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1. BEVEZETES

Az epigenetikai folyamatok ugy befolyasoljak a genom altal kodolt informacio kifejezédését, hogy
nem valtoztatjak meg a nukleotidok sorrendjét a DNS-ben. A legismertebb epigenetikai modosulas a
DNS-metilacio, amely a promoter szakaszokat érintve a gének elcsendesitéséhez vezet. A DNS-
metilacio leggyakrabban azokon a citozin nukleobazisokon kovetkezik be, amelyeket guanin kovet a
szekvenciaban (CpG-hely). A metil-csoportot az S-adenozil-metionin (SAM) molekula szolgaltatja a
DNS-metil-transzferaz (DNMT) enzimek altal katalizalt reakcioban.

Az életkor elbrehaladtaval, valamint a daganatok (pl. vastagbél-, tiid6-, prosztata- és emldrak)
progresszidja soran sajatos valtozasok kovetkeznek be a DNS-metilacidos mintdzatban, amelyek
magukban foglaljak a promoter hipermetilaciot és a genomszintli (globalis) hipometilaciot. Mig az
elébbi a tumorszuppresszor gének elcsendesitése révén segiti eld a sejtek kontroll nélkiili osztodasat,
az utdbbi az onkogének, tovabba a mobilis genetikai elemek (transzpozonok) aktivalasaval vezethet
daganatos progresszidohoz. A transzpozonok hipometilacidjukat kovetden véletlenszeriien épiilhetnek

be mas génekbe, ezaltal genomidlis instabilitast eldidézve.

A DNS-metilacios valtozasok reverzibilis folyamatként igéretes daganatterapias lehetdségek alapjat
képezhetik, ezért napjainkban nagy figyelem iranyul rajuk. Kimutattak, hogy a tdpanyagok globalisan
¢s CpG-helyre specifikusan is képesek befolydsolni ezt a mintdzatot. Ilyen szerepet tolt be tobbek
kozott azoknak a molekuldknak a fogyasztasa is, amelyek hozzajarulnak a SAM-szint valtozasahoz.
A SAM képzddése egy komplex biologiai rendszeren keresztiil torténik, amelyet egy szénatomos
(1C; one-carbon) metabolizmusnak neveziink. Ebben a folyamatban a taplalékkal felvett folat (Be-
vitamin) 5-metil-tetrahidrofolatta alakulva adja at metilcsoportjat a metioninnak, amely ezt kdvetden

a SAM-ra, és végiil a DNS-re kertil.

A természetes folatokat elsdsorban leveles zoldségek fogyasztasaval vihetjiik be a szervezetiinkbe.
Szintetikus  formdja, a  folsav, azonban stabil molekulaszerkezetébdl  kifolyolag
taplalékkiegészitdként, valamint kemoterapias szerek kiegészitd kezeléseként hasznalhato. A folsav
a SAM-szintézisben betoltott szerepe mellett elengedhetetlen az aminosavak és a nukleotidok
képzésében is. Ezen egylittes epigenetikai €s genetikai szabalyzd funkcidja a karcinogenezis
szempontjabol érdekes modon nyilvanul meg, amelyet mindenképpen ajanlatos figyelembe venni a
daganatok megel6zése vagy gyogyitasa szempontjabol. A folsav ugyanis az egészséges szervezetben
a nukleotidszintézis eldsegitése altal akadalyozza meg az uracil hibas beépiilésébdl adddo

pontmutacidk 1étrejottét, valamint késlelteti a globalis hipometilacid kialakuldsat. Rakel6zo allapot



fennallasa esetén azonban a fokozott nukleotidszintézis révén serkenti a daganatos sejtek

novekedését, tovabba elcsendesitheti a tumorszuppresszor géneket is.

A SAM minden sejtiink citoplazmajaban szintetizalodik, és az ATP-t kdvetden a legtobb reakcidban
részt vevd kofaktor molekulank. Foként transzmetilaciora hasznalodik fel, mely soran atadja
metilcsoportjat a DNS, RNS, hormonok, lipidek és neurotranszmitterek szamara. Emellett azonban
részt vesz a glutation, valamint a poliaminok szintézis¢hez sziikséges transzszulfuracids ¢és
aminopropilaciés folyamatokban is. Szamos in vitro és in vivo SAM-mal végzett kisérlet bizonyitja,
hogy a molekula alkalmas a kiilonb6z6 daganatos betegségek progresszidjanak gatlasaban. A
folyamat hattérében all6 mechanizmusok nem teljesen tisztazottak, de feltételezhetd, hogy a SAM
szelektiven hat azokra az utvonalakra, amelyek a daganatos sejtekben eltérnek az egészségeshez
képest. Mig hipometilacié 4altal aktivalhatja a tumorszuppresszor géneket, remetildcioval a
protoonkogének elcsendesitéséhez vezethet, tovabba tamogathatja a genomialis stabilitast.
Hasznalatat kovetéen megfigyelhetd, hogy a hiper- és hipometilacidés valtozasok egyensulyban

vannak, tehat metilom modulator szerepet tolt be.



