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1. Bevezetés

A kolorektalis rak (CRC) a harmadik legnagyobb incidenciaval rendelkez6 daganatos
megbetegedés kozel kétmillio regisztralt személlyel, illetve mortalitds szempontjabol a méasodik
helyet foglalja el, mintegy egymillié halélesetet szdmlalva vilagszerte. Tovabba, a 2020-ban mért
adatok alapjan sajnalatos médon Magyarorszagon volt mefigyelhet6 a legnagyobb el6éfordulasi,
valamint a masodik legnagyobb hal&lozasi rata a vilag tobbi orszagahoz viszonyitva.

A kolorektélis tumorok kialakuldsa az ép vastagbélhamsejtekben felhalmoz6dd genetikai
mutéciok és epigenetikai valtozasok altal indukalt folyamat. A sporadikus formak nagy tobbsége a
Fearon és Vogelstein altal leirt klasszikus ép-adenéma-karcindma szekvencia mentén jon létre. A
modell korai molekularis eseménye a kromoszomaélis instabilitds, amely jelenség kialakulasaban
kiemelt szerepe van egy epigenetikai modosuladsnak, a DNS-metilacionak. A DNS citozin
nukleobazisanak 5. szénatomjat érinté metilacio a human genomban foként a citozin-foszfat-guanin
(CpG) dinukleotid helyeken talalhatd meg. A CpG-gazdag szabalyozasi egységeket CpG-szigeteknek
nevezziik, amelyek jellemzden a gének promoter, illetve egyéb szabalyozo régidiban figyelhetdk
meg. A promoter régiokban elhelyezked6 CpG-szigetek metilacids mintazatan keresztiil valosul meg
a DNS-metilacio génexpresszid szabalyozasaban betdltott szerepe. Ezen szakaszok fokozott
metilacidja az adott gén csendesitéséhez vezet, mig a CpG-szigetek alacsony mértékii DNS-

metilacioja vagy annak teljes hidnya lehetdvé teszi a gén atirodasat.

A megfeleld sejtspecifikus DNS-metilacios mintazat fenntartasdban fontos szereppel
rendelkeznek bizonyos jelatviteli Utvonalak, transzkripcios faktorok, valamint hossz nem-kddolo
RNS-ek. Emellett kiemelt jelentéséggel bir a DNS-metiltranszferaz enzimek és demetilaz rendszerek,
illetve az egy szénatomos (1C) ciklus enzimkészletének megfelelé miikodése, amelyen keresztiil
meghatarozé a metildonor molekuldk - azaz a folsav (Bg-vitamin) és az S-adenozilmetionin (SAM) -
mennyisége is. Az 1C anyagcsereitban tobb metabolikus reakciokor kapcsolodik, amelybdl a
folatciklus a nukleotidszintézisnek szolgaltat prekurzormolekuldkat, mig a metioninciklus fontos
molekulaterméke az imént emlitett SAM. Az 1C ciklus kézponti eleme egy esszencialis vitamin, a
folsav, amelyhez taplalkozas soran, valamint taplalékkiegészitok hasznalataval juthatunk hozza. A
metilcsoport a folsav kiilonbdzd oxidacios formai altal szallitodik a folatciklusbol a metioninciklusba,
ahol lehetdvé teszi a SAM Iétrejottét. E metabolikus folyamatban kulcsfontossagu szerepet tolt be az
5,10-metilén-tetrahidrofolat-reduktdz (MTHFR) enzim, igy az MTHFR gén olyan mutacioi, amelyek
a fehérje aktivitasanak csokkenéséhez vezetnek, befolyasolhatjak a SAM szintézisét. Ezutdbbi és a

fentebb emlitett faktorokat érintd eltérések aberrdns DNS-metilacids mintadzat kialakuldsahoz



vezethetnek.

