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A DNS-metildcié szerepet jatszik a daganatképz8dés korai szakaszdban. Kimutatdsa szovetbdl, székletbdl és periférids vérbdl egy-
ardnt lehetséges. A szeptin-9 érzékeny metildcios jelz6, amelyet tobb daganatban, mint eml6- és petefészekrdkban, valamint neuro-
l6giai és hematolégiai betegségekben is vizsgaltak. A szeptinproteinek fontos szerephez jutnak a sejtvaz organizaciéjatél az embrio-
nélis mintdzat kialakuldsaig. Napjainkban intenziv kutatdsok folynak a szeptin-9 fokozott metilacidja és a vastagbélrik kialakuldsa
kozotti Osszefiiggés felderitéseire.
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Free circulating DNA based colorectal cancer screening from peripheral blood:
the possibility of the methylated septin 9 gene marker

DNA methylation acts in early tumorigenesis. Its detection is possible either from tissue, stool or peripheral blood. Septin 9 is a
sensitive methylation marker, which has been studied in several cancers such as breast and ovarian tumors and in neurological or
hematological diseases. Septin proteins have an important role from cytoskeleton organisation to development of embryonal pat-
tern. Nowadays intensive researches are going on about the relation between the septin 9 gene hypermethylation and colorectal

cancer development.
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Roviditések

APC = adenomatosus polyposis gén; CpG = citozin-foszfoguanin
dinukleotid; CRC = (colorectal cancer) vastagbélrik; DCC = (deleted
in colorectal carcinoma) vastagbélrakban kies6 gén; DNMT = DNS-
metiltranszferaz; LOH = (loss of heterozygosity) heterozigotasig
elvesztése; MAP4 = mikrotubulus-asszocidlt protein-4; MLL = (mixed
linkage leukaemia) myeloid /lymphoid vagy kevert leukémia kapcsolat;
MSEF = (MLL septin-like fusion) MLL-taziés szeptin, szeptin-9; MSI =
mikroszatellita-instabilitds; PCR = (polymerase chain reaction) poli-
meraz-lancreakcié; RIA = (radioimmunassay) radioimmun-vizsgalat;
ssDNA = egysziltd DNS; SEPT = (septin) szeptin

A vastagbélrak a Nemzeti Rikregiszter alapjan a masodik
leggyakoribb halalok a daganatos betegségek okozta ha-
ldlozasban. Sziirése nem megoldott. A vastagbélvizsgalat
hatékony modszere az invaziv kolonoszképia. Ezért szé-
les kord kutatdsok folynak megfelelS, nem invaziv mod-
szer kifejlesztésére.

Az elmult években a periférias vérvizsgalatok kertiltek
el6térbe. A periférids vérben kerings szabad DNS felfe-
dezésével vizsgalatok kisérelték meg a daganatok és a ke-
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ringé DNS 0sszefiiggéseinek felderitését. Kimutattak,
hogy kiilonb6z6 tumoros betegségben szenvedd bete-
gek vérében nagyobb mennyiségd keringé DNS van je-
len, mint egészséges egyénekben. A szabad DNS mu-
tacidi jellemzbek lehetnek kiillonb6zé daganatokra, igy
példaul a vastagbélrakra is. Szamos eltérést, pontmuta-
ciét, hipermetilaciot, mikroszatellita-instabilitist vagy a
heterozigotasig elvesztését (LOH) észleltek a szabad
DNS-ben is [1]. Az egyik ilyen vastagbéldaganatra spe-
cifikus, periférias vérbdl kimutathato jelzd lehet a szep-
tin-9 gén hipermetildcidja, amely néhany éve kerdlt a fi-
gyelem kozéppontjaba.

Dolgozatunk célja a szabad DNS, a metildlt DNS és a
szeptin-9-vizsgdlatok alkalmazasi lehet8ségeinek atte-
kintése daganatos megbetegedésekben.

Hazankban a vastagbélsz(irés az 55 évesnél id&sebb,
atlagos kockazatd, panaszmentes népesség részére ajan-
lott. EgylépcsGs szlirés esetén kolonoszkopiit végziink,
amelyet sziikség szerint polypectomidval egészitiink ki.
Negativ lelet esetén a sztirt személy 10 évig biztonsag-
ban van, ezt kovetGen azonban célszerd megismételni
a vizsgalatot. KétlépcsSs sztiréskor okkultvér-megha-
tarozast végzink a székletbdl, majd ennek pozitivitdsa-
kor kolonoszképiat. Ha az okkult vérvizsgalat negativ,
évente, illetve kétévente sziikséges megismételni.

A vastagbélsziirés els6dleges céljat a vastagbéltiikro-
zés valdsitja meg, a rikel6z6 dllapotok, a polipok, adeno-
miék felismerését. A szlir6programok legnagyobb nehéz-
sége a betegek egytittmiikodésének megnyerése [2].

Mutalt DNS

A genetikai és epigenetikai valtozdsok felhalmozddisa a
vastagbélhdm daganatos atalakulasahoz vezethez. E hi-
bik esetén a sejtmiikodés szabalyozasaiban zavar timad,
amely a daganatok kialakuldsat, névekedését, terjedését
segiti el§. A daganatsejtek elszaporoddsihoz a sejtpro-
liferdcié szabdlyozasinak zavara miatti fokozott, szabd-
lyozatlan sejtosztddds és a programozott sejthalal, az
apoptozis elmaradasa vezet. A mutdcidk érinthetik a
DNS-hibajavité géneket, tumorszuppresszor géneket és
onkogéneket.

