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A vastagbélrak (CRC) incidencidja és mortalitdsa is kiemelkedGen magas a kozép-eurdpai orszigokban, haziankban a
masodik leggyakoribb daganattipus mind a férfiak, mind a nék korében. Az évente tjonnan regisztralt betegek szima
10 000 koré tehet6. Ezek az adatok jelzik, hogy sziikséges olyan szirémoédszerek kifejlesztése, amelyek a betegek
szamdra kevéssé megterhelSek, ezaltal novelhetS a vizsgilatokon torténd részvétel. A vérben talalhato, sejten kiviili
szabad DNS (skDNS) szintje bizonyos fizioldgias dllapotokban megnd, tobbek kozott terhesség vagy erdteljes fizikai
aktivitds esetén. Az skDNS koncentracidja azonban egyes korallapotokban, példdul autoimmun és gyulladdsos meg-
betegedésekben, valamint kiillonb6z§ daganattipusokban, tobbek kozott vastagbélrakban is emelkedett értéket mu-
tat. Az skDNS eredetére, funkcidjara és hatdsmechanizmusira vonatkozéan szimos tanulmdny talalhaté a szakiroda-
lomban. Jelen 6sszefoglald kozleményiink célja a szabad DNS mennyiségi és mindségi véltozdsainak ismertetése,
funkcidinak attekintése, valamint diagnosztikus alkalmazasi lehetGségeinek bemutatasa a vastagbélrdk korai észlelésé-
nek szempontjabdl. A szabad-DNS-molekulak tobbféle mdédon keriilhetnek a keringésbe, az apoptozis és nekrdzis
mellett az €16 sejtek dltal torténd direkt szekrécid is lehetséges. Daganat kialakulasa esetén az egészséges és a rakos
sejtek egyardnt képesek DNS-t kibocsdtani a periférids vérbe, igy a tumorsejtekben bekovetkezs genetikai (példiul
mutdcié: APC, KRAS, BRAF) és epigenetikai (példdul DNS-metilacié: SEPTY, SFRPI) elviltozasokat a szabad-
DNS-frakciéban is vizsgilhatjuk. Szamos nagy ateresztSképességti, érzékeny és automatizalt médszer is rendelkezé-
stinkre all, amelyek lehetGséget biztositanak a mintik standardizélt feldolgozasara, illetve a markerek kvantitativ elem-
zésére. Ezek a fejlesztések segithetnek kiilonbozé alternativ szlirési modszerek kialakitidsaban, amelyek a klinikai
gyakorlatba is konnyedén beépithetdk, igy hozzajarulhatnak a betegségek miel§bbi diagnosztizaldsihoz.
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Characteristics and diagnostic applications of circulating cell-free DNA in
colorectal cancer

The incidence and mortality of colorectal cancer (CRC) are considerably high in Central European countries, it is the
second most common cancer in both men and women in Hungary with 10,000 newly registered patients per year.
These data indicate the necessity of new screening methods that are more comfortable for patients, hence the compli-
ance can be increased. Cell-free DNA (cfDNA) level in blood is elevated in certain physiological conditions, such as
pregnancy or high physical activity. Furthermore, ¢fDNA concentration alterations can also be detected in some
pathological processes; increased cfDNA amount was observed in autoimmune and inflammatory diseases, as well as
in various cancers including CRC. Numerous studies about origin, function, and mechanism of ¢fDNA can be found
in the scientific literature. In this review, we aimed to describe the quantitative and qualitative changes of cfDNA, to
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present its functions, and to provide an overview of the available diagnostic applications for CRC. CfDNA can be
released to the circulatory system via apoptosis, necrosis or by direct secretions by living cells. In cancer patients,
cfDNA can originate from healthy and cancer cells, hence genetic (¢,4. mutations in APC, KRAS, BRAF) and epige-
netic (¢g. methylation in SEPT9, SFR PI) alterations of tumor cells can be examined in ¢fDNA fraction. Several high-
throughput, sensitive and even automated methods are available providing opportunity to perform standardized
sample preparation and to analyse biomarker candidates quantitatively. These enhancements can help to develop al-
ternative screening methods that can be easily integrated into the clinical practice and can contribute to early cancer

detection.
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Roviditések

AD = adenoma; ALX4 = Aristaless-like homeobox-4 gén; APC
= adenomatosus polyposis coli gén; BCAT1 = (branched chain
amino acid transaminase 1) eligazé lanc aminosav-transzami-
niz-1; BE = bystandereffektus; BRAF = (rapidly accelerated
fibrosarcoma B) B-Raf protoonkogén; CpG = (cytosine-phos-
phate-guanine) citozin-foszfiat-guanin dinukleotid; CRC =
(colorectal cancer) vastagbélrak; DAPKI1 = (death associated
protein kinase 1) halalasszocialt proteinkindz-1; DNdz = dezo-
xiribonukledz; DHPLC = (denaturing high-performance liquid
chromatography) denaturalé nagy hatékonysagu folyadékkro-
matogrifia; DNS = dezoxiribonukleinsav; E-cad = E-kadherin;
ELISA = (enzyme-linked immunosorbent assay) enzimhez
kapcsolt immunszorbensteszt; FDA = (Food and Drug Admi-
nistration) az Egyesiilt Allamok Elelmiszer és Gyogyszer-enge-
délyeztetési Hivatala; FHIT = (fragile histidine triad protein)
fragilis hisztidintridd-fehérje; FIT = (fecal immunochemical
test) immunalapt székletvér-vizsgalat; HELPP-szindréma =
(hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count) hemoli-
zissel, emelkedett majenzimértékekkel és alacsony vérlemezke-
szdmmal jir6 szindréma; HUVEC = (human umbilical vein
endothelial cells) humdn koldokvéna-endothelsejtek; IKZFI =
(IKAROS family zinc finger 1) IKAROS-csalad cinkujj-1 gén;
KRAS = (Kirsten rat sarcoma oncogene) Kirsten-patkany-sar-
coma virdlis onkogén; MeDIP = (methylated DNA immuno-
precipitation) metilalt-DNS-immunprecipiticié; MetCap =
methyl capture szekvenilds; MPO = mieloperoxidiz enzim;
NET = (neutrophil extracellular trap) neutrophil extracelluldris
csapda; NGS = (next generation sequencing) 0j genericids
szekvendlds; NPY = neuropeptid Y; NRAS = neuroblastoma
RAS onkogén; PCR = (polymerase chain reaction) polimeriz-
lincreakcié; PENK = proenkefalin; PNA-PCR = (peptide nuc-
leic acid-polymerase chain reaction) peptid-nukleinsav polime-
raz-lancreakcié; PRIMAL = (proline rich membrane anchor 1)
prolingazdag membranhorgony-1; RNédz = ribonukledz;
RT-PCR = (real-time polymerase chain reaction) valds idejd
polimeriz-lincreakcié; SDC2 = szindekdn-2; SEPT9 = sep-
tin-9; SFRP1 = (secreted frizzled related protein 1) szekretalt
frizzled-rokon fehérje-1; SFRP2 = (secreted frizzled related
protein 2) szekretdlt frizzled-rokon fehérje-2; skDNS = sejten
kiviili DNS; SLE = (systemic lupus erythematosus) szisztémds
lupus erythematosus; SMAD4 = a SMAD-csaldd 4. tagja; SSCP
= (single strand conformation polymorphism) egyszila konfor-

