkban az N (77,5+1,7%) és IBD (77,1£1,9%) biopsziakhoz
képest (p<0,01), mig IBD esetén nem figyeltiink meg szignifikans metilaci6 valtozast az
N mintdkhoz viszonyitva (11. Abra/A). Szintén szignifikansan alacsonyabb LINE-1
metilaciot detektaltunk a TA (73,8+4,1%) és TVA (69,8+4,5%) mintdkban az egészséges
biopszidkhoz (77,5+1,7%) hasonlitva (p<0,05), valamint a TVA mintédkban (69,8+4,5%)
aTA (73,844,1%) alcsoporthoz képest (p<0,05). Korai (71,5+4,9%) és kései (68,5+8,7%)
stadiumi CRC-s betegektdl gyiijtott mintdkhoz viszonyitva szignifikdnsan magasabb
metilaciot mértiink az €p biopszidkban (77,5+1,7%, p<0,05), valamint a CRC stadiumok
Osszevetése soran csokkent LINE-1 metilaciot tapasztaltunk a rak progresszidja mentén
(11. Abra/B). Az AD-NAT (76,0+2,1%) és CRC-NAT (76,4+2,0%) biopszidk
szignifikansan alacsonyabb metilacios szintet mutattak az N mintakhoz hasonlitva
(77,5+1,7%) (p<0,05). Tovabba az AD (72,8+4,4%) és a CRC (71,2+6,8%) mintak
szignifikansan csokkent metilacios értékekkel rendelkeztek a parositott AD-NAT
(76,0+2,1%) és CRC-NAT (76,4+2,0%) csoportokhoz képest (p<0,05) (11. Abra/C).

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozicidinak szeparalt metilacios értékeit a
fiiggelék F1/A., F2/A., F3/A. és F4/A. tablazataban foglaltuk ossze.
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11. Abra. A globalis DNS-metilici6 vizsgilata vastagbélszoveti mintakban LINE-1
biszulfit-piroszekvenalassal. A) Szignifikansan alacsonyabb globalis DNS-metilaciot
figyeltiink meg AD (n=37) ¢s CRC (n=38) mintdkban az N (n=45) és IBD (n=15)
biopszidkhoz képest (p<0,01). IBD vs. N 6sszehasonlitdsban nem tapasztaltunk eltérést.
B) TVA (n=9) és TA (n=25) biopsziak esetén szignifikdnsan kisebb metilacios szintet
mértiink az ép mintdkhoz hasonlitva, illetve a TVA csoportban is TA adendémakhoz
képest (p<0,05). Korai (n=13) ¢és kései CRC-s (n=23) mintdk Osszevetése esetén
szignifikansan alacsonyabb LINE-1-metilacios szintet detektaltunk az egészséges
biopszidkhoz viszonyitva, illetve csokkend trendet tapasztaltunk a kései vs. korai
stadiumtt CRC-s csoportok Osszevetése esetén. C) Az AD-NAT (n=23) ¢s CRC-NAT
(n=25) biopszidkban szignifikdnsan alacsonyabb LINE-1 metilaciot talaltunk az ép
biopszidkhoz hasonlitva (bal oldal, p<0,05), azonban a péarositott tumor mintakkal
Osszevetve szignifikdnsan nagyobb metilacids értékkel rendelkeztek (kozép és jobb oldal,

p<0,05). AD: kolorektalis adenéma, AD-NAT: adendéma melletti ép szovet, CRC:
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kolorektalis karcindma, CRC-NAT: karcindbma melletti ép szovet, IBD: gyulladésos

bélbetegség, N: egészséges, TA: tubularis adenéma, TVA: tubulovillézus adenéma.

5.1.2. Plazmamintak globalis DNS-metilaciéjanak vizsgalata LINE-1 biszulfit-

piroszekvenalassal

A vastagbélszoveti globalis DNS-hipometilacié megfigyelését kovetden
egészséges, AD-s, CRC-s ¢és IBD-s paciensektdl gyiijtott plazmamintdk skDNS
frakcigjanak genomszintli metilaciés mintazatat hataroztuk meg. A széveti mintak
elemzéséhez hasonldan analizisiink soran a Pyromark Q24 CpG LINE-1 Kit altal vizsgalt

CpG-pozicidk metilacidjanak atlagolt értekeit elemeztiik.

Szignifikdnsan alacsonyabb LINE-1 metilacios szintet tapasztaltunk AD
(80,0£1,7%) és CRC (79,8+1,3%) plazmakbol izolalt skDNS mintakban az N mintakhoz
(82,0+2,0%) képest (p<0,01), mig IBD (81,1+0,8%) betegektdl gyiijtott plazmak esetén
nem figyeltink meg jelentds eltérést a tobbi csoporthoz viszonyitva (12. Abra/A). A
LINE-1 metilacié diagnosztikus hatékonysagat ROC analizissel vizsgaltuk az AD mintak
egészségesektol torténd megkiilonboztetésére vonatkozoéan. A LINE-1 metilacio 66,7%-
os szenzitivitas és 90,0%-os specificitas értékekkel volt képes elkiiloniteni az adendmas
mintakat a normaloktdl 80,0% LINE-1 metilacios hatarérték esetén (AUC (area under
curve, gorbe alatti teriilet): 0,8; p<0,05; 95% CIl (confidence interval,
konfidenciaintervallum) 0,6-1,0) (12. Abra/B).

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozicidinak szeparalt metilacios értékeit a
fiiggelék F1/C., F2/C., F3/D. és F4/C. tablazataban foglaltuk 6ssze.
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12. Abra. A globalis DNS-metilacié vizsgalata LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal
plazmamintiakban. A) Szignifikansan alacsonyabb LINE-1-metilaciot figyeltiink meg
AD (n=14), illetve CRC (n=13) péciensektdl gylijtott plazmamintdkban az egészséges
személyekhez (n=10) képest (**p<0,01). Az IBD (n=11) vs. N dsszehasonlitds sordn nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést. B) ROC (receiver operating characteristic, vevo
mikodési karakterisztika) analizis alapjan, a LINE-1-metilaci6 66,7%-0s szenzitivitas ¢s
90,0%-0s specificitdas értékekkel kiilonitette el az AD betegektdl szarmazd
plazmamintakat az egészségesektdl, 80,0% LINE-1 metilacios hatarérték mellett (AUC:
0,8; p<0,05; 95% CI 0,6-1,0). AD: kolorektalis adenoma, AUC: gbrbe alatti teriilet (area
under curve), Cl: konfidenciaintervallum (confidence interval), CRC: kolorektalis
karcinoma, IBD: gyulladdsos bélbetegség, N: egészséges, ROC: vevd miikddési

karakterisztika (receiver operating characteristic).

5.1.3. A DNS-metilacié folyamatahoz kapcsolodo enzimek in silico génexpresszios

vizsgalata

Munkacsoportunk altal elvégzett teljes transzkriptom-analizis (GeneChip™ HTA
2.0) eredményeit (190) in silico elemeztiik a metilacios és demetilacios folyamatokhoz
kapcsolodo enzimek, az 1C ciklus enzimrendszerének tagjai, illetve a folatreceptorok

esetén.

A 12. ébra kizarolag olyan géneket tartalmaz, amelyek expresszios valtozdsa mind
AD vs. N, mind CRC vs. N dsszehasonlitasban megfelelt a vizsgélati kritériumainknak

(korrigalt p<0,05; FC > |1,4]).
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A GART, MTHFD1, MTHFD2, ATIC és SHMT2 gének szignifikansan magasabb
MRNS-expressziot mutattak AD és CRC mintdkban az egészségesekhez képest, mig a
folatreceptor B (FRp) fehérjét kodold FOLR2 gén kifejezddése szignifikansan csokkent a
tumoros mintdkban (p<0,05) (13. Abra).

-1 0 1
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13. Abra. A DNS-metilacié folyamatahoz kapcsolédé enzimek mRNS-expresszios

szintjének valtozasa a vastagbéltumorok Kkialakulasa sorian. Az 4bran kizardlag
azokat a géneket tiintettiik fel, amelyek mRNS-expresszidja megfelelt az analizis
kritériumainak (AD vs. N, CRC vs. N: korrigalt p<0,05; FC > |1,4|). A hétérkép z6ld szine
csokkent, piros szine ndvekedett transzkriptumszintet jelol. Minden sor kiilonb6z6 gént,
mig minden oszlop eltérd mintacsoportot abrazol (N: egészséges, n=20; AD: kolorektalis
adenoma, n=20; CRC: kolorektalis karcinoma, n=20). Az 0&t, tumoros mintakban
szignifikansan emelkedett expressziot mutatd gén (GART, MTHFD1, MTHFD2, ATIC és
SHMT2) az 1C metabolizmus enzimrendszerének tagja. Az FRP fehérjét kodolo FOLR2
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gén szignifikdnsan alacsonyabb génkifejezodéssel rendelkezett AD és CRC mintakban az
N mintdkhoz képest. N: egészséges, AD: kolorektalis adenoma, CRC: kolorektalis

karcinoma.

A 13. abran nem abrazolt gének koziil kiemelend6 a DNMT1, az APOBECL],
valamint az APOBEC3B, amelyek csak az AD, vagy csak a CRC csoportokban mutattak
szignifikans expressziovaltozast az ép mintakhoz képest (Fiiggelék, F1. Abra). A DNMT1
szignifikansan emelkedett génkifejezodést mutatott a CRC mintdkban az N mintakhoz
viszonyitva (FC=1,5; p<0,05), tovabba az APOBEC1 (FC=1,9) szignifikansan
feliilexpresszalodott, illetve az APOBEC3B (FC=-1,5) szignifikansan csokkend atirodast
mutatott az AD biopszidkban az ép mintakhoz hasonlitva (p<0,05).

514. A DNMT é FOLR2 gének mRNS-expressziojanak validalasa

immunhisztokémiaval

A DNMT1, DNMT3A, DNMT3B ¢és FOLR2 gének expresszids eredményeit
immunhisztokémiai festésekkel validaltuk tranzicids zondt tartalmazo vastagbélszoveti

metszeteken. A kiértékelést Quick-score technika segitségével végeztiik.

A DNMTL1 enzimek nuklearis jelolédése hamsejtekben szignifikansan nagyobb
intenzitdst mutatott a rakos teriileteken (191,7+18,9) az ép régidkhoz (131,7+12,6)
viszonyitva (p<0,05), mig nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a stromasejtek festése
soran (NAT st: 100,0+£50,0; CRC st: 106,7£20,8). A DNMT3A ¢és 3B fehérjék
elemzésekor nem figyeltiink meg szignifikans valtozast a sejtmagok festddésének
mértékében tumoros, illetve ép teriiletek Osszehasonlitdsakor, sem a ham-, sem a
stromasejtek 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. Abra).

56



A DNMT1 B DNMT3a C DNMT3b

& ’,“’ P
e CRC
]
N
CRC M
‘,,»N:
| Bl >

36,7+23,1
33,3+15,3

100,0+£50,0

106,7+20,8

93,3+11,6

e | |

Q QQ&\ X

«QQOQQ &e" o2 (AN
FEFE FEFE

14. Abra. A DNMT enzimek immunhisztokémiai vizsgalatanak eredményei. Az
abran a DNMTI1 (A), a DNMT3A (B) és a DNMT3B (C) fehérjék expresszidjanak
valtozasa lathatd NAT és CRC régiokban. A DNMTI szignifikans feliillexpressziot
mutatott a CRC-s teriiletek hamsejtjeiben az ép zdéna epitélidlis sejtjeihez képest
(*p<0,05), mig a stromasejtek esetén csak mérsékelt valtozast tapasztaltunk. A DNMT3A
¢s 3B enzimek expresszidjanak tanulmanyozasa soran nem detektaltunk jelentds valtozast
a vizsgalt régiok kozott egyik sejttipus esetén sem. CRC: kolorektalis karcinoma, NAT:

karcindéma melletti ép szovet, ep: epitélsejtek, st: stromasejtek.

A FOLR2 gén altal kédolt FRB citoplazmatikus jelolédése a receptorfehérje
kifejez0désében szignifikans csokkenést mutatott az AD-s mintak epitalidlis (76,5+33,3)
¢s stromalis sejtjeiben (63,3+26,2) is, valamint a CRC-s régiok hamsejtjeiben
(104,8+26,5) a parositott NAT teriiletekhez (AD-NAT ep: 128,5+51,9; AD-NAT st:
96,5£52,5; CRC-NAT ep: 142,8444,6) képest (p<0,01). A rékos teriiletek
stromasejtjeiben enyhe intenzitascsOkkenést tapasztaltunk (72,7+£35,7) a NAT zoénakhoz
viszonyitva (83,5+36,9) (15. Abra).
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15. Abra. Az FRp fehérje expressziéjanak vizsgilata immunhisztokémiaval. Az FRp
kifejezddése szignifikansan csokkent az AD ham- és stromasejtekben (A), illetve a CRC
epitélsejtekben (B) az ép teriiletekhez képest (**p<0,01). A CRC régio6 stromasejtjeiben
tapasztalt alacsonyabb mértékii festddés nem mutatott statisztikai szignifikanciat a NAT
z6ndkhoz viszonyitva (B). AD: kolorektalis adenéma, CRC: kolorektalis karcinéma, ep:

epitélsejtek, NAT: tumor melletti ép szovet, st: stromasejtek.

Mind a DNMT]1, 3A és 3B, valamint mind a FOLR2 altal kodolt FRp festodése

tiikkrozte a microarray analizisiink eredményeit.

5.1.5. Az MTHFR gén mutacios statusza és a globalis DNS-metilacids szint kozotti

osszefiiggés elemzése

A globalis DNS-hipometilaci6é kialakuldsdban szerepet jatszo okok analizise
soran megvizsgaltuk a metildcio és az MTHFR gén mutacios statusza kozotti
Osszefiiggést. Az elemzés sordn a gén két leggyakoribb mutacidjanak (C677T, A1298C)

heterozigdta formaival (HE) jellemezhetd vastagbélszoveti mintdk LINE-1 metilaciods
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szintjét hataroztuk meg kolorektalis egészséges, adendomas, illetve karcindmas

biopsziakban.

Ep mintak esetén nem talaltunk szignifikans LINE-1 metilacios eltérést a HE
(677CT: 77,1£1,7%, 1298AC: 76,2+1,7%) vs. vad tipus (WT) (677CC: 76,4+1,8%,
1298AA: 77,3+1,9%) Gsszehasonlitasban (16. Abra/A). Ezzel szemben szignifikansan
alacsonyabb metilaciét figyeltiink meg mindkét vizsgalt mutacid esetén AD HE
mintdkban (677CT: 70,5+4,3%, 1298AC: 69,2+4,3%) a WT biopsziakhoz (677CC:
73,8+4,3%, p<0,05; 1298AA: 74,4+4,0%, p<0,01) hasonlitva (16. Abra/B). CRC-s
biopszidkban érdekes mddon enyhe, nem szignifikans metildci6-ndvekedést detektaltunk
HE mintakban (677CT: 71,7+4,5%, 1298 AC: 70,2+6,7%) a WT biopszidkhoz (677CC:
69,2+8,9%, 1298AA: 68,8+8,6%) képest mindkét mutacid esetén (16. Abra/C).

