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2. BEVEZETES
2.1. DNS-metil4cié

2.1.1. Az epigenetika alapjai

Az epigenetika fogalmat Conrad Waddington alkotta meg 1942-ben [1]. Epigenetikai
tajképnek nevezett modellje szerint a sejtek differencialédasuk soran a gének és a
kornyezeti hatasok altal egyiittesen kijeldlt utvonalon haladnak végig (1. abra) [2,3]. A
gorog eredetii epigenetika kifejezés ‘epi’ elétagja (jelentése: valami felett) arra utal, hogy
ez a tudomanyteriilet a DNS-szekvencian ‘feliili’, tehat magasabb szintii szabalyozassal
foglalkozik. Az epigenetikai modosulasok ugyanis képesek ugy befolyasolni a genom
altal kodolt informacio6 kifejezddését, hogy nem valtoztatjadk meg a nukleotidok sorrend;jét
a DNS-ben [4-6]. Igy, habar minden sejtink ugyanazzal a genetikai alloméannyal
rendelkezik, megjelenésiikben és funkcidjukban, azaz fenotipusukat tekintve, 1ényeges
kiilonbségeket mutatnak szovettipusonként [2,4,7-9]. Ez teszi lehetévé a tobbsejtii

¢l6lények kornyezethez torténd alkalmazkodasat [10].

=

pluripotens

multipotens

: unipotens

1. abra. Conrad Waddington epigenetikai tajképe. A modell egy volgyekkel tagolt
hegyoldalon leguruld iiveggdmbon keresztiil ismerteti a valaszutakat, amelyek elé a
sejtek differencialodasuk soran érkeznek. A végleges fenotipust a kdrnyezeti hatdsok a
génekkel kolcsonhatasban alakitjak ki. A kiillonbozo sejtfejlodési stadiumok a kép jobb
oldalan talalhatoak. Az abra Hochedlinger és Plath (2009) alapjan modositva készilt [11].
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Waddington idejében még nem volt ismeretes az epigenetikai szabalyozas pontos
molekularis hattere, de azota szamos kutatasnak koszonhetéen vilagossa valt, hogy a

genotipus €s fenotipus kozotti kapcsolat harom modon valdsulhat meg:
1. hisztonfehérjéket érintd modosulasok altal (metilacio, acetilacio, foszforilacio,
ribozilacio, ubikvitinacid, szumoilacid vagy citrullinacio);
2. DNS-metilacioval;
3. nem kodoldé RNS-szakaszok (pl. mikroRNS) segitségével (2. abra) [10,12].

hisztonfehérjék

- \‘ - r r
kromoszéma v\ hisztonmodosulasok

4.“‘&"

—
S~—
DNS
mRNS fehérje
— ﬂTnTrr — > 4

DNS-metilacio nem kodolé RNS

2. abra. Az epigenetikai szabalyozas formai. A genetikai kod kifejez6dése megvaltozhat
hisztonmodosulasok, DNS-metilacido és nem kodolé RNS-szakaszok altal. Az abra

Gerhauser (2013) alapjan modositva készilt [13].

2.1.2. A DNS-metilacié szerepe

Az emberi genom leggyakrabban el6forduld és egyuttal leginkabb kutatott epigenetikai
eseménye a DNS-metilacid, ami a promoéter szakaszokat érintve a gének
elcsendesitéséhez vezet [14,15]. A transzkripcidé gatlasanak két modja van. Az egyik
lehetdség a represszor proteinek (pl. hiszton-deacetildz, hiszton-metiltranszferaz és
metilkoto fehérje) toborzéasa a metilacid helyére, a masik pedig a transzkripcios faktorok

promoter régidkhoz torténd kotddésének megakadalyozasa. Végeredményben, erdsebbé
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valik a hisztonfehérjék (H2A, H2B, H3, H4) és a koré csavarodd DNS kozotti kapcesolat,
ami noveli ennek a funkciondlis egységnek, azaz a kromatinnak a tomorségét

(heterokromatin) (3. 4bra) [5,16-18].

csokken az atirodas

promoter exon zart kromatin

U eoosssss— —790000)—

né az atirédas
promoter exon nyitott kromatin

Ll oo )9 1)—

metilalt CpG nem metilalt CpG

3. dbra. A promoétermetilacios statusz és a génexpresszié kozott fennallé kapcsolat.
Mig a metilalt promoter szakasz a génatirddas csokkenéséhez vezet a kromatin
tomorségének novelése altal, a promoter-hipometilacio ezzel ellentétes folyamatokat idéz
elé. Az abra Yang és munkatarsai (2016) alapjan modositva késziilt [19]. CpG: cytosine-

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

A kromoszéma integritasdnak szempontjabol elonyds, ha a DNS-metilacié az
intergénikus szakaszokat csendesiti el [5]. A human genom 45%-a ugyanis ugralo
genetikai  elemekbdl, azaz transzpozonokbol all, amelyek aktivalodasukkal
véletlenszertien épiilhetnek be a génekbe, ezaltal mutaciokat, valamint genomialis
instabilitast eléidézve [5,17,20]. Az egyik legismertebb transzpozon a LINE-1 (long
interspersed nuclear element-1; hosszii kozbeiktatott sejtmagi egység-1), amely
egészséges korlilmények kozott erdsen metilalt. Azonban, ha aktivalodik, az altala kodolt
MRNS-16l reverz transzkripcid segitségével tavoli kromoszomalis régiokba épiilhet be

[21].

A DNS-metilaciéo a génexpresszid és a kromatinstruktura szabalyozdsan tal szerepet

jatszik tobbek kozott az imprinting mechanizmusaban és az X kromoszoma
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inaktivaciojaban is [20]. Az el6bbi lehetové teszi, hogy csak az anyai, vagy csak az apai
allél maradjon transzkripcionalisan aktiv egy adott gén esetében, mig az utdbbi képes
elcsendesiteni az egyik X kromoszomat, hogy ne alakuljon ki ardnytalansag a két nem

kozott az atirodo gének szamaban [22].

2.1.3. A DNS-metilacié folyamata

A DNS-metilacié kozel 100%-ban a CpG- (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide;
citozin-foszfat-guanin dinukleotid) helyeken torténik meg, tehat olyan citozin
nukleobazisokat érint, amelyeket guanin kdvet a DNS-szekvenciaban [5,6,14]. A CpG-
helyek leggyakrabban a megkozelitéleg 1000 bazispar hosszisagl, konzervalt
szekvenciaval birdé CpG-szigeteken beliill talalhatok. A DNS-metilacié fontos
szabalyozasi szerepébdl kifolyolag a promoterek 70%-a bovelkedik ezekben a genomialis

egységekben [5].

A DNS-metil-transzferaz (DNMT) enzimek altal katalizalt folyamat soran a citozin
nukleotidok pirimidingy(iriijének 5. szénatomjara metilcsoport keriil, amit az S-adenozil-
metioninnak (SAM) nevezett molekula szolgaltat (4. abra). A keletkezett 5-metil-citozin
(5mC) a nukleinsavak csupan 1%-at teszi ki [1,5,14,23-26].

4. abra. A DNS-metilacio biokémiai hattere. A metilacié a guanint megel6z6 citozin
pirimidingyiirijének 5. szénatomjan torténik meg. A metilcsoportot az S-adenozil-
metionin adja, amely a DNS-metil-transzferaz enzimek altal katalizalt folyamat soran S-
adenozil-homociszteinné alakul. Az abra Wilmanns €s munkatarsai (1980) alapjan

modositva késziilt [27]. SAH: S-adenozil-homocisztein, SAM: S-adenozil-metionin.
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Harom folyamat Osszhangja hatarozza meg a sejtek DNS-metilacidos mintazatat: a

kialakit6 (de novo) metilacio, a fenntarté metilacio, valamint a demetilacio [28].

1. Az 1j metilacids mintazat létrehozasaért a DNMT3a és 3b enzimek felelnek. Az
elobbi csaknem minden sejtben megtaldlhatd, mig az utdbbi jellemzéen nem
expresszalodik a differencidlt szovetekben. Tehat a DNMT3b elsésorban az
embrionadlis fejlodéshez sziikséges és feltételezések szerint kiemelt szerepet
jatszik a tumorok kialakulasaban is [5,13].

2. A DNMT]1 feladata a sziil6i DNS-szal metilacidos mintdzatdnak lemésoldsa az
utddszalakra a replikacid soran, ennélfogva fenntartd tipust DNMT-ként tartjuk
szamon [5,13].

3. A demetilacios folyamat megvaldsulhat aktiv vagy passziv mdédon. Az aktiv
demetilaciohoz mindenképpen enzimatikus reakci6 sziikséges. Nincs olyan
enzim, amelyrdl egyértelmiien ismert lenne, hogy képes hasitani az erds kovalens
kotést. Helyette kémiai reakciok sorozata kovetkezik be enzimrendszerek
kozremiikodésével, mint amilyen tobbek kozott az AID/APOBEC (activation-
induced cytidine deaminase/ apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic
polypeptide; aktivacié altal indukalt citidin-deaminaz/ apolipoprotein B mRNS
szerkeszté enzim, Katalitikus polipeptid) vagy a TET (ten-eleven translocation;
tiz-tizenegy transzlokacio) [5]. Ezek hatasara az SmC oxidalodik, deaminalodik
¢és dekarboxilalodik, majd egy olyan termékkeé alakul, amelyet felismer és végiil
metilcsoport nélkiili citozinra cserél a DDR (DNA damage response; DNS-
karosodasi valasz) utvonal [16]. Passziv demetilacidhoz vezet tobbek kozott a
DNMT1 gatlasa vagy hibas miikodése, amely soran a replikaci6 alkalmaval nem
kertil metilcsoport az utddszal citozinjéra, igy minden sejtosztodasnal fokozatosan
csokken a DNS-metilacio szintje [12,16,29]. Bar mesterséges tton, de DNMT1-
csokkenéshez vezet az akut mieloid leukémia és mielodiszplazids szindroma
A két molekula a citozin analogjaként épiil be a DNS-be. Itt képesek kovalensen
megkotni @ DNMT1-et, ezaltal eldidézve az enzim szabad mennyiségének
elégtelen szintjét. Valosziniisithetd, hogy ezek a kezeldszerek a
kovetkezményesen kialakuld tumorszuppresszor gén-reaktivalas és a DNS-hibak

létrehozasa altal fejtik ki jotékony hatasukat [30,31].
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2.1.4. A taplalkozas hatiasa a DNS-metilaciora, valamint a tumorképzodésre

A DNS-metilacios mintazat, az Un. metilom, az ¢élet korai szakaszaban kialakul és
dinamikusan valtozik a kornyezeti tényezok fiiggvényében [12]. Ezaltal lehetové valik,
hogy a mdédosulasokra nem képes DNS-szekvencidban kddolt informécio folyamatosan
reagalhasson a kiilonb6z6 behatasokra [10,17]. A DNS-metilacios valtozasok reverzibilis
folyamatként igéretes daganatterapias lehet6ségek alapjat képezhetik, ezért napjainkban

nagy figyelem iranyul rajuk [10,14,32].

A metilomot befolyasold kornyezeti faktorokat négy nagy csoportba oszthatjuk: ¢lohelyi
hatasok/foglalkozasi artalmak, életmodbeli tényezdk, gydgyszeres terapidk, valamint a
taplalkozasi szokasok [10,33,34]. Tanulmanyunkban els6sorban a taplalkozas
epigenetikai hatasat elemeztiik, mivel a sejtkisérletek soran altalunk hasznalt molekulak
(folsav, SAM) ismert étrend-kiegészitok. Emellett a szervezetben mért szintjiiket

szamottevOen befolyasolja az étkezés [16,35-38].

Régota ismert, hogy az egészséges taplalkozas és a daganatok eldforduldsi gyakorisdga
kozott forditott ardnyossag all fenn. A feldolgozott husok, zsiros, olajos ételek,
talfinomitott szénhidratok, emellett kevés zoldség, gylimdles, asvanyi anyagok
fogyasztasa hozzajarul a karcinogenezishez [39]. Ezt igazolja tobbek kozott az a tény is,
miszerint a talstlyos emberek korében gyakrabban alakulnak ki a daganatos
megbetegedések [40]. Az étrend elsdsorban az epigenom befolyasolasan keresztiil hat a
tumorok  kifejlédésére  [39]. Az  ezzel foglalkozd  tudomanyteriilet a
nutriepigenetika/epigenomika, amely kiemelten hangsulyozza a tapanyagok bevitelének
jotékony szerepét olyan betegségek esetében, amelyekben aberrans DNS-metilacio

figyelhet6 meg [12,13,16].

Kimutattak, hogy az étkezés globalisan és CpG-helyre specifikusan is képes hatni a DNS-
metilaciora. Ez a metildonor molekulak kialakulasanak eldsegitése, a kofaktor funkciok
betoltése, tovabbda a DNMT-k vagy a demetilazok aktivitdsanak szabalyozéisa altal
valosulhat meg [16,38,41]. Metildonor vagy kofaktor szereppel birnak olyan
mikrotdpanyagok, mint a kolin, a betain, a metionin, vagy a B-vitaminok koziil a B2
(riboflavin), a B3 (niacin), a Be (piridoxin), a Bg (folat) és a B12 (kobalamin) [16,38,39].
Ezek a molekuldk végeredményben a SAM-szintet befolyasoljak, igy elfogyasztott
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mennyiségiik egyértelmiien korrelal a DNS-metilacié mértékével [16,38]. A DNMT
enzimek ismert természetes gatloszerei kozé tartozik a zold tea polifenolja, az
epigallokatein-3-gallat, a szo6ja izoflavonoidja, a genistein, a foként zoldségekben és
gyiimolcsokben megtaldlhatd kvercetin, rezveratrol ¢€s szulforafan, valamint a
koztudottan antitumor hatassal biré kurkumin [16,39,42-44]. Ezen bioaktiv vegyliletek
mindegyikérdl bebizonyitottdk mar, hogy a DNMT-k gatlasan keresztiil képesek
reaktivalni a tumorszuppresszor géneket a daganatokban [39]. A TET enzimek
kofaktorként a-ketoglutaratot hasznalnak a mikodésiikhoz, gy azok a
taplalékkiegészitok, amelyekben megtalalhatd ez a fehérje, befolyasoljdk a demetildciod

mértékét [16,45].

Az eldbb felsorolt mikrotdpanyagok és bioaktiv vegyiiletek az epigenom szabalyozasa
altal kemopreventiv és kemoterapias tulajdonsaggal birnak [39]. Azonban szamos
allatkisérlet, illetve epidemioldgiai vizsgalat bizonyitja, hogy elégtelen mennyiségben
torténd fogyasztasuk aberrans DNS-metilaciés mintazathoz vezet, amely novelheti

bizonyos daganatok (maj, vastagbél, emld, nyel6csd, gyomor) eléfordulasi gyakorisagat
[16,17,38,40,46,47].

2.1.5. Az oregedés hatiasa a DNS-metiliciora, valamint a tumorképzodésre

Habar a fiatal sejtek célja a megfeleld DNS-metilacios mintazat altal biztositott kompakt
kromatinstruktiira fenntartdsa, szamos kutatas igazolja, hogy az oOregedéssel egy
progressziv rendezetlenség kovetkezik be [1,7]. A jelenséget, amelyet epigenetikai
sodrodasnak hivunk, egyarant jellemzi a promoter régiokat érintd fokozott metilacid
(hipermetilacid), valamint a globalis, tehat genomszinti DNS-metilacio csokkenése
(hipometilacio) [7,48]. Mig az elébbi a DNMT3a és DNMT3b emelkedett aktivitasa miatt
kovetkezik be, az utobbi hatterében elsésorban a DNMT 1 hibas mitkédése all [1,7,10,16].

Az oregedéssel jaro DNS-metilacios valtozasokat korfiiggd, vagy mas néven A-tipusu
(age-related; oregedéshez tarsult) metilacionak nevezziik [49]. Az ezen alapul6 korbecsld
vizsgélatok sokkal igéretesebben hatarozzdk meg a kronoldgiai életkort, mint a
transzkriptomikai és proteomikai modszerek, vagy akar a telomerhossz mérésére iranyuld
elemzések [6,50,51]. Steve Horvath 353 CpG-dinukleotid metilacios statuszanak

figyelembevételével alkotott meg egy mdara mar széles korben alkalmazott korbecsld
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eljarast, az ugynevezett epigenetikai o6rat. Ennek haszndlataval megfigyelhetd, hogy az
oregedéssel Osszefliggd betegségekben, pl. az Alzheimer-korban, a kardiovaszkularis
korképekben és kiilonb6z6 daganatoknal, a szamitott biologiai életkor a valds kronoldgiai
értékhez képest 1ényegesen magasabb [50,51]. A tumorok esetében a kiilonbség atlagosan
akar 36 évet is jelenthet [10,52]. Az epigenetikai orak ebbdl kifolydlag hasznosak
lehetnek bizonyos betegségek kialakuldsi kockazatanak megitélésében, valamint a
varhato élettartam el6rejelzésében is [50,51]. Tovabba az ismertetett folyamatok
megértése hozzajarulhat ahhoz, hogy a késdbbiekben lehetévé valjon az oregedéssel

Osszefliggd metilacios mintazat visszaforditasa, és ezaltal az élettartam novelése is [6,7].

A daganatos szovetek (pl. vastagbél-, tid6-, prosztata- és emldérak esetén) DNS-
metildciés mintdzatdban az dregedéssel kapcsolatos valtozasokhoz hasonld folyamatok
kovetkeznek be [1,14,38,53]. A promoterben talalhatd CpG-szigetek hipermetilacidja a
tumorszuppresszor gének elcsendesitése révén segiti eld a sejtek kontroll nélkiili
osztodasat [14,16,17,53]. A globalis hipometilacié azonban az onkogének fokozott
expresszidja, valamint a genomialis instabilitds novelése altal vezet daganatos
progressziohoz [17,20,54]. Ezt a jelenséget rakfiiggd, azaz C-tipusu (cancer-related,;

karcinogenezishez tarsult) metilacionak hivjuk [49].

2.2. Genomialis instabilitas

2.2.1. DNS-hibajavit6 Gtvonalak

Az emberi test minden sejtjében naponta megkozelitden 70.000 DNS-karosodas alakul ki
[55]. A Kkarositd tényezOk lehetnek sejteredetiieck (endogén), mint pl. a reaktiv
oxigénszarmazékok, vagy érkezhetnek a kérnyezetbdl (exogén), mint amilyen az UV-
sugarzas, ionizaldé sugarzas, vagy a toxikus anyagok [18,56]. Ezeknek az elharitasat
szolgaljak a DDR utvonalak, amelyek a behatdsok sokféleségébdl adodoan kiilonbozd
mechanizmusok altal miikodnek. Az egy DNS-szalat érinté karosodas javitasara szamos
folyamat szolgél, mint pl. az MMR (mismatch repair; 6ssze nem illd nukleotidparok
javitasa), a BER (base excision repair; baziskivago javitas), a NER (nucleotide excision
repair; nukleotidkivago javitas) vagy az SSBR (single-strand break repair; egyszali DNS-
torés javitdsa). A két DNS-szal ¢érintettségének kijavitasira a HR (homolog

rekombinacié) és a NHEJ (non-homologous end-joining; nem homolog végek
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Osszekapcsolasa) Gtvonalak 1épnek mitkodésbe [56]. A hibajavitas f6 mediatorai az ATM
(ataxia teleangiektdzia mutalt) és ATR (ataxia teleangiektazia és Rad3 rokon) kindzok.
Amellett, hogy megkezdik a hibajavité enzimek toborzasat a karosodas helyére, szerepet
jatszanak a ciklin-dependens kinazok aktivitdsanak csokkentésében is a CHKI1
(checkpoint kinase 1; ellendrzépont-kinaz 1) és CHK2 (checkpoint kinase 2;
ellendrzépont-kinaz 2) kinazok kozremiikodésével [56,57]. Ez utdbbi folyamat a
sejtciklus lelassulasahoz vagy megallasahoz vezet a G1/S-, az intra-S-, vagy a G2/M-
ellenérzépontokon, hogy megfeleld idét biztositson a DNS hibdinak kijavitasara a
sejtosztodas eldtt. Amennyiben nem sikerilil a hibajavitas, bekovetkezik az apoptozis,

vagy a sejt nyugvo allapotba (szeneszcencia) 1ép (5. abra) [56,58,59].

egyszalu kétszalu
DNS-torés DNS-torés
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7 @
|

@
|
®

| ._}

5. abra. A DNS-karosodasra reagilo (DDR; DNA damage response) utvonal

~B-0
-0-0-5-

miikodése. Az ATM és ATR kindzok az egyszalu és kétszali DNS-torések hatasara
1épnek miikddésbe. A p53-aktivacio kovetkeztében megemelkedd p21-szint a sejtciklus
G1/S-fazisban torténd megallasahoz vezethet. A CHK1 és CHK2 kinazok foszforilaljak
a Cdc25 foszfatazokat, igy inaktivalva dket. Ez a folyamat gatolja meg végiil a CDK-
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ciklin komplexek aktivalodasat, ami a sejtciklus S-fazisban és G2/M-hatiron torténd
megallasat okozza. A DNS-t éré karositd hatdsok fajtajatol fiiggden atfedések
alakulhatnak ki az ATM és ATR utvonalakban, amit a kétiranya aktivalas (<) és a
keresztiranyu gatlasok () jelolnek. Az dbra Weber és Ryan (2015), valamint Yusoh és
munkatarsai (2020) alapjan moédositva késziilt [57,60]. ATM: ataxia teleangicktazia
mutalt, ATR: ataxia teleangiektazia és Rad3 rokon, Cdc25A: cell division cycle 25A;
sejtosztodas ciklus 25A, Cdc25C: cell division cycle 25C; sejtosztodas ciklus 25C,
CDKZ1: cyclin-dependent kinase 1; ciklinfligg6-kinaz 1, CHK1: checkpoint kinase 1;

ellenérzépont-kinaz 1, CHK2: checkpoint kinase 2; ellenérzépont-kinaz 2.

A legsulyosabb DNS-t érinté karosodas, az in. DNS-kettdstorés, amely a kettds hélix
mindkét szalanak torésével jar [55,61]. A kijavitasat célzo Gtvonalak akar 900 kiilonb6z6
fehérje foszforilalodasahoz is vezethetnek [61]. Az egyik ilyen modon aktivalodo fehérje
a H2A hiszton egyik variansa, a H2AX, ami a DNS-ben elszortan talalhaté meg [18]. A
H2AX a javitasi folyamatok egyik kulcsproteinje, ugyanis azaltal, hogy ATM hatasara
foszforilalodik, y-H2AX-¢ alakul, és megkezdi a tobbi fehérje toborzasat a karosodas
helyére [18,62]. Ekozben a torésnél atrendezddik a kromatinstruktira, amely segiti a

helyreallitasban részt vevo enzimek torott végekhez valo hozzaférését [55].

