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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-mC 5-metilcitozin

°C fok Celsius

APC antigén prezentald sejt

BSA marha szérum albumin (Bovine Serum Albumine)

cf-DNA szabad dezoxiribonukleinsav (cell-free DNA)

CAF karcinoma-asszocialt fibroblaszt (carcinoma associated fibroblast)
CD sejtfelszini molekuldk (Cluster of Differentiation)

CpG citozin-guanin dinukleotid

CRC kolorektalis rak (colorectal cancer)

Ct detektalasi hatar (cycle threshold)

COX-2 ciklooxigenaz 2

CXCL kemokin (C-X-C motivum) ligandum

DAMP veszély-asszocialt molekularis mintazatok

dCt delta CT, a referencia ¢€s a vizsgalt gén kozotti ciklusszam kiilonbség a valds
1deji PCR soran

ddCt a vizsgalt gén két mintacsoport k6zotti normalizalt ciklusszam kiilonbsége a
valos idejii PCR soran

DNMT DNS-metiltranszferaz

DNS dezoxiribonukleinsav

dsDNS kettésszalu dezoxiribonukleinsav

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ErbB epidermalis novekedési faktor receptorcsalad

EGF epidermalis novekedési faktor

FC Fold Change, expresszios valtozas mértéke
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GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz gén (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

GEO Gene Expression Omnibus adatbazis

HGF hepatocita novekedési faktor

IFN-a interferon alfa

IGF inzulinszert novekedési faktor

IL interleukin

IRAK interleukin receptor-asszocialt kinaz

IRF interferon termelést regulalé faktor

LPS lipopoliszacharid

MMP matrix metalloproteinaz

mMRNA hirvivé ribonukelinsav

MYD 88 myeloid differencial6 faktor 88

NFkB nuklearis faktor kB

ODN oligodezoxinukleotid

PAM Prediction Analysis for Microarrays statisztikai elemzé modszer
PAMP patogén-asszocialt molekularis mintazatok

PBMC periférids vér mononukledris sejtjei

PBS foszfat puffer (Phosphate Buffer Saline)

PCR polimeraz lancreakci6 (Polimerase Chain Reaction)

pDC plazmacitoid dendritikus sejt

Pl propidium jodid

PI3K foszfatidil-inozitol 3'-kinaz (phosphatidylinositol 3'-kinase)
PIBK/AKT/  foszfatidil inozitol kindz — AKT jelatviteli utvonal



RIN
RNS
RN-ase
RT-PCR
SAM
STING
SFRP1
TGEP
Th

TKI
TLR
TLR9
TNF-a
TRAF6
Twist

ZEB
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RNS integritasi szdm (RNA Integrity Number)
ribonukleinsav

RN-az, ribonukleaz

valds idejii polimeraz lancreakcid (Real-Time PCR)
S-adenozil-metionin

interferon gén stimulalo jelrendszer

szekretalt frizzled-rokon fehérje 1
transzformald névekedési faktor-3

segité T-limfocita

tirozin kinéz inhibitor

toll-szerti receptor (toll-like receptor)
toll-szerti receptor 9 (toll-like receptor 9)
tumor nekrozis faktor alfa

tumor nekrozis faktor alfa-asszocialt faktor 6
Twist transzkripcios faktor

cinkujj E-box-kot6 homeobox fehérje
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2  BEVEZETES

2.1 A vastagbél szovettani szerkezete

A vastagbél a béltraktusnak a csipdbél beszajadzasatol (valvula ileocoecalis; Bauhin-
billentyil) a végbélnyilasig terjedd szakasza. FO feladatai koz¢ tartozik az ionok, a viz és
vitaminok felszivdsa a bélcsatornabol, valamint az emészthetetlen salakanyagok
perisztaltikus tovabbitasa a vékonybélbdl a kiilvilag felé. Hossza 150—-160 cm, 4&tmérdje: 6—
8 cm, amely a végbélnyilds iranyaba fokozatosan csokken. A vastagbél anatomiailag

vakbélre, felszallo-, harant-, €s leszalld vastagbélre, szigmabélre és végbélre oszthato [1].
A vastagbélben a kovetkez6 szovettani rétegek kiilonithetdk el:

1. nyélkahartya (tunica mucosa), (amelyet tovabbi harom szdvettani réteg alkot, a
hamréteg (lamina epithelialis mucosae), kotdszovetes réteg (lamina propria

mucosae) €s a mirigyekhez tartoz6 izomszovet (lamina muscularis mucosae),
2. kotdszovetes réteg (tunica submucosa) és a
3. abélesd korkoros és hosszanti izomrétege (tunica muscularis) (1).

A vastagbelet kutikulds hengerham béleli, a hengerhamsejtek kozott kehelysejtek
helyezkednek el, amelyek a nyadktermelésért feleldsek. Ez a hambélés terjed be a
nyalkahartya sajat kotdszovetes rétegébe, egymas mellett slrlin és szabalyosan
elhelyezkedé mirigyekbe, amelyeket Lieberkiihn kriptdknak neveziink. A bélhamsejtek
atlagos élettartama 5-6 nap, poétlasuk a kripta bazélis részén elhelyezkedd, osztodo
Ossejtekbdl torténik. Az dssejtek ledanysejtjei a kriptak luminaris felszine felé vandorolnak,
mikozben hengerhamsejtekké, vagy kehelysejtekké differencialodnak. Az egészséges
vastagbélben a nyalkahartya feliiletérdl levalod és elhald sejtek mennyisége egyensulyban
van. Ha ez az egyenstly a sejtosztodas felé tolodik el, ugy lokalis sejtszaporulatok
képzddnek. Ezekbdl polipok alakulhatnak ki, amelyeket a vastagbéldaganatok {6 kiindulasi
allapotanak tartunk (2).
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. Abél lumene

lomina eptheliolis

mucosa

lamina propria

1. mucosa ¢ mucosao

Lieborkishn-
keypla

~ lamina muscularis
mucosoe

1.4abra: A vastagbél szovettani szerkezete (forrdas: Roéhlich Pal, Szovettan(1))

2.2 A sejtek kozotti kommunikacio a kolorektalis adenoma-karcinéma
szekvenciaban
A sporadikus vastagbélrdk kialakuldsaval kapcsolatos legfontosabb elmélet az adenoma -

karcinoma szekvencia modell, amely kidolgozdsa Vogelstein és munkatirsai nevéhez
flizodik (3, 4). Tanulmanyukban leirjak, hogy a karcinoma jéindulatd eldalakbol,
diszplasztikus  elvaltozdsokat mutat6 adenomabol fejlodik  ki. A vastagbél
nyalkahartyajaban a korai (pl. APC, K-ras) és késoi (pl. DCC és p53 tumorszuppresszor
gének) mutacidk, valamint epigenetikai valtozdsok (pl. promoter hipo- és/vagy

hipermetilacio) felhalmozodasaval alakul Ki a vastagbéldaganat (4-6),
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Adenomaban ¢és karcindbmaban is jellegzetes a kotdszovetes dallomany (stroma)
sejtosszetételének, mint mikrokdrnyezetnek (niche-nek) a megvaltozésa (7). Az abnormalis
mikrokornyezet kotdszoveti sejtjei, valamint az adenoma ham és a ham eredetli karcindma
sejtek altal termelt autokrin €s parakrin modon hato szabalyoz6 molekulédk fontos szerepet
jatszanak a daganatok kialakuldsaban és az attétképzésben egyarant (7). A szabalyozo
molekuldk oldott (szolubilis) formdban, illetve sejtmembrannal koriilvett komplexek
formajaban (pl. mikrovezikuldk, apoptotikus testek) érik el a sejtet, ahol sejtfelszini, vagy
endocitozist kovetden sejten beliili receptorokat aktivalnak (8, 9). A tumorok esetében ez a
receptor-ligandum kapcsolat olyan jelatviteli utvonalakat aktival, amelyek a normalistol
eltéré sejtfunkciok (pl. megvaltozott proliferacios tulajdonsagok, receptor és ligandum

termelés vagy angiogenezis) kialakuldsdhoz vezet (10, 11).

2.3 A daganatsejtek novekedését és terjedését tamogato faktorok

A daganat ¢s stromasejtek megvaltozott ligandum termelése autokrin és parakrin mdédon
hathat a tumorsejtek novekedésére, osztodasara, valamint az attétképz6 tulajdonsagokra
(12). Kiemelt szereppel birnak a kiillonb6z6 modon hatd novekedési faktorok (az IGF, a
HGF, az ErbB receptorok ligandumai és a TGF-B). Az IGF az IGF1 receptorhoz kétddve az
AKT jelatviteli ut feliilszabalyozasaval serkenti a sejtosztodast €s csokkenti a programozott
sejthalalt (13), a HGF a c-MET proto-onkogén receptorahoz kotédve fejti ki
sejtproliferaciot noveld hatasat (14). Az ErbB1-4 receptorok aktivacidja kiemelt szerepet
jatszik a PI3K/Akt jelatviteli utvonal feliilszabalyozasaban, ezaltal fokozva a sejtosztodast,
angiogenezist ¢és az attétképzést (15). Az ErbB receptorok ligandumai koziil az EGF az
egyik legjobban feltérképezett, daganatnovekedésben fontos szerepet betdltd, jelatviteli utat
indit6 fehérje. Prognosztikus €s terapids szempontbol is kiemelt jelentdségti (16). Az EGF-
EGFR jelatviteli utvonal gatlasa kétféleképpen lehetséges: monoklonalis antitestekkel

(cetuximab és panatimumab) és tirozin kinaz inhibitorokkal (TKI) (gefitinib, erlotinib,

crer

crer
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vizsgalata. Ezek a gyakran el6fordulo K-ras mutaciok a monoklonalis antitest terapia

hatastalansagat okozzak (18).

A TGFp a TGF-B I és II receptorokhoz kétédve a Smad2 és Smad3 jelatviteli molekulakat
foszforilalja, amelyek a Smad4 fehérjével komplexet képezve a sejtmagba
transzlokalodnak, €s kiillonbozo transzkripcids faktorokat (Twist, Zeb, Snail) aktivalnak. A
TGEFp jelatviteli ut aktivacioja a tumorképzddés soran kettds hatassal bir: mig a tumor
kialakuldsédnak elsé fazisdban gitolja a sejtosztodast, addig a késdi fazisokban onkogén

citokinként noveli a daganatsejtek osztodasat és eldsegiti az attétképzodés folyamatat (19).

Nem utolsésorban kiemelkedd szereppel birnak az anyagcserét és a sejtproliferaciot
befolyasold hormonok €és hormonadlis neuropeptidek (inzulin, szomatosztatin). Hatasukkal
serkentik a sejtosztoddst és a sejtek anyageseréjét, valamint gatoljdk az apoptdzis

folyamatat (20, 21).

A daganatnovekedést szintén jelent6sen befolyasoljak a tumorszuppresszor hatasu
ligandumok, amelyek koziil a kolorektalis daganatoknal kiemelenddek a Wnt jelatviteli utat
negativan szabalyoz6 ligandumok, mint a DKK protein (22) és a miofibroblaszt eredetii

SFRP1 fehérje (23).

2.4 A szabad DNS felfedezése

A kering6 szabad DNS (cf-DNA) 1948-as Mandel és Metais altali felfedezése (24) csak a
felfedezeést kovetden 30-40 évvel késobb kertilt a figyelem kézéppontjdba, amikor Leon és
munkatarsai a keringd szabad DNS szint emelkedését mutattdk ki kiilonb6zd
daganattipusokban (25). Kovetkezd 1épésként Stroun és munkatérsai a keringé szabad DNS
egy részének tumor eredetét igazoltak, amely a daganat molekularis karakterét hordozva
‘folyékony biopszids mintaként" szolgalhat (26). A fentiek hatisara megindult a szabad
DNS (cf-DNA) szekvenciak elemzése, amelynek {6 célja diagnosztikus és prognosztikus

szereppel biré mintazatok azonositasa ezekben a DNS szakaszokban (27-29).

10



DOI:10.14753/SE.2016.1953

2.5 A sejten kiviili DNS, mint szabalyoz6 molekula

Szamos tanulmany szerint (30-32) a tumor eredetii DNS fragmentumok (21-500 bazis
hosszusagu DNS molekulak) szerepet jatszanak a tumor kialakulasat és terjedését tdmogatd
segitenek elkeriilni a tumor-specifikus immunvalaszt (33-36). A keringd szabad DNS
szarmazhat apoptotikus/nekrotikus tumorsejtekb6l, de az €16 sejtek is bocsathatnak ki cf-
DNA-t a sejten kiviili térbe (37-40). A tumorszdvet eredetli cf-DNA kimutathatdo a
plazméban ¢és a szérumban, és biomarkerként szolgalhat a daganatos betegségek
kimutatasaban (39). A cf-DNA szamos daganat-specifikus mintazatot hordozhat, beleértve
mutans onkogéneket, tumorszuppresszor géneket, aberrans mikroszatellitdkat ¢és
kromoszomalis DNS szekvenciakat, valamint a daganatra jellemz6 metilaciés mintazatokat
(40). A legujabb vizsgalatok megerdsitették a tumorsejtekb6l szarmazé DNS szakaszok
recipiens sejtek intracellularis terébe torténd felvételét. Ezek a daganat-specifikus DNS
motivumok szerepet jatszhatnak a recipiens sejtekben jelatviteli utak aktivalasaban (pl.
MAPK and Akt jelatviteli utvonalak) és ezaltal fokozott sejtnovekedést és sejtmorfologiai
atalakulast is okozhatnak (41).

2.6 A cfDNA egyéb hatasai

Yu ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy az onkogének horizontalis géntranszfer utjan képesek
bejutni a recipiens sejt genomjaba és korosan novelik a sejtosztodast, valamint fokozott
motilitast is kivélthatnak (42). A horizontalis géntranszfer egy jol leirt példdja, amikor c-
erbB-2 neu onkogén transzfekciojaval megnétt az NIH-3T3 egér-eredetii embrionalis
fibroblaszt sejtek ér endotél sejtekhez valo adhézios képessége. A kezelés hatasara fokozott
invazivitas volt megfigyelhetd a bazalis membranon keresztiil, tovabba a jelatvitel hatisara

termelt kemotaktikus molekuldk fokoztdk a fibroblaszt sejtek motilitasat (42).

A Lee ¢és munkatarsai altal 2014-ben k6zolt munka szintén kiemeli, hogy a daganatsejtek
vezikulakba csomagolt kett6sszalat DNS-t (dsDNS) bocsathatnak ki, amely onkogéneket is
tartalmazhat. Ezek az 50-200 nm méretli mikrovezikulak a sejtmembranon keresztiil
bejutnak a fogadod sejtekbe, majd beépiilnek a recipiens sejt sejtmagjaba és koros

sejtosztodast valtanak ki (43).

11
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2.7 DNS érzékelo rendszerek

A szakirodalom szerint jelenleg két f6 citoplazmatikus DNS molekulat érzékeld rendszer
ismert: a toll-szerti receptor 9 (TLR9) és az interferon gén stimulator (STING) jelatviteli
utvonalak (44).

2.7.1 A TLR9 jelatviteli utvonal

A citoplazmatikus TLR9 endogén, illetve exogén eredetli patogén- és veszély-asszocialt
molekularis mintazatokat (PAMP és DAMP) ismer fel, amelyekben nem-metilalt DNS
szakaszok el6forduléasa jellemzd (45-47). A globalis hipometilacié a daganatokban - tobbek
kozott a kolorektalis daganatban is - jol ismert jelenség (48-50), ami a daganatsejtek
genomjabol szarmazd hipo- és hipermetilalt DNS szakaszok génexpresszidra gyakorolt
eltérd hatasat feltételezi. A TLR9 DNS-t érzékeld receptor fokozott expresszidjat szamos
tumortipusban (pl. prosztata, nyeldcsé- és méhnyakrak) kimutattdk (51-54). A karcindma
sejtekben a megnovekedett TLRY kifejez6dés magasabb metasztatikus potenciallal tarsult,
feltételezhetden a szoveti DNS hatasara fokozodd matrix-metalloproteinaz (MMP) termelés
vezetett a daganatsejtek fokozott invazivitasahoz (52). A stroma fibroblaszt-szerti sejtjeinek
magasabb TLR9 expresszidja azonban csOkkentette az attétek kialakuldsanak

valosziniiségét (55).