ﬂ N ﬂ AD Q CRC
1009 cerrr  At208C 1007 o7zt At298C 1009 cerrr . At2e8c
£ 90+ £ 90+ e £ 90+ :
y 0 T b : ?
3 804 - . i _mh s 804 - o 804 . oo
% 704 5 ' 3 704 - —}I : %; % 70 —— T
£ 77.441,7% £ 77,341,9% £ o Lo _ £ =
60-764:18% 76,2+1,7% v 60-738:43% i74,414,0% - 60
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16. Abra. A globalis DNS-hipometilicié és az MTHFR gén gyakori mutaciéi (C677T,
A1298C) kozotti osszefiiggés vizsgalata LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal. A)
Egészséges mintdk esetén nem tapasztaltunk eltérést az analizalt csoportokban (C677T
nwt=11, nhe=12, A1298C nwt=16, nHe=7). B) AD mintdkban szignifikansan alacsonyabb
LINE-1 metilacios értékeket taldltunk 677CT és 1298AC genotipus esetén a vad
tipusokhoz (*p<0,05; **p<0,01) képest (C677T nwr=16, nHe=12, A1298C nwr=17,
nHe=10). C) Vastagbélrdkos biopszidkban mérsékelten magasabb LINE-1 metilaciot
figyeltiink meg mindkét mutacié esetén a HE vs. WT 6sszehasonlitds soran (C677T
nwt=20, nHe=14, A1298C nwr=11, nue=19). AD: kolorektalis adenéma, CRC:

kolorektalis karcindéma, HE: heterozigota, WT: vad tipus.
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5.1.6. A metildonor molekulak mennyiségének vizsgalata vastagbélszovetben

immunhisztokémiaval

A metildonor- (folsav, SAM) tartalom és az SmC-fest6dés kozotti sszefliggés in
situ tanulmanyozasara immunhisztokémiai festést alkalmaztunk. A kiértékelést Quick-

score technika segitségével végeztiik.

A folsav- (AD ep: 100,7+£28,6; CRC ep: 100,5+£33,8) (17. Abra/A, B), SAM- (AD
ep: 92,9+26,9; CRC ep: 95,0£32,0) (17. Abra/C, D), valamint 5mC-festédés (AD ep:
128,3£35,2; CRC ep: 103,3+33.4) (17. Abra/E, F) intenzitasa szignifikdnsan alacsonyabb
volt mind az AD, mind a CRC mintdk hamsejtjeiben a parositott NAT teriiletekhez képest
(folsav. AD-NAT ep: 142,1440,8; CRC-NAT ep: 140,8+41,3; SAM AD-NAT ep:
123,1+26,3; CRC-NAT ep: 147,2442,3; SmC AD-NAT ep: 191,4449,0; CRC-NAT ep:
177,5+44,9) (p<0,01). A stromasejtekben is enyhe intenzitascsokkenést tapasztaltunk,
amely szignifikdns volt az SmC jelolés soran AD (AD-NAT st: 130,3+59,3; AD st:
96,6+31,3) (17. Abra/E) (p<0,01) és CRC (CRC-NAT st: 122,8+42,4; CRC st: 90,6+38,5)
(17. Abra/F) (p<0,01) mintakban, valamint folsav jelolés esetén a CRC biopszidkban
(CRC-NAT st: 100,2+51,0; CRC st: 78,8+38,7) (17. Abra/B) (p<0,05).

ADENOMA KARCINOMA

Folsav 15 Folsav

17. Abra. A folsav és a SAM metildonor molekulak mennyiségének, valamint a

globalis DNS-metilacié mértékének immunhisztokémiai vizsgalata vastagbélszovet-
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mintadkban immunhisztokémiaval. Szignifikdnsan csokkend folsav (A, B), SAM (C, D)
¢s SmC (E, F) intenzitast figyeltink meg AD-s és CRC-s biopszidk epitélsejtjeiben.
Enyhén alacsonyabb mértékii festddést tapasztaltunk a stromasejtek vizsgalata soran, ami
az AD (E) és CRC (F) stromasejtjeinek SmC (**p<0,01), illetve a CRC-s biopszidk (B)
stromasejtjeinek folsav jelolése esetén szignifikdnsnak mutatkozott (*p<0,05). AD:
kolorektalis adenéma, CRC: kolorektalis karcinoma, ep: epitélsejtek, NAT: tumor melleti

ép szovet, st: stromasejtek.

5.2. Kiilonb6z6 metodikai faktorok globalis DNS-metilacios mintazatra

gyakorolt hatasanak vizsgalata

erer

Ezen vizsgalatunk sordn azt tanulmanyoztuk, hogy a Pyromark Q24 CpG LINE-
1 Kit &ltal analizalt harom CpG-pozicid metilacidjanak kiilonallé elemzése hordoz-e

magaban 1j informaciot az atlagolt metilacios értékek valtozasahoz képest.

Szignifikdnsan magasabb metilacids szintet tapasztaltunk a CpG 1-es pozicid
(79,7£3,2%) esetén a CpG 2 (75,9£2,3%), a CpG 3 (74,9+2,6%), illetve a hdrom CpG-
dinukleotid atlagmetilacios értékéhez (76,8+1,9%) képest a nem tumoros
vastagbélszoveti mintakban (N, AD-NAT, CRC-NAT és IBD) (p<0,01) (18. Abra/A, bal
oldal). Azonban érdekes modon a tumoros mintdk (AD, CRC) CpG-pozicidi (CpG 1:
71,04£9,5%, CpG 2: 71,8+4,8%, CpG 3: 70,4+6,1%, atlag CpG: 71,1+6,4%) k6z6tt nem
detektaltunk szignifikans kiilonbséget (18. Abra/A, jobb oldal). Az analizalt buffy coat
frakciok esetén mind a nem tumoros, mind az adendmas €s vastagbélrakos betegektol
gyljtott mintdkban szignifikdnsan nagyobb metilacios értékeket figyeltiink meg a CpG
1-es (nem tumoros: 84,4+2,9%, tumoros: 84,2+2,8%) pozicidban 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 atlagolt metilaciés értékekhez (nem tumoros: 79,5+1,8%,

tumoros: 78,6+1,5%) viszonyitva (18. Abra/B).
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18. Abra. A Pyromark Q24 CpG LINE-1 esszé altal vizsgalt harom CpG-pozicié
szeparalt, illetve egyiittes metilacidos értékének osszehasonlitasa. A) CpG 1 esetén
szignifikansan magasabb metilacios szazalékot tapasztaltunk a CpG 2, a CpG 3, illetve
az atlagolt metilacios értékekhez hasonlitva nem tumoros kolorektalis szoveti mintakban
(N, AD-NAT, CRC-NAT ¢és IBD, n=108) (bal oldal) (**p<0,01), mig AD és CRC (n=75)
esetén nem taldltunk kiilonbséget (jobb oldal). B) Bufty coat frakcidk analizaldsa sorén a
nem tumoros (egészséges ¢s IBD, n=18) és a tumoros (AD és CRC, n=20) mintdk esetén
is szignifikdnsan magasabb metilacids értéket detektaltunk a CpG 1 esetén a CpG 2, a

CpG 3, valamint az atlag metilacios értékekhez viszonyitva (**p<0,01).

5.2.2. A kolorektalis szovetbiopsziak gytjtési technikai, illetve a szovetfixalasra

alkalmazott metodikak LINE-1 metilaciora gyakorolt hatasanak analizise

A kiilonb6z6 mintagytijtési technikék (endoszkopos, miitéti) hatdsanak elemzése
soran CRC (tumoros) és CRC-NAT (nem tumoros) mintdkat analizaltunk, mig a
vastagbélszovet mintak fixalasara hasznalt friss-fagyasztas (FF), illetve formalin (FFPE)
alkalmazasanak LINE-1 metilaciora gyakorolt hatasanak vizsgalatat AD (tumoros) és N

(nem tumoros) biopszidkon végeztiik.

Mérsékelten magasabb LINE-1 metilacids szintet tapasztaltunk az endoszkdposan
gyljtott biopszidkban (72,1+6,9%) a mitéti mintdkhoz (71,4+6,5%) hasonlitva (19.
Abra/A, bal oldal), mig szignifikansan alacsonyabb LINE-1 metilaciot detektaltunk FFPE
mintak (72,9+5,1%) esetén FF biopszidkhoz (75,5+2,7%) képest (19. Abra/B, bal oldal)
(p<0,05). A megfigyelt kiilonbségek miatt fontosnak véltik megvizsgalni, hogy a
tumoros és nem tumoros mintak kdzott megfigyelt DNS-metilacios mintdzat megjelenik-

e a kiilonbozo technikakkal gytijtott, valamint eltéréd modon fixalt tumor biopszidk esetén
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is. Az endoszkopos, illetve miitéti biopszidk elemzése soran mindkét mintagytijtési
technika esetén szignifikdnsan alacsonyabb LINE-1 metilaciot taladltunk tumoros
biopszidkban a nem tumoros mintakhoz képest (19. Abra/A, jobb oldal). Friss-
fagyasztassal fixalt mintdkban szignifikansan kisebb LINE-1 metilaciot tapasztaltunk
tumoros biopszidkban a nem tumoros mintakhoz viszonyitva, mig FFPE tumoros és nem

tumoros csoportok kozott nem detektaltunk szignifikans eltérést (19. Abra/B, jobb oldal).

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozicidinak szeparalt metilacios értékeit a
fliggelék F5., F6. tablazataban foglaltuk 6ssze.

E3

Mintagyiijtés Globalis DNS-metilacié J Szovetfixalas Globalis DNS-metilacio
904  FF FFPE

.
: ) : :
77,6:0,9% % I -}

74,042,5%

90- 901 E s .

*
o
o

]

755:2,7%

(=]
o
1
0
o
1
=]
o
1

74204.3%

=]
=]
1

72,9:5,1% 71,915,5%

LINE-1 metilacio (%)
LINE-1 metilacio (%)
3 3

1
LINE-1 metilacio (%)
-
(=]
1
LINE-1 metilacio (%)
=3 ~
g 3

(5]
=]
1
o
=]
1

50 67,847,3%

50 721500
72,146,9% 69,4+7,9%

71,416,5%

B
=]

s
[

40 1 1 40 T T T T T T H H ql, ;
& & 3 & FF FFPE ) Q' O o

°‘0 °4,° °g° o(o ((\0\ o & ot

.&o@ o @*{‘ Lo 4

o
(‘e (\6 °G o@

%,

19. Abra. Az alkalmazott mintagyiijtési technika és fixalasi modszer hatasa a szoveti
LINE-1 metilacios szintre. A) Enyhén magasabb metilacios szintet tapasztaltunk az
endoszkdoposan gylijtott mintak (n=60) esetén a miitéti biopsziakhoz (n=42) képest (bal
oldal). Szignifikdnsan alacsonyabb globalis DNS-metilaciot talaltunk tumoros mintdkban
a nem tumoros mintakhoz Viszonyitva mindkét moédszerrel gyiijtott biopsziak esetén
(**p<0,01) (jobb oldal). B) FFPE mintakban (n=25) szignifikansan alacsonyabb LINE-1
metilacios szintet figyeltiink meg az FF biopszidkhoz (n=25) hasonlitva (*p<0,05) (bal
oldal). Szignifikans DNS-hipometilacioét detektaltunk a tumoros vs. nem tumoros
Osszehasonlitasban FF mintdk esetén (**p<0,01), mig FFPE biopszidkban nem
tapasztaltunk szignifikdns eltérést (jobb oldal). E: endoszkoépos mintdk, FF: friss-
fagyasztott mintdk, FFPE: formalinfixalt, paraffinba 4gyazott mintdk, M: miitéti mintak.

5.2.3. Kiilonbo6z6 tarolasi kondiciok hatasa a LINE-1 metilaciora

A kolorektalis szovetbiopszidkbdl izolalt DNS, illetve teljes vérmintdk eltérd

tarolasi  koriilményeinek LINE-1 metilacios eredményekre gyakorolt hatasat
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tanulmanyoztuk. Az elemzések sordn az elsd és masodik vizsgalati idépont kozatti atlag

metilacios kiilonbségeket tiintettiik fel.

A vastagbélszdveti mintak -20 °C-on torténd két napos taroldsa nem okozott
kiilonbséget a LINE-1 metilacios értékek kozott (-0,9%), mig hosszatavi analizisiinkben,
a két év tarolds utan elemzett parhuzamos DNS-mintdk szignifikdnsan emelkedett
(+3,2%) LINE-1 metilacioval rendelkeztek az elsé mérési idéponthoz képest (p<0,01)
(20. Abra/A).

A Roche vérvételi csovekbe gylijtott vérmintdk vizsgélata soran szignifikdnsan
emelkedett LINE-1 metilaciot detektaltunk az skDNS-frakci6 (+2,1%) esetén, mig igen
mérsékelt, de szignifikans metilacios csokkenést tapasztaltunk a buffy coat mintdkban (-
0,4%) 1-6ras ProtK emésztést kovetden (p<0,05) a konvencionalis K3EDTA csévekbe
gyljtott vérmintdkhoz képest. Azokban a buffy coat mintdkban, amelyeket 2 6ran
keresztiil inkubaltunk ProtK jelenlétében, nem szignifikans LINE-1 metilaciocsokkenést

(-0,5%) figyeltiink meg (20. Abra/B).

Standard K3EDTA vérvételi csovekbe gyiijtott teljes vérmintdk tdroldsa
szobahOmérsékleten nem okozott 1ényeges LINE-1 metilacios eltérést buffy coat
mintdkban, 3 o6ra (+0,08%), illetve 6 o6ra (-0,6%) elteltével sem. Hasonld6 moédon nem
tapasztaltuk valtozast a 4 °C-on torténd tarolast kdvetden 3 (-0,2%), illetve 6 ordval (-
0,1%) végzett szeparalas esetén sem (20. abra/C). Roche csovekbe vett vérmintakbol
végzett DNS izolalas soran 1- (1h ProtK), illetve 2-6ras ProtK-val (2h ProtK) torténd
emésztést is alkalmaztunk. Az 1h ProtK mintak esetén -0,2%-0s, valamint -1,0%-0s
eltérést detektaltunk a teljes vérmintdk 3, valamint 6 oras tarolasa utan. A 2h ProtK
mintakban 3 ora elteltével +0,8%-0s, tovabba 6 ora elteltével +1,2%-0s novekedést
figyeltiink meg a LINE-1 metilacios értékekben (20. Abra/C). Az skDNS LINE-1
metilacio analizise soran nem tapasztaltunk szignifikans eltérést sem a tarolas hosszatol,
sem a tarolasi homérséklettdl fiiggben K3EDTA vérvételi csovek (RT 3h: -0,1%, 6h: -
1,0%; 4 °C 3h: -1,6%, 6h: -1,0%), illetve Roche csovek esetén sem (RT 3h: +1,4%, RT
6h: -0,7%) (20. Abra/D).

