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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

1C   egy szénatomos  

(one-carbon) 

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

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

5-formil-THF  5-formil-tetrahidrofolát 

5-FU   5-fluorouracil 

5mC   5-metil-citozin 

5-metil-THF  5-metil-tetrahidrofolát 

10-formil-THF 10-formil-tetrahidrofolát 

AID/APOBEC aktiváció által indukált citidin-deamináz/ apolipoprotein B mRNS 

szerkesztő enzim, katalitikus polipeptid  

(activation-induced cytidine deaminase/ apolipoprotein B mRNA-

editing enzyme, catalytic polypeptide) 

AJCC   Amerikai Rákellenes Tanács  

(American Joint Committee on Cancer)  

ANOVA  varianciaanalízis 

   (analysis of variance) 

ATCC   Amerikai Sejtkultúra Gyűjtemény  

(American Type Culture Collection) 

A-típusú  öregedéshez társult  

(age-related)   

ATM   ataxia teleangiektázia mutált  

ATP   adenozin-trifoszfát 

   (adenosine triphosphate) 

ATR   ataxia teleangiektázia és Rad3 rokon  

BER   báziskivágó javítás  

(base excision repair) 

Cdc25A  sejtosztódás ciklus 25A  

(cell division cycle 25A)  

Cdc25C  sejtosztódás ciklus 25C  
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(cell division cycle 25C)  

CDK1   ciklinfüggő-kináz 1  

(cyclin-dependent kinase 1) 

CHK1   ellenőrzőpont-kináz 1  

(checkpoint kinase 1)  

CHK2   ellenőrzőpont-kináz 2  

(checkpoint kinase 2)  

CIMP   CpG-sziget metilátor fenotípus  

(CpG island methylator phenotype) 

CIMP-H  magas szintű CpG-sziget metilátor fenotípus  

(high level CpG island methylator phenotype) 

CIMP-L  alacsony szintű CpG-sziget metilátor fenotípus  

(low level CpG island methylator phenotype)  

CIN   kromoszomális instabilitás  

(chromosomal instability)  

CMS   konszenzus molekuláris alcsoport  

(consensus molecular subtype) 

CpG   citozin-foszfát-guanin dinukleotid 

   (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide) 

CRC   vastagbélrák  

(colorectal cancer)  

C-típusú  karcinogenezishez társult  

(cancer-related) 

DAPI   4,6-diamidino-2-fenilindol 

(4,6-diamidino-2-phenylindole) 

DDR   DNS-károsodási válasz 

(DNA damage response) 

DHF   dihidrofolát 

DHFR   dihidrofolát-reduktáz 

DMG   dimetilglicin  

DMS   megváltozott metilációs értéket adó hely  

(differentially methylated site) 
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DNMT  DNS-metil-transzferáz  

dTMP   dezoxi-timidin-monofoszfát 

   (deoxythymidine monophosphate) 

dUMP   dezoxi-uridin-monofoszfát 

   (deoxyuridine monophosphate) 

EMT   epiteliális-mezenchimális tranzíció   

ERK    extracelluláris szignál regulált kináz 

FACS   fluoreszcencia által aktivált sejtválogatás  

(fluorescence-activated cell sorting) 

FAP   familiáris adenomatózus polipózis  

FC   expressziós intenzitáskülönbség  

(fold change) 

FDA  Az Amerikai Egyesült Államok Élelmiszer- és Gyógyszer-

engedélyeztetési Hivatala  

(The United States Food and Drug Administration) 

FdUMP  fluorodezoxi-uridin-monofoszfát 

   (fluorodeoxyuridine monophosphate) 

GEO   Génexpressziós Adatbázis  

(Gene Expression Omnibus)  

GLOBOCAN  Globális Rákobszervatórium  

(Global Cancer Observatory)   

HNPPC  herediter nonpolipózis kolorektális karcinóma  

   (hereditary nonpolyposis colorectal cancer) 

HR   homológ rekombináció  

HTA   Humán Transzkriptom Array  

(Human Transcriptome Array)  

KEGG  Kiotói Gén és Genom Enciklopédia  

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

DAVID Adatbázis Annotáláshoz, Ábrázoláshoz és Integrált Kutatáshoz 

(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) 

LINE-1  hosszú közbeiktatott sejtmagi egység-1  

(long interspersed nuclear element-1) 
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MAT   metionin-adenozil-transzferáz 

metil-R  metildonor molekula 

MMR   össze nem illő nukleotidpárok javítása  

(mismatch repair) 

MS   metionin-szintáz 

MSI   mikroszatellita-instabilitás  

MSI-H  magas szintű mikroszatellita-instabilitás  

(high microsatellita instability) 

MSI-L   alacsony szintű mikroszatellita-instabilitás  

(low microsatellita instability) 

MSS   mikroszatellita-stabil  

MTHFR  5,10-metilén-tetrahidrofolát-reduktáz  

MTX   metotrexát 

NER   nukleotidkivágó javítás  

(nucleotide excision repair)  

NHEJ   nem homológ végek összekapcsolása  

(non-homologous end-joining)  

PANTHER  Fehérjeelemzés Evolúciós Kapcsolatokon Keresztül  

(Protein Analysis Through Evolutionary Relationships)  

PBS   foszfát-pufferes sóoldat  

(phosphate-buffered saline) 

PCR   polimeráz-láncreakció 

   (polymerase chain reaction) 

PDGF   vérlemezke-eredetű növekedési faktor  

(platelet-derived growth factor) 

pM   távoli metasztázis 

   (distant metastasis) 

pN   regionális nyirokcsomó  

   (regional lymph node) 

pT   primer tumor  

   (primary tumor) 

qPCR   kvantitatív polimeráz-láncreakció 
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   (quantitative polymerase chain reaction) 

R   akceptor molekula  

RIN   RNS-integritásérték  

              (RNA integrity number) 

RRBS   csökkentett reprezentáltságú biszulfitszekvenálás  

(Reduced Representation Bisulfite Sequencing)  

SAH   S-adenozil-homocisztein 

SAM   S-adenozil-metionin 

SNP   egypontos nukleotid-polimorfizmus  

(single nucleotide polymorphism) 

SRA   Szekvenciaolvasó Archívum  

(Sequence Read Archive) 

SRB   szulforodamin B 

SSBR   egyszálú DNS-törés javítása  

(single-strand break repair)  

TAC   Transzkriptomelemző Konzol  

(Transcriptome Analysis Console) 

TCGA   Rákgenom Atlasz  

(The Cancer Genome Atlas) 

TET   tíz-tizenegy transzlokáció  

(ten-eleven translocation) 

THF   tetrahidrofolát 

TNM   tumor, nyirokcsomó, metasztázis  

(tumor, node, metastasis)  

TS   timidilát-szintáz  

uPA   urokináz típusú plazminogén aktivátor 

WHO   Egészségügyi Világszervezet 

(World Health Organization) 
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2. BEVEZETÉS 

2.1. DNS-metiláció 

2.1.1. Az epigenetika alapjai 

Az epigenetika fogalmát Conrad Waddington alkotta meg 1942-ben [1]. Epigenetikai 

tájképnek nevezett modellje szerint a sejtek differenciálódásuk során a gének és a 

környezeti hatások által együttesen kijelölt útvonalon haladnak végig (1. ábra) [2,3]. A 

görög eredetű epigenetika kifejezés ‘epi’ előtagja (jelentése: valami felett) arra utal, hogy 

ez a tudományterület a DNS-szekvencián ‘felüli’, tehát magasabb szintű szabályozással 

foglalkozik. Az epigenetikai módosulások ugyanis képesek úgy befolyásolni a genom 

által kódolt információ kifejeződését, hogy nem változtatják meg a nukleotidok sorrendjét 

a DNS-ben [4-6]. Így, habár minden sejtünk ugyanazzal a genetikai állománnyal 

rendelkezik, megjelenésükben és funkciójukban, azaz fenotípusukat tekintve, lényeges 

különbségeket mutatnak szövettípusonként [2,4,7-9]. Ez teszi lehetővé a többsejtű 

élőlények környezethez történő alkalmazkodását [10]. 

 

1. ábra. Conrad Waddington epigenetikai tájképe. A modell egy völgyekkel tagolt 

hegyoldalon leguruló üveggömbön keresztül ismerteti a válaszutakat, amelyek elé a 

sejtek differenciálódásuk során érkeznek. A végleges fenotípust a környezeti hatások a 

génekkel kölcsönhatásban alakítják ki. A különböző sejtfejlődési stádiumok a kép jobb 

oldalán találhatóak. Az ábra Hochedlinger és Plath (2009) alapján módosítva készült [11].  

https://paperpile.com/c/KF78FG/rBRq
https://paperpile.com/c/KF78FG/aoQn
https://paperpile.com/c/KF78FG/uj1m
https://paperpile.com/c/KF78FG/aoQn
https://paperpile.com/c/KF78FG/DoO9
https://paperpile.com/c/KF78FG/6JHO
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Waddington idejében még nem volt ismeretes az epigenetikai szabályozás pontos 

molekuláris háttere, de azóta számos kutatásnak köszönhetően világossá vált, hogy a 

genotípus és fenotípus közötti kapcsolat három módon valósulhat meg:  

1. hisztonfehérjéket érintő módosulások által (metiláció, acetiláció, foszforiláció, 

riboziláció, ubikvitináció, szumoiláció vagy citrullináció); 

2. DNS-metilációval; 

3. nem kódoló RNS-szakaszok (pl. mikroRNS) segítségével (2. ábra) [10,12].  

 

2. ábra. Az epigenetikai szabályozás formái. A genetikai kód kifejeződése megváltozhat 

hisztonmódosulások, DNS-metiláció és nem kódoló RNS-szakaszok által. Az ábra 

Gerhauser (2013) alapján módosítva készült [13]. 

2.1.2. A DNS-metiláció szerepe 

Az emberi genom leggyakrabban előforduló és egyúttal leginkább kutatott epigenetikai 

eseménye a DNS-metiláció, ami a promóter szakaszokat érintve a gének 

elcsendesítéséhez vezet [14,15]. A transzkripció gátlásának két módja van. Az egyik 

lehetőség a represszor proteinek (pl. hiszton-deacetiláz, hiszton-metiltranszferáz és 

metilkötő fehérje) toborzása a metiláció helyére, a másik pedig a transzkripciós faktorok 

promóter régiókhoz történő kötődésének megakadályozása. Végeredményben, erősebbé 

https://paperpile.com/c/KF78FG/DoO9
https://paperpile.com/c/KF78FG/smxb
https://paperpile.com/c/KF78FG/muYk
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válik a hisztonfehérjék (H2A, H2B, H3, H4) és a köré csavarodó DNS közötti kapcsolat, 

ami növeli ennek a funkcionális egységnek, azaz a kromatinnak a tömörségét 

(heterokromatin) (3. ábra) [5,16-18].  

 

3. ábra. A promótermetilációs státusz és a génexpresszió között fennálló kapcsolat. 

Míg a metilált promóter szakasz a génátíródás csökkenéséhez vezet a kromatin 

tömörségének növelése által, a promóter-hipometiláció ezzel ellentétes folyamatokat idéz 

elő.  Az ábra Yang és munkatársai (2016) alapján módosítva készült [19]. CpG: cytosine-

phosphate-guanine dinucleotide; citozin-foszfát-guanin dinukleotid. 

A kromoszóma integritásának szempontjából előnyös, ha a DNS-metiláció az 

intergénikus szakaszokat csendesíti el [5]. A humán genom 45%-a ugyanis ugráló 

genetikai elemekből, azaz transzpozonokból áll, amelyek aktiválódásukkal 

véletlenszerűen épülhetnek be a génekbe, ezáltal mutációkat, valamint genomiális 

instabilitást előidézve [5,17,20]. Az egyik legismertebb transzpozon a LINE-1 (long 

interspersed nuclear element-1; hosszú közbeiktatott sejtmagi egység-1), amely 

egészséges körülmények között erősen metilált. Azonban, ha aktiválódik, az általa kódolt 

mRNS-ről reverz transzkripció segítségével távoli kromoszomális régiókba épülhet be 

[21].  

A DNS-metiláció a génexpresszió és a kromatinstruktúra szabályozásán túl szerepet 

játszik többek között az imprinting mechanizmusában és az X kromoszóma 
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inaktivációjában is [20]. Az előbbi lehetővé teszi, hogy csak az anyai, vagy csak az apai 

allél maradjon transzkripcionálisan aktív egy adott gén esetében, míg az utóbbi képes 

elcsendesíteni az egyik X kromoszómát, hogy ne alakuljon ki aránytalanság a két nem 

között az átíródó gének számában [22].  

2.1.3. A DNS-metiláció folyamata 

A DNS-metiláció közel 100%-ban a CpG- (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide; 

citozin-foszfát-guanin dinukleotid) helyeken történik meg, tehát olyan citozin 

nukleobázisokat érint, amelyeket guanin követ a DNS-szekvenciában [5,6,14]. A CpG-

helyek leggyakrabban a megközelítőleg 1000 bázispár hosszúságú, konzervált 

szekvenciával bíró CpG-szigeteken belül találhatók. A DNS-metiláció fontos 

szabályozási szerepéből kifolyólag a promóterek 70%-a bővelkedik ezekben a genomiális 

egységekben [5].  

A DNS-metil-transzferáz (DNMT) enzimek által katalizált folyamat során a citozin 

nukleotidok pirimidingyűrűjének 5. szénatomjára metilcsoport kerül, amit az S-adenozil-

metioninnak (SAM) nevezett molekula szolgáltat (4. ábra). A keletkezett 5-metil-citozin 

(5mC) a nukleinsavak csupán 1%-át teszi ki [1,5,14,23-26]. 

 

4. ábra. A DNS-metiláció biokémiai háttere. A metiláció a guanint megelőző citozin 

pirimidingyűrűjének 5. szénatomján történik meg. A metilcsoportot az S-adenozil-

metionin adja, amely a DNS-metil-transzferáz enzimek által katalizált folyamat során S-

adenozil-homociszteinné alakul.  Az ábra Wilmanns és munkatársai (1980) alapján 

módosítva készült [27]. SAH: S-adenozil-homocisztein, SAM: S-adenozil-metionin. 
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Három folyamat összhangja határozza meg a sejtek DNS-metilációs mintázatát: a 

kialakító (de novo) metiláció, a fenntartó metiláció, valamint a demetiláció [28].  

1. Az új metilációs mintázat létrehozásáért a DNMT3a és 3b enzimek felelnek. Az 

előbbi csaknem minden sejtben megtalálható, míg az utóbbi jellemzően nem 

expresszálódik a differenciált szövetekben. Tehát a DNMT3b elsősorban az 

embrionális fejlődéshez szükséges és feltételezések szerint kiemelt szerepet 

játszik a tumorok kialakulásában is [5,13].  

2. A DNMT1 feladata a szülői DNS-szál metilációs mintázatának lemásolása az 

utódszálakra a replikáció során, ennélfogva fenntartó típusú DNMT-ként tartjuk 

számon [5,13].  

3. A demetilációs folyamat megvalósulhat aktív vagy passzív módon. Az aktív 

demetilációhoz mindenképpen enzimatikus reakció szükséges. Nincs olyan 

enzim, amelyről egyértelműen ismert lenne, hogy képes hasítani az erős kovalens 

kötést. Helyette kémiai reakciók sorozata következik be enzimrendszerek 

közreműködésével, mint amilyen többek között az AID/APOBEC (activation-

induced cytidine deaminase/ apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic 

polypeptide; aktiváció által indukált citidin-deamináz/ apolipoprotein B mRNS 

szerkesztő enzim, katalitikus polipeptid) vagy a TET (ten-eleven translocation; 

tíz-tizenegy transzlokáció) [5]. Ezek hatására az 5mC oxidálódik, deaminálódik 

és dekarboxilálódik, majd egy olyan termékké alakul, amelyet felismer és végül 

metilcsoport nélküli citozinra cserél a DDR (DNA damage response; DNS-

károsodási válasz) útvonal [16]. Passzív demetilációhoz vezet többek között a 

DNMT1 gátlása vagy hibás működése, amely során a replikáció alkalmával nem 

kerül metilcsoport az utódszál citozinjára, így minden sejtosztódásnál fokozatosan 

csökken a DNS-metiláció szintje [12,16,29]. Bár mesterséges úton, de DNMT1-

csökkenéshez vezet az akut mieloid leukémia és mielodiszpláziás szindróma 

terápiájában használatos 5-azacitidin és 5-aza-2’-deoxicitidin (decitabin) is [30]. 

A két molekula a citozin analógjaként épül be a DNS-be. Itt képesek kovalensen 

megkötni a DNMT1-et, ezáltal előidézve az enzim szabad mennyiségének 

elégtelen szintjét. Valószínűsíthető, hogy ezek a kezelőszerek a 

következményesen kialakuló tumorszuppresszor gén-reaktiválás és a DNS-hibák 

létrehozása által fejtik ki jótékony hatásukat [30,31]. 
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2.1.4. A táplálkozás hatása a DNS-metilációra, valamint a tumorképződésre 

A DNS-metilációs mintázat, az ún. metilom, az élet korai szakaszában kialakul és 

dinamikusan változik a környezeti tényezők függvényében [12]. Ezáltal lehetővé válik, 

hogy a módosulásokra nem képes DNS-szekvenciában kódolt információ folyamatosan 

reagálhasson a különböző behatásokra [10,17]. A DNS-metilációs változások reverzibilis 

folyamatként ígéretes daganatterápiás lehetőségek alapját képezhetik, ezért napjainkban 

nagy figyelem irányul rájuk [10,14,32].    

A metilomot befolyásoló környezeti faktorokat négy nagy csoportba oszthatjuk: élőhelyi 

hatások/foglalkozási ártalmak, életmódbeli tényezők, gyógyszeres terápiák, valamint a 

táplálkozási szokások [10,33,34]. Tanulmányunkban elsősorban a táplálkozás 

epigenetikai hatását elemeztük, mivel a sejtkísérletek során általunk használt molekulák 

(folsav, SAM) ismert étrend-kiegészítők. Emellett a szervezetben mért szintjüket 

számottevően befolyásolja az étkezés [16,35-38].   

Régóta ismert, hogy az egészséges táplálkozás és a daganatok előfordulási gyakorisága 

között fordított arányosság áll fenn. A feldolgozott húsok, zsíros, olajos ételek, 

túlfinomított szénhidrátok, emellett kevés zöldség, gyümölcs, ásványi anyagok 

fogyasztása hozzájárul a karcinogenezishez [39].  Ezt igazolja többek között az a tény is, 

miszerint a túlsúlyos emberek körében gyakrabban alakulnak ki a daganatos 

megbetegedések [40]. Az étrend elsősorban az epigenom befolyásolásán keresztül hat a 

tumorok kifejlődésére [39]. Az ezzel foglalkozó tudományterület a 

nutriepigenetika/epigenomika, amely kiemelten hangsúlyozza a tápanyagok bevitelének 

jótékony szerepét olyan betegségek esetében, amelyekben aberráns DNS-metiláció 

figyelhető meg [12,13,16]. 

Kimutatták, hogy az étkezés globálisan és CpG-helyre specifikusan is képes hatni a DNS-

metilációra. Ez a metildonor molekulák kialakulásának elősegítése, a kofaktor funkciók 

betöltése, továbbá a DNMT-k vagy a demetilázok aktivitásának szabályozása által 

valósulhat meg [16,38,41]. Metildonor vagy kofaktor szereppel bírnak olyan 

mikrotápanyagok, mint a kolin, a betain, a metionin, vagy a B-vitaminok közül a B2 

(riboflavin), a B3 (niacin), a B6 (piridoxin), a B9 (folát) és a B12 (kobalamin) [16,38,39]. 

Ezek a molekulák végeredményben a SAM-szintet befolyásolják, így elfogyasztott 
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mennyiségük egyértelműen korrelál a DNS-metiláció mértékével [16,38]. A DNMT 

enzimek ismert természetes gátlószerei közé tartozik a zöld tea polifenolja, az 

epigallokatein-3-gallát, a szója izoflavonoidja, a genistein, a főként zöldségekben és 

gyümölcsökben megtalálható kvercetin, rezveratrol és szulforafán, valamint a 

köztudottan antitumor hatással bíró kurkumin [16,39,42-44]. Ezen bioaktív vegyületek 

mindegyikéről bebizonyították már, hogy a DNMT-k gátlásán keresztül képesek 

reaktiválni a tumorszuppresszor géneket a daganatokban [39]. A TET enzimek 

kofaktorként α-ketoglutarátot használnak a működésükhöz, így azok a 

táplálékkiegészítők, amelyekben megtalálható ez a fehérje, befolyásolják a demetiláció 

mértékét [16,45].  

Az előbb felsorolt mikrotápanyagok és bioaktív vegyületek az epigenom szabályozása 

által kemopreventív és kemoterápiás tulajdonsággal bírnak [39]. Azonban számos 

állatkísérlet, illetve epidemiológiai vizsgálat bizonyítja, hogy elégtelen mennyiségben 

történő fogyasztásuk aberráns DNS-metilációs mintázathoz vezet, amely növelheti 

bizonyos daganatok (máj, vastagbél, emlő, nyelőcső, gyomor) előfordulási gyakoriságát 

[16,17,38,40,46,47].  

2.1.5. Az öregedés hatása a DNS-metilációra, valamint a tumorképződésre 

Habár a fiatal sejtek célja a megfelelő DNS-metilációs mintázat által biztosított kompakt 

kromatinstruktúra fenntartása, számos kutatás igazolja, hogy az öregedéssel egy 

progresszív rendezetlenség következik be [1,7]. A jelenséget, amelyet epigenetikai 

sodródásnak hívunk, egyaránt jellemzi a promóter régiókat érintő fokozott metiláció 

(hipermetiláció), valamint a globális, tehát genomszintű DNS-metiláció csökkenése 

(hipometiláció) [7,48]. Míg az előbbi a DNMT3a és DNMT3b emelkedett aktivitása miatt 

következik be, az utóbbi hátterében elsősorban a DNMT1 hibás működése áll [1,7,10,16].  