A tumorok kialakulasa soran két f6 DNS-metilaciés mintazat valtozés - a lokalis hipermetilacio,
valamint a globalis DNS-hipometilaci6 - figyelheté meg. Lokalis hipermetilacié soran a
tumorszuppresszor gének promoter metilaciojanak kovetkeztében azok csendesitése detektalhato,
mig a globélis DNS-hipometilacio esetén teljes genomszinten figyelheté meg metilaciocsokkenés,
amely legfoképp a nagy kopiaszdmban jelenlévd mobilis genetikai elemek szekvenciait érinti.
Globalis DNS-hipometilacié sorén tehat a mobilis genetikai elemek kikertilnek a metilacio altali
szabalyozas alol, amely reaktivaloédasukhoz vezet, igy véletlenszerli athelyezddésiikkel
kromoszomalis instabilitast idézhetnek eld. Ilyen globalis metilaciocsokkenés altal érintett, jelentds
kopiaszammal rendelkezd transzpozabilis elem példaul a LINE-1 retrotranszpozon, amelynek
szekvenciai a genom 17%-at teszik ki. A LINE-1 szekvenciak metilaltsdganak mértéke korrelaciot
mutat a teljes genom metilacios szintjével, ezaltal szamos genomszintti DNS-metilacidt vizsgalod
maodszer ceélozza a LINE-1 retrotranszpozon kdpiak elemzését. Ezen metodikak koze tartozik a LINE-
1 biszulfit-piroszekvenalas, ami egy kéltseghatékony, megbizhatd, és viszonylag alacsony kiindulasi
DNS-mennyiséget igénylé modszer. A LINE-1 retrotranszpozon rakbioldgiai jelentdsége, illetve a
metilaltsagi szintjét mérd biszulfit-piroszekvenalas eldnyei kapcsan tobb kutatas is foglalkozott a
maodszer pontossaganak elemzésével. Az ilyen tipust vizsgalatok, illetve atfogd analizisek nagy
jelentdséggel rendelkeznek a tudomanyos és klinikai célt vizsgalatok teriletén. Utdbbi esetében
kiilonosen fontos a vérmintdk elemzése, amelyek minimalisan invaziv médon nyerhetéek példaul
rutin vérvétel soran, és a bennuk talalhaté sejten kivili szabad DNS (skDNS) -frakcio potencialis
targya lehet a kiilonboz6 betegségekre, igy a daganatokra specifikus biomarkerek detektalasanak. A
folyadékbiopszidk vizsgalatdra napjainkban egyre nagyobb hangsuly helyezddik, ugyanis a kevésbé
invaziv beavatkozdssal torténd vizsgalatok alkalmazésa ndvelheti a paciensek sziirdvizsgalatokon
valo részvételi ardnyat, ami a daganatos korfolyamatok korai, akar rakmegel6z6 allapotban torténd

felismeréséhez vezethet.



2.

Célkituzések

PhD-munkam soran célom volt a kovetkezd vizsgalatok elvégzése:

1. A globéalis DNS-metilaciés mintazat elemzése vastagbélszoveti mintdkban a kolorektalis ép-

adendma-karcindma szekvencia mentén és gyulladasos bélbetegségekben;

A globalis DNS-metilaciés eltérések megjelenésének vizsgélata egészséges, vastagbél-
adendmas és vastagbélrakos paciensekt6l, valamint gyulladasos bélbetegségekben szenvedd

személyektdl gylijtott plazmamintdkban;

A globélis DNS-metilacidos valtozasok lehetséges kialakulasi okainak analizise

vastagbelszoveti mintakban transzkripcios, valamint anyagcsereszinten;

A globalis DNS-metilacié szintjét becslé LINE-1 biszulfit-piroszekvenaldas modszerét
befolyasold metodikai tényezdk elemzése kolorektalis szoveti biopszidkban €és vérmintakban.

A vizsgalat a kdvetkezd szempontokat foglalta magaban:

az alkalmazott piroszekvenalo Kit altal vizsgalt 3 CpG-hely szeparalt, illetve egyuttes

elemzése;
- eltérd kolorektalis szovetminta-gytijtési technikak;
- kilonb6zo szovetfixalo modszerek;
- vastagbélszoveti biopsziakbol izolalt DNS tarolasa;

- hagyomanyos K3EDTA, valamint skDNS frakcid tartositasara szolgald vérvételi

csovek alkalmazasa;
- vérmintak tarolasi idotartama és tarolasi homérséklete;

- paciensek életkora és neme.



3. Maoabdszerek

3.1. Betegek es mintak

Kutatdsunkat human vastagbélszoveti, periférias vérsejteket tartalmazé buffy coat és
vérplazma-mintakon végeztiik. Vizsgalatainkba 6sszesen 183 friss-fagyasztott (FF), 61 formalin-
fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) vastagbélszoveti mintat, illetve 123 vérmintat vontunk be. A
periférias vérmintakat hagyomanyos K3EDTA (Greiner Bio-One Gmbh), valamint skDNS-t tartositd
(Cell-free DNA Collection tube, Roche) vérvételi csdvekbe gyiijtottiik.