2. CELKITUZESEK

A daganatok kialakulasaval szorosan egyiitt jar a globalis DNS-metilacio szintjének csokkenése és a
tumorszuppresszor gének promoter szakaszait €rinté hipermetilaci6. Metildonor molekulak
alkalmazasaval ezen valtozasok potencialisan visszafordithatoak. gy doktori munkam soran célul
tlztem ki a folsav és SAM DNS-metilaciora, és ezaltal tumorprogressziora kifejtett hatdsdnak
vizsgalatat HT-29 és SW480 human vastagbélrak sejtvonalakban. Az irodalmi adatok szerint a
kezeldszerek a DNS-metilacioban betoltott szerepiik mellett mas metabolikus Gtvonalakban is részt
vesznek. Az altalunk alkalmazott modern molekularis biologiai modszerek lehetové tették, hogy

kutatdsomat kiterjeszthessem ezeknek a folyamatoknak az atfogd tanulmanyozasara is.

Céljaim a kovetkezok voltak:

1. A CRC sejtekre jellemz6é aberrans metilacidos mintdzat folsav- és SAM-adast kovetd

reverzibilitdsdnak (globalis remetilacid, promoter demetilacid) vizsgalata;

crer

valtozésaira gyakorolt hatdsdnak megfigyelése;

3. ACRC sejtvonalak genomialis stabilitasaban bekdvetkezo valtozasok tanulmanyozasa folsav-

és SAM-adas hatasara;

4. Genomszintll génexpresszios analizis elvégzése folsav- és SAM-kezelést kdvetden, amely

magaban foglalja az utvonalelemzést is;

5. A promoter szakaszt érintd DNS-metilacio és az adott gén kifejez6désében mérhetd valtozas

kozotti kapcesolat feltarasa;

6. A kisérletek soran hasznalt HT-29 és SW480 sejtvonalak mutécios profiljanak felallitasa,
valamint ezen genetikai eltérések Osszevetése az eddigi vizsgéalataink 4altal kapott

eredményekkel.



3. MODSZEREK

3.1. A sejtvonalak kezelése

A sejtvonalak kivalasztasanal arra torekedtiink, hogy a leggyakoribb CRC kialakulasi utvonal, a
kromoszomalis instabilitas (CIN; chromosomal instability) jellegzetességeit mutassak, azonban a
tumor heterogenitas vizsgalata szempontjabol rendelkezzenek alapvetd genomialis és epigenomialis
kiilonbségekkel. gy a CIN+, CIMP+ (CpG island methylator phenotype; CpG-sziget metilator
fenotipus) és BRAF mutdns HT-29, valamint a CIN+, CIMP— és KRAS mutdns SW480 sejtek
hasznalata mellett dontottiink. A vizsgalt sejtvonalak a CRC-k transzkriptomikai jellegzetességein
alapuldo CMS osztalyozas szerint is kiilon csoportba tartoznak. Ennek alapjan a HT-29 sejtek a
metabolikai szabalyozasi zavarral jellemzett CMS3, mig az SW480 sejtek a TGF/integrin utvonal
aktivaciot, epitelialis-mezenchimalis tranziciot (EMT), valamint erdteljes stromalis invaziot ¢€s

angiogenezist mutatd CMS4 osztaly részét képezik.

Folsavval torténd kisérleteink soran a folsavmentes kozeg (0 ng/mL) mellett a fiziologias potlassal
biztosithatd 100 ng/mL, valamint egy szélsdségesen magas folsavdozis, a 10.000 ng/mL adasara
keriilt sor. A 72 6ras folsavkezelést megeldzéen az RPMI 1640 tenyészté médiumot folsavmentes
tapfolyadékra cseréltiik és a szilard halmazallapota folsavat a gyartoi utasitasoknak megfeleléen 1
M-o0s NaOH-ban oldottuk. Ennek megfeleléen l1étrehoztunk olyan kontroll mintékat is, amelyekhez
ugyanakkora mennyiségli NaOH-ot adtunk, mint amennyit a kezeléseknél alkalmaztunk. A
kontrollok eredményeit végiil kivontuk a folsavval kezelt mintak eredményeibdl, hogy kovethessiik
a folsav egyéni hatasat a sejteken. Az 0sszes mintatipus esetében harom parhuzamost hasznaltunk. A
SAM kezelések protokollja lényegében megegyezett a folsav esetében leirtakkal, azzal a
kiilonbséggel, hogy 72 o6ra helyett 48 6ran keresztiil alkalmaztuk a kezeldszert. A sejteket a tenyésztés
ideje alatt az eredeti tapfolyadékukban, tehat folsavas RPMI 1640-ben tartottuk és irodalmi adatok,
valamint sajat citotoxicitasi eredményeink alapjan 0,5 és 1 mmol/L SAM-koncentraciot

alkalmaztunk.

