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Metilacios szabalyozas alatt allé gének
azonositasa lézerrel kimetszett
vastagbéldaganat-sejtekben
az adenoma—carcinoma sorrend
vizsgalata soran
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A DNS metildciés mintdzatinak megvaltozasa a tumorok kialakuldsa sorin bizonyitottan fontos folyamat. Ez azonban a tumorok
kiilonbozE mikrokornyezetében killonb6zE modon jitszédik le, amelynek teljes genomszinten torténd tanulmdnyozdsira még
nincs hatékony, nagy ateresztGképességii modszeriink. Célkitiizés: Munkink célja az, hogy azonositsuk a vastagbéldaganatok ki-
alakuldsaban és progresszidjiban szerepet jatsz6, DNS-metildcio dltal szabalyozott géneket, génexpresszids vizsgilati modszerek
felhasznaldsdval. Ennek alapjin olyan génexpresszion alapulé médszert mutatunk be, amely 1ézerrel kimetszett mintak és metila-
ciés sejtkultira modell egyiittes felhasznalasival lehetévé teszi a vastagbéldaganatokban zajlé metilicids események genom-
szintl tanulmanyozdisit. Anyay és modszer: HT-29 colorectalis adenocarcinoma-sejteket kezeltiink 10 uM 5-aza-2’-dezoxicitidin
demetilacios dgenssel, majd meghatdroztuk a kezelés hatdsira novekv§ aktivitdst mutaté géneket. Ezzel pirhuzamosan 1ézeres
mikrokimetszéssel elkiilonitett ép, adenoma- és tumorszoveti mintdkbol 5000 hdmsejtet gydjtottiink, majd azonositottuk az
adenoma—carcinoma szekvencia elérehaladtival szekvencidlisan csokkend expressziot mutatd géneket. A két géncesoport dsszeha-
sonlitdsival meghataroztuk a feltehetGen metilaciés szabélyozds alatt all6 transzkriptumokat. Ezt kovetSen fiiggetlen mintik be-
vondsdval RT-PCR megerssitést végeztiink. Kovetkeztetések: Az azonositott, adenoma—carcinoma szekvencia elérehaladtaval csok-
kené mikodést gének szabdlyozdsa metilicios eseményekkel hozhaté Osszefiiggésbe. Ennck alapjan teljes genomszinten
kimutathatok azok a géncsoportok — koztiik példaul tumorszuppresszorok —, amelyek a betegség kialakuldsa és korjoslata szem-
pontjabdl kulcsfontossagiiak. A médszerrel azonositott, vastagbéldaganatokra jellemz& metilicidés mintazatot mutat6 gének a jovo-
ben kezelési célpontok lehetnek.

Kulcsszavak: epigenetika, metildcids szabalyozds, génexpresszids mintizat

Identification of methylation related genes from Lacer Capture Microdissected
colon samples during investigation of adenoma—carcinoma sequence

Changes of the DNA methylation pattern are proven to be an important process during tumorigenesis. This event can occur in
several manners in the tumor microenvironment and there are still not any effective and high-throughput methods for genome-
wide analysis of this phenomenon. Azms: Our aim was to identify colorectal cancer development and progression specific marker
genes regulated by DNA methylation using gene expression analysis. In this study we present a gene expression-based method
combined with a cell culture model, which can be used for a genome-wide analysis of the methylation events during the colorectal
tumorigenesis. Materials and methods: Genes, which expression increased after the demethylation were determined in HT-29 colon
adenocarcinoma cells treated with 10 pM 5-aza-2’-deoxycitidine. In parallel, 5000 epithelial cells were collected with laser microdis-
section (LCM) from normal, adenoma and tumorous colonic samples. The genes with gradually decreasing expression along the
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adenoma—carcinoma sequence were identified. By comparing the two groups, the transcripts, which are supposed to be regulated
by methylation, could be determined. Finally, the identified gene set was validated on independent samples using RT-PCR. Conclu-
sion: The regulation of the identified genes showing decreased expression during the adenoma—carcinoma sequence, can be associ-
ated with DNA methylation. On the basis of our results, the set of genes including tumorsuppressors can be determined genome-
widely, which can be key factors in the formation and the prognosis of the disease. The identified genes showing colorectal cancer
specific methylation pattern can be potential therapeutic targets in the future.

Keywords: epigenetics, methylation regulation, gene expression pattern

(Beérkezett: 2010. mircius 3.; elfogadva: 2010. mércius 25.)

A vastagbéldaganatok metilacidjanak
molekularis hattere

A vastagbéldaganatok kialakuldsinak és progresszioja-
nak molekularis hatterében a génmiikodések megval-
tozasa 4ll, ami magaban foglalja az onkogének aktivalo-
désat, valamint a tumorszuppresszorok inaktivalodasat
[1, 2, 3]. Ez a jelenség kiilonb6zd molekularis okokra
vezethetd vissza. Ezek kozé tartoznak részben a DNS-
ben bekovetkezett viltozasok (SNP, inszercid, delécio,
duplikicio, metilacié) [4, 5, 6], részben az RNS-atiris
¢és fehérjeszintézis szabdlyozasinak modosuldsai (splic-
ing, miRNS, foszforilicid, glikozilici6, komplex kép-
z¢és és kiilonféle kolesonhatdsok) [7, 8, 9, 10], valamint
ezek egylittes hatasa [11], amelyek megjelennek fehérje-
szinten is, vagyis hatassal vannak a fenotipusra [12, 13,
14, 15, 16].

