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2015-ben a kolorektalis adenoma-diszplazia-karcindma szekvencia epigenetikai eltéréseit vizsgaltuk. Az egyik tanulmanyban a DNS metilacios
profil valtozasait, valamint a KRAS és BRAF mutacidkat elemeztiik kolorektalis rak (CRC) kifejlédése soran. Eredményeink azt mutatjak, hogy
specifikus metilacidés mintazat jellemz a mikroszatellita stabil (MSS) CRC-re, ami a rakmegel&z6 elvaltozasokban is megjelenik. Egy tiz génbdl
allé markercsoportot azonositottunk, amelyek jéindulatd és rosszindulati vastagbél tumorokban fokozottan metildltak. Erdekes, hogy a
rakmegel6z6 lézidkban tébb hipermetildlt gén azonosithatd nagyobb metildcids intenzitassal, mint CRC-ben, ha egyidejlileg fennallé alacsony
foku diszplazia (LGD) és CRC parokat hasonlitottunk ossze. A fenti jelenség egy lehetséges magyarazata, hogy a hiperproliferativ prekurzor
|ézidban magasabb az epitélium-stroma arany, mint CRC-ben. Masrészrél, mivel a rakos sejtek a diszplasztikus sejtekbdl fejlédnek ki, a CRC
mintak szignifikdns mennyiségl diszplasztikus (de még nem rakos) sejtet tartalmazhatnak. Ebben az esetben az azonositott 10 gén a
diszplasztikus mintakra lehet specifikus és megjelenésiiket a CRC mintakban a CRC mintadk diszplasztikus sejtes , kontaminaciéja’ okozhatja. A
fenti 10 markergén tovabbi jellemzése nem eredményezett k6zos tulajdonsagokat, mivel a gének 7 kiilonb6z6 kromoszéman helyezkednek el és
eltérd bioldgiai funkcidval rendelkeznek. Igazoltuk tovabba, hogy az attétes CRC-ket eltéré DNS metilacids mintazat jellemzi, a rakmegel6z6
|ézidkra és CRC-re jellemzd hipermetilalt gének tébbsége ugyanis nem metilalt attétes CRC-ben. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 10-bél 7 gén
MRNS expresszidja csokken a tumoros mintakban és ez a lecsokkent kifejez6dés részben visszadllithatd (ndvelhetd) demetilacids kezeléssel. A
fentiek arra utalnak, hogy a DNS hipermetilacié szerepet jatszhat ezen gének szabalyozasaban és a demetilacios kezelés potencidlisan
megfordithatja ezeket a valtozasokat egy még felfedezésre vard hattérmechanizmust feltételezve, amelynek bizonyitasara tovabbi vizsgalatok
sziikségesek. Ezek koziil az SFRP1 fehérjeszintl elemzését is elvégeztiik, amely sordn az SFRP1 fehérje szintjének csokkenését tapasztaltuk az ép
mintakéhoz képest. Az SFRP1 esetén tapasztaltak egyeznek az irodalomban leirtakkal, mely szerint az SFRP1 promdter hipermetildcidjanak
kovetkezménye a gén csokkent miikodése, amely hozzajarul a tumor képz6déshez. Az SFRP1 hipermetildcidja korai esemény a CRC kialakulasa
soran, ezért a CRC korai felismerését célzé tanulmanyokban valdé hasznositasat teszi lehetévé. Ha a mutdciok és a tumorokban hipermetilalt
gének gyakorisagat hasonlitjuk Ossze, akkor megfigyelhets, hogy a metilalt gének szignifikdnsan nagyobb szamban fordulnak el6, mint a
mutdciok. 10 olyan gént azonositottunk, amelyek a vizsgédlt mintak tobb, mint 85%-aban fokozottan metildlédtak, mig a mutaciok kevésbé
bizonyultak gyakorinak. Mindez arra utalhat, hogy a DNS metilacié joval nagyobb szerepet jatszhat a kolorektalis karcinogenezisben, mint azt
koradbban feltételezték. Az un. field effect vizsgdlatara a tumortdl 1cm-re, illetve 10cm-re 1évé makroszkoposan ép vastagbél nyélkahartya
teriiletrél vett mintakat elemeztiink és azt tapasztaltuk, hogy ezek metilacids mintazata az ép kontroll mintakéhoz hasonlo, igy ebben a
tanulmanyban elemzett gének esetén nem figyeltiink meg field effect-et. A krénikus gyulladas tekintetében, tanulmanyunk nem eredményezett
olyan DNS metilaciés markert, amely prediktivnek bizonyult volna colitis ulcerosa talajan kialakulé CRC-re. (1)

