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1. Bevezetés

A szabad DNS felfedezése

A véraramban talalhato keringé szabad DNS 1948-as Mandel és Metais altali leirasa csak a
felfedezést kovetden 30-40 évvel késObb keriilt a figyelem kozéppontjaba, amikor Leon és
munkatarsai a sejten kiviili DNS (cf-DNA) szint emelkedését mutattak ki kiilonboz6
daganattipusokban. Kovetkezd 1épésként Stroun és munkatarsai a keringd szabad DNS egy
részének tumor eredetét igazoltak, amely a daganat molekuldris karakterét hordozva folyékony
biopszias mintaként" szolgalhat. A fentiek hatasara megindult a cf-DNA szekvencidk elemzése,
amelynek f6 célja diagnosztikus és prognosztikus szereppel biré mintazatok azonositasa ezekben

a DNS szakaszokban.
A sejten kiviili DNS, mint szabalyozé molekula

A keringd szabad DNS szarmazhat apoptotikus/nekrotikus tumorsejtekbdl, de az €16 sejtek is
bocsatanak ki cf-DNA-t a sejten kiviili térbe. A tumorszovet eredetli cf-DNA kimutathato a
plazma frakcioban és a szérumban iS, és biomarkerként szolgalhat a daganatos betegségek
diagnosztizalasaban. A cf-DNA szamos daganat-specifikus mintazatot hordozhat, beleértve a
mutans onkogéneket, tumorszuppresszor géneket, az aberrans mikroszatellitdkat és
kromoszomalis DNS-t, valamint az egészségestél eltérd, daganat-specifikus metilacios
mintazatokat. A legujabb vizsgalatok megerdsitették a tumorsejtekbdl szarmazo DNS szakaszok
recipiens sejtek intracellularis terébe torténd felvételét. Ezek a tumor-specifikus DNS motivumok
szerepet jatszhatnak a recipiens sejtekben jelatviteli utak aktivalasaban (pl. MAPK és Akt
jelatviteli utvonalak) és ezaltal fokozott sejtndvekedést és sejtmorfologiai atalakulast is
okozhatnak. Szamos tanulmany szerint a tumor eredetli DNS fragmentumok (21-500 bazis
hosszusagh DNS molekuldk) szerepet jatszanak a tumor kialakulasat és terjedését tamogatd

crer

tumor-specifikus immunvalaszt elkeriilrését.

A tumorprogresszi6 soran felszabaduldo DNS hatasa legjobb ismereteink szerint eddig nem kertilt

leirasra.



A TLRY szerepe a daganatprogressziéban

A szakirodalom szerint legjobban ismert DNS érzékel6 receptor a Toll-like receptor 9 (TLR9),
amely endogén illetve exogén eredetli nem-metilalt DNS szakaszokat ismer fel. A globalis
hipometilacié a daganatokban - tobbek kozott a kolorektalis daganatban is - jol ismert jelenség,
ami a daganatsejtek genomjabol szarmazd hipo- és hipermetilalt DNS szakaszok génexpressziora
gyakorolt eltér6 hatasat feltételezi. A TLR9 receptor fokozott expresszidjat szédmos
tumortipusban (pl. prosztata, nyeldcsé- és méhnyakrak) kimutattak, és erés kifejezodését fokozott

invazivitassal tarsitottak.



2. Célkitiizések

PhD munkam vizsgalati céljai

1. HT-29 sejtvonalbol izolalt és mesterségesen metilalt, fragmentalt DNS szekvenciak hatasanak

vizsgalata a TLRO jelatviteli utvonalra HT-29 vastagbél karcinéma sejtekben.

2. Vastagbél karcinoma sejtvonalak, egészséges és vastagbél daganatos szoveti DNS mintadk 5

metilcitozin (5-mC) aranyanak meghatarozasa ELISA modszerrel.

3. Az egészséges ¢és vastagbél daganatos szoveti DNS hatasanak feltérképezése HT-29 vastagbél

karcinéma sejtvonalon teljes genomot lefedé RNS génexpresszios modszerrel.

4. Az egészséges ¢és vastagbél daganatos szoveti DNS TLRO jelatviteli utvonalra kifejtett
hatasanak az vizsgalata HT-29 kolorektalis sejtvonalon (QRT-PCR modszerrel).

5. Az egészséges ¢és vastagbél daganatos szovetbdl kinyert DNS szekvencidk hatdsanak a

vizsgalata HT-29 vastagbél karcinoma sejtek €letképességeére és sejtciklusara.