3.2. Sejtproliferacio, sejtviabilitas és sejtciklus vizsgalata

A sejtek osztodasi iitemét szulforodamin B (SRB) teszttel vizsgaltuk, amely a sejttdomeg
meghatarozasaval nyujtott informdciét a proliferacid6 mértékérdl. A sejtek életképességét
(viabilitasat) pedig az elektrontranszportlanc aktivitasanak vizsgalatan alapulo alamarBlue
modszerrel detektaltuk. A sejtviabilitds és sejtproliferacié aranyat azokhoz a mintdkhoz

viszonyitottuk, amelyeket az eredeti tenyésztdomédiumban (folsavas RPMI 1640) tartottuk. A
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sejtciklusban bekovetkezd valtozasokat FACS (fluorescence-activated cell sorting; fluoreszcencia

altal aktivalt sejtvalogatds) modszer segitségével figyeltiik meg a kezeléseket kovetden.

3.3. Genomialis instabilitas vizsgalata

A genomidlis instabilitds szintjét a legstlyosabb DNS-t érintd kéarosodéas, a DNS-kettdstorés
kimutatdsadra alkalmas modszerekkel meértiikk. Ezen kéarosodds fennallasa esetén kromoszoma-
szegmentumok vagy teljes kromoszomak keriilhetnek ki a sejtmagbodl a sejtosztodas alkalmaval,
amelyek mikronukleuszok képében jelennek meg. A mikronukleuszok szdmanak sejtszdmra
vonatkoztatott meghatarozasa, azaz a mikronukleusz-szamolds volt az egyik genomalis instabilitasi
markeriink. A DNS-kettostorések kijavitdsakor a H2AX hiszton foszorilalodik, igy y-H2AX
képzo6dik, amit immunfestéssel jeloltiink. A torott DNS-darabok elektroforézis hatasara gyorsabban
vandorolnak az agardz gélben, mint az ép genomidlis részek, igy csoévakat formalnak, amelyek

hosszabol szintén a genomialis instabilitds mértékére kovetkeztettiink az Gn. comet proba soran.

3.4. Statisztikai szamitasok

A szignifikancia (p < 0,05) megallapitasahoz eldszor egy Shapiro-Wilk-normalitasvizsgalatot
végeztiink. Amennyiben egy adott kisérleten beliil nem allt fenn normalitds barmely sejtvonal vagy
kezel6szer esetében, ugy Kruskall-Wallis tesztet alkalmaztunk Dunn-féle t6bbszoros
Osszehasonlitassal kiegészitve. Normal eloszlas esetén egyszempontos ANOVA-val (analysis of
variance; varianciaanalizis) és Tukey-féle post-hoc teszttel szamoltuk ki a szignifikanciaértéket. Az
aramlasi citometrias vizsgalatoknal, a tobbi kisérlettdl eltéréen, kétszempontos varianciaanalizist

hasznaltunk.

3.5. DNS-metilacio vizsgalata

A kezelt sejtekbdl izolalt DNS-mintakat harom kiilonb6zd epigenetikai vizsgalattal elemeztiik. A
globalis DNS-metilacios értéket a LINE-1 (long interspersed nuclear element-1; hossza kdzbeiktatott
sejtmagi egység-1) transzpozonok harom CpG-pozicidjanak metilaciés atlaga adta meg
piroszekvenalast kovetéen. Az un. RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing; csékkentett
reprezentaltsagli biszulfit szekvenalas) modszerrel lehetdségiink nyilt a bioldgiailag relevans
metilacios régiok génszintii vizsgalatara ujgeneracios szekvenalas alkalmazasaval. Ennek soran olyan
sejteket elemeztiink, amelyeket folsavmentes vagy 10.000 ng/mL folsavat tartalmazé médiumban

tartottunk, valamint 0 vagy 1 mmol/L SAM-koncentracioval kezeltiink. A valtozasok altal érintett

gének szamat ¢s a DMS-ek (differentially methylated site; megvaltozott metilacios értéket ado hely)



eloszlasat kordiagramon &brazoltuk. Végiil utvonalelemzést hajtottunk végre és hotérképen
jelenitettiilk meg azt a 10 biokémiai folyamatot, amelyek szignifikansan (p < 0,05) a legtobb DNS-
metilacios valtozassal rendelkeztek. A szintén Ujgeneracios szekvenalason alapulo bead array
modszerrel 850.000 metilacios hely vizsgalatat végeztiik el szerte a genomban a SAM-mal torténd
kezeléseinket kovetden. A tiz legnagyobb hipo- vagy hipermetilacids valtozast (AB) mutatd CpG-

hellyel rendelkezd gént hotérképen abrazoltuk.