Ha egy sejtben nem miikodik megfelelden a hibajavitas, érzékennyé valik a karositd
hatasokra [56]. Az életkor eldrehaladtaval megfigyelheté a DDR miikodésének
folyamatos hanyatlasa, ami a DNS-hibdk szamanak emelkedésével és a genom
integritasanak csokkenésével jar [59]. Ezaltal az érintett sejtek novekedési elényre
tehetnek szert és malignus atalakulason esnek at [21]. Nem meglepd tehat, hogy a
daganatok tobbségében karosodott a DDR-rendszer [55,56,61]. A tumorellenes kezelések
(kemoterapia, radioterapia) nagy része ezt a hidnyt kihasznalva a DNS-hibak 1étrehozéasa
altal éri el hatdsat. Az a daganat, amelyben nem effektiv a hibajavitas, jol reagél a

terapiara, azonban a magas DDR-aktivitas rezisztenciaval jarhat egyiitt [56].

2.2.2. A genomialis instabilitas formai

A genom integritasanak csokkenése, azaz a genomidlis instabilitds hdrom formaban
nyilvanulhat meg. Ezek akar egyiittesen is fennallhatnak egy daganaton beliil, ami a

sejteknek eltérd genetikai hatteret kolcsonodz, igy létrehozva a tumor heterogenitas
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jelenségét [58,63].

1. Leggyakrabban a kromoszomalis instabilitassal (CIN; chromosomal instability)
talalkozunk, ami nagy kromoszomalis egységek, vagy akar teljes kromoszomak
nyerésével ¢és vesztésével jar [64-66]. A rendellenes kromoszémaszam
(aneuploidia) hatterében a sejtosztddaskor nem megfelelden végbemend
kromoszomalis szétvalas all [67]. A szolid daganatok 70-90%-aban
megfigyelhetd ez az eltérés, igy 6k a CIN+ tumorok csoportjat alkotjak [68].

2. A genomidlis instabilitas kovetkez6 forméja a mikroszatellita-instabilitas (MSI),
amiért az MMR gének (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) hibas miikddése tehetd
felel6ssé [63,65,69]. A mikroszatellitakat 1-6 bazispar hosszisagiu ismétlodo
szakaszok alkotjak [70]. MSI esetén ezek a szekvencidk egymas utan akar
szdzszorosan is megsokszorozddnak, ami instabil meghosszabbodasukhoz és
ezaltal kereteltolodasos mutacidkhoz vezet [63,65,71,72]. Az MSI-statusz
meghatarozasara a BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346, D17S250 di- és
trinukleotid-ismétl6dések vizsgalata alkalmas. Amennyiben az egyikiik instabil,
MSI-L (low; alacsony), 2 vagy tobb instabilitasa esetén azonban MSI-H (high;
magas) daganatrol beszéliink. MSS (mikroszatellita stabil) statusz akkor all fenn,
ha egyik 1okusz sem érintett [73].

3. A genomidlis instabilitas harmadik formaja a korabban emlitett C-tipusu metilaciéd
soran megfigyelheté aberrans promoter-hipermetilacié [63,65]. Kiilonb6z6
paneleket hasznalnak a CIMP (CpG island methylator phenotype; CpG-sziget
metilator fenotipus) statusz fennallasanak meghatarozasa céljabol [49]. A metilalt
promoterrel rendelkezd marker gének szdma alapjan beszélhetiink CIMP— és
CIMP+ tumorokrdl, valamint a pozitiv csoporton beliil elkiilonithetiink magasabb
(CIMP-H; high) és alacsonyabb (CIMP-L; low) metilaltsagi értéket mutatd
alcsoportokat is [49,74,75].

2.2.3. A genomialis instabilitas vizsgalomddszerei

A genomialis instabilitdst kiillonféle modszerekkel lehet mérni, amelyek kozil a
mikronukleusz-szamolds az egyik legismertebb [59,76]. A mikronukleuszok kis
sejtmagon kiviili testek, amik karosodott kromoszémafragmenseket, vagy egész

kromoszoémakat tartalmaznak. A genomidlis instabilitds kovetkeztében ezek a

20


https://paperpile.com/c/KF78FG/msCP
https://paperpile.com/c/KF78FG/CWB7
https://paperpile.com/c/KF78FG/Uxd9
https://paperpile.com/c/KF78FG/poIB
https://paperpile.com/c/KF78FG/Dk99
https://paperpile.com/c/KF78FG/uvBU
https://paperpile.com/c/KF78FG/AHnW
https://paperpile.com/c/KF78FG/7FMI
https://paperpile.com/c/KF78FG/AHnW
https://paperpile.com/c/KF78FG/dJuq
https://paperpile.com/c/KF78FG/dJuq
https://paperpile.com/c/KF78FG/zXz1

makromolekuldk a sejtosztédas sordn nem keriilnek be a sejtmagba, hanem
magmembranba csomagolodva 0nallé egységeket képeznek. Festddésiik hasonld a
sejtmagéhoz, de sokkal kisebb méretiick [76,77]. Szamuk jol korrelal a kettdstorések
mennyiségével és a kromoszOomalis instabilitas mértékével [77,78]. A Kkettdstorések
azonositasara a mikronukleuszok szdmanak meghatarozasa mellett a y-H2AX fehérjék
immunfestése, valamint az Gn. comet proba is kitlinéen hasznalhat6. A comet modszer
alkalikus formaja a kétszalu torések mellett az egyszala toréseket is érzékeli [18]. A
vizsgalat egy olyan egysejtes elektroforézist takar, amely sordn a negativ toltésii DNS-
fragmensek gyorsabban vandorolnak az andd iranyaba, mint a nem karosodott szakaszok.
fgy a mozgd részek mennyiségének vizsgalataval kénnyen megitélhetd a DNS-torések

szama [79,80].

2.3. A vastagbélrak

2.3.1. A vastagbélrak klinikai vonatkozasai

A GLOBOCAN (Global Cancer Observatory; Globalis Rakobszervatorium) 2020-as
adatai alapjan a vastagbélrdk (CRC; colorectal cancer) az emld és tiidordk utan a 3.
leggyakoribb daganatos megbetegedés a vildgon, évi csaknem kétmillio felfedezett
esettel. Nékben a tumorok 9,4%-aért, férfiakban pedig 10,6%-aért felelés. A CRC évente
kozel egymillié6 ember haldldhoz kothetd vilagszerte, igy a tiidoradk utdn masodik helyet
foglal el a daganatok okozta halalozasok listajan. Magyarorszag sajnalatos modon élen
jar a vildgon a CRC eldfordulasaban, ugyanis 100.000 lakosra vetitve hazadnkban a
legmagasabb az érintett személyek szama (45,3 f6) [81]. Leggyakrabban a fejlett
orszagok lakosainak korében figyelhetjiilk meg ezt a betegséget, de az incidencia évrdl-
évre egyre nagyobb ilitemben emelkedik a fejlédd orszagokban is [82]. Féként a 60-79 év
kozottieket érinti, 40 éves kor alatt azonban ritka, leginkabb csak tumorszindroémakhoz
tarsultan fordul el6 [83]. Ezek az 6rokletes CRC-formak az Gsszes eset csupan 10%-at

teszik ki, a daganat ugyanis jellemz6en sporadikus megjelenést mutat [72].

A WHO (World Health Organization; Egészségiligyi Viladgszervezet) szdvettanilag a
CRC-k nagy hanyadat (90%) a nem osztalyozhaté adenokarcindma csoportba sorolja,
amely mellett kisebb szazalékban megfigyelhetiink mucindzus, mikropapillaris, fogazott

(serrated), adenomaszeri és adenoszkvamoézus adenokarcindmat, pecsétgytiriisejtes,
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medullaris ¢és differencialatlan karcindmat, valamint karcindmat szarkomatoid

komponenssel [82].

Jelenleg a CRC stadiummeghatarozas a TNM (tumor, node, metastasis; tumor,
nyirokcsomd, metasztazis) rendszeren alapul az AJCC (American Joint Committee on
Cancer; Amerikai Rékellenes Tanacs) ajanlasai szerint. Az osztadlyozés a primer tumor
kiterjedtsége (pT; primary tumor), a regionalis nyirokcsomok érintettsége (pN; regional
lymph node) és a tavoli metasztazisok jelenléte (pM; distant metastasis) szerint 11

stadiumot kiilonit el, amelyek az 1. tablazatban lathatok [84].

1. tablazat. A vastagbéldaganatok stadiummeghatarozasa. A primer tumor
kiterjedtsége (pT; primary tumor), a regionalis nyirokcsomok érintettsége (pN; regional
lymph node) és a tavoli metasztazisok jelenléte (pM; distant metastasis) alapjan 11
stadium kiilonithet6 el. A tablazat az AJCC Cancer Staging Manual (2017) alapjan
modositva késziilt [84]. pTO: nincs primer tumor, pTis: in situ karcinoma (intramuko6zalis
karcinéma), pT1: a tumor a szubmukdzéba terjedt, pT2: a tumor a bélfal simazomrétegébe
terjedt, pT3: a tumor a zsirszovetbe terjedt, pT4a: a tumor a viszceralis peritoneumra
terjedt, pT4b: a tumor beszirte a kdrnyezé szerveket vagy szoveteket, pNO: nincs
regionalis nyirokcsomoattét, pNla: attét egy regionalis nyirokcsomodban, pN1b: attét 2-3
regionalis nyirokcsomoban, pNlc: nincs nyirokcsomoattét, de a perikolikus
zsirszovetben tumordepozitum észlelhetd, pN2a: attét 4-6 regionalis nyirokcsomoban,
pN2b: attét 7 vagy tobb nyirokcsomoban, pMO: nincs kimutathat6 tavoli attét, pMla:
tavoli attét van egy szervben €s nincs peritonedalis attét, pM1b: tavoli attét van kettd vagy

tobb szervben és nincs peritonedlis attét, pM1c: kimutathatok peritonealis attétek.
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Stadium 0 pTis pNO pMO
Stadium | pT1-T2 pNO pMO
Stadium IIA pT3 pNO pMO
Stadium IIB pT4a pNO pMO
Stadium IIC pT4b pNO pMO
Stadium IlIA pT1-pT2 pN1/pN1lc pMO
pT1 pN2a pMO

Stadium IlIB pT3-pT4a pN1/pN1lc pMO
pT2-pT3 pN2a pMO

pT1-pT2 pN2b pMO

Stadium IIIC pT4a pN2a pMO
pT3-pT4a pN2b pMO

pT4b pN1-pN2 pMO

Stadium IVA | barmelyik pT  barmelyik pN pMila
Stadium IVB | barmelyik pT  barmelyik pN pM1b
Stadium IVC | barmelyik pT  barmelyik pN pMlc

A betegek tulélését jelentésen befolyasolja a TNM-rendszer altal meghatarozott stadium.
Mig az I-es stadiuml betegek 5 éves tulélése 93,2%, [V-es stadium esetén ez csupan
8,1%. Habar a TNM a legelterjedtebb osztalyozo6 rendszer, amit a prognézis és a kezelés
meghatarozasakor figyelembe vesznek, dnmagaban nem elégséges [85]. A daganatok
genetikai és epigenetikai jellemzdinek ezen feliil torténd vizsgalataval azonban lehetdveé

valik a terapias célpontok azonositasa, valamint az eredményesebb gyogyitas [85-87].

2.3.2. A vastagbélrak molekularis hattere

A vastagbélrakok progresszidja soran rendezett elv szerint alakul at a normal hadm
adendomava, majd karcinomava [88]. Ezt a tobblépcsés folyamatot, amelyet adenéma-
karcindma szekvencianak hivnak, eldszér Fearon €s Vogelstein irta le 1990-ben. Els6
lépése az APC tumorszuppresszor gén inaktivacidja, ami azaltal, hogy szelektiv
novekedési eldnyt biztosit a hamsejteknek, adenoma kialakulashoz vezet [63]. Emellett
szintén korai eseménynek tekintheté a DNS globalis hipometilacidja is [89,90]. A késoi
adenoéma stadium, majd a rék kialakuldsahoz Osszesen legalabb hét gén érintettsége
szlikséges, amely magaban foglalja a tumorszuppresszor gének (pl. DCC, SMAD?2,
SMAD4, TP53) inaktivacigjat és/vagy az onkogének (pl. KRAS, PIK3CA) aktivaciojat
[63,72,91,92] (6. abra). A génekben bekovetkezd zavarok sorrendje szekvencialis, igy pl.

23


https://paperpile.com/c/KF78FG/ixTZ
https://paperpile.com/c/KF78FG/ixTZ
https://paperpile.com/c/KF78FG/eFmy
https://paperpile.com/c/KF78FG/AHnW
https://paperpile.com/c/KF78FG/OOuC
https://paperpile.com/c/KF78FG/AHnW

a KRAS mutéci6 6nmagéaban nem képes a progresszio elinditasara, csak ha mar az APC
is inaktivalodott. Fearon és Vogelstein ota mar egyéb, a fogazott adendémak
kialakulasahoz kothetd Gitvonalat is azonositottak (serrated utvonal), ami kezdeti MAPK

aktivacioval jar, igy az el6bb ismertetett modell nem illeszthet6 ra [72].

DCC, SMAD2, TP53
APC inaktivacio KRAS aktivacio SMAD4 inaktivacio inaktivacio

v
ép ham aberrans kripta- koztes adendoma késo6i adendma vastagbélrak
fokusz/korai
adenoma
DNS-metilacios tovabbi genetikai
valtozasok eltérések

6. abra. A Fearon és Vogelstein altal leirt adenoma-karcinoma szekvencia. A
vastagbélrak kialakulasanak tobblépcsds modelljében a kezdeti APC inaktivaciot
koveten genetikai és epigenetikai valtozasok, valamint az onkogének aktivacioja és a
tumorszuppresszor gének inaktivacioja figyelhetd meg. Az egymast kovetd 1épések az ép
vastagbélhambol korai, koztes és késéi adendmastadiumokon keresztiil karcindma
kialakulasdhoz vezetnek. Az abra Thomas (2012), valamint Markle és munkatarsai (2010)

alapjan modositva késziilt [93,94].

A CRC-k molekularis felosztasat meghatarozza jellemzé genomialis instabilitasuk
formaja, ami alapjan 85%-uk CIN, 15%-uk pedig MSI csoportba sorolhat6 [49,68,69]. A
két utvonal gyakorlatilag kizarja egymast, ezért a CIN tumorok MSS-ként is
azonosithatoak [49,95]. A fennallo genomialis instabilitas tipusa jelentds hatassal van a
prognoézisra, ugyanis a CIN betegeknél 15%-kal alacsonyabb tlélés figyelhetd meg az
MSI-hez viszonyitva [69]. Habar csekély szamban, de mindkét utvonalnal el6fordulhat a
sporadikus tipus mellett 6rokletes forma is. CIN esetében az APC inaktivacioval jaro
FAP (familiaris adenomatézus polipozis, 1%), MSI esetében pedig az MMR gének

crer

cancer; herediter nonpolipozis kolorektalis karcinoma, 1-3%), vagy mas néven Lynch-
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szindroma rendelkeznek az adott statuszra jellemz6 genetikai karakterisztikaval [85]. A
két emlitett folyamat mellett a CIMP egy parhuzamos kategoriat képvisel, ugyanis a 7.
abran lathato médon mind a CIMP-pozitivitas, mind a CIMP-negativitas atfedésben van

a CIN és MSI osztalyozassal [95]. Ez alapjan 5 kategoriat kiilonboztethetiink meg:

1. MSI-H és CIMP-H (12%): MLH1 metilacié és BRAF mutacio jellemzi, fogazott
adenomakbol alakul ki, f6ként a proximalis vastagbélre lokalizalt, és gyakrabban
figyelhetd meg ndkben;

2. MSS/MSI-L és CIMP-H (8%): hasonlo6 jellegzetességekkel rendelkezik, mint az
el6z6 csoport tagjai;

3. MSS/MSI-L és CIMP-L (20%): KRAS és TP53 mutacid, valamint aneuploidia
jellemzi, fogazott adendémdakbol, tubuléaris, villosus ¢és tubulovillosus
adenémakbol is kialakulhat, foként a disztalis vastagbélre lokalizalt, és
gyakrabban figyelheté meg férfiakban;

4. MSS és CIMP— (57%): APC, KRAS ¢és TP53 mutaci6, valamint aneuploidia
jellemzi, tubuldris, villosus és tubulovillosus adenomakbdl alakul ki, foként a
disztalis vastagbélre lokalizalt, és gyakrabban figyelhetd meg férfiakban;

5. MSI-H és CIMP— (3%): APC és KRAS mutaci6 jellemzi, tubularis, villosus és
tubulovillosus adenomakbol alakul ki, foként a proximalis vastagbélre lokalizalt,

¢és gyakrabban figyelheté meg nékben [95].

A felsorolasbol megallapithatd, hogy az 1-es és 2-es csoportba sorolhato CIMP-H
tumorok nagy hasonldésagot mutatnak a mikroszatellita-statuszuktdl fiiggetleniil is.
Esetiikben kiemelt jelentdséggel bir az MLH1 MMR gén metilacid altal torténd
inaktivalasa [49,72,74,95,96].
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7. abra. A vastagbélrakok molekularis felosztasa. Az 5 kiilonb6zd csoport a daganatok
jellemzd genomidlis instabilitdsa alapjan kiilonithetd el. Az abra Jass (2007) alapjan
modositva késziilt [95]. CIMP—: negative CpG island methylator phenotype; nem all fenn
CpG-sziget metilator fenotipus, CIMP-H: high level CpG island methylator phenotype;
magas szintii CpG-sziget metilator fenotipus, CIMP-L: low level CpG island methylator
phenotype; alacsony szintii CpG-sziget metilator fenotipus, MSI-H: high microsatellite
instability; magas mikroszatellita instabilitas, MSI-L: low microsatellite instability;

alacsony mikroszatellita instabilitas, MSS: mikroszatellita-stabil.

2.3.3. A vastagbélrak molekularis patologiai osztalyozasa

A CRC-knek jelenleg két molekularis patologiai osztalyozasa létezik. Az egyik,
szekvenalasi és array-alapt technikakra tamaszkodva, a TCGA (The Cancer Genome
Atlas; Rakgenom Atlasz) keretein beliil késziilt el. Ezen klasszifikacié alapjan az elsé
csoportot a hipermutalt tumorok alkotjak (16%), amelyek vagy az MMR gének zavart
mikodéséhez tarsulva alakulnak ki (13%), vagy POLE, POLD1 mutacidval jaro
ultramutalt karcindmak (3%). A masodik csoportba (84%) a nem hipermutalt daganatok
sorolhatoak, amelyek jellemzéen MSS-ek és gyakran mutathatd ki benniik APC, KRAS,
PIK3CA, SMAD4 ¢és TP53 mutacio [97,98].

A masik osztilyozas egy konzorciumi egyiittmiikodés eredménye, amely tobb

transzkriptomikai vizsgalat adatait egyesitve 4 CMS (consensus molecular subtype;
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konszenzus molekularis alcsoport) kategéria megalkotasdhoz vezetett. Ebben a
klasszifikacioban a TCGA alapu osztalyozas hipermutalt tumorai a CMS1 csoportba
estek, mig a CIN daganatokat a CMS besorolas harom kiilonb6z6 csoportra osztotta [97-
100]. A CMS1-et (immun, 14%) az immunvalasz, a CMS2-t (kanonikus, 37%) a Wnt, a
CMS3-at (metabolikus, 13%) a metabolikus, a CMS4-et (mezenchimalis, 23%) pedig a
TGFp/integrin utvonalak transzkripciondlis aktivacidja jellemzi. A legrosszabb progndzis
a CMS4 kategoriahoz tarsithato, ugyanis ezek a daganatok az epitelialis-mezenchimalis
tranzicio (EMT) mellett erdteljes stromalis invazioval €s angiogenezissel jellemezhetok
[82,101-103]. A CRC-k 13%-a a tumor heterogenitds miatt tobb CMS csoport

jellegzetességeit is mutatjak, igy 6k a “kevert” kategoriaba sorolandok [97].

Habér ezeket a molekularis patologiai rendszereket érdemes tovabbi vizsgalatokkal
validélni, a személyre szabott orvoslas térhoditasaval, a TNM-stddiumok meghatarozasa
mellett, nagy segitséget nytjthatnak a jovében az optimalis kezelési protokoll és a célzott

terapia megtervezésében [97,101,104].

2.4. A folsav és az S-adenozil-metionin

2.4.1. A metildonor molekulak szerepe

A metildonor molekuldk €s a metabolizmusukban szerepet jatsz6 enzimek mitkodéséhez
sziikkséges kofaktorok (leggyakrabban B-vitaminok) a SAM mennyiségének
befolyasolasa altal hatassal vannak a szervezet epigenetikai mintazatara [16,38,39]. A
SAM képzddése egy komplex bioldgiai rendszeren keresztiil torténik meg, amelyet egy
szénatomos (1C; one-carbon) metabolizmusnak neveznek. Ebben a folyamatban egy
szénatommal rendelkezé csoportok szallitodnak a donor molekulakrol az akceptor
molekuldkra a nukleotidok és az aminosavak szintézise, tovabba a DNS, az RNS, a
fehérjék és a foszfolipidek metilacidja céljabol [16,38]. Az 1C metabolizmus a folat
ciklus, a metionin ciklus, valamint a transzszulfuraciés titvonal dsszefonodasabol all, és

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

A folat ciklus elsd 1épése a taplalékkal felvett folat 4talakitasa dihidrofolattd (DHF), majd
tetrahidrofolatta (THF) a DHF-szintetdz és a DHF-reduktdz (DHFR) enzimek altal. A

THF-et a szerin-hidroximetil-transzferaz enzim 5,10-metilén-THF-f¢ alakitja egy olyan
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reakcio soran, amelyben a szerin és glicin aminosavak szolgalnak 1C donorként [16,38].
Ezt kovetden a képzodott molekula S-metil-THF-fé redukalodik az 5,10-metilén-THF-
reduktaz (MTHFR) enzim segitségével [16]. Mikdzben az 5-metil-THF visszaalakul
THF-fé a metionin-szintaz (MS) altal katalizalt folyamatban, metilcsoportjat atadja a
homociszteinnek, igy hozzajarulva a mar metionin ciklus részét képzé molekula, a
metionin szintéziséhez [16,33,39]. A metionin a SAM prekurzora a metionin-adenozil-
transzferaz (MAT) enzim révén megvalosuld reakcioban [16,38,39]. A SAM-rdl a
metilcsoport a DNS citozinjanak 5. szénatomjara kertilve epigenetikai szabalyzé funkciot
lat el [16]. Emellett azonban ez az univerzalis metildonor-molekula részt vesz az RNS, a
fehérjék és a foszfolipidek metilaciojaban is [38]. A SAM a metiltranszfert kvetden a
glicin-N-metil-transzferaz enzim segitségével S-adenozil-homociszteinné (SAH) alakul
at, ami egy reverzibilis folyamat soran azonnal homociszteinné hidrolizalodik. A SAH
nagyobb affinitassal kotédik a DNMT-hez, mint a SAM, ezért, ha a homocisztein nem
metabolizalodik tovabb, a SAH felhalmozddik és a metilacids folyamat gatlasahoz vezet.
A negativ szabalyoz6 molekulaként miikoddé homocisztein szintje cskken, ha metioninna
torténd remetilacioval visszakeriil az ismertetett metionin ciklusba. Erre a metionin-
szintaz mellett a betain-homocisztein-metiltranszferaz enzim biztosit lehetdséget, ami a
betain és kolin (betainnd torténd oxidacid utdn) metilcsoportjat hasznalva metionin és
dimetilglicin képzédéshez vezet [16,39]. A homocisztein szintje a metilacios reakciok
mellett a transzszulfuracios utvonal hatasara is csokkenhet. A foként majban és
szemlencsében végbemend folyamat hatdsara cisztation, majd cisztein képzddik, ami a

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

A SAM, bar kevesebb, mint 5%-ban, de felhasznalodhat a sejtek novekedésében és
fejlodésében szerepet jatszo poliaminok szintézisére is. SAM-dekarboxilaz hatasara
dekarboxilalt SAM-ma alakul, mikdzben a keletkezd aminopropil csoport a putreszcin
vagy spermidin poliaminokra keriil. A kiindulasi molekula t6bbi része azonban 5-metil-

tioadenozinna, majd Gjra metioninna alakul [25,106].