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozicidinak szeparalt metilacids értékeit a

figgelék F7., F8., F9. tablazataban foglaltuk Ossze.
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20. Abra. A Kkiilonbozé tarolasi koriilmények hatiasa a LINE-1 prométerének
metildciojara. A) Rovid ideig tartd (2 nap, n=26) -20 °C-os tarolas esetén nem
tapasztaltunk szignifikdns LINE-1 metilacids eltérést (-0,9%), mig hossza tava (2 év,
n=48) tarolast kovetden szignifikans, +3,2%-o0s emelkedést figyeltiink meg a LINE-1
metilacios értékekben az elsd mérési iddponthoz hasonlitva (**p<0,01). B) A vérvételi
csovek tipusanak vizsgalatdban (K3EDTA, n=12 és Roche, n=12) a Roche csovekbe
gyljtott teljes vérmintak esetén szignifikdns LINE-1 metilaci6 valtozast detektaltunk az
skDNS (+2,1%) ¢és 1h ProtK buffy coat (-0,4%) mintdkban a standard K3EDTA
csovekhez viszonyitva (*p<0,05). Nem szignifikdns, enyhe DNS-metilacio csokkenést
mértiink a 2h ProtK buffy coat frakcioban. C) K3EDTA csovekbdl szeparalt buffy coat
mintdk (n=20) analizise soran nem tapasztaltunk szignifikdns metilacios eltérést sem a
teljes vér tarolasanak hosszatol, sem a tarolas hdmérsékletétdl fiiggden (RT 3h: +0,08%,
6h: -0,6%; 4 °C 3h: -0,2%, 6h: -0,1%). Roche vérvételi csovekben (n=20), a tarolas
hossza szintén nem befolyasolta a LINE-1 metilacidt, tovabba a ProtK inkubdacio
hosszanak fiiggvényében sem talaltunk eltérést (1h ProtK, RT 3h: -0,2%, RT 6h: -1%; 2h
ProtK, RT 3h: +0,8%, RT 6h: +1,2%). D) A standard K3EDTA cs6vekbe vett vérmintak
esetében (n=20) az skDNS LINE-1 metilaciojanak enyhe csokkenését figyeltik meg
mindkét vizsgalt tarolasi hémérséklet esetén (RT 3h: -0,1%, 6h: -1%; 4 °C 3h: -1,6%, 6h:
-1%). A Roche gyiijtécsdovekbol izolalt skDNS mintakban (n=12) +1,4%-0s, illetve -
0,7%-os metilacios kiilonbségeket detektaltunk 3, illetve 6 6ras RT-tarolast kovetéen. 1h
ProtK: 1 o6ra ProtK emésztés, 2h ProtK: 2 o6ra ProtK emésztés, 3h: buffy coat- és
plazmaszeparalds 3 oOra tarolas utan, 6h: buffy coat- és plazmaszeparalas 6 6ra tarolas

utan, RT: szobahdmérséklet, skDNS: sejten kiviili szabad DNS.
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5.2.4. A metilalt és nem metilalt DNS-standardok LINE-1 metilacioja

Hosszti tdva -20 °C-os tarolds LINE-1 metildciéra gyakorolt hatasat
biszulfitkonvertalt, metilalt és nem metilalt standard DNS-mintak esetén is
megvizsgaltuk. Két év tarolds utan elvégzett elemzések eredményei nem mutattak
szignifikans eltérést az elsé mérésekhez képest a metilalt, illetve nem metilalt kontrollok
esetén sem (21. Abra). A metilalt standardok esetében nagyobb szoras volt tapasztalhatd

a nem metilalt mintdk szérasdhoz viszonyitva.

DNS-standardok

100 Nem metilalt . Metilalt
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21. Abra. Biszulfitkonvertalt, metilalt és nem metilalt DNS-standardok LINE-1
metilacioja. Két éven 4t tartd -20 °C-os tarolast kovetden nem tapasztaltunk szignifikans
LINE-1 metilacids eltérést sem a metilalt, sem a nem metilalt kontrollok esetén. A
metilacios értékek szordsai nagyobbnak adodtak a metilalt mintdk esetén. ti: elsd mérési

1d6pont t2: masodik mérési iddpont.

5.2.5. Az életkor és a nemek hatasa a LINE-1 metilaciora

Az ¢letkor LINE-1 metilacidora gyakorolt hatasdnak vizsgalata sordn nem
tapasztaltunk korrelaciot egészséges n6 (p=-0,3; p=0,14), illetve férfi (p=-0,02; p=0,94)
paciensektdl gylijtott vastagbélszoveti mintdkban, valamint az adatok 0Osszevont

elemzésekor sem (p=-0,2; p=0,25) (22. Abra/A). Azonban szignifikansan alacsonyabb
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LINE-1 metilaciot figyeltiink meg 40 évnél idésebb ndi paciensek (76,8+1,7%) esetén a
40 évnél fiatalabbakhoz (78,1+1,0%) képest (p<0,05) (22. Abra/B). Nemek szerinti

csoportositas esetén szignifikans eltérést nem talaltunk (22. Abra/B).

Az elemzett mintacsoportok CpG-pozicidinak szeparalt metilacios értékeit a

fiiggelék F10. tdblazatdban foglaltuk Gssze.
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22. Abra. LINE-1 metilacié kor- és nemfiiggésének elemzése vastagbélszoveti
mintakban. A) Vizsgdlatunk soran nem figyeltiink meg szignifikans korrelaciot az
életkor és a LINE-1 promoterének metilacios szintje kozott nék (p=-0,3; p=0,14; kék),
illetve férfiak (p=-0,02; p=0,94; narancssarga), valamint az Osszesitett adatszett esetén
sem (p=-0,2; p=0,25; fekete). B) Tovabba nemek kozott sem detektaltunk szignifikans
metilacios kiilonbséget (nnsk=30, Neafiak=15). Szignifikansan alacsonyabb LINE-1
metilacidt tapasztaltunk 40 évnél idésebb ndi paciensektdl (76,8+1,7%, n=21) gylijtott
mintak esetén a 40 évnél fiatalabb személyektdl (78,1+1,0%, n=9) nyertekhez képest
(p<0,05) (jobb oldal). kék: né paciensektdl gyiijtott mintak, narancssarga: férfi

paciensektdl gylijtott mintak.
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6. Megbeszélés

Az epigenetika fogalmanak bevezetését kovetden hamar ismertté valt, hogy a
kiilonboz6 tumorok kialakuldsanak hatterében a genetikai mutaciok mellett epigenetikai
eltérések is allhatnak. A globalis DNS-hipometilaci6 az els6ként leirt epimutacioé rakos
korfolyamatokban (111). Ez a genomszinten értelmezendd molekularis valtozas, foként
az intergénikus régiokban elhelyezkedd mobilis genetikai elemek metilacios szintjének
csokkenését jelenti (101). Az alacsonyabb metilacios szint kovetkeztében a mobilis
genetikai elemek reaktivacidja tapasztalhato (101). A transzpozabilis elemek koziil
kiemelten fontosak a LINE-1 retrotranszpozonok, amelyek kopiai a human genom
megkozelitéleg 17%-at adjak  (113). Véletlenszeri athelyez6désiik mutaciok
felhalmozodasahoz és kromoszomalis instabilitashoz vezethet (117-119), amely a
vastagbéldaganatos esetek tobb mint 80%-aban korai molekularis esemény (4,5). Ehhez
kapcsoloddan PhD-munkéam elso részében a globalis DNS-metilacios mintazat valtozasat
vizsgaltuk egészséges, vastagbéltumoros, illetve gyulladdsos bélbetegségben szenvedd

paciensektdl gytijtott vastagbélszovet biopszidkban és plazmamintakban.

Miutan megfigyeltiik a globalis DNS-hipometilacié jelenségét kolorektalis
tumorokban az ép mintakhoz képest, célul tiiztiik ki ezen epigenetikai mintdzatvaltozas
kialakuldsa mogott 4llo lehetséges molekularis eltérések vizsgalatat. Analizaltuk a DNS-
metilaci6 folyamatahoz kothetdé metilazok, demetilazok, regulator fehérjék, valamint a
folsavreceptorok és az 1C metabolizmus enzimrendszerének mRNS-expresszids profiljat.
Tovabba arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a folsav- és metioninciklust 0sszekstd
MTHFR gén gyakori mutacioi esetén detektalhatd-e a globalis DNS-metilacidos mintazat
megvaltozasa egészséges, adendomas és rakos paciensek szovetmintdiban. Végezetiil
fontosnak tartottuk a metildonor molekulak in situ elemzését tumor-NAT tranzicids zonat
tartalmazo vastagbéltumoros széveti metszeteken. A vizsgalat soran csékkend folsav- és
SAM-mennyiséget figyeltiink meg kolorektalis adenoma és karcindma mintakban az ép

terliletekhez képest a globalis DNS-metilacios szint valtozasaval 6sszhangban.

A vérplazmabdl izoldlhatdé skDNS frakcido analizise szdmos kutatds targyat
képezi, ugyanis a tumor szovetébdl véraramba jutdé DNS-molekuldk hordozzak a tumorra

specifikus mutaciokat és epimutaciokat (163). A plazmamintak LINE-1 biszulfit-
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piroszekvenalasa sordn globalis DNS-hipometilaciot nem csak vastagbélrdkban szenvedd
paciensektdl gylijtott vérmintdkban tapasztaltunk, hanem mar adendmas személyek
esetén 1s az egészséges egyénekhez viszonyitva. Ezaltal a LINE-1 metilacio a
vastagbéldaganatok klinikai utankovetésére és a betegek szlirésére alkalmas moddszer
fejlesztésének  alapjaként szolgdlhat minimalisan invaziv moédon nyerhetd
vérplazmamintakbol. A technika specificitdsat ndvelheti az a megfigyelésiink, miszerint
IBD esetén nem tapasztaltunk szignifikdns globalis DNS-metilacios eltérést sem

vastagbélszdveti, sem plazmamintékban.

Az esetleges klinikai alkalmazas esetén és az alapkutatés teriiletén is kiemelten
fontos a globalis DNS-metilacios mérések reprodukalhatosaga, igy PhD-munkam
masodik felében olyan metodikai és bioldgiai faktorokat elemeztiink, amelyek a LINE-1
biszulfit-piroszekvenalas eredményeit befolyasolhatjak. Ezeket a vizsgalatokat szintén

kolorektalis szovet- és vérmintakon végeztiik el.

6.1. A globalis DNS-metilacio valtozasanak vizsgalata és kialakulasanak

hatterében allo lehetséges okok feltérképezése

6.1.1. A globalis DNS-metilacio vizsgalata vastagbélszovet- és plazmamintakban

LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal

Szamos tumortipus, koztiik a jo- €s rosszindulatt kolorektalis daganatok esetén is
megfigyelhetd a globalis DNS-hipometilacié jelensége az ép biopsziaparokhoz képest
(192,193). A genomszinti DNS-metilacio szintje eltéré tartomanyban talalhato a
kiilonboz6 tipusu egészséges, illetve tumoros szovetek esetén is (192). Chalitchagorn és
mtsai. tanulmanya szerint az egészséges vastagbél metilacids szintjéhez viszonyitva
tobbek kozott az egészséges maj és hiugyholyag globéalis DNS-metilacidja enyhén
magasabb értékeket vesz fel, mig a vese alacsonyabb szintli metildciéval rendelkezik
(192). Tovabba parositott tumoros mintak vizsgalata soran példaul a limfoma és a
vesesejtes karcindma mintdk nem mutattak jelentds metilacios eltérést az egészséges
biopszidkhoz képest. A szignifikans globalis DNS-hipometilacioval rendelkezd tumorok
esetén kis, valamint kdzepesen erds mértékli metilaciocsokkenéssel jellemezhetd fo

csoportok kiilonithetdk el. El6bbi csoportba sorolhatd példdul a prosztatardk, mig az
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utobbi részét tobbek kozott a fej-nyaki daganatok, gyomor-, valamint vastagbélrak
képezik (192).

Kutatdsunkba bevont vastagbélszoveti mintdk vizsgalata soran szignifikans
globalis DNS-hipometilaciot tapasztaltunk mind az AD, mind a CRC biopszidkban az N,
illetve parositott AD-NAT ¢és CRC-NAT mintakhoz képest. Tovabba az irodalmi
adatokkal O6sszhangban AD-NAT és CRC-NAT csoportokban szintén szignifikdnsan
alacsonyabb LINE-1 metilaciot talaltunk az egészséges mintakhoz hasonlitva (194-196).
Korabbi eredményeknek megfeleléen (197) a LINE-1 metilacios értékek kozott magas
szorast figyeltink meg tumoros mintakban, amely Osszefliggésben 4allhat az
intratumoralis  heterogenitassal (198,199). Szignifikans LINE-1 hipometilaciot
detektaltunk a TA és TVA mintdkban is az N biopszidkhoz viszonyitva, valamint a TVA
biopszidkban is szignifikansan kisebb metilacios szintet mértiink a TA csoporthoz képest.
Ezen eredményeinktdl eltéréen Jiang és mtsai. nem taldltak LINE-1 metilacios
kiilonbséget a TVA és TA mintak kozott (200). Tobb villozus komponenst tartalmazo
adendmakbol nagyobb valosziniiséggel kovetkezik be rakos transzformacio (201), igy az
altalunk tapasztalt eredmény feltételezhetéen a daganatos korfolyamat eldrehaladtaval
egyre novekvé mértékii hipometilacioval hozhato sszefiiggésbe (193,202). Kiilonb6z6
stadiumu CRC-k elemzése soran szignifikans LINE-1 metilaciocsokkenést detektaltunk
a korai és kései CRC csoportokban az N mintdkhoz képest, valamint mérsékelten
alacsonyabb metilacios szintet a kései CRC-s biopszidkban a korai stddiumu mintakhoz
hasonlitva. Ezen eredményeink szintén 6sszhangban vannak azzal, hogy a globalis DNS-

metilacios szint folyamatosan csokken a CRC progresszidja soran (121,202).

A gyulladasos bélbetegségek molekularis vizsgalata kulcsfontossagi az 1BD
egyre novekvo eléfordulasi gyakorisaga és a CRC kialakuldséval valé kapcsolata miatt
(203-205). Gloria és mtsai. globalis DNS-hipometilaciot irtak le UC-s betegek
végbélmintaiban az egészséges személyekhez képest (206). Ettdl eltéréen kutatasunkban
vastagbélszoveti mintdk vizsgélata soran nem figyeltiink meg jelentds LINE-1 metilacios
valtozast az IBD vs. N dsszehasonlitasban. AD és CRC csoportok azonban szignifikansan
alacsonyabb LINE-1 metilacioval rendelkeztek az IBD-s paciensek szovetmintaihoz
viszonyitva. Eredményeinkhez hasonléan gyomorrdkos biopszidkban szignifikdnsan

csokkent LINE-1 metilacids szint detektalhaté a parositott NAT biopsziakhoz képest, de
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az ép gyomor-, NAT- és kronikus gastritis szovetmintak kozott nem tapasztalhatd

valtozas (207).

Nagai és mtsai. figyeltek meg els6ként szignifikdns LINE-1 hipometilaciot CRC-
s plazmamintakban egészséges személyekhez viszonyitva. Eredményeik felvetették a
LINE-1 metilacios szint lehetséges biomarkerként valé alkalmazdsit a CRC korai
kimutatasaban folyadékbiopszidk hasznalataval (208). Kutatocsoportunk — friss
tanulmanyaban onkologiai kezelés alatt all6 CRC-s paciensektdl gyiijtott vérmintak
LINE-1 metilacidjat elemeztiik (209). A vizsgalat soran szignifikans metilaciocsokkenést
mértiink azon személyek vérmintaiban, akiknél a daganat progredialt, mig szignifikans
LINE-1 metilacionovekedést detektaltunk remisszio esetén (209). PhD-munkamban célul
tiztik ki az egészséges, kolorektilis adenomas, karcindbmas ¢és gyulladasos
bélbetegségben szenvedd paciensek LINE-1 metilaciojanak elemzését plazmamintakbol.
Kiemelend6, hogy a CRC-s mintdk mellett az AD-s csoportban is szignifikans
hipometilaciot talaltunk az egészséges kontrollokhoz képest. Tovabba a gyulladasban
1év6  kolorektalis szovetmintakban tapasztaltakhoz hasonléan, az IBD-s betegek
plazmamintaiban sem detektaltunk szignifikans metilacidvaltozast az egészséges
személyekhez viszonyitva. Ezen eredmények ¢és a fent emlitett irodalmi adatok alapjan a
globalis DNS-hipometilacié inkabb jellemz6 daganatokra, mint a gyulladasos
folyamatokra, ami igéretes lehet egy, a LINE-1 metilacidés statuszan alapuld, a
vastagbéldaganatok klinikai utdnkovetésére és a betegek szlirésére alkalmas eljaras

kidolgozésaban.