Egy mdsik 2015-6s tanulmanyunkban az adenoma-diszplazia-CRC szekvencidra jellemz6 potencidlis biomarkerek kivalasztasa tortént teljes
genomszint( génexpresszidés adatok alapjan, majd ezek DNS metildcids elemzését és a szabdlyozé mikroRNS-ek predikcidjat és expresszids
vdltozasaik validacidjat végeztik. A markerek kivdlasztasa utdn az adenoma-karcindma atmenet DNS metilacids és mikroRNS markereit
azonositottuk. Olyan 18 génbdl allé6 marker csoportot hataroztunk meg, amelyek folyamatos génexpresszios eltérést mutattak a CRC kifejl6dése
mentén. A microarray elemzések 12 (BCL2, CDX1, CYP27B1, ENTPD5, MAL, PRIMA1, PTGDR, PTGS2, SFRP1, SOCS3, SULT1A1 és TIMP1) olyan
gént azonositottunk, amelyek adenomakban eltérGen fejezGdtek ki a kontroll mintakhoz képest, mig 6 gén (ALDH1A3, COL1A2, FADS1, SFRP1,
SULF1 és THBS2) csak a CRC-re jellemz& génexpressziés mintazatot mutatott. Ha a CRC kialakuldasanak kiilénboz6 fazisaiban szerepl6 sejttipusok
szintjén vizsgdlddtunk, akkor azt allapitottuk meg, hogy adenomdban a hamsejtekben csdkkent a SOCS3 és a PRIMA1 szintje, mig CRC-ben a
BCL2, a CYP27B1, a COL1A2, a FADS], és a SULT1A1 expresszidja mérsékl6dott. Az azonositott marker szett tagjai koziil a COL1A2, az SFRP2 és a
SOCS3 fokozottan metilalédott, mig a THBS2 alacsonyabb metilacids szintet mutatott adenomdban és CRC-ben egyarant az ép teriletrél vett
(normal adjacent tissue =NAT) mintakhoz képest. Eredményeink alapjan a MAL, a PRIMA1, a PTGDR és az SFRP1 kifejez6dése csdkkent, ezeknek
a géneknek a promoterében a CRC kialakuldsa soran jelentkezd fokozott DNS metilacidéval parhuzamosan. Ezzel ellentétben a BCL2, a CDX1, az
ENTPD5 és a SULT1A1 alacsonyabb kifejez6dése nem tarsult szignifikdins DNS metilacids eltérésekkel, igy a fenti gének esetében az expresszid
csokkenés hatterében egyéb szabalyozd folyamatok allhatnak. A DNS metilacids valtozasok fehérje kifejez6désre gyakorolt hatasat szintén
tanulmanyoztuk. Szignifikdnsan csokkend SFRP1 fehérje szinteket mutattunk ki az adenoma-karcinéma szekvencia el6rehaladdsa soran. A
kolorektalis adenoma-karcindma szekvencia mentén fokozddo expresszidju mikroRNS-eket is meghatdroztunk limitalt mintahalmazon. A miR-21
kifejez6dése nagymértékben novekedett adenoma és CRC mintakban a NAT kontrollhoz képest. Az in silico célpont predikcids eredmények
alapjan a miR-21 célozhatja azokat a géneket a CRC kialakulasa soran, amelyek prométerében nem talaltunk DNS metilacids valtozasokat (példaul
a BCL2, a MAL és a PTGS2), igy ezek expresszidjat szabalyozhatja. Ezeknek a kis nem-kddold RNS-eknek alapveté szerepik lehet a CRC
progresszidja soran, ugyanis példaul a miR-21 a révidebb tulélés elérejelzéjének bizonyult és részt vehet a megndvekedett proliferacié, migracid
és invazié elGidézésében. (2)

Szintén 2015-ben jelent meg az a tanulmanyunk, amelyben DNS metilacids elemzéssel a MAL, az SFRP1 és SFRP2 gének promdterének
hipermetilacidjat tapasztaltuk, amely formalinban fixalt paraffinba agyazott (FFPE) mintakon is megbizhatéan kimutathaté. Ez azt jelzi, hogy
megbizhaté MS-HRM metildcids adatok nyerhet&ek FFPE mintakbdl is, bar az archivalt (5 évesnél régebbi) mintak esetén nagy szérasuak voltak
a parhuzamos tesztek eredményei, igy ezeknek a mintaknak az elemzése nagy korultekintést igényel és tobb parhuzamos reakcid alkalmazasat
teszi szlikségessé (példaul a gyomormintak elemzésénél). A két alkalmazott, kereskedelmi forgalomban elérheté FFPE DNS izolacios kit altal
nyujtott DNS mennyiségi kihozatal és tisztasag kis mértékben eltért, amely hatassal lehet a késébbi DNS metilacids vizsgalatok minGségére. A
nagyobb kihozatalt biztosité QlAamp kit alkalmasabb lehet a nemrégen fixalt FFPE mintakbol torténé DNS kivonasra, mig a High Pure kit a
régebben archivalt FFPE mintak esetén nyujtott megbizhatdbb eredményeket. (3)

Jarulékos eredményként azt talaltuk, hogy a DNMT3 kifejez6dését célzd faktorok Gjra-expresszidja szignifikdnsan csokkentette a tumor
novekedést. A tumor DNS-sel tortént kezelést kovetGen fokozott DNMT3a kifejez6dés kapcsolatot feltételez a tumorszovet eredtli DNS
metildcids statusza és a tumor-eredetl DNS szekvencidk DNS érzékel6 receptorokon keresztiili hatdsmechanizmusa kozott.

Az OTKA projekt tamogatdsaval magyar és angol nyelv( 6sszefoglald kdzlemények is kozlésre kerliltek, amelyek a DNS metilacié kolorektalis
karcinogenezisben betdltott szerepét és fontossagat mutatjak be.



2016.01.01.-2016.11.30.

2016-0s Osszefoglalod cikkiinkben a kering6 szabad nukleinsavak, mint potencialis biomarkerek szerepét mutattuk be a CRC szlirésében és
diagnosztikajaban. Az egyik leggyakoribb daganatos megbetegedés, a vastagbélrak (CRC) szlirésére alkalmazott mdodszereknek tébb korlatozéd
tényezdje ismert. Napjainkban a CRC egyik lehetséges szlirmddszereként a kering6 szabad DNS (cfDNS) vizsgalata is felmeril. A CRC-re jellemzé
genetikai (mutacidk) és epigenetikai (DNS metilacid) cfDNS eltérések elemzése elSsegithetik a betegség korai felismerését. Osszefoglald
cikktinkben a vastagbélrak periférias vérbdl vizsgalhato nukleinsav biomarkereit és potencialis szlirémarkerként valé hasznalatukat mutatjuk be.
CRC-s betegek plazmamintdi esetén a DNS metilaciés markerek szenzitivitdsa magasabbnak adédik a mutacidkéhoz képest. A keringd mikroRNS-
ek hatékonyabbak CRC detektalasara, mint a keringd mRNS markerek. Napjainkban folyik a keringé DNS kivonas automatizalasa, igy jol
reprodukalhato és nagy atereszt6képességli modszerré valik. Az automatizaldas megoldasaval a folyadék biopszia elemzése a CRC szlirésére
alkalmas Uj diagnosztikai eszkdzzé valhat. (4)