A TLR9 aktivalasa bonyolult, soklépcsds folyamat. Az elsé 1épés a DNS-szekvenciak
felismerése és megkotése. Egyszalu DNS-t sok sejt képes bejuttatni az intracellularisan
(endoszomakban) elhelyezkedd TLR9 receptorig, a kettdés szali DNS bejutasat pedig
nagyban segiti 8 DNS szekvenciak kationaktiv lipidbe valé csomagolasa (56,57). Hacker és
munkatdarsai  (1988) fluoreszcein izotiocianattal jelolt CpG ODN-ek (szintetikus
oligodezoxinukleotid szekvenciak) alkalmazasaval bebizonyitottak, hogy a DNS-
szekvenciak intracellularis kompartmentbe valo jutdsa endocitdzissal torténik (57). A fent
leirt endocitozis nem specifikus folyamat, mivel a CpG-szekvenciakkal nem rendelkez6
ODN-¢k is bejutnak igy az endoszomaba. Azt is sikeriilt igazolni, hogy a CpG ODN-nel

valo APC (antigén prezentald sejt) aktivacidé kompetitiven gatolhatdé nem-CpG

12



DOI:10.14753/SE.2016.1953

szekvenciakkal, és olyan dagensekkel is, amelyek a sejt intracellularis pH szintjét
szabalyozzak (pl. chloroquin, bafilomycin A) (57). A nem specifikus endocitozissal torténd
bejutds és a savas kornyezetben valdo érés utan a kiilonbozo szignalmolekuldk altal
kozvetitett jelatviteli utvonalakon keresztiil citokinvalasz érhetd el (56,58). A citokinvalasz
egy bonyolult intracellularis kaszkédrendszer aktivalédasanak eredménye, amelyben részt
vesznek a MYDS88, a TRAF6 ¢és az IRAK1-4 fehérjék, valamint az NFkB transzkripciot
regulalé faktor, amely sejtmagba torténd transzlokacidja végsé soron gyulladasos

citokinvalaszt és interferon képz6dést eredményez ((58), 2. Abra)

A TLR9 CpG DNS-sel valo aktivalasa el6segiti a gyulladasos citokineket kodold gének és
a major hisztokompatibilis rendszer (MHC) II. osztalyG antigénjeinek fokozott
expresszidjat. A plazmocitoid dendritikus sejtek (pDC-k) 1. tipust interferonokat (IFN-a és
B) termelnek, amelyek a B-sejtekben gyulladasos citokinek (IL-6, TNF-a) termelddését
segitik el6 ((56), 3. Abra.)

CpG DNA
VA VA VAN

1R
@D

f

IRAK

@RAFD TRAFS

Y\

CIRF-7 &.@
Z |

Sejtmag / I-es tipusu ‘ Pro-inflammatorikus

> N P> citokinek

IROVCN\. SO0\

2.abra: A TLRY jelatviteli Gtvonal(44)
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3. abra: A TLRO9 jelatviteli utvonal aktvacioja altal kivaltott (MHC) II. osztalyt

antigén- és citokinvalasz (35,56)

2.7.2 A STING jelatviteli utvonal

A STING utvonalat (mas néven TMEMI173 molekula altal inditott jelatviteli utat)
citoszolban lokalizalt DNS érzékelé receptor-jelatviteli rendszerként irtak le. A STING
molekula a cGAS (ciklikus GMP-AMP szintaz) enzim mikodése altal 1étrejott ciklikus
dinukleotidokat (cGMP-AMP) ismeri fel, és aktivalja a perinuklearisan elhelyezked6 tank-
kotd kinazt (TBK1-t), amely foszforildlja az interferon termelést regulalé faktorokat (IRF3
és IRF7) és ezaltal kozvetleniil az I-es tipusu interferonok termelését segiti eld (59,60).
Woo és munkatarsai a tumorszovetet infiltrald0 APC-k citoszoljdban tumor eredetli DNS
szekvenciakat mutattak ki, ami alatamasztja a STING citoszolikus DNS-t érzékel6 rendszer

altal termelt I-es tipusu interferonok tumorellenes immunitasban betoltott szerepét. A fenti
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interferon termelés kulcslépés a tumorspecifikus T-sejtvalaszban (61). A STING jelatviteli

utvonalat a 4. abra szemlélteti.

dsDNA

4. abra: A STING jelatviteli utvonal (59)

2.8 A szabad DNS vastagbélhamra gyakorolt hatasa

Szamos korabbi tanulméanyban irtdk le a TLRY fehérje kifejez0dését vastagbélhdmban
(62,63). A TLR9 DNS-t érzékeld receptornak a vastagbélham élettani és koros

folyamataiban betoltott szerepe azonban nem tisztazott.

Akhtar és munkatarsai azt figyelték meg, hogy a patogén eredetti (E.coli) DNS molekulak
az IL-8 gén TLRY aktivacié okozta feliilexpresszidjat eredeményezték kolorektalis

karcinoma sejteken (HT-29, Caco-2, T84) (62).
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Tovéabbi vizsgalatok bizonyitottdk az IL-8 gén fokozott kifejezddését kolorektalis
karcinéma sejteken (HT-29, CaCo-2, DLD-1), foszforotioat-vaza, CpG szigetet tartalmazé
szintetikus oligodezoxinukleotid szekvenciakkal (CpG ODN) tortén6 kezelés hatasara (63).

Kauppila és munkatarsai a human eredetii daganat-specifikus DNS molekulak TLR9 4altal
kozvetitett hatdsat vizsgaltdk emésztérendszeri daganatos sejtvonalakon (OE33
nyeldcsorak, AGS gyomorrak, Caco2 vastagbélrak sejtvonalakban). A fenti vizsgalatokban
human eredetti daganat-specifikus kvadriplex DNS-t (h-Tel22 G-quadruplex) hasznaltak, és
a kezelés hatasara jelentds invazivitds ndvekedést tapasztaltak. Ezek az eredmények

felvetik a daganat-eredetii DNS invazivitast fokozo hatasat (64).

2.9 A CpG DNS szekvenciak és az LPS hatasa a periférias vér mononuklearis
sejtjeire

CpG ODN kezelés hatasara. Az aktivalt human monocitdkban fokozodott az IL-6 és az IL-
12 szekrécidja (65). Fokozott TNFa termelddést csak a bakterialis DNS kezelés hatdsara
figyeltek meg, azonban a CpG ODN szekvencidk nem okoztak jelentés TNFa szekréciot. A
TLR9 aktivalasa a CD40 ¢és a CD86 ko-stimulacios molekulédk fokozott termelését és B sejt
Tovébbi tanulményok igazoltak, hogy a CpG ODN sztekvencidk egér makrofag- és B-
sejtvonalakban fokoztak az NFkB transzkripcios faktor aktivitasat, és a B-sejtek fokozott
osztddasat valtottak ki (66-68).

Krieg és munkatarsai szerint a jovoben a tumor immunterapiaban esetlegesen hasznalandé
DNS vakcindknak két f6 komponenst kéne tartalmaznia: egy plazmidon kodolt fehérje
antigént, ami meghatarozna az immunvalasz fajlagossagat és egy CpG DNS szekvenciat,
amely kozvetlenill képes aktivalni a B-sejteket, valamint a Thl citokinek expresszidjanak
¢és az antigén prezentalo sejteken (APC) a ko-stimulacios molekulak fokozott termelésének

indukcidja révén antigén specifikus immunvalaszt inditana (69). A fenti megallapitdsok
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feltételezik a TLR9 és mas DNS érzékeld receptorok jelentds szerepét a tumorellenes

immunitasban.

Hornung és munkatarsai kiillonb6z6 TLR-ek (TLR 1-10) expresszidjat vizsgaltak
egészséges onkéntesek PBMC mintdin és fokozott TLRY kifejezddést tapasztaltak a pDC-
kben és B-sejtekben. Vizsgalataikban kimutattdk, hogy a pDC-k a CpG motivumok {6
szenzorai az immunrendszerben és kiemelt szerepet toltenek be a DNS szekvencidk
hatasanak kozvetitésében, szabalyozzak mas sejttipusok (monocitak, T-sejtek, NK sejtek)
aktivitasat az altaluk termelt citokinek, kemokinek, és mas ko-stimuldciés molekulak
termelésével (70). Hatassal lehetnek a Th1/Th2 polarizaciora és differenciaciora is (70). A
TLR4 ¢és TLRO egyiittes kezelés hatdsara szignifikdnsan csokkent 1-es tipusu interferon
termelést figyeltek meg a kiilon végzett TLR4 és TLR9 kezeléshez képest. Megfigyelésiik
szerint bizonyos TLR-ek egyiittes aktivacidja szinergista, mas TLR-ek antagonista hatast

fejtenek ki.

Egy masik tanulméany a lipopoliszacharid (LPS) aktivalta B-sejtek hatasat vizsgalta a T-
CD3 monoklonalis antitesthez kapcsolt B-sejtek - a tumorellenes T-sejt valasz elésegitése
révén - erds tumorellenes hatdssal birnak. (71). Feltételezhetd az egyes TLR agonistak
kolcsonds hatasa a PBMC-k egyes sejtpopulacioin, ami tovabbi vizsgalatok sziikségességét

veti fel a TLR-ek tumor immunitasban betoltott szerepének vizsgalata céljabol.
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3 CELKITUZESEK

PhD munkam vizsgalati céljait az alabbi pontokban hataroztam meg:

1, HT-29 sejtvonalbdl izolalt és mesterségesen metilalt, fragmentalt DNS szekvencidk

hatasanak vizsgalata a TLRY jelatviteli utra HT-29 vastagbél karcinoma sejtekben.

2, Az egészséges ¢és vastagbél daganatos szoveti DNS hatdsanak feltérképezése HT-29

vastagbél karcindma sejtvonalon teljes genomot lefedé génexpresszidos modszerrel.

3, Az egészséges ¢és vastagbél daganatos szoveti DNS TLRO jelatviteli utvonalon kifejtett
hatasanak az vizsgéalata HT-29 kolorektalis sejtvonalon (QRT-PCR modszerrel).

4, Az egészséges €s vastagbéldaganatos szovetbdl kinyert DNS szekvencidk hatasanak a

vizsgalata HT-29 vastagbél karcinoma sejtek életképességére és sejtciklusara.

5, Az egészséges ¢€s vastagbéldaganatos szovetbdl kinyert DNS hatdsanak a vizsgalata

periférias vér mononukledaris sejtjein.
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4 MINTAK ES MODSZEREK

4.1 HT-29 sejtkultura

A HT-29 vastagbél karcinoma sejteket (LGC STANDARDS; ATCC® HTB-38™) RPMI
1640 tapfolyadékban 10% FBS-sel (v/v); (FBS Standard Quality; PAA Laboratories
GmbH, Ausztria), 50 mg/ml gentamicinnel (Sandoz GmbH, Ausztria) és 2.50 pg/mL
amfotericin B-vel (Sigma Aldrich, USA) kiegészitve az 1. Sz. Patologiai és Kisérleti
Rékkutatdo Intézetében (Semmelweis Egyetem) patogénmentes, steril szovettenyészd

laboratoriumban 37 C hémérsékleten, 5% CO; és 95% paratartalom mellett tartottuk fenn.

4.2 DNS izolalas HT-29 sejtkulturabol

A DNS kezelésekhez hasznalt genomidlis DNS-t~5 X 10" HT-29 sejtbdl High Pure PCR
Template Preparation kit (Roche GmbH, Németorszag) segitségével izolaltuk, amely
proteindz K fehérjebontd enzimet is tartalmazott. Az izolalt DNS mintdkon 5 pl RNaz A/T1
Mix hasznélataval (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Litvania) 1 6ran keresztiil 37 C-
on RNaz kezelést alkalmaztunk, az RNS szennyezddés eltavolitdsa céljabol. A DNS
koncentraciot NanoDrop 1000 spektrofotométer (Thermo Scientific, Németorszag)
segitségével hatdroztuk meg. A tovabbiakban a HT-29 sejtkultirabol kivont DNS sajat
DNS-ként szerepel, mivel a HT-29 sejteket az els6 kisérlet soran HT-29 sejtekbdl kivont
DNS-sel kezeltiik.

4.3 DNS izolalas sebészileg eltavolitott szovetmintakbol

A genomialis DNS izolalasa sebészileg eltavolitott makroszkoposan egészséges, illetve
vastagbél tumoros szdvetbdl tortént, amelyhez a mintakat a Transzplantacios és Sebészeti
Klinika (Semmelweis Egyetem) biztositotta. A vastagbéldaganatban szenvedd betegek
definitiv szovettani diagnozissal (Dukes B és C stadium) rendelkeztek és nem részesiiltek
operacio eldtti kemo- illetve radioterdpiaban. Minden betegtdl beleegyezd nyilatkozatot

gyljtottiink, a mintagyljtéshez sziikséges etikai engedélyt (TUKEB 23970/2011) a
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regionalis etikai bizottsag adta meg. Az izolalt, fehérje-mentes DNS-t 20 ul RNaz A/T1
Mix (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Litvania) alkalmazéasaval 37 °C-on 1 6ran
keresztiil inkubaltuk. Az izolalt, tisztitott DNS mennyiségét ¢s mindségét NanoDrop 1000

spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Németorszag) hataroztuk meg.

4.4 DNS hipermetilacio és fragmentalas

A sejtkisérletek soran alkalmazott genomidlis DNS-t négy egyenld mennyiségre osztottuk
fel:

(1) Az els6 tipuson nem végeztiink sem mesterséges hipermetilaciot, sem fragmentéciot (1-

es tipusu DNS; nem-metilalt, nem-fragmentalt; nMnF).

(2) A mésodik tipust ultrahanggal tordeltiik a kivant fragmentumhossz eléréséig, de
mesterséges metilaciot nem alkalmaztunk (2-es tipustt DNS; nem —metilalt, fragmentalt;

nMF)

(3) A harmadik tipust mesterségesen hipermetilaltuk, de nem fragmentaltuk (3-as tipust

DNS; metilalt, nem-fragmentalt; MnF)

(4) A negyedik részt mesterségesen hipermetilaltuk és fragmentaltuk (4-es tipustt DNS;
metilalt, fragmentalt; MF).

A HT-29 sejtvonalbol kinyert DNS hipermetilacojahoz az M.SssI CpG metiltranszferaz
(New England Biolabs Ipswich, USA) enzimet hasznaltuk, amely metil donorként SAM-ot
(S-adenozilmetionint) hasznalva a DNS lanc minden metilalatlan citozin (C5) molekulajat

hipermetilal a kettdsszala DNS 5'...CG...3' CpG dinukleotidjain.

A DNS fragmentumok hosszat 2%-os agardz gélen elektroforézis modszerrel (5. dbra)

hataroztuk meg.
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A DNS kezeléshez hasznalt DNS szkevenciak
gélelektroforazis képe

nMnF MnF nMF  MF

5. abra:A DNS kezeléshez hasznalt 10 000 bp feletti intakt genomialis DNS szakaszok (1.
¢és 2. Minta nMnF és MnF DNS szekvencidk) és az ultrahangos tordeléssel elkészitett~200
bp hossza DNS szakaszok (3. és 4. minta nMF, MF DNS szekvenciak) gélelektroforézis
képe.
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HT-29 sejtek tenyésztése, genomialis
DNS izolalas

b
DNS

hipermetilacio

/ DNS fragmentacio \‘\‘

nMnF nMF MF MnF PBS kezelt
kontroll
HT-29 sejtek kezelése a 4 szerkezetileg eltéré DNS-sel HT-29 sejtek

l

Teljes RNS izolalas,
reverz transzkripcio

l

q RT-PCR

6. abra: A HT-29 sejteken mesterségesen metilalt /fragmentalt DNS szakaszokkal
elvégzett DNS kezelés folyamatabraja

4.5 DNS kezelés és teljes RNS izolalas

Kisérletiinkhoz 0.5 x 10° HT-29 sejtet raktunk ki hatlyukt kezeld lemezre 2 ml RPMI 1640
tapfolyadékban 10% FBS (v/v) (FBS; Standard Quality; PAA Laboratories GmbH,
Ausztria), 50 ng/ml gentamicin (Sandoz GmbH, Ausztria) és 2.50 ug/mL amfotericin B
(Sigma Aldrich, USA) hozzaadasaval.

Kovetkezd 1épésként 15 pl-nyi szerkezetileg modositott, illetve egészséges ¢és
tumorszovetbdl izolalt DNS-t alkalmaztunk a kezelésekhez, amelyeket kiilon-kiilon 200 pl
steril pufferolt foszfat séoldatban (PBS) oldottunk fel. A széveti DNS-t High Pure PCR
Template Preparation kit (Roche GmbH, Németorszag) segitségével izolaltuk. A modositott
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DNS szekvenciakkal elvégzett kezeléseket a 6. dbra szemlélteti. A kontroll mintdkhoz 200
ul steril PBS-t adtunk, majd a sejteket 37 C-on 5% CO; és 95%-os paratartalom mellett
tenyésztettik. A 6 illetve 24 oras kezelést kdvetden a sejteket kétszer steril PBS-ben
mostuk at. A masodik mosast kovetden a sejteket 5 ml steril PBS-ben szuszpendaltuk, majd
2,5 ml sejtszuszpenziot hasznaltunk a teljes RNS frakcidizolalasdhoz, a maradék 2,5 ml
sejtszuszpenziobdl  Cytospin  (tdrgylemezre vald  citocentrifugdlds) citocentrifuga

segitségével immuncitokémiai vizsgalatot végeztiink.

A HT-29 sejtekbdl torténd teljes RNS izolalas RNeasy Mini Kittel (Qiagen, USA) tortént a

gyart6 eldirasai szerint.