6. Az egészséges és vastagbél daganatos szovetbdl kinyert DNS hatdsanak a vizsgalata periférias

vér mononukledaris sejtjein teljes genomot lefedd RNS génexpresszidés modszerrel.



2. Modszerek

HT-29 sejtkultiara

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 Rakkutatd Intézetében (Semmelweis
Egyetem) patogénmentes, steril szovettenyészd laboratdériumban 37 ‘C hémérsékleten, 5% CO; és

95% paratartalom mellett tartottuk fenn.
DNS izolalas HT-29 sejtkultirabdl

A DNS kezelésekhez hasznalt genomialis DNS-t~5 x 10" HT-29 sejtbsl High Pure PCR Template
Preparation kit (Roche GmbH, Németorszag) segitségével izolaltuk, amely proteindz K
fehérjebontd enzimet is tartalmazott. Az izolalt DNS mintadkon 5 ul RNaz A/T1 Mix-xel (Thermo
Fisher Scientific Baltics UAB, Litvania) 1 6ran keresztiil 37 C -on RNaz kezelést alkalmaztunk,
az RNS szennyezddés eltavolitasa céljabol. A DNS koncentraciot NanoDrop 1000

spektrofotométer (Thermo Scientific, Németorszag) segitségével hataroztuk meg.
A HT-29 sejtkulturabol kinyert DNS szekvenciak mesterséges metilacidja és fragmentacioja

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

csoportot helyez a kettdsszalit DNS 5'...CG...3' CpG dinukleotidjain.
DNS izolalas sebészileg eltavolitott szovetmintakbol

A genomidlis DNS izolalasa sebészileg eltavolitott makroszkoposan egészséges, illetve vastagbél
tumoros szovetbdl tortént, amelyhez a mintdkat a Transzplantacios és Sebészeti Klinika
(Semmelweis Egyetem) biztositotta. A vastagbéldaganatban szenvedd betegek definitiv

szovettani diagndzissal rendelkeztek (Dukes B és C stadium) és nem részesiiltek operacio elotti



kemo- illetve radioterapiaban. A DNS izolaciot a High Pure PCR Template Preparation Kit-tel
(Roche, Németorszag) végeztiik el a gyarto eldirasa szerint. Az izolalt, fehérje-mentes DNS-t 20
pul RNaz A/T1 Mix (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Litvania) alkalmazéasaval 37 © C-on 1
oran keresztiil inkubaltuk. Az izolalt, tisztitott DNS mennyiségét és mindségét NanoDrop 1000

spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Németorszag) hataroztuk meg.

Kvantitativ 5-metilcitozin arany meghatarozas HT-29, SW480 és Caco2 vastagbél
karcinoma sejtkultirak genomidlis DNS-ébél és a kezeléshez hasznalt egészséges illetve

vastagbél-karcinomas szoveti parokbol

Genomialis DNS-t izolaltunk HT-29, SW480, Caco2 vastagbél karcinoma sejtkulturdkbol és a
mitétileg eltavolitott egészséges és tumoros vastagbélszovetbdl. Az izolalt DNS-ekbdl 100 ng

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 gyartod
elbirasainak megfelelden, 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). A mintdk 5-mC szazalékos értékeit ELISA lemezolvason a pozitiv és negativ

kontroll mintak értékeibdl 450 nm-en mért abszorbanciabol felallitott standard szdmoltuk ki.
A DNS szekvenciakkal elvégzett kezelések modszertana

DNS szekvenciadkkal tortént kezeléseink soran 15 ul szerkezetileg modositott, illetve egészséges
és tumorszovetbdl izolalt DNS-t haszndltunk, amelyeket kiilon-kiilon 200 pl steril pufferolt
foszfat sooldatban (PBS) oldottunk fel. A kontroll mintdkat 200 pl steril PBS-sel kezeltiik.
Microarray vizsgalataink soran 24 oras kezelést alkalmaztunk, mig sejtviabilitasi vizsgalataink

soran 72 oras kezelések utan végeztiik el tovabbi vizsgalatainkat.