Az öregedéssel járó DNS-metilációs változásokat korfüggő, vagy más néven A-típusú 

(age-related; öregedéshez társult) metilációnak nevezzük [49]. Az ezen alapuló korbecslő 

vizsgálatok sokkal ígéretesebben határozzák meg a kronológiai életkort, mint a 

transzkriptomikai és proteomikai módszerek, vagy akár a telomerhossz mérésére irányuló 

elemzések [6,50,51]. Steve Horvath 353 CpG-dinukleotid metilációs státuszának 

figyelembevételével alkotott meg egy mára már széles körben alkalmazott korbecslő 
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eljárást, az úgynevezett epigenetikai órát. Ennek használatával megfigyelhető, hogy az 

öregedéssel összefüggő betegségekben, pl. az Alzheimer-kórban, a kardiovaszkuláris 

kórképekben és különböző daganatoknál, a számított biológiai életkor a valós kronológiai 

értékhez képest lényegesen magasabb [50,51]. A tumorok esetében a különbség átlagosan 

akár 36 évet is jelenthet [10,52]. Az epigenetikai órák ebből kifolyólag hasznosak 

lehetnek bizonyos betegségek kialakulási kockázatának megítélésében, valamint a 

várható élettartam előrejelzésében is [50,51]. Továbbá az ismertetett folyamatok 

megértése hozzájárulhat ahhoz, hogy a későbbiekben lehetővé váljon az öregedéssel 

összefüggő metilációs mintázat visszafordítása, és ezáltal az élettartam növelése is [6,7]. 

A daganatos szövetek (pl. vastagbél-, tüdő-, prosztata- és emlőrák esetén) DNS-

metilációs mintázatában az öregedéssel kapcsolatos változásokhoz hasonló folyamatok 

következnek be [1,14,38,53]. A promóterben található CpG-szigetek hipermetilációja a 

tumorszuppresszor gének elcsendesítése révén segíti elő a sejtek kontroll nélküli 

osztódását [14,16,17,53]. A globális hipometiláció azonban az onkogének fokozott 

expressziója, valamint a genomiális instabilitás növelése által vezet daganatos 

progresszióhoz [17,20,54]. Ezt a jelenséget rákfüggő, azaz C-típusú (cancer-related; 

karcinogenezishez társult) metilációnak hívjuk [49].  

2.2. Genomiális instabilitás 

2.2.1. DNS-hibajavító útvonalak 

Az emberi test minden sejtjében naponta megközelítően 70.000 DNS-károsodás alakul ki 

[55]. A károsító tényezők lehetnek sejteredetűek (endogén), mint pl. a reaktív 

oxigénszármazékok, vagy érkezhetnek a környezetből (exogén), mint amilyen az UV-

sugárzás, ionizáló sugárzás, vagy a toxikus anyagok [18,56]. Ezeknek az elhárítását 

szolgálják a DDR útvonalak, amelyek a behatások sokféleségéből adódóan különböző 

mechanizmusok által működnek. Az egy DNS-szálat érintő károsodás javítására számos 

folyamat szolgál, mint pl. az MMR (mismatch repair; össze nem illő nukleotidpárok 

javítása), a BER (base excision repair; báziskivágó javítás), a NER (nucleotide excision 

repair; nukleotidkivágó javítás) vagy az SSBR (single-strand break repair; egyszálú DNS-

törés javítása). A két DNS-szál érintettségének kijavítására a HR (homológ 

rekombináció) és a NHEJ (non-homologous end-joining; nem homológ végek 
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összekapcsolása) útvonalak lépnek működésbe [56]. A hibajavítás fő mediátorai az ATM 

(ataxia teleangiektázia mutált) és ATR (ataxia teleangiektázia és Rad3 rokon) kinázok. 

Amellett, hogy megkezdik a hibajavító enzimek toborzását a károsodás helyére, szerepet 

játszanak a ciklin-dependens kinázok aktivitásának csökkentésében is a CHK1 

(checkpoint kinase 1; ellenőrzőpont-kináz 1) és CHK2 (checkpoint kinase 2; 

ellenőrzőpont-kináz 2) kinázok közreműködésével [56,57]. Ez utóbbi folyamat a 

sejtciklus lelassulásához vagy megállásához vezet a G1/S-, az intra-S-, vagy a G2/M-

ellenőrzőpontokon, hogy megfelelő időt biztosítson a DNS hibáinak kijavítására a 

sejtosztódás előtt. Amennyiben nem sikerül a hibajavítás, bekövetkezik az apoptózis, 

vagy a sejt nyugvó állapotba (szeneszcencia) lép (5. ábra) [56,58,59]. 

 

5. ábra. A DNS-károsodásra reagáló (DDR; DNA damage response) útvonal 

működése. Az ATM és ATR kinázok az egyszálú és kétszálú DNS-törések hatására 

lépnek működésbe. A p53-aktiváció következtében megemelkedő p21-szint a sejtciklus 

G1/S-fázisban történő megállásához vezethet. A CHK1 és CHK2 kinázok foszforilálják 

a Cdc25 foszfatázokat, így inaktiválva őket. Ez a folyamat gátolja meg végül a CDK-
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ciklin komplexek aktiválódását, ami a sejtciklus S-fázisban és G2/M-határon történő 

megállását okozza. A DNS-t érő károsító hatások fajtájától függően átfedések 

alakulhatnak ki az ATM és ATR útvonalakban, amit a kétirányú aktiválás (↔) és a 

keresztirányú gátlások (⊣) jelölnek. Az ábra Weber és Ryan (2015), valamint Yusoh és 

munkatársai (2020) alapján módosítva készült [57,60]. ATM: ataxia teleangiektázia 

mutált, ATR: ataxia teleangiektázia és Rad3 rokon, Cdc25A: cell division cycle 25A; 

sejtosztódás ciklus 25A, Cdc25C: cell division cycle 25C; sejtosztódás ciklus 25C, 

CDK1: cyclin-dependent kinase 1; ciklinfüggő-kináz 1, CHK1: checkpoint kinase 1; 

ellenőrzőpont-kináz 1, CHK2: checkpoint kinase 2; ellenőrzőpont-kináz 2. 

A legsúlyosabb DNS-t érintő károsodás, az ún. DNS-kettőstörés, amely a kettős hélix 

mindkét szálának törésével jár [55,61]. A kijavítását célzó útvonalak akár 900 különböző 

fehérje foszforilálódásához is vezethetnek [61]. Az egyik ilyen módon aktiválódó fehérje 

a H2A hiszton egyik variánsa, a H2AX, ami a DNS-ben elszórtan található meg [18].  A 

H2AX a javítási folyamatok egyik kulcsproteinje, ugyanis azáltal, hogy ATM hatására 

foszforilálódik, γ-H2AX-é alakul, és megkezdi a többi fehérje toborzását a károsodás 

helyére [18,62]. Eközben a törésnél átrendeződik a kromatinstruktúra, amely segíti a 

helyreállításban részt vevő enzimek törött végekhez való hozzáférését [55]. 

Ha egy sejtben nem működik megfelelően a hibajavítás, érzékennyé válik a károsító 

hatásokra [56]. Az életkor előrehaladtával megfigyelhető a DDR működésének 

folyamatos hanyatlása, ami a DNS-hibák számának emelkedésével és a genom 

integritásának csökkenésével jár [59].  Ezáltal az érintett sejtek növekedési előnyre 

tehetnek szert és malignus átalakuláson esnek át [21]. Nem meglepő tehát, hogy a 

daganatok többségében károsodott a DDR-rendszer [55,56,61]. A tumorellenes kezelések 

(kemoterápia, radioterápia) nagy része ezt a hiányt kihasználva a DNS-hibák létrehozása 

által éri el hatását. Az a daganat, amelyben nem effektív a hibajavítás, jól reagál a 

terápiára, azonban a magas DDR-aktivitás rezisztenciával járhat együtt [56]. 

2.2.2. A genomiális instabilitás formái 

A genom integritásának csökkenése, azaz a genomiális instabilitás három formában 

nyilvánulhat meg.  Ezek akár együttesen is fennállhatnak egy daganaton belül, ami a 

sejteknek eltérő genetikai hátteret kölcsönöz, így létrehozva a tumor heterogenitás 
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jelenségét [58,63].  

1. Leggyakrabban a kromoszomális instabilitással (CIN; chromosomal instability) 

találkozunk, ami nagy kromoszomális egységek, vagy akár teljes kromoszómák 

nyerésével és vesztésével jár [64-66]. A rendellenes kromoszómaszám 

(aneuploidia) hátterében a sejtosztódáskor nem megfelelően végbemenő 

kromoszomális szétválás áll [67]. A szolid daganatok 70-90%-ában 

megfigyelhető ez az eltérés, így ők a CIN+ tumorok csoportját alkotják [68].  

2. A genomiális instabilitás következő formája a mikroszatellita-instabilitás (MSI), 

amiért az MMR gének (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) hibás működése tehető 

felelőssé [63,65,69]. A mikroszatellitákat 1-6 bázispár hosszúságú ismétlődő 

szakaszok alkotják [70]. MSI esetén ezek a szekvenciák egymás után akár 

százszorosan is megsokszorozódnak, ami instabil meghosszabbodásukhoz és 

ezáltal kereteltolódásos mutációkhoz vezet [63,65,71,72]. Az MSI-státusz 

meghatározására a BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346, D17S250 di- és 

trinukleotid-ismétlődések vizsgálata alkalmas. Amennyiben az egyikük instabil, 

MSI-L (low; alacsony), 2 vagy több instabilitása esetén azonban MSI-H (high; 

magas) daganatról beszélünk. MSS (mikroszatellita stabil) státusz akkor áll fenn, 

ha egyik lókusz sem érintett [73].  

3. A genomiális instabilitás harmadik formája a korábban említett C-típusú metiláció 

során megfigyelhető aberráns promóter-hipermetiláció [63,65]. Különböző 

paneleket használnak a CIMP (CpG island methylator phenotype; CpG-sziget 

metilátor fenotípus) státusz fennállásának meghatározása céljából [49]. A metilált 

promóterrel rendelkező marker gének száma alapján beszélhetünk CIMP− és 

CIMP+ tumorokról, valamint a pozitív csoporton belül elkülöníthetünk magasabb 

(CIMP-H; high) és alacsonyabb (CIMP-L; low) metiláltsági értéket mutató 

alcsoportokat is [49,74,75]. 

2.2.3. A genomiális instabilitás vizsgálómódszerei 

A genomiális instabilitást különféle módszerekkel lehet mérni, amelyek közül a 

mikronukleusz-számolás az egyik legismertebb [59,76]. A mikronukleuszok kis 

sejtmagon kívüli testek, amik károsodott kromoszómafragmenseket, vagy egész 

kromoszómákat tartalmaznak. A genomiális instabilitás következtében ezek a 
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makromolekulák a sejtosztódás során nem kerülnek be a sejtmagba, hanem 

magmembránba csomagolódva önálló egységeket képeznek. Festődésük hasonló a 

sejtmagéhoz, de sokkal kisebb méretűek [76,77]. Számuk jól korrelál a kettőstörések 

mennyiségével és a kromoszómális instabilitás mértékével [77,78]. A kettőstörések 

azonosítására a mikronukleuszok számának meghatározása mellett a γ-H2AX fehérjék 

immunfestése, valamint az ún. comet próba is kitűnően használható. A comet módszer 

alkalikus formája a kétszálú törések mellett az egyszálú töréseket is érzékeli [18]. A 

vizsgálat egy olyan egysejtes elektroforézist takar, amely során a negatív töltésű DNS-

fragmensek gyorsabban vándorolnak az anód irányába, mint a nem károsodott szakaszok. 

Így a mozgó részek mennyiségének vizsgálatával könnyen megítélhető a DNS-törések 

száma [79,80].  

2.3. A vastagbélrák 

2.3.1. A vastagbélrák klinikai vonatkozásai 

A GLOBOCAN (Global Cancer Observatory; Globális Rákobszervatórium) 2020-as 

adatai alapján a vastagbélrák (CRC; colorectal cancer) az emlő és tüdőrák után a 3. 

leggyakoribb daganatos megbetegedés a világon, évi csaknem kétmillió felfedezett 

esettel. Nőkben a tumorok 9,4%-áért, férfiakban pedig 10,6%-áért felelős. A CRC évente 

közel egymillió ember halálához köthető világszerte, így a tüdőrák után második helyet 

foglal el a daganatok okozta halálozások listáján. Magyarország sajnálatos módon élen 

jár a világon a CRC előfordulásában, ugyanis 100.000 lakosra vetítve hazánkban a 

legmagasabb az érintett személyek száma (45,3 fő) [81]. Leggyakrabban a fejlett 

országok lakosainak körében figyelhetjük meg ezt a betegséget, de az incidencia évről-

évre egyre nagyobb ütemben emelkedik a fejlődő országokban is [82]. Főként a 60-79 év 

közöttieket érinti, 40 éves kor alatt azonban ritka, leginkább csak tumorszindrómákhoz 

társultan fordul elő [83]. Ezek az örökletes CRC-formák az összes eset csupán 10%-át 

teszik ki, a daganat ugyanis jellemzően sporadikus megjelenést mutat [72]. 

A WHO (World Health Organization; Egészségügyi Világszervezet) szövettanilag a 

CRC-k nagy hányadát (90%) a nem osztályozható adenokarcinóma csoportba sorolja, 

amely mellett kisebb százalékban megfigyelhetünk mucinózus, mikropapilláris, fogazott 

(serrated), adenómaszerű és adenoszkvamózus adenokarcinómát, pecsétgyűrűsejtes, 
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medulláris és differenciálatlan karcinómát, valamint karcinómát szarkomatoid 

komponenssel [82]. 

Jelenleg a CRC stádiummeghatározás a TNM (tumor, node, metastasis; tumor, 

nyirokcsomó, metasztázis) rendszeren alapul az AJCC (American Joint Committee on 

Cancer; Amerikai Rákellenes Tanács) ajánlásai szerint. Az osztályozás a primer tumor 

kiterjedtsége (pT; primary tumor), a regionális nyirokcsomók érintettsége (pN; regional 

lymph node) és a távoli metasztázisok jelenléte (pM; distant metastasis) szerint 11 

stádiumot különít el, amelyek az 1. táblázatban láthatók [84].  

1. táblázat. A vastagbéldaganatok stádiummeghatározása. A primer tumor 

kiterjedtsége (pT; primary tumor), a regionális nyirokcsomók érintettsége (pN; regional 

lymph node) és a távoli metasztázisok jelenléte (pM; distant metastasis) alapján 11 

stádium különíthető el. A táblázat az AJCC Cancer Staging Manual (2017) alapján 

módosítva készült [84]. pT0: nincs primer tumor, pTis: in situ karcinóma (intramukózális 

karcinóma), pT1: a tumor a szubmukózába terjedt, pT2: a tumor a bélfal simazomrétegébe 

terjedt, pT3: a tumor a zsírszövetbe terjedt, pT4a: a tumor a viszcerális peritóneumra 

terjedt, pT4b: a tumor beszűrte a környező szerveket vagy szöveteket, pN0: nincs 

regionális nyirokcsomóáttét, pN1a: áttét egy regionális nyirokcsomóban, pN1b: áttét 2-3 

regionális nyirokcsomóban, pN1c: nincs nyirokcsomóáttét, de a perikolikus 

zsírszövetben tumordepozitum észlelhető, pN2a: áttét 4-6 regionális nyirokcsomóban, 

pN2b: áttét 7 vagy több nyirokcsomóban, pM0: nincs kimutatható távoli áttét, pM1a: 

távoli áttét van egy szervben és nincs peritoneális áttét, pM1b: távoli áttét van kettő vagy 

több szervben és nincs peritoneális áttét, pM1c: kimutathatók peritoneális áttétek. 
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A betegek túlélését jelentősen befolyásolja a TNM-rendszer által meghatározott stádium. 

Míg az I-es stádiumú betegek 5 éves túlélése 93,2%, IV-es stádium esetén ez csupán 

8,1%. Habár a TNM a legelterjedtebb osztályozó rendszer, amit a prognózis és a kezelés 

meghatározásakor figyelembe vesznek, önmagában nem elégséges [85]. A daganatok 

genetikai és epigenetikai jellemzőinek ezen felül történő vizsgálatával azonban lehetővé 

válik a terápiás célpontok azonosítása, valamint az eredményesebb gyógyítás [85-87]. 

2.3.2. A vastagbélrák molekuláris háttere 

A vastagbélrákok progressziója során rendezett elv szerint alakul át a normál hám 

adenómává, majd karcinómává [88]. Ezt a többlépcsős folyamatot, amelyet adenóma-

karcinóma szekvenciának hívnak, először Fearon és Vogelstein írta le 1990-ben. Első 

lépése az APC tumorszuppresszor gén inaktivációja, ami azáltal, hogy szelektív 

növekedési előnyt biztosít a hámsejteknek, adenóma kialakuláshoz vezet [63]. Emellett 

szintén korai eseménynek tekinthető a DNS globális hipometilációja is [89,90]. A késői 

adenóma stádium, majd a rák kialakulásához összesen legalább hét gén érintettsége 

szükséges, amely magában foglalja a tumorszuppresszor gének (pl. DCC, SMAD2, 

SMAD4, TP53) inaktivációját és/vagy az onkogének (pl. KRAS, PIK3CA) aktivációját 

[63,72,91,92] (6. ábra). A génekben bekövetkező zavarok sorrendje szekvenciális, így pl. 
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a KRAS mutáció önmagában nem képes a progresszió elindítására, csak ha már az APC 

is inaktiválódott. Fearon és Vogelstein óta már egyéb, a fogazott adenómák 

kialakulásához köthető útvonalat is azonosítottak (serrated útvonal), ami kezdeti MAPK 

aktivációval jár, így az előbb ismertetett modell nem illeszthető rá [72].  

 

6. ábra. A Fearon és Vogelstein által leírt adenóma-karcinóma szekvencia. A 

vastagbélrák kialakulásának többlépcsős modelljében a kezdeti APC inaktivációt 

követően genetikai és epigenetikai változások, valamint az onkogének aktivációja és a 

tumorszuppresszor gének inaktivációja figyelhető meg. Az egymást követő lépések az ép 

vastagbélhámból korai, köztes és késői adenómastádiumokon keresztül karcinóma 

kialakulásához vezetnek. Az ábra Thomas (2012), valamint Markle és munkatársai (2010) 

alapján módosítva készült [93,94]. 

A CRC-k molekuláris felosztását meghatározza jellemző genomiális instabilitásuk 

formája, ami alapján 85%-uk CIN, 15%-uk pedig MSI csoportba sorolható [49,68,69]. A 

két útvonal gyakorlatilag kizárja egymást, ezért a CIN tumorok MSS-ként is 

azonosíthatóak [49,95]. A fennálló genomiális instabilitás típusa jelentős hatással van a 

prognózisra, ugyanis a CIN betegeknél 15%-kal alacsonyabb túlélés figyelhető meg az 

MSI-hez viszonyítva [69]. Habár csekély számban, de mindkét útvonalnál előfordulhat a 

sporadikus típus mellett örökletes forma is. CIN esetében az APC  inaktivációval járó 

FAP (familiáris adenomatózus polipózis, 1%), MSI esetében pedig az MMR gének 

csírasejtes mutációjára visszavezethető HNPPC (hereditary nonpolyposis colorectal 

cancer; herediter nonpolipózis kolorektális karcinóma, 1-3%), vagy más néven Lynch-
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szindróma rendelkeznek az adott státuszra jellemző genetikai karakterisztikával [85]. A 

két említett folyamat mellett a CIMP egy párhuzamos kategóriát képvisel, ugyanis a 7. 

ábrán látható módon mind a CIMP-pozitivitás, mind a CIMP-negativitás átfedésben van 

a CIN és MSI osztályozással [95]. Ez alapján 5 kategóriát különböztethetünk meg: 

1. MSI-H és CIMP-H (12%): MLH1 metiláció és BRAF mutáció jellemzi, fogazott 

adenómákból alakul ki, főként a proximális vastagbélre lokalizált, és gyakrabban 

figyelhető meg nőkben; 

2. MSS/MSI-L és CIMP-H (8%): hasonló jellegzetességekkel rendelkezik, mint az 

előző csoport tagjai; 

3. MSS/MSI-L és CIMP-L (20%): KRAS és TP53 mutáció, valamint aneuploidia 

jellemzi, fogazott adenómákból, tubuláris, villosus és tubulovillosus 

adenómákból is kialakulhat, főként a disztális vastagbélre lokalizált, és 

gyakrabban figyelhető meg férfiakban; 

4. MSS és CIMP− (57%): APC, KRAS és TP53 mutáció, valamint aneuploidia 

jellemzi, tubuláris, villosus és tubulovillosus adenómákból alakul ki, főként a 

disztális vastagbélre lokalizált, és gyakrabban figyelhető meg férfiakban; 

5. MSI-H és CIMP− (3%): APC és KRAS mutáció jellemzi, tubuláris, villosus és 

tubulovillosus adenómákból alakul ki, főként a proximális vastagbélre lokalizált, 

és gyakrabban figyelhető meg nőkben [95]. 

A felsorolásból megállapítható, hogy az 1-es és 2-es csoportba sorolható CIMP-H 

tumorok nagy hasonlóságot mutatnak a mikroszatellita-státuszuktól függetlenül is. 

Esetükben kiemelt jelentőséggel bír az MLH1 MMR gén metiláció által történő 

inaktiválása [49,72,74,95,96].  
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7. ábra. A vastagbélrákok molekuláris felosztása. Az 5 különböző csoport a daganatok 

jellemző genomiális instabilitása alapján különíthető el. Az ábra Jass (2007) alapján 

módosítva készült [95]. CIMP−: negative CpG island methylator phenotype; nem áll fenn 

CpG-sziget metilátor fenotípus, CIMP-H: high level CpG island methylator phenotype; 

magas szintű CpG-sziget metilátor fenotípus, CIMP-L: low level CpG island methylator 

phenotype; alacsony szintű CpG-sziget metilátor fenotípus, MSI-H: high microsatellite 

instability; magas mikroszatellita instabilitás, MSI-L: low microsatellite instability; 

alacsony mikroszatellita instabilitás, MSS: mikroszatellita-stabil. 

2.3.3. A vastagbélrák molekuláris patológiai osztályozása 

A CRC-knek jelenleg két molekuláris patológiai osztályozása létezik. Az egyik, 

szekvenálási és array-alapú technikákra támaszkodva, a TCGA (The Cancer Genome 

Atlas; Rákgenom Atlasz) keretein belül készült el. Ezen klasszifikáció alapján az első 

csoportot a hipermutált tumorok alkotják (16%), amelyek vagy az MMR gének zavart 

működéséhez társulva alakulnak ki (13%), vagy POLE, POLD1 mutációval járó 

ultramutált karcinómák (3%). A második csoportba (84%) a nem hipermutált daganatok 

sorolhatóak, amelyek jellemzően MSS-ek és gyakran mutatható ki bennük APC, KRAS, 

PIK3CA, SMAD4 és TP53 mutáció [97,98].  