4.6 Reverz transzKkripcio (RT) és valds idejii polimeraz lancreakcio (qRT-PCR)

A TLROY jelatviteli utvonal génjeire ¢és az interleukin 8 (IL-8) citokint kodold génre a

Primer3 (http://sourceforge.net/projects/primer3/.) primertervezé programmal terveztiink

primereket. A NanoDrop 1000 spektrofotométerrel tértént mennyiségi meghatarozas utan
kapillaris gélelektroforézis modszerrel mindségi ellendrzést végeztliink az izolalt RNS
mintakon Agilent RNA 6000 Pico kit hasznalataval (Agilent Technologies, USA). Az RNS
integritasi szam (RIN) egy a legintaktabb (10) mintatol a legtéredezettebbig (1) felallitott
skala, amelyet az Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék programja a 18S és 28S riboszomalis
RNS csucsok aranya alapjan hatdroz meg. A tovabbiakban csak a 8-nal nagyobb mutat6ju
RNS integritasi szammal (RIN>8) rendelkez6 RNS mintakat hasznaltuk a komplementer
DNS-re (cCDNS-re) torténd atirashoz és az RT-PCR vizsgalathoz. A ¢cDNS-re torténd atirast
1 pg teljes RNS-bdl kiindulva a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel
(Applied Biosystems, USA) végeztiik el a gyartd el6irasai szerint.

A val6s idejii PCR reakciot LightCycler 480 késziiléken (Roche, Svajc), Probes Master
(Roche GmbH, Németorszag) reagens ¢s SYBR Green (Roche GmbH, Németorszag) zold

interkalalodo festék segitségével végeztiik el.

A vizsgalt gének expresszidjat a GAPDH referencia gén expressziojahoz viszonyitottuk és
az expresszios kiilonbségeket a 279! képlet hasznalataval szamoltuk ki, amelyben a ddCt

érték a vizsgalt gén két mintacsoport kozotti normalizalt ciklusszam kiilonbsége.
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hTLR9_F Toll-like receptor 9 CCTCCTGCTCAAGCTACACC

hTLR9_R Toll-like receptor 9 CTTGTCCTTTTCTGCCCTTG

hMYDB88_aF | myeloid differencial6 faktor 88 GAAGAAAGAGTTCCCCAGCA

hMYD88_aR | myeloid differencialo faktor 88 GTGCAGGGGTTGGTGTAGTC

hMYDB88_bF | myeloid differencial6 faktor 88 CTCCTCCACATCCTCCCTTC

hMYD88_bR | myeloid differencialo faktor 88 CGCACGTTCAAGAACAGAGA
interleukin receptor asszocialt

hIRAK2_F kindz 2 CTTGGAGTGGGCTTTCTGAG
interleukin receptor asszocialt

hIRAK2_R | kinaz 2 AGGCTGGAATTGTCAACGTC
interleukin receptor asszocialt

hIRAK4_F kinaz 4 GCTGCCTCAATGTTGGACTAA
interleukin receptor asszocialt

hIRAK4_R | kinaz 4 TTCCATCCTTCTTGAGGATCA
tumor nekrotizal6 faktor asszocialt

hTRAF6_F | faktor 6 CTTTGGCAAATGTCATCTGTG
tumor nekrotizald faktor asszocialt

hTRAF6_R | faktor 6 CTGAATGTGCATGGAATTGG

hNFkB1 F nukledris faktor kB 1 TATGTGGGACCAGCAAAGGT
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hNFkB1 R | nukledris faktor kB 1 GCAGATCCCATCCTCACAGT

hIL8_F interleukin 8 GTGCAGTTTTGCCAAGGAGT

hIL8_R interleukin 8 AAATTTGGGGTGGAAAGGTT

hIL1B_F interleukin 1§ GCATCCAGCTACGAATCTCC

hIL1B_R interleukin 1f3 GCATCTTCCTCAGCTTGTCC
interferon termelést regulalo faktor

IRF7 _F 7B GGGTGTGTCTTCCCTGGATA
interferon termelést regulal6d faktor

IRF7 _R 7B GCTCCATAAGGAAGCACTCG

hTNFa_F tumor necrosis faktor o CCTGTGAGGAGGACGAACAT

hTNFa_R tumor necrosis faktor o GGTTGAGGGTGTCTGAAGGA

1. tablazat: A TLRO jelatviteli utvonalban szerepld génekre tervezett primerek
szekvencidjanak a listaja

4.7 mRNS expresszios microarray vizsgalatok
Az izolalt RNS mennyiségét NanoDrop 1000 spektrofotométerrel hataroztuk meg, majd

mindségi ellendrzést végeztiink kapillaris gélelektroforézis technologiaval Agilent RNA
6000 Pico kit segitségével. A biotinnal jelolt cRNS probdkat 5+0,50 pg teljes RNS
frakciobo készitettiik el egyciklust jelold rendszerrel (GeneChip 3’ IVT Express Kit,
Affymetrix, USA) az Affymetrix cég hivatalos ajanlasa alapjan. Kovetkezd 1épéskent a
cRNS mintakat fragmentaltuk és minden mintabol 10 ug mennyiséget 16 oran keresztiil, 45

°C hoémérsékleten hibridizaltuk a HGU133 Plus2.0 array chipekre (Affymetrix, USA). A
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vizsgalt chipeken fluoreszcens festékkel torténd jelolés és mosas kovetkezett a Fluidics
Station 450 &llomason (Affymetrix Inc., USA). A fluoreszcens jelek detektalasara
microarray technologia szkennelésére alkalmas GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix,
USA) rendszert alkalmaztunk. Az alkalmazott egykoros RNS amplifikaciot és a vizsgalati

chipekre torténd hibridizacids 1épéseket a 7. dbra szemlélteti.
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7. abra: Egykoros RNS amplifikacio és a vizsgalati chipekre torténd hibridizacid

A kép forrasa:
http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/3_ivt_express_kit_manual.pdf

A microarray adatok mennyiségi és mindségi ellendrzését a Tumor Analizis Munkacsoport
ajanlasai alapjan végeztiik el (72). A szkennelt vizsgalati chipeket kotddési miitermékek

kisztirése érdekében atvizsgaltuk, tovabba megvizsgaltuk a hasznalandd RNS toredezettség
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mentességét (intaktsagat), amelyek minden elvarasnak megfeleltek (73). A HT-29
sejtvonalon és a PBMC sejtek esetében is 2-2 bioldgia parhuzamos mérést vetettiink 0ssze
Euclidean tavolsaganalizissel. Valamennyi sejtkultirabol kinyert mintabol késziilt
microarray megfelelt a mindségi kovetelményeknek. A fenti ajanlasokat kovetve gcRMA
(Background Adjustment Using Sequence Information) hattérnormalizaciés modszert

alkalmaztunk a vizsgalati chipeken.

A gcRMA szoftverrel elvégzett normalizacid és elemzés utdn PAM finom kiiszobérték
megallapitast (soft tresholding) alkalmaztunk azzal a céllal, hogy a két csoport kozotti
Osszehasonlitas (egészséges szoveti DNS kezelt vs. kontroll és tumor szoveti DNS kezelt
vs. kontroll) az erdsen elkiiloniild génexpressziot mutatdé géneket tartalmazza (p<0.05,

logFC>1).

Az eredmények annoticidja (a kapott gének azonositd alapjan torténd nevesitése) az
Affymetrix ~ NetAffx analizis kozpontjaval tortént  (http://www.affymetrix.com
/analysis/index. affx). Az adathalmazok tovabbi elemzése, illetve ellendrzés céljabol
megtalalhatok a Gene Expression Omnibus adatbankban

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) a GSE67557 hivatkozasi szam alatt.

4.8 Immuncitokémiai vizsgalatok

A HT-29 sejtvonalon tortént kezelés utan 2,5 ml HT-29 sejtszuszpenziot hasznaltunk fel az
immuncitokémiai (ICC) vizsgalatokhoz. A HT-29 sejteket (mikroszkdp) targylemezre cito-
centrifugaltuk, majd 10 percig -20 C “-0s metanolban rogzitettiik. A nem specifikus
kotdhelyek blokkoldsara 30 percen keresztiil 1%-os BSA (marha szérum albumin, Bovine

Serum Albumin) oldatot hasznaltunk.

Az immunfestésekhez egér monoklonalis anti-TLR9 1gG (1:300 higitas; ab85860,
ABCAM, Cambridge, MA, USA), anti-DNMT3a IgG (1: 300 higitas; ab13888, ABCAM,
Cambridge, MA, USA) anti-citokeratin 20 IgG (1: 200 higitas, klon: PCK-26, Dako,
Glostrup, Dénia) és anti-E-cadherin IgG (1:2 higitas, klon: ECH6, Hisztopatologia Kft..,

Pécs, Magyarorszag) ellenanyagokat hasznaltunk.
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A jelkonverziéra EnVision + HRP (Labeled Polymer anti- egér,/ nyal K5007, Dako) ¢és
diaminobenzidin - hidrogén-peroxidaz - kromogén - szubsztrat rendszert (Cytomation
Liqguid DAB + Substrate Chromogen System, K3468, Dako) alkalmaztuk, végiil
hematoxilin-eozin festést végeztink (MMI H&E Staining Kit Plus, MMI AG, Svijc). A
targylemezeket digitalisan archivaltuk (Pannoramic Scan késziilék, szoftver verzio:
1.11.25.0, 3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag), a kiértékeléshez Pannoramic Viewer
szoftvert (v:1,11,43,0, 3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk.

4.9 Az immuncitokémiai vizsgalatok kiértékelése

Az immunhisztokémiai elemzést a Panoramic Viewer digitalis mikroszkép Histoquant
modulja segitségével végeztiik el targylemezenként 1000 sejten. A CK20 citoplazmatikus
¢s az E-cadherin membranban megjelend immunreakcidit a festddés erdssége szerint
negativ (-), gyenge (+), kdzepesen erds (++) és erds (+++) csoportbasoroltuk. A DNMT3a
nuklearis/citoplazmatikus kifejezodéseit a festddés erdssége alapjan negativ (-), gyenge (+),
mérsékelt (++) és erds (+++) kategoéridkba soroltuk. Szazalékos pixelpozitivitas értéket
adtunk meg a negativ (-), gyenge (+), mérsékelt (++) €s erdsen pozitiv (+++) pixelek

aranyaira mintanként.

4.10 HT-29 sejteken végzett viabilitasi vizsgalatok

Kisérletiinkhéz 0,1 x 10® HT-29 sejtet helyeztiink hatlyuku kezeld lemezre 2 ml RPMI
1640 tapfolyadékban (Sigma Aldrich, USA) 10% FBS (v/v) (FBS; StandardQuality; PAA
Laboratories GmbH, Ausztria), 50 mg/ml gentamicin (Sandoz GmbH, Ausztria), és 2.5

png/ml amfotericin B (Sigma Aldrich, USA) hozzdadéasaval.

A kezelésekhez 15 pg egészséges illetve tumoros vastagbél miitéti mintakbol izolalt DNS-t
hasznaltunk, amelyeket kiilon-kiilon 200 pl steril PBS-ben oldottunk fel. A kontroll
mintakhoz 200 pl steril PBS-t adtunk hozza. A sejteket 37 °C -on, 5% CO; és 95%-0s
paratartalom mellett tenyésztettiik. A 72 oras kezelés utan a sejteket 0,25%-0s Tripszin—
EDTA (Sigma Aldrich, USA) oldat segitségével valasztottuk el a kezeld plate feliiletétdl,
kétszer mostuk 1 ml steril PBS-ben és 1 ml —20 C “os 70%-0s etanolban 15 percen

keresztiil szobahdmérsékleten fixaltuk. A mintakat vizsgalat id6pontjaig -20 °C-0s
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hémérsékleten taroltuk. Méréseinket harom fliggetlen parhuzamos sejtkultra mintan

végeztiik el.

A HT-29 sejteket 3 percig 1300 fordulatszamon alkoholmentesitettiik, majd a sejteket 300
ul extrakcids lizispufferben szuszpendaltuk fel. A sejtszuszpenziokhoz 3 pl RNaz oldatot
(RNaz A/T1 Mix, Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Litvania) adtunk hozza az RNS-
propidium jodid miitermék keletkezésének elkeriilése miatt. A sejtszuszpenzidhoz tovabba
3 pl propidium jodidot (Sigma-Aldrich, USA) adtunk és 15 perc szobahdmérsékleten
tortént inkubacid utan a sejt-viabilitasi mérést FaCsCalibur (New Jersey, USA) miiszeren

végeztik el.

Ezenfeliil a HT-29 sejteken 72 6ras viabilitasi vizsgalatot végeztiink tripankék festéssel ,
majd az ¢éld illetve elpusztult sejteket hemocitométerben szdmoltuk meg a tumor és
egészséges szoveti DNS-sel kezelt mintakban, amelyeket a PBS kezelt kontroll HT-29
mintak sejtszdmaihoz hasonlitottunk. Az €16 és elpusztult sejtek szdmanak atlagat harom
fliggetlen szamolassal harom biologiai parhuzamos mintan hataroztuk meg. Statisztikai

elemzéseink soran eredményeinket a Student-féle kétmintas t-probaval értékeltiik ki.

4.11 Kvantitativ 5-metilcitozin arany meghatarozas HT-29, SW480 és Caco2
vastagbél karcindma sejtkulturak genomialis DNS-ébdl és a kezeléshez hasznalt
egészséges illetve vastagbélkarcinomas szoveti parokbol

A genomialis DNS-t High Pure PCR Template Preparation kit (Roche GmbH,
Németorszag) segitségével izolaltuk HT-29, SW480, Caco2 vastagb¢l karcindbma
sejtkultirakbol és a miitétileg eltavolitott egészséges €s tumoros vastagbélszovetbdl. Az
izolalt DNS-ekbdl 100 ng mennyiségli DNS-t hasznaltunk a teljes genom 5-metil-citozin

(5-mC) aranyanak a meghatarozasara.

Vizsgalatainkhoz 5-mC DNS ELISA kit-et hasznaltunk (Zymo Research Corp., USA) a
gyartd eldirasainak megfeleléen, amely tartalmazott anti-5-metil-citozin monoklonalis
ellenanyagot, 5-mC fed6 puffert (5-mC Coating Buffer), 5-mC ELISA puffert, masodlagos

ellenanyagot és torma peroxidazt (HRP).
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A 100 ng-nyi DNS mintakat 5-mC fed6é pufferrel (5-mC Coating Buffer) egészitettiik ki
100 pul végtérfogatra, majd 98 C “on 5 percen keresztiil denaturaltuk. A denaturaci6 utdn a
mintakat 10 percig szarazjégre helyeztiik és a vizsgalo lemez lyukaiba 4thelyezve 37 °C-on
1 oran at inkubaltuk, majd haromszor tisztitottuk 5-mC ELISA pufferrel. Kovetkezo
1épésként az antitest keveréket adtuk hozza, amely anti-5-mC elsédleges (1:2000) és
masodlagos antitestet (1:1000) tartalmazott 100 pl térfogatban. A lemezt foliaval fedtiik le
¢s 37 ° C-on 1 oran keresztiil inkubaltuk. Az ellenanyag keverék eltavolitisa utan a
kezel6lyukakat haromszor 5-mC ELISA pufferrel tisztitottuk és 100ul HRP fejlesztd
oldatot adtunk az egyes mintdkhoz és szobah6mérsékleten 1 oran at inkubaltuk. Az
abszorbanciat ELISA lemezolvason (Labsystems MultiScan MS, Thermo Labsystems,
Milford, USA) 450 nm-en mértiik le. Az 5-mC szazalékos értékét masodrendi regresszios
egyenlet segitségével szamoltuk ki a pozitiv és negativ kontrollokbodl felallitott standard

gorbébol.

4.12 Az egészséges donoroktol szarmazo periférias vér mononuklearis sejtjein
elvégzett vizsgalatok

4.12.1 Egészséges onkéntesek

Négy egészséges donorbol szarmazé PBMC mintat vizsgaltunk, a donorok
korel6zményében nem szerepelt daganatos és autoimmun betegség. A vizsgalat idején nem
mutattak aktiv fertéz¢s tiineteit. Az onkéntesek kozott 2 nd és 2 férfi szerepelt 25 és 40 év
kozotti életkorral. A negativ koreldzmény diagnozisat az SE. II sz. Belgyogyaszati Klinika

belgyogyasz szakorvosai allitottak fel.

4.12.2 PBMC sejtek szeparacidja

Az egészséges Onkéntesektél 20 ml periférias vért vettiink, amelybdl a mononukledris
sejteket gradiens centrifugalassal Ficoll-Histopaque-1077 kit hasznalataval (Sigma Aldrich,
Németorszag) nyertik ki. A periférias vért a Ficoll-Histopaque-1077 gradiens folé
rétegeztiik és 1600 percenkénti fordulatszdmon 20 percig centrifugaltuk. A interfazisban
kapott” buffy coat " -ot dsszegyiijtottiik, ez kdvetéen 5 ml Hank-féle médiumban (Biomed,

Lengyelorszag) diszpergaltuk, és 1600 percenkénti fordulatszamon 10 percig
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centrifugaltuk. A feliiliszot Osszegyijtottik, a kinyert PBMC-ket 1100 percenkénti

fordulatszamon 5 perc centrifugalassal kétszer mostuk at steril PBS-ben.