2016-0s kisérletes tanulmanyunkban a WNT jelatviteli Ut epigenetikai szempontu vizsgdlatat végeztik. A WNT jelatviteli Ut alapvetd szerepet
jatszik a genetikai és epigenetikai valtozasok felhalmozddasaval 1étrejové kolorektalis rak (CRC) kifejl6désében és el6rehaladasaban. A WNT
utvonal génjei promater és géntest régidinak DNS metilacids vizsgalatat végeztiik 9 CRC, 15 adenoma és 6 ép teriiletrél (NAT) vett szOvetminta
teljes genomszintl methyl capture szekvenaldsaval. A DNS metilacids valtozasokat 5-aza-2’-deoxicitidinnel kezelt CRC sejtvonalak adatainak
felhasznalasaval erésitettiik meg. Egyidejlileg az APC és a B-katenin WNT Ut gének mutdciodit is elemeztik GS Junior 454 platformon. A legtobb
metilacids eltérést a WNT Utvonal gének géntest régidiban azonositottuk (95%). A 160 elemzett WNT utvonal génbdl 33 promdterében
(hipermetilalt AXIN2, CHP1, PRICKLE1, SFRP1, SFRP2, SOX17, valamint hipometilalt CACYBP, CTNNB1, MYC) talaltunk DNS metilacids kilonbséget
a tumoros és az ép mintak kozott, 44 gén promoterében az adenoma vs. NAT, valamint 41 gén promoterében a CRC vs. adenoma
Osszehasonlitasban. Az AXIN2, a DKK1, a VANGL1 és a WNT5A gén promoterek CRC-ben mutatkoztak ersebben metilaltnak, mig a SOX17, a
PRICKLE, a DAAM2 és a MYC gének promdterének metilacidja adenomdéban volt intenzivebb a CRC-s mintakhoz képest. A prométeres DNS
metilacié és a génexpresszid kozotti inverz kapcsolatot 23 gén, koztiik az APC, a CHP1, a PRICKLE1, a PSEN1 és az SFRP1 gének esetében
tapasztaltuk. A DNS metilacids eltérések mind a kanonikus, mind a nem-kanonikus WNT Utvonalat érintették és mar a kolorektalis karcinogenezis
korai szakaszaban jelentkeztek. (5)

Az exoszomak mint genetikai és epigenetikai informacid-hord6zok megjelenését, Gsszetételét, szerepét is tanulmanyoztuk 2016-ban. Az
exoszomak kisméretd, sejtmembran boritotta vezikulak, amelyeknek bioldgiailag aktiv molekulakat szallitanak az epitelialis kompartment és a
mikrokornyezet kozott a tumorképzédés folyamataban, ide értve a vastagbél adenoma-karcinédma szekvenciat is. Tanulmanyunkban az
ExoCharta adatbazis altal kivalasztott top 25 exoszdma marker mRNS expresszids valtozasait vizsgaltuk egészséges, adenoma és vastagbél
karcindmas paciensekben. A vizsgalt gének kozul a PGK1, a PKM, az ANXAS5, az ENO1, a HSP90AB1 és az MSN szignifikans emelkedését figyeltiik
meg az adenoma-karcindma szekvencia soran. Meglep6 moédon, a multivezikuldris-testek (MVT) és az abban elhelyezked6 exoszémak
felépitésében is részt vevé ALIX (ALG 2-interacting protein X) gén expresszidjanak szignifikans csokkenését figyeltik meg az ép-adenoma
(P=5,02x10713) és az ép-vastagbél karcindma (P=1,51x10-10) sszehasonlitdsban. Az ALIX fehérjeszinten szignifikdns (P<0,05) csokkenést mutatott
az adenomak és a karcindmak epitelidlis kompartmentjében az egészséges mintakkal 6sszehasonlitva. A csokkent fehérje termelés mellett a
diffuz citoplazmatikus expresszié pontszeriivé alakult, ezeknek a pontoknak az dtmérGje 0,6 és 2 um kozé esett, amely megegyezik a MVT-k
mérettartomdanyaval. Ezek az MVT-szerl képz6dmények kimutathatdak voltak a kdrnyezé a-simaizom aktin pozitiv fibroblasztokban, valamint a
kotbszoveti és a nyirokerekben kimutathatd levalt raksejtekben. Konklizidként elmondhatjuk, hogy az ALIX termel6dése és expresszios
mintdzata is megvaltozott az adenoma-karcinéma szekvencia soran. Az emelkedett MVT és exoszéma termelés befolydsolhatja a karcinéma-
kotbszovet interakcidkat, igy alapvetden hat a tumor novekedésre és az attétképzésre. (6)

2016-0s kutatdsunk soran a kolorektalis karcinogenezis és az 6regedéssel dsszefliggd DNS metilacids eltéréseket is vizsgaltuk a Dr. Steve
Horvath altal leirt epigenetikai 6ra DNS metilacids (CpG) helyeken. Osszesen 123 vastagbélminta metilaciés array adatainak in silico elemzésén
tul az SFRP1 promdterének metilacids statuszat vizsgaltuk 8 felnétt és 19 gyermek ép, 20 adenoma és 8 CRC szdveti mintan biszulfit-specifikus
PCR-t kovetd metilacié-specifikus nagy felbontasu olvadaspont elemzéssel (MS-HRM). Az epigenetikai 6ra génjeinek expresszidjat is
tanulményoztuk 153 vastagbél biopszids minta Affymetrix array adatainak felhasznalasaval. 15 6regedéssel 6sszefliggd CpG hely (pl. hipermetilalt
SFRP1, SYNE1 és hipometildlt MGP, PIPOX) mutatott DNS metilacids eltérést CRC vs. ép Osszehasonlitasban, mig adenoma mintakban 70 CpG
hely (pl. hipermetildlt SDC2, SFRP1, SYNE1) metilacidja tért el az ép szdvethez képest (p<0,05). Az MS-HRM elemzés az SFRP1 promdterének
fokozott metilaciéjat mutatta ki CRC-ben (55,0+8,4%) és adenomaban (49,9+18,1%) ép felnGtt (5,2+2,7%) és gyerek (2,2+0.7%) vastagbélhez
képest. A feln6ttek ép vastagbélszévetében az SFRP1 metilacié magasabb volt, mint gyermek ép vastagbélben (p<0,02), ami negativan korrelalt
a gyerekekben mért magasabb SFRP1 mRNS szintekkel. Szamos 6regedéssel 6sszefliggé DNS metilacios eltérés a CRC kialakuldsa és progresszidja
sordn is tapasztalhatd, amely bizonyos CRC és adenoma kulcsgének expresszidjara is hat. (7)

