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BEVEZETES

A daganatos megbetegedések — koztiik a vastagbél daganatos megbetegedései — napjaink
egyik legnagyobb népegészségiigyi problémajat jelentik. Diagnosztizalasuk, gyogyitasuk és
kutatasuk az orvostudomany egyik kozponti kérdésévé valt. Hazankban évente kdzel 9000 uj
colorectalis rakos esetet diagnosztizadlnak, amelybdl kozel 6000 halallal végzdédik. A
szakirodalomban ¢és az exponencidlisan boviilo elektronikus adatbdzisokban egyre tobb
informaciot taldlhatunk a daganatos betegségek molekuléris jelenségeirdl ¢€s annak
folyamatairol. Az utobbi tiz évben megjelent nagy-ateresztoképességli molekularis biologiai
modszereknek koszonhetden - amelyekkel nem csak célzottan kivalasztott géncsoportok,
hanem a szervezetben mikodd valamennyi gén egyidejlleg vizsgalhatdo - egyre tobb
informaci6 4all rendelkezésiinkre a daganatok kialakuldsdnak, fejlodésének megértéséhez,
diagnosztizalasuk ¢és talan gyogyitasuk eredményesebbé tételéhez. Azonban a daganatok korai
diagnosztizalasa és a benniik torténd molekularis folyamatok megértése a hatalmas
hattértudas ellenére sem tokéletes még. Jelenlegi tudasunk szerint a daganat a genetikai
informacioban bekdvetkezd és felhalmozodo hibdkra vezethetd vissza. A betegség sordn az
érintett szervben koros szovetszaporulat jon 1étre a sejtek hibas osztodasi folyamatainak
eredményeként, ezaltal akadalyozva a szerv normalis miikodését. A folyamat azonban nem
csak lokalis zavarokat idéz el6, hiszen a regeneracidos rendszer modositasa a tumor
novekedésén tulmenden végsd soron a daganat terjedéséhez is hozzajarul, ami a betegség
drasztikus végkimenetelét okozza. Ebbdl adodoan a daganat inkabb tekinthetd szisztémas
problémanak, mintsem lokalis elvaltozasnak. Ezért fontos a rendszerszemléletl, és az egész
szervezetre kiterjedd vizsgalatok tervezése és kivitelezése a rakkutatasban.

Ph.D. munkam soran ezért a vastagbél-daganatok kialakulasanak ¢€s progresszidjanak
szovetspecifikus biomarker vizsgalatat, valamint a folyamat molekularis biologiai hatterének
tovabbi tisztazasdt — metilacié altal szabdlyozott gének azonositasa ¢€s vizsgalata,
kemoprevencio lehetdségének vizsgalata - tliztem ki célul teljes genom mRNS expresszios és

fehérje microarray technikak segitségével.



CELKITUZESEK

Vizsgalataim célja

[ vastagbél mutéti mintdk gyUjtése és azok oligonukleotid- és ellenanyag microarray

vizsgalatra valé alkalmazhatdsaganak igazolasa,

() diagnosztikus €s prognosztikus fehérjemintazatok meghatarozasa ellenanyag microarray

technologiaval,

1 az oligonukleotid és ellenanyag microarray rendszerek Osszevetése, eldnyeik, hatranyaik,

felhasznalhatdsaguk és korlataik vizsgalata,
[1 fehérje és mRNS szint koz6tti osszefliggések azonositasa vastagbél-daganatokban,

[ a microarray vizsgalatok eredményeit igazolo (validacids) assay rendszer kifejlesztése és

tesztelése fehérje (TMA) és mRNS (RT-PCR) szinten,

[ a génexpresszios eredmények alapjan a vastagbél-betegségek patomechanizmusaval
Osszefiiggd karosodott bioldgiai utvonalak azonositéasa,

[1 a vastagbél adenoma - dysplasia - carcinoma szekvencia génexpresszios hatterének

kutatésa 1ézer mikrodisszektalt mintdkon: olyan gének meghatdrozésa, amelyek megvaltozott

expresszidja indikatora lehet a colorectalis karcinogenezisnek ham és stroma régiokban,
) metilacios szabalyozas alatt allé gének azonositasa és funkcionalis vizsgalata,

[1 COX-2 inhibitor és 5’-aza-2’-deoxycitidin terapias agensek hatdsmechanizmusanak

vizsgalata.