3.6. Genomszintii génexpresszios valtozasok vizsgalata

A Kkezelt sejtek mRNS-tartalmabol komplementer DNS-szalakat készitettiink, amelyeket a HTA 2.0
(Human Transcriptome Array 2.0; Human Transzkriptom Array 2.0) mikroarray-hez hibridizaltatva
kaptunk képet a transzkriptomikai valtozasokrol a génaktivaciora utalo fluoreszcens jelek detektalasa
altal. Szamszertsitettik a szignifikdns (p < 0,05), és a legalabb =+£1,5 expresszios
intenzitaskiilonbséget (FC; fold change) mutat6 transzkriptumokat, valamint a csokkend és novekvo
expresszios valtozasok aranyat is. A paros 0sszehasonlitashoz 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
¢s 1 mmol/L SAM koncentracioval ellatott mintakat alkalmaztuk. Ezt kovetden annotaltuk az emlitett
kritériumoknak megfeleld transzkriptumokat, majd megneveztiik a top 10 csokkend ¢és ndvekvd FC-
vel rendelkez6 gént, amelyeket vulkandiagramon abrazoltunk. A folsavval torténd kezelés esetében
fehérje-fehérje-kolcsonhatas vizsgalatokat végeztiink a Cytoscape szoftver hasznalataval. A SAM-
mal folytatott vizsgalataink soran négy molekuléris utvonal esetében hétérképen dbrazoltuk a harom

kezelési koncentracional tapasztalt expresszios kiillonbségeket (p < 0,05 és FC > |1,4)).

Végiil osszevetettiik a DNS-metilacios és génexpresszios elemzések soran kapott génlistakat, hogy

Osszefiiggéseket keressiink a promotermetilacio és a génatirodas mértéke kozott.

3.7. A sejtvonalak mutacios profiljanak vizsgalata

crer

Kutatasunkban elsddlegesen az onkogénekre és az 1C metabolizmus génjeire fokuszaltunk. A két

sejtvonal egyedi mutacios profiljat tablazatban jelenitettiik meg.



4. EREDMENYEK

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

A HT-29 sejtek esetén a legmagasabb sejtproliferacios szintet 100 ng/ml folsavpotlas hatasara mértiik
(HT-29100: 128,43 + 24,94%). Ehhez az értékhez képest a folsavmegvonas (HT-290: 101,25 +
13,53%) ¢és a 10.000 ng/ml folsavkoncentracid6 (HT-2910.000: 86,06 £ 20,75%) a sejtproliferacio
csokkenéséhez vezetett. Az SW480 sejtvonalban ezzel szemben nem figyeltiink meg jelentds
valtozasokat a kiilonb6z6 folsavkoncentraciok esetében (SW4800: 90,96 + 9,72%, SW480100: 88,75
+  2,60%, SW48010000: 84,15 =+ 10,67%). A SAM-kezelés mindkét sejtvonalban
koncentracidardnyosan vezetett a proliferacié csokkenéséhez. A valtozasok a kontroll mintdkhoz
képest szignifikdnsak (p < 0,01) voltak (HT-290: 98,08 + 9,71%, HT-29¢,5: 76,93 + 4,48%, HT-29::
69,54 + 7,63%; SW4800: 100,98 + 10,88%, SW48005: 79,00 + 16,11%, SW4801: 71,54 + 21,67%).

A sejtek viabilitasa a folsavkezelés hatasara a proliferacids elemzések soran észlelt eredményekhez
hasonléan valtozott (HT-290: 91,57 £+ 13,27%, HT-29100: 115,81 + 30,88%, HT-2910.000: 64,06 +
20,24%; SW4800: 90,22 + 9,55%, SW480100: 90,05 + 5,03%, SW48010.000: 89,72 + 11,22%). A
proliferacios eredményektol eltéréen SAM-kezelést kovetden nem tapasztaltunk valtozasokat a sejtek
¢letképességét tekintve (HT-290: 101,92 + 9,51%, HT-295: 103,71 + 6,94%, HT-29:: 105,07 +
10,51%; SW4800: 101,80 + 10,98%, SW48005: 102,43 + 17,54%, SW4801: 104,76 + 15,55%).