A másik osztályozás egy konzorciumi együttműködés eredménye, amely több 

transzkriptomikai vizsgálat adatait egyesítve 4 CMS (consensus molecular subtype; 
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konszenzus molekuláris alcsoport) kategória megalkotásához vezetett.  Ebben a 

klasszifikációban a TCGA alapú osztályozás hipermutált tumorai a CMS1 csoportba 

estek, míg a CIN daganatokat a CMS besorolás három különböző csoportra osztotta [97-

100].  A CMS1-et (immun, 14%) az immunválasz, a CMS2-t (kanonikus, 37%) a Wnt, a 

CMS3-at (metabolikus, 13%) a metabolikus, a CMS4-et (mezenchimális, 23%) pedig a 

TGFβ/integrin útvonalak transzkripcionális aktivációja jellemzi. A legrosszabb prognózis 

a CMS4 kategóriához társítható, ugyanis ezek a daganatok az epiteliális-mezenchimális 

tranzíció (EMT) mellett erőteljes stromális invázióval és angiogenezissel jellemezhetők 

[82,101-103]. A CRC-k 13%-a a tumor heterogenitás miatt több CMS csoport 

jellegzetességeit is mutatják, így ők a “kevert” kategóriába sorolandók [97].  

Habár ezeket a molekuláris patológiai rendszereket érdemes további vizsgálatokkal 

validálni, a személyre szabott orvoslás térhódításával, a TNM-stádiumok meghatározása 

mellett, nagy segítséget nyújthatnak a jövőben az optimális kezelési protokoll és a célzott 

terápia megtervezésében [97,101,104]. 

2.4. A folsav és az S-adenozil-metionin 

2.4.1. A metildonor molekulák szerepe 

A metildonor molekulák és a metabolizmusukban szerepet játszó enzimek működéséhez 

szükséges kofaktorok (leggyakrabban B-vitaminok) a SAM mennyiségének 

befolyásolása által hatással vannak a szervezet epigenetikai mintázatára [16,38,39]. A 

SAM képződése egy komplex biológiai rendszeren keresztül történik meg, amelyet egy 

szénatomos (1C; one-carbon) metabolizmusnak neveznek. Ebben a folyamatban egy 

szénatommal rendelkező csoportok szállítódnak a donor molekulákról az akceptor 

molekulákra a nukleotidok és az aminosavak szintézise, továbbá a DNS, az RNS, a 

fehérjék és a foszfolipidek metilációja céljából [16,38]. Az 1C metabolizmus a folát 

ciklus, a metionin ciklus, valamint a transzszulfurációs útvonal összefonódásából áll, és 

egyszerre zajlik a citoplazmában, a sejtmagban és a mitokondriumban [39].  

A folát ciklus első lépése a táplálékkal felvett folát átalakítása dihidrofoláttá (DHF), majd 

tetrahidrofoláttá (THF) a DHF-szintetáz és a DHF-reduktáz (DHFR) enzimek által. A 

THF-et a szerin-hidroximetil-transzferáz enzim 5,10-metilén-THF-fé alakítja egy olyan 
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reakció során, amelyben a szerin és glicin aminosavak szolgálnak 1C donorként [16,38]. 

Ezt követően a képződött molekula 5-metil-THF-fé redukálódik az 5,10-metilén-THF-

reduktáz (MTHFR) enzim segítségével [16]. Miközben az 5-metil-THF visszaalakul 

THF-fé a metionin-szintáz (MS) által katalizált folyamatban, metilcsoportját átadja a 

homociszteinnek, így hozzájárulva a már metionin ciklus részét képző molekula, a 

metionin szintéziséhez [16,33,39]. A metionin a SAM prekurzora a metionin-adenozil-

transzferáz (MAT) enzim révén megvalósuló reakcióban [16,38,39]. A SAM-ról a 

metilcsoport a DNS citozinjának 5. szénatomjára kerülve epigenetikai szabályzó funkciót 

lát el [16].  Emellett azonban ez az univerzális metildonor-molekula részt vesz az RNS, a 

fehérjék és a foszfolipidek metilációjában is [38].  A SAM a metiltranszfert követően a 

glicin-N-metil-transzferáz enzim segítségével S-adenozil-homociszteinné (SAH) alakul 

át, ami egy reverzibilis folyamat során azonnal homociszteinné hidrolizálódik. A SAH 

nagyobb affinitással kötődik a DNMT-hez, mint a SAM, ezért, ha a homocisztein nem 

metabolizálódik tovább, a SAH felhalmozódik és a metilációs folyamat gátlásához vezet.  

A negatív szabályozó molekulaként működő homocisztein szintje csökken, ha metioninná 

történő remetilációval visszakerül az ismertetett metionin ciklusba. Erre a metionin-

szintáz mellett a betain-homocisztein-metiltranszferáz enzim biztosít lehetőséget, ami a 

betain és kolin (betainná történő oxidáció után) metilcsoportját használva metionin és 

dimetilglicin képződéshez vezet [16,39]. A homocisztein szintje a metilációs reakciók 

mellett a transzszulfurációs útvonal hatására is csökkenhet. A főként májban és 

szemlencsében végbemenő folyamat hatására cisztation, majd cisztein képződik, ami a 

taurin és a glutation prekurzora [25,39,105].   

A SAM, bár kevesebb, mint 5%-ban, de felhasználódhat a sejtek növekedésében és 

fejlődésében szerepet játszó poliaminok szintézisére is. SAM-dekarboxiláz hatására 

dekarboxilált SAM-má alakul, miközben a keletkező aminopropil csoport a putreszcin 

vagy spermidin poliaminokra kerül. A kiindulási molekula többi része azonban 5-metil-

tioadenozinná, majd újra metioninná alakul [25,106].  

A folát ciklus a metilációs folyamatokban betöltött szerepe mellett elengedhetetlenül 

fontos a de novo nukleotidszintézishez.  A körfolyamat elején a THF 10-formil-THF-fé 

alakulhat, hogy a foszforibozil-glicinamid-formiltranszferáz és az 5-aminoimidazol-4-

karboxamid-ribonukleotid-formiltranszferáz enzimek segítségével a purinvázas 
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nukleotidok (adenin és guanin) 2-es és 8-as szénatomját biztosítsa [38,107,108]. Az 5,10-

metilén-THF pedig a timidilát-szintáz (TS) által megvalósuló folyamatban adja 1C 

csoportját a pirimidinváz képződéséhez, miközben DHF-fé oxidálódik. Az utóbbi reakció 

kiindulási molekulája a dezoxi-uridin-monofoszfát (dUMP; deoxyuridine 

monophosphate), ami a DNS-szintézishez szükséges dezoxi-timidin-monofoszfáttá 

(dTMP; deoxythymidine monophosphate) alakul át (8. ábra) [108,109]. 

 

8. ábra. Az egy szénatomos metabolizmus és a hozzá kapcsolódó biokémiai 

folyamatok. A táplálékkal felvett folátok a folát (sötét lila) és metionin (zöld) cikluson 

keresztül felhasználódhatnak az S-adenozil-metionin szintézisére. Ezt a két 

körfolyamatot egészíti ki a transzszulfurációs (kék) és aminopropilációs (sárga) útvonal, 

továbbá a folátmetabolitok által megvalósuló nukleotidszintézis (világos lila). Az ábra 

Bhargava és munkatársai (2012), valamint Sanderson és munkatársai (2019) alapján 

módosítva készült [110,111]. 5,10-metenil-THF: 5,10-metenil-tetrahidrofolát, 5,10-

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

formil-THF: 10-formil-tetrahidrofolát, DHF: dihidrofolát, DHFR: dihidrofolát-reduktáz, 

DMG: dimetilglicin, dTMP: deoxythymidine monophosphate; dezoxi-timidin-

monofoszfát, dUMP: deoxyuridine monophosphate; dezoxi-uridin-monofoszfát, metil-R: 

metildonor molekula, MS: metionin-szintáz, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolát-

reduktáz, R: akceptor molekula, SAH: S-adenozil-homocisztein, SAM: S-adenozil-

metionin, THF: tetrahidrofolát, TS: timidilát-szintáz. 
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2.4.2. A folátok 

2.4.2.1. A folátok szerkezete és metabolizmusa 

A B9-vitamin köznapi neve, a folát, egy gyűjtőfogalom, ami magában foglalja a 

természetes és a mesterséges folátformákat [112]. A természetes folátokat leveles 

zöldségek, hüvelyesek, citrusfélék, gabonafélék, olajos magvak, valamint állati eredetű 

termékek (pl. tojássárgája, máj) fogyasztásával vihetjük be a szervezetünkbe. Ezzel 

szemben a szintetikus folátot, azaz a folsavat, stabil molekulaszerkezetéből kifolyólag 

táplálékkiegészítőként használhatjuk [113]. Mindkét típusú folátmolekula 

pteridingyűrűből, para-amino-benzoesavból és glutaminsavból épül fel [114]. A 

természetes folátok pteridingyűrűje redukáltabb a folsavnál, ami oxidálódásra 

hajlamossá, ezáltal hőkezelésre és tárolásra érzékennyé teszi [35,115]. További 

különbség még, hogy a folsav egy glutamáttal rendelkezik, míg a természetes folát 

poliglutamát lánccal. A poliglutamát láncot a vékonybélből történő felszívódás céljából 

enzimatikusan le kell hasítani, ami 50%-kal csökkenti a természetes folátok biológiai 

hasznosulását [116]. A bélhámsejtek végül mindkét formát 5-metil-THF-fé alakítják. Ez 

a metabolit az egyetlen, ami fiziológiás körülmények között megtalálható a 

vérplazmában, ezáltal alkalmas a szövetekhez történő szállításhoz és felhasználáshoz, 

tehát nem csak a DNS-metiláció szempontjából bír kiemelt jelentőséggel [17,115].  

A sejtekben a folát poliglutamát formában tárolódik és használódik fel az 1C ciklus során. 

Tárolásban a főszerepet a máj játssza, ami a szervezet folátkészletének megközelítőleg 

felével rendelkezik (6-14 mg) [114]. Ezen raktárak azonban gyorsan kiürülhetnek, 

amennyiben malnutriciós, vagy malabszorbciós állapotok, alkoholizmus, felgyorsult 

sejtosztódás vagy a vitamin metabolizmusában szerepet játszó enzimeket (MTHFR, 

DHFR, MS, TS) érintő polimorfizmusok állnak fenn [117,118]. Az MTHFR enzim az 1C 

metabolizmus kulcsa, hiszen hatással van a nukleotidszintézishez szükséges 5,10-

metilén-THF, és a metilációban szerepet játszó 5-metil-THF közötti egyensúlyra [38]. Az 

enzimet kódoló MTHFR gén két legismertebb polimorfizmusa, a C677T és az A1298C, 

meglehetősen gyakoriak [119]. Czeizel Endre és munkatársai által készített 2001-es 

tanulmány szerint a 677. pozíciót érintő heterozigótaság (C/T) a magyar populáció 

csaknem felében megfigyelhető [120]. Ez az állapot 20-30%-kal, míg a homozigótaság 

(T/T) 50-60%-kal csökkenti az enzim működését [26]. Az 1298. pozícióban elhelyezkedő 
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adenin citozinra történő cseréjéről heterozigótaság (A/C) esetén kevés irodalommal 

rendelkezünk, azonban a homozigóta állapotról (C/C) ismert, hogy 40%-os csökkenést 

eredményez az enzim aktivitásában. Azok a személyek, akik mindkét említett variánsra 

(C677T és A1298C) heterozigóták, szintén 40-50%-kal alacsonyabb enzimfunkcióval 

bírnak, mint az MTHFR mutációval nem rendelkező egyének [121].  Kimutatták, hogy 

C677T-homozigótaság fennállása esetén alacsonyabb a genomiális DNS-metiláció 

szintje, és ennek következményeként nagyobb a vastagbélrák kialakulásának kockázata a 

vad típushoz képest, amennyiben az egyén nem fogyaszt elegendő mennyiségű folátot 

[38,122]. Tehát ismert MTHFR polimorfizmus esetén az 5-metil-THF-, vagy a nagy 

mennyiségű folsavpótlás képes áthidalni az enzim csökkent konverziós kapacitásából 

eredő problémákat [119]. 

2.4.2.2. A folátok hiánya és pótlása 

Mivel a folátok jelentős szerepet játszanak az aminosavak és a nukleotidok képződésében, 

valamint a metilációs folyamatokban, nélkülözhetetlenek a megfelelő sejtosztódáshoz, 

növekedéshez és fejlődéshez [35]. Ha nincs elegendő metildonor a metionin 

szintéziséhez, felhalmozódik a homocisztein, ami amellett, hogy a DNS-metiláció 

gátlásához vezet, oxidatív stresszt és apoptózist is eredményezhet [114,115,123]. 

Alacsony folátellátottság esetén számos betegség kialakulhat, amelyek közvetlenül a folát 

hiányával, vagy a hozzá kötődő metabolikus eltérésekkel (pl. magas homociszteinszint) 

kapcsolatosak [33]. Ilyen kórállapotok többek között a különböző daganatok, a 

megaloblasztos anémia, a kardiovaszkuláris megbetegedések, a depresszió, a 

várandóssággal összefüggő komplikációk (pl. placentaleválás, spontán vetélés, 

koraszülés) és a fejlődési anomáliák (pl. velőcsőzáródási rendellenességek) [47,124-128]. 

Elsősorban a velőcsőzáródási rendellenességek megelőzésével kapcsolatban merült fel a 

folsavpótlás nemzetközi szintű megoldásának igénye. Ennek az orvostörténeti 

eseménynek magyar vonatkozása is van, ugyanis 1992-ben Czeizel Endre és Dudás István 

fogalmazták meg először a terhesség ideje alatt történő B9-vitamin fogyasztás fontosságát 

[129]. Ebben az időben az európai lakosság átlagosan 250 μg folsavat fogyasztott, ami 

lényegesen kevesebb volt, mint a velőcsőzáródási rendellenességek megelőzéséhez 

szükséges 400 μg-os mennyiség [39,130,131]. Elsőként az Amerikai Egyesült 

Államokban és Kanadában kezdték meg a lakosság szabályozott keretek között zajló 
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pótlását 1998-ban a kukorica- és búzaliszt folsavval történő dúsítása által. Ehhez a 

kezdeményezéshez később több mint 60 ország, köztük Magyarország is csatlakozott 

[132]. Hazánkban liszt helyett az élesztőhöz adták a folsavat, hogy pontosabban 

követhető legyen a dúsításhoz használt vitamin mennyisége. Emellett a pótlásban való 

részvétel önkényes volt, ugyanis a vásárlók a folsavval dúsított vagy nem dúsított pékáruk 

közül egyaránt választhattak [35,131,133].  Az Egyesült Államokban kimutatták, hogy az 

intézkedést követően nem csak a velőcsőzáródási rendellenességek incidenciája csökkent 

számottevő mértékben (1000 eset/év), hanem a sztrókhoz (31.000 eset/év) és 

szívinfarktushoz (17.000 eset/év) társult halálesetek száma is [134]. A táplálkozás által 

történő megfelelő folsavbevitel jól mérhető globális remetilációt idézett elő a 

fehérvérsejtekben és a vastagbélhámszövetben egyaránt [135,136]. Meggyőző 

számadatok bizonyították, hogy a folsavpótlás visszaszorította a CRC előfordulását is, 

ennek ellenére a vitamin vastagbélrák progresszióban betöltött feltételezett szerepétől 

való aggodalom miatt az intézkedés nem terjedt el Európában [35,137].  

2.4.2.3. A folátok kapcsolata a karcinogenezissel 

A folátok részt vesznek a DNS-szintézisben és a DNS-metilációban, így egyszerre 

fejtenek ki genomiális és epigenomiális szabályzó szerepet [138]. Ez a kettős funkció a 

karcinogenezis szempontjából rendkívül érdekes módon nyilvánul meg, amelyet 

mindenképpen szükséges figyelembe vennünk az egészség megőrzése vagy visszaállítása 

érdekében [35,139]. 

Elégtelen folsavbevitel esetén nem képződik megfelelő mennyiségű 10-formil-THF a 

purinvázas nukleotidok szintéziséhez. Emellett 5,10-metilén-THF hiányában az uracil 

előalakja (dUMP) is felszaporodik a timidin prekurzor molekulájának (dTMP) ellenében, 

ami az uracil DNS-be történő hibás beépüléséhez vezet [38,107-109]. Ezen 

nukleotidszintézis-zavarok mind hozzájárulnak a pontmutációk, valamint a 

kromoszómatörések kialakulásához [118]. Folsavhiány hatására epigenetikai szinten 

globális hipometilációt, és ebből következően genomiális instabilitást figyelhetünk meg, 

amely szintén daganatokhoz vezethet [13]. A vitamin pótlása tehát jótékonynak bizonyul 

a vastagbélrákok megelőzése szempontjából [138]. Ezt olyan epidemiológiai adatok is 

alátámasztják, amelyek megfelelő folsavellátottság esetén 20-40%-kal alacsonyabb 

kolorektális adenóma vagy karcinóma kialakulási kockázatot írnak le a folsavhiányos 
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egyénekhez képest [140].  

A vitamin adása azonban támogathatja a tumorprogressziót azoknál a személyeknél, 

akiknél fennáll valamilyen rákelőző állapot [13,138]. Ennek hátterében a 

tumorszuppresszor gének elcsendesítése mellett a daganatos sejtek aktívan működő 1C 

metabolizmusa állhat, amely a folsavbevitelt követően fokozott nukleotidszintézishez, és 

ezáltal felgyorsult sejtproliferációhoz vezet [35,108,141]. Ebből kifolyólag a 

folsavhiányos állapot kifejezetten előnyös a daganatos megbetegedésekben, hiszen a 

tumorszuppresszor gének promóterében kialakuló hipometiláció, valamint a zavart DNS-

szintézis a tumor növekedési ütemének lassulását eredményezheti [35].  

Nem csak a folsavpótlás időzítése, hanem az alkalmazott mennyiség is egy sarkalatos 

tényező a karcinogenezis szempontjából [142]. A vitamin mérsékelt mennyiségben 

történő fogyasztása jótékony a bélrendszeri daganatok prevenciója esetén, azonban nagy 

mennyiségben történő alkalmazása mellett nőhet a vastagbélrák incidenciája. Az említett 

jelenség egy olyan parabolikus függvényként ábrázolható, amely alacsony és magas 

folsavbeviteli értékek mellett mutat kiugrást az előfordulási gyakoriságban [132]. A CRC 

kialakulása szempontjából a folát referenciatartományon belüli szintje is meghatározó a 

vérplazmában. Azok a személyek, akik a tartomány felső határára eső folátértékkel (≥ 

31,04 nmol/L) jellemezhetőek, csaknem fele akkora veszélynek vannak kitéve a 

vastagbélrák kialakulását tekintve, mint az alacsony szinttel (≤ 12,23 nmol/L) 

rendelkezők [143].  

Felismerve a folsav nukleotidszintézisben, és ezáltal daganatos progresszióban betöltött 

szerepét, számos antifolát készítmény (pl. ralitrexed, lometrexol, pemetrexed, pralatrexát, 

trimetrexát) kifejlesztésére került sor [144]. Az első ilyen hatású gyógyszer az 

aminopterin volt, amely a DHFR enzim gátlása révén sikeresen visszaállította a csontvelő 

egészséges működését az addig kezelhetetlennek hitt gyermekkori akut limfoblasztos 

leukémiában [145]. Az aminopterint később felváltotta a kedvezőbb terápiás indexszel 

rendelkező metotrexát (MTX), amelyet azóta is számos rosszindulatú daganat (pl. emlő- 

és hólyagrák, non-Hodgkin-limfóma, oszteoszarkóma) kezelésére használnak 

[144,146,147]. A daganatos sejtek transzportrendszerük károsodása következtében csak 

nagy koncentrációban beadott gyógyszerek felvételére képesek, így, ha kis mennyiségű 

folsavanalógot használunk az MTX mellé, megvédhetjük az egészséges sejteket a terápia 
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okozta következményektől. Ilyen célból használt folsavszármazék a leukovorin, vagy 

más néven folinsav (5-formil-THF) [27,147]. 

A folsavmetabolizmust az antifolátok mellett az 5-fluorouracil (5-FU) kemoterápiás szer 

is befolyásolhatja, amely évtizedek óta kulcsszerepet játszik a CRC gyógyításában [148]. 

Szerkezete hasonlít az uraciléra, azonban egyik hidrogénatomja helyett fluort tartalmaz. 

A sejtekben fluorodezoxi-uridin-monofoszfáttá (FdUMP; fluorodeoxyuridine 

monophosphate) alakulva gátolja a timidilát-szintáz működését 5,10-metilén-THF 

jelenlétében, aminek következménye a dTMP mennyiségének csökkenése, és ezáltal a 

DNS-szintézis és -javítás elégtelen működése lesz [149]. A terápia hatékonyságának 

fokozása érdekében a betegek az 5-FU mellé leukovorint is kapnak, amely 

metabolizálódva 5,10-metilén-THF-fé alakul át [148,150].  

2.4.3. A SAM 

2.4.3.1. A SAM szerkezete és metabolizmusa 

A SAM minden sejtünk citoplazmájában szintetizálódik [25,26]. Képződésének 

folyamata egyedülálló az élővilágban, ugyanis amellett, hogy felhasználja a táplálékkal 

elfogyasztott metionin 50%-át, az ATP (adenosine triphosphate; adenozin-trifoszfát) 

mindhárom foszfátkötéséből származó energia is szükséges hozzá [25,151-153]. 

Metabolikus tekintetben tehát előállítása meglehetősen költséges, azonban a befektetett 

energia egy sajátos molekulaszerkezet kialakulásához vezet. A SAM jellegzetessége 

ugyanis az S-konfigurációban beillesztett, magas energiájú kénatom, amely számos 

biokémiai folyamatban biztosítja a molekula transzfer funkcióját [25,26,151-155].   

A SAM az ATP-t követően a legtöbb reakcióban használt kofaktor molekulánk [25,151]. 

Olyan összetett a kapcsolatrendszere, hogy akár a biokémiai háló pókjának is 

nevezhetnénk [156]. Az egy nap alatt keletkezett 6-8 g SAM-mennyiség raktározása 

javarészt a májban történik, és főként transzmetilációs reakciókra használódik fel. Ennek 

során a metilcsoport különböző molekulákra (DNS, RNS, hormonok, foszfolipidek és 

neurotranszmitterek) tevődik át, miközben a SAM SAH-há alakul [25,26].  Az akceptorok 

széles skálája vezet a metilációs folyamatok sokféleségéhez [25].  Míg a DNS metilációja 

a génexpresszió szabályozásában játszik szerepet, a neurotranszmitterek metilációja a 

hangulatot, a foszfolipidek ilyen formájú érintettsége pedig a membrán fluiditását, a 
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receptorok mobilitását és a sejtek enzimatikus aktivitását befolyásolhatja [25,151,157]. A 

SAM főként úgy ismert, mint a szervezet univerzális metildonor molekulája, azonban 

más kémiai csoportok forrásaként a transzszulfurációs és aminopropilációs reakciókban 

is részt vesz [25,151]. Az előbbi folyamat többek között az antioxidáns tulajdonságú 

glutation, míg az utóbbi a sejtek osztódásához elengedhetetlen poliaminok szintéziséhez 

vezet [25]. A SAM-ról emellett bebizonyosodott, hogy a B12-vitaminhoz hasonlóan 

meghatározó szerepet játszik a szabadgyökök szállításában, és ezáltal számos 

enzimatikus reakció megvalósulásában is [152].  