VIZSGALATI MINTAK ES MODSZEREK

1. Mintak

Kutatdsaimat fagyasztott vastagbél sebészeti mintdkon és biopszidkon, valamint az ezekbdl
késziilt fagyasztott metszeteken és az ezekkel parhuzamosan patoldgiai feldolgozasra keriild
FFPE mintakon végeztem. Az ellenanyag microarray vizsgalatokat 16 CRC-s (10 Dukes B és
6 Dukes D stadiumu) beteg sebészeti uton eltavolitott mintdin végeztem. A lézeres

mikrokimetszéshez 6 olyan DUKES B stadiumu, kozepesen differencialt adenokarcinomébdl



készitettem metszeteket, amelyek polypoid képletet is tartalmaztak. Az egészséges ¢és a beteg
szovetekbol paraffinba agyazott, formalin fixalt (FFPE) mintak is késziiltek, melyek alapjan a
patolégiai diagndzis, valamint az immunhisztokémiai festések és a TMA-k (szoveti
microarray-k) késziiltek. A mintagyiijtést a TUKEB: 2005/037 szamu engedélye alapjan
végeztem. A sejtkultura microarray vizsgalatok esetében a kezelést 2 hatdanyag
felhasznalasaval (az 5-aza-2’-deoxycitidin és az NS398) végeztem, kontrollként pedig a

hatdéanyagok oldészereit hasznaltam.

2. Clontech AB 500 array vizsgalat

A nyers fehérje-preparatumot készitettem, majd monoreaktiv Cy3 és Cy5 festékekkel
(Amersham (GE Helthcare) jeloltem a gyarto eldirasa szerint. Ezt kdvetden Clontech AB500
array-re (Clontech) hibridizéltam. A lemezeket Axon 4000B tipusu szkennerrel (Axon
Instruments, USA) digitalizaltam 532 ¢és 635 nm-en. A gyart6 altal javasolt 33%-o0s 1ézerero,
valamint 560 és 670 PMT erdsités, valamint 20um/pixel felbontas mellett, majd GenePix 4.1
szoftverrel értékeltem ki (Axon Instruments). Az arrayhdlo (Lot: 5010317) illesztése utan
meghataroztam a fluoreszcencia intenzitdsokat.. Az elemzést R kornyezetben végeztem.
Hattérkorrekciot végrehajtasa utan (RMA, normexp), a chiperedmények normalizacidjara

quantile metodust alkalmaztam.

3. Szoveti microarray (TMA) validacio

A fehérjechip eredményeit TMA lemezeken végzett immunhisztokémia technologiaval
igazoltam fliggetlen mintdk bevondsaval. A validacioba 15 egészséges teriiletrél szarmazd
minta mellett 36 kiilonbozoé lokalizacidju, differencialtsagi CRC-S mintat is bevontam. A
szoveti microarray 2mm-es atmér6jii szoveti hengereket tartalmazott 24-es blokkokban. A
TMA blokkokbdl 5 wum-es sorozatmetszeteket készitettem, majd a kovetkezd
immunhisztokémiai festéseket végeztem el: APC, Caveolin, CBP, cyclinA, ERK, HSP60,
Cox2, EGFR, C-myc, Cald, Topl, DARPP32, MRE11A, AndrogenR, EPS8. A megfestett
sorozatmetszeteket Mirax Desk rendszerrel digitalizaltam (3DHistech Kft, Budapest), majd
TMA virtualis mikroszkoppal értékeltem ki (3DHistech kft, Budapest).