A tumorszuppresszor gének feladata a sejtproliferd-
ci6 gatlasa, mikodésvesztéssel jard (loss of function)
mutaciéik fokozott sejtosztodast okoznak. Ezek a hibik
recessziven 6roklédnek, ezért a génhiba megjelenéséhez
mindkét allélnek kdrosodnia kell. Kivétel a p53 hibdja,
mivel ez domindns hatdsa miatt elnyomhatja a normalis
allél miikodését. A csalidban 6rokl6dé daganatoknal az
egyik allél hibaja 6roklott, igy ez a szervezet Osszes sejt-
jében megtalilhaté. Daganat akkor alakul ki, ha a masik
allél is kirosodik. Ez szerzett mutacidval jon létre, ami
sporadikus is lehet. Ha egyik allél sem karosodott, a md-
kodésvesztéshez két mutdcidnak kell bekovetkeznie.
Az allélvesztés a polimorfizmus elvesztését is jelenti, te-
hat a heterozigoétasag elvesztését (loss of heterozygosity;
LOH). Ezt a jelenséget ma mar jelz6nek (markernek) is
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lehet haszndlni, amely megmutatja, hogy a genom bizo-
nyos régidjaban a szuppresszor gén miikodése karoso-
dott-e [3]. A p53 transzkripcids faktor mutdcidja a hu-
méan tumorok 50%-dban kimutathat6. A p53 a genom
stabilitdsidnak fenntartisaban jitszik szerepet, a sejtcik-
lus-el6rehaladds (progresszid) és az apoptdzis ellenbrzé-
sével [4]. A DNS karosodasa a sejtciklus felfiiggesztését
okozza, azért hogy a DNS-hibajavitds megtorténhessen.
Ha azonban a hibat nem javitja ki, apoptézis alakul ki.
Ezért a p53 tumorszuppresszor gént a genom Grének is
nevezik. Vizsgdlatok szerint a p53-mutdcidja vastagbél-
rikos betegek talélési esélye kisebb azokénil, akikben
nem talilhaté meg ez a muticié [3]. A p53 gén muti-
cidja a sporadikus colorectalis rakok 50%-aban megtalal-
hat6 [5]. Colonadenomdkban mutacidjit nem mutattak
ki, ami arra utal, hogy a p53-mutici6 az adenoma-carci-
noma szekvencia késGi szakaszaban jelenik meg.

A 18q a misodik leggyakoribb kromoszémarégio-
vesztés, amely a vastagbélrakos esetek mintegy 70%-dban
fordul el6. E kromoszémarégié kiesése az adenomik ko-
rai, kisfok dysplasidgjiban 10-30%-ban figyelhet6 meg,
mig sulyos dysplasticus adenomak 60%-dra jellemz6 [6].
Ezen a kromoszéman talilhat6 a vastagbélrikban kies§
DCC (deleted in colorectal carcinoma) tumorszuppresz-
szor gént kodold szakasz is. Jen és mesai kimutattdk, hogy
a 18g-vesztéssel (LOH = heterozigotasig elvesztése),
DCC-mutdciéja II. stddiumt daganatos betegek tual-
élési esélyei hasonléak a ITI. stadiumt betegekéhez, akik-
ben ezeket a hibakat nem mutattak ki [7]. A 18q vesz-
tése és a DCC-muticié 6nallé kérjoslati tényezd lehet,
jelenléte 2,5-3-szoros kockdzatot jelent CRC-re [5].

Az onkogének a protoonkogének génhibai révén ala-
kulnak ki. A mutdciék a protoonkogének aktivitisit se-
gitik el6, ami fokozza a sejtproliferaciot. A 1étrejott
onkogének serkentik a prolifericiét és gatolhatjak az
apoptozist. Igy a szabilyozastdl fiiggetlen miikoédések
alakulhatnak ki (gain to function). Ezen kirosodott gé-
nek esetében olyan géntermékek jonnek létre, amelyek a
jelatviteli szabdlyozds kiilonboz6 pontjaiba szoélhatnak
bele. A k-ras az egyik leggyakoribb protoonkogén a vas-
tagbélrak kialakulasiban. Szerepet jitszik a normalis
prolifericios és differencidcios szabalyozé ttvonalakban.
Muticidja a daganatképz6dés viszonylag kezdeti szaka-
szaban jelenik meg. Vogelstein és misai kimutattdk, hogy
a k-ras mutdcidjanak elé6forduldsa az adenoma méretével
és dysplasiajaval egyenes aranyban novekszik. A k-ras-
mutaci6 atlagosan 40-50%-os gyakorisagt, és mar a ko-
rai kisfoka dysplasidt tartalmazé adenomaban megjelenik
[4,5].

Az APC gén a 5921 kromoszémarégion helyezke-
dik el. A colorectalis daganatok kialakuldsinak legko-
rabbi szakaszaban jelenik meg, ezért kapudr (gatekeeper)
génnek is szoktak nevezni. A sporadikus vastagbélrakok
75-80%-4ban kimutathat6. Csiravonalbeli muticidként
familiaris adenomatosus polyposishoz vezet, szomati-
kus mutdcioként a sporadikus colonrik kifejl6dését se-
giti [3]. A DNS-hibajavité gének a DNS-illeszkedési
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Egészséges

Daganatseijt

Nekrézis a daganatsejtekben
Apoptozis a daganatsejtekben

smEDO

1. abra A szabad DNS eredetének két lehetséges magyardzata.

A) Az apoptdzison vagy nekrézison dtesett daganatsejtek
DNS-¢ keriil a véraramba.