A 2016-0s évet a gyomorrakot molekuldris szempontbdl bemutatd 6sszefoglald cikkiinkkel zartuk. A gyomorrak a leggyakoribb emészté
szervrendszeri daganatok kozé tartozik, és bar incidenciaja vilagszerte csokken, leggyakrabban késGi stadiumban keril felismerésre, amikor
progndzisa mar rossz. Az utébbi évek kutatdsai bebizonyitottak, hogy a betegség mind klinikailag, mind molekularis szempontbdl heterogén, jél
korulhatérolt molekularis alcsoportok kulonithetk el, amelyek célzott terapiaval eredményesebben kezelheték. (8)



2016.12.01.-2017.12.31.

A megvaltozott DNS metilacio az egyik leggyakoribb epigenetikai eltérés, amely hozzéjarul a daganatok kialakuldsahoz. A szabad DNS a tumor
szovetbdl is szarmazhat, ezért a metilacids markerek szabad DNS-b4l térténd kimutatasa igéretes raksz(ir§ modszer lehet. 2017-ben megjelent
tanulmanyunkban célunk a kolorektalis adenoma-karcinéma szekvencia soran eltéré metilaciét mutaté biomarker panel kifejlesztése volt, amely
szoveti és plazmamintdkbdl egyardnt kimutathatd. Kivalasztott CpG helyek metilaciojat elemeztiik piroszekvenalassal 15 ép vastagbél, 15
adenoma és 15 CRC szbveti mintaban. MethyLight PCR mddszerrel vizsgaltuk az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMAL gének prométereinek
DNS metilaciéjat 121 plazma és 32 biopszias szoveti mintan. A megvaltozott promaéter metilacio fehérje kifejez6désre gyakorolt hatasat
immunhisztokémia segitségével tanulmanyoztuk. Szignifikansan magasabb DNS metilacios szinteket mértiink mind a 4 vizsgalt marker promoter
régidja esetén CRC és adenoma szoveti mintakban egyarant az éphez képest (P<0,05). Az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1 promoter
szekvenciai a CRC-s betegek plazmamintainak 85,1%, 72,3%, 89,4% és 80,9%-aban, az adenomas betegek vérplazmainak 89,2%, 83,8%, 81,1%,
valamint 70,3%-aban adddtak metildltnak. A panel alkalmazéasaval a CRC betegek 91,5%-0s szenzitivitassal és 97,3%-os specificitassal (gorbe
alatti terulet (AUC)=0,978) voltak megkulonboztethetGek az ép mintaktdl, mig az adenoma mintak 89,2%-os szenzitivitassal és 86,5%-0s
specificitassal (AUC=0,937) bizonyultak elkilonithetének. Az immunhisztokémiai elemzés csokkené fehérjeszinteket eredményezett mind a 4
marker esetén a kolorektalis adenoma-karcindma szekvencia mentén. Eredményeink arra utalnak, hogy a fenti metilaciés biomarker panel
alkalmas lehet a kolorektalis adenoma és karcindma plazmamintakbdl tértén6 nem-invaziv kimutatasara. (9)

A kolorektalis szesszilis fogazott adenomdk (SSA) feltételezhetSen a kolorektdlis rak alternativ, fogazott Gtvonalon térténd kialakuldsanak
prekurzor elvaltozasai, amelyek szamos gén promodter DNS metildcios eltéréseivel asszocialodnak. 2017-es elétanulmanyunk soran az SSA-ra
jellemz& DNA metilacios profilt és kivalasztott gének mutdcidinak el6fordulasat vizsgaltuk. A biopszias mintak vétele a vastagbéltikrozés soran
tortént. DNS kivonast és minGségi ellendrzést kbvetden, 4 SSA és 5 egészséges kontroll mintat vontunk be a tovabbi vizsgalatokba. 96 kandidans
gén DNS metildcios eltéréseit vizsgdltuk q(RT)PCR mddszerrel Methyl-Profiler PCR array-k alkalmazasaval. 12 CRC-asszocialt gén mutacids
statuszat GS Junior rendszeren elemeztik barkddokkal ellatott adapterek ligalasat kovet6en. A DNS metilacios elemzéssel 9 épben és SSA-ban
egyarant hipermetilalt gént azonositottunk. 12 gén (CALCA, DKK2, GALR2, OPCML, PCDH10, SFRP1, SFRP2, SLIT3, SST, TAC1, VIM, WIF1) fokozott
metilacidt mutatott az 6sszes SSA mintaban és tovabbi 2 (BNC1 és PDLIMA4) a 4-bél 3 SSA-ban, mig ép mintakban a fenti gének nem metilalodtak.
2 SSA-ban BRAF mutaciot és MLH1 hipermetilacidt egyarant azonositottunk, amely mintdk immunhisztokémiai elemzéssel mikroszatellita
instabilnak adddtak. Kombindlt mutaciés és DNS metilacids vizsgalatunk a rakmegel6z6 SSA-kra jellemz6 DNS metilaciés mintdzatot
eredményezett. Tanulmanyunk alatamasztja, hogy a DNS metilacios eltérések potencialis biomarkerként szolgalhatnak az SSA kimutatdsaban,
azonban ezen Ujonnan felismert kolorektalis eltérések még teljesebb molekularis jellemzéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. (10)