4. Immunhisztokémia

A deparaffinalast kovetéen 20 perces hdindukcids antigén feltarast végeztem citrat pufferben.

A kotodott ellenanyagokat standard indirekt immunoperixidaz reakcidval vizualizaltam,



kromogénként Diaminobenzidint (DAB) hasznaltam (Dako). Az immunhisztokémiai

festésekhez Abgene és Dako antitesteket hasznaltam, a gyartd utasitasai alapjan.

5. Lézeres mikrokimetszés (LCM- Laser Captured Microdissection)

A szdvetekbdl kriosztatban -20 OC-on fagyasztva 6 um vastagsagl metszeteket készitettem,
amelyek az LCM-hez hasznalt, specialis membranbevonati (1 pum PEN) targylemezre
(Membrane Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) keriiltek. A metszeteket -80 °C-on
tartottam, majd felhasznalaskor etanolos higitasi sorban valé fixalas utan Cresyl Violet acetat
alkoholban oldodo festékkel festettem. A lézeres kimetszéshez PALM Microbeam rendszert
(PALM, Bernried) hasznaltam. Munkam soran mintanként atlagosan S5000-10000 sejtet
gyujtottem.

6. Affymetrix teljes senom microarray analizis LCM mintakbol

A kivont teljes RNS mindségét Agilent Bioanalyzer Pico 6000 Chip kit segitségével
ellendriztem, majd biotinnal jelolt cRNS probakat szintetizaltattam az Affymetrix 2 koros
IVT (in vitro transzkripcid) Labeling Kit (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA)
felhaszndlasaval. Mintanként 10pg fragmentalt cRNS-t hibridizaltam HGU133 Plus2.0
microarray-re (Affymetrix) 16 oraig 45°C-on. A chipeket Fluidic Station 450 berendezéssel
mostam, és ellenanyag sokszoroz¢ festési eljarassal a hasznalati ttmutatonak megfeleléen
festettem (EukGE_Ws_2v5 mosasi protokoll és 10pug/ml sztreptavidin-fikoeritrin (Molecular

Probes)). A fluoreszcens jeleket GeneChip 3000 leolvasdval azonositottam 570 nm-en.

7. Affymetrix U113 Plus 2.0 teljes genom chipek statisztikai kiértékelése

A mindségi elemzést a Tumour Analysis Best Practices Working Group ajanlasai alapjan
végeztem. Az eldéfeldolgozast GCRMA metodikaval végeztem. A szignifikans eltérést mutatd
géneket linedris modellt és bayesian megkozelitést alkalmazva hataroztam meg a
Bioconductor programcsomaggal R kornyezetben SAM  (Significance Analysis of
Microarrays) és PAM (Prediction Analysis of Microarrays) modszer segitségével.



EREDMENYEK

Eredményeimet két témakorbe csoportositva - BIOMARKER Kkutatas és validacio, valamint
a vastagbél-daganatok molekularis folyamatainak FUNKCIONALIS elemzése - ismertetem.
Roviden Osszefoglalva, mMRNS- ¢és fehérje-alapu biomarker azonositast végeztem vastagbél-
daganatokban microarray technologiaval. A kapott eredményeket megerdsitettem, majd
Osszefiiggéseket kerestem az mRNS és fehérje szintek kozott. Lézer mikrodisszektalt mintak
bevonasaval meghataroztam a vizsgalt biomarkerek szdvetspecifikus expresszidjat. A lézer
mikrodisszektalt mintak felhasznalasdval meghataroztam az adenoma-carcinoma szekvencia
elérehaladdsa soran csokkend expresszidt mutatd gének listajat, amelybdl meghataroztam a
metilaciés szabalyozassal Osszefliggésbe hozhatd gének csoportjat. Szintén az adenoma-
carcinoma szekvencia vizsgélatdval azonositottam azokat a géneket, amelyek expresszidja a

szelektiv COX-2 gatloszeres kezeléssel reverzibilisen visszafordithato.