B) A daganatos sejtek lépnek be a véraramba, ahol szétesnek,
és igy szabadul fel bel@litk a DNS [1]

hibajavité gének, a replikcié alatt kialakult hibdkat is-
merik fel és javitjak ki. Legfontosabbak az MLH1 és az
MSH2, de el6fordulnak masok is, mint MSH3, PMSI1,
PMS2 és MSHO6 [8]. Ha a hibajavité rendszer rosszul
miikodik, a mikroszatellita-ismétl§dések szama DNS-is-
métlédési hiba kovetkeztében megvaltozik, mikrosza-
tellita-instabilitis (MSI) jon létre. Ez kirosodott sejtek-
ben fordul el6 és a daganatokban klonalis névekedést
okozhat.

Ezek az eltérések a székletben talalhaté DNS-bdI is
kimutathaték. A vastagbél nydlkahartydja 3-5 naponta
Gjul meg, igy az egészséges vagy a tumoros felszinrdl
leloksdott, a széklettel tivozd sejtekbdl izolalt DNS
atfogd képet nyujthat a vastagbél felszinérdl. A széklet-
DNS segitségével APC, k-ras és p53 gének pontmuticioi
¢és mikroszatellita-instabilitas jelenléte igazolhaté. Ha a
teszt pozitiv, vastagbéltiikrozés sziikséges. Szenzitivi-
tdsa négyszer nagyobb, mint a széklet okkult vérkimu-
tatasi tesztnek (PreGen-Plus, EXACT Sciences). Ezzel a
nem invaziv modszerrel egyszeri minta is elegendd, el6-
készitést és diétat nem igényel. Koltséghatékonysiga ma
még nem ismert, és az sem, hogy milyen idészakonként
érdemes alkalmazni. Hazdnkban ilyen tipust teszteket
még nem alkalmaznak.

Szabad DNS

Az elmult években nagy érdekl6dés bontakozott ki a
vastagbéldaganat korai kimutatasara, periféridsvér-alapt
molekularis biomarkerek felfedezésére.

Szamos tanulmény foglalkozik a daganatos betegek
plazmajiban keringd szabad DNS-sel. A DNS vérbe ju-
tasainak moédja még nem ismert, de tobb feltevés is sziile-
tett. Az egyik szerint apoptézis vagy nekrdzis hatdsara a
daganatos szovetbdl felszabadult DNS jut a vérbe, vagy
maguk a sejtek 1épnek be a vériramba, ahol feloldédnak,
és avérben DNS szabadul fel beldliik. A makrofigok sze-
repe feltehetSleg fontos abban, hogy a DNS a sejtekbdl
a véraramba jusson. A masik elmélet szerint az elsGdle-
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ges tumorbdl felszabaduld ép sejtek lépnek be a vér-
aramba. A biomarkerként hasznalhat6 keringé DNS el6-
nye az, hogy mérése nem invaziv modszerrel torténik,
konnyen kimutathaté és évekig megorzi allanddsigat
(1. dbra) [1].

A sejten kiviil keringd, szabad DNS-molekuldk kimu-
tatdsarol el6szor 1948-ban Mandel és mtsa szamolt be.
Vizsgilatuk nem vilt széles korben ismertté. A késGbbi
tanulmanyokban autoimmun betegségekben, rheuma-
toid arthritisben vagy szisztémas lupus erythemato-
susban (SLE) szenved6k szérumiban nagy mennyiségd
keringé DNS jelenlétét irtak le. Ezen egyszild DNS-
molekulik (ssDNA) elleni ellenanyagok (anti-DNS) ter-
melSdését feltételezték [9, 10].

1975-ben Steinman egészséges humdin plazmaban és
szérumban hasonlitotta 6ssze a szabad DNS mennyi-
ségét. Eredményei azt mutattdk, hogy a plazmaban mér-
hetetleniil alacsony a DNS-szint, mig szérumban maga-
sabb. Igy a plazmaban mért DNS-mennyiséget kérosnak
értelmezte [11].

Anbker és mtsai a szabad DNS eredetét vizsgilva meg-
figyelték, hogy human lymphocytik indukdlas nélkiil in
vitro DNS-t bocsatanak kornyezetiikbe. Ez a DNS felté-
telezésiik szerint nem az elpusztult sejtekbdl szarmazik,
mivel mennyisége nem fiiggott 6ssze sem a sejtpusztulds
aranyaval, sem a tenyésztési id§ hosszaval [12].

A kering6 szabad DNS és a daganatok kozti 6ssze-
fiiggést els6ként Leon és hutaticsoportia vizsgilta
1977-ben. Szazhetvenhirom daganatos (tiid6-, emls-,
vastagbél-, fej-nyak, kozponti idegrendszeri, genitalis,
urolégiai daganat, leukémia) és 55 egészséges egyén
szérumanak szabad-DNS-szintjét hasonlitottdk 0Ossze
radioimmunassayvel (RIA). Az egészségesek szérumanak
DNS-tartalma 0-50 ng/ml kozotti volt, mig a dagana-
tos betegek szabad-DNS-szintje részben az egészséges
tartomanyba esett, részben ennél nagyobb volt (50-5000
ng/ml). A mért DNS-mennyiség és a daganat mérete,
helye kozott nem taldltak Osszefiiggést, viszont attét
eseteiben nagyobb szabad-DNS-szintet észleltek. Sugar-
kezelést kovetSen a szabad-DNS-szint csokkent, ame-
lyet a kezelés hatdsara javult klinikai feltételeknek — mint
a csokkent tumorméret és a fijdalom — tulajdonitottak
(2. abra) [13]. Stroun és mtsai a plazmaban talilhat6 sza-
bad DNS mennyisége és a malignitds kozotti Osszefiig-
gést vizsgaltdk. Tanulmanyukban 37 daganatos beteg
plazmdjiban mutattak ki keringd DNS-molekuldt, 450-
36000 ng/ml koncentracioban, mig 50 egészséges plaz-
mdjiban nem taldltak szabad DNS-t [14]. Boni és mtsai
67 vastagbéldaganatos és 67 egészséges személy plazma-
jabol izolalt DNS mennyisége kozott jelentSs (szigni-
fikins) ktlonbséget tapasztaltak. Az ép plazmamintak
dtlagos DNS-mennyisége 0,85 ng,/ml, mig a daganatos
mintiké 4771 ng/ml volt [7].