macibs polimorfizmus; TP53 = tumorprotein-53; TRX = (total
body resistance exercise) teljes testtel végzett ellendllisos edzés;
WIF1 = WNT-gatl6 faktor-1

A modern orvostudomdany szdmadra egyre inkdbb sziiksé-
gessé valik olyan diagnosztikai modszerek fejlesztése és
alkalmazasa, amelyek a lehetd legkisebb traumat okoz-
zik a pacienseknek, mégis a legtobb informacibhoz
juttatjak az orvost. A daganatos megbetegedések inci-
dencidjanak és mortalitisinak novekedése, tovibba a
gyulladasos kérfolyamatok gyakori el6forduldsa egyarant
felhivja a figyelmet a patologids allapotok id6ben torténd
felismerésének jelent&ségére. Szamos kutatds irdnyul
olyan biomarkerek azonositisira, amelyek minimalisan
invaziv beavatkoziasokkal, megfelel§ érzékenységgel és
az adott elviltozasra specifikusan jelzik a kérfolyamat
elérehaladottsiaganak fokat. Napjainkban keriiltek el6-
térbe az gynevezett ,folyadékbiopszia” (liquid biopsy),
ezen beliil is a véralapu sz(irési technikdk. Ezek az eljara-
sok a véraramban kering6 szabad nukleinsavak elemzését
tlzik ki célul. Jelen kozlemény a sejten kiviili DNS
(skDNS) mennyiségi és mingségi jellemzait, funkcidit és
a vastagbéldaganatok diagnosztizalasiban és szlirésében
rejlé lehetGségeit foglalja ssze.

A kerings szabad DNS felfedezése

Mandel és Métaisvoltak az els6k, akiknek sikertilt kerin-
g6 szabad nukleinsavakat azonositaniuk 1948-ban [1].
Megfigyelték, hogy egészséges és kiillonboz8 betegsé-
gekben szenvedd emberekben extracellularisan is taldlha-
tok nukleinsavak a vérben. Kés6bb szisztémas lupus
erythematosusban (SLE) szenved6 péciensek vérében
DNS ellen termel6d§ ellenanyagokat detektiltak, vala-
mint Tan és mtsai a betegek szabadon keringé DNS-
ében abnormalis mintdzatot figyeltek meg [2]. Tovabbi
kisérletek soran 1977-ben Leon és mtsai szabad, sejten
kiviili DNS-t (skDNS) mutattak ki tiidédaganatos bete-
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gek plazmajaban, és radioimmunoassay moédszerrel a
DNS mennyiségét is mérni tudtak [3]. A kés6bbiekben
kimutattak, hogy a tumoros betegek vérkeringésében ta-
lalhaté skDNS-molekulak neoplasztikus tulajdonsagok-
kal jellemezhetSk, ami arra utal, hogy DNS-molekulak a
daganat szovetébdl is bekeriilhetnek a vériramba [4]. Az
skDNS szintjének, valamint mindségi jellemz&inek val-
tozdsa a daganatos megbetegedéseken kivil szdmos
egyéb koérfolyamatban megfigyelhetd, tobbek kozott a
gyulladisos megbetegedésekben, szepszisben, valamint
akut stroke vagy atherosclerosis esetén is.

A szabad DNS eredete és formaja

A DNS-keringésben val6 megjelenésére hirom f6 me-
chanizmust ismeriink: az apoptozist, a nekrozist, illetve a
direkt szekrécidt, amely daganatos betegek esetén az
egészséges és rikos sejtekbdl is torténhet [5] (1. dbra).
Egészséges egyénekben az apoptotikus sejtekbdl torténd
kidramlast tartjak a cirkuldl6é szabad DNS {6 forrasanak,
azonban tumoros betegekben a proliferdlé sejtek apop-
totizald képessége megsziinik, ezért az emelkedett sza-
bad-DNS-szint feltehet§en nem a programozott sejtha-
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lilon atesett sejtekbdl kidramlé DNS-nek koszonhetd
[6]. Daganat jelenléte esetén a nekrotizalé sejteket beke-
belez6 makrofigok nagy mennyiségli DNS-t iiritenek
kornyezetiikbe, valamint bizonyitott, hogy a vérben ke-
ringd lymphocytak iz vitro spontin képesek DNS-kibo-
csatisra, ami felveti a szabad DNS aktiv felszabaduli-
sinak lehetSségét [7]. Ezek mellett 4j genericiods
szekvendldssal nem human eredetli DNS-szekvenciakat
is kimutattak a vérairamban, amelyek elsGsorban a szerve-
zetiinkben taldlhaté mikrobdkbdl, illetve az elfogyasztott
taplalékbdl keriilnek a keringési rendszerbe [8, 9].
Szamos hipotézis latott napviligot a szabad DNS for-
méjat illetGen. A véraramban egy- és kétszala DNS-mo-
lekulak is megtalalhaték, hosszuk 100 bp és 10 kbp ko-
zott valtakozik [6]. Fragmentumelemzések ravilagitot-
tak arra is, hogy az skDNS mérete jellemz&en 180 bp és
annak egész szamu tobbszorose [10]. Ez azzal magya-
rizhat6, hogy a nukleoszémakat megkozelitSleg ekkora
DNS alkotja, igy a koztiik 1év6 linker-DNS-szakaszon
torténd, nukledzok altali emésztés specidlis fragmens-
mintizatot eredményez. A DNS-szakaszok méret szerin-
ti eloszlasinak megjelenése eltérhet a kiilonb6z8 beteg-
csoportokban, ami — tobbek kézott — mikrokapilldris-
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A sejten kiviili DNS megjelenési formdi. A szabad DNS keringési rendszerbe torténé bejutdsira hirom alapveté mechanizmust ismeriink: az apopt6-