A sejtek aranya a kiillonb6z6 fazisokban specifikus volt az adott sejtvonalra, igy a HT-29 mintadkban
GO0/G1-, az SW480 sejtekben pedig S-fazis dominanciat vettiink észre. Erdekes modon azonban a
folsavkezelés nem befolyasolta 1ényegesen a sejtciklust (az 6sszes HT-29 minta atlaga: 62,51 £4,76%
a GO/G1-ben, 17,90 + 4,32% a G2/M-ben és 19,59 + 2,12% az S-fazisban; az dsszes 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).
SAM hasznalata mellett azonban jelentds valtozasokat figyelhettiink meg a sejtciklus tekintetében. A
kezelés hatasara mindkét sejtvonal esetében szignifikansan (p < 0,05) csokkent a GO/G1- (HT-29:
50,00 £ 0,81%-r061 23,31 + 1,58%-ra; SW480: 46,71 + 4,59%-161 17,49 + 1,49 %-ra), valamint nott
az S- (HT-29: 39,29 £ 0,28%-1061 59,49 + 0,25%-ra; SW480: 52,12 + 2,70%-161 74,68 + 1,39%-ra) és
G2/M-fazisban (HT-29: 10,76 + 0,53%-r61 17,21 + 1,83%-ra; SW480: 1,16 + 2,01%-rol 7,83 +

1,66%-ra) 1évo sejtek szama.



4.2. A folsav- és SAM-kezelés hatisa a genom stabilitasara

A HT-29 sejtek 0,56 = 0,05%-a rendelkezett mikronukleusszal a folsavmentes kdrnyezetben, 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%-anak volt
mikronukleusza, és ezt az aranyt a kezelés nem valtoztatta meg szamottevéen (SW480100: 0,74 +
0,07%, SW48010.000: 0,77 £+ 0,16%). A SAM-kezelés szignifikans (p < 0,05) eltéréseket okozott
mindkét sejtvonal esetében (HT-290: 0,19 £ 0,02%, HT-2905: 0,25 £ 0,00%, HT-291: 0,04 + 0,01%;
SW4800: 2,75 + 0,25%, 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 6sszhangban volt az alkalmazott SAM-koncentracioval is.

A DAPI-festés mellett anti-y-H2AX antitestet is alkalmaztunk, és meghataroztuk a y-H2AX
pozitivitdst mutatd mikronukleuszok ardnyat az 0Osszes mikronukleuszhoz viszonyitva. Azt

tapasztaltuk, hogy a kapott értékre nem gyakorolt hatast sem a sejtvonal, sem a kezelés tipusa.

A comet proba alkalmazasakor a csova DNS-mennyisége szolgalt a genomialis karosodas
mértékének meghatarozasara. Folsavkezelés hatasara a cs6va-DNS % a HT-29 mintakban
csokkenést mutatott (HT-290: 37,35 + 3,45%, HT-29100: 31,23 + 3,41%, HT-2910.000: 20,07 & 3,59%),
mig az SW480 sejteknél nem tapasztaltunk lényeges valtozasokat (SW480o: 58,79 + 0,83%,
SW480100: 59,84 + 1,89%, SW48010.000: 58,24 + 2,56%). A SAM-kezelés nem volt jelentés 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 szignifikansan (p < 0,01) és koncentraciéaranyosan csokkentette ezt a paramétert az

SW480 sejtekben (SW4800: 64,36 + 5,36%, SW48005: 41,84 + 6,75%, SW4801: 35,01 + 3,29%).