Ezek kozill a DNS-metilacionak mint epigenetikai
valtozdsnak potencidlis molekuldris medidtor szerep
tulajdonithato, ezt a jelenséget azonban teljes genom-
szinten a vastagbéldaganatok progresszidja sorin még
nem tanulmédnyoztak.

A DNS-metilacié olyan, a DNS megkett6z6dését
kovetd (posztreplikicios) modosulas, amely soran leg-
gyakrabban a citozin pirimidingytirdjének 5. helyzetében
1év8 szénatomjahoz kovalens kotéssel egy metilcsoport
kapcsolédik a genom C-G dinukleotidokban gazdag
szakaszaban, az tgynevezett CpG-szigetekben. A human
gének kortilbeliil felében taldlhatoak ilyen 0,5-5 kiloba-
zis hosszsigi szakaszok, amelyek gyakran a transz-
kripciés faktorok daltal felismert 5° szabdlyzérégioban
helyezkednek el. Ezek metiliciés dllapota az adott gé-
nek transzkripciés aktivitdsit igy kozvetlentl meghatd-
rozza. A metilcsoport kapcsolédasa részben a transz-
kripcids faktorok kotddését fizikailag akadalyozza,
részben lehetévé teszi az tgynevezett metil-CpG-kotd
doménnel rendelkezé fehérjék (példaul MDBI-3,
MeCP2) kapcsolodasit, amelyek a gén atirdsara to-

vabbi fehérjék toborzdsival szintén gatléhatdstak [17,
18, 19].

A DNS-metilacié szintje tehdt kapcsolatban all a ge-
netikai adatillomdny dllanddsigival: egy adott gén
CpG-szigetének hipometildltsiga esetén a gén transz-
kripciondlisan aktiv, mig hipermetildlt allapotban kife-
jez6dése csokken vagy megsziinik. A hipometilacié pon-
tos szerepe kevésbé ismert, a genetikai instabilitassal
hozhat6 Osszefiiggésbe. Ezzel ellentétben a hipermeti-
laci6 elsGsorban az érintett (altalaban tumorszuppresz-
szor) gének 5’ szabdlyozorégidjiban kovetkezik be, és
a génkifejez6dést elcsendesiti vagy megsziinteti. Ezek a
valtozdsok a daganatképz&dés korai szakaszdban mar
megjelennek és az adott daganattipusra jellemz6 minta-
zatak [20, 21].

A DNS-metilicié tgy befolyasolja a génmikodést,
hogy maga a DNS-szekvencia nem valtozik, a folyamat
a demetilicios mechanizmus révén visszafordithato.
gy a metiliciét gatlé szerekkel megvan az elvi lehe-
tséglink, hogy a korai szakaszban felismert daganat
el6rehaladdsat lassitsuk, illetve visszaforditsuk. Ehhez
azonban a demetilaciés folyamatot irdnyitanunk kell,
amelyhez célzott eszkozok, kiilonleges szerek sziiksé-
gesek. Ehhez az elsG 1épés a célpontok azonositisa.

Szamos metilacios szabalyozast gént leirtak mar, és
err§l tobb modell is ismert, azonban sok génrél még
nem tudjuk, hogy vajon metildcié szabdlyozza-e. Bir a
kutatasok el6rehaladtival egyre tobb génrél kiderdil,
hogy metilaci6 szabilyozza, a folyamatot azonban rész-
leteiben még nem ismerjiik.

A vastagbéldaganatok jelenlegi molekularis patoléd-
giai csoportositiasanak alapja a kromoszomalis, illetve a
mikroszatellita-instabilitds, valamint a CpG-sziget meti-
lator-fenotipus (CIMP) megléte vagy hidnya [22, 23].
A mikroszatellita-instabilitds bizonyos DNS-hiba-ja-
vité enzimek mikodésének (mismatch repair, MMR)
karosodasa (mutacié vagy metilacié) kovetkeztében
kialakulé jelenség, melynek sorin genomatrendez&dés
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eredményeként gének, miRNS-ck aktivalédhatnak és
inaktivil6dhatnak.

Az adenoma-carcinoma szekvencia sorin kromo-
szOmainstabilitds, aneuploidia figyelheté meg. Els6 1é-
pésben az APC gén mutdcidjanak és/vagy metildcidja-
nak kovetkeztében a normdlis hamsejtekb8l koéros
cryptak, majd kezdeti adenoma alakul ki. Ezt koveti a
K-Ras gén mutacidja, amely adenoma kialakuldsihoz
vezet. A kezdeti adenomdkbdl a DCC gén, valamint az
MMR gének germline mutdciéjaval kései adenoma ala-
kul ki. A folyamat a p53 gén muticidjaval folytatd-
dik, amely végiil carcinoma kialakuldsihoz vezet. A mu-
ticiok szamanak novekedésével tumorszuppresszor
gének inaktivva valnak (IGF2R, BAX), amit a fokozott
metilacié tovabb segit.