6.1.2. A DNS-metilacié kialakulasanak hatterében all6 lehetséges okok elemzése

6.1.2.1. A DNS-metilacio folyamatahoz kapcsolodo enzimek in silico génexpresszios és

immunhisztokémiai vizsgalata

A globalis DNS-hipometilacié széles korben kutatott epigenetikai valtozas,
viszont kialakuldsanak molekularis héttere még nem teljesen ismert. A megfeleld
sejtspecifikus DNS-metilacioés mintazat fenntartasahoz sziikséges a metilaz és demetilaz
enzimek, illetve az 1C ciklus enzimrendszerének megfeleldé miikddése, tovabba
befolyasoljak a kiilonb6z6 transzkripcios faktorok, hosszi nem-kodoldo RNS-ek, illetve a

metildonor molekuldk mennyisége is. Ezeket a faktorokat érintd eltérések aberrans
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metilaciés mintazat kialakulasahoz vezethetnek (91). PhD-munkam kovetkezo részében
igy arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a kolorektélis normal-adendma-karcindma
szekvencia mentén bekdvetkezd transzkriptomikai eltérések, metildonor molekulak
mennyiségének esetleges valtozasa, valamint az MTHFR gén frekventalt mutacioinak

jelenléte dsszefiiggésbe hozhato-e a globalis DNS-hipometilacio kialakuldsaval.

A transzkriptomikai eltérések tanulméanyozéasat célzé vizsgalatunk soran a
munkacsoportunk altal korabban elvégzett HTA 2.0 RNS microarray eredményeinek
bioinformatikai Ujraclemzését végeztik el (190). A DNS-metilaciohoz ko6thetd
enzimrendszereket vontuk be az analizisiinkbe, amelyek koziil az alabbiakban azokat a
géneket targyaljuk, amelyek expresszids valtozasa megfelelt az in silico vizsgalati
kritériumainknak. A demetildz enzimek fokozott aktivitdsa soran a DNS-metilacios szint
csokkenése figyelhetd meg (210), igy fontosnak véltik a TET ¢és APOBEC
enzimcsaladok mRNS-expresszidjanak elemzését. A TET enzimek az SmC-t 5hmC, 5fC
¢és 5kaC formakka alakitjak (48,49), mig az APOBEC enzimcsalad tagjai dezaminacio
révén SmC-bdl timint hoznak 1étre (50,55). Az igy kapott nukleotidokat a sejt hibajavito
rendszere felismeri és citozin tartalmu nukleotidokra cseréli 6ket (50,53). Analizisiinkben
a vizsgalt demetildz enzimek koziil az APOBEC1 és APOBEC3B gének esetén talaltunk
szignifikans eltérést, miszerint az APOBECL transzkriptumszintje szignifikansan
magasabbnak, illetve az APOBEC3B atirodasa szignifikansan alacsonyabbnak adodott
AD mintadkban az ép biopszidkhoz képest. Kordbbi tanulmanyok az APOBEC1 egy
katalitikusan inaktiv formdjat kodold, rovidebb splice-varidnsanak szignifikdnsan
magasabb expresszidjat irtak le vastagbélrakban (211,212). Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy az altalunk végzett elemzés soran tapasztalt emelkedett mRNS-szint AD mintdkban
nem feltétleniil kapcsolhaté a globalis DNS-hipometilacié kialakulasahoz. Burns és
mtsai. CRC mintak esetén eredményeinkhez hasonléan csokkent APOBEC3B atirodast
irtak le az egészséges biopsziakhoz viszonyitva (213). Korabbi tanulmanyok kiilonb6z6
rakos, illetve embironalis sejtvonalakban megfigyelték a LINE-1 szakaszok
athelyez0désének gatlasat az APOBEC3 enzimek milkodésének kovetkeztében. A
dezaminaciotol, igy demetilaciotol fliggetlen mechanizmus pontosan nem ismert,
Stenglein és mtsai. az APOBEC3 fehérjék ORFp2-vel alkotott komplexét feltételezik a
hattérben, ami megakadalyozza a LINE-1 szekvenciak inszercigjat (214,215).

Kovetkezésképpen az altalunk is tapasztalt APOBEC3B alulexpresszid hozzajarulhat a
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LINE-1 szakaszok felszaporoddsdhoz, de eddigi irodalmi adatok alapjan nem a DNS-
metilacios szint csokkenése révén, hanem madés, eddig pontosan nem tisztdzott

mechanizmusok altal.

Az 1C ciklus elemzése kiilondsen fontos, ugyanis ebben a metabolikus
folyamatban szintetizalodik a SAM, amely egy univerzalis metildonor molekula (62). Az
1C metabolizmus kozponti szerepldje a folsav, amely az egy szénatomos toredékek, igy
a metilcsoport szallitomolekulajaként is szolgal. Kiilonbozé oxidéacids formain (5,10-
metilén-THF, 10-formil-THF, 5-metil-THF) keresztiil kapcsolodik a
nukleinsavszintézishez, illetve a metioninciklushoz, amelyben a SAM keletkezik (62).
Mivel a metilcsoport kdzvetleniil a SAM-r6l kapcesolodik az akceptor molekulakra (216),
az 1C metabolizmus enzimrendszerének megfeleld miikddése elengedhetetlen a
metilacios folyamatokhoz. Az 1C ciklus fehérjéinek transzkriptomikai elemzésében a
vizsgalati kritériumoknak megfelelé expresszios valtozassal az SHMT2, MTHFD1,
MTHFD2, ATIC és GART gének rendelkeztek. Az SHMT2, MTHFD1 és MTHFD2 a
THF, 5,10-metil-THF, 10-formil-THF atalakulasokat katalizaljak, mig az ATIC és GART
gének a 10-formil-THF-et kapcsoljak a purinszintézishez (62). Mindegyik gén esetében
szignifikdnsan novekedett mRNS-expresszids szintet tapasztaltunk AD ¢és CRC
mintdkban az N biopszidkhoz hasonlitva. Az 1C ciklusban szereplé gének fokozott
kifejez0dését tobb raktipusban, koztiik vastagbéldaganatokban is leirtdk, amely jelenség

a folyamatosan 0sztod6 sejtek megndvekedett nukleotidigényével magyarazhato (217).

A FRP és a DNMT enzimek kulcsfontossdgu szerepet toltenek be a DNS-
metilacio folyamataban. A FRB egy a folsavtranszportért felelés receptor (218), mig a
DNMT enzimek a citozin nukleobdzis és a metilcsoport kozotti kovalens kotés
létrejottének o6 katalizatorai (45). Microarray analizisiink soran a FRB-t kodolo FOLR2
gén expresszidja szignifikansan csokkent AD és CRC mintdkban az ép biopsziakhoz
képest. A DNMT enzimek koziil a DNMT1 mRNS-szintje szignifikansan emelkedett a
CRC vs. N 0sszehasonlitasban, mig a DNMT3A és 3B gének kifejez6dése nem valtozott.
A génexpresszios elemzések mellett immunhisztokémiai modszerrel is meghataroztuk az
imént emlitett fehérjék kifejezédését. A DNMT1 a DNS-metilacio fenntartasaért felelds
enzim (47), mig a DNMT3A és 3B de novo aktivitasa fehérjék (46). Habar egy 6t CRC-

s sejtvonalat elemzd tanulmény szerint a DNMT1, 3A és 3B mRNS-expresszidja pozitiv
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korrelaciot mutat a globalis DNS-metilacio mértékével (219), eredményeink a DNMT1
enzim fehérjeexpresszidjanak szignifikdns emelkedését igazoltak immunhisztokémiaval
a CRC csoportban a NAT régiokhoz viszonyitva, mig a DNMT3A ¢és 3B fehérjék
esetében nem talaltunk szignifikans valtozast. Korabbi publikaciok eredményei szerint
szignifikansan novekedett DNMT1 expresszid detektalhato a DNS-metildcié gatlasa
esetén, tehat ezen tanulmanyok alapjan a DNMT1 emelkedett transzkriptumszintje része
lehet a gatolt DNS-metilaciora adott visszacsatolé valaszmechanizmusnak (220-222).
Tovabba human glioma vizsgalatdban megfigyelttk a DNMTI enzimek olyan
poszttranszlacios modositasat, amely az enzimek DNS-hez vald kotodését gyengitik,
hozzéajarulva a DNS-hipometilacio, igy a rak kialakulasahoz (223,224). Ez utdbbi
eredmények felvetik annak lehetdségét, hogy a magas DNMT1 expresszi6 mellett is
megvalosulhat az enzim nem megfeleld mikodése, ami eldsegitheti a DNS

demetilaciojat.

A folatreceptorokat kodolo gének, igy a FOLR2 vizsgélata nagy jelentdséggel bir,
ugyanis csokkent kifejezodése alacsonyabb FA és SAM szinthez vezethet (225), ami
hatast gyakorolhat a DNS-metilaciés mintazatra (91). A FOLR2 esetében csokkent
MRNS-expressziot talaltunk AD és CRC biopszidkban az egészséges szovetekhez képest,
amely eredménylinket immunhisztokémiai festésekkel igazoltuk. Eredményeinkhez
hasonléan de Boer és mtsai. a rdkos hamsejtek gyenge FRP festédési intenzitasat

tapasztaltak (226).

6.1.2.2. Az MTHFR gén mutdcioinak hatdsa a globdlis DNS-metildacios mintdazatra

Az MTHFR enzim egy kulcsfontossagu fehérje az 1C metabolizmusban, ugyanis
katalizise altal 5,10-metilén-THF 5-metil-THF-fé alakul. Az 5-metil-THF-r6l
kapcsolodik a metilcsoport a homociszteinre metionint hozva létre, amely krucialis a
SAM szintézisében (62). Az MTHFR gén gyakori mutacioinak jelenléte €s a globalis
DNS-metilaciés szint kozotti dsszefliggés vizsgalata kiillondsen fontos, hiszen a C677T
¢s A1298C mutaciok mar heterozigota forméaban jelentésen csokkent enzimaktivitdshoz
vezetnek (72), ami a SAM korlatozott elérhetdségét eredményezheti (71). Egészséges
vastagbélszoveti mintdk elemzése soran nem tapasztaltunk szignifikans globalis DNS-

metilacos valtozast egyik heterozigdta mutans genotipus esetén sem a vad tipusokhoz
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képest, 6sszhangban egy a C677T hetero- és homozigdta mutacidinak hatasat analizalo
tanulmany eredményeivel (227). Azonban egy korabbi vizsgalatban magasabb LINE-1
metilaciot irtak le olyan normal vastagbélszovet mintdk esetén, amelyekben magasabb
MTHFR aktivitas volt mérhet6 (228). Tovabba az MTHFR gént érinté mutaciok DNS-
metilaciot befolyasold hatasat tamogatja Paz és mtsai. eredményei is, miszerint C677T
homo- és heterozigbta mutaciok jelenléte erds asszociaciot mutattak CRC-s paciensek

NAT mintainak alacsony globalis DNS-metilacios szintjével (229).

Szignifikdnsan alacsonyabb metilacios szintet tapasztaltunk 677CT és 1298AC
mutans AD biopszidkban a vad tipustiakhoz képest, tovabba érdekes moédon mérsékelten
magasabb metilaciot detektdltunk CRC mintakban mindkét heterozigota mutacio esetén
a vad tipusu szovetbiopszidkhoz hasonlitva. Egy szintén CRC-s eseteket vizsgald
tanulmany nem talalt LINE-1 metilacio eltérést 677CT és 1298 AC mutaciok esetén (230),
viszont egy friss kutatdsban az A1298C hetero- és homozigoéta mutans CRC-S
szovetmintak alacsonyabb globalis metilacidjat figyelték meg a vad tipusuakhoz
viszonyitva (231). Sohn és mtsai. HCT116 vastagbélrak sejtvonalakon végzett elemzése
soran szignifikdnsan magasabb DNS-metilacios szintet talaltak C677T heterozigota
varians jelenléte esetén a vad tipust sejtekhez képest elegendé vagy nagy mennyiségii
folatadas mellett (232). Ezzel szemben alacsony folatszint alkalmazasakor szignifikansan
alacsonyabb metilacios szintet detektaltak a heterozigbta mutans sejtekben a vad
tipustakhoz hasonlitva (232). Egy metaanalizis alapjan az MTHFR gén altalunk is
vizsgalt heterozigdta mutéacioi és a kolorektalis adenomék megjelenésének kockazata
kozott nincs kapcesolat (233), mig korabbi kutatdsok C677T homozigdtasag mellett
egyarant megfigyelték az 6sszefliggés hianyat (234,235), valamint az adenomak nagyobb
kialakulasi valoszinliségét alacsony folatszint mellett (236,237). Tovabba - kiilonds
modon - mindkét heterozigdta varians esetén (233,238), valamint elegendd folatszint
mellett a C677T homozigota mutacidjakor is a CRC kialakuldsanak alacsonyabb
kockazatat detektaltak (239). Ezen publikaciok folsavszint esetleges hatasaval
kapcsolatos eredményei magyarazatként szolgalhatnak arra, hogy a fent emlitett munkak,
valamint az altalunk is elvégzett LINE-1 metilacio és MTHFR statusz kozotti 6sszefliggés

elemzése nem egybehangzd vélaszokat eredményezett.
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6.1.2.3. A metildonor molekulik mennyiségének vizsgalata vastagbélszovetben

immunhisztokémiaval

Végezetiil a metildonor molekulak (folsav és SAM) in situ vastagbélszoveti
elérhetdségét vizsgaltuk immunhisztokémiai modszerrel kolorektalis adendémas és
karcindmaés szoveti metszeteken. Parhuzamosan ugyanazon bioldgiai minta globalis

DNS-metilacios valtozasat is elemeztilk SmC-jeloléssel.

A folsav- és SAM-jel6lés csokkent intenzitdst mutatott az AD-s és CRC-s
zondkban a NAT teriiletekhez képest, valamint csokkend SmC-jel6lddést, azaz globalis
DNS-hipometilaciot tapasztaltunk a tumoros régiokban az ép zonakhoz viszonyitva.
Eredményeinkkel 6sszhangban McGlynn és mtsai. alacsonyabb folat elérhetOséget,
valamint szignifikans globalis DNS-hipometilaciot figyeltek meg adenoma szoveti
mintakban, a NAT teriiletekhez, illetve egészséges személyektdl gylijtott mintdkhoz
hasonlitva, amely alapjan ugy vélik, hogy az alacsonyabb folsavszint hozzajarulhat az
adenomak kialakulasdhoz (240). Tovabba Alonso-Aperte és mtsai. a vastagbél
neoplasztikus nyéalkahartyajaban alacsonyabb folat mennyiséget és csokkent SAM/SAH
aranyt mutatott ki a normal mintdkhoz képest, amely utdbbi csokkent metilacids
potencialt jelent (241), és hozzajarulhat a globalis DNS-hipometilacié kialakulasahoz
(242). A tumoros teriileteken tapasztalt alacsonyabb SAM-mennyiség magyarazataként
szolgalhat a detektalt alacsonyabb folsavszint, ugyanis a folsav szdllitja az
egyszénatomos toredékeket a folatcikluson at a metioninciklusba (62). Tehat a folsav
alacsonyabb mennyisége a SAM csokkend szintjén keresztiil hipometilacid
elmaradasa esetén felhalmoz6do SAH is hozzajarulhat az alacsonyabb DNS-metilaciohoz
azaltal, hogy a SAH molekula csokkenti a DNMT enzimek aktivitasat (245,246).