3.2. A globéalis DNS-metilacios szint elemzése vastagbelszovet és vérplazma-

mintakbol

A globalis DNS-metilacio vizsgalatat LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal 45 egészséges (N),
23 adendma melletti ép (AD-NAT), 25 karcinoma melletti ép (CRC-NAT), 37 adenoma (AD), 38
CRC, és 15 IBD-s FF mintan végeztiik. AD mintak esetén vizsgaltunk kiilonb6z6 szovettani
altipusokat (tubularis, TA; tubulovillézus, TVA), valamint a CRC csoportban korai (Dukes A és B)
és kései (Dukes C és D) stadiumd alcsoportokat alkottunk. Tovabba elemeztik a vérplazmaban
megjelend globalis DNS-metilacids szintet 10 egészseges, 14 AD-s, 13 CRC-s, és 11 IBD-s betegt6l
gyijtott vérmintakban. A globalis DNS-metilacié és az MTHFR gén mutacids statusza kozotti

Osszefliggés analizisét FF N, AD és CRC mintakon végeztik.

Az izolalt DNS-mintékat biszulfitkonvertaltuk, amely kémiai reakcié soran a nem metilalt
citozinok uracilla konvertalodnak, majd a PCR soran timinnel helyettesitédnek, mig az 5-
metilcitozinok citozinként maradnak a szekvencidban. A LINE-1 piroszekvenalas soran a vizsgalt
CpG-helyekre beépiild timinek és citozinok ardnyabol szdmoltuk a metilcids szazalékot Pyromark

Q24 v2.0.6 szoftver segitségével.

3.3. A globalis DNS-metilacios mintazat kialakulasanak hatterében allé lehetséges

okok analizise transzkriptomikai €s anyagcsereszinten

A globalis DNS-metilacios mintazat lehetséges kialakulasi okait transzkriptomikai szinten a
Kalmar és mtsai. altal készitett Human Transcriptome Array (HTA) 2.0 (Affymetrix) eredményei
alapjan vizsgaltuk. A DNS-metilacio folyamatahoz kotheté enzimrendszereket kodold gének
expressziojanak in silico ujraclemzését végeztiik a kovetkez6 kritériumok mentén: korrigalt p-érték

< 0,05; expresszids intenzitaskiilonbség (fold change, FC) > |1,4|.
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Immunhisztokémiai vizsgalatokkal ellenériztik a DNS-metiltranszferdz enzimek, valamint
folatreceptor-2 (FOLR2) gén microarray eredményeit, illetve elemeztiik a globalis DNS-metilacios
mintézat kialakuladsanak lehetséges okait anyagcsereszinten a metildonor (folsav és SAM) molekulak
festésével. Analizistinkbe olyan 20 AD-s és 20 CRC-s FFPE biopsziat vontunk be, amelyekben a
tumor-NAT tranzicios zona is megfigyelhetd volt. Deparaffinalast és feltarast kovetden az endogén
peroxidazok gatlasat, valamint az aspecifikus jelek blokkolasat végeztiik. A vizsgalt epitopok tehat a
DNMT1, DNMT3a és 3b enzimek, a FOLR2 gén altal kodolt folatreceptor B, tovabba a folsav és
SAM metildonorok, valamint az 5-metilcitozin voltak. A festéseket Pannoramic Confocal muszerrel
digitalizaltuk és Pannoramic Viewer (v: 1.15.3, 3DHISTECH) szoftver hasznalataval értékeltik ki

szemikvantitativ médon Quick-score (Q-score) modszer hasznalataval.

3.4. A LINE-1 biszulfit-piroszekvenalast befolyadsol6 metodikai faktorok

hatasanak elemzése

A piroszekvenalas soran analizalt 3 CpG-hely metilacids szintjét egymastdl elkilonitve,
illetve atlagolva egyarant vizsgaltuk 45 N, 23 AD-NAT, 24 CRC-NAT, 37 AD, 36 CRC, és 15 IBD-
s frissfagyasztott szovetbiopszian, valamint 19 N, 3 IBD-s, 10 AD-s, 10 CRC-s pacienstdl gytjtott

vermintakbol szeparalt buffy coat frakcion is elemeztuk.

A kolorektalis szbvetminta-gytijtés modjanak vizsgalatahoz 24 CRC-NAT és 36 CRC
endoszkdposan vett, valamint 21 CRC-NAT és 21 CRC miitétileg eltavolitott biopsziat elemeztiink.
A mintak fixalasanak LINE-1 metilaciéra gyakorolt hatdsat FF-hez parositott FFPE mintak
vizsgalataval analizaltunk 9 N és 12 AD-s biopszia esetében. A DNS-mintak fagyasztva torténé
tarolasanak LINE-1 metilaciora Kifejtett hatasat parhuzamos mintakon elemeztik. A rovid tavu
tarolas (2 nap) esetén 27, mig a hossz( tavu tarolas (2 év) soran 48 minta LINE-1 metilacidjat
hasonlitottuk az els6 mérések eredményeihez. Tovabba, kontrollvizsgalatként gyarilag

biszulfitkonvertalt, nem metilalt és metilalt DNS-standardokat is bevontunk.