Bár a fentebb ismertetett felsorolás nem teljes, de talán rávilágít arra, hogy a SAM által 

mediált folyamatok száma jelentős. Ebből kifolyólag a molekula jelenléte esszenciális a 

megfelelő sejtműködéshez, növekedéshez és differenciálódáshoz [25].   

2.4.3.2. A SAM hiánya és pótlása 

A SAM mennyiségét főként felhasználódásának mértéke, a szervezet metionin 

ellátottsága és a MAT enzim izotípusa határozza meg [25,152]. Ez utóbbival 

kapcsolatban kimutatták, hogy magasabb SAM-szinttel rendelkeznek azok a sejtek, 

amelyek a MAT2B izotípus helyett a MAT1A-t fejezik ki nagyobb mértékben [25]. 

A SAM-szint csökkenése súlyos következményekkel, pl. neurológiai zavarokkal és 

májgyulladással jár együtt [25]. A SAM egy FDA (The United States Food and Drug 

Administration; Az Amerikai Egyesült Államok Élelmiszer- és Gyógyszer-

engedélyeztetési Hivatala) által elfogadott táplálékkiegészítő, amelynek mind orális, 

mind parenterális alkalmazása jól tolerálható és kevés mellékhatással jár. Ebből 

kifolyólag depresszió, Alzheimer-kór, valamint intrahepatikus epepangás és toxikus 

anyagok (pl. alkohol, paracetamol, szteroid) által okozott májkárosodás gyógyítására is 

kiválóan használható [25,158,159]. Kimutatták, hogy oszteoartrítisz fennállása esetén 

olyan hatékonyan képes visszaállítani az ízületek mozgását és csökkenteni a fájdalmat, 

mint a nem szteroid gyulladásgátlók [160].  

2.4.3.3. A SAM kapcsolata a karcinogenezissel 

Mivel a SAM DNS-metiláló ágens, potenciálisan képes elcsendesíteni a 

tumorszuppresszor géneket, ezáltal elősegítve a daganatok kialakulását, vagy egy már 
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fennálló malignitás progresszióját. Így felmerül a kérdés, hogy nem okoz-e több káros 

hatást, mint amennyi előny származik a használatából [158,161]. Számos in vitro és in 

vivo kísérletet végeztek a SAM-mal kapcsolatban, amelyek mind arról számoltak be, 

hogy a molekula alkalmas a különböző daganatos betegségek (emlőrák, prosztatarák, 

gyomorrák, vastagbélrák, oszteoszarkóma, májdaganat) megfékezésében [158,162-164]. 

Bár a háttérben álló molekuláris mechanizmusok még nem teljesen tisztázottak, az 

azonban megállapítható, hogy a SAM képes szelektíven hatni azokra az útvonalakra, 

amelyek a daganatos sejtekben eltérnek az egészségeshez képest [158,161]. Tehát míg 

hipometiláció által aktiválja a tumorszuppresszor géneket, remetilációval a 

protoonkogének elcsendesítéséhez vezet. Emellett gátolhatja a tumorprogresszióval járó 

aktív demetilációs folyamatokat és elősegítheti a globális hipermetilációt, amelyek a 

genom stabilizálása szempontjából lényegesek [158,162-165]. Ha SAM-kezelést 

követően megfigyeljük az összes metilációs változást a genomban, azt tapasztalhatjuk, 

hogy a hiper- és hipometiláció folyamatai egyensúlyban vannak [161]. Ez azt igazolja, 

hogy a SAM nem tisztán hipermetiláló molekula, hanem egy metilom modulátor, ami 

képes epigenetikailag újraprogramozni a daganatos sejteket [158,161].  További SAM-

hoz köthető tumorszuppresszív hatás az uPA (urokináz típusú plazminogén aktivátor) gén 

hipermetilációja is. Az uPA részt vesz a daganatok progressziójában, a 

metasztázisképzésben és az angiogenezisben, tehát elcsendesítése állhat a hátterében 

annak, hogy SAM hatására megáll a sejtciklus, valamint csökken az áttétek és az új erek 

száma [158,162-165]. Ezek a hatások feltehetőleg csak a rövid távú kezelés sajátjai, 

ugyanis hosszú távon a SAM, bár fokozza a DNS-metilációt, azonban nincs hatással a 

daganat növekedésére [165].   
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3. CÉLKITŰZÉSEK 

A CRC kialakulásával szorosan együtt jár a globális DNS-metiláció szintjének 

csökkenése és a tumorszuppresszor gének promóter szakaszait érintő hipermetiláció. 

Metildonor molekulák alkalmazásával ezen változások potenciálisan visszafordíthatóak. 

Így doktori munkám során célul tűztem ki a folsav és SAM DNS-metilációra, és ezáltal 

tumorprogresszióra kifejtett hatásának vizsgálatát HT-29 és SW480 humán vastagbélrák 

sejtvonalakban. Az irodalmi adatok alapján a kezelőszerek a DNS-metilációban betöltött 

szerepük mellett más metabolikus útvonalakban is részt vesznek. Az általunk alkalmazott 

modern molekuláris biológiai módszerek lehetővé tették, hogy kutatásomat 

kiterjeszthessem ezeknek a folyamatoknak az átfogó tanulmányozására is.  

Céljaim a következők voltak: 

1. A CRC sejtekre jellemző aberráns metilációs mintázat folsav- és SAM-adást 

követő reverzibilitásának (globális remetiláció, promóter demetiláció) 

vizsgálata; 

 

2. A folsav- és SAM-kezelés CRC sejtvonalak proliferációjára, viabilitására, 

továbbá a sejtciklus változásaira gyakorolt hatásának megfigyelése; 

 

3. A CRC sejtvonalak genomiális stabilitásában bekövetkező változások 

tanulmányozása folsav- és SAM-adás hatására; 

 

4. Genomszintű génexpressziós analízis elvégzése folsav- és SAM-kezelést 

követően, amely magában foglalja az útvonalelemzést is; 

 

5. A promóter szakaszt érintő DNS-metiláció és az adott gén kifejeződésében 

mérhető változás közötti kapcsolat feltárása;  

 

6. A kísérletek során használt HT-29 és SW480 sejtvonalak mutációs profiljának 

felállítása, valamint ezen genetikai eltérések összevetése az eddigi 

vizsgálataink által kapott eredményekkel.  
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4. MÓDSZEREK 

4.1. Sejttenyésztés és -kezelés 

4.1.1. A sejtek fenntartása  

Vizsgálatainkban két humán vastagbélrák sejtvonalat használtunk: a HT-29-et (HTB-39) 

és az SW480-at (CCL-228), amelyeket az ATCC (American Type Culture Collection; 

Amerikai Sejtkultúra Gyűjtemény) sejtbankból szereztünk be. Azért választottunk CIN+ 

sejteket, mert a vastagbélrákok jelentős százaléka ezen a molekuláris útvonalon alakul ki 

[68]. Ugyanakkor törekedtünk arra, hogy a sejtvonalak között fennálljanak lényeges 

genetikai és epigenetikai különbségek, hogy a metildonor molekulák hatását ilyen 

szempontból is megfigyelhessük. Így CIN-pozitivitása mellett a HT-29-ről többek között 

elmondható még, hogy egy CMS3 és CIMP+ sejtvonal, míg az SW480 sejtek a CMS4 és 

a CIMP- kategóriába sorolhatók.  

A sejtvonalakat 37 °C-on 5%-os CO2 koncentráció mellett RPMI 1640 tápfolyadékban 

(LM-R1641, Biosera) tartottuk, amely 10% fötális borjúsavót (Biosera), 80 mg/2 mL 

gentamicint (Sandoz Gmbh) és 2 mM L-glutamint (Biosera) tartalmazott. A passzálást a 

HT-29 sejtvonal esetében heti két alkalommal, az SW480-nál viszont nagy proliferációs 

rátájából adódóan heti háromszor végeztük el. A sejtek fenntartásához T25-ös 

tenyésztőflaskát (Sarstedt), a kezelésekhez pedig kísérleti típustól függően 6-, vagy 96-

lyukú plate-et (Sarstedt) használtunk. Az előbbihez 1,25x105 sejtre volt szükségünk 2,5 

ml tápfolyadékban, az utóbbi esetében viszont csupán 3x103 sejtet tettünk 100 μL 

médiumba well-enként. A kezelés megkezdése előtt a plate-en 24 órán keresztül 

inkubáltattuk a sejteket a megfelelő letapadás érdekében.  

4.1.2. A sejtek kezelése 

4.1.2.1. A sejtek kezelése folsavval 

A kezelést megelőzően a sejteket 1x-es PBS-sel (phosphate-buffered saline; foszfát-

pufferes sóoldat) mostuk, és a tenyésztő médiumot folsavmentes RPMI 1640-re (LM-

R1642, Biosera) cseréltük ki. A folsavat (Sigma-Aldrich) 100 és 10.000 ng/mL 

koncentrációban adtuk a sejteknek. Míg az előbbi a megfelelő folsavellátottság [166], az 
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utóbbi az extrém mértékű folsavbevitel modellezésére alkalmas. A szilárd halmazállapotú 

folsavat a gyártói utasításoknak megfelelően 1 M-os NaOH-ban oldva adtuk a sejtek 

médiumához. Ezzel párhuzamosan olyan kontroll mintákat is létrehoztunk, amelyekben 

a sejteket ugyanolyan mennyiségű NaOH-val kezeltük, mint amennyiben a kezelések 

esetében a folsavat feloldottuk. Az értékelések során a kontrollok eredményeit kivontuk 

a folsavval kezelt minták eredményeiből, hogy követhessük a folsav egyéni hatását a 

sejteken. Az összes kezelési feltétel esetében három párhuzamos mintát használtunk. A 

72 órás inkubációt követően a sejteket TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific) 

segítségével távolítottuk el a plate-ről, majd a mikroszkópos sejtszámolás alkalmával 

tripánkék festéssel kvantifikáltuk az élő sejtek számát.  

4.1.2.2. A sejtek kezelése SAM-mal 

A SAM-kezelések protokollja lényegében megegyezett a folsav esetében leírtakkal, azzal 

a különbséggel, hogy 72 óra helyett 48 órán keresztül alkalmaztuk a kezelőszert. A 

sejteket a tenyésztés ideje alatt az eredeti tápfolyadékukban, tehát folsavas RPMI 1640-

ben tartottuk. Annak köszönhetően, hogy a folyékony halmazállapotú SAM (New 

England BioLabs) jól oldódott a médiumban, nem volt szükségünk kontrollok 

használatára. Irodalmi adatok és saját citotoxicitási eredményeink alapján 0,5 és 1 

mmol/L SAM-koncentrációt alkalmaztunk a kezelések során [162,167,168]. 

4.2. A sejtvonalak sejtbiológiai alapfolyamataira vonatkozó molekuláris 

vizsgálatok folsav- és SAM-kezelést követően 

4.2.1. A sejtek életképességének és proliferációjának vizsgálata alamarBlue és 

szulforodamin B módszerekkel 

A sejtek életképességét, avagy viabilitását az elektrontranszportlánc aktivitásának 

vizsgálatán alapuló alamarBlue módszerrel figyeltük meg. A sejtek osztódási ütemét, 

azaz proliferációját pedig szulforodamin B (SRB) teszttel vizsgáltuk, ami a sejttömegről 

adott tájékoztatást.  

Az alamarBlue-t (Thermo Fisher Scientific) az inkubációs idő lejártát megelőzően 4 

órával adtuk a 96-lyukú plate-ben található sejtekhez. Majd 4 órával később a viabilitás 

kimutatása céljából 570-590 nm tartományban fluoriméter (Fluoroskan Ascent FL, 

https://paperpile.com/c/KF78FG/mRBI
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Labsytems International) használatával megmértük a fluoreszcenciát.  

A vizsgálatot követően SRB analízist végeztünk ugyanazon a sejttenyésztő lemezen, 

hogy képet kaphassunk a sejtek osztódásának üteméről a különböző kezelési feltételek 

mellett. Első lépésként a sejteket 10%-os triklór-ecetsavval fixáltuk egy órán keresztül 4 

°C-on, majd csapvízzel történő átmosást követően 50 μL 0,4 m/V%-os SRB használatával 

festettük őket 15 percen keresztül szobahőmérsékleten. A nem kötődő festéket 1 V/V% 

triklór-ecetsavval távolítottuk el és végül a levegőn megszárított mintákat 150 μL 10 mM 

Tris bázissal kezeltük, hogy kioldjuk a sejtekhez kötődő festéket. Alapos rázatást 

követően az abszorbanciát 570 nm-en mértük meg mikroplate leolvasó (Multiskan MCC 

355, Labsystems International) segítségével és a Transmit szoftver használatával 

(Labsystems International). A sejtviabilitás és sejtproliferáció arányát azokhoz a 

mintákhoz viszonyítottuk, amelyeket az eredeti tenyésztőmédiumban (folsavas RPMI 

1640) tartottuk. 

4.2.2. A sejtciklus vizsgálata áramlási citometriával 

Megközelítőleg 1x106 HT-29 és SW480 sejtet használtunk a FACS (fluorescence-

activated cell sorting; fluoreszcencia által aktivált sejtválogatás) vizsgálathoz. A mintákat 

1x-es PBS-mosást követően 70%-os etanollal fixáltuk −20 °C-on. Másnap 

lecentrifugáltuk a sejteket (5 perc, 1400-as fordulatszám) és az üledéket 1x-es PBS-sel 

szuszpendáltuk fel. RNáz- (Thermo Fisher Scientific) kezelést (2,5 μL) végeztünk 15 

percen keresztül, majd 2 μL 2mg/mL propidium-jodidot (Sigma-Aldrich) adtunk a 

sejtekhez. Az áramlási citometriás mérést FACSCalibur készüléken (Becton, Dickinson 

and Company) hajtottuk végre és CellQuest Pro (Becton, Dickinson and Company) 

programot használtunk az adatok kiértékeléséhez.  

4.2.3. Genomiális instabilitás vizsgálata mikronukleusz-számolással 

A genomiális instabilitás mértékének meghatározása céljából mikronukleusz-számolást 

végeztünk. A folsav és SAM tápfolyadékhoz történő adását megelőzően fedőlemezt 

helyeztünk a 6-lyukú plate-ekbe, és erre növesztettük rá a sejteket a Valcz és munkatársai 

által kidolgozott protokoll szerint [169]. A kezelés után mostuk, majd 10 percen keresztül 

fixáltuk a mintákat 10%-os formalinnal 4 °C-on. Ezt követően 0,2%-os Triton X-100 

https://paperpile.com/c/KF78FG/pHkj
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használatával újabb 10 percen keresztül permeabilizálást végeztünk szobahőmérsékleten. 

Anti-γ-H2AX antitestet (Abcam, anti-egér) használtunk a mikronukleuszok γ-H2AX 

pozitivitásának vizsgálatára (1 óra, 1:150 hígítás, szobahőmérséklet), amit Alexa 488 

antitesttel (Invitrogen) jelöltünk (30 perc, 1:200 hígítás, szobahőmérséklet). A 

sejtmagokat és a mikronukleuszokat DAPI-val (4,6-diamidino-2-phenylindole; 4,6-

diamidino-2-fenilindol, Thermo Fisher Scientific) festettük (5 perc, 1:1000 hígítás, 

szobahőmérséklet). Az immunfestés minden lépése után háromszor mostuk a mintákat 

1x-es PBS-el.  Ezt követően a tárgylemezeket Pannoramic Confocal szkennerrel 

(3DHISTECH Ltd.) digitálisan archiváltuk, úgy, hogy mintánként 21 darab felvételt 

vettünk fel 0,4 μm fókusztávolságonként a Z tengelyen. A vizsgált terület több mint 1000 

sejtet tartalmazott. A mikronukleusz-számolást és a mikronukleuszok γ-H2AX-

pozitivitásának arányát a CaseViewer szoftver CellQuant alkalmazásával (3DHISTECH 

Ltd.) kvantifikáltuk. 

4.2.4. Genomiális instabilitás vizsgálata comet próbával 

A DNS-kettőstörés jelenlétének kimutatására comet próbát használtunk. Ehhez a letapadt 

sejteket először egy műanyag kaparó eszközzel távolítottuk el a lemezekről, majd a 

mintákat Dulbecco PBS-sel (Sigma-Aldrich) mostuk. A kísérlet során a Comet Assay 

Kit-et (Abcam) a gyártói utasításoknak megfelelően használtuk egy apró módosítással: a 

gyártó által biztosított lemezeket 1%-os normál olvadáspontú agarózzal bevont 

Superfrost Ultra Plus lemezekkel (Thermo Fisher Scientific) helyettesítettük. Az 

egysejtes gélelektroforézist alkalikus oldatban végeztük 150 mA-n 45 percen keresztül, 

majd a DNS-t Vista Green festékkel (Abcam) festettük. A gélelektroforézis során 

képződött üstökös (ún. comet) alakú DNS-fragmenseket fluoreszcens mikroszkóphoz 

(Carl Zeiss) kapcsolt AxioCam kamerával (Carl Zeiss) rögzítettük. Mintánként legalább 

50 sejtet vizsgáltunk a Comet Score szoftver használatával, és végül a DNS csóva részét 

arányosítottuk egy sejt DNS-tartalmához, hogy megkapjuk az úgynevezett csóva-DNS 

százalékot, ami megadja a DNS-törések mennyiségét.  

4.2.5. Statisztikai számítások 

A szignifikancia (p ≤ 0,05) megállapításához először Shapiro-Wilk-normalitásvizsgálatot 

végeztünk. Amennyiben egy adott kísérleten belül nem állt fenn normalitás bármely 
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sejtvonal vagy kezelőszer esetében, úgy Kruskall-Wallis tesztet hajtottunk végre Dunn-

féle többszörös összehasonlítással kiegészítve. Normál eloszlás esetén egyszempontos 

ANOVA-val (analysis of variance; varianciaanalízis) és Tukey-féle post-hoc teszttel 

számoltuk ki a szignifikanciaértéket. Az áramlási citometriás vizsgálatoknál, a többi 

kísérlettől eltérően, kétszempontos varianciaanalízist használtunk. A statisztikai 

elemzéseket minden esetben a Prism 8.0.2 (GraphPad) szoftver segítségével végeztük el.  

4.3. A sejtvonalak epigenomikai, genomikai és transzkriptomikai 

változásaira vonatkozó genomszintű vizsgálatok folsav- és SAM-

kezelést követően 

4.3.1. Globális DNS-metiláció meghatározása LINE-1 piroszekvenálással 

A sejtekből a kezelést követően High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) 

segítségével DNS-t izoláltunk. A mintákból kinyert DNS mennyiségének 

megállapításához Qubit 1.0 fluorimétert alkalmaztunk (Thermo Fisher Scientific) Qubit 

dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) használatával. Mintánként 

100 ng mennyiségű DNS-ből biszulfitkonverziót végeztünk az EZ DNA Methylation-

Direct Kit (Zymo Research) által. A LINE-1 promóter régiókban elhelyezkedő 146 

bázispár hosszúságú szakaszt PyroMark PCR Kit-tel (Qiagen) felsokszorosítottuk, és a 

keletkezett PCR (polymerase chain reaction; polimeráz-láncreakció) -termék hosszúságát 

gélelektroforézissel ellenőriztük. A PyroMark Q24 CpG LINE-1 kézikönyv (Qiagen) 

utasításainak megfelelően hajtottuk végre a minták piroszekvenálásra történő 

előkészítését a PyroMark Q24 Vacuum Workstation (Qiagen) használatával. A 

szekvenálást a PyroMark Q24 System (Qiagen) segítségével végeztük el, és a kapott 

DNS-metilációs értékeket a PyroMark Q24 Software (Qiagen) által számoltuk ki. Az 

adott minta globális DNS-metilációs értékét a módszer által detektált három LINE-1 

CpG-pozíció metilációjának átlaga adta meg.  

4.3.2. Genomszintű DNS-metiláció meghatározása Reduced Representation 

Bisulfite Sequencing (RRBS) módszerrel 

Az RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing; csökkentett reprezentáltságú 

biszulfitszekvenálás) módszer által történő DNS-metiláció meghatározáshoz olyan 

sejteket vizsgáltunk, amelyeket folsavmentes vagy 10.000 ng/mL folsavat tartalmazó 
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médiumban tartottunk, valamint 0 vagy 1 mmol/L SAM-koncentrációval kezeltünk. A 

LINE-1 piroszekvenáláshoz hasonlóan először a fent ismertetett protokoll szerint DNS-t 

izoláltunk a sejtekből. Majd a minták feldolgozásához Premium Reduced Representation 

Bisulfite Sequencing Kit-et (Diagenode Diagnostics) használtuk, és a lépéseket a gyártói 

utasítások szerint hajtottuk végre. Ezt követően qPCR-rel (quantitative polymerase chain 

reaction; kvantitatív polimeráz-láncreakció) végeztük el a mennyiségi meghatározást. A 

biszulfitkonverzió és amplifikáció után a DNS mennyiségét Qubit dsDNA High 

Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) használatával Qubit 1.0 fluoriméter 

készüléken mértük meg. A minőségi elemzést Bioanalyzer 2100 mikrokapilláris 

elektroforézis készüléken (Agilent Technologies) hajtottuk végre High Sensitivity DNA 

Chip (Agilent Technologies) használatával. A kész könyvtárakat a Next Seq System 

Denature and Dilute Libraries Guide (Illumina) útmutatásai alapján a NextSeq 500/550 

High Output Sequencing Kit v2 (75 cycles) (Illumina) használatával készítettük elő. 

Végül a szekvenálás egy NextSeq 500 (Illumina) szekvenátorral valósult meg. 