A vérben kering6 szabad DNS mennyiségén tal az
extracelluliris DNS eredete keriilt a figyelem kozép-
pontjaba. Morozkin és mtsai azt tapasztaltik, hogy a leu-
kocytak és a human koldokzsindrsejtek képesek DNS-t
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szekretdlni a sejtproliferdcio el6tt és annak kezdeti szaka-
szdban is [15]. Viassov és mtsai az extracellularis DNS
eredetét keresték. Feltételezésiik szerint a szabad DNS
legnagyobb része apoptdzis soran keriil a keringésbe.
Ez azonban nem magyarizza meg azt, hogy a dagana-
tos betegek vérében miért nagyobb a DNS-szint, noha
a daganatos megbetegedésekre az apoptotikus folya-
matok gitlasa a jellemz§. Ezért azt feltételezik, hogy a
daganatsejtek DNS-t szekretdlnak. Erre abbdl is kovet-
keztethetiink, hogy mar a daganatok kezdeti szakasza-
ban is, amikor nagyfoka apoptézis és nekrozis még nem
jellemz8, magasabb DNS-szint mutathaté ki a vérben,
mint a kontroll egészséges csoportban [16]. Chen és
misai feltevése szerint a daganatsejtekbdl szarmazé sza-
bad DNS ép sejtekbe is beléphet, és dtalakitja azokat,
elGsegitve ezzel szomszédos vagy tavoli attétek, esetleg
egy masik elsGdleges tumor kialakuldsat. fgy tehdt a da-
ganat ,fert6zésre” hajlamos lehet. A feltételezés tovabbi
két pontja a kezelés, illetve a tumor spontin visszafej-
16dése és a keringd szabad DNS kozotti Osszefiiggést
magyariazza. Ha az ép keringG szabad DNS citokin-
szekvencidt tartalmaz, a terapids citokin termelése révén
bels6 DNS vakcinaként viselkedhet. Ha azonban az ép
szabad DNS nem mutalt onkogén vagy tumorszup-
presszorgén-szekvenciat tartalmaz, a daganat genommal
valé homoldg rekombinicié sordn a mutilt onkogén
vagy tumorszuppresszor gén is kieshet, ami a daganat
spontan visszafejlédéséhez vezethet [17].

A szabad-DNS-kutatdsok eredményei segitségiinkre
lehetnek szdmos daganat periféridsvér-alapt, nem inva-
ziv korai kérisméjének, valamint korjoslati és utdnko-
vetéses vizsgalatinak megteremtésében. Daganatos be-
tegek plazmamintdiban, az elsédleges tumorban 1évé
szoveti DNS-re jellemz6 genetikai és epigenetikai elté-
rések mutathaték ki, igy példaul az onkogének vagy a
tumorszuppresszor gének muticidi, a mikroszatellita-
modosulasok vagy a hipermetilacié. Vastagbéldaganat-
ban szenvedSk vérébdl izolalt DNS-ben a ras géncsalad
mutdciéit, koztikk a k-ras gén mutdcidjat is kimutattak

[18].

DNS-metilacid

A kering6 szabad DNS mennyiségi vizsgalatai a daga-
natok szlirésére nem eléggé érzékenyek, ezért olyan epi-
genetikai médosulds, a DNS-metilacio kertilt az elétér-
be, amely az egyes daganatokra érzékeny lehet.

A DNS-metilacié soran metilcsoportok épiilnek be a
DNS nukleotid bédzisaiba. Tobb metilacidés célpont is
létezik a DNS-en: az N-6 helyzetl adenin vagy az N-4
helyzetd citozin, de a leggyakoribb metilaciés célpont a
citozin bazisok 5. szénatomjan taldlhaté. A nukleotid bi-
zisok metildciéjat a DNS-metiltranszferazok (DNMT)
segitik. Az eukaryotasejtekben 3 DNMT csaladd taldlhaté
(1,2 ¢s 3). ADNMTI1 és DNMT3 fehérjék egy katali-
zal6 és egy szabdlyozo6 alegységbdl épiilnek fel, mig a
DNMT2 csak egy doménbdl, a katalizaloé részbdl all.
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A metilaci6 katalitikus folyamatként megy végbe, ahol a
metilcsoportot az AdoMet kofaktor vagy mas néven
S-adenozil-metionin nydjtja. EmlGsokben a metildcié
szinte kizdrélag a CpG dinukleotid szekvenciin megy
végbe, ahol a citozinbdzisokat guanin koveti egy fosz-
fatkotésen keresztiil. Az evolicio soran ezen CpG dinuk-
leotidok el6fordulasi aranya csokkent, az emberi DNS-
ben mintegy 5-10%. Azokat a teriileteket, ahol ezeknek
a dinukleotidoknak aranya nagy, CpG-szigeteknek nevez-
ziik. Eml&ssejtekben a DNS-metilacié szerepe fontos a
normalis embrionalis fejlédésben és a daganatok kialaku-
lasaban. Az elmult években sok tanulmdny valt ismertté
a vastagbéldaganatok kialakuldsinak metilacios elméle-
teir6l. A DNS-metilacids mintazat megvaltozdsanak sze-
repe lehet a tumorok keletkezésében. A daganatok elGre-
haladdsaban (progresszidjiban) az altalinos genomidlis
hipometildci6, a fokilis hipermetilacié és a fokozott
DNS-metiltranszferdz-aktivitds is szerepet jatszhat.
A daganatos sejtekben gyakran el6fordulé hipometila-
cié pontos szerepe még nem tisztazott. A fokalis hiper-
metildcié célpontja a gén promoterén talalhatd, ahol a
CpG-szigetek ép, egészséges esetben nem metilaltak.
A fokozott metilacié Osszefiiggésbe hozhatd az atirds
(transzkripcid) gatlasaval. A hipermetilacié a daganatok
kialakuldsiaban tehdt gy jatszhat szerepet, hogy tumor-
szuppresszor gének atirdsat akadalyozza. Egyes gének a
demetilacio altal részlegesen reaktivilédhatnak. Egészsé-
ges esetben a metildlatlan CpG-szigetek védve vannak a
talzott metilaciés eseményektSl. A daganatos sejtek-
ben feltehetSen a tartésan nagy DNS-metiltranszferiz-
aktivitds miatt ez a védelem mdr nem elégséges [19].