4.12.3 DNS kezelés, LPS kezelés, teljes RNS izolaci6 és a human T- és B-sejt-
aktivacios PCR Array vizsgalati médszer

1x10° PBMC-t helyeztiink ki hatlyuku kezelé6 lemezre RPMI 1640 tapfolyadékban
gentamicin-nel, amfotericin B-vel és 10% FBS-sel kiegészitve. A DNS kezeléshez 15 pg
egészséges illetve tumor szoveti DNS-t 200 pl steril foszfat-pufferolt sdoldatban (PBS), a
DNS-LPS egyiittes kezeléshez 100 ng LPS-t (026:B6 szerotipusu Escherichia coli-bol
szarmazé lipopoliszacharid, Sigma Aldrich, USA) alkalmaztunk. A nem kezelt kontroll
mintdkhoz 200 pl steril PBS-t adtunk. A sejteket 37°C hdmérsékleten, 5% CO, és 95%
paratartalom mellett tenyésztettiik. A teljes RNS izolalast a gyarto eldirdsai alapjan RNeasy
Mini Kit-tel (Qiagen, USA) végeztiik el. Az izolalt RNS-t -80° C-on taroltuk a vizsgalatok
elvégzéséig.

A cDNS-t a RT? Nano pre-amplifikdcidos cDNS atird kit (Qiagen, USA) segitségével
készitettiik az izolalt teljes RNS mintakbol. A cDNS szintézishez 100 ng teljes RNS-t
hasznaltunk, majd a célgének expresszids kiilonbségeinek vizsgalatira a human T- és B-
sejt-aktivacios RT? Profiler PCR Array (Qiagen, USA) génexpresszios panelt hasznéaltuk. A
vizsgalt gének listaja megtalalhato a Qiagen cég honlapjan

(https://www.giagen.com/hu/shop/assay-technologies/real-time-pcr-and-rt-pcr-reagents/rt2-

profiler-pcr-arrays?catno=parn-053z#geneglobe). = A génexpresszios  vizsgalatokat

LightCycler 480® miszeren végeztiik (Roche, Svijc). Ez a panel 84 gén kifejezddésének
differencialodasat befolyasold gének, valamint Thl és Th2 differenciaciot és a T-sejt-
polarizaciot szabalyozd gének. A génexpresszios panel ezenkiviil makrofagok, neutrofil
sejtek és NK-sejtek (natural Killer sejtek) aktivacios markereit is tartalmazza. A relativ dCt
értéket (delta Ct) minden egyes génnél a GAPDH referencia génhez tortént normalizacio
utan szamitottuk ki, majd ezeket az értékeket a kontroll mintdk dCt értékeivel vetettiik

Ossze, ami megadta a kezelt és a kontroll mintak kozti expresszio kiillonbséget (ddCt).
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5 EREDMENYEK

5.1 5-metilcitozin meghatarozas vastagbél karcinoma sejtvonalak genomialis
DNS szekvenciaibol és a kezeléshez hasznalt egészséges, vastagbélkarcindmas
szoveti parokbol

A teljes genom 5-metilcitozin aranyanak meghatarozas soran a HT-29, SW480 és Caco 2
vastagbél karcinoma sejtvonalakbol izolalt genomialis DNS szekvencidk és a DNS
kezelésekhez hasznalt egészséges és vastagbél karcinoma szoveti DNS szekvenciak teljes

genom metilacids aranyat hataroztuk meg.

A mintak 5-mC szazalékos értékeit ELISA lemezolvason a pozitiv és negativ kontroll
mintak értékeib6l 450 nm-en mért abszorbanciabdl felallitott standard gorbébdl (8. abra) a

kovetkezd méasodrendil regresszios egyenlet segitségével szamoltuk ki:

y —0,1034

In(x) =
9 0,0817

(9.4bra).

Az x tengely a metilacio szazalékos aranyat, mig az y tengely értékei a mért abszorbanciat

szemléltetik.
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8 dbra: Az ELISA lemezolvasén 450 nm-en mért pozitiv és negativ kontroll mintak

értékeibdl mért abszorbancidkbol felallitott standard gorbe
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9. abra: Az DNS kezelésekhez hasznalt, mitétileg eltdvolitott egészséges, vastagbél
karcinéma szoveti DNS szekvencidk és vastagbél karcindma sejtvonalak genomialis DNS-

ének teljes genom 5-metilcitozin aranyai

5.2 A HT-29 sejtvonalbdl izolalt (hipometilalt) és modositott (hipermetilalt,
fragmentalt) DNS szekvenciak hatasa a TLR9 jelatviteli utvonal génjeire HT-29
adenokarcindma sejtekben

A négy (nem- metildlt nem fragmentalt; nem-metilalt fragmentalt; metildlt nem
fragmentalt; metilalt fragmentalt ) szerkezetileg eltérd DNS szekvencia a TLR9 jelatviteli
utvonal kiilonboz6 elemeinek a génjeiben eredményezte a génexpresszid novekedését vagy

csOkkenését.

A nem metilalt, nem fragmentalt (nMnF) DNS-sel valo kezelés a TLR9 gén szignifikans
felilexpressziojat eredményezte (p = 0,0298) ellentétben a MYD88A (p = 0,006) és
TRAF6 (p = 0,0042) génekkel, melyekben a kezelés csokkent génexpresszidt okozott.
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A nem metilalt, fragmentéalt (nMF) DNS szekvencidkkal tortént kezelés a TLRO (p
=0,0072), MYDS8A (p = 0,0304) és TRAF6 (p = 0,0016) gének novekvo expresszidjat
eredményezte, mig a MYDS88B (p = 0,012) és az IRF7 (p = 0,002) génben csokkend

génexpresszids valtozas mutatkozott.

A metilalt, nem-fragmentalt (MnF) DNS szekvencidkkal tortént kezelés az IRAK2 (p =
0,024), NFkB (p = 0,001), és az IL-8 (p = 0,0002) gének overexpresszidjat és a TRAF6 gén

csokkend expressziojat eredményezte. (p = 0,004)

A metilalt fragmentalt (MF) DNS szekvenciakkal tortént kezelés a MYDS8A (p= 0,0033),
TRAF6 (p = 0,006) gének feliilexpressziojat eredményezte, illetve a MYDS88EB (p =
0,0023), IRAK2 (p =0,004), TNFSF10 (p = 0,0034) és az IL-8 (p =0031) gének csokkent

expresszigjat valtotta ki.

Figyelemre méltd, hogy csak a hipermetilalt DNS-szekvencidkkal tortént kezelés
eredményezett szignifikdns génexpresszios valtozast az IL-8 génben, amit a hamsejtek

neutrophil kemoattraktansként termelnek.

A sajat, illetve a moédositott DNS szekvenciaval (nMnF, nMF, MnF, MF) tortént DNS

kezelés hatasat a TLRO jelatviteli utvonal génjeire a 10. dbran foglaltuk 6ssze.
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10.abra: A négy szerkezetileg eltéré( (nMnF , nMF, MnF, MF )DNS szekvencia hatésa a

TLRO jelatviteli titvonal génjeire

35



DOI:10.14753/SE.2016.1953

5.3. A HT-29 vastagbélkarcin6ma sejtvonalbdl izolalt sajat és modositott DNS
szekvenciak hatasa a CK és a DNMT3a fehérjék expresszidjara

A nem metilalt (nMnF, nMF) DNS szekvencidkkal val6 kezelés fokozta a TLRY fehérje
expresszidjat (nMnF:48,74 % + 6,7%) illetve (nMF:39,24 % =+ 4,86 %) a PBS-sel kezelt
kontroll mintdkhoz képest (8,96 % + 2,48 %) (p <0,001), amely megerdsiti az RNS
expresszios eredeményeinket. A kontroll mintakban (11A), illetve a nem metilalt DNS

kezelést hatasara emelkedett TLRO kifejezodést (11B) a 11. abra szemlélteti.

TLR9 kifejez6dés kontroll HT-29 sejtekben TLR9 kifejez6dés nem-metilalt DNS
szekvenciakkal tortént kezelés

hatasara HT-29 sejtekben

20 ym

11. abra: Szignifikdnsabb erdsebb TLR9 immunpozitivitas a nem-metilalt (hMnF, nmF)
DNS szekvenciakkal tortént kezelés hatasara (11B abra) a PBS kezelt kontroll mintahoz
hasonlitva (11A abra). Digitalis mikroszkdpos felvétel, 200x nagyitas, 20 pum —es skala.
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A 3-as tipusu hipermtilalt, nem fragmentalt (MnF) DNS-sel valo6 kezelés szignifikansan (p
<0,0001) fokozta a CK és DNMT3a fehérjék expressziojat (12B és 14B abra) a PBS kezelt
kontroll mintakban mutatkozott expresszidhoz viszonyitva (12A, 14A é&bra). A nMnF,
NMF, MF DNS-sel valo kezelés hatasara a HT-29 sejtekben nem tapasztaltunk erésebb CK
¢s DNMT3a pozitivitast.

A DNMT1 és DNMT3B fehérjék expressziojaban a sajat és a modositott DNS

szekvenciakkal valo kezelés utan sem tapasztaltunk kifejez6désbeli valtozast.

CK kifejezédés kontroll HT-29 sejtekben CK kifejezédés a metilalt nem-fragmentalt DNS
kezelés hatasara HT-29 sejtekben
Dym 'v I b/ e -

——
" Qe
- 2.2® -
) @8 ..

12. abra: Er6s citoplazmatikus CK fest6dést mutato HT-29 sejtek az MnF DNS
szekvenciakkal valé kezelés hatasara (12B abra) a PBS kezelt kontroll sejtekhez
viszonyitva (12A abra). Digitalis mikroszkopos felvétel, 100x nagyitas, 20 um skala. A
fehér nyilakkal az MnF DNS szekvencidkkal valo kezelés hatdsara a citoplazméban

megjelend szignifikdnsan erésebb CK expressziot mutato sejteket szemléltetjiik.
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A CK fehérjeexpresszié immuncitokémiai kiértékelése HT-29
sejteken

70.0(%) -
60.0(%) -
50.0(%) -
40.0(%) |
30.0(%)
20.0(%) -
10.0(%) -

0.0(%) -

59.{L%

46.1%

6.8%

3212%

413%

e

13. abra: A CK fehérjeexpresszido immuncitokémiai kiértékelése a PBS kezelt kontroll HT-
29 sejtekben (kék oszlop) és a metilalt DNS szekvenciakkal torténd kezelés hatasara (piros
oszlop). Szazalékos pozitivitas értékekkel szemléltetjiik a negativ (-), gyenge (+), mérsékelt

(++) és erdsen pozitiv (+++) immunreakciokat.
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14. abra: Gyenge citoplazmatikus DNMT3a fest6dés a PBS kezelt kontroll HT-29
sejtekben (14A abra) és fokozott DNMT3a kifejez6dés (14B abra) az MnF HT-29 DNS
kezelés hatasara. Digitalis mikroszkopos felvétel, 100x nagyités, 20 um skala. A fehér
nyilakkal az MnF DNS szekvencidkkal valo kezelés hatasara a citoplazmaban megjelend

szignifikansan er6sebb DNMT3a expressziot mutato sejteket szemléltetjiik.
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A DNMT3a fehérjeexpresszié immuncitokémiai kiértékelése
HT-29 sejteken
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15. abra: A DNMT3a fehérjeexpresszio immuncitokémiai kiértékelése a PBS-sel kezelt
kontroll HT-29 sejteken (kék oszlop) és metilalt DNS szekvenciakkal torténd DNS kezelés
hatasara (piros oszlop). Szazalékos pozitivitas értékekkel szemléltetjiik a negativ (-),

gyenge (+), mérsékelt (++) és erdsen pozitiv (+++) immunreakcidkat.
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5.4 Az egészséges és tumor szoveti DNS hatasa HT-29 vastagbél karcinoma
sejtekre

Az egészséges €és tumor szoveti DNS kezelés hatdsara a metallotinén gének (MT1H,
MT1G, MT1X, MT1P2 ¢s MT2A) fokozott expresszidjat észleltiik. A tumor széveti DNS-
kezelés 118 gén fokozott kifejez6dését eredményezte (16B abra). Ezek koziil a gének koziil
kiemelenddek az attétképzéshez kothetd gének, tobbek kozott a metasztazis-asszocialt
molekula 1(MACC1), a vastagbéldaganatokban tiidé adenokarcindéma-asszocialt
metasztdzis transzkriptum 1 (MALATT1), sejtadhéziot szabalyozé gének mint a
karcinoembrionalis antigén kapcsolt sejtadhézids molekula 5 (CEACAMS), tovabba
metabolikus gének, mint az inzulin indukalta gén 1 (INSIG1), endotelidlis lipaz (LIPG) és
hirvivé molekulak génjei mint a dual adaptor foszfotirozin és 3-foszfoinozitidek (DAPP1)
¢s a cAMP hirvivd elem 3-szerli protein 2 (CREB3L2) is.

2. tablazat: A tumor szoveti DNS kezelés hatasara feliilexpresszalt gének, amelyek
bizonyitottan szerepet jatszanak a kolorektalis daganatsejtek invazivitasaban,

anyagcseréjében és jelatvitelében.

Tumorképzésben jatszott | Gén szimbolum Referencia
szerep

attétképzodésben szerepet TACSTD2, MACCL1, (74),(75), (76)
jatszo gének MALATI,

tumor biomarker CEACAMS (77)
metabolikus gének INSIG1, LIPG (78,79)
hirvivé molekulakat kodolo | DAPP, CREB3L2 (80)

gének
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Az egészséges illetve tumoros DNS kezelés hatasara megvaltozott kifejez6dést mutatd
géneket (Log FC>1, p<0.05) a 16. abran hétérképen abrazoltuk és fiiggelék 1. és 2. sz.

tablazataban keriiltek ismertetésre.

Kontroll Egészséges Kontroll Tumor
szoveti DNS szovetiDNS
kezelt kezelt

16. abra: Az Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 microarray vizsgalati rendszerrel
vizsgalt egészséges (A) és tumor szoveti DNS (B) hatdsa a génexpressziora HT-29

sejtekben.

Az egészséges illetve tumoros DNS kezelés hatdsara megvaltozott kifejez6dést mutatd
ismert sejtfunkcioji géneket a 17. abran dbrazoltuk. A sejtfunkcid szerinti osztalyzast a

Affymetrix NetAffx analizis kozpontjanak segitségével végeztiik el.
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Egészséges szoveti DNS kezelt
HT-29 sejtek

Tumor szoveti DNS kezelt
HT-29 sejtek
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17. abra: Az Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 microarray vizsgalati rendszerrel

vizsgalt egészséges €s tumor szoveti DNS hatdsara valtozott gének sejtfunkcio szerinti

osztalyozasa

5.5 A TLR9 utvonal f6 elemeinek vizsgalata qRT-PCR-rel, és az itvonal annotalt
génjeinek azonositasa Affymetrix microarray rendszeren

A tumor ¢és az egészséges szoveti DNS kezelés a HT-29 sejtekben a TLR9 / MYDSS fiiggd

jelatviteli utvonal egyetlen elemének, az interleukin 18 (IL-1P) génnek a fokozott

kifejezodését eredményezte (logFc>1; p<0.05). Ez a pro-inflammatorikus citokint kodolo

gén az egyik fontos eleme a TLR9 / MYDSS8 fliggd jelatvitelnek.
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5.6 CK20, E-cadherin, DNMT3a vizsgalata immuncitokémiaval

Héamdifferenciacios, sejtkapcsold és DNS metiltranszferaz fehérjék vizsgalatat végeztiik el
immuncitokémia modszerrel HT-29 vastagbél karcinoma sejtkulturaban az egészséges
illetve tumor szoveti DNS kezelés hatasanak a feltérképezése céljabol. A PBS-sel kezelt
kontroll HT-29 sejtek gyenge citoplazmatikus CK20 (18A abra), gyenge DNMT3a (18G
abra) illetve gyenge membran E-cadherin 18D(4bra) kifejez6dést mutattak. A tumoros DNS
kezelés hatasara szignifikdnsan (P<0.05) megnétt a CK20 (18C abra), az E-cadherin (ébra
18F) és a DNMT?3a (181 abra) fehérjék kifejezodése.

CK 20, E-cadherin és DNMT3a immuncitokémiaifestések HT-29 sejteken

D = ' < CK-20

< o E-cadherin

G

H -
y > | X
. -.4’) ' “\ Q

‘ B
% oy ‘;K"’ | DNMT3a
D 5

Egészséges szoveti
Kontroll HT-29 DNS kezelt HT-29 Tumor szoveti DNS

sejtek sejtek kezelt HT-29 sejtek

18 abra: CK20 kifejez6dés a PBS kezelt kontroll HT-29 vastagbél karcindma sejtekben
(A), egészséges szoveti DNS kezelés hatasara (B), tumor szoveti DNS kezelés hatdsara (C).
E-cadherin kifejezddés a PBS kezelt kontroll HT-29 sejtekben (D), egészséges szoveti DNS
kezelés hatasara (E), tumor szoveti DNS kezelés hatasara (F), DNMT3a expresszio a PBS
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kezelt kontroll HT-29 sejtekben (G), egészséges szoveti DNS kezelés hatasara (H), tumor
szoveti DNS kezelés hatasara (I). Digitalis mikroszkopos felvétel, 200x nagyitas, 20 um —

es skala.