zist, a nekrozist és a direkt szekréciot. A felszabadulds pontos menete és élettana egyel8re azonban nem teljesen tisztizott. A véraramban az skDNS-
molekuldk egy- és kétszalt formdban vannak jelen, és a tumoros sejtekben bekovetkezd genetikai és epigenetikai valtozdsokat is tiikrozik. A kép for-

rasa: Wan és mtsai (2017) alapjin, Gjraszerkesztve [5]

DNS = dezoxiribonukleinsav; skDNS = sejten kiviili DNS
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2. dbra A szabad DNS méret szerinti eloszldsa kiilonb6z8 betegesoportokban. A sejten kiviili DNS egészséges mintikban jellemzdéen roved fragmentumok-

ként van jelen a keringésben, mig a daganatos elvaltozisokban a hosszabb szakaszok is megjelennek amellett, hogy a rovid szakaszok is nagy mennyi-
ségben jelen vannak (Agilent BioAnalyzer 2100 [Santa Clara, CA, USA] késziilékkel mérve)

CRC = vastagbélriak; DNS = dezoxiribonukleinsav

elektroforézissel is vizsgilhatd (2. dbra). Egészségesek-
ben jellemzG6en az alacsonyabb tartomanyban mozog az
skDNS-fragmentumok hossza, mig adenomas és carci-
nomdas mintakban a hosszabb skDNS-szakaszok is na-
gyobb mennyiségben vannak jelen, ami feltételezhetGen
a rikos betegekben megfigyelt csokkent DNéz-enzim-
aktivitisnak is koszonhetd [11].

A keringésben 1évé DNS o6nalléan, nukleoszéma ré-
szeként vagy esetlegesen mds struktarikhoz kotve is
megtalalhat6, mint amilyenek a szallitoéfehérjék vagy az
anti-DNS-antitestek [6]. Az ut6bbi évtizedekben egyre
inkdbb a kutatdsok fokusziba keriiltek a microvesiculk,
amelyek egy vagy tobb lipidmembrannal koriilvett, kii-
lonféle sejtalkoté elemeket és molekuldkat tartalmazé
partikuldk (exoszé6maik, apoptotikus testek és egyéb mic-
rovesiculdk). Szamuk a daganatos betegek vérében ma-
gasabb az egészségesekéhez képest, és — megfigyelések
szerint — ezek a microvesiculik daganat esetén a tumoros
sejtek DNS-ét is tartalmazzik [12]. Sikeriilt igazolni,
hogy a 30-100 nm-es mérettartomanyba es§ exoszo-
makban talalhat6 kett8s szalt DNS két formaban 1étezik:
az egyik nagyobb méretd (>2,5 kbp) és az exoszéma
membranjihoz kotédik, mig a kisebb (100 bp-2,5 kbp)
a vesiculdk belsejében taldlhaté. Az exoszémakon kiviil
mas microvesiculdk is hordoznak DNS-molekulakat,
mint példaul az apoptotikus testek, amelyek az apoptozis
soran lebomlott DNS-t tartalmazzdk, és a partikuldn be-
lill védettek a DNaz enzimekkel szemben. A szabad
DNS egyik megjelenési formajaként tarjak szimon a vir-
toszomit is, amely egy DNS/RNS lipoprotein komplex.
Szabalyozott médon szabadul fel ¢é16 sejtekbdl, és mads
sejtekbe bekeriilve immunolégiai valtozasokat vagy akdr
malignus transzformdciot is el6idézhet [13].

A szabad DNS féléletideje rovid, koriilbelil 15 perc és
néhdny oOra kozé tehet§ [14], ezért sziikségessé valt
olyan vérvételi csovek fejlesztése, amelyek képesek meg-
Grizni az skDNS stabilitdsit. Az els6k kozott a Streck cég
(La Vista, NE, Amerikai Egyesiilt Allamok [USA]) altal
forgalmazott Cell-Free DNA BCT® vérvételi csovek ke-
ritltek forgalomba, amelyek formaldehidmentes tartési-
téoreagenseket tartalmaznak, és ennek koszonhetGen a
szabad DNS akér 14 napig intakt marad szobah&mérsék-

leten tirolt vérmintikban [15]. A reagensek képesek
megakadalyozni az skDNS nukledzok altali lebontdsat,
tovabba gatoljak a genomidlis DNS kijutasat a vér alakos
elemeibdl. Kang és mtsai egy 6sszehasonlitod vizsgilat so-
ran emlGrakos betegektSl gydjtottek vért standard
K3EDTA (Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster, Ausztria), Streck- és CellSave (Cell-
Search; Menarini Silicon Biosystems Inc., Huntington
Valley, PA, USA) cs6évekbe [16]. A mintikat 4 °C-on és
szobahémérsékleten taroltak 2, 6 és 48 oran keresztiil,
majd plazmat szepariltak, és megmérték a kivont szabad
DNS mennyiségét. Megallapitisuk szerint az skDNS 6
oraval a gydjtés utin még stabil marad a gy(jt&csé tipu-
satol fiiggetleniil, hossz ideig tarté tirolds esetén azon-
ban javaslatuk szerint a Streck-csévek hasznilata elényo6-
sebb volt. Munkacsoportunk 5 adenomis (AD) és 5
vastagbélrakos beteg plazmamintiin végzett hasonld
vizsgalatokat, megfigyeléseink szerint azonban a gytjt6-
cs6 tipusa nem befolydsolja jelentGsen az skDNS meny-
nyiségét, hiszen 10 mintdbol 6 esetében tapasztaltunk
magasabb DNS-szintet a Streck-csovek hasznalatit ko-
vetSen a standard K3EDTA csovekkel szemben [17].