Szamos kutatés fokuszal a metildonor molekulak hidnyanak és potlasanak DNS-
és LINE-1 metilaciora gyakorolt hatdsara, azonban az eredmények ellentmondasosak
(247). Hiibner, valamint Figueriedo és mtsai. eredményei alapjan a folatszupplementacio
nem okozott szignifikdns LINE-1 metilacié valtozast egészséges vastagbélszovetben
(248,249). Azonban Pufulete és mtsai. enyhe pozitiv korrelaciot figyeltek meg a szérum
folatszintje, illetve a DNS-metilacidé mértéke kozott ép vastagbélszovetben (250),

valamint korabbi tanulmanyok alacsony folat elérhetdség és a globalis DNS-
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hipometilacié kozotti asszocidciot irtak le egészséges human vastagbélhdm eredetii
sejtvonalban (251), illetve limfocitakban (245,252). Munkacsoportunk altal vastagbélrak
sejtvonalakon (HT-29 és SW480) végzett folsav- és SAM-potlas szignifikans DNS-

metilacios, illetve transzkriptomikai valtozasokat eredményezett, tovabba befolyasolta a

cres

crer

novekedését eredményezte, a genom instabilitasat pedig az alkalmazott fiziologids, illetve
szuprafiziologias dozisban is csokkentette (253). Azonban a SAM-pétlas lassitotta
sejtekben jelentdsebb mértékben (254). A két sejtvonalban megfigyelt eltéré eredmények
mogott a sejtvonalak kiillonbozé genetikai hattere allhat (254). Mindkét kezelGszer
hasznalata sordn a vart metildcios folyamatok mellett demetilaciot is detektdltunk, a
metilalodott és demetilalodott CpG-helyek mennyisége koriilbeliil egyforma volt a két
sejtvonal esetében (253,254). A génexpresszids eredmények koziil kiemelendd, hogy a
SAM-kezelés kovetkeztében szdmos olyan gén kifejezddése csokkent, amely szerepet
jatszik az EMT, a sejtmigracid €és a metasztdzis folyamatdban, tehat a daganatok

progressziojaban (254).

Habar a legfrissebb irodalmi adatok szerint a metildonor molekulak hianyéanak,
illetve potlasanak hatdsa a DNS-metilacidos szintre nem egyértelmii, PhD-munkam
eredményei alapjan a metildonorok hidnya negativ hatast gyakorolhat a globalis DNS-

metilacié mértékére.

6.2. Kiilonb6z6 metodikai faktorok globalis DNS-metilacios mintazatra

gyakorolt hatasanak vizsgalata

A LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas egy koltséghatékony, megbizhat6 (144,151),
széles korben alkalmazott modszer a kutatasban (152—158), valamint a LINE-1 szakaszok
metilacios szintje prognosztikai és diagnosztikai szempontbdl is jelentds informaciot
hordoz (208,209,255), igy kiilondsen fontos a technika reprodukalhatosaganak, illetve

pontossadganak novelése.
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Aparicio és mtsai. altal publikalt tanulmany a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas
megbizhatdsagat vizsgalta két mintagyiijtési idépont kozott vérplazmabol, periférias
mononuklearis vérsejtekbdl, nyalbol, valamint szajnyalkahartya sejtekbdl izolalt DNS-
mintakban (151). Minden DNS-minta esetén két piroszekvenalasi reakciot végeztek,
illetve minden reakciéban egy mintabdl két technikai parhuzamost alkalmaztak. Nem
tapasztaltak LINE-1 metilacios eltérést az id6pontok kozott, valamint eredményeik
alapjan az egy futason beliil mért technikai parhuzamosok metilacidja kozotti szoras
kisebbnek adodott a két kiilon futdsban analizalt parhuzamosok esetén detektaltakhoz
képest (151). Irahara és mtsai. a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas pontossagat FFPE
CRC, NAT, valamint buffy coat mintadkon elemezték, amelyek koziil a CRC mintak
LINE-1 metilacigjat makro- és lézer-mikrodisszekcid altal gytlijtott biopszidkban is
analizaltak (162). Vizsgalatukban egy mintabol hét biszulfitkonverzidt, majd két
biszulfitkonvertalt DNS-mintabol hét PCR reakciot végeztek el. Végsd soron az
amplikonokat piroszekvenaltdk. Mind a biszulfitkonverzids, mind a PCR reakciok
Osszehasonlitdsa soran érdekes modon a 1ézer-mikrodisszekcei6 altal nyert CRC mintak
szoOrasa adodott a legnagyobbnak. Eredményeik alapjan a makrodisszektalt CRC, NAT,
valamint buffy coat mintdkban egy biszulfitkonverzid, egy PCR és piroszekvenalasi
reakcid elvégzése megbizhaté eredményeket szolgédl, azonban parhuzamos mintdk

mérésével a pontossag novelhetd volt (162).

PhD-munkam ezen részében célunk a jelenlegi irodalmi adatok bdvitése egy
atfogd analizis készitésével, azon metodikai faktorok elemzésérdl, amelyek hatast
gyakorolhatnak a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas altal kapott globalis DNS-metilacios
eredményeinkre. Vizsgalatainkat vastagbélszoveti biopszidkon, illetve teljes vérbol nyert
buffy coat és skDNS-mintdkon végeztik. A valtozok megvalasztasakor a LINE-1
biszulfit-piroszekvenalas kutatasi, valamint esetleges klinikai célu felhasznalasa soran
felmeriild szempontokat vettik figyelembe. Doktori munkdm soran végzett
vizsgalatokban elemeztiik a Pyromark Q24 CpG LINE-1 esszé altal mért harom CpG-
pozicid szepardlt, valamint atlagolt metilacids értékeit. Tovabba Osszevetettiik a
kiilonb6z6 mintavételezés altal nyert, valamint eltérd technikaval fixalt szovetbiopszidk
LINE-1 metilaciojat. Kivancsiak voltunk a vastagbélszovet-mintakbol izolalt DNS
fagyasztva tarolasanak a metilaciés szintre Kkifejtett hatdsara az els6 mérési

eredményekhez képest. Analizaltuk az SkKDNS-t tartosito agenseket tartalmazo vérvételi
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csO (Roche) alkalmazasanak kovetkeztében megfigyelhetd LINE-1 metilacids eltéréseket
K3EDTA vérvételi csovekhez hasonlitva, valamint a vérmintak tarolasi idétartamanak,
illetve hdmérsékletének hatasat skDNS és buffy coat mintakban. Végezetiil elemeztiik az
¢letkor eldrehaladtaval és a nemek szerint esetlegesen modosuld LINE-1 metialcios

szinteket.

erer

Els6 1épésként a Pyromark Q24 CpG LINE-1 kit altal vizsgalt CpG-poziciok
kiilon vett és atlagolt metilacios értékeit analizaltuk. Nem tumoros minték esetén a CpG
1-es pozicio (CpG 328) szignifikdnsan magasabb metilacids szinttel rendelkezett a CpG
2 (CpG 321), a CpG 3 (CpG 318) és az atlagolt metilacios értékekhez képest is. Tovabba
a legnagyobb mértékii valtozas (8,7%) a CpG 1 metilacidjaban volt detektalhato a
tumoros vs. nem tumoros mintadk &sszehasonlitdsdban. Daganatos biopszidk elemzése
soran nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a vizsgalt CpG-poziciok metilacios
értekei kozott. A LINE-1 promoter régid CpG-helyei eltérd metildcios statusszal
rendelkeznek kiilonb6z6 raktipusokban (149,256,257), valamint kiilonb6z6 mérték,
szelektiv demetilaciés nyomas alatt allnak (199). Ezen irodalmi adatok altal
eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a CpG 1-es pozicié funkcionalis szerepet
tolthet be a kolorektalis tumorok kialakulasaban. Tehat érdemes elvégezni a CpG-helyek
metilacidjanak szeparalt elemzését, foként egy 6sszehasonlito vizsgalat soran. Mindezek
mellett azonban PhD-munkam tovabbi analiziseiben nem tapasztaltuk a CpG 1
metilaciojanak szignifikans eltérését a tanulmanyozott faktorok fiiggvényében, ezért csak

a harom CpG-pozici6 atlagolt metilacids értékeire koncentraltunk.

6.2.2. Az eltéré mintagyiijtési technikak és a szovetmintak fixalasara alkalmazott

kiilonb6z6 metodikak LINE-1 metilaciora gyakorolt hatasa

Kiilonb6zd mintagytiijtési eljarasok elemzésekor miitétileg, illetve endoszkopos
vizsgélatok sordn eltavolitott tumoros és nem tumoros biopszidk LINE-1 metilacios
értékeit vetettiik Ossze. A miitétek soran gyiijtott vastagbél-biopszidk LINE-1 metilacidja
mérsékelten alacsonyabb tartomanyban mozgott az endoszkopos mintakhoz képest. Ezen
eredményiink 6sszefiiggésbe hozhat6 a két mintatipus kiillonb6zo sejtosszetételével, azaz

a kolonoszkdpia soran gytijtétt mintdk aranyaiban tobb epitélidlis sejtet tartalmazhatnak,
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mint a mitétek soran eltavolitott biopsziak. A vastagbél hamsejtjei magasabb globalis
DNS-metilacios szinttel rendelkeznek a mezenchimalis és az izomsejtekhez viszonyitva
(258). Mivel a CRC mintakban detektalt szignifikansan alacsonyabb globalis DNS-
metilaciot a CRC-NAT biopsziakhoz viszonyitva mindkét mintavételezési modszer
esetén megfigyeltiik, megallapithat6, hogy a két analizalt mintavételezési technika nem

befolyasolja jelentdsen a globalis DNS-metilacids eredményeket.

A vastagbélszovet mintak fixalasara alkalmazott kiilonb6z6 technikak vizsgélata
soran szignifikansan alacsonyabb LINE-1 metilaciot tapasztaltunk FFPE mintdk esetén
az FF biopszidkhoz képest. Erdekes modon, eredményeinkkel ellentétben az irodalmi
adatok szerint az FFPE mintdk magasabb metilacios szinttel rendelkeztek a parositott FF
mintakhoz hasonlitva, ugyanis a formalin 4ltal [étrehozott keresztkotések
megakaddlyozhatjdk  bizonyos nem metilalt citozinok konvertdlodasat a
biszulfitkonverzié soran (257,259). Azonban eredményeink magyarazataként szolgalhat,
hogy a nem metilalt és a metildlt citozinok dezamindlodhatnak a formalinfixalas
folyamata alatt (260), amely viszont csokkent DNS-metilacioés szinthez vezethet.
Tovabba kiemelendd, hogy elemzésiinkben az FF mintdkbol izolalt DNS esetén a
tumoros vs. nem tumoros Osszehasonlitdsban megfigyelt szignifikans globalis DNS-
metilacidesokkenést nem detektaltuk az ugyanazon bioldgiai mintakbol szarmazé FFPE
biopszidk Gsszehasonlitdsakor. Amellett, hogy az irodalomban megtalalhatdo az FFPE
biopszidkban tapasztalt szignifikdns globalis DNS-hipometil4cio a rdkos vs. egészséges
mintak 6sszehasonlitasban (192,261), utobbi eredményiink felhivja a figyelmet arra, hogy
a fixalas folyamata soran bekovetkez6 kémiai modositasok a kisérlet eredményét

jelentdsen befolyasolhatjak.

6.2.3. Kiilonbo6zo6 tarolasi kondiciok hatasa a LINE-1 metilaciora

Kiilonbozd tarolasi kondiciok analizise soran vastagbélszoveti és vérmintakat is
elemeztiink. Osszehasonlité tanulminyok gyakran hasznalnak hosszli tdvon tarolt
mintdkat, mig a rutin klinikai vizsgalatok inkdbb frissen gyiijtott mintakra épiilnek.
Szovetbiopszidk esetén az izolalt DNS hosszl tavu tarolasanak hatasara fokuszaltunk,

mig vérmintak analizisekor olyan szempontokra fektettiink hangstlyt, amelyek a LINE-
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1 metildci6 potencialis klinikai felhasznaldsa soran kritikus jelentOséggel

rendelkezhetnek.

A hosszl tava tarolas hatasanak vizsgalata soran a szovetmintakbdl izolalt DNS
mellett standrard DNS-kontrollok mérését is bevontuk az elemzésbe. A mintak tarolasat
-20 °C-on végeztik két napon (rovid tav), illetve két éven (hosszu tav) keresztiil.
Analizisiink soran a rovid tdva tdrolds nem eredményezett valtozast a LINE-1
metilacidban. Irahara €s mtsai. ehhez hasonldéan nem tapasztaltak eltéréseket, viszont a
parhuzamos mintak mérésének fontossagat hangsulyozzak a precizitas novelésének
céljabol (162). A DNS-mintak két éven at torténd tarolasa esetén viszont szignifikansan
magasabb LINE-1 metilaciot tapasztaltunk a kisérlet alapméréseihez képest. Erdekes
modon egy frissen publikalt tanulmany szerint vérmintdkbol izolalt DNS -20 °C-on
torténd tarolasa 18 honapon keresztiil a globalis DNS-metilacid szignifikans csokkenését
eredményezte LC-MS/MS mérési technika alkalmazasaval (262). A biszulfitkonvertalt,
nem metilalt és metilalt DNS-standardok analizise nem eredményezett szignifikans
metilacios eltérést a mérések sem rovid tavia, sem hosszu tavu ismétlése soran. Ezen
eredmények felvetik, hogy nem feltétleniil csak a mintdk tarolasanak idGtartama birhat
kiilonds  jelentoséggel, hanem a kiilonbozd gyartdsi 1ddszakbol beszerzett
biszulfitkonverzios kitek alkalkmazédsa is. A DNS-standardok hasznalata megoldast
jelenthet a tarolds soran bekovetkezd LINE-1 metilacids eltérések detektaldsara, viszont
a teljes mérési folyamat monitorozdsdnak céljabol konvertalt mintdk mellett, nem

konvertalt kontroll DNS-ek alkalmazésa is sziikséges.

A téarolasi kondiciok LINE-1 metilaciora kifejtett hatasanak tanulmanyozasa
soran kovetkezd lépésként frissen gylijtott vérmintakat analizaltunk. Az alkalmazott
gyljtéeso tipusanak (standard K3EDTA és skDNS-t tartdsité Roche), illetve a teljes vér
tarolasanak és tarolasi hdmérsékletének LINE-1 metilacidra gyakorolt hatasat elemeztiik

buffy coat, valamint skDNS-mintakban.

Roche csovekbe gyljtott vérmintak esetén szignifikdnsan magasabb LINE-1
metilaciot talaltunk az skDNS-frakcioban a konvencionalis K3EDTA vérvételicsdvekbe
gyljtott mintdkhoz hasonlitva. Tovabba mérsékelt, de szignifikdnsan alacsonyabb
metilacids értékeket tapasztaltunk buffy coat mintdkban a Roche vs. K3EDTA

Osszehasonlitds soran. Kutatécsoportunk egy kordbbi tanulményaban szintén
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tartositoszert tartalmazé vérvételicsovek (Streck) metilaciés mintazatra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk skDNS-mintdkban, amelyben szintén szignifikdns DNS-metilacios eltéréseket
detektaltunk a Streck csovekben a K3EDTA vérvételi csovekhez képest (263). Bulla és
mtsai. egy friss publikacioval 0sszhangban nem figyeltek meg metilacidés valtozast
fehérvérsejtekbdl izolalt DNS-mintdk esetén a DNS tartositdsara szolgaldo agensek
alkalmazasa soran (186,264), azonban eredményeink és korabbi kutatasok adatai alapjan

nem zarhato ki ezen agensek DNS-metilaciot befolyasold hatasa (188,189,263).