A szekvenálás által kapott nyers FASTQ file-okon a fastQC program segítségével 

minőségi elemzést hajtottunk végre. Az adapterek levágása és az alacsonyabb minőségű 

szekvenciák kiszűrése a Trim Galore (Babraham Bioinformatics) programmal történt. A 

hg38 referenciagenomot az illesztést megelőzően in silico biszulfitkonvertáltuk és 

indexáltuk a Bismark szoftver használatával. Majd szintén ezzel a programmal végeztük 

el az illesztést és a metilációs százalék meghatározását az alapértelmezett beállításokat 

alkalmazva. A kezelés hatására megváltozott metilációs értéket adó helyeket (DMS; 

differentially methylated site) páros összehasonlítások során a methylKit R csomaggal 

határoztuk meg, majd a “SLIM” módszerrel korrigáltuk. A lehetséges DMS-ek közül 

kiszűrtük azokat, amelyek metilációs különbsége a két minta összehasonlításakor 15% 

alatt volt, vagy a q értéke meghaladta a 0,05-öt. A DMS-ek annotációját az UCSC 

Genome Browser weboldalról letöltött adatbázisok segítségével végeztük el.  

A metilációváltozás által érintett gének számát Venn-diagramon ábrázoltuk, illetve a 

DMS-ek eloszlását a genomban kördiagramon mutattuk be. Végül KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes; Kiotói Gén és Genom Enciklopédia) 

útvonalelemzést hajtottunk végre a DAVID (Database for Annotation, Visualization and 

Integrated Discovery; Adatbázis Annotáláshoz, Ábrázoláshoz és Integrált Kutatáshoz) 
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v6.8 program használatával Nagy és munkatársai alapján [170]. Hőtérképen jelenítettük 

meg azt a 10 útvonalat, amelyek szignifikánsan (p ≤ 0,05) a legtöbb DMS-sel 

rendelkeztek. 

4.3.3. Genomszintű DNS-metiláció meghatározása bead array módszerrel 

A mikroarray technikán alapuló DNS-metilációs vizsgálatot SAM-mal végzett 

kísérleteink során hajtottuk végre minden kezelési kondíció esetén. Az előbbi két 

metilációs analízishez hasonlóan végeztük el a sejtekből a DNS-izolálást. A kezelt 

mintákból 250 ng DNS-t használtunk fel a több mint 850.000 metilációs hely 

tanulmányozásához. Az elemzést a Diagenode Diagnostics vállalat megbízásából a bécsi 

Austrian Institute of Technology végezte. A minták előkésztése magában foglalta a 

biszulfitkonverziót, a DNS-sokszorozást és fragmentációt, amit a DNS EPIC BeadChip-

hez (Illumina) történő hibridizáltatása követett. A metilált vagy nem metilált gyöngyöket 

biotin és 2,4-dinitrofenol jelölés után szkenneléssel detektáltuk. 

A kapott IDAT formátumú nyers adatokat a ChAMP R csomagjával dolgoztuk fel. 

Kiszűrtük azokat az alacsony minőségű próbákat, amelyek p értéke 0,01 fölött volt 

bármely mintában, vagy gyöngyszámuk három alatt volt a minták legalább 5%-ban. 

Továbbá kizárásra kerültek a nem-CpG, SNP-hez (single nucleotide polymorphism, 

egypontos nukleotid-polimorfizmus) köthető, nem specifikus, vagy X és Y kromoszómán 

elhelyezkedő próbák is. Nem vettük figyelembe azokat a próbákat sem, amelyek 

metilációs szintje a két kezelt mintában a kontrollhoz (0 mmol/L) képest eltérő 

irányultságot mutatott. A normalizálást a Beta Mixture Quantile módszerrel hajtottuk 

végre. Végül a követelményeknek megfelelő 721.878 próbát használtuk az 

elemzéseinkhez, és egy újabb szűréssel ezek közül azokat vettük figyelembe, amelyek a 

CpG-szigeteken belül helyezkedtek el. 

Az átlagos metilációs szinteket (β-értékek) t-tesztekkel hasonlítottuk össze, amit 

Benjamini-Hochberg korrekció követett. Azokat a próbákat ítéltük szignifikánsan 

változónak, amelyek esetén a korrigált p ≤ 0,05 követelmény teljesült. Amennyiben egy 

próba β-értéke a 0,5 mmol/L-es és az 1 mmol/L-es SAM kezelés esetén is alacsonyabb 

volt, mint a kontroll mintáé, hipometilációt állapítottunk meg. Ellenkező esetben 

hipermetilációról beszéltünk. A tíz legnagyobb hipo- vagy hipermetilációs változást (Δβ) 

https://paperpile.com/c/KF78FG/W6w9
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mutató CpG-hellyel rendelkező gént hőtérképen ábrázoltuk. 

4.3.4. Genomszintű génexpressziós változások vizsgálata mikroarray módszerrel 

A sejteket a plate-ről való eltávolítást követően 350 μL β-merkaptoetanol tartalmú RLT 

pufferben (Qiagen) fagyasztottuk le −80 °C-ra. A mintákból RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

segítségével RNS-t izoláltunk. A kapott koncentrációt az RNA High Sensitivity Assay 

Kit (Thermo Fisher Scientific) alkalmazásával Qubit 1.0 fluorométerrel mértük meg. Az 

RNS minőségének meghatározásához Bioanalyzer 2100 készüléket (Agilent 

Technologies) és RNA 6000 Pico Assay Kit-et (Agilent Technologies) használtunk. A 

további vizsgálatainkat csak azokkal a mintákkal folytattuk, amelyekből megfelelő 

minőségű RNS-t tudtunk kinyerni, tehát RIN-értékük (RNA integrity number; RNS-

integritásérték) nagyobb volt mint 8. Ezt követően a GeneChip WT PLUS Reagent Kit 

(Thermo Fisher Scientific) által a gyártói javaslatok alapján elvégeztük a minták 

sokszorosítását, mennyiségi meghatározását, fragmentációját és jelölését. Végül 

megtörtént az előkészített termék HTA 2.0 mikroarray-hez (Human Transcriptome Array 

2.0; Humán Transzkriptom Array 2.0, Affymetrix) való hibridizálása. A mosást, festést 

és szkennelést Kalmár és munkatársai által leírt protokoll szerint végeztük [171].  

A nyers adatokat SST-RMA algoritmus használatával normalizáltuk, és a génexpressziós 

változásokat a TAC 4.0 (Transcriptome Analysis Console 4.0; Transzkriptomelemző 

Konzol 4.0, Affymetrix) szoftverrel értékeltük ki. A program segítségével kiszámoltuk a 

szignifikáns (p ≤ 0,05), és a legalább ±1,5 expressziós intenzitáskülönbséget (FC; fold 

change) mutató transzkriptumok számát, valamint a csökkenő és növekvő expressziós 

változások arányát is. A páros összehasonlításhoz a folsavas kísérlet esetében a kezeletlen 

(0 ng/mL) és a 10.000 ng/mL koncentrációval kezelt, a SAM-mal történt kísérletek során 

pedig a 0 és 1 mmol/L SAM koncentrációval ellátott mintákat alkalmaztuk. Ezt követően 

az Ensembl Genome Browser BioMart alkalmazásával annotáltuk az említett 

kritériumoknak megfelelő transzkriptumokat, majd megneveztük a top10 csökkenő és 

növekvő FC-vel rendelkező gént, amelyeket vulkándiagramon ábrázoltunk. A folsavas 

kezelés esetében a kritériumoknak (p ≤ 0,05 és FC ≥ |1,5|) megfelelő génlista alapján 

fehérje-fehérje-kölcsönhatás vizsgálatokat végeztünk a Cytoscape szoftver használatával, 

majd színkódolással jelöltük a génexpressziós változások mértékét. Az érintett gének 

különböző molekuláris útvonalakban történő részvételét a PANTHER 16.0 (Protein 

https://paperpile.com/c/KF78FG/wNKh
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Analysis Through Evolutionary Relationships 16.0; Fehérjeelemzés Evolúciós 

Kapcsolatokon Keresztül 16.0) segítségével határoztuk meg. Az adatokat pedig a GEO 

(Gene Expression Omnibus; Génexpressziós Adatbázis) felületre töltöttük fel, amelyek a 

következő referenciaszámon érhetőek el: GSE186084. A SAM-mal folytatott 

vizsgálataink során 4 molekuláris útvonal esetében kiválasztottuk azokat a géneket, 

amelyek a kontroll és 1 mmol/L SAM-koncentrációval kezelt minták között szignifikáns 

(p ≤ 0,05) és legalább ±1,4 FC értékű változással voltak jellemezhetőek. Hőtérképen 

ábrázoltuk a három kezelési koncentrációnál tapasztalt expressziós különbségeket. Az 

adatok a GSE152870 referenciaszám alatt megtalálhatóak a GEO adatbázisban.  

Végül összevetettük a DNS-metilációs és génexpressziós elemzések során kapott 

génlistákat, hogy összefüggéseket keressünk a promótermetiláció és a génátíródás 

mértéke között. Számszerűsítettük azokat a géneket, amelyek hipermetilált promóter 

esetén csökkent, hipometilált promóter esetén pedig emelkedett expressziós értékkel 

rendelkeztek a kezelés után. 

4.3.5. A sejtvonalak mutációs profiljának vizsgálata teljesexom-szekvenálással 

A DNS-metiláció vizsgálataihoz hasonlóan először DNS-izolálást végeztük, majd 

Nextera DNA Exome Kit (Illumina) használatával végrehajtottuk a könyvtárkészítést 

mintánként 50 ng kiindulási DNS-ből. A tagmentáció, az indexálás és a minta 

sokszorosítása a gyártói utasítások alapján történt. Ezt követően a tisztított könyvtárak 

mennyiségi analízisét Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific) segítségével végeztük el Qubit 1.0 fluoriméteren (Thermo Fisher Scientific). 

A fragmenshossz-eloszlások meghatározása High Sensitivity DNA Chip (Agilent 

Technologies) használatával Bioanalyzer 2100 mikrokapilláris elektroforézis készüléken 

(Agilent Technologies) ment végbe. Az amplifikált, kettősszálú DNS-t tartalmazó 

könyvtáraink szekvenálását NextSeq 500/550 High Output Sequencing Kit (150 cycles) 

(Illumina) használatával NextSeq 500 készüléken végeztük el. 

A szekvenálási adatok minőségi analíziséhez fastQC és multiQC szoftvereket 

használtunk. Miután megbizonyosodtunk róla, hogy a szekvenálás minőségi mutatói 

megfelelőek, a nyers FASTQ file-okat ráillesztettük a hg38 humán referencia genomra a 

BWA-MEM algoritmussal. A mutációkat a Genome Analysis Tool Kit 4.1.4.1 
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programcsomag segítségével határoztuk meg.  Ezen belül az ismétlődő read-eket a Picard 

MarkDuplicates, a csíravonal mutációkat a HaplotypeCaller, a GenomicsDBImport, a 

GenotypeGVCFs, a VariantRecalibrator és az ApplyRecalibration, a szomatikus 

mutációkat pedig a Mutect2 és FilterMutectCalls programok használatával azonosítottuk. 

Egészséges személyek teljesexom-szekvenálási adataiból egy “normál minta panel”-t 

készítettünk a vizsgált mintákhoz hasonlóan. Minden kimutatott mutációt annotáltunk a 

vcf2maf és Ensembl Variant Effect Predictor szoftverek segítségével. A disszertációban 

bemutatott teljesexom-szekvenálási adatok megtalálhatóak az SRA-ban (Sequence Read 

Archive; Szekvenciaolvasó Archívum) a következő azonosítószám alatt: SUB7855933. 

A vizsgálandó géncsoportokat az OnkoKB, valamint WikiPathways adatbázisok 

használatával határoztuk meg.  
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5. EREDMÉNYEK 

5.1. A folsav- és SAM-kezelés hatása a sejtproliferációra, sejtviabilitásra 

és sejtciklusra 

5.1.1. Sejtproliferációs változások 

5.1.1.1. Sejtproliferációs változások folsavkezelés hatására 

A HT-29 sejtek esetén a legmagasabb sejtproliferációs szintet 100 ng/ml folsavpótlás 

hatására mértük (HT-29100: 128,43 ± 24,94%). Ehhez az értékhez képest a 

folsavmegvonás (HT-290: 101,25 ± 13,53%) és a 10.000 ng/ml folsavkoncentráció (HT-

2910.000: 86,06 ± 20,75%) a sejtproliferáció csökkenéséhez vezetett. Az SW480 

sejtvonalban ezzel szemben nem figyeltünk meg jelentős változásokat a különböző 

folsavkoncentrációk esetében (SW4800: 90,96 ± 9,72%, SW480100: 88,75 ± 2,69%, 

SW48010.000: 84,15 ± 10,67%) (9. ábra/a).  

5.1.1.2. Sejtproliferációs változások SAM-kezelés hatására 

A SAM-kezelés mindkét sejtvonalban koncentrációarányosan vezetett a proliferáció 

csökkenéséhez. A változások a kontroll mintákhoz képest szignifikánsak (p ≤ 0,01) voltak 

(HT-290: 98,08 ± 9,71%, HT-290,5: 76,93 ± 4,48%, HT-291: 69,54 ± 7,63%; SW4800: 

100,98 ± 10,88%, SW4800,5: 79,00 ± 16,11%, SW4801: 71,54 ± 21,67%) (9. ábra/b). 

9. ábra. A HT-29 és SW480 sejtek proliferációjának vizsgálata szulforodamin B 

(SRB) teszttel folsav- (a) és S-adenozil-metionin- (b) kezelést követően. Az előbbi 

esetében a sejteket folsavmentes (0 ng/mL), valamint 100 és 10.000 ng/mL folsavtartalmú 
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médiumban tartottuk 72 órán keresztül, míg az utóbbi kísérletben 0, 0,5 és 1 mmol/L S-

adenozil-metionin koncentráció mellett 48 órás inkubációs időt alkalmaztunk. A 

tenyésztőmédiumban tartott sejtek mediánját vettük 100%-nak, és ehhez viszonyítottuk a 

kezelést követő proliferációs változásainkat [172,173]. SAM: S-adenozil-metionin (**p 

≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001). 

5.1.2. Sejtviabilitás-változások 

5.1.2.1. Sejtviabilitás-változások folsavkezelés hatására 

A sejtek viabilitása a folsavkezelés hatására a proliferációs elemzések során észlelt 

eredményekhez hasonlóan változott. A HT-29 sejtekben folsavmentes környezet (HT-

290: 91,57 ± 13,27%) és szuprafiziológiás kezelés (HT-2910.000: 64,06 ± 20,24%) esetén 

is alacsonyabb értékeket kaptunk, mint 100 ng/ml FA-mennyiség alkalmazása mellett 

(HT-29100: 115,81 ± 30,88%). Az SW480 sejtekben azonban az életképesség 90% körül 

volt, függetlenül az alkalmazott folsav dózisától (SW4800: 90,22 ± 9,55%, SW480100: 

90,05 ± 5,03%, SW48010.000: 89,72 ± 11,22%) (10. ábra/a). 

5.1.2.2. Sejtviabilitás-változások SAM-kezelés hatására  

A proliferációs eredményektől eltérően SAM hatására nem tapasztaltunk változásokat a 

sejtek életképességét tekintve (HT-290: 101,92 ± 9,51%, HT-290,5: 103,71 ± 6,94%, HT-

291: 105,07 ± 10,51%; SW4800: 101,80 ± 10,98%, SW4800,5: 102,43 ± 17,54%, SW4801: 

104,76 ± 15,55%). Ha figyelembe vesszük a folsavas kísérlet viabilitási vizsgálatát is, 

megállapíthatjuk, hogy a folsavmentes tápfolyadékban kb. 10%-kal kevésbé voltak 

életképesek a HT-29 és SW480 sejtek, mint a SAM-kezelések alkalmával használt 

folsavtartalmú médiumban (10. ábra/b). 
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10. ábra. A HT-29 és SW480 sejtek életképességének vizsgálata alamarBlue teszttel 

folsav- (a) és S-adenozil-metionin- (b) kezelést követően. Az előbbi esetében a sejteket 

folsavmentes (0 ng/mL), valamint 100 és 10.000 ng/mL folsavtartalmú médiumban 

tartottuk 72 órán keresztül, míg az utóbbi kísérletben 0, 0,5, és 1 mmol/L S-adenozil-

metionin koncentráció mellett 48 órás inkubációs időt alkalmaztunk. A 

tenyésztőmédiumban tartott sejtek mediánját vettük 100%-nak, és ehhez viszonyítottuk a 

kezelést követő viabilitási változásainkat [172]. SAM: S-adenozil-metionin (**p ≤ 0,01). 

5.1.3. Sejtciklus-változások 

5.1.3.1. Sejtciklus-változások folsavkezelés hatására 

A sejtek aránya a különböző fázisokban specifikus volt az adott sejtvonalra, így a HT-29 

mintákban G0/G1-, az SW480 sejtekben pedig S-fázis dominanciát vettünk észre. 

Érdekes módon azonban a folsavkezelés nem befolyásolta lényegesen a sejtciklust (az 

összes HT-29 minta átlaga: 62,51 ± 4,76% a G0/G1-ben, 17,90 ± 4,32% a G2/M-ben és 

19,59 ± 2,12% az S-fázisban; az összes SW480 minta átlaga: 41,31 ± 1,60% a G0/G1-

ben, 0,81 ± 0,66% a G2/M-ben és 57,88 ± 1,59% az S-fázisban) (11. ábra/a). 

5.1.3.2. Sejtciklus-változások SAM-kezelés hatására 

A folsavpótlással ellentétben a SAM használata mellett jelentős változásokat 

figyelhettünk meg a sejtciklus tekintetében. A kezelés hatására mindkét sejtvonal 

esetében szignifikánsan (p ≤ 0,05) csökkent a G0/G1- (HT-29: 50,00 ± 0,81%-ról 23,31 

± 1,58%-ra; SW480: 46,71 ± 4,59%-ról 17,49 ± 1,49 %-ra), valamint nőtt az S- (HT-29: 

39,29 ± 0,28%-ról 59,49 ± 0,25%-ra; SW480: 52,12 ± 2,70%-ról 74,68 ± 1,39%-ra) és 
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G2/M-fázisban (HT-29: 10,76 ± 0,53%-ról 17,21 ± 1,83%-ra; SW480: 1,16 ± 2,01%-ról 

7,83 ± 1,66%-ra) lévő sejtek száma (11. ábra/b). 

11. ábra. HT-29 és SW480 sejtvonalak áramlási citometriával történő vizsgálata 72 

órás folsav- (a) és 48 órás S-adenozil-metionin- (b) kezelést követően. A folsavas 

kísérlet esetében a sejteket folsavmentes tápfolyadékban (0 ng/mL) tartottuk, vagy 100 

és 10.000 ng/mL folsavmennyiséggel láttuk el, míg az S-adenozil-metioninnal folytatott 

kísérleteink 0, 0,5 és 1 mmol/L koncentráció mellett valósultak meg. Oszlopdiagramok 

ábrázolják a sejtek különböző fázisokban történő eloszlását a két kezelőszer hatására 

(a,b), valamint jellegzetes hisztogramok mutatják be a SAM sejtciklusváltozást okozó 

hatását (c) [172,173]. SAM: S-adenozil-metionin (*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01). 

5.2. A folsav- és SAM-kezelés hatása a genom stabilitására 

5.2.1. Mikronukleuszok számának változása 

5.2.1.1. Mikronukleuszok számának változása folsavkezelés hatására 

Az immuncitokémiai vizsgálat alapján a HT-29 sejtek 0,56 ± 0,05%-a rendelkezett 
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mikronukleusszal a folsavmentes környezetben, míg a kapott érték a kezelés hatására 

szignifikánsan (p ≤ 0,01) csökkent (HT- 29100: 0,17 ± 0,05%, HT-2910.000: 0,25 ± 0,09%). 

Ezzel szemben folsavhiány mellett az SW480 sejtek 0,79 ± 0,10%-ának volt 

mikronukleusza, és ezt az arányt a kezelés nem változtatta meg számottevően (SW480100: 

0,74 ± 0,07%, SW48010.000: 0,77 ± 0,16%) (12. ábra/a). 

A DAPI-festés mellett anti-γ-H2AX antitestet is alkalmaztunk, és meghatároztuk a γ-

H2AX pozitivitást mutató mikronukleuszok arányát az összes mikronukleuszhoz 

viszonyítva. Azt tapasztaltuk, hogy a kapott értékre (HT-29: 76,68 ± 3,54%; SW480: 

80,35 ± 6,46%) nem gyakorolt hatást sem a sejtvonal típusa, sem az alkalmazott kezelési 

koncentráció.  

5.2.1.2. Mikronukleuszok számának változása SAM-kezelés hatására 

A két kontroll minta összehasonlításával megállapítottuk, hogy az SW480 sejtek esetén 

lényegesen magasabb volt a mikronukleuszok száma, mint a HT-29 sejtekben (HT-290: 

0,19 ± 0,02%; SW4800: 2,75 ± 0,25%). Ez az eredmény a folsavmentes médiumban tartott 

sejtekhez viszonyítva is kiemelkedőnek bizonyult. A SAM-kezelés szignifikáns (p ≤ 

0,05) változásokat okozott mindkét sejtvonal esetében (HT-290,5: 0,25 ± 0,00%, HT-291: 

0,04 ± 0,01%; SW4800,5: 1,26 ± 0,12%, SW4801: 0,91 ± 0,11%). Az SW480 sejteknél 

azonban nem csupán nagyobb különbségeket tapasztaltunk a HT-29 mintákhoz 

viszonyítva, de a csökkenés jól láthatóan összhangban volt az alkalmazott SAM-

koncentrációval is (12. ábra/b).  

A folsavpótláshoz hasonlóan a SAM-kezelés sem befolyásolta a γ-H2AX pozitív 

mikronukleuszok arányát a két sejtvonalnál.  
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12. ábra. Különböző folsav- (0, 100, 10.000 ng/mL), valamint S-adenozil-metionin- 

(0, 0,5, 1 mmol/L) koncentrációknak kitett HT-29 és SW480 sejtvonalak genomiális 

instabilitásának vizsgálata mikronukleusz-számolással. DAPI-val (4,6-diamidino-2-

phenylindole; 4,6-diamidino-2-fenilindol) és anti-γ-H2AX antitesttel festett lemezeken 

határoztuk meg a mikronukleusszal rendelkező sejtek arányát az összes számolt sejthez 

viszonyítva.  A kapott eredményeket oszlopdiagramon, a jellegzetes γ-H2AX-pozitivitást 

mutató mikronukleuszokat pedig immunképeken mutattuk be a folsav- (a) és az S-

adenozil-metionin- (b) kezelések esetében [172,173]. SAM: S-adenozil-metionin (*p ≤ 

0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001).  