A szabad DNS mennyiségi jellemzoi
és lehetséges funkciodi

Az skDNS szintje tig hatirok kozott viltozhat, azonban
dltalanossigban elmondhat6, hogy mig az egészséges
szervezetekben alacsonyabb (10-20 ng/ml), addig
egyes gyulladassal jaré, traumds, autoimmun vagy fertd-
zéses korallapotok esetén emelkedett mennyiséget mutat
[18]. A daganatok koziil magas szabad-DNS-mennyiség
észlelhet6 példaul vastagbél-, emlé-, prosztata-, hasnyal-
mirigy- és tiidérik esetén is [5]. Kilonbség figyelhetd
meg tovabba a plazma- ¢és szérummintik szabad-DNS-
szintje kozott is. CRC esetén egyes tanulmanyok koriil-
beliil 20 és 200 ng,/ml kozotti skDNS-t mértek a plaz-
mamintakban, mig szérumban akir 800 ng/ml értéket is
mutathat az skDNS koncentriciéja [19, 20]. Ezeken ki-
viil kiilonboz6 fizioldgias folyamatokban — mint az erd-
teljes fizikai aktivitas, terhesség vagy az oregedés — szin-
tén magas skDNS-koncentraciot figyelhetiink meg.
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Sport és fizikai aktivitas

A sportolas kovetkeztében megnovekedett skDNS-kon-
centraciét szimos tanulmanyban vizsgaltik. Megerdltet§
testmozgaskor oxidativ és mechanikai stresszfolyamatok
jatszédnak le a szervezetben, amelyek a leukocytak és az
izomsejtek sériiléséhez, valamint akutfzis-valaszhoz ve-
zetnek. Hasonlé folyamatok torténnek fert6zések vagy
kiilonboz6 traumak kovetkeztében is, amelyek esetében
emelkedett skDNS-koncentraciét figyeltek meg, csak-
ugy, mint kiilonboz6 fizikai feladatok elvégzése utin.
A fiziologias skDNS-szinthez képest mennyiségi noveke-
dést tapasztaltak tobbek kozott félmaraton, ultramara-
ton, illetve TRX- (total body resistance exercise) gyakor-
latokat kovetSen [21, 22]. A sportolas sordn a plazmaba
keriil6 szabad DNS egyik 6 forrasa valdszintileg a neut-
rophil granulocytak aktivitdsa soran felszabadulé extra-
celluldris csapddk, azaz a NET-ek (neutrophil extracellu-
lar traps). A NET-ek ugyanis nemcsak az antimikrobidlis
védelemben vesznek rész, hanem a szervezetben lezajlé
steril gyulladdsokban is, mint amilyeneket a fizikai akti-
vitds is eredményezhet. Ezt az is bizonyitja, hogy spor-
tolok vérébdl készitett periférids keneten dezintegralt
neutrophil granulocytik lathat6k dekondenzilt kromatin-
struktdrdval. Immunhisztokémiai festéssel szintén latha-
téva tehetSk a latszolag intakt, imde megduzzadt magva
neutrophil granulocytik és a kortlottik elhelyezkedd,
magfestéssel megjelenitett finom DNS-struktara [23].
A fenti hipotézist tovibb erdsitette az a tény is, hogy az
aktivitas utdn gydjtott plazmaban a szabad DNS szintjé-
nek emelkedése egyediil a mieloperoxidiz enzim (MPO)
szintjével korrelalt, amely a neutrophil granulocytik spe-
cifikus granulumaibél szabadul ki [23].

Varandossag

Magzati szabad-DNS-molekulakat az anya keringési
rendszerében 1997-ben figyeltek meg elészor [24]. Sza-
mos magzati kromoszéma-rendellenesség, valamint a
terhesség sordn fellépd kiilonb6z6 komplikicidk is befo-
lydsoljak a cirkulal6 DNS mennyiségét. Emelkedett
skDNS-szintet mértek a magzat 21-es és 13-as kromo-
szémdjanak triszomidja esetén, vészes terhességi hanyas-
kor (hyperemesis gravidarum), kérosan nagy mennyisé-
gl magzatviz (polyhydramnion), rendellenesen tapadd
placenta, praeeclampsia, illetve HELLP-szindroma (he-
molizissel, emelkedett mdjenzimértékekkel és alacsony
vérlemezkeszammal jir6é szindréma) esetén is [25]. A
magzati szabad DNS vizsgalata segitséget nyajthat ezen
koérillapotok diagnosztizalasaban, valamint a magzat ne-
mének és Rh-vércsoportjanak meghatarozasaban is a ter-
hesség korai szakasziban [26]. A magzati DNS eredetére
vonatkozodan tobb elmélet is 1étezik, egyértelmd bizo-
nyitékok azonban még nem keriiltek kozlésre. Feltétele-
zik, hogy az els6dleges forrds a placenta lehet, de lehet-
séges, hogy az erythroid sejtekbdl is szabadulnak ki
DNS-molekuldk [25].

Oregedés

A szabad DNS mennyisége és mindségi jellemz6i az élet-
kor el6érehaladasaval is valtozhatnak. Jylbavi és mtsai a
Finnorszigban zajlé Vitality 90+ projektben részt vevd,
90 évnél idGsebb férfiak és nék (n = 144) szabad-DNS-
koncentracidjit vetették Ossze fiatal kontrollegyénekével
(n=30) [27]. A teljes skDNS-mennyiség mellett megha-
taroztik — tobbek kozott — a nem metildlt szabad DNS,
az RNaz P-t kédolé skDNS és az *Alu’ ismétl6d6 szek-
vencidk mennyiségét is, és mindegyik paraméter esetében
emelkedett koncentraciét taldltak az id6s korcsoport
mintidiban a kontrollokhoz viszonyitva (p<0,05). Egy
midsik tanulmany harom korcsoportban (2040 éves;
41-60 éves; 261 éves) elemezte a cirkuldld6 DNS mennyi-
ségét parositott plazma- és szérummintakban [18]. Szig-
nifikdnsan emelkedett skDNS-koncentriciot csak a 60
évnél idésebb ndkben tapasztaltak a tobbi csoporthoz
képest (p<0,05). Megallapitottik tovabbd, hogy szérum-
mintakban magasabb az sk DNS szintje a plazmakhoz vi-
szonyitva, valamint lefrtdk, hogy a nem és a gyakori vér-
adas sem befolyasolja az skDNS mennyiségét.