TLRO jelatviteli utvonal vizsgalata QRT-PCR-rel

A TLRO jelatviteli utvonal génjeire és az interleukin 8 (IL-8) citokint kodold génre a Primer3

primertervezd programmal terveztiink primereket A NanoDrop 1000 spektrofotométerrel tortént

mennyiségi meghatdrozds utan kapillaris gélelektroforézis modszerrel mindségi ellendrzést

végeztiink az izolalt RNS mintdkon (Bioanalyzer Pico 6000 RNS chip). A RIN (RNS integritasi

szam) egy a legintaktabb (10) mintatél a legtoredezettebbig (1) felallitott skala, amelyet a
5



BioAnalyzer késziilék programjanak algoritmusa a 18S és 28S riboszomalis RNS-ek alapjan
hataroz meg. A tovabbiakban csak 8-nal nagyobb mutatdju (RIN>8) rendelkezé RNS mintakat
hasznaltuk a komplementer DNS-re (CDNS-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 gyarto elbirasai szerint.

A val6s idejii RT-PCR-t LightCycler 480 q RT-PCR késziiléken (Roche, Svéjc), Probes Master
(Roche GmbH, Németorszag) reagens ¢s SYBR Green (Roche GmbH, Németorszag) zold

interkalal6do festék segitségével végeztiik el.

A cél gének expresszidjat a GAPDH referencia gén expresszidjahoz viszonyitottuk és expresszios

2-ddCt

kiilonbségeket a modszerrel szamoltuk ki. Statisztikai elemzéseink sordn eredményeinket

a Student-féle kétmintas t-probaval értékeltiik ki.

Teljes genom mRNS expresszios array vizsgalatok

Az egészséges €és tumor szoveti DNS-sel kezelt HT-29 kolorektalis karcindma sejtekbol és
egészséges Onkéntesek periférids vérének mononukledris sejtjeibdl microarray vizsgalatokat
végeztiink. A statisztikai feldolgozas soran elsoként eldfeldolgozast alkalmaztunk, amely hattér
korrekcidbol, normalizaciobdl €s 0sszegzésbol allt. A gcRMA szoftverrel elvégzett normalizacid
¢és elemzés utan PAM finom kiiszobértek megallapitast (soft tresholding) alkalmaztunk azzal a
céllal, hogy a két csoport kozotti dsszehasonlitas (egészséges szoveti DNS kezelt vs. kontroll és
tumor szoveti DNS kezelt vs. kontroll) az erdsen eltérd génexpresszidt mutatd géneket

tartalmazza.
Sejtviabilitasi vizsgalatok

Sejtviabilitasi vizsgalataink soran 15 pg frissfagyasztott miitéti mintabol kinyert tumor,-illetve
egészséges vastagbélszoveti DNS-t hasznaltunk, amelyeket kiilon-kiilon 200 pl steril PBS-ben
oldottunk fel. A kontroll mintdkhoz 200 pl steril PBS-t adtunk hozza. A 72 6ras kezelés utan a
sejteket 0,25%-0s Tripszin—-EDTA (Sigma Aldrich, USA) oldat segitségével valasztottuk el a
kezel6 plate feliiletétol, kétszer mostuk 1 ml steril PBS-ben és 1 ml —20 ‘C-0s 70%-0s etanolban
15 percen keresztiil szobahdmérsékleten fixaltuk. A mintdkat a vizsgalat idépontjaig -20 °C-0s

hémeérsékleten taroltuk. Méréseinket harom fiiggetlen parhuzamos sejtkultara mintan végeztiik el
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Tovéabbiakban a HT-29 sejteken 72 oOras viabilitasi vizsgalatot végeztiink tripankék festés
alkalmazaséaval, majd az €10 illetve elpusztult sejteket hemocitométerben szamoltuk meg a tumor
¢és egészséges szoveti DNS-sel kezelt mintakban, amelyeket a PBS kezelt kontroll HT-29 mintak
sejtszamaihoz hasonlitottunk. Az €16 és elpusztult sejtek szaménak atlagat harom fliggetlen
szémolassal harom bioldgiai parhuzamos mintan hatdroztuk meg. Statisztikai elemzéseink soran