A daganatspecifikus DNS-metiliciés mintizat kimu-
tatdsara a metilaciospecifikus PCR alkalmas. Elénye az,
hogy nem invaziv, nem id&igényes és bizonyos marke-
rekre érzékenyen és fajlagosan végezhet§. Hatranya,
hogy biszulfitkonverziét igényel. Ezzel a kezeléssel a
metildlatlan citozinbdzisok uracilla torténé atalakuldsa
érhet6 el, mig a metildltcitozin-bazisok valtozatlanok
maradnak. PCR-rel ezt a szekvenciaviltozast észleljiik.
Technikai nehézségei kozé tartozik az is, hogy idSigé-
nyes és nem automatizalhato, igy szakképzett személy-
zetet igényel.

Szeptincsalad

A szeptincsaldd az evolacié sordn fennmaradt, P-hurok-
kal rendelkezé GTPaz szupercsalidba tartoz6, GTP-
kotd és filamentumképzd fehérjék csoportja. Eredetileg
az éleszt6gombdakban mutattak ki mint a sejtosztddasi
ciklus szabdlyozasiban részt vevé molekuldkat. Ma mar
azonban ismert, hogy magasabb rendd él6lényekben is
megtalalhatok és tobb sejtfolyamatban is szerepet jat-
szanak, igy a sejtpolaritds meghatirozasaban, a citoszke-
leton atrendez8désében, a membriandinamikiban, a ve-
zikulatranszportban és az exocitosisban. A szeptinek a
sejtosztodasban részt vevd sejtek kozotti sikban, az tgy-
nevezett osztodasi barazdiban helyezkednek el. Eddig
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12 humain szeptin gén ismert. A SEPT2 és SEPTY felte-
hetdleg a cytokinesisben jatszik szerepet, mig a SEPTS5,
SEPT6 és SEPTY a tumorképz&désben [20, 21].

A szeptingének a gerincesekben is fennmaradtak, sét,
szamuk val6szintleg a génkett6z6désnek koszonhetGen
novekedett. Ahogy az eml&sokben, az emberekben is
legaldbb 12 kiilonb6z6 szeptingén talalhaté meg, kozi-
lik néhiny nélkiillozhetetlen a mit6zishoz, mig mdsok
elsGsorban a mitdzis utini eseményekben jitszanak sze-
repet. A szeptinek emberben a diffaziés barrier kialaki-
tasan kiviil részt vesznek a vezikulatranszportban, az
apoptoézisban és a sejtmozgisban is [22].

Szamos szeptin mRNS-varidnsai a kiilonb6z46 kihasitas
(alternativ splicing) folyaman jonnek létre. A szeptin-9
gén 18 kilonbozG transzkriptuma 15 polipeptidet ké-
dol, hosszt (SEPT9_v1, v2 és v3), kozepes (SEPT9_v5)
és rovid formaban (SEPT9_v4). A szeptin-9 mRNS-
viltozatai kozil kettd ugyanazt a polipeptidet kddolja
(SEPT9_4 és SEPT9_4*). A 18 lehetséges varians a ko-
vetkez8képpen adddik: a szeptin-9 gén kiilonb6z6 kiha-
sitdsa sordn 6, kiilonbozé 5° végi (alfa, béta, gamma,
delta, epszilon és zéta) mRNS keletkezik, valamint a
12. exonon beliili kihasitds (splicing) tovibb néveli a
szeptin-9 gén mRNS-dtir6dasinak (transzkripcidjanak)
osszetettségét 3 eltérd 3’ nem atirodd szekvencia lét-
rehozisaval [23]. Ezen kilonb6z6 mRNS-varidnsok
ardnya valtozé a daganatokban. Ep sejtekben a v4 tran-
szkriptum jelenléte jellemzd, mig daganatokban a v4*
varians a domindans [20, 24].

Neurologini eltérések

A humian szeptinek egy része az idegrendszerben ex-
presszalodik, és alapvet$ szerepet jatszik az exocitosis-
ban és a vezikulatranszporton keresztiil torténd szekré-
ciéban. Ez magyardzza a szeptinek és az idegrendszeri
betegségek kapcsolatat. A SEPT1, a SEPT2 és a SEPT4
a tau-alapa helikalis filamentumokhoz képes kotédni,
ezaltal szerepiik lehet az Alzheimer-betegségben jel-
lemz6 neurofibrillaris plakkok kialakitisiban. A SEPT2
az exocitotikus komplex része, GTP-kots képességének
gatlasa mdédosult neuritok képz&déséhez vezet. Talmid-
kodését kimutattik agydaganatokban. A SEPT5 a parkin-
sonizmussal és a Down-szindrémaval hozhat6 kapcsolat-
ba. Autoszomadlis recessziv juvenilis parkinsonizmusban
szenvedSk agyszovetében felhalmozodasit mutattdk ki.
SEPT5-hidnyos egerekben észlelték, hogy ez a gén a
normalis fejlédéshez és sejtmlkodéshez nem sziiksé-
ges. Idegi differencidciéban fokozott SEPT3-mikodést
tapasztaltak. Ezekre a szeptinekre a pszichogén gyogy-
szerek is hatdssal lehetnek [20].