A Histoquant (3DHistech Kft., Magyarorszag) szoftver modul segitségével tortént
hamdifferenciacids, sejtkapcsold €s metiltranszferaz fehérjék kiértékelését a 19, 20, és 21

abrakon 6sszegeztiik.

A HT-29 sejteken elvégzett CK20 immuncitokémiaifestés
kiértékelése (szazalékos pixel pozitivitas)

90

80

70

60

50 | B CK20 Tumor DNS kezelt HT-29
sejtek

B CK20 Egészséges DNS kezelt HT-29
sejtek

1 CK20 Kontrol HT-29 sejtek

30 1

20

10

Negativ pixelek  Gyeng. poz. Mérs.poz. Erdsen poz.

%-os aranya pixelek %-os pixelek %-os pixelek %-os
aranya aranya aranya
- + ++  +++

19 abra: CK20 kifejezddés kontroll HT-29 sejtekben tumor (kék oszlop) és egészséges
(piros oszlop) szoveti DNS kezelés hatasara a kontroll HT-29 sejtekhez viszonyitva (zold
oszlop). Szazalékos pixelpozitivitas értékekkel szemléltetjiik a negativ (-), gyenge (+),

mérsékelt (++) és erésen pozitiv (+++) pixelek aranyait mintanként.
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A HT-29 sejteken elvégzett E-cadherin immuncitokémiaifestés
kiértékelése (szazalékos pixel pozitivitas)

100

B E-cadherin Tumor DNS kezelt HT-
29 sejtek

M E-cadherin Egészséges DNS kezelt
HT-29sejtek

m E-cadherin Kontrol HT-29 sejtek

Negativ pixelek Gyeng. poz. Mérs.poz. ErSsen poz.
%-0s aranya pixelek %-os pixelek %-os pixelek %-os
aranya aranya aranya

- + ++  +t++

20. abra: E-cadherin kifejezddés HT-29 sejtekben tumor (kék oszlop) és egészséges (piros
oszlop) szoveti DNS kezelés hatasara a kontroll HT-29 sejtekhez viszonyitva (z61ld oszlop).
Szazalékos pixelpozitivitas értékekkel szemléltetjiik a negativ (-), gyenge (+), mérsékelt

(++) és erdsen pozitiv (+++) pixelek aranyait mintanként.
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A HT-29 sejteken elvégzett DNMT3a immuncitokémiaifestés
kiértékelése (szazalékos pixel pozitivitas)

100

S0

80 -

70 -

60 -

B DNMT3a Tumor DNS kezelt HT-29

50 - sejtek

B DNMT3a Egészséges DNS kezelt
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21. abra: DNMT3a kifejez6dés HT-29 sejtekben tumor (kék oszlop) és egészséges (piros
oszlop) szoveti DNS kezelés hatasara a kontroll HT-29 sejtekhez viszonyitva (z6ld oszlop).
Szazalékos pixelpozitivitas értékekkel szemléltetjiik a negativ (-), gyenge (+), mérsékelt

(++) és er6sen pozitiv (+++) pixelek aranyait mintanként.

Fehérjeszintli vizsgalataink megerdsitésére az E-cadherin és a CK 20 fehérjéket tartozo
transzkriptumok azonositojat kerestiik vissza az Affymetrix HGU 133 2.0 Plus mRNS
expresszios chipeken, ahol a fenti fehérjék kifejedésével azonos irdanyd mRNS expresszio

novekedést tapasztaltunk a tumor szoveti DNS kezelés hatasara.
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3.tablazat: Az CDHI1 ¢és a CK20 gének expresszids kiilonbségei egészséges és tumor

szoveti DNS kezelés hatasara

Probe Set Gén t-teszt t-teszt LogFC(Kontroll LogFC(Kontroll
azonosito szimbdélum | (Kontroll vs. | (Kontroll vs. | vs. Egészséges vs. Tumor
Egészséges Tumor szoveti DNS szoveti DNS
szoveti DNS | szoveti DNS | kezelt) kezelt)
kezelt) kezelt)
201131 s at | CDH1 0,030924 0,004002 0,25845 0,735174
213953 at KRT20 0,057182 0,007309 0,177712 0,741828

5.7 A HT-29 sejteken elvégzett sejtviabilitasi vizsgalatok eredményei

RNS expresszids eredményeink aldtdmasztasara tovabbi kisérleteket végeztiink el a tumor
¢és az egészséges szoveti DNS kezelés sejtviabilitasra és sejtosztodasra kifejtett hatasanak a
feltérképezésére. A PI (propidium jodid) sejtciklus analizis szignifikansan magasabb ¢él16
(G1+S+G2+M sejtfazisok) sejtpopulaciot mutatott a tumor DNS-sel kezelt csoportban a
kontroll csoporttal dsszevetve (a harom fliggetlen mintan mért atlagos €16 sejtpopulaciéd a
tumor szdveti DNS kezelés hatasara 39.11%+0.57%, a kontroll csoport €16 sejtpopulacidja
32.0042.50; p<0.05). Az egészséges szdveti DNS kezelés nem befolyasolta a vizsgalt sejtek
sejtciklusat, de a kezelés hatdsara alacsonyabb sejtszam volt azonosithaté a DNS

hisztogramon.

A HT-29 vastagbél karcindma sejtek viabilitasat tripankék festési modszerrel vizsgaltuk
meg, amelynek értékeit hemocitométerben tortént szamldlds utan statisztikailag
elemeztiink. A tumor szoveti DNS kezelés szignifikdnsan magasabb ¢l sejtszamot
eredményezett a kontroll csoporttal Osszevetve (€16 sejtek atlagos szdma a tumor DNS
kezelés hatasara 54.22+3.03, a kontroll csoportban 42.00+3.77 x 10 000 sejt/ml; p<0.05)
Az egészséges szoveti DNS kezelés szignifikdnsan alacsonyabb €16 sejtszamot
eredményezett a PBS kezelt kontroll mintadkkal tortént 6sszevetés sordn (atlagos sejtszam
az egészséges szoveti DNS kezelés hatasara 28.67+3.08; a kontroll csoportban 42.00+3.77
x 10 000 sejt/ml; p<0.05; (22. abra)).
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A HT-29 Trypan-kék festés (&6 sejtek B HT-29 Trypén-kék festés (elpusztult sejtek Pl sejtciklus vizsgélat, él6
szama) szama) sejtpopulacioé

| -
Tumor Egészséges  Kontroll Tumor Egészséges  Kontroll Tumor Egészséges Kontroll
DNS kezelt DNS kezelt DNSkezelt  DNs kezelt DNSkezelt ~ DNSkezelt

22. abra Tripan kék festéssel elvégzett viabilitasi teszt: €16 sejtek szama (A), elpusztult
sejtek szama (B) és PI jeloléssel elvégzett sejtciklus vizsgalat HT-29 sejteken (C) tumor,

egészséges szoveti DNS kezelés hatasara és a kontroll mintakban.

5.8 A periférias vér mononuklearis sejtjein elvégzett génexpresszios Kisérletek
eredményei

Az egészséges szoveti DNS kezelés hatasara a Qiagen T és B sejt aktivacios array 84 génje
koziil a CDI1D, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 és az IL-11 gének mutattak jelentdségi szintet
meghalado valtozast (log Fc>1; p<0.05)

A tumor szoveti DNS kezelés hatasara az IL-2, IL-6, IL-11 és az IL-12 gének mutattak

szignifikans génexpresszids valtozast (log Fc>1; p<0.05).

Az egészséges illetve tumor szoveti DNS kezelés génexpresszids eredményeit a 4. tablazat

foglalja Ossze.

4. tablazat: Az egészséges illetve tumor szoveti DNS kezelés hatdsa a PBMC sejtekre. A
dCt érték a GAPDH referencia génnel tortént normalizacio utani ciklusértéket szemlélteti,
mig a ddCt értek az egészséges illetve tumor szoveti DNS —sel kezelt mintak ¢s a kontroll
csoport kozotti ciklusszam kiilonbséget adja meg. A negativ eldjel ndvekedett, mig a

pozitiv eldjel csokkent expressziot jelez.
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Gén CD1D IL-2 IL-4 IL-6 IL-11 IL-5 IL-12

szimbdolum

Tumor 34,480 33,39 33,435 | 26,655 |35745 |34,085 |31,39
DNS-sel
kezelt
PBMC atlag
dCt érték

Egészséges | 34,955 32,85 34,32 26,945 | 35,87 33,89 32,11
DNS-sel
kezelt
PBMC atlag
dCt érték

ddCt érték | -1,065 -1,555 -1,185 -1,225 -1,005 1,135 0,62
Tumor DNS
kezelt wvs.

Kontroll

ddCt érték | -0,78 -2,285 -0,49 -1,125 -1,07 0,75 1,15
Egészséges
DNS kezelt
vs. kontroll

Felfelé szabalyozott gének Lefelé szabalyozott

gének

Az egészséges illetve tumor szoveti DNS kezelés hosszatavli (24 oras) hatdsanak a
feltérképezésére az Affymetrix HGU 133 2.0 microarray rendszert hasznaltuk. A
logFC>0.75; p<0.05 kritériumrendszernek megfeleltetve az egészséges szoveti DNS-sel
valo kezelés 48 génben, mig a tumor szoveti DNS kezelés 12 génben okozott 1ényegességi

szintet meghalado valtozast.
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Az LPS-sel tortént kezelés 1479 génben eredményezett valtozast a PBS kezelt kontroll
csoporttal tortént Osszehasonlitisban. Az LPS-egészséges szdveti DNS egylittes kezelés
129 gén expresszidjaban okozott Iényegességi szintet meghaladd valtozast, mig az LPS—
tumor szoveti DNS egyiittes kezelés 21 génben okozott 1ényegességi szintet meghalado

valtozast (log FC >0.75; p<0.05).

Az egészséges illetve tumorszoveti DNS kezelések hatdsait LPS hozzaadasa nélkiil és LPS
egylittes hozzaadasaval, illetve az LPS kezelés hatasat ateljes kontroll csoporthoz
viszonyitva  hoétérképeken, a  valtozott gének funkcid szerinti osztilyozasat
oszlopdiagramokon abrazoltuk. A tumor illetve egészséges szoveti DNS kezelések hatasara

valtozo gének listaja a fiiggelék 3., 4., 5., és 6. tablazataban tekintheté meg.

Kontroll Kontroll Egészséges szoveti Egészséges szoveti
DNS kezelt DNS kezelt

23. abra: Szignifikdns génexpresszids eltérést mutatd gének a PBMC sejteken egészséges

szoveti DNS kezelés hatasara (log FC >0.75; p<0.05)
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Kontroll Kontroll Tumor széveti Tumor szoveti
DNS kezelt DNS kezelt

24. abra: Szignifikans génexpresszids eltérést mutatd gének a PBMC sejteken tumor

szoveti DNS kezelés hatasara (log FC >0.75; p<0,05)

Az egészséges illetve tumoros DNS kezelés hatasara megvaltozott kifejezédést mutatod

gének funkciod szerinti osztalyozasat a 25. abra szemlélteti (Log FC>0.75, p<0.05).
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Egészséges szoveti DNS kezelt Tumor szoveti DNS kezelt
PBMC sejtek PBMC sejtek

sejtdifferenciacio, sejtadhézio sejtdifferendadis, sefadhézio

citoszkeleton citoszkeleton
immunszabalyozas immunszabalyozas
transzport 5 transzport

anyagcsere 1 anyagcsere
érképzddés | érképzodés
jelatviteli utak jelatviteli utak

transzkripcid transzkripcio ]
apoptozis apoptozis

sejtciklus, proliferacio

sejtciklus, proliferacio
|

7

25. abra: Az Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 microarray vizsgalati rendszerrel
vizsgalt egészséges €s tumor szoveti DNS hatasara valtozott gének sejtfunkcid szerinti

osztalyozasa (Log FC>0.75; p<0.05).
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Kontroll Kontroll LPS LPS

26. abra: Szignifikans génexpresszios eltérést mutaté gének a PBMC sejteken LPS kezelés
hatasara a PBS kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva (log FC >0.75; p<0.05)
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Egészséges Egészséges LPS LPS
szoveti szoveti
DNS+LPS DNS+LPS

27. Abra: Szignifikans génexpresszids eltérést mutatd gének PBMC sejteken LPS —
egészséges szoveti DNS kezelés hatasara az LPS-sel kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva

(log FC >0.75; p<0.05)
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Tumor Tumor LPS LPS
szoveti szOveti
DNS+LPS DNS+LPS

28. abra: Szignifikans génexpresszios eltérést mutaté gének PBMC sejteken LPS — tumor
szoveti DNS kezelés hatasara az LPS-sel kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva (log FC

>0.75; p<0.05) .

Az LPS ¢és egészséges illetve tumoros szoveti DNS egyiittes kezelés hatasara megvaltozott
kifejez6dést mutatd gének funkcio szerinti osztalyozasat a 29. abra szemlélteti (Log

FC>0.75, p<0.05).
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LPS kezelés hatasa PBMC sejteken
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29.abra: Az Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 microarray vizsgélati rendszerrel
vizsgalt egészséges illetve tumor szoveti DNS LPS egyiittes kezelés hatasara valtozott

gének sejtfunkcid szerinti osztalyozasa (Log FC>0.75; p<0.05).
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6 MEGBESZELES

PhD munkdm sordn a HT-29 vastagbél karcindbma sejteken a sajat, illetve moddositott
(hipermetilalt) DNS szekvencidknak a génexpressziora kifejtett hatdsat vizsgaltuk meg. A
HT-29 vastagbél karcinoma sejtvonalon végzett elsd vizsgalatunk célja az volt, hogy
tanulmanyozzuk a HT-29 sejtvonalbol izolalt (sajat), illetve mesterségesen metilalt,

fragmentalt DNS szekvencidk hatasat a TLRY jelatviteli titvonal f6 elemeire.

A HT-29 sejtvonalbdl kinyert sajat és mesterségesen hipermetilalt, fragmentalt DNS
szekvencidk eltérd hatdsanak az ismeretében a tovabbiakban a daganatprogresszid soran
felszabadul6 egészséges és vastagbélkarcindmas szoveti DNS szekvencidk autokrin hatasat

vizsgaltuk HT-29 vastagbél karcinoma sejtvonalon.

Tovabbi vizsgalatainkban egészséges Onkéntesek periférids vérének mononukleéris sejtjein
az egészséges, illetve tumoros szdveti DNS hatasat T- és B —sejt aktivacios valos idejii PCR
array rendszerrel és teljes genomot lefedé microarray modszerrel (Affymetrix HGU 133 2.0
microarray rendszer) vizsgaltuk meg. A fenti kisérlet soran a qRT-PCR modszeren alapuld

T- és B —sejt aktivacidés array rendszer segitségével 84 gén expresszids valtozasat

crer

------

polarizaciot szabdlyozd gének. A génexpressziés panel haszndlataval ezenkiviil a

makrofagok, a neutrofil sejtek, és az NK-sejtek aktivacidos markereit is tanulmanyoztam.

A TLR 9 jelatviteli rendszer a velesziiletett és a szerzett immunitas fontos része, amely
képes a DAMP ¢és PAMP jelrendszerek molekularis mintazatait ligandumként felismerni
(35). A legujabb irodalmi adatok alapjan az immunsejteken kiviill TLRY kifejez6dés
figyelheté meg kiilonbozd egészséges és daganatsejtekben, beleértve a HT-29 vastagbél
karcindbma sejteket is (47, 51-54). A kozelmultban kimutattak, hogy a TLR9 aktivacidja

sajat DNS és CpG agonista szekvenciak segitségével serkenti a daganatsejtek invaziojat
(51-54).

Teljes genom 5-metilcitozin mérési eredményeinkre tamaszkodva sikeriilt bizonyitanunk

azt a megfigyelést, miszerint a tumorszovetet altaldnos hipometilacid és a tumor
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szuppresszor promoter hipermetilacioja jellemzi. A teljes genomot érinté hipometilacio
fokozott daganatprogresszioval tarsul, melyet- tobbek kozott- petefészek karcindmaban, és

hepatocellularis karcinomaban is leirtak (81,82).

A gyomor-bélrendszeri daganatok vizsgéalata sordn szintén DNS hipometilaciot figyeltek
meg a gyomordaganatok korai fazisaiban (83).

Héarom vastagbélkarcinoma sejtvonal (HT-29, SW480 és Caco 2) teljes genom 5-
metilcitozin aranyat hataroztuk meg, ahol jelentds genomialis hipometilaciot (1-2%)
sikeriilt kimutatnunk. Eredményeink az irodalmi adatokkal 0sszhangban arra utalnak, hogy
a daganatszovetet altalanos hipometilacio jellemzi, ami CRC-s miitéti szoveti mintakban is
kimutathaténak bizonyult, ugyanazon betegbdl szarmazo egészséges szdovettel Osszevetve
(teljes genommetilacios arany CRC-ben: 8,75% ¢és egészséges szovetben 13,35%). Tobbek
kozott ez az eredmény is magyardzhatja az eltérd génexpresszids mintdzatokat az

egészséges és tumor szoveti DNS kezelés hatasara.