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

Egészséges onkéntesek periférias vérének mononuklearis sejtjein (PBMC) elvégzett

Kisérletek

Az egészséges Onkéntesektdl 20 ml periférias vért vettiink, amelybdl a mononukledris sejteket
gradiens centrifugalassal Ficoll-Histopaque-1077 kit hasznalataval (Sigma  Aldrich,
Németorszag) nyertiik ki. A periférias vért a Ficoll-Histopaque-1077 gradiens f61é rétegeztiik és
1600 percenkénti fordulatszamon 20 percig centrifugaltuk. A interfazisban kapott ,,buffy coat”-ot
Osszegytjtottik, ez kovetéen 5 ml Hank-féle médiumban (Biomed, Lengyelorszag)
diszpergaltuk, és 1600 percenkénti fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk. A feliilluszot
Osszegyljtottiik, a kinyert PBMC-ket 1100 percenkénti fordulatszamon 5 perc centrifugalassal

kétszer mostuk at steril PBS-ben.
A PBMC sejteken elvégzett LPS és DNS kezelések

1x10° PBMC-sejtet helyeztiink ki hatlyuku kezel§ lemezre RPMI 1640 tapfolyadékban
gentamicin-nel, amfotericin B-vel és 10% FBS-sel kiegészitve. A DNS kezeléshez 15 ng
egészséges, illetve tumor szoveti DNS-t 200 pl steril foszfat-pufferolt sdoldatban (PBS), a DNS-
LPS egyiittes kezeléshez 100 ng LPS-t (026:B6 szerotipusti Escherichia coli-bol szdrmazo
lipopoliszacharid, Sigma Aldrich, USA) alkalmaztunk. A nem kezelt kontroll mintakhoz 200 pl
steril PBS-t adtunk hozza. A sejteket 37 °C hémérsékleten, 5% CO2 és 95% paratartalom mellett
tenyésztettiik. A teljes RNS izolalast a gyart6 eldirasai alapjan RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen,
USA) végeztiik el. Az izolalt RNS-t -80 C° -on taroltuk a vizsgélatok elvégzéséig.



3. Eredmények

A HT-29 sejtvonalbdl izolalt (hipometilalt) és mdédositott (hipermetilalt, fragmentalt) DNS
szekvenciak hatasa a TLRY jelatviteli itvonal génjeire HT-29 adenokarcinéma sejtekben

A nem metilalt, nem fragmentalt (nMnF) DNS-sel valo kezelés a TLR9 gén szignifikans
feliilexpressziojat eredményezte, ellentétben a MYDS88 és TRAF6 génekkel, melyekben a kezelés

csokkent génexpressziot okozott (p<0,05).

A nem metilalt, fragmentalt (nMF) DNS szekvencidkkal tortént kezelés a TLR9, MYDS88 ¢és
TRAF6 gének novekvo expresszidjat eredményezte (p<0,05).

A metilalt, nem-fragmentalt (MnF) DNS szekvencidkkal tortént kezelés az IRAK2, NFkB ¢s az
IL-8 gének fokozott expresszidjat és a TRAF6 gén csokkend expresszidjat okozta (p<0,05).

A metilalt fragmentalt (MF) DNS szekvenciakkal tortént kezelés a MYD88, TRAF6 gének
felillexpresszigjat eredményezte, illetve az IRAK2, TNFSF10 ¢és az IL-8 gének csokkent
expresszidjat valtotta ki (p<0,05).

Kvantitativ S-metilcitozin arany meghatarozas HT-29, SW480 ¢és Caco2 vastagbél
karcinéma sejtkultirak genomialis DNS-ébol és a DNS kezelésekhez hasznalt egészséges

illetve vastagbél-karcindmas szoveti parokbol

ELISA alapu 5-metilcitozin meghatarozasunk soran az 5-mC arany a DNS kezelésekhez hasznalt
egészséges vastagbélszovetekben 13,35%-nak adodott, mig a tumor szovetekben 8,35 %-0s
metilaltsagi aranyt mutattunk Kki. A vastagbél-karcindma sejtvonalakat nagyon alacsony
metilacios arany jellemezte (1,54 %). Ezen eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a tumorszovetet altalanos hipometilacio jellemzi, az egészséges vastagbélszovetben

tapasztalt altalanos hipermetilacioval szemben.



Az egészséges és tumor szoveti DNS hatasa HT-29 vastaghél karcinoma sejtekre

mRNS expressziés microarray eredmények

Az egészséges ¢és tumor szoveti DNS kezelés hatasara a metallotinén gének (MTIH,

MT1P2,MT1X és MT2A) hasonldé mértékii fokozott expressziojat figyeltilk meg.