1. Expresszids valtozast mutatoé gének azonositasa vastagbél-daganatokban

fehérje és mRNS szinten

a. Teljes genomszintii mRNS expresszios profil meghatarozasa

e A génexpresszios mintdzat meghatarozasdhoz 6 Dukes D stadiumu tumor és 6 ép
nyalkahartya mintabol késziilt chiperedményeket hasznaltam fel. A génszelekciohoz
SAM (Significance Analysis of Microarrays) mddszert hasznaltam. Kivalasztottam a
top500 gént, amelyek kifejez6dése leginkabb valtozik az ép vs. tumor
Osszehasonlitasban. Osszesen 199 csdkkend és 301 ndvekvd expresszidji gént

azonositottam és sejtfunkcio alapjan csoportositottam.

b. Fehérje-alapi markerek azonositasa vastagbél-daganatokban ellenanyag microarray
technologiaval
o A tumoros ¢és ¢ép nyalkahartya mintdk kozott 67 szignifikdnsan valtozd gént
azonositottam fehérje szinten. Ezeket a géntermékeket a funkcionalis csoportositas alapjan
apoptozis (5), sejtciklus szabalyozas (7), transzkripcid szabalyozasa (4), DNS masolas (6)
¢s molekularis transzport, sejtadhézid (45) sejtfunkcid tertiletére soroltam be.
. Dukes B csoportban 22 expresszios kiilonbséget mutatd gént taldltam, amelyek

szignifikans valtozast mutattak fehérje szinten a makroszkdposan ¢ép mucosdhoz



viszonyitva. Ebbdl 9 csokkent, valamint 13 fokozott mértékben fejez6dott ki az
egészséges szovetben tapasztalthoz képest.

. Dukes D csoportban 25 expresszids kiilonbséget mutatd gént talaltam fehérje szinten.
Ebbbl 13 gén kifejez6dése csokkent, mig 12 gén fokozott mikodést mutatott az
egészséges szovethez képest.

J A progresszids markerek azonositasahoz a Dukes B ¢és Dukes D csoportok
elkiilonitése soran 58 szignifikansan megvaltozott expresszioji gént azonositottam, ebbol
11 mutatott jelentosebb expresszios eltérést a két csoport kozott.

. TMA lemezeken végzett immunhisztokémiai modszerrel az APC, a Caveolin, a CBP,
a ciklin-A, az ERK, a HSP60, a Cox2, az EGFR, a C-myc, a Cald, a Topl, a DARPP32,
az MRE11A, az AndrogenR ¢és az EPS8 ellenanyag microarray-vel azonositott fehérjéket

validaltam.

2. mRNS és fehérje szint kozotti 6sszefiiggések felderitése

e Az mRNS ¢és fehérje szint kozotti osszefiiggések keresésekor 143 transzkriptum és

géntermék esetében sikeriilt kimutatnom pozitiv korrelaciot (R2> 0,8), elsésorban
transzport fehérjék csoportjaba tartozo fehérjék esetén. Ugyanakkor 95 mRNS és

fehérje szinten ellentétesen valtozd gént is azonositottam (R2> 0,9), amelyek foként a
sejtfolyamatok szabalyozasaban érintettek.
3. Az adenoma-carcinoma szekvencia eldrehaladtaval expresszids valtozast
mutat6 gének azonositasa lézer mikrokimetszett vastagbél-mintakbal
e Munkam soran 42 microarray-t készitettem, hat tumoros beteg hat kiilonb6z6

crer

vizsgaltam. Régionként 5000-10000 sejtet gylijtottem Ossze 1ézer mikrodisszekcioval.
a. Ham és stroma régio vizsgalata

e Elemzéseim soran meghataroztam azt a 100 valtozast mutaté (top100) gént, amely
expresszidja legnagyobb és legbiztosabb mértékben valtozik a tumor kialakulasa soran
a hamban majd a stromaban, melyeket 17 sejtfunkcios csoportba soroltam be.