6.1 A sajat és modositott (hipermetilalt, fragmentalt) DNS szekvenciak hatasa a

TLRO jelatviteli utvonal génjeinek miikodésére HT-29 adenokarcinéma sejtekben

Mig asajat genomidlis DNS szekvencidkkal végzett kezelés a TLR9 / MYDSS8 fiiggd
utvonal elemeinek fokozott RNS szintli kifejezddését okozta, addig a hipermetilalt DNS
szekvencidk -MYDS88 fiiggetlen utvonalon- az IL-8 mRNS fokozott expressziojat
eredményezték. A mesterséges hipermetilacio és ultrahangos tordelés egylittesen blokkolo
hatast valtott ki a MYDS88 fliggd utvonal elemeinek és az IL-8 gén expressziojara egyarant.
A MYDSBSA ¢és a TRAF6 adaptorok mesterségesen hipermetilalt €s fragmentalt DNS
kezelés hatasara csokkent mRNS szintje arra utalhat, hogy a TLR9 MYDS8 uttol fiiggetlen

jelatviteli titvonalak aktivalédnak.

Eredményeink azt tamasztjak ala, hogy a DNS-szerkezet- példaul metilacios allapottol és a
fragmentumhossztol fliggden- jelentds szerepet jatszik az eltérd génexpresszids mintdzat
létrehozasaban. A kiilonbozd génexpresszids valtozasokat kivalto DNS szekvencidk

szerkezeti jellemzésére tovabbi biofizikai vizsgalatok sziikségesek.

59



DOI:10.14753/SE.2016.1953

A HT-29 mesterségesen hipermetilalt DNS szekvencidkkal végzett kezelés hatdsara a DNS
metiltranszferaz fehérjék fokozott termelddését észleltiik, elsésorban a DNMT3a metilacios
enzim fokozott kifejezodése volt kimutathato. A DNMT enzimek fokozott kifejezOdését
figyelték meg kiilonb6zé rosszindulati folyamatokban, tobbek kozott kolorektalis,
hepatocellularis, és gyomor daganatokban (84-86). Korabban kimutattak, hogy a gyomor-
bélrendszeri daganatokat magas DNMT aktivitas jellemezi (87), ami genetikali

instabilitashoz vezethet (88) és eldsegiti a daganat progressziojat (89).

A HT-29 karcindma sejtekbdl kinyert mesterségesen hipermetildlt DNS szekvenciakkal
végzett kezelés fokozott citokeratin expressziot valtott ki, ami alapjan feltételezheto, hogy a

metilalt DNS szakaszok differenciaciot fokoz6 hatastak.

Ahhoz, hogy komplexebb képet kaphassunk az eltéré metilaltsagi fokit DNS szekvencidk és
mas, szovet -és betegségspecifikus mintazatok sejtkinetikara kifejtett hatasair6l, tovabbi

vizsgélatok lennének sziikségesek.

6.2 Az egészséges és tumor szoveti DNS eltéré hatasa HT-29 vastagbél
karcindma sejtekben
A HT-29 sejteken elvégzett tumor, illetve egészséges szoveti DNS kezeléssel teljes

genomot lefedd6 modszerrel a kiilonbozo é€lettani és korélettani folyamatok soran
felszabadulé DNS szekvencidk autokrin hatasat térképeztiik fel. Mint a legjobban leirt DNS
érzékeld6 TLRY jelatvitel utvonal elemeinek génexpresszios valtozasait qRT-PCR

modszerrel vizsgaltuk.

Génexpressziés eredményeink megerdsitik a legfrissebb, irodalomban k&zolt
eredményeket, amelyek azt mutatjak, hogy az intakt tumor DNS a TLRY receptorhoz
ligandumként kotodik, de nem eredményezi a TLRY jelatviteli utvonal aktivaciojat (90). A
teljes genomot lefedd vizsgalataink eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a
daganat szoveti DNS szekvenciak attétképzést elosegitd faktorként mitkddnek, fliggetlentil
a TLRY9 ¢és a STING jelatviteli utvonalaktol. A tumor szdveti DNS kezelés a
daganatprogresszid soran szerepet jatszo metasztazis asszocialt gének (MACC1, MALATI,
TACSTD?2), setjadhézios gének (CEACAMS), metabolikus gének (INSIGI1, LIPG) és
masodlagos hirvivé molekuldkat kodold gének (DAPP, CREB3L2) RNS szintil
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feliilszabalyozasat eredményezte. A tumor szoveti DNS kezelés tobb, attétképzésben is jol
leirt gén (MACC1, MALATI1, TACSTD?2) fokozott expresszidjat valtotta ki, amely rossz
korjoslattal tarsul (74,75,76).

A daganatos szoveti DNS kezelés fokozta két vastagbél karcinomaban is leirt metabolikus
gén az INSIGI ¢és a LIPG kifejezodését [78,79]. Eredményeinkkel 6sszhangban tovabbi
vizsgalatok  leirtdk a  madasodlagos hirvivdé molekuldk (DAPP, CREB3L2)

crer

utvonal aktivaciojan keresztiil [80].

Megfigyeltiikk, hogy a tumor szdveti DNS kezelés a citokeratin 20 hammarker és az E-
cadherin sejtadhéziot szabalyozo molekula fokozott expresszidjat eredményezte RNS és a
fehérje szinten is. A tumor szoveti DNS kezelés utan készitett immuncitokémiai festések
alapjan valoszintisithetd az E- cadherin athelyezddése (transzlokacidja) a HT-29 vastagbél
karcindmasejtek citoplazmajaba, ami az E-cadherin funkciovesztését okozhatja. A fenti
jelenséget szdjlaphamrakban is megfigyelték, ahol az E-cadherin funkciovesztése a COX2
gén fokozott expresszidjat, fokozott angiogenezist és fokozott daganatsejt invaziot okozott
(912).

CK20 expresszid valoszinlileg kompenzatorikus mechanizmusként jelentkezhet a

daganatprogressziot fokozo génexpresszios valtozasok indukal6 hatésara.

A génexpresszios eredményeink sejtkinetikdra kifejtett hatdsanak bemutatasa céljabol
fontos eredménynek tartjuk a tumor széveti DNS daganatsejtek ¢letképességét (viabilitasat)
vizsgélo kisérletiinket, ahol szignifikdnsan magasabb €16 sejtszam volt megfigyelhetd a
tumor szoveti DNS kezelés hatdsara HT-29 vastagbélkarcindma sejtekben a PBS kezelt
kontroll csoporthoz viszonyitva. Ez az eredmény ramutat a daganatprogresszid soran

felszabadul6 tumor DNS tumornovekedést serkent6 hatasara.
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6.3 Egészséges onkéntesek periférias vérének mononuklearis sejtjein végzett
génexpresszios Kisérletek eredményei
A PBMC sejtkisérleteink alatamasztjak, hogy a TLR-ek jelentds szerepet jatszanak az

immunreguldcidoban. A Qiagen T és B sejt aktivacids PCR array eredményeink az
egészséges szoveti DNS T-sejt-proliferaciora (CD1D expresszié fokozodas), a Th1/Th2
differenciaciora (IL-2, IL-4, IL-6 mRNS szint ndvekedés) gyakorolt hatasat igazoljak.

Az egészséges szoveti DNS altal kivaltott magas interleukin-2 (IL-2) expresszid a jovore
antigén prezentalo sejtek altal termelt citokinek (tobbek kozott az IL-2 és az 1L-4) terdpias
hatasa klinikai vizsgalatok targyat képezi. Fujio és munkatdrsai kisérletesen bizonyitottak
az autolog antigén prezentald sejtek altal szekretalt citokinek T- és B —sejt proliferaciot

fokoz6 hatasat (92).

A 24 6ras lipopoliszacharid (LPS) kezelés az akut fazis gyulladasos citokinek (pl. IL-6), az
immunregulaciojaért felelds gének (pl. IRG1) kemokinek (pl. CXCL1, CXCL5) és a

CD163 monocita marker termel6dését fokozta RNS szinten.

Az egészséges szoveti DNS és az LPS egyiittes kezelés hosszutavon az LPS érzékeld
receptor (pl. TLR4) ¢és a CXCL6, a CXCL9 ¢és a CCL13 kemokineket kodold gének
szignifikans expresszid csokkenését okozta. A CXCL6 és a CXCL9 fokozott kifejezddését
hepatocellularis karcindoméaban korabbi tanulmanyok is leirtak. [90,91] A CXCL6 és a

crer

ér- ¢és attétképzésben (93,94).

Az egészséges szoveti DNS tobbek kozott a fenti két faktor szintjének csokkentésével
hozzajarulhat a daganatok lassabb novekedéséhez. Megallapithatjuk, hogy az egészséges
szovet eredetli DNS kezelés csokkenti az LPS kezelés altal indukalt kemokin vélaszt. A
kiilonb6z6 TLR ek PBMC populacidkra gyakorolt hatdsanak feltérképezésére tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.
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7 KOVETKEZTETESEK

A daganat szovet eredetli DNS biologiailag aktiv molekula, amely tobbek kozott a DNS
metilaciotdl és fragmenthosszisagtol fliggden hat vastagbél karcindbma sejtekben. A
bioldgiai hatds nagymértékben fiigg a DNS szekvencidk metilacios statuszatdl, mivel a
hipermetilalt szekvencidk a MYDS88-fiiggetlen DNS érzékeld jelatviteli titvonalak, mig a
hipometilalt szakaszok a MYDS88-fliggd DNS ¢érzékeld jelutak génjeinek miikodésében

okoztak 1ényegességi szintet meghalado valtozast a vastagbél karcindoma sejtekben.

A fenti eredményeink alapjan a vastagbél karcindmas betegekbdl szarmazo egészséges,
illetve daganatos vastagbélszoveti DNS autokrin szabalyozé hatasat térképeztem fel HT-29
vastagbél karcinoma sejteken. A vastagbéldaganat eredetii szoveti DNS kezelés HT-29
vastagbél karcindma sejtekben bizonyos metasztdzis-asszocialt és metabolikus gének,
valamint a daganatprogresszié soran szerepet jatszd madasodlagos hirvivé molekuldk
fokozott mRNS expresszidjat eredményezte. Kisérletiink eredményei ramutatnak arra, hogy
a daganatprogresszi6 soran a szoveti DNS fokozhatja tobb attétképzésben €s anyagcserében
jelentds szerepet jatszO gén expressziojat. A génexpresszios valtozdsok megerdsitése
szempontjabol fontos eredménynek tartjuk a tumor szdveti DNS daganatsejtek
¢letképességét (viabilitasat) fokozd hatdsat, amely klinikai prognosztikai szereppel birhat.
A daganatprogresszido sordn felszabaduld szoveti DNS prognosztikai faktorként vald
alkalmazasa mellett felvetddhet a DNS lebontasat befolyasold terdpias beavatkozas

lehetdsége is a daganatprogresszid korai fazisaiban (33).

Megvizsgaltuk tovabbd az egészséges €és a tumor szdveti DNS immunmodulans hatasat
egészséges donorok periférias vérének mononuklearis sejtjein. Az egészséges szoveti DNS
PBMC-kre gyakorolt akut hatasanak vizsgalata soran erds IL-2 génexpresszid fokozdodast
tapasztaltunk és tobb T-sejt-proliferaciot (pl. CD1D), Thl / Th2 differenciaciot (pl. IL-2,
IL-4, IL-6) szabdlyozd citokint kodold gén mutatott lényegességi szintet meghaladd
expresszios valtozast. A 24 o6ras LPS kezelés szamos akut fazisu gyulladasos citokin (pl.
IL-6), immunregulaciért felelé gén (pl. IRG1), monocita marker (CD 163) és tobb kemokin
(pl. CXCL1, CXCL5) mRNS-énck termelédését fokozta. Az egészséges szovet eredetli
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DNS csokkentette az LPS kezelés altal feliilregulalt érzékeld receptor (TLR4) és tobb
kemokint koédolé gén (CXCL6, CXCL9 és CCL13) expresszidjat. Eredményeink
ramutatnak a PBMC sejteken talalhatdo TLR-ek lehetséges antagonista hatdsara.
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8 LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASOK ES
MEGFIGYELESEK

A HT-29 vastagbél karcinoma sejtekbdl izoldlt DNS biologiailag aktiv molekulaként
génexpresszios valtozasokat eredményez a HT-29 sejteken.

A Kkezeld agensként alkalmazott genomialis DNS metilacioja a MYD88-fiiggd TLR9
jelatviteli uttol fiiggetlen jelatviteli utak elemeiben okoz génexpresszios valtozasokat és
fokozza az IL-8 citokint kodold gén MRNS expresszidjat.

A vastagbéldaganatos betegekbdl izolalt tumor szoveti DNS fokozta az attétképzéshez
kothet6 gének, mint a metasztazis-asszocialt molekula 1 (MACC1) a
vastagbéldaganatokban és a tiid6 adenokarcindma-asszocialt metasztazis transzkriptum 1
(MALAT1), a metabolikus gének mint az inzulin indukalta gén 1(INSIG1l) és az
endotelidlis lipaz (LIPG), valamint a masodlagos hirvivé molekuldk, mint a dudl adaptor
foszfotirozin és 3-foszfoinozitidek (DAPP1) és a cAMP hirvivé elem 3-szerii fehérje 2
(CREB3L2) mRNS expressziojat HT-29 vastagbél karcindma sejtekben, ami felveti a

tumor szoveti DNS daganatprogressziot timogat6 hatasat.

A vastagbéldaganatos betegekbdl izolalt szoveti DNS fokozta a HT-29 vastagbél karcindéma
sejtek életképességét, ami a jovobeli kisérletekkel kiegészitve esetlegesen klinikai

prognosztikus faktorra emelheti a daganatprogresszio soran felszabadulo szoveti DNS-t.

A periférias vér mononuklearis sejtjeiben az egészséges szoveti DNS az IL-2 gén fokozott
expresszidjat eredményezte, ¢s tobb T-sejt-proliferaciot és Thl / Th2 differenciaciot
szabalyozo citokint kodolo gén miikddésében okozott valtozast. Hosszu tavi kezelés soran
az egészséges szoveti DNS csokkentette az LPS kezelés altal feliilregulalt érzékeld receptor
(TLR4) és tobb kemokint kodold gén kifejez6dését. Eredményeink ramutathatnak a PBMC-
ken talalhaté TLR-ek (TLR4 és TLRY) Ichetséges antagonista hatasara.
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9 OSSZEFOGLALAS

9.1 Magyar 6sszefoglalo

Phd munkém sordn sajat- és modositott (hipermetilalt és fragmentalt), egészséges és tumor
szoveti DNS szekvencidk hatasat vizsgaltam HT-29 vastagbél karcinoma sejteken és

egészséges onkéntesek periférias vérének mononukledris sejtjein.

Munkdm soran feltérképeztem a tumor szdveti DNS génexpresszidra gyakorolt hatdsat,
illetve vizsgaltam a daganatsejtek életképességének valtozasat a tumor szoveti DNS kezelés
hatasara, amely soran megallapitottam, hogy a tumor szdveti DNS fokozza a

karcindmasejtek életképességét.

A mesterségesen hipermetilalt DNS szekvencidk a sajat, nem modositott DNS szekvencidk
hatasatol eltérden befolyasoltdk a TLRO jelatviteli utvonal génjeinek expresszidjat. A
kezeld agensként alkalmazott DNS hipermetilacidja - a MYD88-fiiggetlen tton - az IL-8
nem-metilalt DNS fragmentjei a MYD88-fligg6 TLR9 utvonal génjeinek miikddésében

okoztak szignifikans valtozast.

A vastagbél tumor szdveti DNS kezelés metasztazis-asszocialt gének, metabolikus gének ¢€s
daganatprogresszid soran szerepet jatsz6 masodlagos hirvivd molekuldk mRNS-ének
fokozott termelddését eredményezte HT-29 vastagbél karcinoma sejtekben. A fenti a
génexpresszids valtozasok nem voltak megfigyelhetoek az egészséges szoveti DNS kezelés
hatasara. A tumor szoveti DNS szignifikdnsan novelte a HT-29 vastagbél karcinoma sejtek

viabilitasat a PBS-sel kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva.

A periférids vér mononukledris sejtjeiben az egészséges szoveti DNS az IL-2 gén fokozott
expresszidjat eredményezte, és tobb T-sejt-proliferaciot, Thl / Th2 differenciaciot
szabalyozo citokint kodolo gén miikodésében okozott valtozast. Hosszu tava kezelés soran
az egészséges szoveti DNS lecsokkentette az LPS kezelés altal feliilregulalt érzékeld

receptor (TLR4) és tobb kemokint kodold gén expresszidjat.
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9.2 Angol 6sszefoglalo

In my PhD thesis | have examined the effects of HT-29 self- and modified
(hypermethylated and fragmented) genomic DNA sequences, healthy colon and colon
cancer tissue DNA sequences on HT-29 colon cancer cells and on peripheral blood
mononuclear cells isolated from blood of healthy volunteers.

I have established the effect of tumor originated DNA on gene expression and in addition |
have performed cell viability assays, where increased cell viability was detected after tumor
DNA treatment compared to healthy tissue DNA treatment and PBS treated controls.