A megvaltozott metilacidés mintizat is fontos szere-
pet jatszik a vastagbélrik kialakuldsiban, és a genomi-
alis instabilitdssal is Osszefliggésbe hozhaté.

A karcinogenezis progressziv folyamataval parhuza-
mosan felhalmoz6d6 genetikai muticidk mellett iga-
zoltan szerepet jatszanak a hibas DNS-metilacié ko-
vetkeztében csokkend kifejez6dést mutatd gének is.
A daganatos sejtekre jellemz6, hogy a teljes genom
hipometilaciéja mellett pirhuzamosan helyi hiperme-
tilaci6 alakul ki bizonyos szovettani régiokban. A hipo-
metilacié6 genomiilis instabilitishoz vezet és igazoltan
noveli a muticioés ratat is [24], mig a promoter ré-
giokban bekovetkezett metilicié meghatirozott gének,
esetleg tumorszuppresszorok (pl6, RBI1, E-kadherin)
mikodését inaktivdlja [25, 26, 27, 28, 29, 30].

A metilacié vizsgalatanak lehetGségei

Az elmdlt években megjelent arrayrendszerek és a fej-
16désnek indult teljesgenom-szekvendlé modszerek ¢és
platformok lehetévé teszik a DNS-metilacio teljes ge-
nom szinten torténd vizsgalatat [31, 32, 33]. Ez azon-
ban csak homogén szovetek vagy sejtvonalak esetében
eredményes, mivel tobb sejttipusbdl felépiils szovet-
ben egy adott gén metiliciés mintizata sejttipuson-
ként eltérs lehet. Igy heterogén szdvet vizsgalatakor
— mint amilyen példaul a vastagbéldaganat — a minta-
gyljtéshez ellenanyagon alapul6 sejtelkiilonité modsze-
rek vagy a lézeres mikrokimetszés nyajthat segitséget.
Ezzel viszonylag kevés kiinduldsi mintamennyiség-
hez (néhdny ezer sejt) juthatunk, ami a metildciés vizs-
galatokndl nehézséget jelenthet, mivel a metildcids
vizsgilatok sorian nincs lehetéség in vitro sokszorozé-
technikdk hasznalatira, ugyanis a metilicié informacio-
tartalma a sokszorozodeljarasok alkalmazasakor eltlinik.
Ezzel ellentétben a metilicié eredménye, tehit maga a
génexpresszid 1ézerrel kimetszett és Osszegyljtott min-
takban is megbizhatéan vizsgilhatd, igy lehetGségiink
nyilik a metilaciorél kozvetett médon, microarray-rend-
szerek alkalmazdsaval a teljes genom szintjén ismerete-
ket nyerni.
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A metilicié kozvetett kimutatisinak egyik legelter-
jedtebb formdja a biszulfit atalakitds. A modszer lényege
az, hogy a nem metildlt citozin nukleotidok a biszulfit-
reakcid sordn uracilld alakulnak, mig az 5. szénatomon
metilcsoportot tartalmazéd citozinek nem valtoznak.
[gy a metildlatlan citozin poziciéjaban pontmuticié
keletkezik, amely hagyomdnyos molekularis biologiai
modszerekkel tovabb vizsgalhat6. A biszulfitszekvend-
lds megkiilonbozteti a részlegesen metildlédott citozin-
nukleotidokat, hitranya viszont az, hogy ismerniink kell
a vizsgalt génszakasz pontos szekvencidjit, és viszonylag
korlatozott szimt metilalédott szakasz vizsgilatit teszi
lehet6vé [34].

A MeDIP (methyl-DNA immunoprecipitation) alapt
array- és nagy teljesitményd szekvendlérendszerek le-
hetévé teszik ugyan a teljes genom metiliciés esemé-
nyeinek vizsgalatit, azonban kiindulaskor jelentGs
mennyiség mintdt igényelnek. A metilalt DNS-darabok
»kihaldszdsa” 5’-metil-citozin-specifikus ellenanyagok-
kal torténik, majd a visszanyert fragmentumok pozi-
ci6-, illetve szekvenciavizsgalatdval folytatodik [35].

A COBRA (combined bisulfite restriction analysis)
szintén kevés szamu és ismert metiliciés mintdzatd
DNS-szekvencia vizsgilatara alkalmas, és a vizsgalt sza-
kaszon belil metilicidéérzékeny restrikciés endonuk-
leazfelismerd helyét is igényli [36].