o A gének kozel negyedének (22 hambeli, 23 stromabeli) még nem ismert funkcidja és a
genetikai utvonalakban betoltott szerepe. Az apoptdzis (2,3) a proteolizis (3,3) a

sejtvandorlds (2,2) és az ubiquitinilacid (1,1) mind a hdmban, mind a stromaban



jellemz6 folyamatok. A hamban azonban nem szerepel csontosodas és csontfejlodésért
felelés gének miikodésének valtozasa (0,7), mig a stromara jellemzd endocitozis
helyett exocitozis (1,1), az immunvalasz gének helyett a stressz valasz (2,2) génjei
azonosithatok. Ezzel szemben a hamban intenzivebbnek mutatkozott a
transzportfolyamatok (9,6) és a transzkripcid szabalyozasa (20,6), valamint az
anyagcsere, (10,3) és a sejtosztodas (5,2) génjeinek valtozasa, amelyek a
sejtproliferaciot alatamasztd fokozott osztodasra és anyagcserére utalnak. Az
érképzodés (1,5), a jelatvitel mechanizmusok fokozodasa (9,15) és az oxidécios-
redukcios folyamatok megvaltozasa (0,2) a stromara jellemzdek. A tobbi sejtfolyamat
mint pl. a morfogenezis (5,7) a sejtadhézid (7,9) és a sejtvandorlés (2,2), kozel azonos
mértékiinek adédtak mindkét szoveti régidban.

A kivalasztott 100-100 gén klaszter-elemzése és molekularis mintazata alapjan
elmondhat6, hogy mind a ham, mind a stroma régidkban az ép és adenoma allapot

jobban hasonlit egymashoz, mint az adenoma és a tumor allapot.

b. Nyiroktiiszok vizsgalata

A Peyer-plakkok szerepe még nem teljesen tisztazott a vastagbél regeneracios és a
tumor progresszios folyamatai soran. Azonban irodalmi adatok alatamasztjak, hogy
ebben a régioban aktiv sejtvandorlasi és differenciacios folyamatok zajlanak. Munkam
soran nyiroktiiszOkben 54 csokkend és 21 fokozodod miikodésii gént azonositottam az

adenoma atalakulashoz kapcsolddoan.

4. Metilacios szabalyozas alatt all6 gének azonositasa az adenoma-

carcinoma szekvencia eldrehaladasa soran a génexpresszio vizsgalata

alapjan.

110 olyan gént azonositottam, amelyek kifejez0dése az egészséges bélhamsejtekben
intenziv, az adenoma hamsejtjeiben csokkenni kezd, majd a tumoros hamsejtekben
még inkdbb mérséklodik vagy megsziinik. Ezzel parhuzamosan HT-29 colorectalis
adenokarcinoma sejtvonalat kezeltem 5-aza-2’-dezoxicitidin demetilacios agenssel. A
kezelés hatasara 71 olyan gént azonositottam, amelyek kifejezddése legalabb
kétszeresére novekedett a demetilacios kezelés soran (p<0,01). A két lista 17 kozos

elemét RT-PCR technikdval tovabb vizsgaltam.



SAM modszer segitségével meghataroztam a top100 csokkent miikddésti gént ép-
adenoma, adenoma-tumor ¢és ép-tumor Osszehasonlitisokban. Az ép-adenoma
Osszehasonlitdsban tapasztalt csokkend kifejez6dés nem egyértelmiien a metilacio
hatasara alakul ki, hiszen a 100 kivéalogatott génbdl a modellben mindossze 12
milkodése novekedett az 5-aza-2’-dezoxicitidines kezelés hatasara. A metilacio altal
torténd szabalyozas a legnagyobb ardnyban, 55%-ban az ép és tumoros mintdkbol
szarmaz6 gének esetében igazolodott. Adenoma ¢€s tumor kozott 100 csokkent
miikodési transzkriptumbol 32 esetében sikeriilt novekedést kimutatnom a modellben,

ezzel igazolva ezek metilacoval torténd szabalyozasat vastagbél-daganatokban.