A SEPT2/6/7 komplex a mikrotubulusok allan-
dosagiban (stabilizdlasaban) részt vevé MAP4 fehérjé-
hez (mikrotubulus-asszocidlt protein-4) kapcsolédhat.
A SEPT2/6/7-tel komplexet alkot6 MAP-4 nem képes
a mikrotubulusok stabilizdldsara, tehdt a szeptinek koz-
vetett hatdstak lehetnek a mikrotubulusok stabilitdsara
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¢és dinamikdjara. A szeptin-MAP kapcsolédds magyari-
zat lehet a szeptinfehérjék Alzheimer-kérban betoltott
szerepére, mivel a betegségben észlelt koros tau-aggre-
gatumokban is (amelyek szintén mikrotubulus-asszo-
cidlt proteinek) megtaldlhatbéak bizonyos szeptinfehérjék

[25].

Daganatok

A szeptinfehérjék és a daganatok kapcsolatat szamos ta-
nulmanyban leirtdk mar (1. tablizaz).

Szamos szeptingén (SEPT5 [26], SEPTO6 [27], SEPT9
[28,29,30] ésaz MLL (myeloid /lymphoid vagy mixed-
lineage leukemia) reciprok athelyez&dését (transzloka-
cigjat) figyelték meg leukémiis betegek 11. kromoszé-
majan [20, 21]. Knock-in egérmodellekben bizonyitot-
tdk, hogy az MLL és kiilonb6z6 génmarkerek fzids
fehérjéi szerepet jatszhatnak a leukémia kialakuldsaban.
Ezeknek a fazids onkogéneknek a bejuttatasat kovetSen
egerekben leukémia fejlédott ki. Igy az MLL/szeptin
fazids fehérje is részt vehet a tumorképzésben [31].

Osakn és mtsai akut myeloid leukémias beteg leuké-
mids sejtjeiben t(11;17)(q23;925) dthelyez6dést mu-
tattak ki. A fazidéban részt vevé masik gén vizsgilatival
kidertilt, hogy a szeptincsalad egyik tagjardl van sz,
amelyet MSF-nek (MLL septin-like fusion) vagy mas né-
ven szeptin-9-nek neveznek. A leukémiidban MLL-lel
fazids fehérjét alkoto szeptin-9 gén a 17. kromoszéman
helyezkedik el [28].

Egy masik kutatécsoport szintén a t(11;17)(q23;
q25) dthelyez6dést vizsgilta akut myeloid leukémids
betegekben. A 17. kromoszéman kimutattak egy MLL-
lel fuziondldé, AF17q25 fehérjét, amely szdmos szeptin-
fehérjével azonos, mint példdul a szeptin-2, a szeptin-4
és a szeptin-7. Eredményeik szerint az AF17q25 olyan
szeptincsaladot jelent, amely részt vesz a 11q23-asszocialt
leukémia kialakuldsaban [29]. A szeptinfehérjék szerepét
szdmos mds betegségben, igy példidul myelodysplasids
szindromaban [32] és orokletes neuralgikus amyotro-
phidban [33] is vizsgaltak.

Sovensen és mesai dllatkisérletekben igazoltak, hogy az
SL-3 retrovirus képes a szeptin-9 gén 5’ végéhez illesz-
kedni (integrdl6dni) [a szeptin-9-ct kordbban Sintl-nek
(SL3-3 integration site 1) is nevezték]. A retrovirus-
beépiiléssel kapcsolatba hozhaté egértumorok adatbd-
zisanak felhaszndlasaval megéllapithatd, hogy a fenti hely
jol meghatirozott onkogénbeépiilési hely [34].

A szeptinfehérjék szerepét malignus agydaganatok-
ban is kimutattik. A szeptin-2 fokozott expresszidjit az
Osszes vizsgalt agydaganatmintiban és -sejtvonalban ki-
mutattdk, leginkibb az osztédasi ciklus G2 fazisiban.
Mutans szeptin-2-fehérje jelenlétében az astrocytoma-
sejtek G2-M sejtciklus gatlasat figyelték meg. A szeptin-3
expresszidjit medulloblastomdkban észlelték, mig astro-
cytomakban nem [35].

Tanaka és mtsai a szeptin-4 expressziojat vizsgaltik
urolégiai daganatokban. Monoklonalis antitesteket hasz-
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| A szeptinfehérjék ¢és a daganatok kapcsolatarol megjelent kézlemények

Tanulminy

Megjelenés éve

Daganat tipusa

Russell és mtsai, Oncogene

Corral és mtsai, Cell [31]

Megonigal és mtsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Taki és mtsai, Cancer Res. [29]

Osaka és mtsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA [28]
Kalikin és mtsai, Genomics [38]

Russell és mtsai, Cancer Res. [37]

Ayton ¢s mtsa, Oncogene

Tatsumi és mtsai, Genes Chromosomes Cancer [26]
Borkhardt és mtsai, Genes Chromosomes Cancer
Ono és mtsai, Cancer Res.