Az altalunk vizsgalt 1ézerrel kimetszett mintak
metilaciés eseményeinek tanulminyozisira a kis kiin-
dulasi mintamennyiségbdl adéddéan nem érhet§ el
optimalis modszer. Emiatt vizsgalatainkban  kettds
megkozelitést alkalmaztunk, amelyek sorin kozvetett
modon vizsgaltuk a metilacié génmiikodésre gyakorolt
hatasat. Els6ként olyan eljardst haszndltunk, amellyel
azonositottuk a vastagbéldaganatokban az adenoma-
carcinoma sorrend el6rehaladtaval folyamatosan csok-
kens miikodésti géneket. Ez utin vizsgaltuk az azo-
nositott gének kifejez6dését olyan colonadenocarci-
noma-sejtvonalon (HT-29), amelyet a metilacié
kialakuldsat gatld reagenssel (5-aza-2’-dezoxicitidin) ke-
zeltiink. Ebben az esetben olyan gének fokozott md-
kodését észleltiik, amelyek a demetildcié hatdsara fel-
szabadultak az addig fennall6 metilaciés gatlas aldl.
A két vizsgilatbol szairmazo kozos géneket (17) figget-
len mintak bevonasaval ellendriztiik valés idejii PCR-
technikaval.

Anyagok és modszerek

Szovets mintik

Mintagyijtés

A sebészetileg eltavolitott szovetmintikat a kivételt ko-
vetd 15 percen beliil folyékony nitrogénbe helyeztiik,
majd —80 °C-on taroltuk a felhasznalasig. A mintakrol
ténykép, valamint szovettani vélemény is készilt, ame-
lyek alapjan a besoroldst végeztiik. A mintagydjtés és fel-
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hasznalas a betegek beleegyezésével tortént, a TUKEB
2005/037 szamu engedélye alapjan.

Munkank soran 6 betegbdl szarmazé ép, az adenoma
és a vastagbél bal oldalin lokalizal6éd6 (szigma, rec-
tum), Dukes B stadiumt, kozepesen differencialt
adenocarcinomdt vizsgaltunk. Az ép minta az eltavoli-
tott tumor melletti, lehetéleg minél tavolabb rendel-
kezésre allo teriiletrdl szarmazott.

Lézeres mikrokimetszés

(LCM - laser captured microdissection)

A szovetekbdl kriosztatban —20 °C-on fagyasztva 6 pm
vastagsigu metszeteket készitettiink, amelyek az LCM-
hez hasznalt, specilis membrinbevonatd (1 pm PEN)
targylemezre (Membrane Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss,
Jéna, Németorszdg) keriiltek. A metszeteket —-80 °C-on
tartottuk, majd felhaszndliskor ctanolos higitdsi sor-
ban val6 fixdlas utin Cresyl Violet acetat alkoholban
0ld6do festékkel festettiik. A mintdk teljes vizteleni-
tése kiilonosen fontos, ha késSbb belSlitk RNS-t izola-
lunk, mivel alkoholos festési protokollal igazoltan csok-
kenthet6 a lézeres mikrokimetszés folyamata sordn
fellépé RN-dz enzimek aktivitasbol fakadé RNS-lebom-
lasa [37]. A lézeres kimetszéshez PALM Microbeam
rendszert (PALM, Bernried) hasznaltunk. Munkdnk so-
ran dtlagosan 5000 sejtet gydjtottiink mintdnként,
amelybdl 5 bioldgiai replikitumot készitettiink.

RNS-izolalas, minGség-ellenGrzés

A lézeres mikrokimetszéssel 0Osszegytjtott sejtekbdl
szarmazé teljes RNS izolaldsit Qiagen RNeasy Micro
kittel (Qiagen, Hilden, Németorszag) végeztik, a ,, Total
RNA TIsolation from Microdissected Cryosections”
gyartoi leiras szerint. Az RNS épségének vizsgalatat
automatizalt mikrokapillaris elektroforézis (Agilent
BioAnalyzer 2100, Agilent, Palo Alto, Kalifornia, Ame-
rikai Egyesiilt Allamok) rendszerrel végeztiik a hozzi
tartozd RNA 6000 Pico LabChips kittel (Agilent). A ki-
sérlet sordn a 7-es vagy annil nagyobb RIN-értékd
mintdkat vontuk be. A tovibbi microarray-vizsgalatok-
hoz a teljes izolitumot, azaz 5-50 ng teljes RNS-t
hasznaltunk fel.

Microarray

A transzkriptumok sokszorozisihoz és a jeloléshez két-
koros IVT- (in vitro transzkripcid) (Affymetrix, Santa
Clara, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) reakciot
haszndltunk. A csipeket Fluidic Station 450 berende-
zéssel mostuk, és ellenanyag-sokszorozoé festési eljards-
sal festettik [EukGE_Ws_2v5 mosdsi protokoll és
10 pg/ml sztreptavidin-fikoeritrin (Molecular Probes)].
A fluoreszcens jelek leolvasisa Affymetrix Gene Scan
3000 késziilék segitségével tortént, amely soran a csip
felszinérél 570 nm-en valé gerjesztés utin az észlels-
rendszer (detektor) 1 pm-es felbontasa képet alkotott,
amelybdl a szoftver egy nyers fluoreszcenciaintenzita-
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sokat tartalmazo, ugynevezett cella- (CEL) fijlt hozott
létre.

Sejthulturamodell

Sejttenyésztés

Sejttenyészetenként 1,5 millié6 HT-29 colonadenocar-
cinoma-sejtet novesztettiink  10%-os  FCS-tartalmt

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Amerikai Egyesiilt Allamok)
RPMI-1640 médiumban 37 °C-on, 5%-0s CO,-koncent-
racié mellett.