A folat ciklus a metilacios folyamatokban betoltott szerepe mellett elengedhetetlentil
fontos a de novo nukleotidszintézishez. A korfolyamat elején a THF 10-formil-THF-fé
alakulhat, hogy a foszforibozil-glicinamid-formiltranszferaz és az 5-aminoimidazol-4-

karboxamid-ribonukleotid-formiltranszferaz enzimek segitségével a purinvazas
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nukleotidok (adenin és guanin) 2-es és 8-as szénatomjat biztositsa [38,107,108]. Az 5,10-
metilén-THF pedig a timidilat-szintaz (TS) altal megvalosuld folyamatban adja 1C
csoportjat a pirimidinvaz képzodéséhez, mikozben DHF-f¢é oxidaldédik. Az utdbbi reakcid
kiinduldsi  molekuldja a  dezoxi-uridin-monofoszfat (dUMP;  deoxyuridine
monophosphate), ami a DNS-szintézishez sziikséges dezoxi-timidin-monofoszfatta
(dTMP; deoxythymidine monophosphate) alakul at (8. abra) [108,109].

adenin folat
10-formil-THF guanin | 5-metil-tioadenozin spermin
DHF spermidin
i’ DHFR P putreszcin
TI-:F et dekarboxilalt SAM
/
dTMP
szerin DMG
DNS TS ) %Y
glicin MS kolin R
dUMP metil-R
v SAH
5,10-metenil-THF 5,10-metilén-THF betain
r MTHFR homocisztein
5-metil-THF szerin
cisztation
cisztein

8. 4bra. Az egy szénatomos metabolizmus és a hozza kapcsolodé biokémiai
folyamatok. A taplalékkal felvett folatok a folat (sotét lila) és metionin (z61d) cikluson
keresztiil felhasznalodhatnak az S-adenozil-metionin szintézisére. Ezt a két
korfolyamatot egésziti ki a transzszulfuracios (kék) és aminopropilacios (sarga) Gtvonal,
tovabba a folatmetabolitok altal megvalosuld nukleotidszintézis (vilagos lila). Az abra
Bhargava és munkatarsai (2012), valamint Sanderson és munkatarsai (2019) alapjan
modositva késziilt [110,111]. 5,10-metenil-THF: 5,10-metenil-tetrahidrofolat, 5,10-
metilén-THF: 5,10-metilén-tetrahidrofolat, 5-metil-THF: 5-metil-tetrahidrofolat, 10-
formil-THF: 10-formil-tetrahidrofolat, DHF: dihidrofolat, DHFR: dihidrofolat-reduktaz,
DMG: dimetilglicin, dTMP: deoxythymidine monophosphate; dezoxi-timidin-
monofoszfat, dUMP: deoxyuridine monophosphate; dezoxi-uridin-monofoszfat, metil-R:
metildonor molekula, MS: metionin-szintaz, MTHFR: 5,10-metilén-tetrahidrofolat-
reduktaz, R: akceptor molekula, SAH: S-adenozil-homocisztein, SAM: S-adenozil-
metionin, THF: tetrahidrofolat, TS: timidilat-szintaz.
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2.4.2. A folatok

2.4.2.1. A folatok szerkezete és metabolizmusa

A B9-vitamin koznapi neve, a folat, egy gyijtéfogalom, ami magaban foglalja a
természetes és a mesterséges folatformakat [112]. A természetes folatokat leveles
z06ldségek, hiivelyesek, citrusfélék, gabonafélék, olajos magvak, valamint allati eredetii
termékek (pl. tojassargdja, maj) fogyasztasaval vihetjiik be a szervezetlinkbe. Ezzel
szemben a szintetikus folatot, azaz a folsavat, stabil molekulaszerkezetébdl kifolyolag
taplalékkiegészitoként  hasznalhatjuk  [113]. Mindkét tipus  folatmolekula
pteridingy(ir(ibél, para-amino-benzoesavbol és glutaminsavbol épil fel [114]. A
természetes folatok pteridingylriije redukaltabb a folsavnal, ami oxidaldédasra
hajlamossa, ezaltal hoékezelésre és tarolasra érzékennyé teszi [35,115]. Tovabbi
kiilonbség még, hogy a folsav egy glutamattal rendelkezik, mig a természetes folat
poliglutamét lanccal. A poliglutamat lancot a vékonybélbdl térténd felszivodas céljabol
enzimatikusan le kell hasitani, ami 50%-kal csokkenti a természetes folatok bioldgiai
hasznosulasat [116]. A bélhamsejtek végiil mindkét format 5-metil-THF-fé alakitjak. Ez
a metabolit az egyetlen, ami fiziologids koriilmények kozott megtalalhaté a
vérplazmaban, ezaltal alkalmas a szovetekhez torténd szallitashoz és felhasznalashoz,

tehat nem csak a DNS-metilacio szempontjabol bir kiemelt jelentdséggel [17,115].

A sejtekben a folat poliglutamat formaban tarolodik és hasznalodik fel az 1C ciklus soran.
Tarolasban a fOszerepet a m4j jatssza, ami a szervezet folatkészletének megkdzelitdleg
felével rendelkezik (6-14 mg) [114]. Ezen raktarak azonban gyorsan Kkiliriilhetnek,
amennyiben malnutricidés, vagy malabszorbcios allapotok, alkoholizmus, felgyorsult
sejtosztodas vagy a vitamin metabolizmusaban szerepet jatszo enzimeket (MTHFR,
DHFR, MS, TS) érint6 polimorfizmusok allnak fenn [117,118]. Az MTHFR enzimaz 1C
metabolizmus kulcsa, hiszen hatissal van a nukleotidszintézishez sziikséges 5,10-
metilén-THF, és a metilacioban szerepet jatszo 5-metil-THF kozotti egyensulyra [38]. Az
enzimet kodoldé MTHFR gén két legismertebb polimorfizmusa, a C677T és az A1298C,
meglehetésen gyakoriak [119]. Czeizel Endre és munkatarsai altal készitett 2001-es
tanulmany szerint a 677. poziciot érintd heterozigotasag (C/T) a magyar populacio
csaknem felében megfigyelhet6 [120]. Ez az allapot 20-30%-kal, mig a homozigdtasag
(T/T) 50-60%-kal csokkenti az enzim miikodését [26]. Az 1298. pozicidban elhelyezkedd
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adenin citozinra torténd cseréjérdl heterozigotasag (A/C) esetén kevés irodalommal
rendelkeziink, azonban a homozigéta allapotrél (C/C) ismert, hogy 40%-os csokkenést
eredményez az enzim aktivitasaban. Azok a személyek, akik mindkét emlitett variansra
(C677T ¢és A1298C) heterozigotak, szintén 40-50%-kal alacsonyabb enzimfunkcioval
birnak, mint az MTHFR mutacioval nem rendelkez6 egyének [121]. Kimutattak, hogy
C677T-homozigotasdg fennallasa esetén alacsonyabb a genomialis DNS-metilacio
szintje, és ennek kovetkezményeként nagyobb a vastagbélrak kialakulasanak kockazata a
vad tipushoz képest, amennyiben az egyén nem fogyaszt elegendé mennyiségli folatot
[38,122]. Tehat ismert MTHFR polimorfizmus esetén az 5-metil-THF-, vagy a nagy
mennyiségli folsavpotlas képes athidalni az enzim csokkent konverzios kapacitasabol

ered6 problémakat [119].

2.4.2.2. A foldatok hidanya és potldsa

Mivel a folatok jelentOs szerepet jatszanak az aminosavak €s a nukleotidok képzddésében,
valamint a metilaciés folyamatokban, nélkiilozhetetlenek a megfeleld sejtosztodashoz,
novekedéshez ¢és fejlodéshez [35]. Ha nincs elegendé metildonor a metionin
szintéziséhez, felhalmozodik a homocisztein, ami amellett, hogy a DNS-metilaci6
gatlasahoz vezet, oxidativ stresszt és apoptozist IS eredményezhet [114,115,123].
Alacsony folatellatottsag esetén szamos betegség kialakulhat, amelyek kozvetleniil a folat
hianyaval, vagy a hozza k6t6d6 metabolikus eltérésekkel (pl. magas homociszteinszint)
kapcsolatosak [33]. llyen korallapotok tobbek kozott a kiilonbozé daganatok, a
megaloblasztos anémia, a kardiovaszkuldris megbetegedések, a depresszio, a
varandossaggal Osszefiiggé komplikaciok (pl. placentalevalas, spontan vetélés,

korasziilés) és a fejlodési anomaliak (pl. veldcsézarodasi rendellenességek) [47,124-128].

Elsésorban a veldcsdzarodasi rendellenességek megeldzésével kapcsolatban meriilt fel a
folsavpotlas nemzetkozi szintli megoldasanak igénye. Ennek az orvostorténeti
eseménynek magyar vonatkozasa is van, ugyanis 1992-ben Czeizel Endre és Dudas Istvan
fogalmaztdk meg eldszor a terhesség ideje alatt torténd Bo-vitamin fogyasztas fontossagat
[129]. Ebben az idében az eurdpai lakossag atlagosan 250 ng folsavat fogyasztott, ami
lényegesen kevesebb volt, mint a veldcs6zarddasi rendellenességek megeldzéséhez
sziikséges 400 pg-os mennyiség [39,130,131]. Els6ként az Amerikai Egyesiilt

Allamokban és Kanadaban kezdték meg a lakossag szabalyozott keretek kozott zajlo
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potlasat 1998-ban a kukorica- és buzaliszt folsavval torténd dusitasa altal. Ehhez a
kezdeményezéshez késébb tobb mint 60 orszag, koztiik Magyarorszag is csatlakozott
[132]. Hazankban liszt helyett az élesztéhéz adtak a folsavat, hogy pontosabban
kovethetd legyen a dusitashoz hasznalt vitamin mennyisége. Emellett a potlasban valo
részvétel Onkényes volt, ugyanis a vasarlok a folsavval disitott vagy nem dusitott pékaruk
koziil egyarant valaszthattak [35,131,133]. Az Egyesiilt Allamokban kimutatték, hogy az
intézkedést kovetden nem csak a veldcs6zaroddasi rendellenességek incidencidja csokkent
szamottevd mértékben (1000 eset/év), hanem a sztrokhoz (31.000 eset/év) ¢és
szivinfarktushoz (17.000 eset/év) tarsult halalesetek szama is [134]. A taplalkozas altal
torténd megfeleld folsavbevitel jol mérhetd globalis remetilaciot idézett el a
fehérvérsejtekben és a vastagbélhamszovetben egyarant [135,136]. Meggy6z6
szamadatok bizonyitottak, hogy a folsavpotlas visszaszoritotta a CRC el6éfordulasat is,
ennek ellenére a vitamin vastagbélrak progresszidban betoltott feltételezett szerepétdl

valo aggodalom miatt az intézkedés nem terjedt el Europaban [35,137].

2.4.2.3. A foldatok kapcsolata a karcinogenezissel

A folatok részt vesznek a DNS-szintézisben és a DNS-metilacioban, igy egyszerre
fejtenek ki genomialis és epigenomialis szabalyzo szerepet [138]. Ez a kettds funkcio a
karcinogenezis szempontjabol rendkiviil érdekes moddon nyilvanul meg, amelyet
mindenképpen sziikséges figyelembe venniink az egészség megdrzése vagy visszaallitasa

érdekében [35,139].

Elégtelen folsavbevitel esetén nem képzodik megfeleld mennyiségii 10-formil-THF a
purinvazas nukleotidok szintéziséhez. Emellett 5,10-metilén-THF hianyaban az uracil
eléalakja (AUMP) is felszaporodik a timidin prekurzor molekulajanak (dTMP) ellenében,
ami az uracil DNS-be torténd hibas beépiiléséhez vezet [38,107-109]. Ezen
nukleotidszintézis-zavarok mind hozzajarulnak a pontmutaciok, valamint a
kromoszomatorések kialakulasahoz [118]. Folsavhiany hatasara epigenetikai szinten
globalis hipometilaciot, €s ebbdl kovetkezden genomidlis instabilitast figyelhetiink meg,
amely szintén daganatokhoz vezethet [13]. A vitamin pétlasa tehat jotékonynak bizonyul
a vastagbélrakok megel6zése szempontjabol [138]. Ezt olyan epidemiologiai adatok is
alatamasztjak, amelyek megfeleld folsavellatottsag esetén 20-40%-kal alacsonyabb

kolorektalis adenoma vagy karcinoma kialakuldsi kockéazatot irnak le a folsavhianyos
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egyénekhez képest [140].

A vitamin addsa azonban tdmogathatja a tumorprogressziét azokndl a személyeknél,
akiknél fennall valamilyen rakel6zé allapot [13,138]. Ennek hatterében a
tumorszuppresszor gének elcsendesitése mellett a daganatos sejtek aktivan miikodé 1C
metabolizmusa allhat, amely a folsavbevitelt kovetden fokozott nukleotidszintézishez, és
ezaltal felgyorsult sejtproliferaciohoz vezet [35,108,141]. Ebbdl kifolyolag a
folsavhianyos allapot kifejezetten elényds a daganatos megbetegedésekben, hiszen a
tumorszuppresszor gének promoéterében kialakuld hipometilacio, valamint a zavart DNS-

szintézis a tumor novekedési titemének lassulasat eredményezheti [35].

Nem csak a folsavpotlas idozitése, hanem az alkalmazott mennyiség is egy sarkalatos
tényez6 a karcinogenezis szempontjabol [142]. A vitamin mérsékelt mennyiségben
torténd fogyasztasa jotékony a bélrendszeri daganatok prevencidja esetén, azonban nagy
mennyiségben torténd alkalmazasa mellett ndhet a vastagbélrak incidenciaja. Az emlitett
jelenség egy olyan parabolikus fliggvényként abrazolhatd, amely alacsony és magas
folsavbeviteli értékek mellett mutat kiugrast az eléfordulasi gyakorisagban [132]. A CRC
kialakuldsa szempontjabdl a folat referenciatartoméanyon beliili szintje is meghataroz6 a
vérplazmaban. Azok a személyek, akik a tartomény felsé hatarara es¢ folatértekkel (>
31,04 nmol/L) jellemezhetéek, csaknem fele akkora veszélynek vannak kitéve a
vastagbélrak kialakulasat tekintve, mint az alacsony szinttel (< 12,23 nmol/L)
rendelkezok [143].

Felismerve a folsav nukleotidszintézisben, és ezaltal daganatos progresszidban betoltott
szerepét, szamos antifolat készitmény (pl. ralitrexed, lometrexol, pemetrexed, pralatrexat,
trimetrexat) kifejlesztésére keriilt sor [144]. Az els6 ilyen hatasu gyodgyszer az
aminopterin volt, amely a DHFR enzim gétlasa révén sikeresen visszaallitotta a csontveld
egészséges miikodését az addig kezelhetetlennek hitt gyermekkori akut limfoblasztos
leukémiaban [145]. Az aminopterint késébb felvaltotta a kedvezObb terapias indexszel
rendelkezd metotrexat (MTX), amelyet azdta is szdmos rosszindulati daganat (pl. eml6-
és holyagrak, non-Hodgkin-limfoma, oszteoszarkoma) kezelésére hasznalnak
[144,146,147]. A daganatos sejtek transzportrendszeriik karosodasa kovetkeztében csak
nagy koncentracidoban beadott gyogyszerek felvételére képesek, igy, ha kis mennyiségii

folsavanaldgot hasznalunk az MTX mellé, megvédhetjiik az egészséges sejteket a terapia
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okozta kovetkezményektdl. Ilyen célbol hasznalt folsavszarmazék a leukovorin, vagy
mas néven folinsav (5-formil-THF) [27,147].

A folsavmetabolizmust az antifolatok mellett az 5-fluorouracil (5-FU) kemoterapias szer
is befolyasolhatja, amely évtizedek ota kulcsszerepet jatszik a CRC gyogyitasaban [148].
Szerkezete hasonlit az uraciléra, azonban egyik hidrogénatomja helyett fluort tartalmaz.
A sejtekben  fluorodezoxi-uridin-monofoszfatta (FAUMP;  fluorodeoxyuridine
monophosphate) alakulva gatolja a timidilat-szintaz miikodését 5,10-metilén-THF
jelenlétében, aminek kovetkezménye a dTMP mennyiségének csokkenése, és ezaltal a
DNS-szintézis és -javitas elégtelen milkodése lesz [149]. A terapia hatékonysaganak
fokozasa érdekében a betegek az 5-FU mellé leukovorint is kapnak, amely

metabolizalodva 5,10-metilén-THF-f¢ alakul at [148,150].

2.4.3. ASAM

2.4.3.1. A SAM szerkezete és metabolizmusa

A SAM minden sejtiink citoplazmajaban szintetizalodik [25,26]. Képzddésének
folyamata egyediilallo az éldvilagban, ugyanis amellett, hogy felhasznalja a taplalékkal
elfogyasztott metionin 50%-at, az ATP (adenosine triphosphate; adenozin-trifoszfat)
mindharom foszfatkotéséb6l szarmazo energia is sziikséges hozza [25,151-153].
Metabolikus tekintetben tehat eléallitasa meglehetdsen koltséges, azonban a befektetett
energia egy sajatos molekulaszerkezet kialakulasahoz vezet. A SAM jellegzetessége
ugyanis az S-konfiguracioban beillesztett, magas energiaju kénatom, amely szamos

biokémiai folyamatban biztositja a molekula transzfer funkciojat [25,26,151-155].

A SAM az ATP-t kovetben a legtobb reakcioban hasznalt kofaktor molekulank [25,151].
Olyan 0Osszetett a kapcsolatrendszere, hogy akar a biokémiai héaldé pdkjanak is
nevezhetnénk [156]. Az egy nap alatt keletkezett 6-8 g SAM-mennyiség raktarozasa
javarészt a majban torténik, és foként transzmetilacios reakciokra hasznalddik fel. Ennek
soran a metilcsoport kiilonb6zé molekulakra (DNS, RNS, hormonok, foszfolipidek és
neurotranszmitterek) tevodik at, mikozben a SAM SAH-ha alakul [25,26]. Az akceptorok
széles skalaja vezet a metilacios folyamatok sokféleségéhez [25]. Mig a DNS metilacidja
a génexpresszid szabalyozasaban jatszik szerepet, a neurotranszmitterek metilacidja a

hangulatot, a foszfolipidek ilyen formdjl érintettsége pedig a membran fluiditasat, a
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receptorok mobilitasat és a sejtek enzimatikus aktivitasat befolyasolhatja [25,151,157]. A
SAM foként Gigy ismert, mint a szervezet univerzalis metildonor molekulaja, azonban
mas kémiai csoportok forrasaként a transzszulfuracios és aminopropilaciés reakcidkban
is részt vesz [25,151]. Az el6bbi folyamat tobbek kozott az antioxidans tulajdonsagu
glutation, mig az utobbi a sejtek osztodasdhoz elengedhetetlen poliaminok szintéziséhez
vezet [25]. A SAM-r6l emellett bebizonyosodott, hogy a Bio-vitaminhoz hasonléan
meghatarozo szerepet jatszik a szabadgyokok szallitdsaban, ¢€s ezaltal szamos

enzimatikus reakcié megvalosulasaban is [152].

Bér a fentebb ismertetett felsorolas nem teljes, de talan ravildgit arra, hogy a SAM éltal
medialt folyamatok szama jelentds. Ebbol kifolydlag a molekula jelenléte esszencialis a

megfeleld sejtmiikddéshez, novekedéshez és differencialodashoz [25].

2.4.3.2. A SAM hianya és potlasa

A SAM mennyiségét foként felhasznalodasanak mértéke, a sSzervezet metionin
ellatottsaga és a MAT enzim izotipusa hatarozza meg [25,152]. Ez utdbbival
kapcsolatban kimutattdk, hogy magasabb SAM-szinttel rendelkeznek azok a sejtek,
amelyek a MAT2B izotipus helyett a MAT1A-t fejezik ki nagyobb mértékben [25].

A SAM-szint csokkenése sulyos kovetkezményekkel, pl. neuroldgiai zavarokkal és
majgyulladassal jar egyiitt [25]. A SAM egy FDA (The United States Food and Drug
Administration; Az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszer-
engedélyeztetési Hivatala) altal elfogadott taplalékkiegészitd, amelynek mind oralis,
mind parenterdlis alkalmazasa jol tolerdlhatdo és kevés mellékhatassal jar. Ebbol
kifolyolag depresszio, Alzheimer-kor, valamint intrahepatikus epepangas és toxikus
anyagok (pl. alkohol, paracetamol, szteroid) altal okozott majkarosodas gyogyitasara is
kivaloan hasznalhato [25,158,159]. Kimutattak, hogy oszteoartritisz fennallasa esetén
olyan hatékonyan képes visszadllitani az iziiletek mozgasat és csokkenteni a fajdalmat,

mint a nem szteroid gyulladasgatlok [160].

2.4.3.3. A SAM kapcsolata a karcinogenezissel

Mivel a SAM DNS-metilalo agens, potencialisan képes elcsendesiteni a

tumorszuppresszor géneket, ezaltal eldsegitve a daganatok kialakulasat, vagy egy mar
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fennall6 malignitas progressziojat. Igy felmeriil a kérdés, hogy nem okoz-e tobb karos
hatast, mint amennyi eldny szarmazik a hasznalatabol [158,161]. Szamos in vitro és in
vivo kisérletet végeztek a SAM-mal kapcsolatban, amelyek mind arr6l szamoltak be,
hogy a molekula alkalmas a kiilonb6z6 daganatos betegségek (emlérak, prosztatarak,

gyomorrak, vastagbélrak, oszteoszarkdma, majdaganat) megfékezésében [158,162-164].