Stressz-szignal

A sejtek az Sket ért kdrosité behatdsokra kiilonbozé
stressz-szignalokat bocsitanak ki. Megfigyelések szerint
egy sejtkultaran beliil a sugarral kezelt sejtek informdciot
adnak 4t a nem besugarazott sejteknek, amit ,,bystander-
effektusnak” (BE) neveznek, és amely folyamat tobbek
kozott a sejthalal, a genominstabilitas és a sejtek adaptiv
valaszreakcioi soran is megfigyelhetd [28]. A sejtek ko-
zotti jeldtvitel mechanizmusdra tobb lehet&séget is isme-
riink. Ujabb hipotézisek szerint a bystandereffektus so-
ran a szabad DNS oxiddciéjanak szerepe is fontos lehet a
besugarazott és az ép sejtek kozotti jelatvitelben. A felte-
vés onnan eredeztethets, hogy kisérletesen igazoltak,
hogy a magas oxidativ stressznek kitett paciensek plaz-
mdjabol izolalt szabad DNS szignifikinsan megvéltoztat-
ja a normalis sejtek fizioldgias allapotat [28]. Egy masik
tanulmanyban megfigyelték, hogy akut myocardialis in-
farctuson atesett betegekbdl kinyert skDNS-sel kezelt
patkanyban a neonatalis szivizomsejtek 6sszehtzodasa-
nak ereje és frekvencidja csokkent [29]. Leirtdk tovabba,
hogy szignifikinsan csokkent azoknak a human koldok-
véna-endothelsejtek (HUVEC) tenyészetébdl szarmazé
sejtek a nitrogén-monoxid-tartalma, amelyeket olyan
paciensek plazmdjabol izolalt szabad DNS-sel kezeltek,
akiknek magas vérnyomasa és érelmeszesedése volt [30].
A fenti kisérletek alapjan feltételezhets, hogy a szabad
DNS — mint szolubilis stressz-szignal — szamos patolégi-
as folyamatban jatszik szerepet.

Thrombusképzés

A kering6 szabad DNS-sel kapcsolatos kutatdsok ravila-
gitottak arra, hogy a szabad DNS nem csupdn inert,
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inaktiv molekulaként van jelen a keringésben, hanem
fontos biolégiai aktivitassal is rendelkezhet. Megfigyelé-
sek szerint az el6zGekben mar emlitett — neutrophil gra-
nulocytak éltal kibocsatott — NET-ek amellett, hogy fon-
tos szerepet jatszanak a baktériumok és gombdk elleni
védekezésben, olyan feliiletet biztositanak, amely hozza-
jarulhat a thrombusképz&déshez is [31]. A NET-medidlt
thrombusképz6désben tobb mechanizmus is részt vesz.
Egyrészt a thrombocytik képesek 6sszekapcesolodni a ne-
utrophil granulocytikkal, ezaltal stimuldljdk a gyors
NET- és microthrombus-képzédést, tovabbd az extracel-
lularis kromatin, illetve a nukleoszémak DNS-molekulai
képesek beinditani a véralvadasi kaszkad intrinsik atjat
[31]. Emellett olyan masodlagos szerkezettel rendelkez-
nek, amely kotShelyet biztosit a koagulaciés kaszkid fe-
hérjéi szamara, ezzel aktivalva 6ket [32]. A szabad DNS-
és a NET-medidlt thrombusképzédést nemcsak az
artérids, hanem a vénas oldalon is megfigyelték: kiilon-
b6z allatkisérletekben sikeriilt kimutatni, hogy a NET-
ekbdl felszabaduld skDNS aktivalja a thrombocytikat és
a szoveti faktort, ezenkiviil az idegen felszin indukilta
koagulaciéban is fontos szerepe van [33].

A szabad DNS mennyiségi
¢s mindségi valtozasainak elemzésére
alkalmas technikak

Az skDNS izoldlasa a DNS alacsony mennyisége és tore-
dezettsége (fragmentdltsiga) miatt technikai kihivdsok
clé dllitja a kutatdkat. Szdmos, kereskedelmi forgalom-
ban kaphaté, DNS-kivonasra alkalmas kit koziil valaszt-
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hatunk, amelyek alapvetSen két mdédon képesek megkot-
ni a DNS-molekuldkat: magneses gyongy felszinén vagy
szilikagél-alapti membranon [34]. Az utébbi években a
kézi modszerek mellett automata skDNS-izolalasi rend-
szerek is elérhet6vé valtak, amelyeknek koszonhetSen
parhuzamosan, standardizélt kortilmények kozott lehet
nagyszamu plazmamintabél DNS-t kinyerni, ami fontos
szempont a diagnosztikai és prognosztikai tesztek fej-
lesztésénél is. Lényeges azonban kiemelni, hogy a kiilon-
b6z8 DNS-extrakcidos modszerek befolydsolhatjak a to-
vabbi vizsgilatok eredményeit, igy tobbek kozott a
metildciés mintizat detektdldsira is hatdssal lehetnek
[17]. A szabad-DNS-mennyiség meghatarozasinak szé-
leskortien alkalmazott technikdi kozé tartoznak a fluori-
metrids és a PCR-alapti mérések. Az skDNS szintjének
kvantifikdlasa mellett azonban a DNS min&ségi jellem-
zGinek vizsgalata is fontos. Az skDNS genetikai, illetve
epigenetikai mintdzatinak elemzésére szimos moédszer
all rendelkezéstinkre. A mutaciok elemzésére hasznalha-
tunk kiilonb6z6 PCR-technikdkat (példaul digitalis
PCR-t), denaturilé nagy hatékonysigu folyadékkroma-
tografiat (DHPLC) vagy enzimhez kapcsolt immunszor-
bensteszteket (ELISA), tovibbd nagy ateresztképessé-
gli médszereket is, mint az array-vizsgalatok vagy az 1j
genericios szekvendlds (NGS) [35]. A leginkdbb kuta-
tott epigenetikai mddosulds a DNS-metildcid, amelyet
tanulmdnyozhatunk teljesgenom-szinten vagy célzottan,
az adott génekhez tartoz6é promoéter régidkban is. A
technikdkat csoportosithatjuk aszerint, hogy enzimati-
kus emésztést, affinitdsalapt dusitast vagy biszulfitkon-
verziés kezelést alkalmaznak. A teljesgenom-szintd
DNS-metildciés valtozasokat kimutathatjuk — egyebek