a. RT-PCR megerd0sit6 vizsgalat széveti mintakon

Az ép-adenoma Osszehasonlitds eredményei alapjan 15 gén kifejezddése csokkent,
ezek tobbségének megnyilvanulasa legalabb felére esett vissza az RT-PCR mérési
eredmények szerint. Az ép-tumor Osszehasonlitas eredményei alapjan 11 gén
mukodése mérséklodott a két allapot kozott. Az adenoma-tumor Osszehasonlitas
esetében 6 olyan gént azonositottam, amelyek kifejezodése tovabb csokken a tumor

malignizal6dasa soran.

b. Fehérje szintii valtozasok igazolasa a PTGDR gén esetében

Egy kivalasztott génen, a PTGDR génen tovabbi vizsgalatokat végeztem. Azért erre a
génre esett a valasztdsom, mert expresszidjanak csokkenését biopszids mintdkon is
kideritése érdekében, hogy a kérdéses gén valdban metilacids szabalyozas alatt all-e,
biszulfit szekvenalast terveztem. Mindezek el6tt megvizsgaltam, hogy fehérje szinten
is érvényes-e az adenoma-carcinoma szekvencia elérehaladasaval jaro fehérje
expresszid csokkenés. Vizsgalataim szerint, a PTGDR expresszidja csokken a tumor

progresszidja soran fehérje szinten is.

c. Biszulfit szekvenalas és HRM elemzés a PTGDR gén promater régiéjaban

A biszulfit szekvenaldssal kapott eredményeim szerint a PTGDR gén promoter

crer

részlegesen, mig HT-29 adenokarcinoma sejtvonalban erételjesen metilaltak. Az ép
nyalkahartyabol szarmaz6 mintaban (N2) a timin-csucsok magas értéket mutatnak,

jelezve a nem-metilalt citozinok biszulfit konverzidjat. A tumoros mintaban (T2)

9



magasabb citozin értékeket taldltam, kiilondsen a 2-es, a 8-as, a 9-es, a 14-es, a 15-6s
¢s 23-as CpG szigetekben. A HT-29 minta biszulfit-szekvenalasa soran csak nem
konvertalodott citozineket taldltam, ami erdteljes metilaciora utal. A PTGDR gén

promoter régidjanak HRM elemzésével az ¢ép és tumoros mintdk szintén

elkilonithetok.

5. COX-2-gatlas molekularis mechanizmusanak vizsgalata

PAM moddszer hasznalataval olyan géneket kerestem, amelyek kifejezOdése a betegség
megjelenésével konzekvensen megvaltozik, igy ezek segitségével az ¢ép ¢és az
adenoma, valamint az ép és a tumoros allapotok az expressziés mintazat alapjan
elkiilonithetok. Az ép és adenoma mintak 20 gén, az ép és vastagbél-daganatos
biopszidk 38 gén egyiittes expresszids mintazata alapjan kiilonithetdk el.

A vizsgalt 20, adenoma-specifickus gén kozil - a HT-29 colon adenokarcinoma
sejtekben az NS398 szelektiv COX-2 gatloszeres kezelés hatasara - 17 gén
kifejezOdésében ellentétes iranya valtozas mutatkozott. Ebbdl 14 esetében (koztik a
fokozott miikodést mutatd szomatosztatin, klaudin 8 és Y'Y peptid, valamint a gatolt
kadherin-3 és KIAA1199) a valtozas szignifikansnak bizonyult (p<0,05).