Slater és mtsai, Oncogene

Yamamoto és mtsai, Int. J. Hematol.

Kim és mtsai, Genes Chromosomes Cancer [27]
Fu és mtsai, Genes Chromosomes Cancer

So és mtsai, Cancer Cell

Hsu és mtsa, Cancer Cell

Burrows és mtsai, J. Pathol. [39]

Montagna és mtsai, Cancer Res. [42]

Tanaka és mtsai, Med. Sci. Monit. [36]

Kojima és mtsai, Leukemia [30]

Kim és mtsai, Neoplasia [35]

Ebert és mtsai, Gastroenterology [43]

Gonzalez és mtsai, Cancer Res. [41]

Model és mtsai, Mol. Cancer Res. [44 ]
Lofton-Day és mtsai, Clin. Chem. [45]
Griitzmann és mtsai, PLoS ONE [46]

1990 Petefészek- és emlédaganat
1996 Leukémia

1998 Leukémia

1999 Leukémia

1999 Leukémia

2000 Petefészek- és emlGdaganat
2000 Petefészek- és emlédaganat
2001 Leukémia

2001 Leukémia

2002 Leukémia

2002 Leukémia

2002 Leukémia

2002 Leukémia

2003 Leukémia

2003 Leukémia

2003 Leukémia

2003 Leukémia

2003 Petefészek-daganat
2003 Eml6daganat

2003 Urolégiai daganatok
2004 Leukémia

2004 Agydaganatok

2006 Vastagbélrak

2007 Emlédaganat

2007 Vastagbélrak

2008 Vastagbélrak

2008 Vastagbélrak

nalva fehérjekimutatast végeztek vizeletbél. Tobb mint
70%-o0s pozitivitast észleltek prosztata-, hugyholyag- és
vesedaganatos betegekben. A daganatra fajlagos szep-
tin-4-expresszié kimutatdsa biztonsigos, gazdasigos és
gyors szirémodszer lehet [36].

Russell és mtsai petetészek-daganatokban vizsgaltak
az allélvesztések gyakorisigat. A 17-es kromoszéma
hosszt karjan a daganatok koriilbeliil 77%-ban mutattak
ki teljes vagy részleges allélvesztést. Ugyanezen kro-
moszéma rovid karjin 31%-ban mutattak ki ilyen elté-
réscket. Ezért a 17. kromoszéman talilhatd szeptin-9
gént Ovarian/Breast (Ov/Br) szeptingénnek nevez-
ték el [37].

Kalikin és mtsai is kimutattdk, hogy a kromoszo-
malis régié, ahol az MSF-et (szeptin-9-et) kédold gén
talalhat6, hianyzik néhany petefészek- és eml6daganat-
ban. A kiilonb6z8 daganatokban valé kiesése (deletioja)
miatt feltételezhetd, hogy a szeptin-9 tumorszuppresszor
génként viselkedik [38]. A szeptin-9 gén és a petefészek-,
illetve eml6daganatok kapcsolatarél szamos mas tanul-
mény is megjelent. Sporadikus ovarium- és emlGdaga-

natokban a 17. kromoszéma 17q25.3 régiéjaban gyako-
11 a génkiesés. Mutaciokat nem észleltek a SEPT9 nyitott
leolvasasi keretben, de SEPT9-expresszids kiilonbsége-
ket mutattak ki egér- és human tumorokban. Néhany
SEPT9 mRNS-viltozat metilicié miatt mutat csokkent
expressziot a daganatsejtekben [20].

Burrows és mtsai a szeptin-9 gén mRNS-varidnsainak
megvaltozott expressziodjat figyelték meg petefészek-da-
ganatokban ¢és -sejtvonalakon. A szeptin-9 gén zéta-
tipust mRNS-e a tumorok nagy részében kimutathaté
volt. Azt is megallapitottik, hogy a béta-transzkriptum
expresszidja 5-azacitidin-kezeléssel Gjra aktivilhaté tu-
moros sejtvonalakban, ami a szeptin-9 gén expresszio-
janak DNS-metilacio6 altali szabdlyozdasara utal [39].

A szeptin-9-mRNS-varidnsok expresszidjanak szintjé-
ol petefészek-daganatokban mas tanulmdnyok is sziilet-
tek. Scott és mitsai a SEPT vl és a SEPT_v4* fokozott
mukodését figyelték meg petefészekrikos epitheliumban.
Legnagyobb expresszids szintet a serosus és mucinosus
borderline tumorokban észleltek, a SEPT_1 serosus és
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DNS-mennyiség a szérumban (ng/ml)
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2. abra A szérum szabad-DNS-mennyisége daganatos megbetegedé-

sekben.

Metasztatikus és tavoli szervi attéttel nem rendelkezé dagana-
tos (tiid6-, emld-, vastagbél-, fej-nyak, kozponti idegrendszeri,
genitalis, urologiai daganat, leukémia) betegek szérum-DNS-
mennyisége egészségesckével dsszehasonlitva. A csoportonkénti
legnagyobb mennyiség 500-5000 ng,/ml kozotti [13]

mucinosus carcinomakban is erdsen expresszaloédott
[40].

A szeptin-9-variansok expresszidjit emlédaganatban
is vizsgaltik. Gonzalez és mtsai a SEPT9_vl varians foko-
zott expresszidjat figyelték meg emlGdaganatsejtekben.
E varidns fokozott szintjét els6dleges emlSédaganat-
mintikban is kimutattdk immunhisztokémiai vizsgala-
tokkal [41].

Montagna és mtsai emlédaganatos egérmodellekben
a szeptin-9 gén fokozott mikodését tapasztaltik, és 9
humin mellrikos sejtvonalbél 6-ban észleltek magas
szeptin-9-expresszios szintet [42].