1. tiblizat | A CRC-s péciensek skDNS-frakci6jiban megfigyelt jelentésebb mutdciok
A gén neve Mintatipus A kontrollmintdk A CRC-mintik Mutici6 eléfordulisa Az alkalmazott médszer ~ Referencia
szdma szama CRC-mintikban
APC Szérum 50 104 14 (13,5%) PCR-SSCP [41]
APC Plazma 21 22 16 (72,7%) BEAMing [43]
BRAF Plazma - 97 5 (5,2%) Allélspecifikus PCR [45]
BRAF Plazma - 503 17 (3,4%) BEAMing [34]
KRAS Szérum - 44 3(6,8%) Oligonukleotidligatiés ~ [40]
teszt
KRAS Szérum 50 104 16 (15,4%) PCR-SSCP [41]
KRAS Plazma - 106 33 (31,1%) PNA-PCR [42]
KRAS Szérum - 78 32 (41%) PCR [44]
KRAS Plazma - 97 38 (39,2%) Allélspecifikus PCR [45]
KRAS Plazma - 115 59 (51,3%) BEAMing [46]
KRAS Plazma - 503 349 (69,4%) BEAMing [34]
TP53 Szérum - 44 7 (15,9%) Oligonukleotidligatiés ~ [40]
teszt
TP53 Szérum 50 104 13 (12,5%) PCR-SSCP [41]

CRC = vastagbélrik; SSCP = egyszila konformiciés polimorfizmus; PNA-PCR = peptid-nukleinsav polimeriz-lincreakcié
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mellett — kiillonb6z6 metiliciés array-k, biszulfitszek-
venalas, metilalt-DNS-immunprecipitici6 (MeDIP)
vagy methyl capture (MetCap) szekvendlas segitségével.
Az el6re kivalasztott gének metilacios stituszanak meg-
hatarozasira alkalmas technikdk nagy része biszulfitkon-
verzids 1épéssel indul. Idesorolhatjuk a metildciéspecifi-
kus és MethyLight PCR-t, a biszulfitspecifikus PCR-t
kovetd nagy felbontist olvaddspont-clemzési, illetve a
kiilonb6z8 szekvendlasi moédszereket (példaul Sanger-
szekvenalas, piroszekvendlas, NGS) [36].

A szabad DNS mint diagnosztikai marker
vastagbélrak esetén

A vastagbélrik (CRC) az egyik leggyakoribb daganatos
megbetegedés viligszerte, mind a férfiak, mind a nék
korében. 2018-ban Eurépaban 772 000 Gjonnan diag-
nosztizalt eset és 242 000 haldleset kot6dott a CRC-hez
[37]. Magyarorszagon az incidencidja és a haldlozdsi ara-
nya is folyamatosan emelkedik; évente kortlbeliil 10 000
4j beteget diagnosztizalnak, és 5000 halaleset kovetkezik
be a vastagbélrak miatt. A diagnézis mihamarabbi felalli-

2. tiblazat
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tasa nagymértékben noveli a betegek talélési esélyeit, hi-
szen korai stidiumban (Dukes A) az 6téves talélési arany
90%-0s, mig el6rehaladott fazisban, tavoli szervi attét
esetén csupan 5% alatti [37]. Ezek az adatok is alati-
masztjdk, hogy sziikséges a szlirémddszerek folyamatos
fejlesztése, amelyek kozé a szabad-DNS-frakcié elemzé-
sét célz6 minimalisan invaziv, vérvételalapa vizsgalatok is
sorolhatok. A CRC kialakulasit az egészséges vastagbél-
nyalkahdrtyasejtekben bekovetkez6 molekularis biologi-
ai elvaltozasok indukaljik, amelyek kozé a kiilonbozé
genetikai, illetve epigenetikai modositdsokat sorolhatjuk,
és amelyek a keringési rendszerbe keriil6 szabad-DNS-
frakcionak koszonhetSen plazma- és szérummintikban
is elemezhetSk [35]. A kovetkezSkben bemutatjuk a vas-
tagbéldaganatok kialakulasa soran leggyakrabban el6for-
dul6é mutaciés és DNS-metilicios elvaltozasokat (1. és 2.
tablazat). Kutatdcsoportunk korabbi vizsgalata szerint a
metildlt- DNS-fragmentumok stabilabbak a vérdaramban,
mint a nem-metilalt-DNS-szakaszok [38], ezért — egye-
bek mellett — ez is magyarazhatja, hogy a rakos mintak-
ban nagyobb arinyban fordulnak el a DNS-metilicios
elviltozasok (65-100%), mint a muticiok (5-75%).

| Az skDNS-frakciéban megfigyelt jelentsebb DNS-metildciés valtozast mutaté gének adenoma és CRC esetén

A gén neve Mintatipus A kontroll- Az AD- A metildlt  Szenzitivitdis A A metilalt Szenzitivitdis Az alkalmazott Referencia
mintdk mintdk  AD-mintdk és specificitdss CRC-min- CRC-mintdk és specificitds modszer
szama szdma szama (%)  AD tdk szdma  szdma (%) CRC
FHIT Plazma 60 40 NA NA 60 NA 50% és 85%  Metilaciospe- [58]
APC 57% és 86%  cifikus PCR
SMAD4 52% és 64%
E-cod 60% és 84%
DAPK1 50% és 74%
BCATI Plazma 144 - - - 74 48 (64,9%) 77% és Metilaciéspe-  [59]
IKZF1 50 (67,6%) 92.,4% cifikus PCR
BCATI1 Plazma 867 448 41 (9,2%) NA 66 41 (62,1%) 62,1% és Multiplex [60]
IKZF1 91,8% RT-PCR
NPY Szérum 30 10 NA NA 9 9 (100%) 100% és 73% Metildcidéspe- [61]
PENK cifikus PCR,
WIFI Biszulfitszek-
venalas
131 16 23 21 (91,3%) 91% és 25%
SFRPI Plazma 37 37 33 (89,2%) 89,2% és 47 40 (85,1%) 91,5% és MethyLight  [62]
SFRP2 31 (83,8%) 86,5% 34 (72,3%) 97,3% PCR
SDC2 30 (81,1%) 42 (89,4%)
PRIMAI 26 (70,3%) 38 (80,9%)
SEPTY Plazma 172 - - - 97 55 (56,7%) 57%¢és98% RT-PCR [49]
155 90 50 (55,6%) 56% és 95%
SEPT9 Plazma 33 94 27 (28,7%) NA 33 24 (72,7%) NA RT-PCR [50]
SEPTY Plazma 92 - - - 92 73 (79,3%)  79% és99% RI-PCR [51]
SEPT9 Plazma 193 - - - 97 70 (72,2%)  72% és 81% RT-PCR [55]
ALX4 Szérum 30 - - - 30 25 (83,3%) 83%¢és70% MethyLight  [56]
PCR
Plazma 22 36 16 (44,4%) 44% és 82% - - -