4.3. A folsav- és SAM-Kkezelés hatasa a DNS-metilaciora

A HT-29 sejtek globalis DNS-metilacios szintje megkozelitdleg 10%-kal volt magasabb, mint az
SW480 sejteké. Folsav- és SAM-potlast kvetden azonban egyik sejtvonalnal sem figyeltiink meg
kiemelkedd valtozast (folsav: HT-290: 59,30 + 2,90%, HT-29100: 61,68 + 4,17%, HT-2910.000: 60,42
+ 2,12%; SW4800: 48,76 + 4,93%, SW480100: 49,15 + 6,13%, SW48010.000: 48,73 £+ 7,27%; SAM:
HT-290: 60,40 £ 0,99%, HT-290,5: 59,89 + 0,68%, HT-29:: 60,14 £ 0,64%; SW4800: 50,58 £ 0,71%,
SW4800,5: 52,08 + 1,32%, SW4801: 48,65 £ 0,64%). RRBS vizsgalat altal nyujtott génszintii DNS-
metilacios eredmények a két kezeldszer esetében hasonloak voltak. Folsavpotlas hatisara a
hipermetilalédott (HT-29niper: 3591; SW480nhiper: 3698) ¢és hipometiladlodott (HT-2%ipo: 3432;
SW480hipo: 3422) CpG-helyekkel rendelkezd gének szama sejtvonalon beliil, és a két sejttipus kdzott
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is hasonlod volt. A metilacios helyek tobbsége mindkét sejtnél a heterokromatin, valamint az aktiv és
gyenge promoter szakaszokra esett. SAM-kezelést kdvetden a metilacié altal érintett gének szama
Iényegesen magasabb volt a HT-29 sejtek esetében az SW480-hoz, valamint a folsavas kezelés
mintaihoz viszonyitva is. Emellett ebben a sejtvonalban enyhe eltérés mutatkozott a hipometilal6do
gének javara (HT-29hiper: 8333; HT-29nipo: 8753), mig az SW480 sejteknél a két csoport génjeinek
szama (SW480niper: 6407; SW480nipo: 6407) megegyezett. SAM-adas hatasara a HT-29 sejteknél
dominansan a heterokromatin régiéban kovetkeztek be metilacios valtozasok, amit a represszor
szakasz kovetett, mig az SW480 sejtek esetében az aktiv és a gyenge promoterekben tapasztaltuk a
legtobb valtozo metilaciot mutatd helyet. A KEGG utvonal-analizis eredményei alapjan elsdsorban a
karcinogenezisben szerepet jatszo géneket érintették a metilacids valtozasok mindkét kezeldszer és

sejtvonal esetén.

A SAM-kezelés kovetkeztében kialakulé DNS-metilacids eltéréseket a promoter szakaszokra esd
CpG-szigetekben Illumina EPIC BeadChip moddszerrel is elemeztiik. Arra a top 10 hipo- és
hipermetilalodo CpG-helyre fokuszaltunk, amelyek a legnagyobb metilacids valtozast (AP) mutattak
a kezelés hatdsara. Kedvezd hatidstnak bizonyult azoknak a géneknek (HT-29: DTX1, GATA4,
SEZ6L, TP53INP1; SW480: HAAO, TAL1) a csokkent metil4cioja, amelyek hipermetilacidja az

irodalmi adatok szerint 0sszefliggésben volt a daganatos progresszioval.

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

Megfigyeltiik, hogy a folsav addsat kdvetden a csokkent kifejez0dést mutatd transzkriptumok szama
dominalt, ami foként a HT-29 sejteknél volt szembetind (HT-29: 78,82% alul- és 21,18%
feliilexpresszalodott; SW480: 60,60% alul- és 39,40% feliilexpresszalodott). 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
transzkriptuma rendelkezett a legmagasabb FC-értékkel (FC: 4,98 és 3,27), mig a FAM95B1 gén két
transzkriptuma mutatta a legnagyobb expresszids csokkenést (FC: —3,15 és —3,15) a kezelést
kovetden. Az SW480 sejtvonalban az SLC7A11 gén kifejezddésében figyeltilk meg a legnagyobb
novekedést (FC: 5,12), a CCL2 génben pedig a legnagyobb csokkenést (FC: —5,90) folsavadas utan.
Folsavpotlast kovetéen nem tapasztaltunk szignifikdns transzkriptomikai valtozasokat ismert
biokémiai folyamatokban. A fehérje-fehérje-kolcsonhatasi halozat Osszetettebb volt az SW480
sejtvonalban a HT-29-hez viszonyitva (HT-29: 113 csomopont és 82 Osszekottetés; SW480: 186
csomoépont €s 221 Osszekottetés). A kapcsolatok szama alapjan a HT-29 sejteknél a YWHAZ (11
Osszekottetés), mig az SW480 sejteknél a TNF (27 0sszekottetés) volt a haldzat kulcsfehérjéje.
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SAM-kezelés hatdsara a HT-29 sejtekben kozel egyforma aranyban fordultak elé az emelkedett
(50,17%) és a csokkent (49,83%) kifejez6dést mutatd transzkriptumok. Ezzel szemben az SW480
sejteknél jelentdsen dominaltak azok, amelyeknek novekedett az atirddasa (26,21% alul- és 73,79%
feliilexpresszalodott). 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 kdvetden mértiink. A pozitiv és negativ iranyu
valtozasok kiterjedtségében szintén Iényegesen nagyobb kiilonbségek mutatkoztak a SAM-kezelés
hatdsara a folsav adasahoz képest. A HT-29 sejtek esetében a MIR4521 génhez tarsithato
transzkriptumoknak detektaltuk a legnagyobb pozitiv iranya valtozasat (FC: 50,64, 50,64, 47,78,
45,3, 39,75), a legalacsonyabb FC-értéket pedig a SNORD82 génnél figyeltiik meg (FC: —20,22). Az
SW480 sejtekben a CST4 gén expresszidja novekedett a legnagyobb mértékben (FC: 30,60) és
csakugy, mint a folsav addsat kovetéen, a CCL2 gén esetében tapasztaltuk a legmagasabb
intenzitascsokkenést (FC: —9,47). A SAM nem csak az érintett gének szamat és kifejezodésiik
mértékét tekintve volt jelentds hatassal a transzkripcidra, hanem a mintdzatat illetéen is. A kezelés
ugyanis szamottevéen befolyasolt tobb tumorprogresszid szempontjabol kiemelt jelentoséggel bird
utvonalat. A Bakhoum és munkatarsai altal Osszedllitott, kromoszomalisan instabil raksejtekre
jellemzé EMT/migracid/metasztazis csoport génjei kozil mindegyik, amelyik megfelelt a
kritériumainknak (p < 0,05 és FC > [1,4|), alacsonyabb expressziot mutatott a kezelés hatasara. A
kolorektalis karcinogenezisre jellemz6é EMT vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy a folyamatban részt
vevo gének nagy hanyadanak kisebb lett a kifejezodése. A TGFB1 mindkét sejtvonal esetében kiemelt
helyet foglalt el a kezelés hatasara csokkend expressziot mutatd gének listajan (HT-29: —6,91;
SW480: —4,52). SAM-adas hatasara a genomialis stabilitasért felelés gének is jelentds expresszios
valtozasokat mutattak. A DNS-hibajavité utvonal esetében mindkét sejtvonalnal csokkent szdmos
gén, koztiik az CASP8, PRKDC és SFN expresszidja. A hisztonmodosuldsokban részt vevé gének
kifejezédése azonban eltéréen valtozott a két sejtvonalban. Mig a HT-29 sejteknél a SETD2
kivételével mindegyik gén expresszioja csokkent, az SW480 mintdkban inkabb az