5-aza-2’-dezoxicitidin-demetilalé kezelés

A demetildciés kezelést FCS-mentes médiumban 10 pM
5-aza-2’-dezoxicitidin (Sigma-Aldrich) agenssel végez-
tik 72 6rin keresztil. Kontrollvizsgilatokban PCR-
tiszta vizet, valamint az 5-aza-2’-dezoxicitidin oldosze-
rét, ecetsavat alkalmaztunk.

Microarray

A kezelt sejtekbdl teljes RNS-t az RNeasy Mini kittel
(Qiagen) izolaltunk, amelynek épségét Agilent Bio-
Analyzer késziilékkel ellendriztiik. A templat RNS meny-
nyisége (2,5+0,5 pg) miatt a microarray-clemzés elGtt
clegendd egykoros IVT-sokszorozd és -jelols reakeidt
végezni, amely utin a hibridizicio, a mosis, a festés és
a leolvasas a szoveti mintdkon végzett mobdszerrel
egyezGen torténtek.

Valo6s ideji polimeraz lancreakcioval
torténd megerdsités (RT-PCR validacid)

HT-29 sejttenyészet

5-aza-2’-dezoxicitidin-demetilalé kezelés

Az el6z6 vizsgalattal (teljes genomszintl génexpresz-
szi6) megegyez6 moédon végeztiik azzal a kiilonbség-
gel, hogy a demetilaléagenst négy kiilonbozé (1 uM,
5 pM, 10 uM, 20 pM) koncentriciéban alkalmaztuk.

Szovets mintik

Mintagytijtés, lézeres mikrokimetszés, RNS-izolalas,
RNS-mindség-ellendrzés

Az els6 vizsgilathoz hasonléan torténd mintagytj-
tési cljirassal 5 adenoma és 5 ép tumor mintapart
gydjtottiink. Az els§ kisérletben alkalmazott modsze-
rekkel megegyezGen a szovetekbdl metszetkészitést, 1¢-
zeres mikrodisszekaldst, majd RNS-izolalast végeztiink.
A mintakat az RNS-min&ség-ellendrzés eredményei
alapjan vontuk be a kisérletbe.

Reverz transzkripcié

A 15 pl végtérfogattr reakciéban MultiScribe Reverse
Transcriptase enzimet (50 U/ul), RNase Inhibitort
(20 U/pl), 10x RT puftert és 100 uM dNTDP-t (Applied
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Biosystems, Foster City, Kalifornia) adtunk a mintak-
hoz. Az atirdshoz sajit tervezésl génspecifikus prime-
reket haszniltunk 200 nM-os végkoncentrici6ban. Az
enzimek hozzdadasa elStt a mintdkat 5 percig 65 °C-on
denaturdltuk, majd 4 °C-ra helyezve adtuk a reakcidk-
hoz a reverz transzkriptizt és az RNaz-inhibitort, majd
a mintikat 42 °C-on 30 percig inkubaltuk és 85 °C-on
5 percig inaktivaltuk.

El8sokszorozas (preamplifikacid)

A lézerrel kimetszett mintdk korlitozott anyagmeny-
nyisége miatt a polimerdz lancreakcio elétt sziikséges
volt elésokszorozéd (preamplifikicié) 1épést végezniink
az atirt cDNS-en. Ez azt jelenti, hogy a mérés eltt egy
olyan PCR-reakciét végziink, ahol a sokszorozast 10-12
cikluson keresztil folytatjuk, anélkil, hogy a kompo-
nensek telitésbe mennének. Egy 50 pl-es végtérfogata
reakcidoban 5 ul templiat cDNS-hez 25 pl Light Cycler
Probes Mastert (2x PCR-reakciomix) (Roche, Basel,
Svajc), 17 ul Light Cycler molekuldris biologiailag tiszta
vizet és 3 pl génspecifikus, a reverz transzkripcibban
hasznalttal megegyez6 200 nM végkoncentriciéja pri-
mer keveréket adtunk. Negativ kontrollreakciokat is
végeztiink, amelyekbe a templit helyett molekularis
biologiailag tiszta viz keriilt. A héciklus a kovetkez6-
képpen zajlott: 94 °C 5 perc, 12 ciklusban: 94 °C 15 s,
60 °C 15 s, 72 °C 15 s, majd 2 perces 72 °C-os végs6
extenzio.

Val6s idejii PCR

Az el6sokszorozott mintakat Light Cycler 480 tipusa
Real-time PCR-késziiléken (Roche) 384 reakcids rend-
szerben SYBR Green assay-vel vizsgaltuk. A reakciokat
10 pl végtérfogatban végeztiik, 2x Light Cycler Probes
Master mix (Roche) felhaszndldsival a gyartdi utasitd-
soknak megfeleléen. A 384 lyuka tilcak (multiwell
plate) 6sszemérése pipettizéautomata segitségével (Ep-
pendorf epMotion 5070, Eppendorf, Hamburg, N¢é-
metorszdg) tortént. Minden reakciobdl génenként 3
parhuzamos mérés, valamint az elGsokszorozott nega-
tiv kontrollreakciok mérése tortént. A PCR-reakcidoban
a kovetkezé héciklust hasznaltuk: 95 °C 5 perc, 45
ciklusban ismételve 95 °C 10 s, 60 °C 10's, 72 °C 10 s,
65 °C 1 perc utan folyamatos felmelegités 97 °C-ra,
s végiil 40 °C 30 s. A héciklus végén végrehajtott ol-
vadasi gorbe (melting curve) vizsgalattal ellendriztiik a
képz8dott termékek specifikussagit.