Eltéré tarolasi kondiciok analizisében a kiillonbozd vérvételi csovekbe frissen
gyljtott vérmintdkat szobahOmérsékleten, valamint 4 °C-on taroltuk 0, 3 és 6 6ran
keresztiil. A DNS-izolalas soran parhuzamos buffy coat mintak esetén 1, valamint 2 6ran
keresztiil végeztiik a sejtek lizisét. A tarolasi valtozok LINE-1 metildciora gyakorolt
hatasat el6z6 vizsgalatunkhoz hasonldan buffy coat és skDNS mintdkon elemeztiik,
azonban nem tapasztaltunk szignifikans metilacios valtozast sem az SKDNS, sem a buffy
coatbol izolalt DNS mintakban. Shiwa és mitsai. eltérd globalis DNS-metilacios
mintazatot figyeltek meg Illumina Infinium Human Methylation 450 array
alkalmazéasaval buffy coat frakcioban a vér 4 °C-on valdo 24 O6ras tarolasanak
kovetkeztében (265). Feltételezésiik szerint a detektalt kiilonbség az idével megvaltozo
sejtosszetételnek tulajdonithatd. Egy tovabbi tanulmanyban is a vérmintdk mind
szobahdmérsékleten, mind 4 °C-on torténd tobb napos tarolasat kovetden szignifikans
DNS-metilacios csokkenést talaltak fehérvérsejtekben (266). Tovabba skDNS-mintakban
megfigyelt eredményeinkkel ellentétben, az EDTA vérvételi csovekbe gylijtott vér 72
oras tarolasat kovetden szignifikansan emelkedett globalis DNS-metilaciot tapasztaltak
RRBS modszer hasznalataval (267). Az irodalmi adatoktol eltéré eredményeink
magyarazataként szolgalhat, hogy kutatasunk soran rovidebb ideig taroltuk a mintdkat a

felsorolt tanulméanyokban analizalt idétartamokhoz képest.

PhD-munkam soran kapott eredményeink, illetve azok irodalmi adatokkal t6rténd
Osszevetése alapjan fontosnak tartjuk egy 0sszehasonlitd vagy klinikai vizsgalat esetén a
LINE-1 metilacios méréseket megel6z0 metodikai faktorok standardizaldsat, ugyanis a
vérvételi csovekben taldlhatd kiilonbozé kémiai agensek, illetve az esetleges tarolds

befolyasolhatja a kapott DNS-metilacids eredményeket.

82


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

6.2.4. Az életkor és a nemek hatasa a LINE-1 metilaciora

Az ¢életkor és a LINE-1 metilacids szint 0sszevetése soran nem figyeltiink meg
szignifikans korrelacidt, azonban szignifikdnsan alacsonyabb metilacios szintet
detektaltunk 40 évnél idésebb ndi paciensek esetén a 40 évnél fiatalabb ndi személyekhez
viszonyitva. Egy kordbbi tanulmany egészséges vastagbélszovet elemzése soran szintén
szignifikansan alacsonyabb LINE-1 metilaciot talalt a mintak legiddsebb kvartilise esetén
a legfiatalabbhoz képest, viszont a teljes mintaszett Osszevetésekor nem tapasztaltak

szignifikans metilacios eltérést (228).

A nemek LINE-1 metilaciora gyakorolt hatasanak analizise soran nem
detektaltunk metilacidos kiilonbséget, ami Osszhangban 4all egy kordbbi kutatas
vastagbélszoveten végzett elemzésének eredményeivel (268). El-Maarri és mtsai.
azonban szignifikdnsan magasabb LINE-1 metilaciot irtak le férfiaktol gyiijtott vérmintak

esetén nbi paciensekhez hasonlitva (269).

Osszességében elmondhatd, hogy a kutatisunk soran megfigyelhetd, valamint a
korabban kozolt eredmények alapjan az életkor LINE-1 metilaciora gyakorolt hatésa,
illetve a nemek kozott esetlegesen detektalhatd metilacios kiillonbségek indokoltta teszik

a kutatas soran kapott eredmények kor- és nemfiiggdségének ellendrzését.

6.3. Legfobb uj megallapitasok

1. A kolorektalis ép-adendma-karcindma szekvencia mentén tapasztalt globalis DNS-
hipometilacié mellett szintén szignifikdns DNS-metilaciocsokkenést figyeltiink meg a
tumoros vs. IBD dsszehasonlitasban is LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas alkalmazasaval.
Azonban nem detektaltunk eltérést a globalis DNS-metilaciés mintdzatban gyulladésos
bélbetegségben szenvedd paciensektdl gyiijtott szoveti biopszidk esetén az ép mintdkhoz

viszonyitva.

2. Szignifikans globalis DNS-hipometilaciot tapasztaltunk LINE-1 biszulfit-
piroszekvenaldssal vastagbéltumoros személyek vérplazmdjabol izolalt szabad DNS
frakcioban az egészséges személyekhez képest, amelyek koziil kiemelendd, hogy

adendma stadiummal rendelkezd péciensektdl gylijtott plazmamintdkban is sikeriilt
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kimutatnunk szignifikdns LINE-1 hipometilaciét. Gyulladasos bélbetegségben szenvedd

betegek mintai nem mutattak globalis DNS-metilacids valtozast.

3. Szignifikansan csokkend in situ folsav- és SAM-szintet detektaltunk a kolorektalis ép-
adenoma-karcindéma szekvencia mentén immunhisztokémia médszerrel, a folatreceptor 3
MRNS- ¢és fehérjeexpressziojanak, illetve a globalis DNS-metildcié szintjének

csokkenésével 6sszhangban.

4. A Pyromark Q24 CpG LINE-1 kit altal vizsgalt CpG-helyek koziil a CpG 1-es pozicid
(CpG 328) szignifikansan magasabb metilacios szinttel rendelkezett a CpG 2 (CpG 321),
a CpG 3 (CpG 318) és az atlagolt metilacios értékekhez képest nem tumoros
vastagbélszovet, valamint egészséges, vastagbéltumoros személyektdl és gyulladasos
bélbetegségben szenvedd paciensektdl gylijtott buffy coat mintdkban. Kolorektalis
aden6émads, valamint karcindbmas személyek vastagbél-biopszidiban nem tapasztaltunk

jelentés metilacios kiilonbséget a CpG-poziciok kozott.

5. Kiilonb6z6 mintavételezési technikdk vizsgalata sordn nem detektaltunk szignifikans
LINE-1 metilacios eltéréseket az endoszkopos és a miitéti mintdk kozott. A friss-
fagyasztds, valamint formalin A&ltali fixalas Osszehasonlitdsakor szignifikdnsan
alacsonyabb LINE-1 metilaciot figyeltiink meg az FFPE mintakban az FF biopsziakhoz
képest. Tovabba az FF mintdkban tumoros vs. nem tumoros 0sszehasonlitds soran mért

szignifikans globalis DNS-hipometilacié nem volt detektalhato FFPE mintdk esetén.

6. Vastagbélszovetbdl izolalt DNS hosszt tava (2 év) taroladsa utdn végzett LINE-1
biszulfit-piroszekvenalas eredményei szignifikdnsan magasabbnak adodtak az els6
mérési ponthoz hasonlitva, mig a konvertalt DNS-standardok vizsgélata nem mutatott
LINE-1 metilacid valtozast. Tehat a hosszu tavu tarolds, illetve a kiilonboz6 gyartasi
ciklusban beszerzett biszulfitkonverzids kitek alkalmazasa torzithatjdk a LINE-1

metilacios eredményeket.

7. A sejten kiviili szabad DNS tartositasara szolgald agenst tartalmazo vérvételi csé
(Roche) alkalmazasakor szignifikansan magasabb LINE-1 metilaciot tapasztaltunk
skDNS ¢és szignifikdnsan alacsonyabb metilaciot detektaltunk buffy coat mintakban a

konvencionalis K3EDTA vérvételi csovekhez képest.
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8. Az ¢letkor globalis DNS-metilacids szintre gyakorolt hatdsanak vizsgalata soran
szignifikans LINE hipometilaciot figyeltiink meg 40 évnél idésebb nék esetén a 40 évnél

fiatalabbakhoz viszonyitva.
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7. Kovetkeztetések

PhD-munkam koézéppontjaban a vastagbéldaganatok kialakulasanak egy korai
molekularis eseménye, a globalis DNS-hipometilacio jelensége all, amely tobbek kozott
a mobilis genetikai elemek reaktivaciojahoz és a kromoszomalis instabilitas 1étrejottéhez
vezethet. Munkank soran célunk volt a genomszinti DNS-metilacids eltérések vizsgalata
egészséges személyek, valamint kolorektalis adenomas, karcindmas ¢és gyulladésos
bélbetegségben szenvedd betegek vastagbélszoveti és vérmintaiban LINE-1 biszulfit-
piroszekvenalassal. Globalis DNS-hipometilaciét figyeltiink meg vastagbéldaganatos
betegektdl nyert szovet- és skDNS-mintdkban az ép mintakhoz képest. Az IBD vs. N
Osszehasonlitdsban nem tapasztaltunk globalis DNS-metilacidés  kiilonbséget.
Plazmamintdk esetén kiemelendd, hogy mar rdkmegel6zé adenoma allapotban is
szignifikansan alacsonyabb globalis DNS-metilacios szintet mutattunk ki a nem tumoros
mintakhoz hasonlitva. Az AD és CRC esetekre specifikus LINE-1 metilacios hatarérték
meghatarozasat neheziti, hogy a globalis DNS-hipometilacié tobb raktipusra is jellemzd,
tovabba, hogy a tumoros csoportok LINE-1 metilacids értékei relativ nagy szorassal
rendelkeznek. Azonban egy linedris vizsgalat sordn ugyanazon személytol gyljtott
vérmintakban mért LINE-1 metilaciovaltozas olyan minimalisan invaziv monitorozasi
modszer alapjaként szolgalhat, amely hozzdjarulhat az AD, valamint a CRC

kialakulasanak, tovabba a CRC progresszidjanak vagy remisszidjanak detektalasahoz.

Ezen analiziseinket kdvetden arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a globalis
DNS-hipometilacié kialakulasanak hatterében milyen molekularis folyamatok allhatnak.
A DNS-metilacidhoz kothetd gének transzkriptomikai vizsgalataban szignifikans
valtozast mutaté eredményeink féként az 1C ciklus génjeit érintették, amelyek fokozott
kifejezOdésére az irodalom alapjan a folyamatosan oszt6do sejtek megnovekedett
nukleotidigénye szolgdlhat magyarazatul. Ez a jelenség Osszefliggésben allhat a
tumorprogresszio soran megfigyelt DNS-hipometilacioval, amennyiben a folsavat a
daganatos sejtek inkabb DNS-szintézisre, mint DNS-metilaciora forditjdk. Az MTHFR
gén frekventalt mutacioi és a globalis DNS-metilacios valtozas kozotti 0sszefiiggés
analizisében kapott eredmények egyéb szabalyoz6 mechanizmus jelentdségét vetették fel
CRC esetén. Ettdl eltéréen a heterozigbta AD mintdkban tapasztalt hipometilacid

Osszhangban volt az MTHFR aktivitascsokkenésével potencidlisan jard alacsonyabb
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SAM-szinttel. A metildonor molekulak in situ elérhetdségének elemzése soran csokkent
folsav- és SAM-mennyiséget figyeltiink meg a vastagbéltumoros mintakban az épekhez
képest, ami Osszefliggésben allhat a detektalt FOLR2 alulexpresszidval. Eredményeink és
az irodalmi adatok alapjan a folsav ¢s a SAM nem megfeleld szintli mennyisége
hozzajarulhat a globalis DNS-hipometilaciéo 1étrejottéhez, ezaltal a daganatok

kialakuldsdhoz.

Kutatasunk masodik részében a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas eredményeit
befolyasold metodikai tényezdket tanulmanyoztuk vastagbélszovet- és vérmintakban.
Analiziseinkbdl, illetve irodalmi adatok alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a LINE-1
promoéterben elhelyezkedé CpG 1-es pozicid metilacidja esetleges bioldgiai funkcidval
rendelkezhet a vastagbéldaganatok kialakuldsa sordn. Tovabba megfigyeléseink szerint a
kisérletek reprodukalhatosadga miatt esszencialis a mintdk azonos mddon torténd gytijtése,
illetve fixalasa, valamint megfontolandé a biopszidk friss-fagyasztasara vald torekvés
formalinfixalds helyett, ugyanis a formalin hasznalata szignifikdns mértékben
modosithatja a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal mért metilacios eredményeket.
Mindezek mellett megéllapitottuk, hogy fontos lehet a kisérletek soran hasznalt kitek egy
gyartasi idészakban valo beszerzése, illetve biszulfitkonvertalt és nem konvertalt DNS-
standardok bevonasa is a mérési folyamatok monitorozasanak céljabol. A LINE-1
biszulfit-piroszekvenalas esetleges klinikai felhasznalasa esetén a metodikai
koriilmények standardizaldsa szintén kritikus jelentdséggel bir, kiillondsen egy
tobbkdzpontli mintagyiijtés esetén. Eredményeink, valamint a szakirodalomban leirtak
alapjan is elengedhetetlen az egy 6sszehasonlitasba tartozé vérmintak ugyanolyan tipusu
vérvételi csdbe torténd gytijtése €s azonos protokoll szerinti tdrolasa. Végezetiil, annak
ellenére, hogy a vizsgalt személyek életkora és a LINE-1 metilacids szint kozott nem
tapasztaltunk korrelaciot, és a paciensek nemétdl fiiggden nem figyeltiink meg
szignifikans metilacios eltérést, az életkor nok esetén detektalt LINE-1 metilaciora
gyakorolt szignifikans hatasa, illetve az irodalmi adatok kapcsan fontosnak tartjuk ezen
befolyasold faktorok mérlegelését is. Osszességében megallapithatd, hogy a kritikus
szempontok figyelembevételével a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas egy megbizhatéan

alkalmazhat6 globalis DNS-metilacid becslési modszer.
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8. Osszefoglalas

A kolorektalis tumorok kialakulésa soran korai epigenetikai hajtoerd a globalis
DNS-hipometilacio, amely hozzajarul a kromoszomalis instabilitas 1étrejottéhez. Ez
0sztonzott benniinket az egészséges, kolorektalis adendomas €s karcindmas, valamint
gyulladdsos bélbetegségben szenvedd paciensektdl gyiijtott vastagbélszoveti ¢€s
plazmamintak globalis DNS-metilacidés mintdzatanak vizsgalatara, valamint a folyamat
hatterében allo lehetséges molekularis valtozdsok elemzésére. Szignifikdnsan
alacsonyabb DNS-metilaciot tapasztaltunk az adenémas, illetve a rakos személyektol
gylujtott szovet- ¢€s plazmamintdkban az egészséges, valamint a gyulladdsos
bélbetegségben szenvedd paciensek mintdihoz képest. Ezen eredményeink -
kiilondsképpen a mar adendéma staddiumban detektalt globalis DNS-hipometilacio -
igéretesek lehetnek egy a LINE-1 metilacio mérésén alapti modszer fejlesztése esetén,
amely vastagbéldaganatos betegek sziiréséhez, tovabba klinikai utankovetéséhez is
hozzéjarulhat. Emellett a transzkriptomikai, valamint anyagcsereszinten elvégzett
elemzéseink alapjan feltételezhetjiik, hogy a metildonor molekuldk - azaz a folsav és a
SAM - csokkent mennyisége vastagbéltumorokban Osszefiiggésben allhat a globalis
DNS-hipometilacio kialakulasaval. A LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas elterjedten
alkalmazott globalis DNS-metilacidé becslési modszer, amely reprodukalhatosaganak
novelése nagy jelentdséggel bir. Osszehasonlité analiziseink eredményei szerint
kiemelten fontos a biopszidk azonos mddon torténd gyljtése, fixalasa, valamint az egyezd
gyartasi id0szakban beszerzett reagensek alkalmazéasa. Vérmintak vizsgalatakor krucialis
az azonos vérvételi csovek alkalmazasa, ugyanis a DNS-tartosito dgensek modosithatjak
a DNS-metilacios eredményeket. Tovabba kiemelendd a vérmintdk ugyanolyan modon
torténd tarolasa, illetve mieldbbi feldolgozasa. Végezetiil biszulfitkonvertalt és nem
konvertalt DNS-standardok alkalmazédsa segitheti a LINE-1 piroszekvenalas
precizitisinak kovetését. Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink olyan
ismeretekkel bdvitették a globdlis DNS-hipometilaciérél szoldo  tudomanyos
szakirodalmat, amelyek hozzajarulhatnak a vastagbéltumorok, igy a mar rakmegel6z6
adenoma allapotok kialakuldsdnak megértéséhez, valamint a daganatok hatékony

szliréséhez és a vastagbélrakos paciensek utankdvetéséhez.
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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. Fiiggelék

F1/A. Tablazat Kutatasunkba bevont egészséges paciensektdl gylijtott szovetmintak
atlag LINE-1 metilacios értékeinek Osszefoglalasa klinikopatoldgiai és demografiai
jellemzOk alapjan. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05, N: egészséges, HE: heterozigéta,
MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolat-reduktaz, WT: vad tipus.