Bér a hattérben 4ll6 molekularis mechanizmusok még nem teljesen tisztdzottak, az
azonban megallapithat6, hogy a SAM képes szelektiven hatni azokra az utvonalakra,
amelyek a daganatos sejtekben eltérnek az egészségeshez képest [158,161]. Tehat mig
hipometilacié 4altal aktivalja a tumorszuppresszor géneket, remetilacioval a
protoonkogének elcsendesitéséhez vezet. Emellett gatolhatja a tumorprogresszidval jard
aktiv demetilacios folyamatokat és eldsegitheti a globalis hipermetilaciot, amelyek a
genom stabilizalasa szempontjabol lényegesek [158,162-165]. Ha SAM-kezelést
kovetden megfigyeljiik az 0sszes metilacios valtozast a genomban, azt tapasztalhatjuk,
hogy a hiper- és hipometilaci6é folyamatai egyensulyban vannak [161]. Ez azt igazolja,
hogy a SAM nem tisztan hipermetilalé molekula, hanem egy metilom modulator, ami
képes epigenetikailag Gijraprogramozni a daganatos sejteket [158,161]. Tovabbi SAM-
hoz kdthetd tumorszuppressziv hatas az uPA (urokindz tipusu plazminogén aktivator) gén
hipermetilaciéja is. Az uPA részt vesz a daganatok progresszidjaban, a
metasztazisképzésben €s az angiogenezisben, tehat elcsendesitése allhat a hatterében
annak, hogy SAM hatasara megall a sejtciklus, valamint csokken az attétek és az 0j erek
szama [158,162-165]. Ezek a hatasok feltehetdleg csak a rovid tavi kezelés sajatjai,
ugyanis hosszl tavon a SAM, bar fokozza a DNS-metilaciot, azonban nincs hatassal a

daganat novekedésére [165].
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3. CELKITUZESEK

A CRC kialakulasaval szorosan egyiitt jar a globalis DNS-metilacido szintjének
csokkenése €s a tumorszuppresszor gének promoéter szakaszait érintd hipermetilacio.
Metildonor molekuldk alkalmazaséval ezen valtozasok potencialisan visszafordithatoak.
fgy doktori munkam soran célul tiiztem ki a folsav és SAM DNS-metilaciora, és ezaltal
tumorprogressziora kifejtett hatasanak vizsgdlatat HT-29 és SW480 human vastagbélrak
sejtvonalakban. Az irodalmi adatok alapjan a kezeldszerek a DNS-metilacioban betoltott
szerepiik mellett mas metabolikus Gitvonalakban is részt vesznek. Az altalunk alkalmazott
modern molekularis biologiai modszerek lehetévé tették, hogy kutatasomat

Kiterjeszthessem ezeknek a folyamatoknak az atfogé tanulmanyozasara is.
Céljaim a kovetkezok voltak:

1. A CRC sejtekre jellemzd aberrans metilacios mintdzat folsav- és SAM-adast
koveté reverzibilitasanak (globalis remetilacio, promoter demetilacio)

vizsgalata,

crer

tovabba a sejtciklus valtozasaira gyakorolt hatdsanak megfigyelése;

3. A CRC sejtvonalak genomialis stabilitdsdban bekdvetkezd valtozasok

tanulmanyozésa folsav- és SAM-adés hatasara,

4. Genomszintli génexpresszios analizis elvégzése folsav- és SAM-kezelést

kovetden, amely magéban foglalja az Gitvonalelemzgst is;

5. A promoter szakaszt érinté DNS-metilacio és az adott gén kifejezddésében

mérhetd valtozas kozotti kapesolat feltarasa;
6. A kisérletek soran hasznalt HT-29 és SW480 sejtvonalak mutécios profiljanak

felallitasa, valamint ezen genetikai -eltérések Osszevetése az eddigi

vizsgalataink altal kapott eredményekkel.
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4. MODSZEREK
4.1. Sejttenyésztés és -kezelés

4.1.1. A sejtek fenntartasa

Vizsgalatainkban két human vastagbélrak sejtvonalat hasznaltunk: a HT-29-et (HTB-39)
¢és az SW480-at (CCL-228), amelyeket az ATCC (American Type Culture Collection;
Amerikai Sejtkultura Gytlijtemény) sejtbankbol szereztiink be. Azért valasztottunk CIN+
sejteket, mert a vastagbélrakok jelentds szazaléka ezen a molekularis utvonalon alakul ki
[68]. Ugyanakkor torekedtiink arra, hogy a sejtvonalak kozott fennalljanak 1ényeges
genetikai és epigenetikai kiilonbségek, hogy a metildonor molekuldk hatdsat ilyen
szempontbdl is megfigyelhessiik. igy CIN-pozitivitasa mellett a HT-29-r81 tobbek kozott
elmondhat6é még, hogy egy CMS3 és CIMP+ sejtvonal, mig az SW480 sejtek a CMS4 és
a CIMP- kategoriaba sorolhatok.

A sejtvonalakat 37 °C-on 5%-0s CO> koncentracido mellett RPMI 1640 tapfolyadékban
(LM-R1641, Biosera) tartottuk, amely 10% fotalis borjusavot (Biosera), 80 mg/2 mL
gentamicint (Sandoz Gmbh) és 2 mM L-glutamint (Biosera) tartalmazott. A passzalast a
HT-29 sejtvonal esetében heti két alkalommal, az SW480-nal viszont nagy proliferacios
ratdjabol adddoan heti haromszor végeztik el. A sejtek fenntartdsahoz T25-0s
tenyésztoflaskat (Sarstedt), a kezelésekhez pedig kisérleti tipustol fiiggden 6-, vagy 96-
lyuku plate-et (Sarstedt) hasznaltunk. Az el8bbihez 1,25x10° sejtre volt sziikségiink 2,5
ml tapfolyadékban, az utobbi esetében viszont csupan 3x10° sejtet tettiink 100 pL
médiumba well-enként. A kezelés megkezdése elott a plate-en 24 o6ran keresztiil

inkubaltattuk a sejteket a megfeleld letapadas érdekében.

4.1.2. A sejtek kezelése

4.1.2.1. A sejtek kezelése folsavval

A kezelést megelézéen a sejteket 1x-es PBS-sel (phosphate-buffered saline; foszfat-
pufferes so6oldat) mostuk, és a tenyésztd médiumot folsavmentes RPMI 1640-re (LM-
R1642, Biosera) cseréltik Ki. A folsavat (Sigma-Aldrich) 100 és 10.000 ng/mL
koncentracioban adtuk a sejteknek. Mig az elébbi a megfeleld folsavellatottsag [166], az
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utdbbi az extrém mértéki folsavbevitel modellezésére alkalmas. A szilard halmazallapoti
folsavat a gyart6i utasitasoknak megfeleléen 1 M-0os NaOH-ban oldva adtuk a sejtek
médiumahoz. Ezzel parhuzamosan olyan kontroll mintakat is 1étrehoztunk, amelyekben
a sejteket ugyanolyan mennyiségii NaOH-val kezeltiik, mint amennyiben a kezelések
esetében a folsavat feloldottuk. Az értékelések soran a kontrollok eredményeit kivontuk
a folsavval kezelt mintdk eredményeibdl, hogy kovethessiik a folsav egyéni hatdsat a
sejteken. Az Osszes kezelési feltétel esetében harom parhuzamos mintat hasznaltunk. A
72 6rés inkubaciot kovetden a sejteket TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific)
segitségével tavolitottuk el a plate-rél, majd a mikroszkdpos sejtszamolas alkalmaval

tripankék festéssel kvantifikaltuk az €16 sejtek szamat.

4.1.2.2. A sejtek kezelése SAM-mal

A SAM-kezelések protokollja Iényegében megegyezett a folsav esetében leirtakkal, azzal
a kiilonbséggel, hogy 72 6ra helyett 48 o6ran keresztiil alkalmaztuk a kezeldszert. A
sejteket a tenyésztés ideje alatt az eredeti tapfolyadékukban, tehat folsavas RPMI 1640-
ben tartottuk. Annak k&szonhetden, hogy a folyékony halmazéllapoti SAM (New
England BioLabs) jol oldodott a médiumban, nem volt sziikségiink kontrollok
hasznalatara. Irodalmi adatok és sajat citotoxicitdsi eredményeink alapjan 0,5 és 1

mmol/L SAM-koncentraciot alkalmaztunk a kezelések soran [162,167,168].

4.2. A sejtvonalak sejtbiologiai alapfolyamataira vonatkozo molekularis
vizsgalatok folsav- és SAM-Kkezelést kivetoen

e re s

szulforodamin B modszerekkel

A sejtek életképességét, avagy viabilitasat az elektrontranszportlanc aktivitasanak

vizsgélatan alapuld alamarBlue modszerrel figyeltiik meg. A sejtek osztddasi litemét,

crer

adott tajékoztatast.

Az alamarBlue-t (Thermo Fisher Scientific) az inkubacids id6 lejartat megel6zéen 4
oraval adtuk a 96-lyuku plate-ben talalhato sejtekhez. Majd 4 oraval késobb a viabilitas

kimutatasa céljabol 570-590 nm tartomdnyban fluoriméter (Fluoroskan Ascent FL,
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Labsytems International) hasznalataval megmértiik a fluoreszcenciat.

A vizsgalatot kovetéen SRB analizist végeztliink ugyanazon a sejttenyészté lemezen,
hogy képet kaphassunk a sejtek osztédasanak iitemérdl a kiilonbozd kezelési feltételek
mellett. Elsd 1épésként a sejteket 10%-os triklor-ecetsavval fixaltuk egy 6ran keresztiil 4
°C-on, majd csapvizzel torténd atmosast kovetden 50 uL. 0,4 m/V%-os SRB hasznalataval
festettiik 6ket 15 percen keresztiil szobahdmérsékleten. A nem kotddo festéket 1 V/V9%
triklor-ecetsavval tavolitottuk el és végiil a levegén megszaritott mintdkat 150 uL 10 mM
Tris bazissal kezeltiik, hogy kioldjuk a sejtekhez kot6do festéket. Alapos razatast
kovetden az abszorbanciat 570 nm-en mértilk meg mikroplate leolvasé (Multiskan MCC
355, Labsystems International) segitségével és a Transmit szoftver hasznalataval
(Labsystems International). A sejtviabilitas és sejtproliferacio aranyat azokhoz a
mintakhoz viszonyitottuk, amelyeket az eredeti tenyésztdmédiumban (folsavas RPMI

1640) tartottuk.

4.2.2. A sejtciklus vizsgalata aramlasi citometriaval

Megkozelitdleg 1x10° HT-29 és SW480 sejtet hasznaltunk a FACS (fluorescence-
activated cell sorting; fluoreszcencia altal aktivalt sejtvalogatas) vizsgalathoz. A mintakat
1x-es PBS-mosast kovetden 70%-os etanollal fixdltuk —20 °C-on. Masnap
lecentrifugaltuk a sejteket (5 perc, 1400-as fordulatszam) és az iiledéket 1x-es PBS-sel
szuszpendaltuk fel. RNaz- (Thermo Fisher Scientific) kezelést (2,5 pL) végeztiink 15
percen keresztiil, majd 2 pL 2mg/mL propidium-jodidot (Sigma-Aldrich) adtunk a
sejtekhez. Az aramlasi citometrias mérést FACSCalibur késziiléken (Becton, Dickinson
and Company) hajtottuk végre és CellQuest Pro (Becton, Dickinson and Company)

programot hasznaltunk az adatok kiértékeléséhez.

4.2.3. Genomialis instabilitas vizsgalata mikronukleusz-szamolassal

A genomidlis instabilitds mértékének meghatarozasa céljabol mikronukleusz-szamolast
végeztiink. A folsav €s SAM tapfolyadékhoz torténd adasat megelézden feddlemezt
helyeztiink a 6-lyuk plate-ekbe, és erre ndvesztettiik ra a sejteket a Valcz és munkatarsai
altal kidolgozott protokoll szerint [169]. A kezelés utan mostuk, majd 10 percen keresztiil

fixaltuk a mintdkat 10%-0s formalinnal 4 °C-on. Ezt kdvetden 0,2%-0s Triton X-100
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hasznalataval ujabb 10 percen keresztiil permeabilizalast végeztiink szobahémérsékleten.
Anti-y-H2AX antitestet (Abcam, anti-egér) hasznaltunk a mikronukleuszok y-H2AX
pozitivitdsanak vizsgalatara (1 o6ra, 1:150 higitas, szobahOmérséklet), amit Alexa 488
antitesttel (Invitrogen) jeldltiink (30 perc, 1:200 higitds, szobahdmérséklet). A
sejtmagokat és a mikronukleuszokat DAPI-val (4,6-diamidino-2-phenylindole; 4,6-
diamidino-2-fenilindol, Thermo Fisher Scientific) festettiik (5 perc, 1:1000 higitas,
szobahOmérséklet). Az immunfestés minden 1€pése utan haromszor mostuk a mintakat
1x-es PBS-el. Ezt kovetden a targylemezeket Pannoramic Confocal szkennerrel
(3DHISTECH Ltd.) digitalisan archivaltuk, ugy, hogy mintanként 21 darab felvételt
vettlink fel 0,4 um fokusztavolsagonként a Z tengelyen. A vizsgalt teriilet tobb mint 1000
sejtet tartalmazott. A mikronukleusz-szamolast és a mikronukleuszok y-H2AX-
pozitivitdsanak ardnyat a CaseViewer szoftver CellQuant alkalmazasaval (3DHISTECH
Ltd.) kvantifikaltuk.

4.2.4. Genomialis instabilitas vizsgalata comet probaval

A DNS-kettdstorés jelenlétének kimutatasara comet probat hasznaltunk. Ehhez a letapadt
sejteket el6szor egy milanyag kapard eszkozzel tavolitottuk el a lemezekrdl, majd a
mintakat Dulbecco PBS-sel (Sigma-Aldrich) mostuk. A kisérlet soran a Comet Assay
Kit-et (Abcam) a gyartoi utasitasoknak megfeleléen hasznaltuk egy apré modositassal: a
gyartd altal biztositott lemezeket 1%-os normal olvadaspontii agardzzal bevont
Superfrost Ultra Plus lemezekkel (Thermo Fisher Scientific) helyettesitettiik. Az
egysejtes gélelektroforézist alkalikus oldatban végeztiikk 150 mA-n 45 percen keresztiil,
majd a DNS-t Vista Green festékkel (Abcam) festettiik. A gélelektroforézis soran
képzodott listokds (Un. comet) alakit DNS-fragmenseket fluoreszcens mikroszkoéphoz
(Carl Zeiss) kapcsolt AxioCam kameraval (Carl Zeiss) rogzitettiik. Mintanként legalabb
50 sejtet vizsgaltunk a Comet Score szoftver hasznalataval, és végiil a DNS csova részét
aranyositottuk egy sejt DNS-tartalmahoz, hogy megkapjuk az ugynevezett csova-DNS

szazalékot, ami megadja a DNS-torések mennyiségét.

4.2.5. Statisztikai szamitasok

A szignifikancia (p < 0,05) megallapitasahoz elészor Shapiro-Wilk-normalitasvizsgalatot

végeztiink. Amennyiben egy adott kisérleten beliil nem allt fenn normalitas barmely
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sejtvonal vagy kezeldszer esetében, ugy Kruskall-Wallis tesztet hajtottunk végre Dunn-
féle tobbszords Osszehasonlitassal kiegészitve. Normal eloszlas esetén egyszempontos
ANOVA-val (analysis of variance; varianciaanalizis) és Tukey-féle post-hoc teszttel
szamoltuk ki a szignifikanciaértéket. Az aramlési citometrias vizsgalatoknal, a tobbi
kisérlettol eltéréen, kétszempontos varianciaanalizist hasznaltunk. A statisztikai

elemzéseket minden esetben a Prism 8.0.2 (GraphPad) szoftver segitségével végeztiik el.

4.3. A sejtvonalak epigenomikai, genomikai és transzkriptomikai
valtozasaira vonatkozé genomszinti vizsgalatok folsav- és SAM-
kezelést kovetoen

4.3.1. Globalis DNS-metilacio meghatarozasa LINE-1 piroszekvenalassal

A sejtekbdl a kezelést kovetden High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
segitségével DNS-t izolaltunk. A mintdkbol kinyert DNS mennyiségének
megallapitasahoz Qubit 1.0 fluorimétert alkalmaztunk (Thermo Fisher Scientific) Qubit
dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) hasznalataval. Mintanként
100 ng mennyiségli DNS-bdl biszulfitkonverziot végeztiink az EZ DNA Methylation-
Direct Kit (Zymo Research) altal. A LINE-1 promoter régidkban elhelyezkedd 146
bazispar hosszlsagl szakaszt PyroMark PCR Kit-tel (Qiagen) felsokszorositottuk, és a
keletkezett PCR (polymerase chain reaction; polimeraz-lancreakcio) -termék hosszlisagat
gélelektroforézissel ellendriztik. A PyroMark Q24 CpG LINE-1 kézikdnyv (Qiagen)
utasitdsainak megfelelden hajtottuk végre a mintdk piroszekvendldsra torténd
elokészitését a PyroMark Q24 Vacuum Workstation (Qiagen) haszndlatdval. A
szekvenalast a PyroMark Q24 System (Qiagen) segitségével végeztiik el, és a kapott
DNS-metilacios értékeket a PyroMark Q24 Software (Qiagen) altal szamoltuk ki. Az
adott minta globalis DNS-metilacios értékét a modszer altal detektalt harom LINE-1

CpG-pozicié metilaciojanak atlaga adta meg.
4.3.2. Genomszintii DNS-metilici6 meghatarozasa Reduced Representation
Bisulfite Sequencing (RRBS) modszerrel

Az RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing; csokkentett reprezentaltsagi
biszulfitszekvenalds) modszer altal torténé DNS-metildcid meghatdrozashoz olyan

sejteket vizsgaltunk, amelyeket folsavmentes vagy 10.000 ng/mL folsavat tartalmazo
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médiumban tartottunk, valamint 0 vagy 1 mmol/L SAM-koncentracioval kezeltiink. A
LINE-1 piroszekvenalashoz hasonldan eldszor a fent ismertetett protokoll szerint DNS-t
izolaltunk a sejtekb6l. Majd a mintak feldolgozasahoz Premium Reduced Representation
Bisulfite Sequencing Kit-et (Diagenode Diagnostics) hasznaltuk, és a 1épéseket a gyartoi
utasitasok szerint hajtottuk végre. Ezt kovetéen gPCR-rel (quantitative polymerase chain
reaction; kvantitativ polimeraz-lancreakcio) végeztiik el a mennyiségi meghatarozast. A
biszulfitkonverzio ¢és amplifikaci6 utan a DNS mennyiségét Qubit dsDNA High
Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) hasznalataval Qubit 1.0 fluoriméter
késziiléken mértik meg. A mindségi elemzést Bioanalyzer 2100 mikrokapillaris
elektroforézis késziiléken (Agilent Technologies) hajtottuk végre High Sensitivity DNA
Chip (Agilent Technologies) hasznalataval. A kész konyvtarakat a Next Seq System
Denature and Dilute Libraries Guide (Illumina) atmutatasai alapjan a NextSeq 500/550
High Output Sequencing Kit v2 (75 cycles) (Illumina) hasznalataval készitettiik eld.

Végiil a szekvenalas egy NextSeq 500 (Illumina) szekvenatorral valosult meg.

A szekvenalas altal kapott nyers FASTQ file-okon a fastQC program segitségével
mindségi elemzést hajtottunk végre. Az adapterek levagasa és az alacsonyabb mindségii
szekvenciak kiszlirése a Trim Galore (Babraham Bioinformatics) programmal tortént. A
hg38 referenciagenomot az illesztést megelézéen in silico biszulfitkonvertaltuk és
indexaltuk a Bismark szoftver hasznalataval. Majd szintén ezzel a programmal végeztiik
el az illesztést és a metilacids szazalék meghatarozasat az alapértelmezett beéllitasokat
alkalmazva. A kezelés hatdsdra megvaltozott metilacios értéket ado helyeket (DMS;
differentially methylated site) paros Osszehasonlitdsok soran a methylKit R csomaggal
hatdroztuk meg, majd a “SLIM” moddszerrel korrigaltuk. A lehetséges DMS-ek koziil
kisztirtiik azokat, amelyek metilacios kiilonbsége a két minta dsszehasonlitdsakor 15%
alatt volt, vagy a q értéke meghaladta a 0,05-6t. A DMS-ek annotéciojat az UCSC

Genome Browser weboldalrdl letoltott adatbazisok segitségével végeztiik el.

A metilacidvaltozas altal érintett gének szamét Venn-diagramon abréazoltuk, illetve a
DMS-ek eloszlasat a genomban kdordiagramon mutattuk be. Végil KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; Kiotoi Gén és Genom Enciklopédia)
utvonalelemzést hajtottunk végre a DAVID (Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discovery; Adatbazis Annotalashoz, Abrazolashoz és Integralt Kutatashoz)
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v6.8 program hasznalataval Nagy és munkatdrsai alapjan [170]. Hotérképen jelenitettiik
meg azt a 10 utvonalat, amelyek szignifikansan (p < 0,05) a legtobb DMS-sel

rendelkeztek.

4.3.3. Genomszintiit DNS-metilacio meghatarozasa bead array modszerrel

A mikroarray technikan alapulé DNS-metiladcios vizsgalatot SAM-mal végzett
kisérleteink soran hajtottuk végre minden kezelési kondicido esetén. Az elobbi két
metilacios analizishez hasonldan végeztiik el a sejtekb6l a DNS-izolalast. A kezelt
mintdkbol 250 ng DNS-t hasznaltunk fel a tobb mint 850.000 metilacidés hely
tanulmanyozasahoz. Az elemzést a Diagenode Diagnostics vallalat megbizasabol a bécsi
Austrian Institute of Technology végezte. A mintdk eldékésztése magaban foglalta a
biszulfitkonverziot, a DNS-sokszorozast és fragmentaciot, amit a DNS EPIC BeadChip-
hez (Illumina) torténd hibridizaltatasa kovetett. A metilalt vagy nem metilalt gyongyoket

biotin és 2,4-dinitrofenol jelolés utdn szkenneléssel detektaltuk.