A tumorszoveti DNS kezelés hatasara feliilregulalt gének koziil kiemelendéek az attétképzéshez
kothetd gének, tobbek kozott a metasztdzis-asszocidlt molekula 1 a vastagbéldaganatokban
(MACC1), tiid6 adenokarcindma-asszocialt metasztazis transzkriptum 1 (MALATL); sejtadhéziot
szabalyozd gének, mint a karcinoembriondlis antigén kapcsolt sejtadhéziés molekula 5
(CEACAMD); tovabba metabolikus gének, mint az inzulin indukalta gén 1 (INSIG1), endotelialis
lipaz (LIPG); valamint a hirvivé molekulak génjei, mint a dual adaptor foszfotirozin és 3-
foszfoinozitidek (DAPP1) és a cAMP hirvivo elem 3-szerli protein 2 (CREB3L2) is.

A TLRY utvonal f6 elemeinek vizsgalata egészséges és tumorsziveti DNS hatasara qRT-PCR-rel
HT-29 sejtekben

A tumor és az egészséges szoveti DNS kezelés a HT-29 sejtekben a TLRI/MYDSS fiiggd
jelatviteli utvonal egyetlen elemének, az interleukin 1B (IL-1PB) génnek a fokozott kifejezddését
eredményezte (logFc>1; p<0,05). A tumorszoveti DNS kezelés hatasara az egészséges szoveti

DNS kezeléssel dsszevetve magasabb IL-1p szintet sikertilt kimutatnunk.

A HT-29 sejteken elvégzett sejtviabilitasi vizsgalatok eredményei

RNS expresszios eredményeink alatdmasztasara tovabbi kisérleteket végeztiink el a tumor és az
egészséges szoveti DNS kezelés sejtviabilitasra és sejtosztodasra kifejtett hatasdnak a
feltérképezésére. A PI (propidium jodid) sejtciklus analizis szignifikdnsan magasabb €16
(G1+S+G2+M) sejtpopulaciot mutatott a tumor DNS-sel kezelt csoportban a kontroll csoporttal
Osszevetve (a harom fiiggetlen mintan mért atlagos €16 sejtpopulacid a tumor szdveti DNS
kezelés hatasara 39,11+0,57%, a kontroll csoport €16 sejtpopulacioja 32,00+2,50%; p<0,05). Az
egeészséges szoveti DNS kezelés nem befolyasolta a vizsgalt sejtek sejtciklusat, de a kezelés

hatéséra alacsonyabb sejtszam volt azonosithaté a DNS hisztogramon.

A HT-29 vastagbél karcinoma sejtek viabilitasat tripankék festéssel vizsgaltuk meg, amelynek

értékeit hemocitométerben tortént szamlalds utan statisztikailag elemeztiink. A tumor szoveti
9



DNS kezelés szignifikansan magasabb €16 sejtszamot eredményezett a kontroll csoporthoz képest
(é16 sejtek atlagos szama a tumor DNS kezelés hatasara 54,22+3,03, a kontroll csoportban
42,00+3,77 x 10000 sejt/ml; p<0,05). Az egészséges szoveti DNS kezelés szignifikansan
alacsonyabb ¢él6 sejtszamot mutatott a PBS kezelt kontroll mintakkal tortént Osszevetés soran
(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).

A PBMC sejteken elvégzett MRNS expresszios microarray vizsgalatok eredményei

Az egészséges illetve tumor szoveti DNS kezelés hosszutavii (24 6ras) hatdsénak a
feltérképezésére az Affymetrix HGU 133 2.0 microarray rendszert hasznaltuk. Az egészséges
szoveti DNS-sel valo kezelés 48 gén expresszidjaban mig a tumor szoveti DNS kezelés 12

génben okozott szignifikans valtozast.

Az LPS-sel tortént kezelés 1479 génben gén expresszidjaban eredményezett valtozast a PBS
kezelt kontroll csoporttal tortént dsszehasonlitdsban. Az LPS-egészséges szoveti DNS egyiittes
kezelés 129 gén expresszidjaban okozott lényegességi szintet meghalad6 valtozast, mig az LPS—
tumor szoveti DNS egyiittes kezelés 21 génben okozott Iényegességi szintet meghalado valtozast

(p<0,05).
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4. Megbeszélés

A daganatszovet eredeti DNS biologiailag aktiv molekula, amely tobbek kozott a DNS
metilaciotol és fragmenthosszisagtol fiiggden hat vastagbél karcindma sejtekben. A bioldgiai
hatas nagymértékben fligg a DNS szekvencidk metilacids statuszatol, mivel a hipermetilalt
szekvencidk a MYDS88-fiiggetlen DNS érzékeld jelatviteli utvonalak, mig a hipometilalt
szakaszok a MYDB88-fiiggé DNS érzékeld jelutak génjeinek miikodésében okoztak 1ényegességi

szintet meghaladé véltozast a vastagbél karcinoma sejtekben.