Vérmintak analizisében a Roche vérvételi csovekben taldlhato tartositoszer LINE-1
metilaciora gyakorolt hatasat a konvencionalis K3EDTA cstvekhez hasonlitva 4 egészséges személy
vérmintaiban vizsgaltuk. Elemeztik tovabba a teljes vérmintak plazma és buffy coat szeparalasaig
eltelt eltérd tarolasi idétartamanak és hémérsékletének hatasat a globalis DNS-metilacios szintre.
Roche csovekbe gyiijtott vérmintak esetén a buffy coat frakciokbol torténé DNS-izolalds soran a
sejtek kiilonboz6 ideig torténd Proteinaz K emésztése altal el6idézett DNS-metilacios eltéréseket is

elemeztik.



3.5. Statisztikai vizsgalatok

A statisztikai szignifikancia (p<0,05) megallapitasat és a ROC (receiver operating
characteristic, vevd miikddési karakterisztika) analizist Prism8 szoftver (GraphPad) hasznélataval
végeztik. Tobbszords 6sszehasonlitds és nem normalis eloszlas esetén Kruskal-Wallis és Dunn
tobbszords 6sszehasonlitas teszteket végeztiink, mig normalis eloszlast mutato adatainkon ANOVA,
majd Brown Forsythe, valamint Welch-féle ANOVA probékat hasznéltunk. Paros dsszehasonlitasok
sordn pérositott t-tesztet vagy Wilcoxon tesztet alkalmaztunk annak fuggvényében, hogy
parametrikus vagy nem parametrikus eloszlast tapasztaltunk. Fliggetlen mintacsoportok paros
dsszehasonlitasara normalis eloszlas esetén parositatlan t-probat, nem normalis eloszlast mutatd
adatok esetén Mann-Whitney tesztet hasznaltunk. Az életkor és LINE-1 metilacié kozotti korrelacié

vizsgalatat Spearman teszttel végeztik.



4. Eredmények

4.1. A globéalis DNS-metilacio valtozasdnak vizsgalata és kialakulasanak

hatterében allo lehetséges okok feltérképezése

411 Szovetmintak globalis DNS-metilacidjanak  vizsgalata LINE-1  biszulfit-

piroszekvenalassal

Szovetmintak globalis DNS-metil4cidjanak tanulmanyozasa soran atfogé analizist végeztink
LINE-1 biszulfit-piroszekvendlas alkalmazasaval kolorektalis N, AD-NAT, CRC-NAT, AD, CRC és
IBD biopszidkon. Szignifikdnsan alacsonyabb LINE-1 metilaciot tapasztaltunk AD (72,7+4,8%) és
CRC (69,7+7,6%) szovetmintakban az N (77,5+1,7%) és IBD (77,1+£1,9%) biopsziakhoz képest
(p<0,01), mig IBD esetén nem figyeltiink meg szignifikans metilacios valtozast az N mintakhoz
viszonyitva. Szintén szignifikdnsan alacsonyabb LINE-1 metilaciot detektaltunk a TA (73,8+4,1%)
és TVA (69,8+4,5%) mintakban az egészseges mintakhoz (77,5+1,7%) képest (p<0,05), valamint a
TVA mintakban (69,8+4,5%) a TA (73,8+4,1%) alcsoporthoz viszonyitva (p<0,05). Korai
(71,5+4,9%) eés kesei (68,5+8,7%) stadiumi CRC-s betegekt6l gylijtétt mintakhoz viszonyitva
szignifikdnsan magasabb metilaciot mértiink az ép biopsziakban (77,5+1,7%, p<0,05), valamint a
CRC stadiumok 6sszevetése soran csokkend LINE-1 metilaciot tapasztaltunk a rék progresszidja
mentén. Az AD-NAT (76,0+2,1%) és CRC-NAT (76,4+2,0%) biopszidk szignifikdnsan alacsonyabb
metilacios szintet mutattak az N mintakhoz képest (77,5+1,7%) (p<0,05). Tovabba, az AD
(72,8+4,4%) és a CRC (71,2+6,8%) mintak szignifikansan kisebb metilacios értékekkel rendelkeztek
a parositott AD-NAT (76,0+2,1%) és CRC-NAT (76,4+2,0%) csoportokhoz hasonlitva (p<0,05).