2017-ben a DNS metilacios vizsgalataink mellett a mikroRNS-ek mint epigenetikai szabalyozé molekuldk vizsgélata is el6térbe kerilt. A
mikroRNS-ek fontos szerepet jatszanak a kolorektélis adenoma-karcindma szekvencia soran. A nagy atereszt6képességli mikroRNS array-k
megjelenésével lehetévé valt a mikroRNS expresszios eltérések testfolyadékokbdl, mint a vérplazmabdl torténd nagy teljesitmény(i kimutatasa
is, amely mintakban a mikroRNS-ek stabilan jelen vannak. Munkank célja keringé mikroRNS-ek azonositasa, amelyek eltérg kifejez6désliek ép
colon (N), tubularis adenoma (ADT), tubulovillézus adenoma (ADTV) és kolorektalis rak (CRC) szbveti és plazma mintaparokban. 16 vérplazma
és parositott biopszias szévetmintabdl (N n=4; ADT n=4; ADTV n=4; CRC n=4) mikroRNS frakciét tartalmazo teljes RNS kivonast végeztiink. A
plazma mikroRNS izolalas QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) segitségével tortént. A parositott szovet-plazma mikroRNS vizsgalatokat
GeneChip® miRNA 3.0 Array (Affymetrix) felhasznaldsaval végeztik. Eredményeinket RT-qPCR-rel erésitettiik meg (microRNA Ready-to-use PCR
Human Panel | + II; Exigon). Karakterisztikus mikroRNS expresszios eltéréseket figyeltiink meg AD és CRC plazmamintak kézott (miR-149*, miR-
3196, miR-4687). A N vs. CRC 6sszehasonlitdsban a miR-612, a miR-1296, a miR-933, a miR-937 és a miR-1207 expresszio szignifikans fokozddasat
tapasztaltuk RT-PCR mddszerrel (P<0,05). Mikroarray technikaval hasonld expressziés mintazatot mutattunk ki a szoveti mintaparok esetén is.
Jollehet a kering6 mikroRNS-ek koncentracidja alacsonyabb a szovetiekénél, az expresszidos mintazatok kevéssé fedtek at a szoveti és
plazmamintdk esetén. Az azonositott keringé mikroRNS-ek valdszinlleg nemcsak a primer tumorbdl, hanem az immunrendszer sejtjeibdl is
szarmazhatnak. (11)

Kapcsolddd kisebb téma keretein beliil 2017-ben a sejten kiviili DNS (skDNS) beadasanak hatdsat is vizsgéltuk a TLR9-autofagia szabalyozas
gyulladasos korllmények kozti athalldsara, amely eddig nem volt teljesen ismert. Célkitlizéslink az intravénas skDNS injektalas TLR9-medialt
autofagia vdlaszra gyakorolt immunbioldgiai hatdsainak vizsgdlata volt, ragcsald DSS-kolitisz modellben. Kisérletiink sordn DSS-kolitiszes
egereknek kilonboz§ tipusi moddositott skDNS-eket adtunk, majd a kezelések hatdsara kialakult betegség elGrehaladasat és szovettani
hatasokat, illetve lépindexet mértiink. A TLR9-hez és autofagidhoz kapcsolddd gének expresszids valtozasait qRT-PCR-rel vizsgdltuk lamina
propria és l|épsejtekben, amit immunhisztokémiai moddszerekkel validaltunk. A vastagbél ultrastrukturalis valtozasait transzmisszids
elektronmikroszképpal (TEM) vizsgaltuk. Eredményeink szerint, mar egyszeri intravénas kolitisz skDNS (C-DNS) beadas is kedvez6 klinikai és
szovettani hatasokat eredményezett a DSS-kolitiszes allatokban, 6sszehasonlitva a normal skDNS-t (N-DNS) kapott allatok értékeivel. A C-DNS-
beadas erésebb hatast gyakorolt a TLR9-autofagia valasz kimenetelére, mint a N-DNS. A C-DNS csokkentette a Iépindexet DSS-kolitiszes
egerekben. Normal egerek C-DNS-kezelése a Beclinl és az ATG16L1 mRNS és a fehérje expresszidjanak csokkenését eredményezte a
vastagbélben. A fentiek mellett a LC3B is alacsony kifejez6dést mutatott a Iépben. Ezzel szemben C-DNS beadasa a Beclinl, az ATG16L1 és a LC3B
gén és fehérje expresszidjat mind a vastagbélben, mind a lépben fokozta. Ezen kivil a C-DNS-beadasa jelentGsen megnodvelte a DSS-kolitiszes
egerek hamsejtjeiben az autofagias vakudlumok szamat, ami fokozott makroautofagidra utal. Az intravéndsan beadott skDNS TLR9-medialt
autofagia valaszra gyakorolt hatasa kifejezetten fligg az skDNS eredetétél és a helyi immunbioldgiai mili6 jellemzgitdl (gyulladasos vagy sem).
(12)