A kapott IDAT formatumu nyers adatokat a ChAMP R csomagjaval dolgoztuk fel.
Kiszurtiik azokat az alacsony mindségli probakat, amelyek p értéke 0,01 folott volt
barmely mintaban, vagy gyongyszamuk harom alatt volt a mintak legalabb 5%-ban.
Tovabba kizarasra keriiltek a nem-CpG, SNP-hez (single nucleotide polymorphism,
egypontos nukleotid-polimorfizmus) kothetd, nem specifikus, vagy X és Y kromoszoman
elhelyezkedd probak is. Nem vettilk figyelembe azokat a probakat sem, amelyek
metilacidés szintje a két kezelt mintdban a kontrollhoz (0 mmol/L) képest eltérd
iranyultsagot mutatott. A normalizalast a Beta Mixture Quantile modszerrel hajtottuk
végre. Végil a kovetelményeknek megfelelé 721.878 probat hasznéltuk az
elemzéseinkhez, és egy ujabb sziiréssel ezek koziil azokat vettiik figyelembe, amelyek a

CpG-szigeteken beliil helyezkedtek el.

Az atlagos metilacios szinteket (B-értékek) t-tesztekkel hasonlitottuk Gssze, amit
Benjamini-Hochberg korrekcio kovetett. Azokat a probakat itéltiik szignifikdnsan
valtozonak, amelyek esetén a korrigalt p < 0,05 kdvetelmény teljesiilt. Amennyiben egy
proba B-értéke a 0,5 mmol/L-es és az 1 mmol/L-es SAM kezelés esetén is alacsonyabb
volt, mint a kontroll mintdé, hipometilacidt allapitottunk meg. Ellenkezd esetben

hipermetilaciordl beszéltiink. A tiz legnagyobb hipo- vagy hipermetilacios valtozast (AB)
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mutatdé CpG-hellyel rendelkez6é gént hotérképen dbrazoltuk.

4.3.4. Genomszintii génexpresszios valtozasok vizsgalata mikroarray modszerrel

A sejteket a plate-rél valo eltavolitast kovetéen 350 uL B-merkaptoetanol tartalmu RLT
pufferben (Qiagen) fagyasztottuk le —80 °C-ra. A mintdkbol RNeasy Mini Kit (Qiagen)
segitségével RNS-t izolaltunk. A kapott koncentraciot az RNA High Sensitivity Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval Qubit 1.0 fluorométerrel mértiik meg. Az
RNS mindségének meghatarozdsdhoz Bioanalyzer 2100 késziiléket (Agilent
Technologies) és RNA 6000 Pico Assay Kit-et (Agilent Technologies) hasznaltunk. A
tovabbi vizsgalatainkat csak azokkal a mintakkal folytattuk, amelyekbdl megfeleld
mindségli RNS-t tudtunk kinyerni, tehat RIN-értékiik (RNA integrity number; RNS-
integritasérték) nagyobb volt mint 8. Ezt kdvetéen a GeneChip WT PLUS Reagent Kit
(Thermo Fisher Scientific) altal a gyartéi javaslatok alapjan elvégeztiik a mintak
megtortént az elokészitett termék HTA 2.0 mikroarray-hez (Human Transcriptome Array
2.0; Human Transzkriptom Array 2.0, Affymetrix) valo hibridizalasa. A mosast, festést

és szkennelést Kalmar és munkatarsai altal leirt protokoll szerint végeztiik [171].

A nyers adatokat SST-RMA algoritmus hasznalataval normalizaltuk, és a génexpresszios
valtozasokat a TAC 4.0 (Transcriptome Analysis Console 4.0; Transzkriptomelemz6
Konzol 4.0, Affymetrix) szoftverrel értékeltiik ki. A program segitségével kiszamoltuk a
szignifikans (p < 0,05), és a legalabb £1,5 expresszios intenzitaskiilonbséget (FC; fold
change) mutatd transzkriptumok szdmat, valamint a csokkend és novekvd expressziods
valtozasok aranyat is. A paros dsszehasonlitashoz a folsavas kisérlet esetében a kezeletlen
(0 ng/mL) és a 10.000 ng/mL koncentracioval kezelt, a SAM-mal tortént kisérletek soran
pedig a 0 és 1 mmol/L SAM koncentracioval ellatott mintdkat alkalmaztuk. Ezt kovetéen
az Ensembl Genome Browser BioMart alkalmazasaval annotdltuk az emlitett
kritériumoknak megfeleld transzkriptumokat, majd megneveztiik a topl0 csokkend és
novekvd FC-vel rendelkezd gént, amelyeket vulkdndiagramon &brazoltunk. A folsavas
kezelés esetében a kritériumoknak (p < 0,05 ¢és FC > [1,5]) megfeleld génlista alapjan
fehérje-fehérje-kolcsonhatas vizsgalatokat végeztiink a Cytoscape szoftver hasznalataval,
majd szinkddolassal jeloltiik a génexpresszids valtozasok mértékét. Az érintett gének

kiilonb6zé molekularis utvonalakban torténd részvételét a PANTHER 16.0 (Protein
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Analysis Through Evolutionary Relationships 16.0; Fehérjeelemzés Evolucios
Kapcsolatokon Keresztiil 16.0) segitségével hataroztuk meg. Az adatokat pedig a GEO
(Gene Expression Omnibus; Génexpresszios Adatbazis) feliiletre toltottiik fel, amelyek a
kovetkez6 referenciaszamon érhetéek el: GSE186084. A SAM-mal folytatott
vizsgélataink sordn 4 molekuldris Utvonal esetében kivalasztottuk azokat a géneket,
amelyek a kontroll és 1 mmol/L SAM-koncentracidval kezelt mintak kozott szignifikans
(p < 0,05) és legalabb £1,4 FC értékii valtozassal voltak jellemezhetéek. Hotérképen
abrazoltuk a harom kezelési koncentracional tapasztalt expresszios kiilonbségeket. Az

adatok a GSE152870 referenciaszam alatt megtaldlhatéak a GEO adatbézisban.

Végiil Osszevetettiik a DNS-metilacidés és génexpresszios elemzések soran kapott
génlistakat, hogy Osszefiiggéseket keressiink a promotermetildcid és a géndtirddas
mértéke kozott. Szamszerlsitettilk azokat a géneket, amelyek hipermetilalt promoter
esetén csokkent, hipometilalt promodter esetén pedig emelkedett expresszios értékkel

rendelkeztek a kezelés utan.

4.3.5. A sejtvonalak mutacios profiljanak vizsgalata teljesexom-szekvenalassal

A DNS-metilaci6 vizsgalataihoz hasonléan eldszor DNS-izolalast végeztiik, majd
Nextera DNA Exome Kit (Illumina) haszndlataval végrehajtottuk a konyvtarkészitést
mintdnként 50 ng kiinduldsi DNS-b6l. A tagmentécid, az indexalds és a minta
sokszorositasa a gyartoi utasitasok alapjan tortént. Ezt kovetden a tisztitott konyvtarak
mennyiségi analizisét Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) segitségével végeztiik el Qubit 1.0 fluoriméteren (Thermo Fisher Scientific).
A fragmenshossz-eloszlasok meghatarozasa High Sensitivity DNA Chip (Agilent
Technologies) hasznélataval Bioanalyzer 2100 mikrokapillaris elektroforézis késziiléken
(Agilent Technologies) ment végbe. Az amplifikalt, kettdsszala DNS-t tartalmazo
konyvtaraink szekvenalasat NextSeq 500/550 High Output Sequencing Kit (150 cycles)

(Illumina) hasznalataval NextSeq 500 késziiléken végeztiik el.

A szekvenalasi adatok mindségi analiziséhez fastQC és multiQC szoftvereket
hasznaltunk. Miutan megbizonyosodtunk rola, hogy a szekvenalas mindségi mutatoi
megfeleloek, a nyers FASTQ file-okat raillesztettiik a hg38 human referencia genomra a

BWA-MEM algoritmussal. A mutaciokat a Genome Analysis Tool Kit 4.1.4.1
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programcsomag segitségével hataroztuk meg. Ezen beliil az ismétlddo read-eket a Picard
MarkDuplicates, a csiravonal mutacidokat a HaplotypeCaller, a GenomicsDBImport, a
GenotypeGVCFs, a VariantRecalibrator ¢és az ApplyRecalibration, a szomatikus
mutaciokat pedig a Mutect2 ¢és FilterMutectCalls programok hasznalataval azonositottuk.
Egészséges személyek teljesexom-szekvenalasi adataibol egy “normal minta panel”-t
készitettiink a vizsgalt mintdkhoz hasonléan. Minden kimutatott mutaciot annotaltunk a
vef2maf és Ensembl Variant Effect Predictor szoftverek segitségével. A disszertacioban
bemutatott teljesexom-szekvenalasi adatok megtalalhatdak az SRA-ban (Sequence Read
Archive; Szekvenciaolvasdé Archivum) a kovetkezé azonositoszam alatt: SUB7855933.
A vizsgalandd géncsoportokat az OnkoKB, valamint WikiPathways adatbazisok

hasznalataval hatdroztuk meg.
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5. EREDMENYEK

5.1. A folsav- és SAM-kezelés hatasa a sejtproliferaciora, sejtviabilitasra
és sejtciklusra

5.1.1. Sejtproliferacios valtozasok

5.1.1.1. Sejtproliferdacios viltozdasok folsavkezelés hatdsdra

A HT-29 sejtek esetén a legmagasabb sejtproliferacios szintet 100 ng/ml folsavpoétlas
hatasara mértiik (HT-29100: 128,43 + 24,94%). Ehhez az értékhez képest a
folsavmegvonas (HT-29q: 101,25 + 13,53%) és a 10.000 ng/ml folsavkoncentraci6é (HT-
2910000: 86,06 = 20,75%) a sejtproliferacié csokkenéséhez vezetett. Az SW480
sejtvonalban ezzel szemben nem figyeltiink meg jelentds valtozasokat a kiillonb6zo
folsavkoncentraciok esetében (SW4800: 90,96 + 9,72%, SW480100: 88,75 £ 2,69%,
SW48010.000: 84,15 = 10,67%) (9. abra/a).

5.1.1.2. Sejtproliferdacios valtozasok SAM-kezelés hatdsdra

A SAM-kezelés mindkét sejtvonalban koncentracidaranyosan vezetett a proliferacio
csokkenéséhez. A valtozasok a kontroll mintakhoz képest szignifikansak (p <0,01) voltak
(HT-29: 98,08 + 9,71%, HT-2905: 76,93 + 4,48%, HT-291: 69,54 + 7,63%; SW480o:
100,98 = 10,88%, SW48005: 79,00 + 16,11%, SW4801: 71,54 + 21,67%) (9. abra/b).
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9. dbra. A HT-29 és SW480 sejtek proliferaciéjanak vizsgalata szulforodamin B
(SRB) teszttel folsav- (a) és S-adenozil-metionin- (b) kezelést kovetéen. Az el6bbi

esetében a sejteket folsavmentes (0 ng/mL), valamint 100 és 10.000 ng/mL folsavtartalmt
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médiumban tartottuk 72 éran keresztiil, mig az utobbi kisérletben 0, 0,5 és 1 mmol/L S-
adenozil-metionin koncentracio mellett 48 oras inkubacids id6t alkalmaztunk. A
tenyésztomédiumban tartott sejtek medianjat vettiik 100%-nak, és ehhez viszonyitottuk a
kezelést kovetd proliferacios valtozasainkat [172,173]. SAM: S-adenozil-metionin (**p
<0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001).

5.1.2. Sejtviabilitas-valtozasok

5.1.2.1. Sejtviabilitas-valtozdsok folsavkezelés hatdsdara

A sejtek viabilitdsa a folsavkezelés hatdsira a proliferacios elemzések sordn észlelt
eredményekhez hasonldan véltozott. A HT-29 sejtekben folsavmentes kornyezet (HT-
290: 91,57 + 13,27%) ¢és szuprafizioldgias kezelés (HT-2910.000: 64,06 + 20,24%) esetén
is alacsonyabb értékeket kaptunk, mint 100 ng/ml FA-mennyiség alkalmazasa mellett
(HT-29100: 115,81 + 30,88%). Az SW480 sejtekben azonban az életképesség 90% koriil
volt, fliiggetleniil az alkalmazott folsav dozisatol (SW4800: 90,22 + 9,55%, SW480100:
90,05 £ 5,03%, SW48010.000: 89,72 + 11,22%) (10. 4bra/a).

5.1.2.2. Sejtviabilitas-valtozdasok SAM-kezelés hatdsdara

A proliferacios eredményektdl eltéréen SAM hatasara nem tapasztaltunk valtozasokat a
sejtek ¢életképességét tekintve (HT-290: 101,92 + 9,51%, HT-2905: 103,71 £ 6,94%, HT-
29:: 105,07 £+ 10,51%; SW480o: 101,80 + 10,98%, SW4800,5: 102,43 + 17,54%, SW4801:
104,76 + 15,55%). Ha figyelembe vessziik a folsavas kisérlet viabilitasi vizsgalatat is,
megallapithatjuk, hogy a folsavmentes tapfolyadékban kb. 10%-kal kevésbé voltak
¢letképesek a HT-29 és SW480 sejtek, mint a SAM-kezelések alkalméval hasznalt
folsavtartalmu médiumban (10. abra/b).
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10. abra. A HT-29 és SW480 sejtek életképességének vizsgalata alamarBlue teszttel
folsav- (a) és S-adenozil-metionin- (b) kezelést kovetéen. Az el6bbi esetében a sejteket
folsavmentes (0 ng/mL), valamint 100 és 10.000 ng/mL folsavtartalmu médiumban
tartottuk 72 oran keresztiil, mig az utobbi kisérletben 0, 0,5, és 1 mmol/L S-adenozil-
metionin  koncentraci6 mellett 48 o6ras inkubaciés id6t alkalmaztunk. A
tenyésztomédiumban tartott sejtek medianjat vettiik 100%-nak, és ehhez viszonyitottuk a

kezelést kovetd viabilitasi valtozasainkat [172]. SAM: S-adenozil-metionin (**p <0,01).

5.1.3. Sejtciklus-valtozasok

5.1.3.1. Sejtciklus-vdltozdsok folsavkezelés hatdsdra

A sejtek aranya a kiilonboz6 fazisokban specifikus volt az adott sejtvonalra, igy a HT-29
mintakban GO0/G1-, az SW480 sejtekben pedig S-fazis dominanciat vettiink észre.
Erdekes modon azonban a folsavkezelés nem befolyésolta lényegesen a sejtciklust (az
0sszes HT-29 minta 4tlaga: 62,51 + 4,76% a G0/G1-ben, 17,90 + 4,32% a G2/M-ben ¢és
19,59 + 2,12% az S-fazisban; az 0sszes SW480 minta atlaga: 41,31 + 1,60% a GO/G1-
ben, 0,81 £ 0,66% a G2/M-ben és 57,88 + 1,59% az S-fazisban) (11. dbra/a).

5.1.3.2. Sejtciklus-vdltozasok SAM-kezelés hatdasdra

A folsavpotlassal ellentétben a SAM hasznalata mellett jelentds valtozasokat
figyelhettiink meg a sejtciklus tekintetében. A kezelés hatdsdra mindkét sejtvonal
esetében szignifikansan (p < 0,05) csokkent a GO/G1- (HT-29: 50,00 £ 0,81%-r6l 23,31
+ 1,58%-ra; SW480: 46,71 + 4,59%-161 17,49 + 1,49 %-ra), valamint nétt az S- (HT-29:
39,29 £ 0,28%-161 59,49 £ 0,25%-ra; SW480: 52,12 £ 2,70%-1r6l 74,68 £ 1,39%-ra) és
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G2/M-fazisban (HT-29: 10,76 + 0,53%-r61 17,21 + 1,83%-ra; SW480: 1,16 + 2,01%-r6l
7,83 £ 1,66%-ra) 1évo sejtek szama (11. abra/b).
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11. abra. HT-29 és SW480 sejtvonalak aramlasi citometriaval torténo vizsgalata 72
oras folsav- (a) és 48 oras S-adenozil-metionin- (b) kezelést kovetoen. A folsavas
kisérlet esetében a sejteket folsavmentes tapfolyadékban (0 ng/mL) tartottuk, vagy 100
¢és 10.000 ng/mL folsavmennyiséggel lattuk el, mig az S-adenozil-metioninnal folytatott
kisérleteink 0, 0,5 és 1 mmol/L koncentracié mellett valosultak meg. Oszlopdiagramok
abrazoljak a sejtek kiilonbozd fazisokban torténd eloszlasat a két kezeldszer hatasara
(a,b), valamint jellegzetes hisztogramok mutatjadk be a SAM sejtciklusvaltozast okozo

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

5.2. A folsav- és SAM-Kkezelés hatasa a genom stabilitasara
5.2.1. Mikronukleuszok szamanak valtozasa

5.2.1.1. Mikronukleuszok szamdnak vdltozdsa folsavkezelés hatdsdra

Az immuncitokémiai vizsgalat alapjan a HT-29 sejtek 0,56 + 0,05%-a rendelkezett
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mikronukleusszal a folsavmentes kornyezetben, mig a kapott érték a kezelés hatasara
szignifikansan (p < 0,01) csokkent (HT- 29100: 0,17 + 0,05%, HT-2910.000: 0,25 £ 0,09%)).
Ezzel szemben folsavhiany mellett az SW480 sejtek 0,79 + 0,10%-énak volt
mikronukleusza, és ezt az aranyt a kezelés nem valtoztatta meg szamottevéen (SW480100:

0,74 £ 0,07%, SW48010.000: 0,77 £ 0,16%) (12. 4bra/a).

A DAPI-festés mellett anti-y-H2AX antitestet is alkalmaztunk, és meghataroztuk a y-
H2AX pozitivitast mutatd mikronukleuszok aranyat az 0Osszes mikronukleuszhoz
viszonyitva. Azt tapasztaltuk, hogy a kapott értékre (HT-29: 76,68 + 3,54%; SW480:
80,35 + 6,46%) nem gyakorolt hatdst sem a sejtvonal tipusa, sem az alkalmazott kezelési

koncentracio.

5.2.1.2. Mikronukleuszok szamanak valtozasa SAM-kezelés hatdasdara

A két kontroll minta dsszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy az SW480 sejtek esetén
Iényegesen magasabb volt a mikronukleuszok szama, mint a HT-29 sejtekben (HT-29:
0,19+ 0,02%; SW4800: 2,75+ 0,25%). Ez az eredmény a folsavmentes médiumban tartott
sejtekhez viszonyitva is kiemelkeddnek bizonyult. A SAM-kezelés szignifikans (p <
0,05) valtozasokat okozott mindkét sejtvonal esetében (HT-295: 0,25 + 0,00%, HT-29;:
0,04 + 0,01%; SW48005: 1,26 = 0,12%, SW4801: 0,91 + 0,11%). Az SW480 sejteknél
azonban nem csupan nagyobb kiilonbségeket tapasztaltunk a HT-29 mintakhoz
viszonyitva, de a csokkenés jol lathatéan Osszhangban volt az alkalmazott SAM-

koncentracioval is (12. dbra/b).

A folsavpotlashoz hasonléan a SAM-kezelés sem befolyasolta a y-H2AX pozitiv

mikronukleuszok aranyat a két sejtvonalnal.
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12. abra. Kiilonbozé folsav- (0, 100, 10.000 ng/mL), valamint S-adenozil-metionin-
(0, 0,5, 1 mmol/L) koncentracioknak kitett HT-29 és SW480 sejtvonalak genomialis
instabilitasanak vizsgalata mikronukleusz-szamolassal. DAPI-val (4,6-diamidino-2-
phenylindole; 4,6-diamidino-2-fenilindol) és anti-y-H2AX antitesttel festett lemezeken
hataroztuk meg a mikronukleusszal rendelkezd sejtek aranyat az 6sszes szamolt sejthez
viszonyitva. A kapott eredményeket oszlopdiagramon, a jellegzetes y-H2AX-pozitivitast
mutatd 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 hosszanak valtozasa

5.2.2.1. A cometek hosszanak valtozdsa folsavkezelés hatdsdara

A comet proba alkalmazasakor a csova DNS-mennyisége szolgélt a genomialis karosodas
mértékének meghatarozasara. Ez az érték folsavmentes kozeg mellett a HT-29 sejtek
esetében 37,35 + 3,45% volt, az SW480 sejteknél viszont ennél 1ényegesen magasabb
(58,79 + 0,83%). Kezelés hatasara a csova-DNS % a HT-29 mintdkban csokkenést
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mutatott (HT-29100: 31,23 £ 3,41%, HT-2910.000: 20,07 & 3,59%), mig az SW480 sejteknél
nem tapasztaltunk 1ényeges véltozasokat (SW480100: 59,84 + 1,89%, SW48010.000: 58,24
+ 2,56%) (13. abra/a).

5.2.2.2. A cometek hosszanak valtozasa SAM-kezelés hatdasara

A SAM-kezelés nem volt jelentds hatassal a HT-29 sejtek cséva-DNS %-ara (HT-290:
62,29 +1,82%, HT-2905: 59,2 £ 2,12%, HT-291: 59,69 + 2,81%), azonban szignifikdnsan
(p < 0,01) és koncentracidéaranyosan csokkentette ezt a paramétert az SW480 sejtekben
(SW4800: 64,36 + 5,36%, SW48005: 41,84 + 6,75%, SW4801: 35,01 + 3,29%) (13.
abra/b).
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13. abra. Kiilonbo6zé folsav- (0, 100, 10.000 ng/mL), valamint S-adenozil-metionin-
(0, 0,5, 1 mmol/L) koncentracioknak kitett HT-29 és SW480 sejtvonalak genomialis
instabilitasanak vizsgalata comet probaval. Az egysejtes elektroforézis soran
keletkezett csovak DNS-tartalmanak teljes sejtmagi DNS-mennyiséghez viszonyitott
aranyat oszlopdiagramok reprezentaljak a folsav- (a) és az S-adenozil-metionin- (b)

kezelések esetében. A diagramok mellett 1athatok az adott kisérlethez tartozo6 jellegzetes
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csovak [172,173]. ctrl: kontroll, SAM: S-adenozil-metionin (*p < 0,05; **p <0,01).

5.3. A folsav- és SAM-kezelés hatasa a DNS-metilaciora

5.3.1. LINE-1 szakaszok DNS-metilaciojanak valtozasa

5.3.1.1. LINE-1 szakaszok DNS-metildcidjanak valtozdsa folsavkezelés hatasdra

Folsavmentes koriilmények kozott a HT-29 sejtek LINE-1 metilacios szintje 10,54

%-kal volt magasabb, mint az SW480 sejtek esetén. Folsavpotlast kovetéen azonban
egyik sejtvonalnal sem figyeltiink meg kiemelkedd valtozast (HT-290: 59,30 + 2,90%,
HT-29100: 61,68 + 4,17%, HT-2910000: 60,42 + 2,12%; SW4800: 48,76 + 4,93%,
SW480100: 49,15 + 6,13%, SW48010.000: 48,73 £ 7,27%) (14. dbra/a).