N szovet

Valtozok Metilacios szint = SD (%)

CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD | Atlag | SD
<65 | 38 | 800 | 31 76,8 2.1 75,8 2,2 77,5 17
>65 | 7 80,2 2.4 76,9 2.8 75,1 2,9 77,4 17
né | 30 | 80,1 29 | 764* | 20 77,2 25 77,2 16
ferfi | 15 | 799 | 32 77,8 2.3 76,4 18 78,0 1,7
MTHER | WT | 11 | 795 | 34 75,3 15 74,7 2.8 76,5 17
C677T | HE | 12 | 787 3,3 76,1 23 76,5 2.1 76,9 17
MTHFER | WT | 16 | 79,7 3,9 76,2 2.4 75,9 2.4 77,1 1,9
A1298C | HE | 7 78,4 15 75,7 13 75,1 3,3 76,4 15

Kor

Nem

F1/B. Tablazat Kutatasunkba bevont egészséges paciensektdl gylijtott buffy coat mintak
atlag LINE-1 metilacios értékeinek Osszefoglaldsa klinikopatologiai és demografiai

jellemzok alapjan. N: egészséges.

N buffy coat
Valtozok Metilacios szint + SD (%)
n .
CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Atlag SD
<65 | 14 84,7 2,8 77,2 1,9 75,8 2,0 79,2 1,7
Kor
>65 1# - - - - - - - -
né 14 84,6 2,8 77,3 1,9 75,9 2,0 79,3 1,7
Nem
ferfi | 17 - - - - - - - -

#*Csak abban az esetben szamoltunk metilacids atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F1/C. Tablazat Kutatasunkba bevont egészséges paciensektdl gylijtott plazmamintdk
atlag LINE-1 metilacios értékeinek Osszefoglaldsa klinikopatoldgiai és demografiai

jellemzok alapjan. N: egészséges.

N plazma
n Metilacios szint £ SD (%)

Valtozok
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CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD | Atlag | SD
<65 | 10 85,8 4,0 80,6 1,8 79,6 3,0 82,0 2,0
Kor
>65 | - - - - - - - - -
N né | 5 84,4 338 80,4 2,5 78,7 2,7 81,1 1,9
em
férfi | 5 87,2 4,1 80,8 0,7 80,6 33 82,9 1,8

F2/A. Tablazat Kutatdsunkba bevont vastagbél-adendmas paciensektdl gyiijtott

szovetmintak atlag LINE-1 metilaciés értékeinek Osszefoglaldsa klinikopatologiai és

demografiai jellemzOk alapjan. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05, ** p<0,01, AD:

kolorektalis adenoma, FF: friss-fagyasztott, FFPE: formalinfixalt, paraffinba agyazott,
HE: heterozigota, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolat-reduktaz, TA: tubularis, TVA:

tubulovillozus, WT: vad tipus.

AD szovet
FE FFPE
Valtozok Metildciés szint + SD (%)
n - n
CPG | sp | CPC | sp | CPC | sp | An. | SD
1 2 3
<65 | 15| 739 | 72 | 731 | 35 | 721 | 36 | 730 | 44 | 13
Kor
s65 |22| 723 | 74 | 725 | 30 | 724 | 46 |724| 45 | 7
né 15| 703 | 66 | 72,0+ | 28 | 700% | 40 | %% | 42 | 11
Nem
ferfi | 22| 748 | 72 | 739 | 29 | 738 | 36 |742| 40 | 9
TA  |25|749% | 64 | 733 | 34 | 730 |40 |27 41| s
Szovettani | TVA | 9 | 679 | 79 | 715 | 26 | 701 | 41 |707| 39 | 11
tipusok | . dketts 719 | 67 | 720 | 27 | 727 | 57 | 698 | 62 ;
N/A A - ; - ; N 1
* * *
<iomm |16 ] 8 1 ae | B8 a0 [ B 30 [0 31| 8
, >10mm | 7 | 659 | 68 | 699 | 1.8 | 680 | 33 |679| 37 | 1
Méret
mindketté | 11 | 716 | 6.6 | 736 | 35 | 733 | 47 | 728 | 44 | 4
N/A 3| 696 | 79| 710 |01 | 709 | 32 |704| 36 | 7
1 o | 701 | 72 | 708* | 1.0 | 707 | 35 | 709 | 40 | 3
Szdm >2 26| 737 | 73| 736 | 34 | 728 | 44 |734| 46 | 16
NA | 2| - - ; ; ; A 1
73.9 -
MTHER WT 16 | 74,8 6,0 73,7 3,5 73,1 3,9 * 4,1
cerrT HE 12| 704 | 79 | 715 | 24 | 705 | 43 | 709 | 44 -
MTHER WT  [17] 752 | 67 | 741% | 33 [ 739% | 34 | 4% | 40 | -
A1298C HE |10] 702 | 78 | 712 | 28 | 695 | 45 | 703 | 46 -
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AD-NAT szovet
<65 8 | 775* | 27 | 753 | 18 | 73,7 | 16 | 754 | 12 13
Kor >65 15| 80,9 | 3,7 | 747 | 24 | 734 | 2,7 | 763 | 24 7
né 12| 809 | 29 | 749 | 24 | 734 | 28 | 763 | 2,2 11
Nem ferfi 11| 784 | 42 | 749 | 21 | 736 | 1,8 | 756 | 2,1 9
TA 16| 794 | 38 | 750 | 22 | 732 | 22 | 758 | 2,0 8
Szévettani TVA 5| 806 | 35| 747 | 09 | 745 | 26 | 76,7 | 1,8 11
tipusok | mindketts | 2* - - - - - - - - -
N/A - - - - - - - - - 1
<l0mm |14| 793 | 43 | 743 | 20 | 730 | 21 | 755 | 2.2 8
Méret >10 mm 4 | 82 | 20| 744 | 08| 749 | 31 |769| 1,7 1
mindketto 796 | 30 | 769 | 24 | 738 | 25 | 766 | 21 4
N/A - - - - - - - - - 7
1 51 798 | 27| 740 | 1,3 | 731 | 35 | 757 | 21 3
Szam >2 18| 79,7 | 40 | 751 | 23 | 736 | 20 | 761 | 2,2 16
N/A - - - - - - - - - 1

#*Csak abban az esetben szamoltunk metilacids atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F2/B. Tablazat Kutatasunkba bevont vastagbél-adendmas paciensektdl gyiijtott buffy

coat mintadk atlag LINE-1 metilacids értékeinek Osszefoglalasa klinikopatologiai és

demografiai jellemzok alapjan. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05, AD: kolorektalis

adenoma. TA: tubularis, TVA: tubulovillozus

AD buffy coat

Valtozok Metilacios szint + SD (%)
n .
CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD Atlag SD
<65 4 | 809* | 11 75,4 0,7 75,7 14 77,3 0,7
Kor
>65 6 84,4 3,0 75,8 15 75,2 31 78,5 1,7
N no 6 82,7 2,5 75,0 0,5 74,7 1,9 77,5 0,8
em
férfi 4 83,5 3,9 76,5 15 76,5 3,1 78,8 2,0
TA 7 83,6 3,0 75,2 0,5 74,6 1,7 77,9 0,9
Sz?vettanl TVA ot ) ) ) ) ) ) ) )
tipusok
mindketté | 1 - - - - - - - -
<10 mm 6 84,5 2,9 75,7 15 75,0 3.1 78,4 1,7
Méret >10mm | 17 - - - - - - - -
mindketté | 3 80,9 1,3 75,7 0,6 76,6 0,6 77,8 0,4
1 2* - - - - - - - -
Szam
>2 8 83,4 3,2 75,8 1,2 75,6 2,8 78,3 15
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#Csak abban az esetben szamoltunk metilacids atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F2/C. Tablazat Kutatdsunkba bevont vastagbél-adenomas paciensektol gyljtott
plazmamintak atlag LINE-1 metilacios értékeinek Osszefoglalasa klinikopatologiai és

demografiai jellemzok alapjan. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05, AD: kolorektalis

adenoma.
AD plazma
Valtozok Metilacios szint = SD (%)
" CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD | Atlag | SD
<65 6 83,0 4,1 78,6 1,5 78,1 14 79,7 1,2
Kor >65 8 83,7 3,9 78,9 3,0 76,4 19 80,1 2,1
no 10 82,8 31 77,8* 2,0 77,1 2,1 79,4* 14
Nem férfi 4 84,9 55 81,1 1,5 77,1 1,0 81,5 1,8
TA 6 82,7 3,7 79,8 2,4 76,2 1,6 80,0 14
Szovettani | oy | 6 | 834 |39 | 781 |24 | 777 | 21| 797 | 22
tipusok
mindketté | 2* - - - - - - - -
<10 mm 3 79,7* 1,6 79,3 2,4 77,5 3,1 78,9 0,9
Méret >10 mm 5 86,0 2,7 78,3 3,0 76,5 19 80,5 2,4
mindketto 6 83,1 4,0 78,9 2,2 77,4 11 80,1 14
1,0 6 84,6 4,1 78,9 31 76,1 2,0 80,1 2,4
Szam >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 szamoltunk metilaciés atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F3/A. Tablazat Kutatasunkba bevont vastagbélrakban szenvedd paciensektdl gyljtott
endoszkopos szovetmintak atlag LINE-1 metilacios értékeinek 0Osszefoglaldsa
klinikopatologiai és demografiai jellemzdk alapjan. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05,
CRC: kolorektalis karcinoma, FF: friss-fagyasztott, FFPE: formalinfixalt, paraffinba
agyazott, HE: heterozigota, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolat-reduktaz, WT:

vadtipus.

CRC szovet
FF FFPE

Valtozok Metildcios szint + SD (%)

i n
= | sD CFZ’G ) CgG SD | Ad. | SD
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<65 10| 704 | 89 | 723 | 29 | 70,3 | 41 | 71,0 | 49 10
>65 28| 679 |120| 704 | 66 | 680 | 81 | 69,1 | 84 10
né 13| 705 |118| 713 | 68 | 69,7 | 74 | 705 | 83 10

férfi | 25| 676 |109| 708 | 54 | 681 | 72 | 69,2 | 74 10

Kor

Nem

Stadium korai | 15| 671 | 153 | 686 | 81 | 656 | 9.2 | 71.8 | 51 9
(Astler- (A+B)

Coller dltal | kés6i | o5 501 | g3 | 7903 | 38 | 704 | 55 | 681 | 85 8
médositott | (C+D)

Dukes) N/A | 2% - - - - - - - 3
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 | 716 6,2 69,5 59 70,8 74 10
0 13| 69,6 | 140 | 694 8,2 67,2 9,2 72,0 | 49 9
>1 14| 706 | 83 | 726 | 42 | 70,3 | 6,3 | 66,8 | 9,6
N/A 11| 64,8 | 104 | 70,8 3,7 68,5 55 70,4 6,7 5
0 16 | 70,1 | 12,7 | 70,0 7,5 67,7 8,4 69,2 9,3 16
Tavoli attét | taveli | 14 | 695 | 10,0 | 72,3 4,2 69,2 59 70,9 6,0 4
N/A 8 63,4 | 10,2 | 71,0 4.7 69,9 7,8 67,5 6,8 -
MTHER WT |20 687 [12,7| 699 | 7.1 | 674 | 87 | 687 | 9.1 -

Lokalizacié

Nyirok-
csomo-attét

cerrT HE | 14| 717 | 75 | 734 | 23 | 71,4 | 44 | 721 | 43 ]
MTHER WT |11 692 [11,7| 701 | 68 | 67,9 [100| 69,1 | 9,0 -
A1298C HE |19| 700 |104 | 716 | 51 | 689 | 58 | 702 | 6,7 -

CRC-NAT szovet

<65 8 | 793 | 38 | 743* | 2,7 | 739* | 31 | 758 | 24 10
>65 17 792 | 37 | 753 | 17 | 750 | 24 | 764 | 138 10
né 8 | 791 | 48 | 750 | 25 | 742 | 21 | 761 | 19 10

ferfi | 17| 793 | 31 | 750 | 20 | 749 | 29 | 762 | 2,1 10

Kor

Nem

Stadium | Koral | o | ge0 1 40 | 7a8 | 23 | 747 | 27 | 58 | 19| o
(Astler- (A+B)

Coller dltal | KO | 15 795 | 35 | 750 | 21 | 744 | 26 | 761 | 1,7 | 8
modositott (C+D)

Dukes) N/A 1% - - - - - - - - 3
kolon |16 | 79,4 | 40 | 751 | 23 | 743 | 3,0 | 761 | 2,2 10
rektum | 9 78,9 32 | 748 1,8 75,2 1,8 76,3 1,7 10
0 8 784 | 41 | 751 2,2 74,8 2,9 76,1 1,8 9
>1 14 797 | 33 | 750 | 22 | 744 | 2,7 | 76,2 | 1,8
N/A 3| 793 | 52 | 746 | 23 | 746 | 23 | 76,8 | 3,7
0 11| 784 35 | 744 2,3 74,3 2,7 75,7 1,8 16
Tavoli attét | Tavoli | 10 | 80,0 35 | 757 1,8 74,7 2,8 76,4 1,7 4
N/A 4 79,3 52 | 746 2,3 75,5 2,5 77,1 31 -
#Csak abban az esetben szamoltunk metilaciés atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

Lokalizacié

Nyirok-
csomo-attét

harom mintaval rendelkezett.
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F3/B. Tablazat Kutatasunkba bevont vastagbélrdkban szenvedd péciensektdl gyiijtott
mitéti szovetmintak atlag LINE-1 metilacios értékeinek dsszefoglalasa klinikopatologiai
¢és demografiai jellemzOk alapjan. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05, ** p<0,01, CRC:

kolorektalis karcinoma.