5.2.2. A cometek hosszának változása 

5.2.2.1. A cometek hosszának változása folsavkezelés hatására 

A comet próba alkalmazásakor a csóva DNS-mennyisége szolgált a genomiális károsodás 

mértékének meghatározására. Ez az érték folsavmentes közeg mellett a HT-29 sejtek 

esetében 37,35 ± 3,45% volt, az SW480 sejteknél viszont ennél lényegesen magasabb 

(58,79 ± 0,83%). Kezelés hatására a csóva-DNS % a HT-29 mintákban csökkenést 
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mutatott (HT-29100: 31,23 ± 3,41%, HT-2910.000: 20,07 ± 3,59%), míg az SW480 sejteknél 

nem tapasztaltunk lényeges változásokat (SW480100: 59,84 ± 1,89%, SW48010.000: 58,24 

± 2,56%) (13. ábra/a).  

5.2.2.2. A cometek hosszának változása SAM-kezelés hatására 

A SAM-kezelés nem volt jelentős hatással a HT-29 sejtek csóva-DNS %-ára (HT-290: 

62,29 ± 1,82%, HT-290,5: 59,2 ± 2,12%, HT-291: 59,69 ± 2,81%), azonban szignifikánsan 

(p ≤ 0,01) és koncentrációarányosan csökkentette ezt a paramétert az SW480 sejtekben 

(SW4800: 64,36 ± 5,36%, SW4800,5: 41,84 ± 6,75%, SW4801: 35,01 ± 3,29%) (13. 

ábra/b).  

13. ábra. Különböző folsav- (0, 100, 10.000 ng/mL), valamint S-adenozil-metionin- 

(0, 0,5, 1 mmol/L) koncentrációknak kitett HT-29 és SW480 sejtvonalak genomiális 

instabilitásának vizsgálata comet próbával. Az egysejtes elektroforézis során 

keletkezett csóvák DNS-tartalmának teljes sejtmagi DNS-mennyiséghez viszonyított 

arányát oszlopdiagramok reprezentálják a folsav- (a) és az S-adenozil-metionin- (b) 

kezelések esetében. A diagramok mellett láthatók az adott kísérlethez tartozó jellegzetes 
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csóvák [172,173]. ctrl: kontroll, SAM: S-adenozil-metionin (*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01). 

5.3. A folsav- és SAM-kezelés hatása a DNS-metilációra 

5.3.1. LINE-1 szakaszok DNS-metilációjának változása 

5.3.1.1. LINE-1 szakaszok DNS-metilációjának változása folsavkezelés hatására 

Folsavmentes körülmények között a HT-29 sejtek LINE-1 metilációs szintje 10,54 

%-kal volt magasabb, mint az SW480 sejtek esetén. Folsavpótlást követően azonban 

egyik sejtvonalnál sem figyeltünk meg kiemelkedő változást (HT-290: 59,30 ± 2,90%, 

HT-29100: 61,68 ± 4,17%, HT-2910.000: 60,42 ± 2,12%; SW4800: 48,76 ± 4,93%, 

SW480100: 49,15 ± 6,13%, SW48010.000: 48,73 ± 7,27%) (14. ábra/a).  

5.3.1.2. LINE-1 szakaszok DNS-metilációjának változása SAM-kezelés hatására 

SAM-kezelés esetén ugyanazt figyeltük meg, mint amit a folsavval történő kísérletek 

során is tapasztaltunk. A HT-29 sejtek magasabb metilációs szinttel rendelkeztek a 

kontroll mintákat összehasonlítva, azonban a kezelőszer adása nem változtatta meg 

szignifikánsan ezeket az értékeket (HT-290: 60,40 ± 0,99%, HT-290,5: 59,89 ± 0,68%, 

HT-291: 60,14 ± 0,64%; SW4800: 50,58 ± 0,71%, SW4800,5: 52,08 ± 1,32%, SW4801: 

48,65 ± 0,64%) (14. ábra/b). 

14. ábra. A HT-29 és SW480 sejtek globális DNS-metilációs szintjének 

meghatározása folsav- (a) és S-adenozil-metionin- (b) kezelést követően. Az előbbi 

esetében a sejteket folsavmentes (0 ng/mL), valamint 100 és 10.000 ng/mL 

folsavtartalmú médiumban tartottuk 72 órán keresztül, míg az utóbbi vizsgálat során 0, 
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0,5 és 1 mmol/L S-adenozil-metionin-koncentráció mellett 48 órás inkubációs időt 

alkalmaztunk. A globális DNS-metiláció szintjére a LINE-1 (long interspersed nuclear 

element-1; hosszú közbeiktatott sejtmagi egység-1) retrotranszpozon három különböző 

CpG (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide; citozin-foszfát-guanin dinukleotid) -

helyének átlagos metiláltsági értékéből következtettünk [172,173]. SAM: S-adenozil-

metionin. 

5.3.2. Genomszintű DNS-metilációs változások 

5.3.2.1. Genomszintű DNS-metilációs változások folsavkezelés hatására 

RRBS vizsgálattal azoknak a sejteknek a DNS-metilációs eredményeit hasonlítottuk 

össze, amelyek esetében folsavmentes médiumot vagy 10.000 ng/mL folsavat 

használtunk. Kezelés hatására a hipermetilálódott (HT-29hiper: 3591; SW480hiper: 3698) és 

hipometilálódott (HT-29hipo: 3432; SW480hipo: 3422) CpG-helyekkel rendelkező gének 

száma egy sejtvonalon belül, és a két sejttípus között is hasonló volt (15. ábra/a). A 

metilációs helyek többsége mindkét sejtnél a heterokromatin (HT-29: 27,57%; SW480: 

31,61%), valamint az aktív (HT-29: 22,29%; SW480: 20,29%) és gyenge (HT-29: 

18,57%; SW480: 17,81%) promóter szakaszokra esett (15.ábra/b). A KEGG útvonal-

analízis eredményei alapján elsősorban a karcinogenezisben szerepet jásztó gének voltak 

érintettek a metilációs változások által mindkét sejtvonal esetén (15.ábra/c). 
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15. ábra. A 10.000 ng/mL folsavkoncentrációval 72 órán keresztül kezelt HT-29 és 

SW480 sejtek genomszintű DNS-metilációs elemzése a folsavmentes (0 ng/mL) 

tápfolyadékban tartott mintákhoz viszonyítva. Az RRBS (Reduced Representation 

Bisulfite Sequencing; csökkentett reprezentáltságú biszulfitszekvenálás) módszer 

használatával először meghatároztuk azoknak a géneknek a számát, amelyek vizsgált 

CpG- (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide; citozin-foszfát-guanin dinukleotid) 

helyein metilációs változás történt. A „hiper” és „hipo” halmazok jelölik a 

hipermetilálódott, valamint a hipometilálódott CpG helyekkel rendelkező géneket. A 

közös halmazban azoknak a géneknek a száma látható, amelyekben mindkét fajta 

metilációs változáson átesett CpG-sziget megtalálható (a). A kördiagramok a kezelés 

hatására megváltozott metilációs státusszal bíró helyek pozícióját ábrázolják a genom 

különböző régióiban (b). A hőtérképen pedig az a 10 KEGG útvonal található, 

amelyekben a legtöbb metilációs változás által érintett gén vesz részt (c) [172]. DMS: 

differentially methylated site; megváltozott metilációs értéket adó hely, hiper: 

hipermetiláció, hipo: hipometiláció, KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; 

Kiotói Gén és Genom Enciklopédia, transzkr.: transzkripció. 
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5.3.2.2. Genomszintű DNS-metilációs változások SAM-kezelés hatására 

Az RRBS vizsgálat során kezeletlen és 1 mmol/L SAM-koncentrációval kezelt mintákat 

használtunk. A metiláció által érintett gének száma lényegesen magasabb volt a HT-29 

sejtek esetében az SW480-hoz, valamint a folsavas kezelés mintáihoz viszonyítva is. 

Emellett ebben a sejtvonalban enyhe eltérés mutatkozott a hipometilálódó gének javára 

(HT-29hiper: 8333; HT-29hipo: 8753), míg az SW480 sejteknél a két csoport génjeinek 

száma (SW480hiper: 6407; SW480hipo: 6407) megegyezett (16. ábra/a). A HT-29 sejtek 

esetében dominánsan a heterokromatin régióban következtek be metilációs változások 

(38,56%), amit a represszor szakasz követett (13,17%), míg az SW480 sejteknél az aktív 

(31,24%) és a gyenge promóterekben (20,80%) tapasztaltuk a legtöbb változó metilációt 

mutató helyet (16. ábra/b). Az útvonalelemzés a folsavkezeléshez hasonlóan itt is 

rávilágított arra, hogy a SAM adása a DNS-metiláció tekintetében elsősorban a 

karcinogenezisben részt vevő géneket érinti (16. ábra/c).  

16. ábra. Az 1 mmol/L S-adenozil-metionin-koncentrációval 48 órán keresztül kezelt 

HT-29 és SW480 sejtek genomszintű DNS-metilációs elemzése a kontroll (0 mmol/L) 

mintákhoz viszonyítva. Az RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing; 

csökkentett reprezentáltságú biszulfitszekvenálás) módszer használatával először 

meghatároztuk azoknak a géneknek a számát, amelyek vizsgált CpG- (cytosine-
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phosphate-guanine dinucleotide; citozin-foszfát-guanin dinukleotid) helyein metilációs 

változás történt. A „hiper” és „hipo” halmazok jelölik a hipermetilálódott, valamint a 

hipometilálódott CpG-helyekkel rendelkező géneket. A közös halmazban azoknak a 

géneknek a száma látható, amelyekben mindkét fajta metilációs változáson átesett CpG-

sziget megtalálható (a). A kördiagramok a kezelés hatására megváltozott metilációs 

státusszal bíró helyek pozícióját ábrázolják a genom különböző régióiban (b). A 

hőtérképen pedig az a 10 KEGG útvonal található, amelyekben a legtöbb metilációs 

változás által érintett gén vesz részt (c). DMS: differentially methylated site; megváltozott 

metilációs értéket adó hely, hiper: hipermetiláció, hipo: hipometiláció, KEGG: Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes; Kiotói Gén és Genom Enciklopédia, transzkr.: 

transzkripció. 

A SAM-kezelés következtében kialakuló DNS-metilációs változásokat a promóter 

szakaszokra eső CpG-szigetekben Illumina EPIC BeadChip módszerrel elemeztük. 

Arra a top 10 hipo- és hipermetilálódó CpG helyre fókuszáltunk, amelyek a legnagyobb 

metilációs változást (Δβ) mutatták a kezelés hatására. Kedvező hatásúnak bizonyult 

azoknak a géneknek (HT-29: DTX1, GATA4, SEZ6L, TP53INP1; SW480: HAAO, 

TAL1) a csökkent metilációja, amelyek hipermetilációja az irodalmi adatok szerint 

összefüggésben volt a daganatos progresszióval (17. ábra). 
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17. ábra. A Bead Chip módszerrel detektált legnagyobb hipo- vagy hipermetilációs 

változást (Δβ) mutató CpG- (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide; citozin-

foszfát-guanin dinukleotid) helyek (próbák) a HT-29 és SW480 sejtvonalakban, 

48 órás 0,5, valamint 1 mmol/L S-adenozil-metionin-kezelést követően [173].  

5.4. A folsav- és SAM-kezelés hatása a génexpresszióra 

5.4.1. Génexpressziós változások folsavkezelés hatására 

Megfigyeltük, hogy a folsav adását követően a csökkent kifejeződést mutató 

transzkriptumok száma dominált, ami főként a HT-29 sejteknél volt szembetűnő (HT-29: 

78,82% alul- és 21,18% felülexpresszálódott; SW480: 60,60% alul- és 39,40% 

felülexpresszálódott) (18. ábra/a). Azonban a megváltozott expresszióval rendelkező 

transzkriptumok száma (HT-29: 458; SW480: 769) és a változások mértéke (FC) is az 

SW480 sejtekben bizonyult nagyobbnak. A HT-29 sejtekben a HES1 gén két 
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transzkriptuma (TC03001071.hg, TC03002732.hg) rendelkezett a legmagasabb FC-

értékkel (FC: 4,98 és 3,27), míg a FAM95B1 gén (TC01003063.hg, TC09001384.hg) 

mutatta a legnagyobb expressziós csökkenést (FC: −3,15 és −3,15) a kezelést követően. 

Az SW480 sejtvonalban az SLC7A11 gén kifejeződésében figyeltük meg a legnagyobb 

növekedést (FC: 5,12), a CCL2 (FC: −5,90) génben pedig a legnagyobb csökkenést 

folsavadás után (18. ábra/b).  

18. ábra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human 

Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) módszerrel 72 órás 10.000 ng/mL folsavpótlást 

követően. A kördiagramok a kezelés hatására emelkedett, illetve csökkent kifejeződést 

mutató transzkriptumok százalékos arányát jelölik (a). Vulkándiagramon tüntettük fel azt 

a 10-10 gént, amelyek sejtvonalanként a legnagyobb expressziós változással 

rendelkeznek. A szürke pontok ábrázolják a HTA 2.0 chip által detektálható 

transzkriptumokat, míg a szignifikáns (p ≤ 0,05) és magasabb, mint 1,5-ös, valamint 

alacsonyabb, mint −1,5-ös intenzitásváltozást (fold change) mutató géneket piros és kék 

pontokkal jelöltük (b) [172].  

Folsavpótlást követően nem tapasztaltunk szignifikáns transzkriptomikai változásokat 

https://paperpile.com/c/KF78FG/uyip
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ismert biokémiai folyamatokban. A PANTHER klasszifikációs rendszer segítségével 

lefuttatott elemzés által a PDGF (platelet-derived growth factor; vérlemezke eredetű 

növekedési faktor) útvonal bizonyult a leginkább érintettnek a HT-29 sejtvonalban, 

amelynek hét génje (FOSB, RAB11B, SRGAP1, SRGAP2, SRGAP2B, SRGAP2C és 

STAT3) változott a kritériumainknak (p ≤ 0,05 és FC ≥ |1,5|) megfelelően. Ezen gének 

mindegyike felülexpresszálódott a kezelés hatására. Az SW480 sejteket illetően a 

„kemokinek és citokinek által közvetített gyulladásos útvonal”-nál (inflammation 

mediated by chemokine and cytokine signaling) figyeltük meg a legmarkánsabb 

folsavhatást, ugyanis 5 génjének (CCL2, CCL7, CCL20, ITGA2 és PLCG2) expressziója 

mutatott eltérést. Az ITGA2 kivételével mindegyiknek csökkent az expressziója.  

A Cytoscape alkalmazással készített fehérje-fehérje-kölcsönhatási hálózat, amely a 

vizsgált gének által kódolt fehérjék közötti kapcsolatrendszert ábrázolja, összetettebb volt 

az SW480 sejtvonalban a HT-29-hez viszonyítva (HT-29: 113 csomópont és 82 

összeköttetés; SW480: 186 csomópont és 221 összeköttetés). A kapcsolatok száma 

alapján a HT-29 sejteknél a YWHAZ (11 összeköttetés), míg az SW480 sejteknél a TNF 

(27 összeköttetés) volt a hálózat kulcsfehérjéje (19. ábra).  

19. ábra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak Cytoscape szoftverrel létrehozott fehérje-

fehérje-kölcsönhatási hálózata 72 órás 10,000 ng/mL folsavkezelést követően. A 

kapcsolatrendszer azokat a fehérjéket ábrázolja, amelyek kódoló génjei a folsavpótlás 

hatására szignifikáns (p ≤ 0,05) és ≥ |1,5| expressziós intenzitásváltozást (FC; fold 
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change) mutatnak. A transzkripció szintjét színkódolással jelöltük (sötétkék: FC ≤ −2, 

világoskék: FC ≥ −2 és ≤ −1,5, rózsaszín: FC ≥ 1,5 és ≤ 2, piros: FC ≥ 2) [172]. 

5.4.2. Génexpressziós változások SAM-kezelés hatására 

SAM-kezelés hatására a HT-29 sejtekben közel egyforma arányban fordultak elő az 

emelkedett (50,17%) és csökkent (49,83%) kifejeződést mutató transzkriptumok. Ezzel 

szemben az SW480 sejteknél jelentősen domináltak azok, amelyeknek növekedett az 

átíródása (26,21% alul- és 73,79% felülexpresszálódott). Az érintett transzkriptumok 

száma (HT-29: 2290; SW480: 2598) a folsavas kísérletekhez hasonlóan itt is az SW480 

sejtek esetében volt magasabb, azonban ezek az értékek többszörösei voltak annak mint, 

amit a folsavpótlást követően mértünk (20. ábra/a). A pozitív és negatív irányú változások 

kiterjedtségében szintén lényegesen nagyobb különbségek mutatkoztak a SAM-kezelés 

hatására a folsav adásához képest. A HT-29 sejtek esetében a MIR4521 génhez társítható 

transzkriptumoknak (TC06001447.hg, TC15001239.hg, TC06001356.hg, 

TC06000222.hg, TC06000239.hg) detektáltuk a legnagyobb pozitív irányú változását 

(FC: 50,64, 50,64, 47,78, 45,3, 39,75), a legalacsonyabb FC-értéket pedig a SNORD82 

génnél (TC02002862.hg) figyeltük meg (FC: −20,22). Az SW480 sejtekben a CST4 gén 

(TC20000717.hg) expressziója növekedett a legnagyobb mértékben (FC: 30,60) és 

csakúgy, mint a folsav adását követően, a CCL2 gén (TC17000383.hg) esetében 

tapasztaltuk a legmagasabb intenzitáscsökkenést (FC: −9,47) (20. ábra/b).  

https://paperpile.com/c/KF78FG/uyip
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20. ábra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human 

Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) módszerrel 48 órás 1 mmol/L S-adenozil-

metionin-adást követően. A kördiagramok a kezelés hatására emelkedett, illetve 

csökkent kifejeződést mutató gének százalékos arányát jelölik (a). Vulkándiagramon 

tüntettük fel azt a 10-10 gént, amelyek sejtvonalanként a legnagyobb expressziós 

változással rendelkeznek. A szürke pontok ábrázolják a HTA 2.0 chip által detektálható 

transzkriptumokat, míg a szignifikáns (p ≤ 0,05) és magasabb, mint 1,5-ös, valamint 

alacsonyabb, mint −1,5-ös intenzitásváltozást (fold change) mutató géneket piros és kék 

pontokkal jelöltük (b).  

A SAM nem csak az érintett gének számát és kifejeződésük mértékét tekintve volt 

jelentős hatással a transzkripcióra, hanem a mintázatát illetően is. A kezelés ugyanis 

számottevően befolyásolt több tumorprogresszió szempontjából kiemelt jelentőséggel 

bíró útvonalat. Az első ilyen jellegű metabolikus rendszer, amit vizsgáltunk egy Bakhoum 

és munkatársai által összeállított kromoszomálisan instabil ráksejtekre jellemző 

EMT/migráció/metasztázis géncsoport volt [174]. Ezen gének közül mindegyik, amelyik 

megfelelt a kritériumainknak (p ≤ 0,05 és FC ≥ |1,4|), alacsonyabb expressziót mutatott a 

kezelés hatására (21. ábra/a). Következő lépésként a kolorektális karcinogenezisre 

https://paperpile.com/c/KF78FG/pB6c
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jellemző EMT-t vizsgáltuk meg, és azt tapasztaltuk, hogy a folyamatban részt vevő gének 

nagy hányadának csökkent a kifejeződése (21.ábra/b). Érdemes külön kiemelni az 

említett folyamatokban meghatározó szerepet játszó TGFB1-et, amely mindkét sejtvonal 

esetében előkelő helyet foglalt el a kezelés hatására csökkenő expressziót mutató gének 

listáján (HT-29: −6,91; SW480: −4,52).  

21. ábra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human 

Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) módszerrel 0, 0,5, valamint 1 mmol/L S-

adenozil-metionin- (SAM) koncentráció 48 órás alkalmazása mellett. A 

génexpressziós vizsgálat során a Bakhoum és munkatársai által összeállított 

kromoszomálisan instabil ráksejtekre jellemző epiteliális-mezenchimális tranzíció 

(EMT)/migráció/metasztázis géncsoportot [174] (a), valamint a kolorektális 

karcinogenezisre jellemző EMT útvonalat (b) ábrázoltuk hőtérképen. Csak azokat a 

transzkriptumokat jelenítettük meg, amelyek szignifikáns (p ≤ 0,05) és ≥ |1,4| 

intenzitásváltozást mutattak a 0 és 1 mmol/L SAM-koncentrációval kezelt minták 

https://paperpile.com/c/KF78FG/pB6c
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összehasonlításakor. Az oszlopok az alkalmazott SAM-dózisokat, a sorok pedig a HTA 

2.0 által detektálható géntranszkriptumokat jelölik. A zöld szín az expresszió 

csökkenésre, a piros szín pedig a növekedésre utal [173]. 

Megfigyeltük, hogy SAM-kezelés hatására a tumorprogresszióban szerepet játszó 

útvonalak mellett a genomiális stabilitásért felelős gének is jelentős expressziós 

változásokat mutattak. A DDR útvonal esetében mindkét sejtvonalnál csökkent számos 

gén, köztük az CASP8, PRKDC és SFN expressziója (22. ábra/a). A 

hisztonmódosulásokban részt vevő gének kifejeződése azonban eltérően változott a két 

sejtvonalban. Míg a HT-29 sejteknél a SETD2 kivételével mindegyik gén expressziója 

csökkent, az SW480 mintákban inkább az intenzitásnövekedés volt jellemző a kezelést 

követően (22. ábra/b).  

22. ábra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human 

Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) módszerrel 0, 0,5, valamint 1 mmol/L S-

adenozil-metionin- (SAM) koncentráció 48 órás alkalmazása mellett. A 

https://paperpile.com/c/KF78FG/2sEV
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génexpressziós vizsgálat során a DNS-károsodásra reagáló (DDR; DNA damage 

response) (a), valamint a hisztonmódosulásokban részt vevő útvonalakat (b) ábrázoltuk 

hőtérképen. Csak azokat a transzkriptumokat jelenítettük meg, amelyek szignifikáns (p ≤ 

0,05) és ≥ |1,4| intenzitásváltozást mutattak a 0 és 1 mmol/L SAM-koncentrációval kezelt 

minták összehasonlításakor. Az oszlopok az alkalmazott SAM-dózisokat, a sorok pedig 

a HTA 2.0 által detektálható géntranszkriptumokat jelölik. A zöld szín az expresszió 

csökkenésre, a piros szín pedig a növekedésre utal [173].  

5.5. A promótermetilációs és génexpressziós változásokra vonatkozó 

eredményeink összevetése 

A következőkben megvizsgáltuk, hogy a kritériumaink (p ≤ 0,05 és FC ≥ |1,5|) szerinti 

intenzitáskülönbséggel rendelkező gének expressziója összefüggésben áll-e a promóterük 

szignifikáns (p ≤ 0,05) metilációs változásaival a kezeléseket követően. Tehát kíváncsiak 

voltunk arra, hogy tapasztalunk-e az adott génben promóter-hipermetiláció esetén 

csökkenést, és -hipometiláció esetén növekedést a transzkripcióban. 