Eredmények

Szovets mintak és o HT-29 sejthultiira
microarvay-vizsgalato

Feltételezésiink szerint a tumorfejlédés sorin megval-
toz6é metildciés mintizat nyomon kovethet§ a génex-
presszios valtozasok vizsgalatival. Ha ugyanis egy gén
promoéter régidjaban talilhaté CpG-sziget metilalodik,
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5-aza-2’-dezoxicitidin-kezelt DNS

1. 4bra A munka hipotézisének szemléltet6abraja, a metilicié és a
génexpresszié kozotti kapesolat ismertetése. Ha egy gén 5” sza-
bilyozoérégidjaban talilhaté CpG-szigetek nem metildlt, a gén
atiroddsa zavartalan. Ha a régié metildlt, a gén miikodése csok-
ken. Demetildcié hatdsdra a gén dtiréddsa ismét megtorténik
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2. ibra A munka stratégidja. Az adenoma—carcinoma el6rehaladtaval

csOkkend expressziot mutatd transzkriptumok, valamint a de-
metildcids kezelés hatdsdra fokozott expressziét mutaté gének
kivalogatasa és hémérsékleti térképen torténd dbrazoldsa

annak kifejez8dése csokken vagy megszlinik. Ha azon-
ban egy metilalédott szabalyozérégid demetilalodik,
akkor a gén Gjra midkodni kezd. Ezt a folyamatot az
1. abra szemlélteti. Ennek igazoldsira ugynevezett
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1. tablazat | A 17 kivilasztott gén jellemzdinek bemutatdsa
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Csipazonositd Génszimbolum Génnév Sejtfunkcié

1556395_at - - -

229147 _at - - -

234877 _x_at - - -

223484 at Cl50rf48 chromosome 15 open reading frame 48 -

236313_at CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B sejteiklus szabalyozdsa
(p15, inhibits CDK4)

217451 _at COX5A cytochrome ¢ oxidase subunit Va oxidaci6 — redukciod

242608_x_at FAM161B Family with sequence similarity 161, member B -

206422 _at GCG glucagon jelatvitel

204674 _at LRMP lymphoid-restricted membrane protein vezikuldris transzport

212092_at PEG10 paternally expressed 10 apoptozis

226147_s_at PIGR polymeric immunoglobulin receptor transzkripcié szabalyozasa

207109_at POU2F3 POU class 2 homeobox 3 transzkripci6 szabdlyozdsa

215894 _at PTGDR prostaglandin D2 receptor (DP) jelatvitel

206631 _at PTGER2 prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa jeldtvitel

1554997 _a_at PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 prostaglandin-bioszintézis, gyulladasvalasz
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)

235638_at RASSF6 Ras association jelatvitel

(RalGDS/AF-6) domain family member 6

(DU

A hédrom relicié (ép-adenoma, ép—tumor és adenoma—tumor)
alapjin kivalasztott TOP100 legnagyobb csokkenést mutatd
gén kivalasztisa, majd sejtkultdramodellben torténd visszakere-
sése. Ezdltal igazoltuk a kivalasztott gének metilicibhoz vald
viszonydt

PAM- (prediction analysis of microarray) megkozeli-
téssel 110 olyan gént azonositottunk, amelyek kifejezs-
dése az egészséges bélhamsejtekben intenziv, adenoma
hamsejtjeiben csokkenni kezd, majd a tumoros hdmsej-
tekben még jobban mérséklédik vagy megsziinik. Eze-
ket a géneket és kifejez6dési szintjeiket a 2. dbra szem-
lélteti. Ezt kovetSen az 5-aza-2’-dezoxicitidin-kezelt
HT-29 sejtvonalak vizsgilatakor 71 olyan gént azono-
sitottunk, amelyek miikodése megnovekedett a deme-
tilacios kezelés soran, és legalibb kétszeresen nove-
kedtek p<0,01 valészintiség mellett. Ezek a gének az
apoptézis (5), jeldtviteli folyamatok (7), transzportfo-
lyamatok (3), csontfejlédés (4), immunvalasz (6), gyul-
laddsvélasz (9), transzkripci6 szabdlyozasa (6), sejtproli-
ferdcio6 (5), sejt—sejt kozotti kommunikicié (6), motilitds
(4) és egyéb vagy nem ismert (16) sejtfunkcidkat érin-
tik. A két lista 17 kozos elemét RT-PCR technikaval
tovabb vizsgaltuk, igazolva ezzel a csipadatok helytallo-
sagat. A 17 vizsgalt gén jellemz&inek bemutatdsit (anno-
tacié) az 1. tablizat szemlélteti.