CRC szovet
Valtozok Metilacios szint = SD (%)
n .
CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD | Atlag | SD
Kor <65 5 67,7 11,9 69,6 5,4 69,2 54 68,8 7,1
>65 16 65,9 10,6 69,0 5,4 67,5 7,8 67,5 7,5
N no 7 60,7 8,7 66,3 6,1 65,2 8,1 64,1 7,2
em
nérfi 14 69,1 10,7 70,6 43 69,3 6,6 69,7 6,8
Stadium korai
(Astler-Coller (A+B) 10 63,9 9,2 68,3 6,6 67,4 8,5 66,5 7,8
altal Késéi
médositott (Cef‘[’)‘) 11| 685 |118| 699 |38 | 684 |62 | 690 |70
Dukes)
kolon 15 67,5 10,9 70,3 3,8 69,7 6,0 69,2 6,5
Lokalizacio
rektum 6 63,3 10,4 66,1 7,3 63,6 8,8 64,3 8,6
0 10 63,9 9,2 68,3 6,6 67,4 8,5 66,5 7,8
Nyn:(;lt(tcéstomo >1 11 68,5 118 | 699 |38 | 684 |62 | 690 | 7,0
N/A - - - - - - - - -
0 16 68,4 10,4 69,9 5,8 69,4 7,5 69,2 7,5
Tavoli attét Tavoli 4 63,6 12,1 68,3 3,2 67,0 47 66,3 6,6
N/A i - - - - - - - -
CRC-NAT szovet
Kor <65 4 75,5* 4.7 74,4 2,2 72,8 2,8 74,2 2,8
>65 16 78,5 45 73,6 2,0 73,2 2,6 75,1 2,7
N no 7 75,3* 3,3 73,0 1,2 72,6 2,5 73,6 2,2
em
férfi 13 79,3 4.7 74,2 2,3 73,4 2,7 75,6 2,7
Stadium korai
(Astler-Coller (A+B) 9 76,3 3,0 73,5 1,8 72,3 2,0 74,0 1,8
altal L e
, , késoi
modositott 11 79,2 5,4 74,1 2,2 73,8 2,9 75,7 3,1
(C+D)
Dukes)
kolon 14 76,7 3,2 73,6 1,6 72,5 2,0 74,3 1,8
Lokalizacio
rektum 6 80,5 6,5 74,2 2,9 74,7 3,4 76,5 3,8
Nyirokesomo 0 9| 763 |30 | 735 |18 | 723 |20 | 740 | 18
-attét >1 11 | 79,2 54 | 741 |22 | 738 |29 ]| 757 |31
0 14 775 45 739 [ 22| 728 |27 | 747 | 28
Tavoli attét Tavoli 4 79,1 4,1 745 | 03| 743 | 07| 760 | 14
N/A i - - - - - - - -
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#Csak abban az esetben szamoltunk metilaciés atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F3/C. Tablazat Kutatasunkba bevont vastagbélrakban szenvedd paciensektdl gyljtott
buffy coat mintak atlag LINE-1 metilacids értékeinek osszefoglalasa klinikopatologiai és
demografiai jellemzOk alapjan. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05, CRC: kolorektalis

karcinoma.

CRC buffy coat
Valtozok Metilacios szint £ SD (%)
CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 SD Atlag 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 15 79,7 1,3
né 2# - - - - - - - -

Nem
férfi 8 85,1 2,3 76,4 1,0 75,5 1,6 79,0 1,1

Stadium korai -

(Astler-Coller | (A+B) 3 84,9 2,5 76,9 1,7 77,4 1,7 79,7 1,6

altal e

L1 késoi

mdédositott (C+D) 7 85,5 2,2 76,2 1,0 75,0 1,3 75,0 1,3

Dukes)

kolon | 1% - - - - - - - -
Lokalizacio

rektum | 6 85,3 2,3 76,5 1,3 76,2 1,9 79,3 1,5

0 2% - - - - - - - -
Nyu:(;lt(tc:tomo >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

0 4 84,4 2,2 76,8 14 76,2 2,6 79,1 1,8
Tavoli attét Tavoli | 5 86,2 2,2 76,5 1,1 75,4 1,3 79,4 1,1

N/A 1# - - - - - - - -

#Csak abban az esetben szamoltunk metilacids atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F3/D. Tablazat Kutatdsunkba bevont vastagbélrakban szenvedd paciensektdl gytijtott
plazmamintak atlag LINE-1 metilacids értékeinek Osszefoglalasa klinikopatologiai €s

demografiai jellemzok alapjan. CRC: kolorektalis karcindma.

CRC plazma
Valtozok Metilacios szint £ SD (%)
" CpGl |SD| CpG2 |SD | CpG3 |SD | Atlag | 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 71,7 1,6 76,9 1,2 79,8 0,9
Nem né 7 86,2 3,6 77,7 1,8 76,4 1,2 79,7 1,4
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férfi 6 84,7 2,6 78,2 1,3 77,2 1,3 80,0 11

Stadium korai ot ) ) ) ) ) ) ) )
(Astler-Coller | (A+B)
altal Késéi
médositott (C‘fg) 11 | 852 |29| 776 |15| 768 |14| 799 |14
Dukes)
kolon 9 855 |30| 778 |15| 771 |12| 798 |08
Lokcié rektum | 2% - - - - - - - -
N/A 2# - - - - - - - -
0 1# - - - - - - - -
Nylr_zlt(tc;tomo >1 9 | 857 |33| 777 |16| 766 |15| 796 |12
N/A 3 857 |37| 783 |16| 775 |04| 805 |17
0 1# - - - - - - - -
Tavoli attét Tavoli 6 841 |28 769 |1,3| 764 |17| 791 |13
N/A 6 873 |29| 787 |29| 771 |08| 806 |09

#*Csak abban az esetben szamoltunk metilacids atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F4/A. Tablazat Kutatasunkba bevont gyulladasos bélbetegségben szenvedd paciensektdl
gyljtott  szovetmintdk atlag LINE-1  metilaciés  értékeinek  Osszefoglaldsa

klinikopatologiai és demografiai jellemzok alapjan. IBD: gyulladasos bélbetegség.

IBD szovet

Valtozok Metilacios szint £ SD (%)
CpGl | SD CpG2 SD CpG3 SD Atlag SD

<65 | 14| 798 |21 758 24 75,6 29 771 2.0
Kor
>65 | 1 ; ; - - - - - -
N né 7| 786 |22 75.0 25 753 29 76,3 20
em
ferfi | 8 | 806 |15 76,7 21 76,0 28 77,8 16
colitis | 45 | 890 |21 77.0 11 76,8 17 77.9 0.9
ulcerosa
1BD Crohn- | _ ] ] ] ] ] ] ] )
tipusa | petegség
N/A 3| 785 |14 717 06 71.2 07 73,8 07

#Csak abban az esetben szamoltunk metilaciés atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F4/B. Tablazat Kutatdsunkba bevont gyulladasos bélbetegségben szenvedd paciensektdl
gyljtott buffy coat mintdk atlag LINE-1 metilacidos értékeinek 0Osszefoglaldsa
klinikopatologiai és demografiai jellemzdk alapjan. IBD: gyulladasos bélbetegség.

Viltozék IBD buffy coat
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Metilacios szint = SD (%)
n r
CpG1 SD CpG2 SD CpG3 SD Atlag SD
<65 3 83,1 4,0 79,3 1,6 78,9 3,3 80,4 2,4
Kor
>65 - - - - - - - - -
no 3 84,1 51 78,6 11 78,0 4,0 80,2 34
Nem
férfi 0 - - - - - - - -
uc 1# - - - - - - - -
IBD Crohn- | _ i i i i i i i i
tipusa | betegség
N/A 2* - - - - - - - -

#Csak abban az esetben szamoltunk metilacids atlagot, ha a vizsgalt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F4/C. Tablazat Kutatasunkba bevont gyulladasos bélbetegségben szenvedd paciensektdl
gyujtott  plazmamintdk atlag LINE-1 metilacios  értékeinek  Osszefoglaldsa

klinikopatologiai €s demografiai jellemzok alapjan. IBD: gyulladasos bélbetegség.

IBD plazma
Valtozok Metilacios szint +£ SD (%)
n .
CpGl |SD| CpG2 | SD | CpG3 | SD | Atlag |SD
<65 11 86,7 2,9 79,8 1,1 76,7 1,8 81,1 0,8
Kor
>65 - - - - - - - - -
N noé 5 85,6 4.1 80,2 0,9 76,6 1,4 80,8 0,8
em
férfi 6 87,6 1,3 79,4 1,3 76,7 2,2 81,2 0,8
colitis | 51 g55 |38 79.8 1,4 77.9 18] 81,0 |09
BD ulcerosa
Crohn-
tipusa | petegeég | 4 | &8 | LS| 796 1,3 75,9 11| 811 |09
N/A 2# - - - - - - - -

#Csak abban az esetben szamoltunk metilaciés atlagot, ha a vizsgilt csoport legalabb

harom mintaval rendelkezett.

F5. Tablazat Mintavételezési technikak LINE-1 metilaciora gyakorolt hatasanak

vizsgalata.
Metilacios szint + SD (%)
Valtozok n -

CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD Atlag SD
Nem endoszképos | 24 | 79,0 3,5 749 | 21| 745 | 2,6 76,0 1,8
tumoros miitéti 21| 780 | 45 | 737 |20 | 732 |25 75,0 2,6
endoszkopos | 36 68,8 11,0 70,8 6,0 68,7 7,2 69,4 7,7

Tumoros
miitéti 21 | 66,3 10,7 69,1 | 52| 680 | 7,2 67,8 7.3
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F6. Tablazat Szovetfixalas LINE-1 metilaciora gyakorolt hatdsanak vizsgalata. FF:
friss-fagyasztott mintak, FFPE: formalinfixalt, paraffinba agyazott mintak. Statisztikai

szignifikancia: * p<0,05.

Metilacios szint £ SD (%)
Valtozok n .

CpG1l | SD CpG2 SD CpG3 SD Atlag SD
Nem FF 9 81,2 2,7 77,0 1,0 74,6 2,3 77,6* 0,9
tumoros FFPE | 9 76,2 51 72,5 4,2 73,8 51 74,2 4,3
FF 16 75,7 6,0 75,4 14 74,5 3,4 75,2* 3,1

Tumoros
FFPE | 16 74,5 6,7 71,6 50 72,1 55 72,7 5,2

F7. Tablazat Tarolas LINE-1 metildciora gyakorolt hatdsanak vizsgalata
vastagbélszoveti biopsziakbdl izolalt DNS-mintdkban. t1: elsé mérés, tr: ismétld mérés
rovid tava tarolas esetén, tn: ismétld mérés hossz(i tava tarolas esetén. Statisztikai

szignifikancia: * p<0,05.

Metilacios szint = SD (%)

CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD | Atlag | SD
nem |t | 14| 778 | 47| 758 | 32| 762 |32 | 766 | 29
ligzliad tumoros | ¢ | 14 | 799 |52 | 752 |42 | 762 |37 | 771 | 34
drolds | |t |12 | 728 | 75| 731 | 36| 721 | 41| 726 | 48

t| 13| 722 | 83| 717 |67 | 730 |79 | 723 | 7
nem |t | 23| 772 |32 | 729 |26 | 71,8 |36 | 740 | 28
Htf;svslf“ tumoros | ¢, | 23 | 785 |36 | 729 | 26| 750 | 3 |763*| 23
drolas | [t 25| 708 |94 7Ll | 41| 696 |63 | 705 | 64

th| 25 | 721 | 84| 727 |31 | 71,8 |54 |722%| 53

Viltozék n

F8. Tablazat Vérmintak kiilonbozd tarolasi kondicidinak LINE-1 metildciora gyakorolt
hatdsanak vizsgalata buffy coat mintakban. RT: szobahdmérséklet, 3h: buffy coat- €s
plazmaszeparalas 3 ora tarolas utan, 6h: buffy coat- és plazmaszeparalas 6 oOra tarolas

utan, 1h ProtK: 1 6ra ProtK emésztés, 2h ProtK: 2 6ra ProtK emésztés.

Metilacios szint + SD (%)
Valtozok n .

CpGl | SD CpG2 | SD | CpG3 | SD | Atlag | SD

Oh RT 4 | 84,1 3,9 73,2 1,9 74,3 3 77,2 2
ah RT 4 | 85,7 4.8 73,9 1,1 74,0 2,9 778 | 0,8
K3EDTA 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 2,1 775 |11

lhProtK | 4 | 82,2 5,8 74,6 25 76,5 3,4 77,1 2

Roche Oh

2h Protk | 4 | 83,6 3,8 72,7 1,3 72,6 3,2 76,3 | 0,6
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lhProtk | 4 | 83,6 53 73,6 0,2 74,2 13 77,3 | 1.2
3h 2h Protk | 4 | 86,0 19 73,9 2,4 73,4 2,1 76,9 | 1,7
lhProtk | 4 | 804 4,4 73,8 1 75,7 19 76,6 1
on 2hProtKk | 4 | 851 3,7 73,9 1,7 73,9 4 77,6 1

F9. Tablazat Vérmintak kiilonbozo tarolasi kondicidinak LINE-1 metildciora gyakorolt
hatadsanak vizsgalata skDNS mintakban. RT: szobahdmérséklet, 3h: buffy coat- és

plazmaszeparalds 3 ora tarolas utan, 6h: buffy coat- és plazmaszeparalds 6 ora tarolas

utan.
Metilacios szint = SD (%)
Viltozék n .
CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD | Atlag CpG | SD
Oh | RT 4 86,3 82| 793 |38 772 |45 81,0 4,5
RT 4 888 |52 | 776 | 29| 760 |15 80,8 2,7
K3EDTA 3n 4°C 4 837 21| 772 | 37| 7713 | 34 79,4 2,7
RT 4 8,1 [ 35| 769 | 27| 780 | 3,0 78,0 1,6
oh 4°C 4 822 | 60| 776 |32]| 755 |73 80,0 4,0
Oh | RT 4 872 | 71| 820 |26 | 781 |24 82,4 3,7
Roche 3h | RT 4 871 | 21| 812 |21 | 831 | 3.2 83,8 3,5
6h | RT 4 857 [ 32| 796 | 12| 798 | 33 81,7 1,9

F10. Tablazat Eletkor és nemek LINE-1 metilaciora gyakorolt hatisanak vizsgélata.
Statisztikai szignifikancia: * p<0,05.

Metilacios szint + SD (%)
Valtozok n .
CpGl | SD | CpG2 | SD | CpG3 | SD Atlag CpG SD
NG <40 9 81,4 3 76,7 1,4 76,2 2,2 78,1* 1,0
0
>40 21 79,3 2,6 76,1 2,2 75,3 2,7 76,9 1,8
Ferfi <40 5 80,6 3,8 78,2 15 75,6 1,7 78,1 1,3
érfi
>40 10 80,6 3,4 71,7 2,5 75,6 19 78,0 19
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F1. Abra Az APOBEC1, APOBEC3B, valamint DNMT1 MRNS-expresszios valtozasa a
kolorektalis normal-adendma-karcindma szekvencia mentén. A hétérkép zold szine
csokkent, piros szine ndvekedett transzkriptumszintet jelol. Minden sor kiilonb6z6 gént,
mig minden oszlop eltéré mintacsoportot abrazol. Statisztikai szignifikancia: * p<0,05,

AD: kolorektalis adenoma, CRC: kolorekatlis karcinoma, N: egészséges.
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