intenzitasnovekedés volt jellemz6 a kezelést kovetden.

4.5. A promotermetilacios statusz és a génexpresszio egyiittes valtozasa folsav- és
SAM-kezelés hatasara

Folsavpotlast kovetéen a HT-29 sejtekben négy, az SW480 sejtekben pedig 6t gén promoterének
metilalodasédhoz tudtunk csokkend expresszios értékeket tarsitani. A promoter-hipometilacio a HT-
29 mintak esetében tiz, az SW480 sejtvonalnal azonban nyolc génnél volt Gsszeegyeztethetd a
megnovekedett transzkripcidval. SAM-kezelés hatasara a fentebb ismertetett eredményekhez képest
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lényegesen szorosabb kapcsolatot taldltunk a promotermetilacios statusz és a génexpresszio kozott.
A HT-29 sejtekben 193, az SW480 sejtekben pedig 216 gén promoéterének hipermetilacidja volt
egyidejlileg megfigyelhetd csokkent kifejezodésével. A kezelés kovetkeztében hipometilalddo
promoter régio, és ezzel parhuzamosan a megnovekedett expresszios intenzitas a HT-29 sejtekben

102, az SW480 sejtekben azonban 204 gént érintett.

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

A teljesexom-szekvenalas elemzésénél elészor azokra a génekre fokuszaltunk, amelyek az OnkoKB
adatbazis alapjan feltételezhetéen onkogén funkciot latnak el. Szamos hasonldsagot vettiink észre a
sejtvonalak kozott, ugyanis mindkettd sejttipus ARID4B, DNMT3B, ERBB2, HLA-A, HLA-B, KDR,
KIT, KMT2C, MLHL1 és TP53 mutans volt ugyanarra az allélra. Azonban csak a HT-29 bizonyult
BRAF, EGFR, PIK3CA, SMAD4 mutansnak, és egyediill az SW480 sejteknél mutattunk ki KRAS,
valamint MSH6 mutaciot. Megvizsgaltuk azoknak a géneknek az érintettségét is, amelyek az 1C
metabolizmus enzimeit kodoljak. A 30 vizsgalt fehérje koziil kilencnél volt megfigyelhetd valamilyen
mutacid a HT-29 és szintén kilencnél az SW480 sejtekben, mig nyolc mutacié mindkét sejtvonalat
érintett. A tanulmanyozott enzimek koziil a folsav- és SAM-hatéds szempontjabol az MTHFR-nek és
a DNMT-knek van a legnagyobb jelentdsége. A szekvenalasi adatokbol kideriilt, hogy a HT-29 sejtek
heterozigotak az MTHFR enzim C677T (A222V) és A1298C (E429A) variansaira, az SW480 sejtek
pedig homozigotak a C677T (A222V) varidnsra. A DNS-metilalo enzimek esetében kimutattuk, hogy
a DNMT1 az SW480 sejtekben, a DNMT3b pedig mindkét sejtvonalban mutalt volt.
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5. KOVETKEZTETESEK