Annak igazolasaként, hogy a metilacié melyik 1épcs6-
ben a legaktivabb, a 1ézerrel kimetszett mintdk hirom
relacidjanak Osszehasonlitdsat visszakerestiik a sejtkul-
taramodell csiperedményein. SAM-analizis segitségével
kivilogattuk az tgynevezett TOP 100 csokkent mako-
dést gént ép—adenoma, ép—tumor és adenoma-tumor
viszonyokban. Ezeket a géneket visszakerestiik a sejt-
kultara csiperedményein. Majd kivalogattuk azokat,
amelyeknek miikodése  sejtkultraban az  5-aza-2’-
dezoxicitidin demetilaciés agenssel torténé kezelés ha-
tdsara novekedett. Az elemzés eredményét a 3. dbra
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4. dbra

torténd kezelések hatdsira

mutatja. Kiderilt, hogy az ép—adenoma 0Osszehasonli-
tasban tapasztalt csokkend kifejez6dés nem egyértel-
mien a metilicié hatdsira alakul ki, hiszen a 100 kiva-
logatott génbdl a modellben minddssze 12 mtikodése
novekedett az 5-aza-2’-dezoxicitidin-kezelés hatdsara.
Feltételezésiink a legnagyobb arianyban, 55%-ban az ép
¢és tumoros mintakbél szarmazd gének esetében igazo-
lédott. Adenoma és tumor kozott 100 csokkent mi-
kodést transzkriptumbdl 32 esetében sikeriilt nove-
kedést kimutatnunk a modellben, ezzel igazolva ezek
metilicioval torténd szabdlyozasit vastagbéldagana-
tokban.

RT-PCR validdcios vizsgilatok

5-aza-2’-dezoxicitidin-kezelt HT-29 sejtkultira

A demetilaciés kezelés hatasanak vizsgalatihoz 4 kii-
16nb6z8 koncentracidoban (1, 5, 10 és 20 uM) kezel-
tink HT-29 sejteket, majd ezeken vizsgaltuk a kiva-
lasztott gének kifejez6dését az ecetsavval kezelt
kontrollhoz képest. A vizsgalat eredményeképpen kapott
Ct-értékekbs]l dCt-értékeket szamoltunk a GAPDH
haztartasi gén alapjan, majd az ecetsavas kontrollhoz
viszonyitva meghatiaroztuk a ddCT-értékeket, ame-
lyeknek kettes alapti logaritmusa, tehit az expressziot
kifejez6 értékek az 4. abran lithatok. A demetildcios
dgenssel torténd kezelés hatdsara, bir koncentracio-
fiiggés nélkiil, de egyértelmien a vizsgalt gének kifeje-
z6dése novekedett. Az azonositékhoz tartozd géneket
és jellemzéstiket az 1. tablazat szemlélteti.

A demetilicié génexpressziora gyakorolt hatdsa HT-29 sejtkultardn, kiilonboz8 koncentraciéja (1 uM, 5 pM, 10 pM, 20 uM) demetildciés dgenssel

Szoveti mintak génexpresszios RT-PCR
validalisn

Az ép, az adenoma és a tumoros szovetekben a gén-
csoportot RT-PCR modszerrel vizsgaltuk, a kapott
Ct-értékekbdl dCt-értékeket GAPDH haztartasi gén
alapjan hatdroztuk meg, majd Osszehasonlitist végez-
tiink az ép—adenoma, az ép—tumor, illetve az adenoma-—
tumor mintacsoportok kozott.

Az 4brakon az Osszehasonlitisoknak megfelelGen
meghatirozott ddCt-értékek lathatdéak a kett§ hatva-
nydra emelve, ahol minden diagram els6 oszlopa a
100%-ot jelzi.

Az 0Osszehasonlitdsokban két dllapot kozott egy
adott gén kifejez6dését abban az esetben tekintettiik
csokkenének, ha a kett§ hatvinyira emelt ddCt értéke
0,6-nél alacsonyabb volt, illetve valtozatlannak, ha 0,6—
1,2 kozé esett.

Az ép—adenoma 0sszehasonlitds eredményei alapjin
11 gén kifejez6dése csokkent, ezek tobbsége legalabb
felére esett. Az ép—tumor Osszehasonlitdsi eredmények
alapjan 15 gén miikodése mérséklédott a két dllapot
kozott. Az adenoma-tumor 6sszehasonlitds esetében
6 olyan gént azonositottunk, amelyek kifejez6dése to-
vabb csokken a malignizdl6das soran (5. dbra).

Megbeszélés

Vizsgilataink soran olyan géncsoportot tanulmanyoz-
tunk, amelynek tagjai vastagbéldaganatokban el&zetes
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Ep vs. adenomaham &sszehasonlitasa
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| A kivilasztott 17 gén validdciéja RT-PCR médszerrel, fiiggetlen mintak bevondséval
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microarray-adataink alapjan csokkend mértékben feje-
z6dnek ki az adenoma—carcinoma szekvencia el6reha-
ladtaval, majd ugyanezek a gének a sejtkultGramodell-
vizsgalatban demetildcios kezelés hatasira aktivalodtak.
Ezeknek a géneknek [ézerrel kimetszett mintidkban és a
HT-29 colonadenocarcinoma-sejtekben tapasztalt mu-
kodésbeli valtozasai eredményeink szerint metildcios
szabalyozassal fliggnek ossze.