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

piroszekvenalassal

A vastagbélszoveti globalis DNS-hipometilacio megfigyelését kovetéen egészséges, AD-S,
CRC-s és IBD-s paciensektdl gyiijtott plazmamintak skDNS frakciojanak genomszintli metilacios
mintazatat hataroztuk meg. Szignifikansan 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-s (81,1+0,8%) betegekt6] gyiijtott plazmak esetén nem figyeltiink meg
jelentds eltérést a tobbi csoporthoz viszonyitva. ROC analizis alapjan a LINE-1 metilacio 66,7%-0s
szenzitivitas és 90,0%-o0s specificitas értékekkel kilonitette el az adendémas mintakat az
egészségesektdl 80,0% metilacios hatarérték esetén (AUC: 0,8; p<0,05; 95% CI 0,6-1,0).



4.1.3. A DNS-metilaci6 folyamatéhoz kapcsolodo enzimek in silico génexpresszios vizsgélata

Munkacsoportunk altal korabban elvégzett teljes transzkriptom-analizis (GeneChip™ HTA
2.0) eredmenyeit elemeztik Ujra in silico a metilacids és demetilacios folyamatokhoz kapcsolodo
enzimek, az 1C ciklus enzimrendszereinek tagjai, illetve a folatreceptorok esetén. A vizsgalati
kritériumainknak (korrigalt p<0,05; FC > |1,4|) megfeleld expresszidvaltozasok koziil az 1C
ciklushoz tartoz6 GART, MTHFD1, MTHFD2, ATIC és SHMT2 gének szignifikdnsan magasabb
MRNS-expressziét mutattak AD és CRC mintakban az egészségesekhez képest. A folatreceptor
(FRP) fehérjét kodoldo FOLR2 gén kifejezddése szignifikdnsan alacsonyabbnak adodott a tumoros
mintakban az épekhez viszonyitva. A DNMT1 szignifikdnsan emelkedett génkifejez6dést mutatott
CRC biopszidkban az N mintdkhoz képest, tovabbd az APOBEC1 szignifikansan
fellilexpresszalodott, illetve az APOBEC3B szignifikdnsan csokkend atirddast mutatott AD

biopszidkban az ép mintdkhoz hasonlitva.
4.1.4. A DNMT és FOLR2 gének mRNS-expresszidjanak validalasa immunhisztokémiaval

A DNMT1, DNMT3A, DNMT3B és FOLR2 gének expresszios eredményeit
immunhisztokémiai festésekkel validaltuk tranzicids zonat tartalmazo6 vastagbélszdveti metszeteken.
Mind a DNMT1, 3A és 3B, valamint mind a FOLR2 altal kodolt FRp fest6dése tiikkrozte a microarray
analizisiink eredményeit. A DNMT1 enzimek nuklearis jelolédése hamsejtekben szignifikdnsan
nagyobb intenzitdst mutatott a rakos terileteken (191,7+18,9) az ép régiokhoz (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 fehérjek elemzésekor nem figyeltiink meg
valtozast a sejtmagok festddésének mértékében tumoros, illetve ép tertiletek 6sszehasonlitasakor sem
a ham-, sem a stromasejtek esetén. Az FR jelol6dése a receptorfehérje kifejez6désében szignifikans
csokkenést mutatott az AD-s mintak epitalialis (76,5+33,3), és stromalis sejtjeiben (63,3+26,2) is,
valamint a CRC-s régiok hamsejtjeiben (104,8+26,5) a parositott NAT tertiletekhez (AD-NAT ep:
128,5+51,9; AD-NAT st: 96,5+52,5; CRC-NAT ep: 142,8+44,6) képest (p<0,01). A rakos teriiletek
stromasejtjeiben enyhe intenzitascsokkenést tapasztaltunk (72,7+£35,7) a NAT zonakhoz viszonyitva
(83,5+36,9).

4.1.5. Az MTHFR gén mutécios statusza és a globalis DNS-metilacios szint kdzotti 6sszefliggés

elemzése

A globalis DNS-hipometilacié kialakulasaban szerepet jatsz6 okok analizise soran

megvizsgaltuk a metilacio és az MTHFR gén mutécios statusza kozotti dsszefliggést is. Az elemzés
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soréan a két leggyakoribb mutacidjanak (C677T, A1298C) heterozigota formaival (HE) jellemezhetd
vastagbélszoveti mintdk LINE-1 metilaciés szintjét hatdroztuk meg kolorektalis egészséges,
adenomas, illetve karcindmas biopszidkban. Ep mintdk esetén nem talaltunk szignifikans LINE-1
metilaciés eltérést a HE vs. vad tipus (WT) 6sszehasonlitasban. Ezzel szemben szignifikansan
alacsonyabb metilaciét figyeltiink meg mindkét vizsgalt mutacio esetén AD HE mintakban (677CT:
70,5+4,3%, 1298AC: 69,2+4,3%) a WT biopszidkhoz (677CC: 73,8+4,3%, p<0,05; 1298AA:
74,4+4,0%, p<0,01) hasonlitva. CRC-s biopsziakban érdekes modon enyhe, nem szignifikans
metilaciondvekedést detektaltunk HE mintakban a WT biopsziakhoz keépest mindkét mutacio esetén.