AD = adenoma; CRC = vastabélrik; NA = nincs adat; RT-PCR = valds idejii polimeraz-lancreakcid
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DNS-mutacidk elemzése
a szabad-DNS-frakciéban

A vastagbélrak kialakuldsihoz szimos mutici6 felhalmo-
z0ddsa, példaul az APC-,a TP53-,a KRAS-és a BRAF-
génekben torténd valtozasok jarulnak hozza. Ezek a mu-
taciok a vastagbél szovetében nagy arinyban megjelennek
a daganat fejl6dése soran, azonban plazma- és szérum-
mintikban eltér a kimutathatésiguk [39] (1. tablazat).
Szamos tanulméanyban leirtik, hogy elérehaladott stadi-
umokban a muticidkat magas érzékenységgel lehet ki-
mutatni a szabad-DNS-frakciéban, ami a daganat fejlé-
dése sorin emelked skDNS-mennyiségnek koszonhetd
[40, 41]. Hibi és mesai mutins KRAS-gént csak a Dukes
C- és D-staddiuma CRC-s betegek szérummintdiban de-
tektaltak, a betegség korai szakasziban nem figyeltek
meg muticiot [40]. Az APC-, a TP53- és a KRAS-gén
muticidi osszefiiggésbe hozhatdk a nyirokcsomédattétek
megjelenésével, a daganat kigjulasival, valamint rossz
prognézist is jelezhetnek [41-43]. A mutins KRAS-,
NRAS- és BRAF-génnek az skDNS-frakciéban torténd
kimutatisa a CRC prognézisinak meghatirozasira és a
terdpia monitorozasira is hasznilhat6 [34, 41, 44-46].
Messaoudi és mtsai a BRAF- (V600E) és a KRAS-gén
elemzése sorin megallapitottik, hogy a magas mutins
szabad-DNS-koncentrici6 és a megnovekedett mutdcids
terhelés (a teljes skDNS-ben 1évé mutins allélok szazalé-
kos aranya) attétes CRC-s paciensekben szignifikinsan
csokkenti a talélési aranyt [45]. Egy mdsik munkacso-
port MassDetect CRC-panel (Sequenom) segitségével
74, CRC-hez kapcsolt gén 155 mutdcidjit vizsgilta, és
megallapitottik, hogy az 5 éves talélés szignifikinsan ala-
csonyabb azokban a betegekben, akikben megtalalhatok
a mutaciok (48%), a muticidkat nem hordozokkal szem-
ben (77%) [47].