5.5.1. A promótermetilációs státusz és a génexpresszió együttes változása 

folsavkezelés hatására 

A HT-29 sejtekben négy (ATG16L1, NABP1, RPPH1 és TCEAL1), az SW480 sejtekben 

pedig öt (EIF4G2, IFI6, NEU3, RAB31 és SESN3) gén promóterének metilálódásához 

tudtunk csökkenő expressziós értékeket társítani. A promóter-hipometiláció a HT-29 

mintákban tíz (BIVM, DHRS3, ERBB3, LGALS3, MAPKAP1, ROR1, SKIL, SLC39A8, 

TMBIM6 és TUBB2B), az SW480 sejtvonalnál azonban nyolc (FOSL1, NBPF8, NR2F1, 

NTSR1, SERPINB1, SNRNP70, STC2 és WDR1) génnél volt összeegyeztethető a 

megnövekedett transzkripcióval.  

5.5.2. A promótermetilációs státusz és a génexpresszió együttes változása SAM-

kezelés hatására 

A SAM-kezelés hatására a fentebb ismertetett eredményekhez képest lényegesen 

szorosabb kapcsolatot találtunk a promótermetiláció és a génexpresszió között. A HT-29 

sejtekben 193, az SW480 sejtekben pedig 216 gén promóterének hipermetilációja volt 

egyidejűleg megfigyelhető csökkent kifejeződésével. A kezelés következtében 

https://paperpile.com/c/KF78FG/2sEV
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hipometilálódó promóter régió, és ezzel párhuzamosan a megnövekedett expressziós 

intenzitás a HT-29 sejtekben 102, az SW480 sejtekben azonban 204 gént érintett. A 

korábban bemutatott karcinogenezissel összefüggő útvonalak génjei közül átfedést 

tapasztaltunk a promótermetiláció és a génexpresszió között a BCL2L1, IGFBP4, LRP5 

esetében a HT-29 sejtvonal vizsgálatakor, valamint a FN1, GSK3B, JAG1, LRP5, LRP6, 

NIP1, RBPJ, SHC1, TGFB1, TGFBR1 esetében az SW480 sejtvonalban. A genetikai 

instabilitás tekintetében a HT-29 sejtekben a CDK4, CDK5, SETD2, SFN és SMYD2, az 

SW480 sejtekben pedig a HUS1, RAD50, SMYD2 és SMYD5 gének mutattak ilyen irányú 

összefüggést.  

5.6. A sejtvonalak mutációs profiljának felállítása az onkogének és az 

1C metabolizmus génjeinek vonatkozásában 

Teljesexom-szekvenálással vizsgáltuk meg a folsav- és a SAM-kezelés hatását a 

sejtvonalak mutációs számára. A folsavmentes médiumban tartott sejtekhez képest a 

10.000 ng/mL folsavkezelés a HT-29 sejtekben 195-tel (HT-290: 9822, HT-2910.000: 

10.017), az SW480 sejtekben pedig 131-gyel (SW4800: 8091, SW48010.000: 8222) növelte 

meg ezt az értéket. A SAM két koncentrációjának (0 és 1 mmol/L) alkalmazása esetén 

nem vettünk észre számottevő különbséget a kapott eredményekben sem a HT-29 (HT-

290: 9522, HT-291: 9649), sem az SW480 esetén (SW4800: 8141, SW4801: 8175). Az 

azonban megállapítható, hogy a HT-29 sejtek mindkét kísérletben legalább 1300-zal 

magasabb mutációs számmal rendelkeztek, mint az SW480 sejtvonal.  

Ezt követően megvizsgáltuk a tumorprogresszióban és az 1C metabolizmusban szerepet 

játszó gének mutációs profilját. Először azokra a génekre fókuszáltunk, amelyek 

feltehetően onkogén funkciót látnak el az OnkoKB adatbázis alapján. Számos 

hasonlóságot vettünk észre a sejtvonalak között, ugyanis mindkettő sejttípus ARID4B, 

DNMT3B, ERBB2, HLA-A, HLA-B, KDR, KIT, KMT2C, MLH1 és TP53 mutáns volt 

ugyanarra az allélra. Azonban csak a HT-29 bizonyult BRAF, EGFR, PIK3CA, SMAD4 

mutánsnak, és egyedül az SW480 sejteknél mutattunk ki KRAS, valamint MSH6 mutációt 

(2. táblázat).  

2. táblázat. A HT-29 és SW480 sejtvonalak onkogénjeinek exomszekvenálás által 

elemzett mutációs profilja. A vizsgálatból az intronikus variánsok kizárásra kerültek, és 
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a táblázat csak azokat a mutált géneket tartalmazza, amelyek az OnkoKB adatbázis 

alapján potenciálisan onkogénnek tekinthetők. A szürke színek jelölik a mutációkat az 

adott variánsok esetén [173]. *: nonszensz mutáció, =: csendes mutáció, fs*: frameshift 

mutation; kereteltolódásos mutáció. 

 

Végül megvizsgáltuk azoknak a géneknek az érintettségét, amelyek az 1C metabolizmus 

enzimeit kódolják. A 30 vizsgált fehérje közül kilencnél volt megfigyelhető valamilyen 

mutáció a HT-29 és szintén kilencnél az SW480 sejtekben, míg nyolc mutáció mindkét 

sejtvonalat érintett. A tanulmányozott enzimek közül a folsav- és SAM-hatás 

szempontjából az MTHFR-nek és a DNMT-knek van a legnagyobb jelentősége. A 

szekvenálási adatokból kiderült, hogy a HT-29 sejtek heterozigóták az MTHFR enzim 

C677T (A222V) és A1298C (E429A) variánsaira, az SW480 sejtek pedig homozigóták a 

C677T (A222V) variánsra. A DNS-metiláló enzimek esetében kimutattuk, hogy a 

DNMT1 az SW480 sejtekben, a DNMT3b pedig mindkét sejtvonalban mutált volt (3. 

táblázat).  

3. táblázat. A HT-29 és SW480 sejtvonalak mutációs profilja az 1C (egy szénatomos) 

ciklus génjeinek tekintetében. A vizsgálandó gének csoportját a WikiPathways 

adatbázis segítségével határoztuk meg. Az elemzésből az intronikus variánsok kizárásra 

https://paperpile.com/c/KF78FG/2sEV
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kerültek, és a táblázat csak a mutált géneket tartalmazza. A szürke színek jelölik a 

mutációkat az adott variánsok esetén. =: csendes mutáció, mutated: mutált, de nem 

annotálható variáns. 
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6. MEGBESZÉLÉS 

PhD-munkám során két metildonor, a folsav és a SAM vastagbélráksejtekre kifejtett 

hatásának vizsgálatával foglalkoztam. Ezen molekulák elsősorban a metilcsoportjuk 

átadásával kapcsolatos reakcióikról ismeretesek, azonban biokémiai szerepük ennél 

lényegesen szerteágazóbb [25,35].  

A folsav amellett, hogy részt vesz a SAM bioszintézisében, fontos eleme a nukleotidok, 

valamint a fehérjék képződésének [35]. A SAM pedig univerzális metildonor szerepéből 

kifolyólag, nem csak epigenetikai szabályozást lát el, hanem metiláció által segíti az RNS, 

a hormonok, a foszfolipidek, vagy a neurotranszmitterek működését [25,26]. Emellett az 

aminopropilációs és transzszulfurációs reakciók megvalósulását is lehetővé teszi 

[25,151]. Nem meglepő tehát, hogy mindkét molekula nélkülözhetetlen a megfelelő 

sejtfunkciókhoz, ezáltal az egészségi állapotot is befolyásolják [25,35].  

Széleskörű hatásmechanizmusuk okán többféle kórállapot kezelésére használják őket. 

Folsavpótlás hatására megelőzhetővé, vagy akár gyógyíthatóvá válik a megaloblasztos 

anémia, a kardiovaszkuláris és neuropszichiátriai megbetegedések, valamint a szülészeti 

komplikációk és fejlődési rendellenességek is [125-128]. A SAM pedig alkalmas többek 

között a depresszió, az Alzheimer-kór, az intrahepatikus epepangás, a májkárosodás, 

továbbá az oszteoartrítisz kezelésére [25,158-160]. Daganatos megbetegedések esetén 

szerepük azonban jelentősen különbözik. A SAM-ról kutatási eredmények alapján 

kijelenthető, hogy jótékony a tumorok progressziójának mérséklésében, azáltal, hogy 

képes epigenetikai újraprogramozást végrehajtani a daganatos sejtekben [158,161-164]. 

A folsavat azonban a DNS-szintézisben és a DNS-metilációban betöltött kettős szerepe 

miatt úgy ismerhetjük, mint a tumorgenezis kétélű kardját [139]. Egészséges egyénekben 

ugyanis megakadályozza a nukleotidok szintjében fellépő aránytalanságot, valamint a 

globális hipometilációt, tehát használatával megelőzhető a genomiális instabilitás 

kialakulása [35,124,139]. Azonban a nukleotidok fokozott képzésével és a 

tumorszuppresszor gének promóterének metilálásával elősegítheti a már meglévő tumor 

progresszióját [35,175,176].  

Ezen folyamatok háttere még nem teljesen tisztázott, ezért kutatásunkban célul tűztük ki, 

hogy molekuláris biológiai módszerek széles repertoárjával több szempontból is 

https://paperpile.com/c/KF78FG/2bcV+GCW7
https://paperpile.com/c/KF78FG/GCW7
https://paperpile.com/c/KF78FG/jOgX+2bcV
https://paperpile.com/c/KF78FG/2bcV
https://paperpile.com/c/KF78FG/2bcV
https://paperpile.com/c/KF78FG/l3N2
https://paperpile.com/c/KF78FG/2bcV
https://paperpile.com/c/KF78FG/bkFG
https://paperpile.com/c/KF78FG/4QYh
https://paperpile.com/c/KF78FG/GCW7
https://paperpile.com/c/KF78FG/GCW7
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megvizsgáljuk két humán vastagbélrák sejtvonal folsav- és SAM-kezelést követő 

változásait.  

A sejtvonalak kiválasztásánál arra törekedtünk, hogy a leggyakoribb CRC kialakulási 

útvonal, a CIN jellegzetességeit mutassák, azonban a tumor heterogenitás vizsgálata 

szempontjából rendelkezzenek alapvető genomiális és epigenomiális különbségekkel 

[63]. Így a CIN+, CIMP+ és BRAF mutáns HT-29, és a CIN+, CIMP− és KRAS mutáns 

SW480 sejtek használata mellett döntöttünk [101,177,178]. A vizsgált sejtvonalak a 

CRC-k transzkriptomikai jellegzetességein alapuló CMS osztályozás szerint is külön 

csoportba tartoznak. Ennek alapján a HT-29 sejtek a metabolikai szabályozási zavarral 

jellemzett CMS3, míg az SW480 sejtek a TGFβ/integrin útvonal aktivációt, EMT-t, 

valamint erőteljes stromális inváziót és angiogenezist mutató CMS4 osztály részét 

képezik [101,177]. 

Mindkét kezelőszert három különböző mennyiségben alkalmaztuk. Folsavval folytatott 

kísérleteinkben a folsavmentes közeg (0 ng/mL) mellett a fiziológiás pótlással 

biztosítható 100 ng/mL, valamint egy szélsőségesen magas folsavdózis, a 10.000 ng/mL 

adására került sor [166]. SAM esetében irodalmi adatokra és korábbi citotoxicitási 

eredményeinkre támaszkodva 0, 0,5 és 1 mmol/L koncentrációt alkalmaztunk 

[162,167,168]. A metodikák kiválasztásánál olyan szempontok vizsgálatát céloztuk meg, 

amelyeket eddigi ismereteink alapján a folsav és a SAM befolyásolhat. 

6.1. A folsav- és SAM-kezelés hatása a sejtproliferációra, sejtviabilitásra 

és sejtciklusra 

A folsav 100 ng/mL mennyiségben történő alkalmazásakor a HT-29 sejtekben jelentős 

emelkedést tapasztaltunk a proliferációt és a viabilitást illetően a másik két kezelési 

koncentrációhoz képest. A jelenség, amelynek hátterében feltételezhetően a folsav 

nukleotidszintézisben betöltött szerepe állhat, összhangban volt a Pellis és munkatársai 

által tett megfigyelésekkel [166,175]. Érdekes módon azonban a szuprafiziológiás 

folsavadás a folsavmentes közegben tartott sejtekhez képest is alacsonyabb proliferációs 

és viabilitási értékeket idézett elő. Korábbi kutatások azt bizonyították, hogy hasonló 

folsavmennyiség használata mellett a CRC (HT-29, COLO-25, LoVo), valamint 

endotheliális és orrgarattájéki daganatsejtek ugyanilyen változásokat mutattak. A kapott 
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eredményeket pedig a folátreceptor-α által szabályozott ERK (extracelluláris szignál 

regulált kináz) útvonal aktiválódásával magyarázták [179-181]. Az SW480 sejtekben a 

proliferáció és a viabilitás tekintetében sem figyeltünk meg változásokat folsavadást 

követően. Farias és munkatársai szintén rávilágítottak arra, hogy az SW480 sejtek 

eltérően reagáltak a folsavkezelésre, mint más CRC sejtvonalak (HCT116, LS174T) 

[139]. Bár a HT-29 és SW480 sejtek különböztek a sejtciklus fázisok eloszlását illetően, 

a folsavpótlás ebben nem okozott kiemelkedő változást.   

A SAM-kezelésről korábban már bebizonyították, hogy hatékonyan képes megfékezni a 

daganatsejtek, köztük a HT-29 sejtvonal osztódását [182]. Az eredményeink összhangban 

voltak ezzel az állítással, ugyanis koncentrációarányosan és magas 

szignifikanciaértékekkel csökkent a proliferáció mindkét sejtvonal esetén. A SAM 

azonban nem volt hatással a minták életképességére. A sejtciklusváltozások 

vonatkozásában szintén hasonlóságot figyeltünk meg a HT-29 és SW480 sejtvonalak 

között, ugyanis a G0/G1-fázis rovására szignifikánsan nőtt az S- és G2/M-fázis sejtjeinek 

száma. A sejtek a kezelés hatására legnagyobb számban az S-fázisban halmozódtak fel, 

amiből a DNS-hibajavítás aktiválódására utaló, intra-S-ellenőrzőpont működésbe 

lépésére következtettünk [56].  

6.2. A folsav- és SAM-kezelés hatása a genom stabilitására 

A nukleotidok számában bekövetkező egyensúlytalanság és a globális DNS-metiláció 

szintjének csökkenése a genom integritásának hanyatlását idézhetik elő [20,183]. A 

folsav pótlása mindkét, a SAM-kezelés pedig az utóbbi körülmény helyreállítását 

célozhatja meg [25,26,107]. Így a következő vizsgálati tárgykörünket a genomiális 

stabilitás képezte, amelyhez mikronukleusz-számolást és comet próbát alkalmaztunk. Azt 

elöljáróban kijelenthetjük, hogy a HT-29 sejtek kezeléstől függetlenül magasabb 

genomiális stabilitással rendelkeztek, mint az SW480 sejtvonal, ami vélhetően CIMP-

pozitivitásukkal volt magyarázható. 

Folsavpótlás hatására a mikronukleusz szám és a DNS-csóva hossza is szignifikánsan 

csökkent a HT-29 sejtvonalban. Tehát hasonlatosan Catala és munkatársai vastagbélhám- 

és kötőszöveti sejteken végzett kísérletéhez, a folsav adása növelte a genom integritását 

[184]. Ezzel szemben a kezelés nem okozott lényeges változást az SW480 sejtekben.  
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A folsavas kísérleteinkkel szemben a SAM-kezelés a HT-29 helyett elsősorban az SW480 

sejtekre hatott, hiszen ezekben a mintákban mind a mikronukleusz számot, mind a DNS-

csóva hosszát csökkentette. Ramírez és munkatársai leírták, hogy a SAM a globális 

hipometiláció mérséklésén túl a mikrotubulusok metilálásában betöltött szerepének 

köszönhetően is növelheti a genom integritását. Ez utóbbi folyamat ugyanis 

kromatinkondenzációhoz vezetve megakadályozhatja a kromoszómavesztést, avagy a 

mikronukleusz-képződést a sejtosztódás során [185,186].  

6.3. A folsav- és SAM-kezelés hatása a DNS-metilációra 

A két általunk alkalmazott molekula metildonor funkciót lát el, tehát jelentős szerepük 

van a DNS-metilációban. Míg a SAM közvetlenül szolgáltatja metilcsoportját a DNS 

számára, a folsav ezt kizárólag a SAM szintézisén keresztül teheti meg [35]. Feltehetőleg 

ez a biokémiai összefonódás az oka annak, hogy a kezelőszerek hasonló mintázatú 

eltéréseket okoztak a metilomban a metiláció irányultságának, valamint az érintett 

útvonalaknak és genomiális régióknak a tekintetében. A SAM-kezelés esetében azonban 

a változó metilációt mutató gének száma lényegesen nagyobb volt, mint amit a folsav 

használatával mértünk. A tapasztalt párhuzamok miatt a két molekula DNS-metilációra 

kifejtett hatását az alábbiakban egyidejűleg ismertetjük. 

Kezeléstől függetlenül megfigyeltük, hogy CIMP-státuszukkal összefüggésben a HT-29 

sejtek magasabb globális DNS-metilációs szinttel rendelkeztek, mint az SW480 

sejtvonal. Érdekes módon azonban ez az érték nem változott meg számottevően folsav- 

és SAM-pótlást követően, hasonlóan Stempak és munkatársai HCT116 és Caco-2 CRC 

sejtvonalakon végzett folsavas vizsgálataihoz [187]. Felvetődik tehát a kérdés, hogy mi 

lehet az oka annak, hogy a metildonorpótlás látszólag nem befolyásolja a DNS-metiláció 

szintjét. Ezen ellentmondás tanulmányozására genomszintű vizsgálatot végeztünk RRBS 

módszer használatával. Azt tapasztaltuk, hogy mind a folsav, mind a SAM adása közel 

egyenlő mértékben okozott hiper- és hipometilációt egy sejtvonalon belül. Így habár 

nagyszámú metilációs változás történt a kezelések hatására, az érintett gének száma 

kiegyenlítette egymást. A másik fontos kérdés, hogy miért nem voltak meghatározó 

többségben a hipermetilációs folyamatok a metildonor molekulák adását követően. Ennek 

hátterében a SAM már említett metilom modulátor szerepe keresendő, amelyet először 
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Wang és munkatársai vetettek fel [161]. Ezen elmélet szerint a SAM nem tisztán 

hipermetiláló, hanem inkább epigenomikai újraprogramozó feladatot tölt be a daganatos 

sejtekben rövidtávú alkalmazása esetén [161].   

Az érintett genomiális régiók szempontjából folsavkezelésnél nem vettünk észre lényeges 

különbséget a két sejtvonal között, ugyanis más tanulmányokhoz hasonlóan főként a 

heterokromatin régióban halmozódtak fel a DMS-ek, amit a gének kifejeződése 

szempontjából fontos promóter régiók követtek [188,189]. A SAM-kezelés azonban ettől 

eltérő képet adott, továbbá különbözött a két sejtvonal esetén is. Míg a HT-29 sejtekben 

a DMS-ek dominánsan a heterokromatin, majd a represszor és promóter szakaszokon 

dúsultak fel, az SW480 sejteknél főként a promóter, majd a heterokromatin régiókra 

estek.   

A KEGG útvonalelemzés kimutatta, hogy a karcinogenezishez szorosan kötődő 

folyamatokat (PI3K-Akt [190], MAPK [191], RAP1 [192], aktin citoszkeleton 

szabályozás [193]) érintették leginkább a DNS-metilációs változások mindkét kezelőszer 

és sejtvonal esetén. Eredményeink tehát megerősítették azokat a kutatásokat, amelyek a 

SAM szelektív, daganatprogressziót gátló hatásairól számoltak be [158,161].  A SAM a 

tumorsejtekben ugyanis elősegítheti a genomiális hipermetilációt, elcsendesítheti a 

protoonkogéneket és aktiválhatja a tumorszuppresszor géneket [162,163,165]. Ez utóbbit 

támasztotta alá a BeadChip vizsgálatunk is, amelyben arra a top 10 hipo- és 

hipermetilálódó promóter szakaszra fókuszáltunk, amelyek SAM-kezelést követően a 

legnagyobb metilációs változást mutatták. Ezek közül néhány gén (DTX1 [194], GATA4 

[195], HAAO [196], SEZ6L [197], TAL1 [198] és TP53INP1 [199]) SAM által indukált 

csökkent metilációja rendkívül előnyösnek mutatkozott, ugyanis hipermetilációjukat 

összefüggésbe hozták korábban a tumorprogresszióval.  

6.4. A folsav- és SAM-kezelés hatása a génexpresszióra 

A promóter szakaszok metilációs státusza kiemelt jelentőséggel bír a génexpresszió 

szempontjából, ezért tanulmányunkat genomszintű transzkriptomikai vizsgálattal 

egészítettük ki [178].  

Megfigyeltük, hogy 10.000 ng/mL folsavpótlás hatására mindkét sejtvonalban a 
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csökkenő expresszióval jellemezhető transzkriptumok száma került túlsúlyba. Az SW480 

sejtek esetében nem csak a változások száma és kiterjedtsége, hanem a módosult 

kifejeződést mutató gének által kódolt fehérjék kapcsolatrendszere is lényegesen nagyobb 

volt, mint a HT-29 sejtvonalban. A top 10 emelkedett és csökkent expressziós 

különbséggel rendelkező gének vizsgálatakor azt tapasztaltuk, hogy közülük három 

(CCL2 [200], HES1 [201] és STAT3 [202]) meghatározó szerepet játszik a DNS-

hibajavításban. Míg a HES1-nek és STAT3-nak nőtt az expressziója a HT-29 sejtekben, a 

CCL2-t a folsavkezelés elcsendesítette az SW480 mintákban. Ez a transzkriptomikai 

különbség magyarázattal szolgálhat a sejtvonalak között tapasztalt eltérő hibajavítási 

készségre. 

A szuprafiziológiás folsavkezelés nem okozott szignifikáns transzkriptomikai 

változásokat egyik ismert biokémiai folyamatban sem. Fehérje-fehérje-kölcsönhatási 

vizsgálatokkal azonban megállapítottuk, hogy a HT-29 sejtekben a YWHAZ, az SW480 

sejtekben pedig a citokinkódoló TNF voltak a hálózat kulcsfehérjéit expresszáló gének, 

amelyek mindketten szignifikáns (p ≤ 0,05) expressziós csökkenést mutattak a 

folsavpótlás hatására. A YWHAZ egy onkogén, amely összefüggésben áll a korábban 

említett ERK és PI3K-Akt útvonalakkal. Képes elősegíteni a sejtosztódást, migrációt és 

áttétképzést számos daganat esetén, így gátlása klinikai szempontból is előnyös, valamint 

megmagyarázhatja a HT-29 sejtek folsavkezelést követő alacsonyabb proliferációs rátáját 

az SW480-hoz képest [203].  