4.1.6. A metildonor molekuldk mennyiségének  vizsgdlata vastagbélszovetben

immunhisztokémiaval

A metildonor- (folsav, SAM) tartalom és az 5mC-fest6dés kozotti Gsszefiiggés in situ
tanulmanyozasara immunhisztokémiai festést alkalmaztunk. A folsav- (AD ep: 100,7+28,6; CRC ep:
100,5+33,8), SAM- (AD ep: 92,9£26,9; CRC ep: 95,0+£32,0), valamint 5mC-festédés (AD ep:
128,3+35,2; CRC ep: 103,3+33,4) intenzitasa szignifikansan alacsonyabb volt mind az AD, mind a
CRC minték hamsejtjeiben a parositott NAT terlletekhez képest (folsav AD-NAT ep: 142,1+40,8;
CRC-NAT ep: 140,8+41,3; SAM AD-NAT ep: 123,1+26,3; CRC-NAT ep: 147,2+42,3; 5mC AD-
NAT ep: 191,4+49,0; CRC-NAT ep: 177,5+44,9) (p<0,01). A stromasejtekben is enyhe
intenzitascsokkenést tapasztaltunk, amely szignifikans volt az 5mC jellés soran AD (AD-NAT st:
130,3+59,3; AD st: 96,6+31,3) (p<0,01) és CRC (CRC-NAT st: 122,8+42,4; CRC st: 90,6+38,5)
(p<0,01) mintakban, valamint folsav jellés esetén a CRC biopsziakban (CRC-NAT st: 100,2+51,0;
CRC st: 78,8+38,7) (p<0,05).

4.2. Kiilonb6z6 metodikai faktorok globalis DNS-metilacios mintazatra gyakorolt

hatasanak vizsgalata

-z =7

Ezen vizsgalatunk soran azt tanulmanyoztuk, hogy a Pyromark Q24 CpG LINE-1 Kit altal
analizalt harom CpG-pozicié metilaciojanak kulénallé elemzése hordoz-e magaban j informaciot az
atlagolt metilacios értékek valtozasahoz képest. Elemzésiink soran szignifikansan magasabb
metilacios 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 harom CpG-dinukleotid atlagmetilacios értékéhez (76,8+1,9%) képest a nem

tumoros vastagbélszdveti mintdkban (p<0,01). Azonban érdekes modon a tumoros mintak CpG-



pozicioi kdzott nem detektéltunk szignifikans kilonbséget. Az analizalt buffy coat frakciok esetén
mind a nem tumoros, mind az adendmas ¢€s vastagbélrakos betegektdl gyljtott mintdkban
szignifikdnsan nagyobb metilacios értékeket figyeltink meg a CpG 1-es poziciéban (nem tumoros:
84,4+2,9%, tumoros: 84,2+2,8%) 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 metilacios értékekhez (nem

tumoros: 79,5+1,8%, tumoros: 78,6+1,5%) viszonyitva.

4.2.2. A kolorektalis szovetbiopsziak gyiijtési technikai, illetve a szovetfixalasra alkalmazott

metodikak LINE-1 metilaciora gyakorolt hatasanak analizise

A kiilonb6zd mintagylijtési technikdk hatdsanak elemzése soran endoszkopia soran nyert,
valamint mitéti vastagbél tumoros és nem tumoros mintakat analizaltunk. Ezen biopsziak kozul 25
darab mintat friss-fagyasztas (FF), illetve formalin (FFPE) alkalmazasaval is fixaltunk. Mérsékelten
magasabb LINE-1 metilaciés szintet tapasztaltunk az endoszkoposan gyiijtott biopsziakban
(72,14£6,9%) a miitéti mintakhoz (71,4+6,5%) hasonlitva, mig szignifikansan alacsonyabb LINE-1
metilaciot figyeltink meg FFPE (72,9+5,1%) esetén FF biopsziakhoz (75,5+2,7%) kepest (p<0,05).
Mindkét mintagyijtési technika esetén szignifikansan kisebb LINE-1 metilaciét talaltunk tumoros
biopsziakban a nem tumoros mintakhoz hasonlitva (p<0,01). Azonban a szovetfixalas analizisében,
csak a friss-fagyasztassal fixalt mintakban tapasztaltunk szignifikansan csokkené LINE-1 metilaciot
a tumoros biopsziakban a nem tumoros mintakhoz viszonyitva (p<0,01), mig FFPE tumoros €s nem

tumoros csoportok kdzott nem detektaltunk szignifikans eltérést.
4.2.3. Kiilonb6z6 tarolasi kondiciok hatasa a LINE-1 metilaciora