A cirkulalé DNS metilaciés mintazata

A DNS-t érint6 metilacié az egyik leglényegesebb epige-
netikai modosulds. A folyamat sorin egy metilcsoport
kapcsolodik a DNS citozinbazisihoz a citozin-guanin-
dinukleotid (CpG)-helyeken. A CpG-gazdag DNS-régi-
okat CpG-szigeteknek nevezziik (a CpG dinukleotidok
legalabb 60%-os ardnyban vannak jelen), amelyek gyak-
ran a gének promoter régidiban talalhatok. Az itt eléfor-
dulé fokozott DNS-metilicié jellemzGen befolyésolja a
gének atirédasat, hiszen a metilcsoport gitolja egyes
transzkripcids faktorok kotédését, valamint olyan valto-
zasokat indukal a kromatin szerkezetében, amelyek vé-
giil a transzkripcié csokkenéséhez vagy teljes gitlisihoz
vezethetnek [48]. Az aberrins metildciés mintazatot
mutaté gének igéretes biomarkerként szolgdlhatnak, hi-
szen — csakligy, mint a mutaciok — a szoveti mintak mel-
lett a periférias vérben is vizsgalhatok a szabad-DNS-
frakcidonak koszonhetSen. Egyes tanulminyok egy-egy
marker azonositasit tlizték ki célul, mig masok tobb me-
tilaciés markert tartalmazoé panelt allitottak 6ssze (2. tab-
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lazat). Az Epi proColon 2.0 teszt (Epigenomics AG,
Berlin, Németorszag) az egyik legismertebb, FDA-enge-
déllyel (Food and Drug Administration) rendelkez vas-
tagbélrik-specifikus véralapa sziirSteszt, amely a septin-9
(SEPTY)-gén metildltsagi fokat méri. A kvantitativ valés
idejli PCR moédszert alkalmazé teszt érzékenysége 65—
75%, mig specificitisa 80-95% kozé esik, és elsGsorban a
CRC késéi stddiumaiban mutat pozitivitist [49-51].
Munkacsoportunk a teszt kifejlesztésében és tesztelésé-
ben is részt vett, amelynek eredményeirsl tobb kozle-
ményben is beszdmoltunk [51-54]. Johnson és mtsai a
klinikai gyakorlatban alkalmazott FIT (immunalapa
székletvér-vizsgalat — fecal immunochemical test) teszttel
vetették Ossze az Epi proColon 2.0 teszt érzékenységét
97 CRC-s és 193 kontrollmintiban [55]. A rikos mintak
72,2%-a bizonyult septin-9-pozitivnak 80,8%-os specifi-
citds mellett, mig a FIT teszt kissé alacsonyabb szenziti-
vitast (68%) jelzett 97,4%-os specificitasértékkel. A FIT
és az Epi proColon 2.0 tesztrdl is elmondhaté, hogy
adenomds esetek kimutatsara kevésbé érzékenyek [55].
A SEPT9-gén mellett egyéb igéretes DNS-metilacios
markerek is ismertek a szakirodalomban. Az ALX4-gén
altal kodolt fehérje a Wnt/B-katenin jelatviteli Gtvonal
bizonyos elemeinek aktivitasit szabalyozza, és kifejez6-
dése kismértéki a vastagbélrakos betegek szoveti minti-
iban. Az ALX4 promoéter fokozott metilicidjit CRC
mellett nyelGcsé-, epevezeték-, hasnyalmirigy- és gyo-
morrak esetén is megfigyelték [56, 57]. Ebert és mtsai
szérummintak elemzésével 83,3%-o0s szenzitivitassal és
70%-os specificitdssal tudtak elkiiloniteni a CRC-s bete-
geket a kontrolloktdl [56]. Egy masik tanulmany a CRC
kialakuldsaban szerepet jatsz6 FHIT, APC, SMADA4, E-
cad és DAPKI gének metiliciés mintdzatit adenomas és
CRC-s betegek plazmamintiiban elemezte [58]. Mind
az Ot marker szignifikinsan magasabb metilacios szintet
mutatott a rikos betegek plazmadiban a rosszindulat da-
ganattal nem rendelkez§ (egészséges és AD) egyénekhez
viszonyitva, az adenomads csoportban azonban nem taldl-
tak jelentds metildcidsszint-emelkedést az egészséges
kontrollokhoz képest. Az eredmények alapjain megalla-
pithaté, hogy korai CRC-stadiumban (Dukes A) csak az
APC-gén promoterében fokozott a DNS-metildcio. A
két legmegbizhatobb markernek az E-cadherin és az
APC mutatkozott 84%-0s és 86%-os specificitasértékek
mellett 60%-0s és 57%-os érzékenységgel [58]. Pedersen
és mesai az IKZF1- és a BCATI-gént analizaltik kvanti-
tativ metildciéspecifikus PCR-moédszerrel vastagbélrikos
(n=74) és egészséges (n = 144) paciensek plazmaminta-
iban [59]. Vizsgilatukban a két markert kombindlva
77%-o0s szenzitivitassal és 92.4%-os specificitissal tudtak
elkiiloniteni a CRC-mintdkat a kontrolloktél. Egy masik
kutatocsoport ugyanezeket a géneket 1381 mintiban
elemezte és vetette Ossze a FIT teszt érzékenységével
[60]. A markereck egyiittesen 62,1%-o0s érzékenységet
mutattak a CRC-s, 16%-osat az el6rehaladott adenoma
és 25%-osat a korai adenoma stidiuma betegek mintai-
ban. A FIT teszt a rikos és a korai adenomds betegek
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esetében is kissé alacsonyabb értékeket jelzett (59,1% és
7,2%). Roperch és mtsai az NPY-, a PENK- és a WIFI-
gén metilacidos statuszat 161 egészséges, 26 polipos és
32 CRC-s beteg szérummintaiban elemezték, és a CRC-
s mintdkat 59%-os érzékenységgel és 95%-os specificitas-
sal azonositottdk [61]. Munkacsoportunk egy 4 gént
(SFRP1, SFRP2, SDC2 és PRIMAI) tartalmazo panel
metilaciés allapotit vizsgalta egészséges, AD és CRC-be-
tegek plazmamintdiban (n = 121) [62]. A négy gént
egylittesen elemezve megallapitottuk, hogy legalabb 3
marker emelkedett metilacids szintd a CRC-s mintak
89%-aban (42/47) és az adenomdk 81%-aban (30/37).
A markerek metilaciéja tovabba folyamatos emelkedést
mutatott az egészséges—vastagbél-adenoma—carcinoma
szekvencia mentén. Lathaté tehdt, hogy az igéretes és
nagy szenzitivitasi markerek széles tirhaza talilhat6 a
szakirodalomban, azonban jovébeli diagnosztikai alkal-
mazasuk érdekében ezek nagy mintaszimon torténd to-
vabbi vizsgilata és az eredmények validalisa elengedhe-
tetlen.

Kovetkeztetés és kitekintés

A vérben talalhaté kering6 szabad-DNS-molekuldk
mennyiségi és minGségi valtozasainak, valamint lehetsé-
ges szerepének elemzése intenziven kutatott tudomany-
teriilet napjainkban. Jelen Osszefoglalé kozleményiink-
ben az skDNS altalanos jellemzdinek attekintése mellett
a szabad DNS izolaldsara és detektilasara alkalmas tech-
nikdk bemutatdsara, valamint kilonbozé fizioldgids és
patolégids folyamatokban betoltott szerepének ismerte-
tésére torekedtiink. Rikos megbetegedések esetén a ke-
ring6 DNS egyik forrisa a tumorsejt-populaciok, igy a
daganat DNS-¢ét érint§ valtozdsok a plazma- és szérum-
mintikban is nyomon kovethet6k. A vastagbélrik az
egyik legnagyobb incidenciit és mortalitist mutaté rak-
tipus, amelynek miel6bbi felismerése kulcsfontossagt a
betegek kezelése szempontjibél. A CRC kialakuldsa so-
ran megvaltozott genetikai és epigenetikai mintdzatok
vérben torténd elemzése lehetSséget kinal olyan folya-
dékbiopszia-alapti, minimdlisan invaziv, rakspecifikus
szlrési, diagnosztikai és prognosztikai tesztek kifejlesz-
tésére, amelyek a rutin klinikai gyakorlat szerves részét
képezhetik a jov6ben.

Anyagi tamogatds: A kozlemény a Nemzeti Kutatdsi,
Fejlesztési és Innovaciés Hivatal (NVKP_16-1-2016-
0004), tovabba a Nemzeti Er6forrds Minisztérium Fel-
sGoktatdsi Intézményi Kivilosdgi Program tdmogatasaval
a molekularis biol6giai tematikus program keretén beliil
késziilt.

Szerzdi munkamegosztas: B. B. K., M. E., M. B.: A kéz-
irat megirdsa, a szakirodalom kutatasa, vilogatisa és fel-
dolgozisa. Sz. K. A., K. A, G. O, N. Zs. B, Zs. S.:

A szakirodalom kutatdsa, a kézirat atolvasisa. T. Zs.,
D. M., L. P, M. B.: A kézirat kritikus atolvasasa. A cikk
végleges valtozatat valamennyi szerz§ elolvasta és jova-
hagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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