The artificially hypermethylated DNA sequences had different impact on the expression of
TLR9 signaling pathway genes compared to the HT-29 self-, non-modified DNA
sequences. While treatment by hypermethylated HT-29 DNA sequences induced the
overexpression of IL-8 gene via MyD88-independent way, the HT-29 cell’s own DNA
fragments resulted in upregulation of the elements of TLR9 MyD88-dependent pathway.

In HT-29 colon cancer cells, the colon cancer tissue DNA caused the overexpression of
several metastasis-associated genes, metabolic genes and second messenger molecule genes
playing important role during tumor progression. The above-mentioned gene expression
changes could not be observed after treatment with healthy tissue DNA. The tumor tissue
DNA treatment significantly increased the viability of HT-29 colon carcinoma cells
compared to the PBS-treated control group.

Healthy tissue DNA treatment resulted in elevated expression of IL-2 gene in the peripheral
blood mononuclear cells of healthy volunteers, and affected several genes encoding
cytokines involved in T cell proliferation and Thl / Th2 differentiation. During long-term
treatment, the healthy tissue DNA induced downregulation of the gene expression changes
induced by LPS treatment, namely the expression of the LPS binding receptor (TLR4) and

chemokines.
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13. FUGGELEK

1.TABLAZAT a 16. abra szerint: A HT-29 sejtekben tumor szoveti DNS kezelés hatisara

azonositott p<0,05, logFC>1 kritériumrendszernek megfeleltetett expresszids valtozast

mutatd gének listaja (‘---° nem annotalt Probe set azonosito)
Probe Set Génszimbolum | Génnév Expresszios
azonosito kiilonbség
Tumor DNS
kezelt vs
Kontroll FC
225207 _at PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, 3,94
isozyme 4
212859 x_at | LOC100505584 | metallothionein-2-like /// 3,56
[l MT1E metallothionein 1E
225239 at LOC100653017 | uncharacterized LOC100653017 /// 2,50
/Il MIR612 /1] microRNA 612 /// nuclear paraspeckle
NEAT1 assembly transcript 1
204326 x_at | MT1X metallothionein 1X 2,38
208581 x at | MT1X metallothionein 1X 2,17
212185 x_at | MT2A metallothionein 2A 2,08
206461 x at | MT1H metallothionein 1H 1,83
205552 s at | OAS1 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1, 1,73
40/46kDa
1558378 a a | AHNAK2 AHNAK nucleoprotein 2 1,68
t
212907 _at SLC30A1 solute carrier family 30 (zinc 1,62
transporter), member 1
207275 _s at | ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family | 1,59
member 1
201625 s at | INSIG1 insulin induced gene 1 1,59
205660 at OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 1,54
213629 x _at | MT1F metallothionein 1F 1,54
230765 at KIAA1239 KIAA1239 1,53
202286 s at | TACSTD2 tumor-associated calcium signal 1,49
transducer 2
39248 at AQP3 aquaporin 3 (Gill blood group) 1,48
211456 x_at | MT1P2 metallothionein 1 pseudogene 2 1,47
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202869 _at OAS1 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1, 1,44
40/46kDa

227443 at LURAPIL leucine rich adaptor protein 1-like 1,35

222858 s at | DAPP1 dual adaptor of phosphotyrosine and 3- | 1,32
phosphoinositides

201963 _at ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family | 1,32
member 1

39249 at AQP3 aquaporin 3 (Gill blood group) 1,28

212992 at AHNAK?2 AHNAK nucleoprotein 2 1,27

222859 s at | DAPP1 dual adaptor of phosphotyrosine and 3- | 1,26
phosphoinositides

222209 s at | TMEM135 transmembrane protein 135 1,20

201626_at INSIG1 insulin induced gene 1 1,20

225929 s at | RNF213 ring finger protein 213 1,20

235937 _at OCLN occludin 1,19

210797 s at | OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 1,19

219681 s at | RAB11FIP1 RAB11 family interacting protein 1 1,18
(class I)

225931 s at | RNF213 ring finger protein 213 1,18

228707 _at CLDN23 claudin 23 1,17

223541 at HAS3 hyaluronan synthase 3 1,17

200710 _at ACADVL acyl-CoA dehydrogenase, very long 1,16
chain

219181 at LIPG lipase, endothelial 1,16

1553055 a a | SLFN5 schlafen family member 5 1,15

t

212657 s at | ILIRN interleukin 1 receptor antagonist 1,15

214135 at CLDN18 claudin 18 1,14

201170 _s at | BHLHEA40 basic helix-loop-helix family, member | 1,13
e40

228181 at SLC30A1 solute carrier family 30 (zinc 1,12
transporter), member 1

212345 s at | CREB3L2 CAMP responsive element binding 1,11
protein 3-like 2

1557078 at | SLFN5 schlafen family member 5 1,10

225177 _at RAB11FIP1 RAB11 family interacting protein 1 1,09
(class 1)

201884 at CEACAMb5 carcinoembryonic antigen-related cell 1,08
adhesion molecule 5

217967_s at | FAM129A family with sequence similarity 129, 1,06
member A

218833 _at ZAK sterile alpha motif and leucine zipper 1,06

containing kinase AZK
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217966 s at | FAM129A family with sequence similarity 129, 1,05
member A

232151 at MACC1 metastasis associated in colon cancer 1 | 1,03

37152_at PPARD peroxisome proliferator-activated 1,03
receptor delta

224826 _at GPCPD1 glycerophosphocholine 1,03
phosphodiesterase GDE1 homolog (S.
cerevisiae)

1566766_a a | MACC1 metastasis associated in colon cancer 1 | 1,03

t

227622 _at PCF11 PCF11, cleavage and polyadenylation 1,02
factor subunit, homolog (S. cerevisiae)

231735 s at | MALAT1 metastasis associated lung 1,01
adenocarcinoma transcript 1 (non-
protein coding)

231022 at OCLN occludin 1,01

229441 at PRSS23 protease, serine, 23 -1,00

218687 s at | MUC13 mucin 13, cell surface associated -1,01

206755_at CYP2B6 cytochrome P450, family 2, subfamily | -1,01
B, polypeptide 6

219056 at RNASEH2B ribonuclease H2, subunit B -1,01

204731 _at TGFBR3 transforming growth factor, beta -1,01
receptor 111

203509 _at SORL1 sortilin-related receptor, L(DLR class) | -1,01
A repeats containing

201288 _at ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) | -1,01
beta

220311 at N6AMT1 N-6 adenine-specific DNA -1,02
methyltransferase 1 (putative)

218872 at TESC tescalcin -1,03

201904 s at | CTDSPL CTD (carboxy-terminal domain, RNA | -1,03
polymerase I, polypeptide A) small
phosphatase-like

212256 _at GALNT10 UDP-N-acetyl-alpha-D- -1,03
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 10
(GalNAc-T10)

1558487 a a | TMEDA4 transmembrane emp24 protein transport | -1,04

t domain containing 4

202458 at PRSS23 protease, serine, 23 -1,04

223447 at REG4 regenerating islet-derived family, -1,05
member 4

202388 _at RGS2 regulator of G-protein signaling 2, -1,05

24kDa

85




DOI:10.14753/SE.2016.1953

224361 s at | IL17RB interleukin 17 receptor B -1,06
226986 _at WIPI2 WD repeat domain, phosphoinositide -1,06
interacting 2
204378 at BCAS1 breast carcinoma amplified sequence 1 | -1,08
240856 _at O3FAR1 omega-3 fatty acid receptor 1 -1,08
201566 _x_at | ID2 inhibitor of DNA binding 2, dominant | -1,08

negative helix-loop-helix protein
214414 x_at | HBA1//l HBA2 | hemoglobin, alpha 1 /// hemoglobin, -1,09
alpha 2
219316 s at | FLVCR2 feline leukemia virus subgroup C -1,10
cellular receptor family, member 2
227647 at KCNE3 potassium voltage-gated channel, Isk- -1,11
related family, member 3
1552365 at | SCIN scinderin -1,11
228221 at SLC44A3 solute carrier family 44, member 3 -1,12
212560 _at SORL1 sortilin-related receptor, L(DLR class) | -1,12
A repeats containing
202206 _at ARLAC ADP-ribosylation factor-like 4C -1,13
206155 at ABCC2 ATP-binding cassette, sub-family C -1,16
(CFTR/MRP), member 2
209735 _at ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G -1,16
(WHITE), member 2
204112 s at | HNMT histamine N-methyltransferase -1,16
218995 s at | EDN1 endothelin 1 -1,16
208955 at DUT deoxyuridine triphosphatase -1,16
222802 at EDN1 endothelin 1 -1,17
227051 at -1,19
202207 at ARLA4C ADP-ribosylation factor-like 4C -1,19
209937 _at TMASF4 transmembrane 4 L six family member | -1,20
4
227231 at KIAA1211 KIAA1211 -1,23
201427 s at | SEPP1 selenoprotein P, plasma, 1 -1,23
204602_at DKK1 dickkopf 1 homolog (Xenopus laevis) -1,25
224156 x at | IL17RB interleukin 17 receptor B -1,26
203323 at CAV?2 caveolin 2 -1,30
1554436_a_a | REG4 regenerating islet-derived family, -1,32
t member 4
239680 at WDR76 WD repeat domain 76 -1,33
221305 s at | UGT1A8//l UDP glucuronosyltransferase 1 family, | -1,33
UGT1A9 polypeptide A8 /// UDP
glucuronosyltransferase 1 family,
polypeptide A9
226279 at PRSS23 protease, serine, 23 -1,41
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237411 at ADAMTS6 ADAM metallopeptidase with -1,46
thrombospondin type 1 motif, 6
212097 at CAV1 caveolin 1, caveolae protein, 22kDa -1,47
234219 at -1,49
208170 s at | TRIM31 tripartite motif containing 31 -1,50
203065 s at | CAV1 caveolin 1, caveolae protein, 22kDa -1,56
209101 at CTGF connective tissue growth factor -1,58
231154 x_at | TINAG tubulointerstitial nephritis antigen -1,59
201506 _at LOC100652886 | uncharacterized LOC100652886 /// -1,65
1 uncharacterized LOC100653157 ///
LOC100653157 | transforming growth factor, beta-
/Il TGFBI induced, 68kDa
211919 s at | CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 -1,67
200762 _at DPYSL2 dihydropyrimidinase-like 2 -1,69
201906 _s at | CTDSPL CTD (carboxy-terminal domain, RNA | -1,73
polymerase 11, polypeptide A) small
phosphatase-like
229777 _at CLRN3 clarin 3 -1,77
206785 s at | KLRC1// Killer cell lectin-like receptor subfamily | -1,77
KLRC2 C, member 1 /// killer cell lectin-like
receptor subfamily C, member 2
225295 at SLC39A10 solute carrier family 39 (zinc -1,94
transporter), member 10
238984 at REG4 regenerating islet-derived family, -1,98
member 4
223509 at CLDN?2 claudin 2 -1,99
204818 _at HSD17B2 hydroxysteroid (17-beta) -2,12
dehydrogenase 2
213880 _at LGR5 leucine-rich repeat containing G -4,12

protein-coupled receptor 5

2.TABLAZAT a 16. abra szerint: A HT-29 sejtekben egészséges szoveti DNS kezelés
hatdsara azonositott p<0,05, logFC>1 kritériumrendszernek megfeleltetett expresszios

valtozast mutatd gének listaja

Probe Set e o Cr et 1
g Génszimbolum | Génnév Expresszids kiilonbség
azonosito

Egészséges DNS
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kezelt vs Kontroll FC

212859 x_at | LOC10050558 | metallothionein-2-like /// 3,96
4 /Il MT1E metallothionein 1E
204326 x at | MT1X metallothionein 1X 2,62
225207 _at PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, | 2,59
isozyme 4
212185 x_at | MT2A metallothionein 2A 2,57
208581 x_at | MT1X metallothionein 1X 2,49
241681 _at 2,21
206461 x_at | MT1H metallothionein 1H 2,10
227062_at LOC10065301 | uncharacterized LOC100653017 | 2,08
7 /11l MIR612 /I | I/l microRNA 612 /// nuclear
NEAT1 paraspeckle assembly transcript
1
232174 at 1,96
212907 _at SLC30A1 solute carrier family 30 (zinc 1,87
transporter), member 1
234989 at LOC10065301 | uncharacterized LOC100653017 | 1,81

7111 MIR612 /I
NEAT1

/Il microRNA 612 /// nuclear
paraspeckle assembly transcript
1
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213629 x_at | MT1F metallothionein 1F 1,79
232541 at 1,77
211456 x_at | MT1P2 metallothionein 1 pseudogene 2 | 1,66
201294 s at | WSB1 WD repeat and SOCS box 1,60
containing 1
238558 at 1,60
241060_x_at | --- 1,59
235879 _at 1,56
225239 at LOC10065301 | uncharacterized LOC100653017 | 1,56
7 /11l MIR612 /I | I/l microRNA 612 /// nuclear
NEAT1 paraspeckle assembly transcript
1
204745 x_at | MT1G metallothionein 1G 1,51
228181 at SLC30A1 solute carrier family 30 (zinc 1,50
transporter), member 1
231199 at 1,43
232406 _at 1,23
214132 _at ATP5C1 ATP synthase, H+ transporting, | 1,20

mitochondrial F1 complex,

gamma polypeptide 1
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1558710 _at | --- 1,17
235757 _at 1,16
39248 at AQP3 aquaporin 3 (Gill blood group) | 1,16
235138 at 1,15
215123 at 61E3.4 /// nuclear pore complex 1,13
LOC10013224 | interacting protein-like ///
71 nuclear pore complex
LOC10065299 | interacting protein related gene
2111 /Il uncharacterized
LOC613037 /// | LOC100652992 /// nuclear pore
LOC728888 /// | complex interacting protein
NPIPL3 pseudogene /// nuclear pore
complex-interacting protein-like
3-like /// nuclear pore complex
interacting protein-like 3
223541 at HAS3 hyaluronan synthase 3 1,13
236000_s_at | --- 1,12
206548 _at 1,11
228105 at 1,08
240146 _at 1,06
210282 _at ZMYM2 zinc finger, MYM-type 2 1,05
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227576 at | --- 1,04

204112 s at | HNMT histamine N-methyltransferase | -1,01

203323 _at CAV2 caveolin 2 -1,04

204818 _at HSD17B2 hydroxysteroid (17-beta) -1,06
dehydrogenase 2

229441 at PRSS23 protease, serine, 23 -1,06

204663 _at ME3 malic enzyme 3, NADP(+)- -1,07

dependent, mitochondrial

219056_at RNASEH2B ribonuclease H2, subunit B -1,10
226279 at PRSS23 protease, serine, 23 -1,19
225295 at SLC39A10 solute carrier family 39 (zinc -1,36

transporter), member 10

3.TABLAZAT a 23. abra szerint: A PBMC sejtekben egészséges szoveti DNS kezelés
hat4séra azonositott p<0,05, logFC=>0.75 kritériumrendszernek megfeleltetett expresszios
valtozast mutatd gének listaja

Probe Set Génszimbolu | Génnév Expresszios

azonosito m kiilonbség
Egészséges DNS
kezelt vs Kontroll
FC

209355 s at | PPAP2B phosphatidic acid phosphatase type | 2,92
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2B
212230 _at PPAP2B phosphatidic acid phosphatase type | 2,12
2B
212226 _s at | PPAP2B phosphatidic acid phosphatase type | 1,87
2B
217546 _at MT1M metallothionein 1M 1,72
1554018 at | GPNMB glycoprotein (transmembrane) nmb | 1,71
1553706_at | HTRA4 HtrA serine peptidase 4 1,66
204840 s at | EEAL early endosome antigen 1 1,48
204745 x_a | MT1G metallothionein 1G 1,40
t
212859 x_a | MT1E metallothionein 1E 1,39
t
213638_at PHACTR1 phosphatase and actin regulator 1 1,36
216336 x a | MT1E metallothionein 1E 1,26
t
213629 x_a | MT1F metallothionein 1F 1,20
t
206461 x a | MT1H metallothionein 1H 1,19

t
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230170 _at OSM oncostatin M 1,18

217165 x_a | MT1F metallothionein 1F 1,08

t

209959 at NR4A3 nuclear receptor subfamily 4, group | 1,00
A, member 3

208581 x_a | MT1X metallothionein 1X 0,99

t

211456 x_a | MT1HL1 metallothionein 1H-like 1 0,97

t

209571 at CIR1 corepressor interacting with RBPJ, 1 | 0,97

204211 x_a | EIF2AK2 eukaryotic translation initiation 0,94

t factor 2-alpha kinase 2

225922 at FNIP2 folliculin interacting protein 2 0,94

1558692_at | Clorf85 chromosome 1 open reading frame | 0,94
85

224797 at ARRDC3 arrestin domain containing 3 0,86

222173 s at | TBC1D2 TBC1 domain family, member 2 0,83

231835_at FAM213B family with sequence similarity 213, | 0,83
member B

226460 _at FNIP2 folliculin interacting protein 2 0,82
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225924 at FNIP2 folliculin interacting protein 2 0,82