A kolorektalis szovetbiopsziakbol izolalt DNS, illetve teljes vérmintdk eltérd tarolasi
koralményeinek LINE-1 metilacios eredményekre gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk. A
vastagbelszoveti mintdk -20 °C-on torténd két napos tarolasa nem okozott kiilonbséget a LINE-1
metilacios értékek kozott, mig hosszutava analizistinkben, a két év tarolas utan analizalt parhuzamos
DNS-mintak szignifikdnsan emelkedett (+3,2%) LINE-1 metilacioval rendelkeztek az elsé mérési
idéponthoz képest (p<0,01). Az skDNS mintak tartdsitasara szolgalo Roche vérvételi csovekbe
gyljtott vérmintak elemzése soran szignifikansan magasabb LINE-1 metilaciot detektaltunk az
SkDNS frakcio (+2,1%) esetén, mig igen mérsékelt, de szignifikdns metilacidés csdkkenést
tapasztaltunk a buffy coat frakcioban (-0,4%) 1-6ras emésztést kovetden (p<0,05) a konvencionalis
K3EDTA csovekbe gylijtott vérmintakhoz képest. A K3EDTA ¢és Roche vérvételi csdvekbe gyiijtott

teljes vérmintak tarolasa szobahémérsékleten, illetve 4 °C-on sem okozott Iényeges eltérést a buffy
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coat, illetve az skDNS frakcio LINE-1 metilacios szintjeiben. Roche csdvekbe vett vérmintakbol
végzett DNS izolalas sorén 1-, illetve 2-6ras sejtemésztést is alkalmaztunk, amely sorén szintén nem

figyeltiink meg metilacios kilonbséget.
4.2.4. A metilalt és nem metilalt DNS-standardok LINE-1 metil&cidja

HosszO tavu -20 °C-os tarolds LINE-1 metilaciora gyakorolt hatdsat gyarilag
biszulfitkonvertalt, metilalt és nem metilalt standard DNS-mintak esetén is megvizsgaltuk. Két év
tarolas utan elvégzett elemzések eredményei nem mutattak szignifikans eltérést az els6 mérésekhez

képest a metilalt, illetve nem metilalt kontrollok esetén sem.
4.2.5. Az életkor és a nemek hatéasa a LINE-1 metilaciéra

Az életkor LINE-1 metilaciora gyakorolt hatdsanak vizsgélata soran nem tapasztaltunk
korrelaciot egészséges né (p=-0,3; p=0,14), illetve férfi (p=-0,02; p=0,94) paciensektdl gyujtott
vastagbélszoveti mintdkban, valamint az adatok 6sszevont elemzésekor sem (p=-0,2; p=0,25).
Azonban szignifikdnsan alacsonyabb 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). Nemek

szerinti csoportositas eseten szignifikans eltérést nem talaltunk.
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5. Kovetkeztetések