A kezelt HT-29 sejtkultiriban a DNS-metiltransz-
ferazok gatlészerének, az 5-aza-2’-dezoxicitidin deme-
tildlédgens koncentricidjinak fiiggvényében génenként
eltéré mértékben, de egyértelmten a génkifejez6dés no-
vekedett, bir nem koncentraciofiiggd modon (5. dbra).
Ez azt jelenti, hogy a vizsgilt géneket metilacié sza-
bilyozza. Optimalis hatbéanyag-koncentricié azonban
nem allapithaté meg a tokéletes demetilicidhoz. Ennek
oka lehet példaul a sejtek 5-aza-2’-dezoxicitidin-de-
metildcidés dgenssel szemben vald érzékenysége vagy
az egyes gének mas-mas modon torténd reakcidja
(4. abra). Ez aldl csak a CDKN2B kivétel, ahol egy al-
ternativ szabdlyozdsi folyamat (példaul a gént csende-
sité metilacios gatlas aldl felszabadulé miRNS) 1étezését
feltételezziik. Mivel a demetilaciés kezelés hatdsira en-
nek a génnek az aktivitisa csokkent, a szabalyozasa
nem hozhat6 Osszefliggésbe kozvetleniil a metilacidval.
A demetilacios kezelés hatdsira azonban olyan miRNS
jelenhet meg, amelyik a CDKN2B transzkriptumat ké-
pes RNS-interferenciaval elcsendesiti. A CDKN2B ese-
tében a csendesités miatt adenomdban és tumorban is
az eredeti szint negyedére esett vissza a gén kifejez6-
dése.

A szoveti mintak eredményei alapjin elmondhatjuk,
hogy az dltalunk vizsgilt 17 gén koziil az ép—adenoma
osszehasonlitasban 11, mig az ép—tumor Osszehasonli-
tisban 15 gén esetében tapasztaltunk csokkenést. Az
adenoma—tumor allapot kozt 4 gén esetében mutattunk
ki jelentds mértékd csokkenést (5. abra). Ez az ered-
mény arra utal, hogy a metilicié mar az adenoma kiala-
kuldsa sordn csendesiti a vizsgalt gének miikodését, és ez
a folyamat a tumor el6rehaladasa sordn erésebbé valik.

El6zetes feltevéseink szerint a géncsoportban sike-
resen validaltunk olyan tumorszuppresszort, mint a
RASSF6, amely fontos szerepet jatszik a normalis sejtfej-
16dés, illetve az apoptdzis medialasiban [38, 39]. Ered-
ményeink az irodalmi adatokkal megegyeznek, ugyanis
ez a gén igazoltan epigenetikus szabdlyzist, daganat-
képzbdés sorin CpG-sziget-hipermetilicié miatt md-
kodése megszilinik. Tapasztalataink szerint az RASSF6
mind adenomaban, mind tumoros allapotban csok-
kend aktivitdst mutat, szintén a promoéter metilacionak
koszonhetSen.

A méhnyakrikban jellemz&en aberrans DNS-meti-
laciéja POU2EF3 gén vizsgilatainkban szintén csokkent
(75%, 35%) [40].

Az interferon-gamma (IFN-y) dltal serkentett PIGR
gén terméke a gyulladdsos folyamatokban jatszik sze-
repet, f6 feladata a polimer IgA-k transcytosissal vald
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kitiritése. Irodalmi adatok szerint HT-29 sejtekben ak-
tivitasa jelentGsen megnd [41]. Metilcids szabalyozott-
sdga nem tisztazott.

Az altalunk vizsgalt microarray Affymetrix azonosi-
tok kozt adddott olyan, amelyhez annotilt gén, igy
funkci6é sem rendelhetd.

A nagy ateresztOképességli microarray-sziréssel és az
azt kiegészits, demetilacids kezeléssel sikeresen valogat-
tunk ki olyan géneket, amelyek aberrdns DNS-metildcié
miatt a vastagbéldaganat el6rehaladasaval egyértelmtien
osszefiiggésbe hozhatdak. Az ilyen daganatspecifikus,
C tipust (cancer related) metildciét mutaté gének a jo-
vében a diagnosztika és terdpia szempontjabol egyarant
hasznos biomarkerek lehetnek.

A csipadatokkal és a validdciés eredményekkel kiilon-
kiilon is igazolhatd, hogy bizonyos gének metilalédasa
mér az adenoma kialakulasakor megfigyelhetd, viszont
az adenoma—tumor 4talakuldskor tobb gén szabalyozasa
valésul meg a metilacié révén. A gyakorlatban ennek
azért lehet fontos szerepe, mert a betegség korai felis-
merését kovetSen lehetdség nyilhat specifikus demetild-
cids kezelésekre vagy célzott génaktivicids modszerek
alkalmazasara.
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