5.3.1.2. LINE-1 szakaszok DNS-metildcidjanak valtozdsa SAM-kezelés hatasdra

SAM-kezelés esetén ugyanazt figyeltilk meg, mint amit a folsavval torténd kisérletek
soran is tapasztaltunk. A HT-29 sejtek magasabb metilacios szinttel rendelkeztek a
kontroll mintdkat 0sszehasonlitva, azonban a kezelOszer addsa nem valtoztatta meg
szignifikansan ezeket az értékeket (HT-290: 60,40 £ 0,99%, HT-2905: 59,89 + 0,68%,
HT-291: 60,14 £ 0,64%; SW4800: 50,58 + 0,71%, SW48005: 52,08 + 1,32%, SW4801:
48,65 + 0,64%) (14. abra/b).
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14. ébra. A HT-29 é SW480 sejtek globalis DNS-metilaciés szintjének
meghatarozasa folsav- (a) és S-adenozil-metionin- (b) kezelést kovetéen. Az el6bbi
esetében a sejteket folsavmentes (0 ng/mL), valamint 100 ¢és 10.000 ng/mL

folsavtartalmi médiumban tartottuk 72 6ran keresztiil, mig az utobbi vizsgalat soran 0,
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0,5 és 1 mmol/L S-adenozil-metionin-koncentracié mellett 48 6ras inkubacios 1d6t
alkalmaztunk. A globalis DNS-metilacio szintjére a LINE-1 (long interspersed nuclear
element-1; hosszu kozbeiktatott sejtmagi egység-1) retrotranszpozon harom kiilonb6z6
CpG (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide; citozin-foszfat-guanin dinukleotid) -
helyének atlagos metilaltsagi értékébodl kovetkeztettiink [172,173]. SAM: S-adenozil-

metionin.

5.3.2. Genomszintii DNS-metilacios valtozasok

5.3.2.1. Genomszintii DNS-metildcios valtozdsok folsavkezelés hatdsdra

RRBS vizsgalattal azoknak a sejteknek a DNS-metilacidés eredményeit hasonlitottuk
Ossze, amelyek esetében folsavmentes médiumot vagy 10.000 ng/mL folsavat
hasznaltunk. Kezelés hatasara a hipermetilalodott (HT-29hiper: 3591; SW480hiper: 3698) €s
hipometilalédott (HT-2%hipo: 3432; SW480hipo: 3422) CpG-helyekkel rendelkez6 gének
szama egy sejtvonalon beliil, és a két sejttipus kozott is hasonld volt (15. abra/a). A
metilacios helyek tobbsége mindkét sejtnél a heterokromatin (HT-29: 27,57%; SW480:
31,61%), valamint az aktiv (HT-29: 22,29%; SW480: 20,29%) ¢és gyenge (HT-29:
18,57%; SW480: 17,81%) promoter szakaszokra esett (15.abra/b). A KEGG utvonal-
analizis eredményei alapjan els@sorban a karcinogenezisben szerepet jaszto gének voltak

érintettek a metilacios valtozasok altal mindkét sejtvonal esetén (15.4bra/c).

56


https://paperpile.com/c/KF78FG/uyip

a hiper hipo c

.39 1436 630 1514 PI3K-Akt titvonal- ;
3

281 260 o

100 &

300 447 309 MAPK ditvonal- =

237 257 ﬁ_:

o

SW480 =
1368 542 1370 Rap1 ttvonal 7

=1

e

3

aktin citoszkel bal %

DMS-sel rendelkezd gének sza 180 &

3

b fokalis adhézi6 2
HT-29 SW480 »

o

o

proteoglikanok rakokban ;

@

o}

=

g

=3

=2

o

T

o

3

M|\ W -

a DMS-ek eloszlasa a kiilénb6z6 genomialis régiokban

axonvezérlés

I heterokromatin represszor I egyéb
W aktiv promoter gyenge transzkr.
gyenge prométer i poised prométer HT-29 HT-29 SW480 SW480

hiper hipo  hiper hipo

15. abra. A 10.000 ng/mL folsavkoncentraciéval 72 6ran Kkeresztiil kezelt HT-29 és
SW480 sejtek genomszintii DNS-metilacios elemzése a folsavmentes (0 ng/mL)
tapfolyadékban tartott mintakhoz viszonyitva. Az RRBS (Reduced Representation
Bisulfite Sequencing; csokkentett reprezentaltsagt biszulfitszekvenalas) modszer
hasznalataval el6szor meghataroztuk azoknak a géneknek a szdmat, amelyek vizsgalt
CpG- (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide; citozin-foszfat-guanin dinukleotid)
helyein metilacios valtozas tortént. A ,hiper” és ,hipo” halmazok jelolik a
hipermetilalodott, valamint a hipometilalodott CpG helyekkel rendelkezd géneket. A
kozos halmazban azoknak a géneknek a szama lathatd, amelyekben mindkét fajta
metilacids valtozason atesett CpG-sziget megtaldlhatd (a). A kordiagramok a kezelés
kiilonb6zd régidiban (b). A hétérképen pedig az a 10 KEGG utvonal taldlhato,
amelyekben a legtobb metilacios valtozas altal érintett gén vesz részt (c) [172]. DMS:
differentially methylated site; megvaltozott metilacios értéket add hely, hiper:
hipermetilacio, hipo: hipometilacio, KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;

Kiot6i Gén és Genom Enciklopédia, transzkr.: transzkripcio.
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5.3.2.2. Genomszintii DNS-metilacios valtozasok SAM-kezelés hatasara

Az RRBS vizsgalat soran kezeletlen ¢s 1 mmol/L SAM-koncentracioval kezelt mintakat
hasznaltunk. A metilaci6 altal érintett gének szama lényegesen magasabb volt a HT-29
sejtek esetében az SW480-hoz, valamint a folsavas kezelés mintdihoz viszonyitva is.
Emellett ebben a sejtvonalban enyhe eltérés mutatkozott a hipometilalodo gének javara
(HT-2%iper: 8333; HT-2%ipo: 8753), mig az SW480 sejteknél a két csoport génjeinek
szama (SW480niper: 6407; SW480hipo: 6407) megegyezett (16. abra/a). A HT-29 sejtek
esetében dominansan a heterokromatin régioban kdvetkeztek be metilacios valtozasok
(38,56%), amit a represszor szakasz kovetett (13,17%), mig az SW480 sejteknél az aktiv
(31,24%) és a gyenge promoterekben (20,80%) tapasztaltuk a legtobb valtozd metilaciot
mutatd helyet (16. abra/b). Az Utvonalelemzés a folsavkezeléshez hasonloan itt is
ravilagitott arra, hogy a SAM adisa a DNS-metilacié tekintetében elsdsorban a

karcinogenezisben részt vevo géneket érinti (16. abra/c).
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16. abra. Az 1 mmol/L S-adenozil-metionin-koncentraciéval 48 oran keresztiil kezelt
HT-29 és SW480 sejtek genomszintii DNS-metilacios elemzése a kontroll (0 mmol/L)
mintakhoz viszonyitva. Az RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing;
csokkentett reprezentaltsagi biszulfitszekvenalas) modszer hasznalataval elészor

meghataroztuk azoknak a géneknek a szamat, amelyek vizsgalt CpG- (cytosine-
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phosphate-guanine dinucleotide; citozin-foszfat-guanin dinukleotid) helyein metilacios
valtozas tortént. A ,hiper” és ,,hipo” halmazok jelolik a hipermetilalodott, valamint a
hipometilalodott CpG-helyekkel rendelkezd géneket. A kozds halmazban azoknak a
géneknek a szama lathat6, amelyekben mindkét fajta metilacids valtozason atesett CpG-
sziget megtalalhatd (a). A kordiagramok a kezelés hatdsara megvaltozott metilacios
hétérképen pedig az a 10 KEGG ttvonal talalhato, amelyekben a legtobb metilacios
valtozas altal érintett gén vesz részt (¢c). DMS: differentially methylated site; megvaltozott
metilacios értéket ado hely, hiper: hipermetildcio, hipo: hipometilacio, KEGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; Kiotdéi Gén és Genom Enciklopédia, transzkr.:

transzkripcio.

A SAM-kezelés kovetkeztében kialakulé DNS-metilacids valtozasokat a promoter
szakaszokra esé CpG-szigetekben Illumina EPIC BeadChip modszerrel elemeztiik.
Arraatop 10 hipo- és hipermetilalodé CpG helyre fokuszaltunk, amelyek a legnagyobb
metilacios valtozast (AP) mutattdk a kezelés hatasara. Kedvezd hatastinak bizonyult
azoknak a géneknek (HT-29: DTX1, GATA4, SEZ6L, TP53INP1; SW480: HAAO,
TAL1) a csokkent metilacidja, amelyek hipermetilacidja az irodalmi adatok szerint

Osszefliggésben volt a daganatos progresszioval (17. abra).
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17. dbra. A Bead Chip modszerrel detektalt legnagyobb hipo- vagy hipermetilaciés
valtozast (Ap) mutato CpG- (cytosine-phosphate-guanine dinucleotide; citozin-
foszfat-guanin dinukleotid) helyek (prébak) a HT-29 és SW480 sejtvonalakban,

48 oras 0,5, valamint 1 mmol/L S-adenozil-metionin-kezelést kovetdoen [173].

5.4. A folsav- és SAM-Kkezelés hatasa a génexpressziora

5.4.1. Génexpresszios valtozasok folsavkezelés hatasara

Megfigyeltilk, hogy a folsav addsit kovetden a csokkent kifejezddést mutatod
transzkriptumok szama dominalt, ami f6ként a HT-29 sejteknél volt szembetiing (HT-29:
78,82% alul- és 21,18% feliilexpresszalodott; SW480: 60,60% alul- és 39,40%
feliilexpresszalddott) (18. abra/a). Azonban a megvaltozott expresszioval rendelkezd
transzkriptumok szama (HT-29: 458; SW480: 769) és a valtozasok 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), mig a FAM95B1 gén (TC01003063.hg, TC09001384.hg)
mutatta a legnagyobb expresszids csokkenést (FC: —3,15 és —3,15) a kezelést kovetden.
Az SW480 sejtvonalban az SLC7A11 gén kifejez6désében figyeltiik meg a legnagyobb
novekedést (FC: 5,12), a CCL2 (FC: —5,90) génben pedig a legnagyobb csokkenést
folsavadas utan (18. abra/b).
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18. abra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human
Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) médszerrel 72 6ras 10.000 ng/mL folsavpoétlast
kovetéen. A kordiagramok a kezelés hatdsara emelkedett, illetve csokkent kifejez6dést
mutato transzkriptumok szazalékos aranyat jelolik (a). Vulkdndiagramon tiintettiik fel azt
a 10-10 gént, amelyek sejtvonalanként a legnagyobb expresszios valtozassal
rendelkeznek. A sziirke pontok abrazoljdk a HTA 2.0 chip altal detektalhato
transzkriptumokat, mig a szignifikans (p < 0,05) és magasabb, mint 1,5-6s, valamint
alacsonyabb, mint —1,5-0s intenzitasvaltozast (fold change) mutatd géneket piros és kék

pontokkal jeldltiik (b) [172].

Folsavpotlast kdvetden nem tapasztaltunk szignifikans transzkriptomikai valtozasokat
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ismert biokémiai folyamatokban. A PANTHER klasszifikacids rendszer segitségével
lefuttatott elemzés altal a PDGF (platelet-derived growth factor; vérlemezke eredetii
novekedési faktor) utvonal bizonyult a leginkabb érintettnek a HT-29 sejtvonalban,
amelynek hét génje (FOSB, RAB11B, SRGAP1, SRGAP2, SRGAP2B, SRGAP2C és
STAT3) valtozott a kritériumainknak (p < 0,05 és FC > |1,5|) megfeleléen. Ezen gének
mindegyike feliilexpresszalodott a kezelés hatasara. Az SW480 sejteket illeten a
,kemokinek és citokinek altal kozvetitett gyulladasos utvonal”-nal (inflammation
mediated by chemokine and cytokine signaling) figyeltik meg a legmarkansabb
folsavhatast, ugyanis 5 génjének (CCL2, CCL7, CCL20, ITGAZ2 ¢s PLCG2) expresszidja

mutatott eltérést. Az ITGAZ2 kivételével mindegyiknek csdkkent az expresszidja.

A Cytoscape alkalmazassal készitett fehérje-fehérje-kolcsonhatasi haldzat, amely a
vizsgalt gének altal kodolt fehérjék kozotti kapesolatrendszert dbrazolja, 6sszetettebb volt
az SW480 sejtvonalban a HT-29-hez viszonyitva (HT-29: 113 csomodpont és 82
Osszekottetés; SW480: 186 csomopont €s 221 Osszekottetés). A kapcsolatok szdma
alapjan a HT-29 sejteknél a YWHAZ (11 6sszekottetés), mig az SW480 sejteknél a TNF
(27 osszekottetés) volt a haldzat kulcsfehérjéje (19. abra).

19. abra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak Cytoscape szoftverrel 1étrehozott fehérje-
fehérje-kolcsonhatasi halézata 72 oras 10,000 ng/mL folsavkezelést kovetéen. A
kapcsolatrendszer azokat a fehérjéket abrazolja, amelyek kodolo génjei a folsavpodtlas

hatasara szignifikans (p < 0,05) és > |1,5| expresszios intenzitasvaltozast (FC; fold
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change) mutatnak. A transzkripcid szintjét szinkddoléssal jeloltiik (sotétkék: FC < -2,

vilagoskék: FC > —2 és <—1,5, rdzsaszin: FC > 1,5 és < 2, piros: FC >2) [172].

5.4.2. Génexpresszios valtozasok SAM-kezelés hatasara

SAM-kezelés hatasdra a HT-29 sejtekben kozel egyforma ardnyban fordultak eld az
emelkedett (50,17%) és csokkent (49,83%) kifejezddést mutatd transzkriptumok. Ezzel
szemben az SW480 sejteknél jelentdsen dominaltak azok, amelyeknek novekedett az
atirédasa (26,21% alul- és 73,79% feliilexpresszalddott). Az érintett transzkriptumok
szama (HT-29: 2290; SW480: 2598) a folsavas kisérletekhez hasonldan itt is az SW480
sejtek esetében volt magasabb, azonban ezek az értékek tobbszorosei voltak annak mint,
amit a folsavpotlast kovetden mértiink (20. dbra/a). A pozitiv és negativ irdnyu valtozasok
kiterjedtségében szintén lényegesen nagyobb kiilonbségek mutatkoztak a SAM-kezelés
hatasara a folsav addsédhoz képest. A HT-29 sejtek esetében a MIR4521 génhez tarsithatd
transzkriptumoknak (TC06001447.hg, TC15001239.hg, TC06001356.hg,
TC06000222.hg, TC06000239.hg) detektaltuk a legnagyobb pozitiv irdnya valtozasat
(FC: 50,64, 50,64, 47,78, 45,3, 39,75), a legalacsonyabb FC-értéket pedig a SNORD82
génnél (TC02002862.hg) figyeltikk meg (FC: —20,22). Az SW480 sejtekben a CST4 gén
(TC20000717.hg) expresszidja novekedett a legnagyobb mértékben (FC: 30,60) és
csakugy, mint a folsav adasat kovetden, a CCL2 gén (TC17000383.hg) esetében
tapasztaltuk a legmagasabb intenzitascsokkenést (FC: —9,47) (20. abra/b).
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20. abra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human
Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) modszerrel 48 oras 1 mmol/L S-adenozil-
metionin-adast kovetoen. A kordiagramok a kezelés hatasara emelkedett, illetve
csokkent kifejez0dést mutatd gének szazalékos aranyat jeldlik (a). Vulkandiagramon
tiintettik fel azt a 10-10 gént, amelyek sejtvonalanként a legnagyobb expresszios
valtozassal rendelkeznek. A sziirke pontok abrazoljak a HTA 2.0 chip altal detektalhato
transzkriptumokat, mig a szignifikans (p < 0,05) és magasabb, mint 1,5-6s, valamint
alacsonyabb, mint —1,5-0s intenzitasvaltozast (fold change) mutaté géneket piros és kék

pontokkal jeloltiik (b).

A SAM nem csak az érintett gének szamat és kifejezddésiik mértékét tekintve volt
jelentds hatassal a transzkripciora, hanem a mintdzatat illetden is. A kezelés ugyanis
szamottevoen befolyasolt tobb tumorprogresszid szempontjabol kiemelt jelentOséggel
bird utvonalat. Az elsd ilyen jellegii metabolikus rendszer, amit vizsgaltunk egy Bakhoum
¢s munkatarsai altal Osszedllitott kromoszomadlisan instabil rédksejtekre jellemzé
EMT/migracio/metasztazis géncsoport volt [174]. Ezen gének koziil mindegyik, amelyik
megfelelt a kritériumainknak (p < 0,05 és FC > |1,4]), alacsonyabb expressziot mutatott a

kezelés hatasara (21. abra/a). Kovetkezd 1épésként a kolorektalis karcinogenezisre

64


https://paperpile.com/c/KF78FG/pB6c

jellemz6é EMT-t vizsgaltuk meg, és azt tapasztaltuk, hogy a folyamatban részt vevé gének
nagy hanyadanak csokkent a kifejezGdése (21.abra/b). Erdemes kiilon kiemelni az
emlitett folyamatokban meghataroz6 szerepet jatszo6 TGFB1-et, amely mindkét sejtvonal
esetében eldkeld helyet foglalt el a kezelés hatasara csokkend expressziot mutatd gének

listajan (HT-29: —6,91; SW480: —4,52).

HT-29 Sw480

5
i

BCL2L1 TGFB1

TGFB1 VIM

TGFBR2
TGFB1
TGFB1
FN1
ITGB1

TGFBR2 ITeB1

IGFBP4 CXCL1

MSN MSN

0 mmol/L 0,5 mmol/L 1 mmol/L 0 mmol/L 0,5 mmol/L 1 mmol/L

HT-29 Sw480

RBPJ
WNT5A
LRP6
PKD1
JAG1
LRP5
ViM
TGFBR1
TGFB1
FN1
GSK3B
TGFB1
NID1
SHC1
KRT19

0 mmol/L 0,5 mmol/L 1 mmol/L 0 mmol/L 0,5 mmol/L 1 mmol/L

21. abra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human
Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) médszerrel 0, 0,5, valamint 1 mmol/L S-
adenozil-metionin- (SAM) Kkoncentracio 48 o6ras alkalmazasa wmellett. A
génexpresszids vizsgalat soran a Bakhoum ¢s munkatarsai altal Osszeallitott
kromoszomalisan instabil raksejtekre jellemz6 epitelidlis-mezenchimalis tranzicid
(EMT)/migracio/metasztazis géncsoportot [174] (a), valamint a kolorektalis
karcinogenezisre jellemzéd EMT utvonalat (b) abrazoltuk hétérképen. Csak azokat a
transzkriptumokat jelenitettiik meg, amelyek szignifikdns (p < 0,05) és > |1,4]

intenzitasvaltozast mutattak a 0 és 1 mmol/L SAM-koncentracioval kezelt mintak
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Osszehasonlitdsakor. Az oszlopok az alkalmazott SAM-dozisokat, a sorok pedig a HTA
2.0 altal detektalhaté géntranszkriptumokat jelolik. A zold szin az expresszio

csokkenésre, a piros szin pedig a névekedésre utal [173].

Megfigyeltik, hogy SAM-kezelés hatdsara a tumorprogresszioban szerepet jatszo
utvonalak mellett a genomidlis stabilitasért felelés gének is jelentds expresszios
valtozasokat mutattak. A DDR ttvonal esetében mindkét sejtvonalndl csdkkent szamos
gén, koztik az CASP8, PRKDC ¢és SFN expresszigja (22. 4bra/a). A
hisztonmodosulasokban részt vevd gének kifejezddése azonban eltérden valtozott a két
sejtvonalban. Mig a HT-29 sejteknél a SETD2 kivételével mindegyik gén expresszidja
csokkent, az SW480 mintdkban inkabb az intenzitdsndvekedés volt jellemzo a kezelést

kovetden (22. abra/b).

HT-29 SW480

PRKDC
CDKN1A
CCNB1
DDB2
CASP8
SFN
CCNB1
CCND2
HUS1
RADS50
HUS1

CDK4
CDC25C
CDK5
SFN
H2AFX
PRKDC
CASP8
HUS1
HUS1
CHEK1

0 mmol/L 0,5 mmol/L 1 mmol/L

HT-29

SMYD5

KMT2B

HIST2H3A, H3C
HIST2H3A, H3C

H3F3B

SMYD2

0 mmol/L 0,5 mmol/L 1 mmol/L

22, abra. A HT-29 és SW480 sejtvonalak transzkriptomikai elemzése Human
Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) moddszerrel 0, 0,5, valamint 1 mmol/L S-

adenozil-metionin- (SAM) Kkoncentracio 48 o¢ras alkalmazisa mellett. A
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génexpresszids vizsgalat soran a DNS-kdrosodasra reagaldé (DDR; DNA damage
response) (a), valamint a hisztonmoddosulasokban részt vevo Gtvonalakat (b) abrazoltuk
hétérképen. Csak azokat a transzkriptumokat jelenitettiik meg, amelyek szignifikans (p <
0,05) és > |1,4| intenzitasvaltozast mutattak a 0 ¢s 1 mmol/L SAM-koncentracioval kezelt
mintdk dsszehasonlitdsakor. Az oszlopok az alkalmazott SAM-dézisokat, a sorok pedig
a HTA 2.0 altal detektalhatd géntranszkriptumokat jelolik. A z6ld szin az expresszid

csOkkenésre, a piros szin pedig a névekedésre utal [173].

5.5. A promotermetilicios és génexpresszios valtozasokra vonatkozo
eredményeink Osszevetése

A kovetkezokben megvizsgaltuk, hogy a kritériumaink (p < 0,05 és FC > |1,5]) szerinti
intenzitaskiilonbséggel rendelkezd gének expresszidja dsszefiiggésben all-e a promoteriik
szignifikans (p < 0,05) metilacios valtozéasaival a kezeléseket kovetden. Tehat kivancsiak
voltunk arra, hogy tapasztalunk-e az adott génben promoter-hipermetilacio esetén

csokkenést, és -hipometilacié esetén novekedést a transzkripcidban.

5.5.1. A promotermetilacios statusz és a génexpresszio egyiittes valtozasa
folsavkezelés hatasara

A HT-29 sejtekben négy (ATG16L1, NABP1, RPPH1 és TCEALL), az SW480 sejtekben
pedig 6t (EIF4G2, IFI6, NEU3, RAB31 és SESN3) gén promdterének metilalédasahoz
tudtunk csokkend expresszios értékeket tarsitani. A promoter-hipometilacié a HT-29
mintakban tiz (BIVM, DHRS3, ERBB3, LGALS3, MAPKAP1, ROR1, SKIL, SLC39A8,
TMBIM6 és TUBB2B), az SW480 sejtvonalnal azonban nyolc (FOSL1, NBPF8, NR2F1,
NTSR1, SERPINB1, SNRNP70, STC2 és WDR1) génnél volt Osszeegyeztethetd a

megnovekedett transzkripcioval.