PhD-munkam kozéppontjaban a vastagbéldaganatok egy korai molekularis eseménye, a
globalis DNS-hipometilacio jelensége all. Kialakulasa tobbek kozott mobilis genetikai elemek
reaktivacidjahoz és kromoszomalis instabilitas létrejottéhez vezethet. Munkank soran célunk volt a
genomszintli DNS-metilacios eltérések vizsgélata egészséges személyek, valamint Kkolorektalis
adendémas, karcindmas és gyulladasos bélbetegségben szenved6 betegek vastagbélszoveti és
vérmintaiban LINE-1 biszulfit-piroszekvendlassal. Globalis DNS-hipometilaciot figyeltink meg
vastagbéldaganatos betegektdl gyiijtott szovet- €s SkDNS-mintakban az ép mintdkhoz képest. Az IBD
vs. N dsszehasonlitdsban nem tapasztaltunk globalis DNS-metilacios kiilonbséget. Plazmaminték
esetén kiemelendd, hogy mar rdkmegeldz0 adenoma allapotban is szignifikdnsan alacsonyabb
globalis DNS-metilacids szintet mutattunk ki a nem tumoros mintakhoz hasonlitva. Az AD és CRC
esetekre specifikus LINE-1 metilacios hatarérték definialasat viszont neheziti, hogy a globalis DNS-
hipometilacié tobb raktipusra is jellemz6, tovabba, hogy a tumoros csoportok LINE-1 metilacios
értékei relativ nagy szorassal rendelkeznek. Azonban egy linearis vizsgalat soran ugyanazon
személyt6l gyiijtott vérmintakban mért LINE-1 metilacidvaltozas olyan minimalisan invaziv
monitorozasi moddszer alapjaként szolgalhat, amely hozzajarulhat az AD, valamint CRC
kialakulasanak, tovabbd a CRC progressziojanak vagy remisszidjanak detektaldsahoz. Ezen
analiziseinket kovetOen arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy a globalis DNS-hipometilacio
kialakulasanak hatterében milyen molekularis folyamatok allhatnak. A DNS-metilaciohoz kothetd
gének transzkriptomikai vizsgalataban szignifikans valtozast mutaté eredményeink foként az 1C
ciklus génjeit érintették, amelyek fokozott kifejezodésére az irodalom alapjan a folyamatosan osztodo
sejtek megndvekedett nukleotidigénye szolgalhat magyarazatul. Ez a jelenség 6sszefuggésben allhat
a tumorprogresszié soran tapasztalt DNS-hipometilacioval, amennyiben a folsavat a daganatos sejtek
inkdbb DNS-szintézisre, mint DNS-metilaciora forditjak. Az MTHFR gén frekventalt mutacidi és a
globalis DNS-metilacios valtozas kozotti 0sszefliggés analizisében kapott eredmények egyéb
szabalyozo mechanizmus jelentdségét vetették fel CRC esetén. Ettdl eltéréen a heterozigota AD
mintakban megfigyelt hipometilaci6 06sszhangban volt az MTHFR aktivitdscsokkenésével
potencidlisan jaro alacsonyabb SAM-szinttel. A metildonor molekulak in situ elérhet6ségének
elemzése soran csokkent folsav- és SAM-mennyiséget figyeltiink meg a vastagbéltumoros mintakban
az epekhez képest, dsszhangban a FOLR2 alulexpresszidjaval, valamint a globalis DNS-
hipometilacié megjelenésével. Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan a folsav és a SAM nem
megfeleld szintli mennyisége hozzajarulhat a globalis DNS-hipometilacid létrejottehez, ezéltal a

daganatok kialakulasahoz.
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Kutatdsunk méasodik részében a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas eredményeit befolyasolo
metodikai tényezOket tanulmanyoztuk vastagbélszovet- €s vérmintdkban. Analiziseinkbdl, illetve
irodalmi adatok alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a LINE-1 promoterben elhelyezked6 CpG 1-es
pozicid metilacidja esetleges bioldgiai funkcioval rendelkezhet a vastagbéldaganatok kialakulasa
soran. Tovabba megfigyeléseink szerint a kisérletek reprodukalhatdsaga miatt esszencialis a mintak
azonos modon torténd gyijtése, illetve fixalasa, valamint megfontolandé a biopszidk friss-
fagyasztasara vald torekvés formalinfixalas helyett, ugyanis a formalin hasznalata szignifik&ns
mértékben moddosithatja a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalassal mért metilaciés eredményeket.
Mindezek mellett megallapitottuk, hogy kritikus jelent6séggel birhat a kisérletek soran hasznalt kitek
egy gyartasi iddszakban vald beszerzése, illetve biszulfitkonvertalt ¢és nem konvertalt DNS-
standardok bevonasa is a mérési folyamatok monitorozasanak céljabol. Eredményeink, valamint a
szakirodalomban leirtak alapjan is elengedhetetlen az egy 6sszehasonlitasba tartozd vérmintak
ugyanolyan tipusu vérvételi csdbe torténd gyiijtése €s azonos protokoll szerinti tarolasa. Végezetiil,
annak ellenére, hogy a vizsgalt személyek életkora és a LINE-1 metilacios szint kozott nem
tapasztaltunk korrelaciot, és a paciensek nemétdl fliggéen nem figyeltiink meg szignifikans metilacios
eltérést, az életkor nék esetén detektalt LINE-1 metilaciora gyakorolt szignifikans hatésa, illetve az
irodalmi adatok kapcsan fontosnak tartjuk ezen befolyasolé faktorok mérlegelését is. Osszességében
megallapithato, hogy a kritikus szempontok figyelembevételével a LINE-1 biszulfit-piroszekvenalas

egy megbizhatdan alkalmazhat6 globalis DNS-metilacié becslési modszer.
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