PhD-munkam soran két metildonor szerepet bet6lté molekula, a folsav és a SAM 6nalld, valamint
egymashoz viszonyitott hatasat vizsgaltam kiilonb6z6 genetikai €s epigenetikai hattérrel rendelkez6
vastagbélrak sejtvonalakban (HT-29 és SW480). A kapott adatok nagy részét alatimasztottak a
molekuldkkal kapcsolatos eddigi ismereteink és a kordbbi tanulmanyok, azonban szamos Uuj

eredménnyel sikertiilt bovitenilink ezt a tudomanyteriiletet.

Kutatasunk soran megfigyeltiik, hogy a folsav a DNS-szintézisben ¢és -metilacioban betoltott kettds
szerepébdl kifolyolag valtozatosan hatott a sejtek miikddésére. Ellenben a SAM igazolt antitumor
hatasainak koszonhetden kiszamithatéan és eredményesen szoritotta vissza a karcinogenezissel

Osszefiiggd folyamatokat.

A folsav a sejtbiologiai alapmechanizmusokat tekintve nem befolyasolta szignifikansan az SW480
sejteket, azonban hatott a HT-29 sejtvonal osztodasi aktivitasara és ¢Eletképességére, emellett
koncentracidaranyosan novelte ezen sejtvonal genomialis stabilitasat. A SAM adasa ezzel szemben
mindkét sejttipus esetében mérsékelte a proliferacidt és S-fazis-megallashoz vezetett, ugyanakkor
foként az SW480 sejtekben idézett eld jol detektalhatd javulast a genom integritasdban. A két
sejtvonal kozott tapasztalt kiilonbozd valaszokat az eltérd génexpresszidos valtozasokkal
magyarazhatjuk. A folsavkezelés ugyanis csokkentette a HT-29 sejtekben a proliferacidban szerepet
jatszo YWHAZ génhez kothet6 utvonalak aktivitasat és ndvelte a hibajavitas génjeinek (HESL, STAT3)
kifejezddését az SW480-nal szemben. A SAM ugyanakkor mindkét sejtvonalban mérsékelte a
tumorprogresszidés utvonalak transzkripcidjat, valamint aktivalta a hibajavitdshoz szilikséges

hisztonmodifikacio génjeit az SW480 sejtekben.

A folsav a SAM prekurzor molekuldjanak tekinthetd a DNS-metilacios folyamatokban.
Feltételezéseink szerint ez a fennall6 biokémiai kapcsolatrendszer vezetett a kezeldszerek hasonld, a
SAM-mal kordbban mar 6sszefliggésbe hozott, metilommodifikalod hatdsdhoz. Hasznalatuk ugyanis
elésorban a karcinogenezis Uitvonalaiban idézett el epigenetikai Gjraprogramozast, amelynek soran
a hipo- és hipermetilacios valtozasok szintjében viszonylagos egyensulyt tapasztaltunk. Bar a kezelést
kovetden Osszefiiggéseket talaltunk a promoter szakaszok metilacios statusza és a transzkripcid
esetleges novekedése vagy csokkenése kozott, mégis azt valdszinlsitjiik, hogy egyéb folsav és SAM

altal eloidézett mechanizmusok (pl. hisztonmetilacid) is szerepet jatszottak a génexpresszid
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szabalyozasaban.

Exomszekvenalasi adataink ravilagitottak arra, hogy nem csupan az onkogének, de az 1C ciklus
génjeinek mutacios profiljat illetéen is Iényeges 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 kezeldszerekre.

A folsavat évtizedek oOta széles korben alkalmazzak az onkologiai ellatdsban kemoterapids kezelések
segédmolekulajaként. A SAM pedig, az altala eldidézett elonyds hatasokbol kifolydlag, nagy
reakcioja a metildonorokra felhivja a figyelmet a tumor heterogenitas jelentdségére. Ezért a személyre
szabott orvoslas térhoditdsaval érdemes lenne eldzetes molekularis diagnosztikai vizsgalatokkal a
betegek folsav- és SAM-kezelésre adott valaszanak felmérése a hatasos terapias kimenetel

szempontjabol.
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