5.5.2. A promoétermetilicids statusz és a génexpresszio egyiittes valtozasa SAM-
kezelés hatasara

A SAM-kezelés hatasara a fentebb ismertetett eredményekhez képest 1ényegesen
szorosabb kapcsolatot talaltunk a promoétermetilacio és a génexpresszid kozott. A HT-29
sejtekben 193, az SW480 sejtekben pedig 216 gén promoterének hipermetilacioja volt
egyidejiileg megfigyelhetd csokkent kifejezddésével. A kezelés kovetkeztében
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hipometilalodd promoter régid, és ezzel parhuzamosan a megndvekedett expresszios
intenzitas a HT-29 sejtekben 102, az SW480 sejtekben azonban 204 gént érintett. A
kordbban bemutatott karcinogenezissel Osszefiiggd utvonalak génjei koziil atfedést
tapasztaltunk a promodtermetilacio és a génexpresszio kozott a BCL2L1, IGFBP4, LRPS
esetében a HT-29 sejtvonal vizsgalatakor, valamint a FN1, GSK3B, JAG1, LRP5, LRP6,
NIP1, RBPJ, SHC1, TGFB1, TGFBR1 esetében az SW480 sejtvonalban. A genetikai
instabilitas tekintetében a HT-29 sejtekben a CDK4, CDK5, SETD2, SFN és SMYD?2, az
SW480 sejtekben pedig a HUS1, RAD50, SMYD2 és SMYD5 gének mutattak ilyen iranyt

Osszefliggést.

5.6. A sejtvonalak mutacios profiljanak felallitasa az onkogének és az
1C metabolizmus génjeinek vonatkozasaban

Teljesexom-szekvenalassal vizsgaltuk meg a folsav- és a SAM-kezelés hatasat a
sejtvonalak mutacids szamara. 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) novelte
nem vettlink észre szamottevo kiilonbséget a kapott eredményekben sem a HT-29 (HT-
290: 9522, HT-291: 9649), sem az SW480 esetén (SW4800: 8141, SW4801: 8175). Az
azonban megallapithatd, hogy a HT-29 sejtek mindkét kisérletben legalabb 1300-zal

magasabb mutacios szammal rendelkeztek, mint az SW480 sejtvonal.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a tumorprogresszidban €s az 1C metabolizmusban szerepet
jatszo gének mutacios profiljat. Eldszor azokra a génekre fokuszaltunk, amelyek
feltehetéen onkogén funkcidt latnak el az OnkoKB adatbazis alapjan. Szdmos
hasonlosagot vettiink észre a sejtvonalak kozott, ugyanis mindkettd sejttipus ARID4B,
DNMT3B, ERBB2, HLA-A, HLA-B, KDR, KIT, KMT2C, MLH1 ¢és TP53 mutans volt
ugyanarra az allélra. Azonban csak a HT-29 bizonyult BRAF, EGFR, PIK3CA, SMAD4
mutansnak, és egyediil az SW480 sejteknél mutattunk ki KRAS, valamint MSH6 mutaciot
(2. tablazat).

2. tablazat. A HT-29 és SW480 sejtvonalak onkogénjeinek exomszekvenalas altal

elemzett mutacios profilja. A vizsgalatbol az intronikus variansok kizarasra kertiltek, és
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a tablazat csak azokat a mutalt géneket tartalmazza, amelyek az OnkoKB adatbdzis
alapjan potencialisan onkogénnek tekinthetok. A sziirke szinek jelolik a mutaciokat az
adott variansok esetén [173]. *: nonszensz mutacio, =: csendes mutacio, fs*: frameshift

mutation; kereteltolddasos mutacio.

gén varians HT-29 | SW480 gén varians HT-29 | SW480
APC E853* HLA-A T206=
Q1338* HLA-B A206=
T1556Nfs*3 E69Dfs*30
ARID4B E299= Q94Hfs*4
AURKA F31I Q94Nfs*58
BRAF V600E HNF1A 1271
CDKN1B V109G KDR Q472H
CTLA4 T17A KIT M541L
DNMT3B Y558= KMT2C Y856*
EGFR R521K KRAS G12v
ERBB2 1655V MLH1 1219V
P1170A MSH6 G39E
ERCC2 D312N PIK3CA P449T
FANCA S1088F PMS2 K541E
HLA-A A24= P470S
D251Tfs*46 SMAD4 Q311*
G107Afs*71 TP53 R273H
L180* XRCC2 R188H
R106Afs*16

Végiil megvizsgaltuk azoknak a géneknek az érintettségét, amelyek az 1C metabolizmus
enzimeit kodoljak. A 30 vizsgalt fehérje kozil kilencnél volt megfigyelheté valamilyen
mutacié a HT-29 és szintén kilencnél az SW480 sejtekben, mig nyolc muticid mindkét
sejtvonalat érintett. A tanulmanyozott enzimek kozil a folsav- és SAM-hatas
szempontjabol az MTHFR-nek és a DNMT-knek van a legnagyobb jelentdsége. A
szekvenalasi adatokbdl kidertilt, hogy a HT-29 sejtek heterozigotdk az MTHFR enzim
C677T (A222V) és A1298C (E429A) variansaira, az SW480 sejtek pedig homozigotak a
C677T (A222V) variansra. A DNS-metilalé enzimek esetében kimutattuk, hogy a
DNMT1 az SW480 sejtekben, a DNMT3b pedig mindkét sejtvonalban mutalt volt (3.
tablazat).

3. tablazat. A HT-29 és SW480 sejtvonalak mutacios profilja az 1C (egy szénatomos)
ciklus génjeinek tekintetében. A vizsgilandd gének csoportjat a WikiPathways

adatbazis segitségével hataroztuk meg. Az elemzésbdl az intronikus variansok kizarasra
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kertiltek, és a tablazat csak a mutdlt géneket tartalmazza. A sziirke szinek jelolik a
mutaciokat az adott variansok esetén. =: csendes mutacio, mutated: mutalt, de nem

annotalhat6 varians.

gén varians HT-29 | SW480 gén varians HT-29 | SW480
GART Va1l ALDH1L1 A763S
D752G ATIC T116S
MAT2B L175= CHDH L78R
MTHFD1 K134R DNMT1 _ MUTATED
R653Q DNMT3B Y558=
MTHFR A222V MUTATED
E429A FOLH1 G172=
MTRR 149M R190W
K377R N350D
H622Y H475Y
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6. MEGBESZELES

PhD-munkam soran két metildonor, a folsav és a SAM vastagbélraksejtekre kifejtett
hatasanak vizsgalataval foglalkoztam. Ezen molekuldk els6sorban a metilcsoportjuk
atadasaval kapcsolatos reakcioikrol ismeretesek, azonban biokémiai szerepiik ennél

lényegesen szerteagazobb [25,35].

A folsav amellett, hogy részt vesz a SAM bioszintézisében, fontos eleme a nukleotidok,
valamint a fehérjék képz6désének [35]. A SAM pedig univerzalis metildonor szerepébdl
kifolyolag, nem csak epigenetikai szabalyozast lat el, hanem metilaci6 altal segiti az RNS,
a hormonok, a foszfolipidek, vagy a neurotranszmitterek mitkodését [25,26]. Emellett az
aminopropilacidos ¢€s transzszulfuracids reakciok megvalosulasat is lehetdévé teszi
[25,151]. Nem meglepé tehat, hogy mindkét molekula nélkiilozhetetlen a megfeleld
sejtfunkciokhoz, ezaltal az egészségi allapotot is befolyasoljak [25,35].

Széleskorli hatdsmechanizmusuk okan tobbféle korallapot kezelésére hasznaljak dket.
Folsavpotlas hatasara megeldzhetdveé, vagy akar gyodgyithatova valik a megaloblasztos
anémia, a kardiovaszkularis és neuropszichiatriai megbetegedések, valamint a sziilészeti
komplikaciok és fejlodési rendellenességek is [125-128]. A SAM pedig alkalmas tobbek
kozott a depresszid, az Alzheimer-kor, az intrahepatikus epepangés, a majkarosodas,
tovabba az oszteoartritisz kezelésére [25,158-160]. Daganatos megbetegedések esetén
szerepilk azonban jelentdsen kiillonbozik. A SAM-rdl kutatdsi eredmények alapjan
kijelenthetd, hogy jotékony a tumorok progressziojanak mérséklésében, azaltal, hogy
képes epigenetikai Gjraprogramozast végrehajtani a daganatos sejtekben [158,161-164].
A folsavat azonban a DNS-szintézisben és a DNS-metilacidban bet6ltott kettds szerepe
miatt gy ismerhetjiik, mint a tumorgenezis kétélii kardjat [139]. Egészséges egyénekben
ugyanis megakadalyozza a nukleotidok szintjében fellépd ardnytalansdgot, valamint a
globalis hipometilaciot, tehat hasznalatdval megeldzhetd a genomidlis instabilitas
kialakulasa [35,124,139]. Azonban a nukleotidok fokozott képzésével és a
tumorszuppresszor gének promoterének metiladlasaval el0segitheti a mar meglévd tumor

progressziodjat [35,175,176].

Ezen folyamatok hattere még nem teljesen tisztazott, ezért kutatdsunkban célul tliztiik ki,

hogy molekularis biologiai mddszerek széles repertoarjaval tobb szempontbdl is
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megvizsgaljuk két human vastagbélrak sejtvonal folsav- és SAM-kezelést kovetd

valtozasait.

A sejtvonalak kivalasztasanal arra torekedtiink, hogy a leggyakoribb CRC kialakulasi
utvonal, a CIN jellegzetességeit mutassadk, azonban a tumor heterogenitas vizsgalata
szempontjabol rendelkezzenek alapvetd genomialis és epigenomidlis kiilonbségekkel
[63]. igy a CIN+, CIMP+ és BRAF mutéans HT-29, és a CIN+, CIMP— és KRAS mutans
SW480 sejtek hasznalata mellett dontottiink [101,177,178]. A vizsgalt sejtvonalak a
CRC-k transzkriptomikai jellegzetességein alapuld CMS osztalyozas szerint is kiilon
csoportba tartoznak. Ennek alapjan a HT-29 sejtek a metabolikai szabalyozasi zavarral
jellemzett CMS3, mig az SW480 sejtek a TGFp/integrin tvonal aktivaciot, EMT-t,
valamint erdteljes stromalis invaziot €és angiogenezist mutatd6 CMS4 osztaly részét

képezik [101,177].

Mindkét kezel6szert harom kiilonb6zé mennyiségben alkalmaztuk. Folsavval folytatott
kisérleteinkben a folsavmentes kozeg (0 ng/mL) mellett a fiziologias potlassal
biztosithaté 100 ng/mL, valamint egy széls6ségesen magas folsavdozis, a 10.000 ng/mL
adasara keriilt sor [166]. SAM esetében irodalmi adatokra és korabbi citotoxicitasi
eredményeinkre tamaszkodva 0, 0,5 és 1 mmol/L koncentraciot alkalmaztunk
[162,167,168]. A metodikak kivalasztasanal olyan szempontok vizsgalatat céloztuk meg,

amelyeket eddigi ismereteink alapjan a folsav és a SAM befolyasolhat.

6.1. A folsav- és SAM-kezelés hatasa a sejtproliferaciora, sejtviabilitasra
és sejtciklusra

A folsav 100 ng/mL mennyiségben torténd alkalmazasakor a HT-29 sejtekben jelent6s
emelkedést tapasztaltunk a proliferaciot és a viabilitast illetden a masik két kezelési
koncentraciohoz képest. A jelenség, amelynek hatterében feltételezhetéen a folsav
nukleotidszintézisben betdltott szerepe allhat, 6sszhangban volt a Pellis és munkatarsai
altal tett megfigyelésekkel [166,175]. Erdekes modon azonban a szuprafizioldgias
folsavadas a folsavmentes kdzegben tartott sejtekhez képest is alacsonyabb proliferacios
¢s viabilitasi értékeket idézett eld. Kordbbi kutatasok azt bizonyitottak, hogy hasonlo
folsavmennyiség hasznalata mellett a CRC (HT-29, COLO-25, LoVo), valamint

endothelidlis és orrgarattdjéki daganatsejtek ugyanilyen valtozasokat mutattak. A kapott
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eredményeket pedig a folatreceptor-a altal szabalyozott ERK (extracellularis szignal
regulalt kinaz) Gtvonal aktivalédasaval magyaraztak [179-181]. Az SW480 sejtekben a
proliferacio és a viabilitas tekintetében sem figyeltiink meg valtozasokat folsavadast
kovetéen. Farias és munkatarsai szintén ravilagitottak arra, hogy az SW480 sejtek
eltérden reagaltak a folsavkezelésre, mint mas CRC sejtvonalak (HCT116, LS174T)
[139]. Bar a HT-29 és SW480 sejtek kiilonboztek a sejtciklus fazisok eloszlasat illetéen,

a folsavpotlas ebben nem okozott kiemelkedd valtozast.

A SAM-kezelésrol korabban mar bebizonyitottak, hogy hatékonyan képes megfékezni a
daganatsejtek, koztiik a HT-29 sejtvonal osztodasat [182]. Az eredményeink sszhangban
voltak  ezzel az  Aallitdssal, ugyanis koncentracidardnyosan és  magas
szignifikanciaértékekkel csokkent a proliferacid6 mindkét sejtvonal esetén. A SAM
azonban nem volt hatassal a mintdk ¢életképességére. A sejtciklusvaltozasok
vonatkozasaban szintén hasonlosagot figyeltiink meg a HT-29 és SW480 sejtvonalak
kozott, ugyanis a GO/G1-fazis rovasara szignifikansan nétt az S- és G2/M-fazis sejtjeinek
szama. A sejtek a kezelés hatdsara legnagyobb szamban az S-fazisban halmozddtak fel,
amib6l a DNS-hibajavitas aktivalodasara utald, intra-S-ellendrzépont milkddésbe

1épésére kovetkeztettiink [56].

6.2. A folsav- és SAM-Kkezelés hatasa a genom stabilitasara

A nukleotidok szamaban bekovetkezd egyensulytalansadg és a globalis DNS-metilacio
szintjének csokkenése a genom integritasanak hanyatlasat idézhetik elé [20,183]. A
folsav potlasa mindkét, a SAM-kezelés pedig az utdbbi koriilmény helyredllitasat
célozhatja meg [25,26,107]. Igy a kovetkezd vizsgalati targykoriinket a genomidlis
stabilitas képezte, amelyhez mikronukleusz-szdmolast €s comet probat alkalmaztunk. Azt
eloljaroban kijelenthetjiik, hogy a HT-29 sejtek kezeléstdl fiiggetleniil magasabb
genomidlis stabilitdssal rendelkeztek, mint az SW480 sejtvonal, ami vélhetéen CIMP-

pozitivitasukkal volt magyarazhat6.

Folsavpotlas hatdsara a mikronukleusz szam és a DNS-csova hossza is szignifikansan
csokkent a HT-29 sejtvonalban. Tehat hasonlatosan Catala és munkatarsai vastagbélhdm-
¢és kotoszoveti sejteken végzett kisérletéhez, a folsav adasa ndvelte a genom integritasat

[184]. Ezzel szemben a kezelés nem okozott 1ényeges valtozast az SW480 sejtekben.
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A folsavas kisérleteinkkel szemben a SAM-kezelés a HT-29 helyett elsésorban az SW480
sejtekre hatott, hiszen ezekben a mintakban mind a mikronukleusz szamot, mind a DNS-
csova hosszat csokkentette. Ramirez és munkatérsai leirtak, hogy a SAM a globalis
hipometilaci6 mérséklésén tul a mikrotubulusok metilalasaban betoltott szerepének
koszonhetéen is novelheti a genom integritasat. Ez utdbbi folyamat ugyanis
kromatinkondenzacidhoz vezetve megakadalyozhatja a kromoszoémavesztést, avagy a

mikronukleusz-képz6édést a sejtosztodas soran [185,186].

6.3. A folsav- és SAM-kezelés hatasa a DNS-metilaciora

A két altalunk alkalmazott molekula metildonor funkciot 1at el, tehat jelentds szerepiik
van a DNS-metilaciéban. Mig a SAM kozvetleniil szolgaltatja metilcsoportjat a DNS
szamara, a folsav ezt kizarolag a SAM szintézisén keresztiil teheti meg [35]. Feltehetdleg
ez a biokémiai Osszefonddas az oka annak, hogy a kezeldszerek hasonlé mintdzata
eltéréseket okoztak a metilomban a metilacidé irdnyultsdganak, valamint az érintett
utvonalaknak és genomidlis régioknak a tekintetében. A SAM-kezelés esetében azonban
a valtoz6 metilaciot mutatd gének szama Iényegesen nagyobb volt, mint amit a folsav
hasznalataval mértiink. A tapasztalt parhuzamok miatt a két molekula DNS-metilaciora

kifejtett hatdsat az alabbiakban egyidejlileg ismertetjiik.

Kezeléstol fiiggetleniil megfigyeltiik, hogy CIMP-statuszukkal 6sszefliggésben a HT-29
sejtek magasabb globalis DNS-metilacios szinttel rendelkeztek, mint az SW480
sejtvonal. Erdekes modon azonban ez az érték nem valtozott meg szamottevéen folsav-
és SAM-potlast kovetden, hasonléan Stempak és munkatarsai HCT116 és Caco-2 CRC
sejtvonalakon végzett folsavas vizsgalataihoz [187]. Felvetodik tehat a kérdés, hogy mi
lehet az oka annak, hogy a metildonorpdtlas latszolag nem befolyasolja a DNS-metilaciod
szintjét. Ezen ellentmondds tanulmanyozasara genomszintl vizsgalatot végeztiink RRBS
modszer hasznélataval. Azt tapasztaltuk, hogy mind a folsav, mind a SAM adasa kdzel
egyenld mértékben okozott hiper- és hipometilaciét egy sejtvonalon beliil. fgy habar
nagyszamu metilacios valtozas tortént a kezelések hatasara, az érintett gének szdma
kiegyenlitette egymast. A masik fontos kérdés, hogy miért nem voltak meghatdrozé
tobbségben a hipermetilacios folyamatok a metildonor molekulak adasat kovetéen. Ennek

hatterében a SAM mar emlitett metilom modulator szerepe keresendd, amelyet el6szor
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Wang és munkatarsai vetettek fel [161]. Ezen elmélet szerint a SAM nem tisztan
hipermetilalo, hanem inkabb epigenomikai ujraprogramozoé feladatot tolt be a daganatos

sejtekben rovidtava alkalmazasa esetén [161].

Az érintett genomialis régiok szempontjabol folsavkezelésnél nem vettiink észre 1ényeges
kiilonbséget a két sejtvonal kozott, ugyanis mas tanulményokhoz hasonléan foként a
heterokromatin régidban halmozodtak fel a DMS-ek, amit a gének kifejezddése
szempontjabol fontos promoter régiok kovettek [188,189]. A SAM-kezelés azonban ettél
eltér6 képet adott, tovabba kiilonbozott a két sejtvonal esetén is. Mig a HT-29 sejtekben
a DMS-ek dominansan a heterokromatin, majd a represszor €s promoter szakaszokon
dusultak fel, az SW480 sejteknél foként a promoter, majd a heterokromatin régiokra

estek.

A KEGG utvonalelemzés Kimutatta, hogy a karcinogenezishez szorosan kot6dod
folyamatokat (PI3K-Akt [190], MAPK [191], RAP1 [192], aktin citoszkeleton
szabalyozas [193]) érintették leginkabb a DNS-metilacios valtozasok mindkét kezeldszer
¢s sejtvonal esetén. Eredményeink tehat megerdsitették azokat a kutatasokat, amelyek a
SAM szelektiv, daganatprogressziot gatld hatasair6l szamoltak be [158,161]. A SAM a
tumorsejtekben ugyanis el6segitheti a genomidlis hipermetilaciot, elcsendesitheti a
protoonkogéneket és aktivalhatja a tumorszuppresszor géneket [162,163,165]. Ez utdbbit
tamasztotta ala a BeadChip vizsgalatunk is, amelyben arra a top 10 hipo- ¢és
hipermetilalédd promoter szakaszra fokuszaltunk, amelyek SAM-kezelést kdvetden a
legnagyobb metilacios valtozast mutattak. Ezek koziil néhany gén (DTX1 [194], GATA4
[195], HAAO [196], SEZ6L [197], TAL1 [198] és TP53INP1 [199]) SAM altal indukalt
csokkent metilacioja rendkiviil eldnydsnek mutatkozott, ugyanis hipermetilacidjukat

Osszefiiggésbe hoztdk korabban a tumorprogresszioval.

6.4. A folsav- és SAM-kezelés hatasa a génexpressziora

A promoter szakaszok metilacids statusza kiemelt jelentOséggel bir a génexpresszid
szempontjabol, ezért tanulmanyunkat genomszintli transzkriptomikai vizsgalattal

egészitettiik ki [178].

Megfigyeltiikk, hogy 10.000 ng/mL folsavpotlds hatasara mindkét sejtvonalban a
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csokkend expresszidval jellemezheto transzkriptumok szdma kertilt tulsulyba. Az SW480
sejtek esetében nem csak a valtozasok szama és Kkiterjedtsége, hanem a modosult
kifejez0dést mutatd gének altal kodolt fehérjék kapcsolatrendszere is 1ényegesen nagyobb
volt, mint a HT-29 sejtvonalban. A top 10 emelkedett és csokkent expresszios
kiilonbséggel rendelkezd gének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy koziilik harom
(CCL2 [200], HES1 [201] és STAT3 [202]) meghatarozé szerepet jatszik a DNS-
hibajavitasban. Mig a HES1-nek és STAT3-nak nétt az expresszioja a HT-29 sejtekben, a
CCL2-t a folsavkezelés elcsendesitette az SW480 mintakban. Ez a transzkriptomikai
kiilonbség magyarazattal szolgalhat a sejtvonalak kozott tapasztalt eltérd hibajavitasi

készségre.

A szuprafizioldgias folsavkezelés nem okozott szignifikans transzkriptomikai
valtozasokat egyik ismert biokémiai folyamatban sem. Fehérje-fehérje-kolcsonhatési
vizsgalatokkal azonban megallapitottuk, hogy a HT-29 sejtekben a YWHAZ, az SW480
sejtekben pedig a citokinkddold TNF voltak a halozat kulcsfehérjéit expresszald gének,
amelyek mindketten szignifikans (p < 0,05) expresszios csOkkenést mutattak a
folsavpoétlas hatasara. A YWHAZ egy onkogén, amely Osszefiiggésben all a kordbban
emlitett ERK és PI3K-Akt utvonalakkal. Képes eldsegiteni a sejtosztodast, migraciot és
attétképzeést szamos daganat esetén, igy gatlasa klinikai szempontbol is elonyds, valamint
megmagyarazhatja a HT-29 sejtek folsavkezelést kovetd alacsonyabb proliferacios ratajat
az SW480-hoz képest [203].