2017-es 6sszefoglald cikkiinkben IGF/IGF1R rendszer és az autofagia kapcsolatat mutattuk be colitis-ben és CRC-ben. A metabolikus szindréma
(MetS), mint krénikus gyulladdsos megbetegedés potencidlis szerepet jatszik a vastagbélszovet gyulladasos és rakos folyamatainak
kialakulasaban. A DNS karosodasanak és gyulladasanak kolcsonhatdasat az inzulinszerli névekedési faktor 1 receptor (IGF1R) jelatviteli utvonal
befolydsolja. Az IGF1R Utvonal tébbek kozt szabdlyozza az autofagiat, de néha kétiranyu kontextuson keresztil. Az IGF1R-autofagia athallasanak
terapids célzasa igéretes stratégiat jelenthet az uj gyulladdscsokkents és daganatellenes terdpidk kifejlesztéséhez, és segithet azoknak a
betegeknek, akik MetS-ban szenvednek, és fokozott rizikdjuk van vastaghélrak kialakuldsara. A célzott terapiakra adott terdpias valaszok azonban
gyakran rovidek, mivel az IGF1R és mas receptor tirozin-kindzok vagy autofagia jelatviteli utak kozt athallas lehetséges, ami a terdpia szerzett
sejtes rezisztenciajat eredményezi. Farmakoldgiai szempontbdl vonzoé azt feltételezni, hogy az IGF1R Utvonal egyik kulcsfontossagu effektoranak
gatlasaval szinergikus el6nyok érheték el, az autofagia rendszer farmakologiai stimuldlasaval parhuzamosan, de a fentieket 6vatosan kell kezelni,
mivel az IGF1R farmakoldgiai moduldcidja tovabbi, esetenként kedvezétlen bioldgiai hatdsokat indithat el. (13)
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Napjainkban a genetikai kutatdsok mellett egyre inkabb elGtérbe keriilnek az epigenetikai vizsgalatok, ugyanis az epigenetikai jelenségek —
koztik a DNS-metilacié is — részt vesznek a fenotipust meghatarozd gének expresszidjanak szabalyozasdban, igy szamos betegség
mechanizmusaval 6sszefliggenek. 2018-as 6sszefoglald kdzleménylinkben a DNS-metilacié evolucid soran torténé megjelenését, funkcidit, és az
Oregedésben és a rakos megbetegedésekben betoltott szerepét mutattuk be. A DNS-metilacio a prokariotak és virusok esetén idegen DNS-sel
szembeni védelmi funkcidt It el. A DNS-metilacid prokariotaknal jelentds szereppel bir a transzkripcid regulacidjaban, a replikacio iniciacidjaban,
illetve a Dam-iranyitott hibajavitasban. A virusoknal a védelmi funkcié mellett a terjedésiikhoz sziikséges kapszid formaldsaban is részt vesz. Az
eukariétak esetén a DNS-metilacid szerepet jatszik a kromatinstruktura és a transzkripcid szabalyozasaban, a rekombindacidban, a replikacidban,
az X-kromoszdma inaktivacidjdban, a transzpozonok szabalyozasaban és az imprinting |étrehozasaban. Az Oregedés soran és a rakos
megbetegedésekben kialakuld globdlis hipometilacids eltérések genetikai instabilitashoz és spontdn mutacios eltérésekhez vezethetnek a
transzpozonok szabdlyozasaban beto6ltott funkciojuk révén. A lokalis hipermetilacios valtozasoknak a fehérje expresszids valtozasok
|étrehozasaban, ezéltal a rak fenotipus kialakuldsdban van jelentds szerepe. (14)

A CRC kifejlédése soran tumor eredet( szabad DNS keriil a keringésbe. Kivondsara, tarolasara szamos izolacids technika és specialis, a DNS-t
stabilizalo gy(jt6csé |étezik, melyek nagymértékben befolyasolhatjak a tovabbi folyadék biopszia elemzést. 2018-as tanulmanyunkban azt
vizsgaltuk, hogy a fenti tényez6k miként hatnak a szabad DNS mennyiségére és négy, CRC-ben fokozott metilaciét mutatdé biomarker
promoterének metilacios szintjére. Harom kézi (High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit; Epi proColon 2.0 Kit; Quick-cfDNA™ Serum &
Plasma Kit) és két automatizalt izolalé médszert (InviGenius and InviGenius PLUS) hasonlitottunk 6ssze, kétféle gy(ijt6cs6 (K3EDTA és Streck Cell-
Free DNA BCT®) alkalmazasa mellett. A szabad DNS kivonasat és biszulfit konverziéjat kovetéen az SFRP1, az SFRP2, az SDC2 és a PRIMA1
metilaciods szintjét MethyLight assay-kel mértiik. Az InviGenius rendszer haszndlata magasabb, mig az InviGenius PLUS alacsonyabb szabad DNS
kihozatalt eredményezett a manualis oszlopos technikakhoz képest. A kiilonb6z6 gy(ijt6csovek alkalmazésa nem okozott szignifikans szabad DNS
kihozatal eltérést. A metilacios szintek és gyakorisagok tekintetében a kézi izolacids mddszerek hoztak megbizhatébb eredményeket. A nagy
teljesitményd, felhasznaldbarat automatizalt rendszerek izolacios protokolljainak tovabbi fejlesztésével ndvelhetévé valhat a tovabbi metilacids
elemzések szenzitivitasa. (15)

A sejten kivili szabad DNS a tumoros sejtekbél, valamint ezzel parhuzamosan az egészséges sejtekbdl is felszabadul. 2018-ban megjelent
munkénk célja a szabad DNS felszabadulasi Gtemének vizsgélata volt SHO-egér/HT-29 human kolorektalis adenokarcinéma sejtvonal xenograft
modellben, valamint célul tlztik ki egészséges és C38 tumorral oltott C57BL/6-0s egerek véraramaba juttatott mesterségesen felszaporitott
metildlt és nem metilalt DNS-szakaszok lebomlasanak nyomon kovetését. Eredményeink szerint a tumorbdl szarmazé human DNS mennyisége
a 2. hétig a kimutathatdsagi hatar alatt volt, majd a 3. héttél folyamatos emelkedést tapasztaltunk, amely a 8. hétre 18,26%-ot ért el. A vérdramba
juttatott DNS-szakaszok lebomlasanak sebességében kiilonbséget mutattunk ki a nem metilalt és a metildlt fragmentumok kozott. Az egészséges
allatokban a nem metilalt DNS 6 dra utan elt(int a vérplazmabdl, mig a metilalt fragmentumok 24 éra mulva is kimutathatok voltak. Tumoros
allatokban a degradacié mértéke lelassult, és mindkét forma kimutathatéva valt 24 ora elteltével. Munkank segitséget nyujthat a DNS