A 38 CRC-marker koziil (mint példaul a karbon-anhidraz-7, az interleukin-8 és a
melanoma sejtadhézids molekula) 12 olyan gént azonositottam, amelyek miikodését az

NS398 kezelés ellentétes iranyba valtoztatta.

a. A COX-2 fehérje szintii kifejezodésének vizsgalata

A kontroll mintdkban a COX-2-pozitiv/Gsszes sejt aranya 80,5% volt, mig a 10 uM
NS398 kezelés hatasara 77,0%-ra, a 25 uM kezelés hatasara 61,2%-ra esett vissza. Az
NS398 doézisanak tovabbi emelése (100 uM) a pozitiv sejtek aranyaban (53,1%)
szignifikans csokkenést eredményezett. A COX-2-pozitiv sejtek esetében erds
granularis és/vagy diffuz citoplazmatikus immunfestés volt tapasztalhato. Western-
blot vizsgalatok alapjan a COX-2 fehérje kifejezddésében jelentds csokkenés volt
kimutathat6 a 96 oran at tart6 50, illetve 100 uM koncentracioban alkalmazott NS398
kezelés hatasara. Fehérje szintli vizsgalataim alapjan megallapithat6, hogy az NS398

kezelés a COX-2 fehérje képzodeésének gatlasan keresztiil fejti ki hatasat.
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b. Szovetspecifikus génmiikodés vizsgalata

e A lézer mikrokimetszett mintakban az adenoma-asszocialt génexpresszids valtozasok

65%-a a hamsejtekbdl szarmazott, mig a CRC markerek 53%-a volt hamsejt eredetii.

KOVETKEZTETESEK

Molekularis biologiai eszkdzokkel folytatott vizsgalataim alapjan a vastagbél-tumorok sokkal
inkabb tekinthetdk szisztémads, mintsem lokalis elvaltozasoknak. A tumor, kialakulasa majd
fejlédése soran, hatast gyakorol a kdrnyez6 sejtekre, szervekre, szervrendszerekre.

Nagy denzitast oligonukleotid microarray technoldgiaval és a késdbbiekben NGS alapu
transzkriptum szekvenalassal olyan mRNS molekuldk azonosithatok, amelyek diagnosztikus
értékkel rendelkeznek. Az automatizalt molekularis diagnosztizalason tilmenden nemcsak a
szOvettani besorolast eldsegité molekularis patoldgiai csoportositasra nyilik lehetdség, hanem
a terapias valaszok eldrejelzésére és az egyénre szabott terapids lehetdéségek megvaldsitasara
IS.

Az ellenanyag microarray technoldogia mint potencialis nagy ateresztoképességii (high-
througput) modszer alkalmas lehet fehérje szintii biomarkerek és diagnosztikus mintazatok
azonositasara. A markerkombinacidk azonositasa és a napi gyakorlatban torténd felhasznalasa
igen fontos feladat, ahol az ellenanyag microarray jelent6s elorelépést jelenthet.

A chip-technologia fejlédésével lehetévé valt, hogy kis sejtszamu mintakbol is megfeleléen
értékelhetd teljes genom expresszids microarray-k késziiljenek. Ez nagy szerepet jatszik a
genetikai hatterli betegségek megértésében. A technolégia LCM-val kombinalva lehetové
teszi kiillonbozdé szovettani régiok genomszintli expressziojanak tanulmanyozasat. Ezaltal
azonosithatd, hogy milyen folyamatok mely szovettani régiokra jellemzdk. A diagnosztikdban
szintén fontos szerepet kaphatnak ezek a ,tiszta” feldusitott sejtpopuléciobol szarmazo
eredmények, expresszios mintazatok. A jelenlegi hatar a néhany ezersejtes tartomany. Ez mar
elég kicsi mikrokornyezet ahhoz, hogy egy szoveti régié pillanatnyi expresszios allapotarol
pontos képet kapjunk. Azonban az igazi attorést az jelentené, ha egyetlen sejt genomszintii
génkifejezddése is tanulmanyozhatdva valna. Ennek jelenleg technikai korlatjat az izolalasi és
amplifikécios 1épések jelentik, amelynek megoldasat a kutatok az 11j generacids szekvenalési