Az 1 mmol/L SAM-kezelés a HT-29 sejtekben egyforma mértékben idézett el
emelkedett és csokkent kifejez6dést, azonban érdekes modon az SW480 sejtekben
jelentés dominanciat mutattak a kritériumaink szerint feliilexpresszalodd gének.
Figyelembe véve, hogy ennél a mintacsoportnal volt a legjelentdsebb a promoter
szakaszok érintettsége a metilacios valtozasok altal, éppen ellenkezd transzkriptomikai
valtozasokat vartunk volna. A SAM alkalmazasa a folsavhoz hasonléoan az SW480
sejtekre volt nagyobb hatassal. A SAM-kezelés azonban, mind a valtozd expressziot
mutatd gének szdma, mind a valtozadsok mértéke alapjan messze feliilmulta a folsav altal

okozott transzkriptomikai hatasokat.

A 10 legnagyobb expresszids kiilonbséggel jellemzett gén vizsgalata soran

megallapitottuk, hogy a maj- [204], vese- [204,205] és gyomorkarcinomakban [206]
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bizonyitottan tumorszuppresszor hatassal bird6 MIR4521-nek mindkét sejtvonalban nétt a
kifejezddése SAM adasat kovetden. A kezelés hatasara a tumorprogresszidban szerepet
jatsz6 KRT19 [207], NTSR1 [208,209], RBMX [210,211], RPS3 [212,213] és SNHG8
[214,215] mutatott csokkent expressziot a HT-29 sejtekben. Az SW480 sejtvonalban
pedig az ANOL1 [216,217], CCL2 [218-221], GXYLT2 [222,223], NUP210 [224], PRR11
[225,226] és TGFB1 [217,227,228] gének clcsendesitésével figyeltik meg a SAM

jotékony hatasat a daganatos folyamat gatlasaval kapcsolatban.

Ismert, hogy a SAM képes szelektiven befolyasolni azokat az utvonalakat, amelyek a
tumorsejtet megkiilonboztetik az egészségestdl [158,161]. Vizsgalataink alatamasztottak
ezt a tényt, ugyanis a kezelés eredményesen hatott tobb karcinogenezissel 6sszefiiggd
mechanizmusra. Ezek koziil meghatarozé jelentségii volt a Bakhoum €s munkatarsai
altal  Osszedllitott EMT/migracié/metasztazis  géncsoport, amelyben minden
kritériumainknak megfelelé génnek csokkent a kifejez6dése SAM hatasara [174]. Ezt
kovetden a CRC progresszidjaban szerepet jatszo6 EMT-génekre fokuszaltunk, amelyek
nagy része szintén alacsonyabb expressziot mutatott a kezelést kovetden. Kiemelten
elénydsnek bizonyult az emlitett két tumorprogresszios utvonal azon génjeinek (CXCL1
[229], FN1 [230], FOXQ1 [231], ITGB1 [232], MSN [233], TGFB1 [234], TMPRSS4
[235] és VIM [236]) gatlasa, amelyek klinikailag is bizonyitottan részt vesznek a tumorok
novekedésében. Kozilik a TGFB1 mutatta a legnagyobb expresszids csokkenést,
amelyr6l ismert, hogy mig az egészséges sejtekben védo szereppel bir, az elérehaladott

daganatos folyamatokban tamogatja a progressziot [217,227,228].

Transzkriptomikai szempontbol a SAM-kezelés a karcinogenezis utvonalai mellett a
genomialis stabilitds fenntartasaért felelds géneket is jelentdsen érintette. A DDR
folyamatban részt vevd gének nagy részének csokkent a kifejezddése, amely alol kivételt
jelentett a CHEK1 a HT-29-ben, a CCND2 és RAD50 az SW480-ban, valamint a HUS1
mindkét sejtvonalban. A SAM utvonal a kromatin atrendezddése révén biztositja a DNS-
hibajavitas megfeleld6 menetét [55]. Ezért a hisztonfehérjéket kodold, valamint a
modosulasukban szerepet jatszd gének transzkriptomikai vizsgalatat is elvégeztik. Az
SW480 esetében megfigyeltiik a hisztonmodifikalo Gtvonalak aktivalodasat, ami ezen
sejtvonal eredményesebb hibajavitO mechanizmusat magyarazhatja a HT-29-cel

szemben.
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A paros 6sszehasonlitasok (folsav: 0-10.000 ng/mL; SAM: 0-1 mmol/L) soran valtozé
gének koziil csupan egy, az SFN (stratifin) volt érintett mindegyik mintacsoportban.
Erdekes modon egyediil a folsavval kezelt SW480 sejtekben nétt a kifejezédése, a tobbi
kondicio esetén viszont csokkenést tapasztaltunk. Az SFN-rél sz6l6 irodalmak nem
egységesek. Egyes tanulmanyok Ggy mutatjak be, mint egy p53 és p21 altal szabalyozott
tumorszuppresszor gént, amely képes megallitani a sejtciklust, ezaltal fontos szerepet
jatszik a hibajavitasban [237-239]. Ezzel szemben néhany kutatisi eredmény azt
bizonyitja, hogy nagyobb mennyiségben expresszalodik tiido-, petefészek-, maj- és
emlddaganatsejtekben az egészséges szovetekhez viszonyitva, és emellett eldsegiti a

tumorok novekedést is [240-243].

6.5. Promotermetilacios és génexpresszios valtozasokra vonatkozo
eredményeink

Kovetkezd 1épésként Osszevetettik az RRBS ¢és HTA elemzésekkel kapott
eredményeinket, hogy kapcsolatot allithassunk fel a kezeldszerek promodtermetilacios
valtozast eldidézd hatdsa és a génexpresszids eltérések kozott. A folsavkezelést kovetden
a HT-29 sejtekben 14, az SW480 sejtekben pedig 13 gén promoéterének hipo- vagy
hipermetilacidja volt Osszefiiggésben emelkedett vagy csokkent kifejezodésével. Ez a
szam viszonylag alacsony az Osszes vizsgalt transzkriptomhoz képest, ezért
valdsziniisitjiik, hogy a folsav elsddlegesen nem a promoterre hatva fejti ki génszabalyozo
képességét. Price ¢és munkatarsai felvetése alapjan ennek hatterében egyéb

mechanizmusok pl. hisztonmetilacio is allhatnak [244].

Eredményeink azt bizonyitottdk, hogy SAM alkalmazasa mellett 1ényegesen nagyobb
hatéassal volt a kezelés altal megvalosuld promoétermetilacios valtozas a génexpressziora,
mint amit a folsavnal tapasztaltunk. Ilyen iranya korrelaciot ugyanis a HT-29 sejtekben
295, az SW480 sejtekben pedig 420 gén esetében detektaltunk. Ezt a jelenséget
Oonmagaban megmagyarazhatna az a tény, hogy a SAM lényegesen nagyobb mértékii
metilacios és expresszios valtozdsokat okozott, mint a folsav. Azonban hangsulyozando,
hogy a két folyamatban érintett gének szdmanak egymashoz viszonyitott aranya szintén
a SAM-kezelés esetében volt magasabb. Emellett a korabban ismertetett
EMT/migracio/metasztazis, CRC-hez kothetd EMT és genomialis instabilitas utvonalak

génjeinek is meghatarozo hanyada (HT-29: 8 gén; SW480: 14 gén) mutatott 6sszefliggést

78


https://paperpile.com/c/KF78FG/89qL
https://paperpile.com/c/KF78FG/UiFl
https://paperpile.com/c/KF78FG/DDlS

promdtermetilacids statusza és kifejezddésének mértéke kozott. Figyelembe véve, hogy
szamos gén esetében ez a korrelacid nem allt fenn, azt feltételezziik, hogy a metilom
modulélasa mellett a folsavhoz hasonléan a SAM is képes egyéb mechanizmusok altal
befolyasolni a génexpressziot. Ezt a felvetést Mahmood és munkatarsai, valamint
Schmidt és munkatarsai is leirtdk emld- és prosztatardk sejteken végzett kisérleteik

kapcsan [163,245].

6.6. A sejtvonalak mutacios profilja az onkogének és az 1C
metabolizmus génjeinek vonatkozasaban

Végezetiil meghataroztuk a két sejtvonal mutécios profiljat az onkogének és az 1C
metabolizmusban érintett gének vonatkozasaban teljesexom-szekvendlas segitségével. A
CIN utvonal els6ként inaktivalédo génje, az APC a HT-29 és az SW480 sejtvonalban is
mutalodott [63]. A daganatos progresszid tovabbi Iépéseire jellemzé TP53 mutaciot
mindkét sejtvonalban megfigyeltiik, azonban csak a HT-29 sejtek hordoztak BRAF,
EGFR, PIK3CA ¢és SMAD4 mutaciot, és KRAS, valamint MSH6 érintettséget csupan az
SW480-ban sikeriilt leirnunk [63,72,91]. Az 1C ciklus génjeinek szekvenalasaval a HT-
29 sejtekben heterozigotasagot allapitottunk meg az MTHFR gén C677T és A1298C
varidnsara, ami potencialisan az enzim mikodésének 40-50%-0s csokkenését
eredményezheti [121]. Ezzel szemben az SW480 sejtek a C677T variansra bizonyultak
homozigotanak, amely 50-60%-kal alacsonyabb enzim aktivitashoz is vezethet a vad
tipushoz képest [26]. Emellett kimutattuk, hogy a DNMT1 csak az SW480 sejtekben,
azonban a DNMT3b mindkét sejtvonalban mutalt volt. Megfigyelhetd tehat, hogy az
MTHFR, DNMT1 és DNMT3b gének mutacios érintettsége az SW480 sejtek esetében
meghatarozobb volt a HT-29-hez viszonyitva. Ez a kiilonbség feltételezéseink szerint
szoros Osszefliggésben all a két sejtvonal kozott tapasztalhatd eltérd globalis DNS-

metilacios értékekkel, és ezaltal a CIMP-statuszukkal.

6.7. Legfontosabb uj megallapitasok

1. A folsav fiziologias koncentracioban (100 ng/mL) ndveli a HT-29 sejtek
proliferacigjat és viabilitasat, a folsavmegvonashoz (0 ng/mL), valamint a 10.000
ng/mL folsavpotlashoz képest. Ellenben a folsavkezelés az SW480 mintakra ilyen

téren nincs hatéssal, és a két sejtvonal sejtciklusat sem befolyasolja.
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A SAM koncentracidaranyosan csokkenti mindkét sejtvonal osztddasat és
emellett S-fazis-megallast idéz el6. A sejtek viabilitdsa azonban nem valtozik
SAM-adas hatésara.

. A HT-29 sejtek alapvetéen magasabb DNS-integritasi értékkel rendelkeznek,
mint az SW480 sejtvonal. A folsav potlasa a HT-29, mig a SAM-kezelés az
SW480 sejtek genomialis stabilitasat noveli meg nagyobb mértékben.
CIMP-statuszukkal Osszefliggésben a HT-29 sejtek nagyobb globalis DNS-
metilacios szintet mutatnak, mint az SW480 sejtvonal. Bar ezekre az
atlagértékekre a folsav- és a SAM-kezelés nincs szignifikans hatdssal, mégis
nagyszamu metilacios valtozas torténik a genomban, amely megkdozelitleg
azonos mennyiségli hipo- és hipermetilaciot foglal magaban. A kezel6szerek
hasonl6 modon befolyasoljak a metilomot, tehat mindkét molekula elsésorban a
heterokromatin és promoter régiokra hat, valamint foként a karcinogenezishez
kapcsolhat6 itvonalakban eredményez epigenetikai Gijraprogramozast.

. A folsav és a SAM adasa figyelemre méltd génexpresszios eltérésekhez vezet,
amelyek Osszefiiggésbe hozhatok a sejtek kezelést kovetden detektalt
proliferacios és hibajavitasi aktivitasdval. Mig ezen folyamatokat érint6en a folsav
néhany gén (pl. HES1, STAT3 ¢és YWHAZ) transzkripcidjat valtoztatja meg, a
SAM képes teljes utvonalak gatlasara (EMT/migracidé/metasztazis) vagy
aktivalasara (hiszton modosulas).

. A SAM a DNS-metilécio és a génexpresszio tekintetében is Iényegesen nagyobb
mértékli moédosulasokat képes eldidézni, mint a folsav. Habar a kezeléseket
kovetden szamos gén promoétermetilacidos statusza Osszefliggésbe hozhatd
kifejezddésének szintjével, a génexpresszids valtozasok hatterében egyéb
folsavhoz ¢és SAM-hoz kothetd hatasokat (pl.  hisztonmetilacid) is
valoszinisitiink.

. Az onkogének (pl. BRAF és KRAS) és az 1C ciklus génjeinek (pl. MTHFR,
DNMT1, DNMT3Db) tekintetében a HT-29 és SW480 sejtek mutacios profilja
szamos kiilonbséget mutat, amelyek hozzdjarulnak a sejtvonalak kezelésekre

adott eltér6 valaszahoz.
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7. KOVETKEZTETESEK

PhD-munkam soran két metildonor szerepet bet61té molekula, a folsav és a SAM 6nallo,
valamint egymdshoz viszonyitott hatasat vizsgaltam kiilonb6zd genetikai és epigenetikai
hattérrel rendelkezé vastagbélrak sejtvonalakban (HT-29 és SW480). A kapott adatok
nagy rész¢ét alatamasztottak a molekuldkkal kapcsolatos eddigi ismereteink €s a korabbi
tanulmanyok, azonban szdmos 1) eredménnyel sikeriilt bdviteniink ezt a

tudomanytertiiletet.

Kutatasunk alatt megfigyeltiik, hogy a folsav a DNS-szintézisben és -metilacioban
betoltott kettds szerepébdl kifolydlag valtozatosan hatott a sejtek mitkodésére. Ellenben
a SAM igazolt antitumor hatdsainak kdszonhetden kiszamithatéan és eredményesen

szoritotta vissza a karcinogenezissel 0sszefliggd folyamatokat.

A folsav a biokémiai alapmechanizmusokat tekintve nem befolyasolta szignifikansan az
SW480 sejteket, azonban hatott a HT-29 sejtvonal osztodasi aktivitasara és
¢letképességére, emellett ndvelte ezen sejtvonal genomidlis stabilitdsat. A SAM adésa
ezzel szemben mindkét sejttipus esetében mérsékelte a proliferaciot és S-fazis-
megallashoz vezetett, ugyanakkor foként az SW480 sejtekben idézett el6 jol detektalhato
javulast a genom integritdsaban. A két sejtvonal kozott tapasztalt kiillonbozo valaszokat
az eltérd génexpresszios valtozasokkal magyarazhatjuk. A folsavkezelés ugyanis a HT-
29 sejtekben csokkentette a proliferacioban szerepet jatsz6 YWHAZ génhez kothetd
utvonalak aktivitasat és novelte a hibajavitas génjeinek (HES1, STAT3) kifejezddését az
SW480-nal szemben. A SAM ugyanakkor mindkét sejtvonalban mérsékelte a
tumorprogresszids Utvonalak transzkripcidjat, valamint aktivalta a hibajavitashoz

szlikséges kromoszomaatrendezddés génjeit az SW480 sejtekben.

A folsav a SAM prekurzor molekuldjanak tekinthetd a DNS-metilacios folyamatokban.
Feltételezéseink szerint ez a fennalld biokémiai kapcsolatrendszer vezetett a kezeldszerek
hasonld, a SAM-mal korabban mar 6sszefliggésbe hozott, metilommodifikal6 hatdsdhoz.
Hasznéalatuk ugyanis elsésorban a karcinogenezis utvonalaiban eredményezett

epigenetikai Ujraprogramozast, amely soran a hipo- €s hipermetilacioés valtozasok
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szintjében viszonylagos egyensulyt tapasztaltunk. Bar a kezelést kovetden
Osszefiiggéseket talaltunk a promoter szakaszok metilacios statusza és a transzkripciod
esetleges novekedése vagy csokkenése kozott, mégis azt valoszinisitjiik, hogy egyéb
folsav és SAM altal eldidézett mechanizmusok (pl. hisztonmetilacio) is szerepet

jatszottak a génexpresszid szabalyozasaban.

Exomszekvenalasi adataink ravilagitottak arra, hogy nem csupéan az onkogének, de az 1C
ciklus génjeinek mutacids profiljat illeten is 1ényeges kiilonbségek voltak a sejtvonalak
kozott, amelyek potencialisan befolyasolhatjak a metildonor molekulak felhasznalasat.
Ez vezethetett ahhoz, hogy a HT-29 és SW480 sejtek eltérden reagaltak az alkalmazott

kezelOszerekre.

A folsavat évtizedek ota széles korben alkalmazzdk az onkoldgiai ellatasban
kemoterapias kezelések segédmolekulajaként. A SAM pedig, az altala el6idézett elonyos
a kozeljovoben. A sejtvonalak kiilonbozo reakcidja a metildonorokra felhivja a figyelmet
a tumor heterogenitas jelentdségére. Ezért a személyre szabott orvoslas térhoditasaval
érdemes lenne eldzetes molekularis diagnosztikai vizsgalatokkal a betegek folsav- és

SAM-kezelésre adott valaszanak felmérése a hatdsos terdpias kimenetel szempontjabol.
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8. OSSZEFOGLALAS

A globalis DNS-metilacio szintjének csokkenése €s a promoterspecifikus hipermetilacio
a vastagbélrakok jellegzetes epigenetikai sajatossaga. Amellett, hogy hozzajarulnak a
genomialis  instabilitashoz és az onkogének fokozott expressziojahoz, a
tumorszuppresszor  géneket is elcsendesithetik. Ezen jelenségek esetleges
visszafordithatosdga 0Osztonzott minket arra, hogy a gydgyaszatban széleskorlien
alkalmazott metildonor molekulak, azaz a folsav és a SAM, rovidtava hatasat vizsgaljuk
HT-29 és SW480 vastagbélrak sejtvonalakon. A DNS-metilacidban betoltott szerepén tal
a folsav a DNS-szintézisben is elengedhetetlen, a SAM pedig szamos biokémiai folyamat
prekurzora. Igy egy olyan kisérletsorozatot terveztiink, amely lehetévé tette a
kezelészerek altal eloidézett valtozasok atfogd vizsgalatat modern molekuléris bioldgiai
technikak hasznélataval. A folsav a sejtbiologiai alapfolyamatokat tekintve inkdbb a HT-
29 sejtekre volt hatassal, amelyek koziil a proliferaciot és viabilitast fiziologias
koncentracioban ndvelte, a genomialis instabilitast pedig mindkét alkalmazott dozisban
csokkentette. Ezzel szemben a SAM lelassitotta a két sejtvonal osztodasi iitemét és
megallitotta a sejtciklust S-fazisban, a genom integritdsat viszont foként az SW480
sejtekben novelte. Biokémiai kapcsolatukbol kifolyolag a kezeldszerek hasonldé DNS-
metilacioés valtozasokat eredményeztek, ugyanis kozel egyforma mértékben okoztak
hipo- és hipermetilaciot, ami foként a heterokromatin és promoter régiokat érintette.
Emellett megfigyeltiik, hogy elsésorban a karcinogenezishez kothetd Utvonalakban
idéztek eld epigenetikai Ujraprogramozast. A kezeléseket kovetd transzkriptomikai
modosulasok Osszefliggésben voltak a sejtproliferacios €s genomintegritdsra vonatkozd
eredményeinkkel. A SAM esetében ez az expressziods valtozas kiemelkedé volt, ugyanis
mindkét sejtvonalban gatolta a tumorprogresszidban szerepet jatszo Gtvonalakat. A gének
kifejezddését a kezeldszerek a promotermetildcion til egyéb folyamatokon keresztiil is
szabalyoztak. A két sejtvonal eltérden reagalt a metildonorokra, aminek hatterében nagy
valoszintiséggel kiillonboz6 mutacios profiljuk all. A kapott adataink alatamasztjak a
folsav, és tamogatjak a SAM létjogosultsagat a daganatok metilom modositas altal térténd
kezelésében. Azonban az eredményes terapids kimenetel érdekében érdemes figyelembe

venni az altalunk is tapasztalt tumor heterogenitas jelentségét.
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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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Belgyogyaszati Klinika, illetve Belgydgyaszati és Onkologiai Klinika igazgatoinak,
Igaz Péter professzor urnak és Takacs Istvan professzor urnak, hogy lehet6vé tették

¢s eldsegitették kutatomunkdm megvaldsulasat;

- témavezetémnek, Molnar Béla professzor urnak, aki megtanitott a kutatoi
szemléletmodra és az absztrakt gondolkodéasra. Szorgalma, munkatempdja és
érdekfeszitd eldaddsmodja mindig inspirdloan hatott ram. Irdnyitdsa alatt egy
korszerlien felszerelt laboratériumban dolgozhattam, emellett pedig lehetdséget
teremtett arra, hogy szdmos hazai és nemzetk6zi konferencian is bemutathassam

eredményeimet;

— a Molekularis Gasztroenterologia Laboratorium kutatdinak és a kutatasokat lehetdveé
tevé munkatarsainak, Berczik Marianak, Felletar Ildikonak, Dr. Galamb Orsolyanak,
Dr. Kalmar-Sopkéz Alexandranak, Dr. Kothalawala Williamnek, Dr. Molnar
Barbaranak, Dr. Nagy Zs6fianak, Dr. Papp Martonnak, Dr. Patai Arpadnak, Dr. Szabo
Gittanak, Dr. Szabo Vanesszédnak, Szigeti Krisztinanak, Dr. Valcz Gabornak ¢és Dr.
Wichmann Barnabasnak, akik idével nem csak kollégaimma, hanem igaz barataimma
is valtak. Amellett, hogy rengeteg metodikat elsajatithattam altaluk, szakmai
tapasztalatuk hatalmas segitség volt szamomra a kutatoi élet utvesztdiben. Nagyon
hélas vagyok, hogy egy olyan kozdsség tagjaként tolthettem a doktorandusz éveimet,

ahol a joindulat és az Onzetlen segitségnyujtas alapvetdek voltak;

- a Semmelweis Egyetem Patologiai €s Kisérleti Rakkutato Intézet kutatoinak, Dr.
Sebestyén Annéanak, Danko Titanillanak és Dr. Barna Gébornak, akik energidjukat
nem kimélve segitettek a sejttenyésztés alapjainak elsajatitasaban, valamint

lehetdséget teremtettek in vitro kisérleteim megvalositasara;

- az ELTE TTK Komplex Rendszerek Fizikdja Tanszeék kutatoinak, Csabai Istvan

professzor urnak, Dr. Pipek Orsolyanak és Dr. Medgyes-Horvath Annéanak, a
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bioinformatikai elemzésekben nyujtott segitségiikért;
hazi biralomnak, Dr. Téke Juditnak, dolgozatom alapos attekintéséért;

végiil, de nem utols6 sorban csaladomnak, akik biztos hatteret teremtettek szdmomra
¢s mindvégig szeretettel tamogattak munkdm soran, valamint barataimnak, akik

mellettem alltak és hittek bennem. Sikerult a terv!
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