Szeptin-9

A szeptin-fehérjecsalad tagjai kozil a szeptin-9-nek ki-
emelten fontos szerepe lehet a kiilonb6z6 betegségek
kialakulasaban. Erre utal az, hogy az eml6- és az ova-
riumtumorokban fokozott az expresszidja, és AML-ben
az MLL-lel alkot fazios fehérjét. Ezért fontos a kiilon-
boz8 fehérijék és a szeptin-9 kozotti kapesolat vizsgi-
lata, tovabba mikodésének értelmezése.
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3. dbra Biszulfitkonvertilt DNS és a metildlt szeptin-9 DNS Osszefiig-
gése plazmamintikban.
7,6ld kereszt: egészségesek, piros pont: 1. stidiumt CRC, piros
rombusz: II. stidiuma CRC, piros hiromszog: III. stidiuma
CRC, piros négyszog: IV. stidiumt CRC [45]
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4. dbra A metilalt szeptin-9 koncentricidja egészségesek és vastagbélra-

kos betegek plazmdjiban.

A piros vonal az atlagos DNS-koncentriciot, a kék vonalak a 25
és a 75%-0s DNS-koncentriciokat jelentik. A sziirke pontok az
egyes méréseket dbrazoljik [46]

Szeptin-9 és o vastagbéldaganat

Ebert és Model metilicios vizsgalatokkal Osszehasonli-
tottak egészséges, hiperplasztikus polippal rendelkezd,
adenomas és vastagbéldaganatos betegek szoveti és plaz-
mamintaibdl a vérplazma és a szoveti metilaciés mintaza-
tokat. Ebert és mtsni az ALX4 homeobox gén fokozott
metildciéjat mutattak ki vastagbélrikos szoveti és plaz-
mamintakban. Model és mtsai a vastagbéldaganatos bete-
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gekben fokozott metilacidja markergénesoportot azo-
nositottak. Ezek segitségével kiilonbséget mutattak ki az
egészséges és a korai daganatos elvaltozasok kozott [43,
44].

Lofton-Day és mtsai vastagbéldaganatos és egészséges
szovetmintak metilaciés mintazatinak meghatirozisara
restrikciosenzim-alaptt médszert alkalmaztak, amelynek
credményeként 56 jellemz6 metildciés viltozast azo-
nositottak. Ezt microarray és/vagy valés idejii PCR-
vizsgilatokkal 6-ra sziikitették. Ebbdl a 6 megviltozott
metilaciéja génbdl 3-at (TMEFE2, NGFR, SEPT9) er6-
sitettek meg 133 vastagbéldaganatos és 179 egészséges
egyén plazmamintdin. A legjobb eredményeket a SEPT9
mutatta, amelynek metiliciéjit a vastagbélrakos mintak
69%-aban észlelték, mig az egészséges kontrollmintak
86%-aban nem mutattak ki szeptin-9-metilaciot (3. abra)
[45].

Griitzmann és mtsai a szeptin-9-metiliciot vastagbél-
rikos betegek plazmdjabol izoldlt DNS-en vizsgaltak.
A Kklinikai vizsgalatok bedllitaisahoz 102 kontroll, 117
polipos és 252 vastagbélrikos plazmamintat hasznal-
tak, az eredmények megerdsitését pedig 183 kontroll,
51 polipos (34 1 cm-nél kisebb, 17 1 cm-es vagy annal
nagyobb) és 126 CRC-s plazmabdl all6 fiiggetlen minta-
csoporton végezték. Négyszaztizenegy, nem vastag-
bélbetegségben szenvedd (példaul hasnyilmirigy-, hugy-
hélyag- vagy tidSdaganat, illetve gastritis, 2-es tipusu
cukorbetegség, pancreatitis) beteg plazmijat is meg-
vizsgaltak. A validalt egészséges mintak 10%-a (18,/183),
az 1 cm-es vagy annal nagyobb polipok 18%-a (3/17) és
a vastagbélrikos mintik 72%-a (90/126) mutatott po-
zitivitdst. A CRC-s mintikban a betegség elGrehalad-
taval egyre nagyobb szeptin-9-hipermetiliciés ardnyt
figyeltek meg (I. stadium 50%, II. stadium 69%, III. sta-
dium 79%, IV. stidium 91%). Mas daganatos beteg-
ségben szenveddk (11,/96) és a nem daganatos betegek
(41/315) plazmamintdiban a szeptin-9-hipermetilicié
csOkkent volt (4. abra) [46].

Kovetkeztetés

A DNS-muticiék felfedezésével a molekuldris biologia
szerepe fokozodott a daganatkutatisban, és ma is in-
tenziv vizsgalatok folynak a daganatok molekularis hat-
terének felderitésére. Ezaltal a korai stdidiumt daganatok
felismerése valhat valora, és igy a személyre szabott, cél-
zott kezelésre is tobb lehetbség adodik.

A kering$ szabad DNS kimutatasiaval 4j lehetSség
nyilt a daganatkutatdsban. Segitségével a diagnosztikai
beavatkozasok invazivitisit csokkenthetjilk. A DNS-me-
tiliciés vizsgilatokkal olyan epigenetikai véiltozasokra
deriilhet fény, amelyek a daganatok kialakulasiban fon-
tos szerepet jatszanak, és a markergének metilacids sti-
tusdnak vérbdl torténd meghatirozasival korai diag-
nosztikai szlirémoédszert fejleszthetiink ki. A jov6ben a
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het6vé vilhat egy 4j, pontos daganatfajlagos DNS-me-
tilacids véltozasokat kimutaté diagnosztikai modszer.
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