A novekedéssel dsszefliggd gének DNS mutdcios elvdltozasai random maodon térténnek, elsésorban citozinokon. A citozinok demetilacidja —
spontdn deamindcid Utjan - genetikai instabilitdshoz vezethet. 2018-ban publikalt tanulmanyunk célkit(izése a teljes genom DNS metilacids
vizsgalat mellett vastagbélrak-asszocialt gének (APC, BRAF, CTNNB1, EGFR, FBXW?7, KRAS, NRAS, MSH6, PIK3CA, SMAD2, SMAD4, TP53) célzott
mutaciés elemzése, valamint a TP53 utvonal génjeinek expresszidés analizise volt. Fokozddd globalis DNS hipometildciot tapasztaltunk a
kolorektalis ép-adenoma-karcindma szekvencia elérehaladasa soran LINE-1 biszulfit-specifikus PCR-t kdvet6 piroszekvenalassal. 6 ép teriletrdl
vett (NAT), 15 adenomds (AD) és 9 CRC széveti minta methyl capture szekvenélasaval a top50 hiper/hipometilalt régiot (DMR-t) hataroztuk meg.
Az AD-NAT 6sszehasonlitasban — tobbek kozott - a TP73, az NGFR és PDGFRA gének fokozott metilacidjat, mig az FMN1 és az SLC16A7 gének
csokkent metilaciéjat mutattuk ki. CRC-ben a DKK2, az SDC2 és a SOX1 gének hipermetildlddtak, mig az ERBB4, a CREB5 és a CNTN1 gének
metilacids szintje csdkkent. Bizonyos mutacids forrépont régidkban DNS metilacids eltéréseket is észleltiink. Az APC, a TP53 és a KRAS mutécidk
az AD-k 30%, 15% és 21%-aban, illetve a CRC mintak 29%, 53% és 29%-aban voltak kimutathatok. A TP53 utvonalbeli gének prométerében tortént
metilacids véltozasok gyakran az mRNS kifejezGdés eltéréseiben is megnyilvanultak. (17)

2018-ban felkérésre irt 6sszefoglald cikkiinkben a kétirdnyu exoszomalis transzport attétképzés sordn betoltott szerepét taglaltuk. A
karcindmak komplex strukturak, amelyek hierarchikus sejtpopulacidkbdl alinak, mint a rak-Gssejtek és a nem Gssejt tulajdonsagu, tumor masszat
felépitd sejtek. A raksejtek genetikai és epigenetikai tulajdonsdgai, valamint kapcsolatuk a mikrokérnyezetiik fibroblaszt sejtjeivel fontos
meghatarozéi lehetnek a rdk invazids képességének. A raksejt-fibroblaszt informdcidaramlds fontos résztvevéi a membran boritotta
extracelluldris vezikulumok, koztiik az exoszémak. Mind a tumor, mind a fibroblaszt eredet(i exoszomak szabalyozémolekuldk - példaul fehérjék
és kulonboz6 tipusu RNS molekuldk - széles skalajat hordozzak, amelyek kollektiven segitik az attétképzést. Tanulmanyunkban 6sszefoglaljuk a
lehetséges exoszoma-alapu kapcsolatokat a rak-Gssejtek és fibroblaszt sejtek kozott, kitérve kitlintetett szerepiikre az emld tumorok
novekedésében és az attétképzésben. (18)

A TLR9 jelatvitel és az autofagia kézotti kapcsolat immunbioldgiai kovetkezményeit kevéssé vizsgaltak HT29 sejtekben. Mddositott sajat DNS
TLRI-kozvetitett sejtkinetikai és autofagia valaszbeli hatdsdnak tanulmanyozasa céljabdl 2018-as tanulmanyunkban HT29 sejteket intakt
genomialis (g), hipermetildlt (m), fragmentalt (f), illetve hipermetildlt/fragmentalt (m/f) sajat DNS-sel kezeltiink és megfigyeltik a sejt
életképességet, az apoptodzist, a sejtproliferaciot, valamint a ,colonosphere” képzést. A TLR9 jelatvitel és az autofagia valasz kozotti kapcsolatot
valds idejii PCR, immuncitokémia és transzmisszids elektron mikroszképia (TEM) segitségével vizsgaltuk. A g-, m- és m/f-DNS kezelés csdkkentette
a sejtek életképességét és proliferacidjat, fokozta az apoptdzist, mig a f-DNS novelte a sejtek tulélését. A sajat DNS metilacidja csokkentette a
TLRI expresszidjat, mig nem befolyasolta a DNS fragmentacié MyD88 és TRAF6 expresszidt fokozé és TNFa kifejez6dést csokkentd hatdsat. A
DNS fragmentdcié megsziintette a metilacié IRAK2, NFkB és IL-8 kifejez6dést fokoz6 hatdsat. Az autofagia gének kozil a g- és f-DNS szignifikans
Beclinl, Atg16L1 és LC3B mRNS és fehérje expresszid ndvekedést okozott. A TEM elemzés alapjan, autofagia minden tumorsejt-csoportban jelen
volt, de kiilonb6z6 mértékben. A metildlt DNS kezelés visszavetette a sejt tulélést az apoptozisra és aktivalt mitofagiara jellemzé tulajdonsagok
elGidézésével. A f-DNS novelte a sejtek tulélését, valamint makroautofagiat és lipofagiat indukalt. Colonosphere-ek csak az m-DNS kezelés
hatdsara képzddtek. Eredményeink a TLR9 jeldtvitel és az autofagia valasz koz6tti kapcsolatra utalnak, amely jelent6sen befolyasolja a médositott
sajat DNS kezelésnek alavetett HT29 sejtek tulélését. (19)



Irodalomjegyzék

2015.

1., Patai AV, Valcz G, Holl6si P, Kalmar A, Péterfia B, Patai A, Wichmann B, Spisak S, Bartak BK, Leiszter K, T6th K, Sipos F, Kovalszky I, Péter Z,
Miheller P, Tulassay Z, Molnar B. Comprehensive DNA Methylation Analysis Reveals a Common Ten-Gene Methylation Signature in Colorectal
Adenomas and Carcinomas. PLoS One. 2015;10:e0133836. IF:3,057

2., Kalmar A, Péterfia B, Hollési P, Galamb O, Spisak S, Wichmann B, Bodor A, Téth K, Patai AV, Valcz G, Nagy ZB, Kubak V, Tulassay Z, Kovalszky
I, Molnar B. DNA hypermethylation and decreased mRNA expression of MAL, PRIMA1, PTGDR and SFRP1 in colorectal adenoma and cancer. BMC
Cancer. 2015;15:736. IF:3,265

3., Kalmar A, Péterfia B, Hollési P, Wichmann B, Bodor A, Patai AV, Schéller A, Krenacs T, Tulassay Z, Molnar B. Bisulfite-based DNA methylation
analysis from recent and archived formalin-fixed, paraffin embedded colorectal tissue samples. Pathol Oncol Res. 2015;21:1149-56. IF:1,940

2016.