208087_s at | ZBP1 Z-DNA binding protein 1 0,81

210524 x_a | --- 0,79

t

206907 _at TNFSF9 tumor necrosis factor (ligand) 0,79
superfamily, member 9

219874 at SLC12A8 solute carrier family 12, member 8 0,77

205888 s at | JAKMIP2 janus kinase and microtubule 0,76
interacting protein 2

244523 at MMD monocyte to macrophage -0,73
differentiation-associated

231823 s at | SH3PXD2B | SH3 and PX domains 2B -0,76

1556314 a_ | RP11- -0,76

at 389C8.2

219506_at Clorf54 chromosome 1 open reading frame | -0,77
54

227015 at ASPHD2 aspartate beta-hydroxylase domain -0,78
containing 2

236646_at TMEMS52B transmembrane protein 52B -0,82

209729 at GAS2L1 growth arrest-specific 2 like 1 -0,83
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213566 _at RNASEG6 ribonuclease, RNase A family, k6 -0,84

203485 _at RTN1 reticulon 1 -0,85

228918 at SLC43A2 solute carrier family 43 (amino acid | -0,85

system L transporter), member 2

214269 at MFSD7 major facilitator superfamily domain | -0,96

containing 7

211429 s at | SERPINAL serpin peptidase inhibitor, clade A -1,00

(alpha-1 antiproteinase, antitrypsin),

member 1
210222 s at | RTN1 reticulon 1 -1,00
210118 s at | IL1A interleukin 1, alpha -1,01
206765_at KCNJ2 potassium inwardly-rectifying -1,24

channel, subfamily J, member 2

207075_at NLRP3 NLR family, pyrin domain -1,28
containing 3

231513_at --- --- -1,29

4. TABLAZAT 24. abra szerint: A PBMC sejtekben tumor szdveti DNS kezelés
hatasara azonositott p<0,05, logFC>0.75 kritériumrendszernek megfeleltetett

expresszios valtozast mutatod gének listaja

Probe  Set | Génszimbolum Génnév Expresszios
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azonosito kiilonbség Tumor
szoveti DNS kezelt vs
Kontroll FC
212226 s a | PPAP2B phosphatidic acid phosphatase | 1,08
t type 2B
228108 at | PPM1L protein phosphatase, | 0,99
Mg2+/Mn2+ dependent, 1L
241773 at | --- 0,88
226267 _at | JDP2 Jun dimerization protein 2 0,85
230183 at | EXT1 exostosin glycosyltransferase 1 | 0,78
244187 at | --- -0,77
214007_s a | TWF1 twinfilin actin-binding protein 1 | -0,79
t
229128 s a | ANP32E acidic  (leucine-rich) nuclear | -0,84
t phosphoprotein 32 family,
member E
1554333 at | DNAJA4 Dnal (Hsp40) homolog, | -0,90
subfamily A, member 4
202627 s a | SERPINE1 serpin peptidase inhibitor, clade | -0,95

t

E (nexin, plasminogen activator

inhibitor type 1), member 1
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204580_at | MMP12 matrix metallopeptidase 12 | -1,12
(macrophage elastase)
214279 s a | NDRG2 NDRG family member 2 -2,10

5.TABLAZAT a 27. abra szerint: A PBMC scjtekben egészséges szoveti DNS és LPS

egylitttes  kezelés hatasara

azonositott p<0,05, logFC>0.75 kritériumrendszernek

megfeleltetett expresszidos valtozast mutaté gének listaja az LPS kontroll csoporthoz

viszonyitva
Probe Set Génszimbolum Génnév Expresszios
azonosito kiilonbség LPS és
Tumor széveti DNS
kezelt vs LPS
kontroll FC
207442 at | CSF3 colony stimulating factor 3 1,47
(granulocyte)
1565762_at | --- 1,23
239673 at | --- 1,23
239861 at | --- 1,06
206569 at IL24 interleukin 24 1,03
230446 at | LOC101927811 uncharacterized 1,02
LOC101927811
217546 at | MT1M metallothionein 1M 1,02
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242457 at | --- 1,01
1558732_at | MAP4K4 mitogen-activated protein 0,96
kinase kinase kinase kinase 4
235925 at | --- 0,95
231455 at | LINC00487 long intergenic non-protein 0,89
coding RNA 487
207840 _at | CD160 CD160 molecule 0,86
1556657_at | --- 0,85
237001 _at | --- 0,83
237310 _at | --- 0,82
243810 at | --- 0,80
243280 _at | --- 0,78
241413 at | --- 0,78
229141 at | SFT2D3/// SFT2 domain containing 3 /// 0,78
WDR33 WD repeat domain 33
1555872 _a_ | GLIDR //I glioblastoma down-regulated 0,78
at LOC728903 RNA /// uncharacterized
LOC728903
232180 at | UGP2 UDP-glucose 0,77

98




DOI:10.14753/SE.2016.1953

pyrophosphorylase 2
207156_at | HIST1H2AG /// histone cluster 1, H2ag /// 0,76
HIST1H2AH /1] histone cluster 1, H2ah ///
HIST1H2AL /l] histone cluster 1, H2ai ///
HIST1IH2AK /// histone cluster 1, H2ak ///
HIST1H2AL /// histone cluster 1, H2al ///
HIST1IH2AM histone cluster 1, H2am
214181 x_a | LST1 leukocyte specific transcript 1 | -0,76
t
204112 s a | HNMT histamine N-methyltransferase | -0,76
t
206120 _at | CD33 CD33 molecule -0,76
201888 s a | IL13RAL interleukin 13 receptor, alpha 1 | -0,76
t
239196 _at | ANKRD22 ankyrin repeat domain 22 -0,76
224225 s a | ETV7 ets variant 7 -0,77
t
208407 _s a | CTNND1 /1 catenin (cadherin-associated -0,77
t TMX2-CTNND1 | protein), delta 1 /// TMX2-
CTNND1 readthrough (NMD
candidate)
219806 _s a | SMCO4 single-pass membrane protein | -0,77

t

with coiled-coil domains 4
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204204 _at | SLC31A2 solute carrier family 31 (copper | -0,78
transporter), member 2
210145 at | PLA2G4A phospholipase A2, group IVA | -0,78
(cytosolic, calcium-dependent)
229584 at | LRRK2 leucine-rich repeat kinase 2 -0,78
219895 at | TMEM255A transmembrane protein 255A -0,78
218451 at | CDCP1 CUB domain containing -0,79
protein 1
210660 at | LILRAL leukocyte immunoglobulin-like | -0,79
receptor, subfamily A (with
TM domain), member 1
212763 _at | CAMSAP2 calmodulin regulated spectrin- | -0,79
associated protein family,
member 2
213537 _at | HLA-DPA1l major histocompatibility -0,80
complex, class I, DP alpha 1
225045 at | CCDC88A coiled-coil domain containing | -0,80
88A
208161 s a | ABCC3 ATP-binding cassette, sub- -0,80
t family C (CFTR/MRP),
member 3
204619 s a | VCAN versican -0,80
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221266 s a | DCSTAMP dendrocyte expressed seven -0,81
t transmembrane protein
243894 at | SLC41A2 solute carrier family 41 -0,81
(magnesium transporter),
member 2
210889 s a | FCGR2B Fc fragment of IgG, low -0,81
t affinity Ilb, receptor (CD32)
238452 at | FCRLB Fc receptor-like B -0,81
221698 s a | CLEC7A C-type lectin domain family 7, | -0,82
t member A
222217 s a | SLC27A3 solute carrier family 27 (fatty -0,82
t acid transporter), member 3
226436 _at | RASSF4 Ras association (RalGDS/AF- | -0,82
6) domain family member 4
213566 _at | RNASE6 ribonuclease, RNase A family, | -0,83
k6
223798 at | SLC41A2 solute carrier family 41 -0,83
(magnesium transporter),
member 2
1568619 s | ITPRIPL2 inositol 1,4,5-trisphosphate -0,83
at receptor interacting protein-like
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2
225603 s a | TRIQK triple QxxK/R motif containing | -0,84
t
1554406_a_ | CLEC7A C-type lectin domain family 7, | -0,84
at member A
229968 at | --- -0,84
221211 s a | MAP3K7CL MAP3K?7 C-terminal like -0,84
t
1555021 a | SCARF1 scavenger receptor class F, -0,85
at member 1
1568638 _a_ | IDO2 indoleamine 2,3-dioxygenase 2 | -0,85
at
223454 at | CXCL16 chemokine (C-X-C motif) -0,86
ligand 16
212741 at | MAOA monoamine oxidase A -0,86
212192 at | KCTD12 potassium channel -0,86
tetramerization domain
containing 12
205174 s a | QPCT glutaminyl-peptide -0,86
t cyclotransferase
215049 x_a | CD163 CD163 molecule -0,86
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1555349 a_ | ITGB2 integrin, beta 2 (complement -0,86
at component 3 receptor 3 and 4
subunit)
229391 s a | FAM26F family with sequence similarity | -0,86
t 26, member F
204761 _at | USP6NL /// USP6 N-terminal like /// -0,86
USP6NL-IT1 USP6NL intronic transcript 1
(non-protein coding)
212188 at | KCTD12 potassium channel -0,87
tetramerization domain
containing 12
205676 _at | CYP27B1 cytochrome P450, family 27, -0,87
subfamily B, polypeptide 1
201798 s a | MYOF myoferlin -0,88
t
219574 at | MARCH1 membrane-associated ring -0,89
finger (C3HC4) 1, E3 ubiquitin
protein ligase
201647 _s a | SCARB2 scavenger receptor class B, -0,90
t member 2
205715 at | BST1 bone marrow stromal cell -0,91

antigen 1
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215078 at | LOC100129518 uncharacterized -0,91
/Il SOD2 LOC100129518 /I superoxide
dismutase 2, mitochondrial
216950 s a | FCGR1A/// Fc fragment of IgG, high -0,92
t FCGR1B //l affinity la, receptor (CD64) ///
FCGR1C Fc fragment of IgG, high
affinity Ib, receptor (CD64) ///
Fc fragment of IgG, high
affinity Ic, receptor (CD64),
pseudogene
220187 _at | STEAP4 STEAP family member 4 -0,92
214511 x_a | FCGR1B Fc fragment of I1gG, high -0,92
t affinity Ib, receptor (CD64)
210772 _at | FPR2 formyl peptide receptor 2 -0,92
213095 x_a | AIF1 allograft inflammatory factor 1 | -0,93
t
207533 at | CCL1 chemokine (C-C motif) ligand | -0,93
1
1556314 a | RP11-389C8.2 -0,94
at
203167 _at | TIMP2 TIMP metallopeptidase -0,94

inhibitor 2
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204836_at | GLDC glycine dehydrogenase -0,94
(decarboxylating)

210072_at | CCL19 chemokine (C-C motif) ligand | -0,94
19

225987 _at | STEAP4 STEAP family member 4 -0,94

206978 at | CCR2 chemokine (C-C motif) -0,96
receptor 2

44673 at SIGLEC1 sialic acid binding Ig-like lectin | -0,98
1, sialoadhesin

201042 at | TGM2 transglutaminase 2 -0,99

223939 at | SUCNR1 succinate receptor 1 -0,99

202953 at | C1QB complement component 1, q -0,99
subcomponent, B chain

204036_at | LPARL lysophosphatidic acid receptor | -0,99
1

41644 _at SASH1 SAM and SH3 domain -1,00
containing 1

206488 s a | CD36 CD36 molecule -1,00

t (thrombospondin receptor)

206765 at | KCNJ2 potassium inwardly-rectifying | -1,01

channel, subfamily J, member
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2
209615 s a | PAK1 p21 protein (Cdc42/Rac)- -1,01
t activated kinase 1
231513 at | --- -1,01
221724 s a | CLEC4A C-type lectin domain family 4, | -1,02
t member A
222866 s a | FLVCR2 feline leukemia virus subgroup | -1,02
t C cellular receptor family,
member 2
240287 at | IRG1 immunoresponsive 1 homolog | -1,03
(mouse)
1552773 at | CLEC4D C-type lectin domain family 4, | -1,05
member D
206022 _at | NDP Norrie disease (pseudoglioma) | -1,06
218454 at | PLBD1 phospholipase B domain -1,06
containing 1
228450 at | PLEKHA7 pleckstrin homology domain -1,07
containing, family A member 7
203104 _at | CSFIR colony stimulating factor 1 -1,07
receptor
201506 _at | TGFBI transforming growth factor, -1,08
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beta-induced, 68kDa

209392 at | ENPP2 ectonucleotide -1,09
pyrophosphatase/phosphodieste
rase 2

203915 at | CXCL9 chemokine (C-X-C motif) -1,09
ligand 9

211864 s a | MYOF myoferlin -1,10

t

213624_at | SMPDL3A sphingomyelin -1,10
phosphodiesterase, acid-like
3A

230422 at | FPR3 formyl peptide receptor 3 -1,12

1552807 _a_ | SIGLEC10 sialic acid binding Ig-like lectin | -1,12

at 10

221541 at | CRISPLD2 cysteine-rich secretory protein | -1,13
LCCL domain containing 2

232068 s a | TLR4 toll-like receptor 4 -1,13

t

222833_at | LPCAT?2 lysophosphatidylcholine -1,14
acyltransferase 2

204580 at | MMP12 matrix metallopeptidase 12 -1,16

(macrophage elastase)
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205404 _at | HSD11B1 hydroxysteroid (11-beta) -1,20
dehydrogenase 1
203485 at | RTN1 reticulon 1 -1,21
227265 at FGL2 fibrinogen-like 2 -1,21
214146 s a | PPBP pro-platelet basic protein -1,21
t (chemokine (C-X-C motif)
ligand 7)
226804_at | FAM20A family with sequence similarity | -1,24
20, member A
210119 at | KCNJ15 potassium inwardly-rectifying | -1,25
channel, subfamily J, member
15
225353 s a | C1QC complement component 1, q -1,28
t subcomponent, C chain
205237_at | FCN1 ficolin (collagen/fibrinogen -1,31
domain containing) 1
206407 _s a | CCL13 chemokine (C-C motif) ligand | -1,37
t 13
210222 s a | RTN1 reticulon 1 -1,40
t
235385 at | MARCH1 membrane-associated ring -1,44

finger (C3HC4) 1, E3 ubiquitin
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protein ligase

210839 s a | ENPP2 ectonucleotide -1,44
t pyrophosphatase/phosphodieste
rase 2
214455 at | HIST1H2BC /// histone cluster 1, H2bc /// -1,44
HIST1H2BE /// histone cluster 1, H2be ///
HIST1H2BF /// histone cluster 1, H2bf ///
HIST1H2BG /// histone cluster 1, H2bg ///
HIST1H2BI histone cluster 1, H2bi
204834 at | FGL2 fibrinogen-like 2 -1,47
58780 s at | ARHGEF40 Rho guanine nucleotide -1,58
exchange factor (GEF) 40
206336 _at | CXCL6 chemokine (C-X-C motif) -1,64

ligand 6
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6.TABLAZAT a 28. dbra szerint: A PBMC sejtekben tumor szoveti DNS és LPS

egylittes kezelés hatdsara azonositott p<0,05, logFC>0.75 kritériumrendszernek
megfeleltetett expresszids valtozast mutatd gének listdja az LPS Kkontroll csoporthoz
viszonyitva
Probe Set | Génszimbolu | Génnév Expresszids kiilonbség
azonosito m LPS ¢és Tumor szoveti
DNS kezelt vs LPS
Kontroll FC
206569 _at IL24 interleukin 24 1,45
209278 s at | TFPI2 tissue factor pathway inhibitor | 1,09
2
202878 s at | CD93 CD93 molecule 1,06
208791 at CLU clusterin 1,01
224835 _at GPCPD1 glycerophosphocholine 0,87
phosphodiesterase GDE1
homolog (S. cerevisiae)
244786 _at SCARNA13 small Cajal body-specific RNA | 0,86
/Il SNHG10 13 /Il small nucleolar RNA host
gene 10 (non-protein coding)
226498 at FLT1 fms-related tyrosine kinase 1 0,81
207840 _at CD160 CD160 molecule 0,81
206115 at EGR3 early growth response 3 0,78
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209277 _at TFPI2 tissue factor pathway inhibitor | 0,76
2

206120 _at CD33 CD33 molecule -0,79

230559 x_at | FGD4 FYVE, RhoGEF and PH|-0,83
domain containing 4

204580 _at MMP12 matrix metallopeptidase 12 | -0,84
(macrophage elastase)

239438 _at RAPGEF6 Rap guanine nucleotide | -0,84
exchange factor (GEF) 6

225603 s at | TRIQK triple QxxK/R motif containing | -0,84

1570541 s a | GBP1P1 guanylate binding protein 1, | -0,87

t interferon-inducible
pseudogene 1

236191 at -0,92

1569583 at | EREG epiregulin -0,99

205404 at HSD11B1 hydroxysteroid (11-beta) | -1,06
dehydrogenase 1

210222 s at | RTN1 reticulon 1 -1,06

210390 s at | CCL15 /ll'| chemokine (C-C motif) ligand | -1,64

CCL15- 15 I CCL15-CCL14
CCL14 readthrough (NMD candidate)
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