Az 1 mmol/L SAM-kezelés a HT-29 sejtekben egyforma mértékben idézett elő 

emelkedett és csökkent kifejeződést, azonban érdekes módon az SW480 sejtekben 

jelentős dominanciát mutattak a kritériumaink szerint felülexpresszálódó gének. 

Figyelembe véve, hogy ennél a mintacsoportnál volt a legjelentősebb a promóter 

szakaszok érintettsége a metilációs változások által, éppen ellenkező transzkriptomikai 

változásokat vártunk volna. A SAM alkalmazása a folsavhoz hasonlóan az SW480 

sejtekre volt nagyobb hatással. A SAM-kezelés azonban, mind a változó expressziót 

mutató gének száma, mind a változások mértéke alapján messze felülmúlta a folsav által 

okozott transzkriptomikai hatásokat.   

A 10 legnagyobb expressziós különbséggel jellemzett gén vizsgálata során 

megállapítottuk, hogy a máj- [204], vese- [204,205] és gyomorkarcinómákban [206] 
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bizonyítottan tumorszuppresszor hatással bíró MIR4521-nek mindkét sejtvonalban nőtt a 

kifejeződése SAM adását követően. A kezelés hatására a tumorprogresszióban szerepet 

játszó KRT19 [207], NTSR1 [208,209], RBMX [210,211], RPS3 [212,213] és SNHG8 

[214,215] mutatott csökkent expressziót a HT-29 sejtekben. Az SW480 sejtvonalban 

pedig az ANO1 [216,217], CCL2 [218-221], GXYLT2 [222,223], NUP210 [224], PRR11 

[225,226] és TGFB1 [217,227,228] gének elcsendesítésével figyeltük meg a SAM 

jótékony hatását a daganatos folyamat gátlásával kapcsolatban.  

Ismert, hogy a SAM képes szelektíven befolyásolni azokat az útvonalakat, amelyek a 

tumorsejtet megkülönböztetik az egészségestől [158,161]. Vizsgálataink alátámasztották 

ezt a tényt, ugyanis a kezelés eredményesen hatott több karcinogenezissel összefüggő 

mechanizmusra. Ezek közül meghatározó jelentőségű volt a Bakhoum és munkatársai 

által összeállított EMT/migráció/metasztázis géncsoport, amelyben minden 

kritériumainknak megfelelő génnek csökkent a kifejeződése SAM hatására [174]. Ezt 

követően a CRC progressziójában szerepet játszó EMT-génekre fókuszáltunk, amelyek 

nagy része szintén alacsonyabb expressziót mutatott a kezelést követően. Kiemelten 

előnyösnek bizonyult az említett két tumorprogressziós útvonal azon génjeinek (CXCL1 

[229], FN1 [230], FOXQ1 [231], ITGB1 [232], MSN [233], TGFB1 [234], TMPRSS4 

[235] és VIM [236]) gátlása, amelyek klinikailag is bizonyítottan részt vesznek a tumorok 

növekedésében. Közülük a TGFB1 mutatta a legnagyobb expressziós csökkenést, 

amelyről ismert, hogy míg az egészséges sejtekben védő szereppel bír, az előrehaladott 

daganatos folyamatokban támogatja a progressziót [217,227,228].  

Transzkriptomikai szempontból a SAM-kezelés a karcinogenezis útvonalai mellett a 

genomiális stabilitás fenntartásáért felelős géneket is jelentősen érintette. A DDR 

folyamatban részt vevő gének nagy részének csökkent a kifejeződése, amely alól kivételt 

jelentett a CHEK1 a HT-29-ben, a CCND2 és RAD50 az SW480-ban, valamint a HUS1 

mindkét sejtvonalban. A SAM útvonal a kromatin átrendeződése révén biztosítja a DNS-

hibajavítás megfelelő menetét [55]. Ezért a hisztonfehérjéket kódoló, valamint a 

módosulásukban szerepet játszó gének transzkriptomikai vizsgálatát is elvégeztük.  Az 

SW480 esetében megfigyeltük a hisztonmodifikáló útvonalak aktiválódását, ami ezen 

sejtvonal eredményesebb hibajavító mechanizmusát magyarázhatja a HT-29-cel 

szemben.  
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A páros összehasonlítások (folsav: 0-10.000 ng/mL; SAM: 0-1 mmol/L) során változó 

gének közül csupán egy, az SFN (stratifin) volt érintett mindegyik mintacsoportban. 

Érdekes módon egyedül a folsavval kezelt SW480 sejtekben nőtt a kifejeződése, a többi 

kondíció esetén viszont csökkenést tapasztaltunk. Az SFN-ről szóló irodalmak nem 

egységesek. Egyes tanulmányok úgy mutatják be, mint egy p53 és p21 által szabályozott 

tumorszuppresszor gént, amely képes megállítani a sejtciklust, ezáltal fontos szerepet 

játszik a hibajavításban [237-239]. Ezzel szemben néhány kutatási eredmény azt 

bizonyítja, hogy nagyobb mennyiségben expresszálódik tüdő-, petefészek-, máj- és 

emlődaganatsejtekben az egészséges szövetekhez viszonyítva, és emellett elősegíti a 

tumorok növekedést is [240-243].  

6.5. Promótermetilációs és génexpressziós változásokra vonatkozó 

eredményeink 

Következő lépésként összevetettük az RRBS és HTA elemzésekkel kapott 

eredményeinket, hogy kapcsolatot állíthassunk fel a kezelőszerek promótermetilációs 

változást előidéző hatása és a génexpressziós eltérések között. A folsavkezelést követően 

a HT-29 sejtekben 14, az SW480 sejtekben pedig 13 gén promóterének hipo- vagy 

hipermetilációja volt összefüggésben emelkedett vagy csökkent kifejeződésével. Ez a 

szám viszonylag alacsony az összes vizsgált transzkriptomhoz képest, ezért 

valószínűsítjük, hogy a folsav elsődlegesen nem a promóterre hatva fejti ki génszabályozó 

képességét. Price és munkatársai felvetése alapján ennek hátterében egyéb 

mechanizmusok pl. hisztonmetiláció is állhatnak [244].  

Eredményeink azt bizonyították, hogy SAM alkalmazása mellett lényegesen nagyobb 

hatással volt a kezelés által megvalósuló promótermetilációs változás a génexpresszióra, 

mint amit a folsavnál tapasztaltunk. Ilyen irányú korrelációt ugyanis a HT-29 sejtekben 

295, az SW480 sejtekben pedig 420 gén esetében detektáltunk. Ezt a jelenséget 

önmagában megmagyarázhatná az a tény, hogy a SAM lényegesen nagyobb mértékű 

metilációs és expressziós változásokat okozott, mint a folsav. Azonban hangsúlyozandó, 

hogy a két folyamatban érintett gének számának egymáshoz viszonyított aránya szintén 

a SAM-kezelés esetében volt magasabb. Emellett a korábban ismertetett 

EMT/migráció/metasztázis, CRC-hez köthető EMT és genomiális instabilitás útvonalak 

génjeinek is meghatározó hányada (HT-29: 8 gén; SW480: 14 gén) mutatott összefüggést 

https://paperpile.com/c/KF78FG/89qL
https://paperpile.com/c/KF78FG/UiFl
https://paperpile.com/c/KF78FG/DDlS
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promótermetilációs státusza és kifejeződésének mértéke között. Figyelembe véve, hogy 

számos gén esetében ez a korreláció nem állt fenn, azt feltételezzük, hogy a metilom 

modulálása mellett a folsavhoz hasonlóan a SAM is képes egyéb mechanizmusok által 

befolyásolni a génexpressziót. Ezt a felvetést Mahmood és munkatársai, valamint 

Schmidt és munkatársai is leírták emlő- és prosztatarák sejteken végzett kísérleteik 

kapcsán [163,245].  

6.6. A sejtvonalak mutációs profilja az onkogének és az 1C 

metabolizmus génjeinek vonatkozásában  

Végezetül meghatároztuk a két sejtvonal mutációs profilját az onkogének és az 1C 

metabolizmusban érintett gének vonatkozásában teljesexom-szekvenálás segítségével. A 

CIN útvonal elsőként inaktiválódó génje, az APC a HT-29 és az SW480 sejtvonalban is 

mutálódott [63]. A daganatos progresszió további lépéseire jellemző TP53 mutációt 

mindkét sejtvonalban megfigyeltük, azonban csak a HT-29 sejtek hordoztak BRAF, 

EGFR, PIK3CA és SMAD4 mutációt, és KRAS, valamint MSH6 érintettséget csupán az 

SW480-ban sikerült leírnunk [63,72,91]. Az 1C ciklus génjeinek szekvenálásával a HT-

29 sejtekben heterozigótaságot állapítottunk meg az MTHFR gén C677T és A1298C 

variánsára, ami potenciálisan az enzim működésének 40-50%-os csökkenését 

eredményezheti [121]. Ezzel szemben az SW480 sejtek a C677T variánsra bizonyultak 

homozigótának, amely 50-60%-kal alacsonyabb enzim aktivitáshoz is vezethet a vad 

típushoz képest [26]. Emellett kimutattuk, hogy a DNMT1 csak az SW480 sejtekben, 

azonban a DNMT3b mindkét sejtvonalban mutált volt. Megfigyelhető tehát, hogy az 

MTHFR, DNMT1 és DNMT3b gének mutációs érintettsége az SW480 sejtek esetében 

meghatározóbb volt a HT-29-hez viszonyítva. Ez a különbség feltételezéseink szerint 

szoros összefüggésben áll a két sejtvonal között tapasztalható eltérő globális DNS-

metilációs értékekkel, és ezáltal a CIMP-státuszukkal. 

6.7. Legfontosabb új megállapítások  

1. A folsav fiziológiás koncentrációban (100 ng/mL) növeli a HT-29 sejtek 

proliferációját és viabilitását, a folsavmegvonáshoz (0 ng/mL), valamint a 10.000 

ng/mL folsavpótláshoz képest. Ellenben a folsavkezelés az SW480 mintákra ilyen 

téren nincs hatással, és a két sejtvonal sejtciklusát sem befolyásolja.  

https://paperpile.com/c/KF78FG/PUV9
https://paperpile.com/c/KF78FG/AHnW
https://paperpile.com/c/KF78FG/AHnW
https://paperpile.com/c/KF78FG/bkvi
https://paperpile.com/c/KF78FG/jOgX
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A SAM koncentrációarányosan csökkenti mindkét sejtvonal osztódását és 

emellett S-fázis-megállást idéz elő. A sejtek viabilitása azonban nem változik 

SAM-adás hatására. 

2. A HT-29 sejtek alapvetően magasabb DNS-integritási értékkel rendelkeznek, 

mint az SW480 sejtvonal. A folsav pótlása a HT-29, míg a SAM-kezelés az 

SW480 sejtek genomiális stabilitását növeli meg nagyobb mértékben. 

3. CIMP-státuszukkal összefüggésben a HT-29 sejtek nagyobb globális DNS-

metilációs szintet mutatnak, mint az SW480 sejtvonal. Bár ezekre az 

átlagértékekre a folsav- és a SAM-kezelés nincs szignifikáns hatással, mégis 

nagyszámú metilációs változás történik a genomban, amely megközelítőleg 

azonos mennyiségű hipo- és hipermetilációt foglal magában. A kezelőszerek 

hasonló módon befolyásolják a metilomot, tehát mindkét molekula elsősorban a 

heterokromatin és promóter régiókra hat, valamint főként a karcinogenezishez 

kapcsolható útvonalakban eredményez epigenetikai újraprogramozást. 

4. A folsav és a SAM adása figyelemre méltó génexpressziós eltérésekhez vezet, 

amelyek összefüggésbe hozhatók a sejtek kezelést követően detektált 

proliferációs és hibajavítási aktivitásával. Míg ezen folyamatokat érintően a folsav 

néhány gén (pl. HES1, STAT3 és YWHAZ) transzkripcióját változtatja meg, a 

SAM képes teljes útvonalak gátlására (EMT/migráció/metasztázis) vagy 

aktiválására (hiszton módosulás). 

5. A SAM a DNS-metiláció és a génexpresszió tekintetében is lényegesen nagyobb 

mértékű módosulásokat képes előidézni, mint a folsav. Habár a kezeléseket 

követően számos gén promótermetilációs státusza összefüggésbe hozható 

kifejeződésének szintjével, a génexpressziós változások hátterében egyéb 

folsavhoz és SAM-hoz köthető hatásokat (pl. hisztonmetiláció) is 

valószínűsítünk.  

6. Az onkogének (pl. BRAF és KRAS) és az 1C ciklus génjeinek (pl. MTHFR, 

DNMT1, DNMT3b) tekintetében a HT-29 és SW480 sejtek mutációs profilja 

számos különbséget mutat, amelyek hozzájárulnak a sejtvonalak kezelésekre 

adott eltérő válaszához.  
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7. KÖVETKEZTETÉSEK 

PhD-munkám során két metildonor szerepet betöltő molekula, a folsav és a SAM önálló, 

valamint egymáshoz viszonyított hatását vizsgáltam különböző genetikai és epigenetikai 

háttérrel rendelkező vastagbélrák sejtvonalakban (HT-29 és SW480). A kapott adatok 

nagy részét alátámasztották a molekulákkal kapcsolatos eddigi ismereteink és a korábbi 

tanulmányok, azonban számos új eredménnyel sikerült bővítenünk ezt a 

tudományterületet.  

Kutatásunk alatt megfigyeltük, hogy a folsav a DNS-szintézisben és -metilációban 

betöltött kettős szerepéből kifolyólag változatosan hatott a sejtek működésére. Ellenben 

a SAM igazolt antitumor hatásainak köszönhetően kiszámíthatóan és eredményesen 

szorította vissza a karcinogenezissel összefüggő folyamatokat. 

A folsav a biokémiai alapmechanizmusokat tekintve nem befolyásolta szignifikánsan az 

SW480 sejteket, azonban hatott a HT-29 sejtvonal osztódási aktivitására és 

életképességére, emellett növelte ezen sejtvonal genomiális stabilitását. A SAM adása 

ezzel szemben mindkét sejttípus esetében mérsékelte a proliferációt és S-fázis-

megálláshoz vezetett, ugyanakkor főként az SW480 sejtekben idézett elő jól detektálható 

javulást a genom integritásában. A két sejtvonal között tapasztalt különböző válaszokat 

az eltérő génexpressziós változásokkal magyarázhatjuk. A folsavkezelés ugyanis a HT-

29 sejtekben csökkentette a proliferációban szerepet játszó YWHAZ génhez köthető 

útvonalak aktivitását és növelte a hibajavítás génjeinek (HES1, STAT3) kifejeződését az 

SW480-nal szemben. A SAM ugyanakkor mindkét sejtvonalban mérsékelte a 

tumorprogressziós útvonalak transzkripcióját, valamint aktiválta a hibajavításhoz 

szükséges kromoszómaátrendeződés génjeit az SW480 sejtekben.  

A folsav a SAM prekurzor molekulájának tekinthető a DNS-metilációs folyamatokban. 

Feltételezéseink szerint ez a fennálló biokémiai kapcsolatrendszer vezetett a kezelőszerek 

hasonló, a SAM-mal korábban már összefüggésbe hozott, metilommodifikáló hatásához. 

Használatuk ugyanis elsősorban a karcinogenezis útvonalaiban eredményezett 

epigenetikai újraprogramozást, amely során a hipo- és hipermetilációs változások 
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szintjében viszonylagos egyensúlyt tapasztaltunk. Bár a kezelést követően 

összefüggéseket találtunk a promóter szakaszok metilációs státusza és a transzkripció 

esetleges növekedése vagy csökkenése között, mégis azt valószínűsítjük, hogy egyéb 

folsav és SAM által előidézett mechanizmusok (pl. hisztonmetiláció) is szerepet 

játszottak a génexpresszió szabályozásában.  

Exomszekvenálási adataink rávilágítottak arra, hogy nem csupán az onkogének, de az 1C 

ciklus génjeinek mutációs profilját illetően is lényeges különbségek voltak a sejtvonalak 

között, amelyek potenciálisan befolyásolhatják a metildonor molekulák felhasználását. 

Ez vezethetett ahhoz, hogy a HT-29 és SW480 sejtek eltérően reagáltak az alkalmazott 

kezelőszerekre.  

A folsavat évtizedek óta széles körben alkalmazzák az onkológiai ellátásban 

kemoterápiás kezelések segédmolekulájaként. A SAM pedig, az általa előidézett előnyös 

hatásokból kifolyólag, nagy valószínűséggel a daganatos betegek terápiájának része lesz 

a közeljövőben. A sejtvonalak különböző reakciója a metildonorokra felhívja a figyelmet 

a tumor heterogenitás jelentőségére. Ezért a személyre szabott orvoslás térhódításával 

érdemes lenne előzetes molekuláris diagnosztikai vizsgálatokkal a betegek folsav- és 

SAM-kezelésre adott válaszának felmérése a hatásos terápiás kimenetel szempontjából. 
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 

A globális DNS-metiláció szintjének csökkenése és a promóterspecifikus hipermetiláció 

a vastagbélrákok jellegzetes epigenetikai sajátossága. Amellett, hogy hozzájárulnak a 

genomiális instabilitáshoz és az onkogének fokozott expressziójához, a 

tumorszuppresszor géneket is elcsendesíthetik. Ezen jelenségek esetleges 

visszafordíthatósága ösztönzött minket arra, hogy a gyógyászatban széleskörűen 

alkalmazott metildonor molekulák, azaz a folsav és a SAM, rövidtávú hatását vizsgáljuk 

HT-29 és SW480 vastagbélrák sejtvonalakon. A DNS-metilációban betöltött szerepén túl 

a folsav a DNS-szintézisben is elengedhetetlen, a SAM pedig számos biokémiai folyamat 

prekurzora. Így egy olyan kísérletsorozatot terveztünk, amely lehetővé tette a 

kezelőszerek által előidézett változások átfogó vizsgálatát modern molekuláris biológiai 

technikák használatával. A folsav a sejtbiológiai alapfolyamatokat tekintve inkább a HT-

29 sejtekre volt hatással, amelyek közül a proliferációt és viabilitást fiziológiás 

koncentrációban növelte, a genomiális instabilitást pedig mindkét alkalmazott dózisban 

csökkentette. Ezzel szemben a SAM lelassította a két sejtvonal osztódási ütemét és 

megállította a sejtciklust S-fázisban, a genom integritását viszont főként az SW480 

sejtekben növelte. Biokémiai kapcsolatukból kifolyólag a kezelőszerek hasonló DNS-

metilációs változásokat eredményeztek, ugyanis közel egyforma mértékben okoztak 

hipo- és hipermetilációt, ami főként a heterokromatin és promóter régiókat érintette. 

Emellett megfigyeltük, hogy elsősorban a karcinogenezishez köthető útvonalakban 

idéztek elő epigenetikai újraprogramozást. A kezeléseket követő transzkriptomikai 

módosulások összefüggésben voltak a sejtproliferációs és genomintegritásra vonatkozó 

eredményeinkkel. A SAM esetében ez az expressziós változás kiemelkedő volt, ugyanis 

mindkét sejtvonalban gátolta a tumorprogresszióban szerepet játszó útvonalakat. A gének 

kifejeződését a kezelőszerek a promótermetiláción túl egyéb folyamatokon keresztül is 

szabályozták. A két sejtvonal eltérően reagált a metildonorokra, aminek hátterében nagy 

valószínűséggel különböző mutációs profiljuk áll. A kapott adataink alátámasztják a 

folsav, és támogatják a SAM létjogosultságát a daganatok metilom módosítás által történő 

kezelésében. Azonban az eredményes terápiás kimenetel érdekében érdemes figyelembe 

venni az általunk is tapasztalt tumor heterogenitás jelentőségét. 
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9. SUMMARY 

Global DNA hypomethylation and promoter-specific hypermethylation are characteristic 

features of colorectal cancer. Along with genomic instability, the increased expression of 

oncogenes and silencing of tumor suppressors can also be attributed to them. The 

potential reversibility of these processes encouraged us to detect the short-term effects of 

two methyl donor molecules widely used as therapeutics (i.e., folic acid and SAM) on 

HT-29 and SW480 colorectal cancer cell lines. Besides being involved in DNA 

methylation, folic acid is essential for nucleotide synthesis, while SAM is the precursor 

of multiple biochemical reactions. Therefore, we designed a series of experiments that 

enabled us to comprehensively analyze the treatment-induced alterations using modern 

molecular biological techniques. Considering the cellular maintenance processes, mainly 

HT-29 cells were influenced by folic acid treatment. Its physiological dose caused 

elevated proliferation and viability levels in this cell line; moreover, it increased genomic 

stability in both concentrations. However, SAM reduced the proliferation rate and 

induced S phase arrest in the applied cell lines, but it primarily promoted the genome 

integrity of SW480 cells. The treatments resulted in similar DNA methylation changes 

due to the biochemical link between folic acid and SAM. Consequently, we observed that 

both molecules caused hypo- and hypermethylation in a relatively equal proportion that 

was mainly located in the heterochromatin and promoter regions. Additionally, this 

epigenetic reprogramming dominantly affected pathways related to carcinogenesis. The 

treatment-induced transcriptomic changes were in conjunction with the detected cell 

proliferation and genome integrity results. The expression alterations were particularly 

spectacular in the case of SAM, as this molecule could efficiently inhibit the tumor 

progression-related pathways. We also hypothesized that the treatments regulated gene 

expression through variable processes other than promoter methylation. The two cell lines 

responded differently to the methyl donors, which could be referred to their individual 

mutational patterns. Our results undeniably support the application of folic acid and SAM 

in cancer treatment through methylome modification; however, the recognized tumor 

heterogeneity is worth considering in order to achieve a successful therapeutic outcome. 
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professzor úrnak, Dr. Pipek Orsolyának és Dr. Medgyes-Horváth Annának, a 



111 
 

bioinformatikai elemzésekben nyújtott segítségükért; 

– házi bírálómnak, Dr. Tőke Juditnak, dolgozatom alapos áttekintéséért; 

– végül, de nem utolsó sorban családomnak, akik biztos hátteret teremtettek számomra 

és mindvégig szeretettel támogattak munkám során, valamint barátaimnak, akik 

mellettem álltak és hittek bennem. Sikerült a terv! 

 

 

 

 

 

 

 