4., Téth K, Bartdk BK, Tulassay Z, Molnar B. Circulating cell-free nucleic acids as biomarkers in colorectal cancer screening and diagnosis. Expert
Rev Mol Diagn. 2016;16:239-52. IF: 3,100

5., Galamb O, Kalmar A, Péterfia B, Csabai I, Bodor A, Ribli D, Krenécs T, Patai AV, Wichmann B, Bartdk BK, Téth K, Valcz G, Spisak S, Tulassay Z,
Molnar B. Aberrant DNA methylation of WNT pathway genes in the development and progression of CIMP-negative colorectal cancer.
Epigenetics. 2016;11:588-602. IF: 4,394

6., Valcz G, Galamb O, Krendcs T, Spisak S, Kalmar A, Patai AV, Wichmann B, Dede K, Tulassay Z, Molnar B. Exosomes in colorectal carcinoma
formation: ALIX under the magnifying glass. Mod Pathol. 2016;29:928-38. IF: 5,728

7., Galamb O, Kalmdr A, Bartak BK, Patai AV, Leiszter K, Péterfia B, Wichmann B, Valcz G, Veres G, Tulassay Z, Molnar B. Aging related methylation
influences the gene expression of key control genes in colorectal cancer and adenoma linked. World J Gastroenterol, 2016;22:10325-40. IF: 3,365
8., Patai AV, Molnar Cs, Cséka C, Micsik T, Hajdu-Andersson |, Farkas P, Herszényi |, Tulassay Zs. Gyomorrak genetikaja és molekularis altipusainak
jelent&sége. Magy Beolv Arch, 2016; 69: 5-8.

2017.

9., Bartak BK, Kalmar A, Péterfia B, Patai AV, Galamb O, Valcz G, Spisak S, Wichmann B, Nagy ZB, Téth K, Tulassay Z, Igaz P, Molnar B. Colorectal
adenoma and cancer detection based on altered methylation pattern of SFRP1, SFRP2, SDC2, and PRIMA1 in plasma samples. Epigenetics.
2017;12:751-63. IF: 4,918

10., Patai AV, Bartak BK, Péterfia B, Micsik T, Horvath R, Sumanszki C, Péter Z, Patai A, Valcz G, Kalmar A, Téth K, Krendcs T, Tulassay Z, Molnar
B. Comprehensive DNA methylation and mutation analyses reveal a methylation signature in colorectal sessile serrated adenomas. Pathol Oncol
Res. 2017;23:589-94. IF: 1,935

11., Nagy ZB, Bartdk BK, Kalmar A, Galamb O, Wichmann B, Dank M, Igaz P, Tulassay Z, Molnar B. Comparison of circulating miRNAs expression
alterations in matched tissue and plasma samples during colorectal cancer progression. Pathol Oncol Res. 2019;25:97-105. Epub 2017 Oct 4. IF:
1,935

12., Mlizes G, Kiss AL, Tulassay Z, Sipos F. Cell-free DNA-induced alteration of autophagy response and TLR9-signaling: Their relation to
amelioration of DSS-colitis. Comp Immunol Microbiol Infect Dis. 2017;52:48-57. IF: 1,920

13., Sipos F, Székely H, Kis ID, Tulassay Z, Miizes G. Relation of the IGF/IGF1R system to autophagy in colitis and colorectal cancer. World J
Gastroenterol. 2017;23:8109-19. IF: 3,300

2018.

14., Szigeti KA, Galamb O, Kalmar A, Bartak BK, Nagy ZB, Markus E, Igaz P, Tulassay Z, Molnar B. [Role and alterations of DNA methylation during
the aging and cancer]. Orv Hetil. 2018;159:3-15. IF(2017): 0,322

15., Bartdk BK, Kalmar A, Galamb O, Wichmann B, Nagy ZB, Tulassay Z, Dank M, Igaz P, Molnar B. Blood collection and cell-free DNA isolation
methods influence the sensitivity of liquid biopsy analysis for colorectal cancer detection. Pathol Oncol Res. 2018 (nyomtatasban). IF(2017):1,935
16., Bartadk BK, Nagy ZB, Spisak S, Tulassay Z, Dank M, Igaz P, Molnar B. [In vivo analysis of circulating cell-free DNA release and degradation]. Orv
Hetil. 2018;159:223-33. IF(2017):0,322

17., Molnar B, Galamb O, Péterfia B, Wichmann B, Csabai I, Bodor A, Kalmar A, Szigeti KA, Bartdk BK, Nagy ZB, Valcz G, Patai AV, Igaz P, Tulassay
Z. Gene promoter and exon DNA methylation changes in colon cancer development - mRNA expression and tumor mutation alterations. BMC
Cancer. 2018;18:695. IF(2017): 3,288

18., Valcz G, Buzas El, Szallasi Z, Kalmar A, Krenacs T, Tulassay Z, Igaz P, Molnar B. Perspective: bidirectional exosomal transport between cancer
stem cells and their fibroblast-rich microenvironment during metastasis formation. NPJ Breast Cancer. 2018;4:18. (frissen indult szakfolydirat,
varhatdan IF: 6)

19, Sipos F, Kiss AL, Constantinovits M, Tulassay Z, M(izes G. Modified genomic self-DNA influences in vitro survival of HT29 tumor cells via TLR9-
and autophagy signaling. Pathol Oncol Res. 2018 (nyomtatasban). 1F(2017):1,935