eljarasok alkalmazasatol varjak.
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A gének kifejez0dés vizsgalata alapjan lehet6ség nyilik olyan epigenetikai események
felderitésére, mint amilyen a DNS metilacio. A DNS metilaci6 mértéke biszulfit
szekvenalassal és HRM elemzéssel megallapithatd az ép és tumoros szovetekbdl egyarant.
Sejtkulturabol kozel 100%-ban metildlt régidk azonosithatok, mig tumoros szovetbdl nem
ennyire markdns, de hatarozott 20-25% koriili metilaltsdg mutathato ki. Ennek oka, hogy a
szOovet tumor/ép sejtaranya nem ismert, tovabbad a ham ¢és stroma sejtek mas mértékben
metilalodhatnak. Ennek kideritése tovabbi feladatot jelent, mivel a lézermikrodisszektalt
mintak mennyiségi korlatok miatt jelenleg nem alkalmasak biszulfit szekvenalasra.

Biopszia mintakbol azonosithatok a colorectalis adenoma-dysplasia-carcinoma szekvencia
elérehaladdsa soran megvaltozott mukodési gének. Ezek kozott olyanok is talalhatok,
amelyek az adenoma atalakulds soran visszafordithatok, vagyis kifejezodésiik az egészséges
szintre modosithato. Diagnosztikai szempontbol fontos feladat tovabbi gének meghatérozasa,
amelyek megnyilvanulasa megvaltozik az adenoma-carcinoma atalakulas soran, valamint

terapias szempontbdl fontos lehet 1j hatéanyagok kifejlesztése és tesztelése.

LEGFONTOSABB U] MEGFIGYELESEK ES MEGALLAPITASOK

[] a vastagb¢l miitéti mintak, valamint ezek fagyasztott metszeteinek a 1ézer mikrodisszektalt
szovettani régioinak génexpresszids mintazata meghatarozhato és Osszehasonlithato teljes
genom oligonukleotid microarray vizsgalatokkal. A 1ézer mikrokimetszett mintak Affymetrix
oligonukleotid microarray vizsgalata a mindségi kritériumoknak messzemenéen megfelel,
standardizaltnak ¢€s jol reprodukalhatonak bizonyult.

[ a vastagbél-daganatok fejlédése soran fehérje szintli diagnosztikus és prognosztikus
fehérjemintazatok hatarozhatok meg ellenanyag microarray technolégiaval, amelyek
elkiilonitd ereje TMA lemezeken végzett immunhisztokémiai technologiaval is igazolhato.

[1 az oligonukleotid és ellenanyag microarray mérések eredményei alapjan a fehérje és az
MRNS szint kozotti osszefliggések hatarozhatok meg vastagbél-daganatokban, amelyek mas
technolégidkkal (RT-PCR, TMA immunhisztokémia) igazolhatok.

[] a microarray vizsgalatok eredményei mas technoldgiak alkalmazasaval is megerdsithetok,
mind fehérje (TMA), mind mRNS (RT-PCR) szinten,

[1 a génexpresszidos eredmények alapjan a vastagbél-betegségek patomechanizmuséaval

Osszefiiggd karosodott bioldgiai utvonalak azonosithatok,

12



[1 lézer mikrokimetszett mintdkon a vastagbél adenoma-dysplasia-carcinoma szekvencia
elérehaladasa soran bekovetkezd génexpresszios valtozasok azonosithatd, amelyek a
colorectalis karcinogenezis indikatorai lehetnek ham és stroma régiokban,

[] a génexpresszid vizsgalata alapjan metilacios szabalyozas alatt all6 gének azonosithatok
(pl. PTGDR) sejtkultara modell és klinikai mintak hasznalataval,

[1 szelektiv COX-2 gatldszer hatasara az adenoma-carcinoma atmenetben szerepet jatszo

gének mikodése megfordithatd az NS398 terapias agens alkalmazasaval.
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