Kisérletiink eredményei ramutatnak arra, hogy a daganatprogresszid sordn a szoveti DNS
fokozhatja tobb attétképzésben €s anyagcserében jelentds szerepet jatszd gén expresszidjat. A
génexpresszios valtozasok megerdsitése szempontjabol fontos eredménynek tartjuk a tumor
szoveti DNS daganatsejtek életképességét (viabilitasat) fokozo hatasat, amely klinikai

prognosztikai szereppel birhat.

ELISA alapt teljes genom 5-metilcitozin arany vizsgalattal tovabba kimutattuk az egészséges (
hipermetilalt-) és a tumor szdveti (hipometilalt DNS) immunmodulans hatasat egészséges
donorok periférias vérének mononuklearis sejtjein. Az egészséges szoveti DNS PBMC-kre
gyakorolt akut hatdsanak vizsgéalata sordn erds IL-2 génexpresszid fokozddast tapasztaltunk és
tobb T-sejt-proliferaciot (pl. CD1D), Th1/Th2 differenciaciot (pl. IL-2, IL-4, 1L-6) szabalyozo
citokint kodold gén mutatott 1ényegességi szintet meghaladd expresszids valtozast. A 24 oOras
LPS kezelés szamos akut fazisu gyulladasos citokin (pl. IL-6), immunregulaciért felelé gén (pl.
IRGI), monocita marker (CD 163) és tobb kemokin (pl. CXCLI1, CXCLS) mRNS-ének
termelodését fokozta. Az egészséges szoveti DNS csokkentette az LPS kezelés altal
feliilszabalyozott érzékeld receptor (TLR4) és tobb kemokint kddold gén (CXCL6, CXCL9 és
CCL13) expressziojat. Eredményeink rdmutatnak a PBMC sejteken taldlhatd TLR-ek lehetséges

antagonista hatasara.
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5. Kovetkeztetések

A HT-29 wvastagbél karcindbma sejtekbdl izolalt DNS biologiailag aktiv molekulaként

génexpresszios valtozasokat eredményez a HT-29 sejteken.

A kezel6 agensként alkalmazott genomialis DNS metiladcioja a MYD88-fliggd TLRO jelatviteli
uttol fliggetlen jelatviteli utak elemeiben okoz génexpresszids valtozasokat és fokozza az I1L.-8

citokint kodolo gén mRNS expresszidjat.

A vastagbéldaganatos betegekbdl izolalt tumor (hipometilalt) szoveti DNS fokozta az
attétképzéshez kothetd gének, mint a metasztazis-asszocidlt molekula 1 a vastagbéldaganatokban
(MACCI1) ¢és a tiid6 adenokarcindma-asszocidlt metasztazis transzkriptum 1 (MALATI), a
metabolikus gének mint az inzulin indukalta gén 1(INSIGI) és az endotelidlis lipaz (LIPG),
valamint a masodlagos hirvivé molekulak, mint a dual adaptor foszfotirozin és 3-foszfoinozitidek
(DAPPI) és a cAMP hirvivé elem 3-szerl fehérje 2 (CREB3L2) mRNS expressziojat a HT-29
vastagbél karcindma sejtekben, ami felveti a tumor szoveti DNS daganatprogressziot tdmogatd

hatasat.

A vastagbéldaganatos betegekbdl izolalt szoveti (hipometilalt) DNS fokozta a HT-29 vastagbél
karcinoma sejtek ¢€letképességét, ami a jovobeli kisérletekkel kiegészitve esetlegesen klinikai

prognosztikus faktorra emelheti a daganatprogresszio soran felszabaduld széveti DNS-t.

A periférids vér mononukledris sejtjeiben az egészséges szoveti (hipermetilalt) DNS az IL-2 gén
fokozott expresszidjat eredményezte, és tobb T-sejt-proliferaciot és Thl / Th2 differenciaciot
szabalyozod citokint kédold gén miikddésében okozott valtozast. Hossza tavu kezelés sordn az
egészséges szoveti DNS csokkentette az LPS kezelés altal feliilregulalt érzékeld receptor (TLR4)
¢és tobb kemokint kodold gén kifejezddését. Eredményeink ramutathatnak a PBMC-ken talalhato
TLR-ek (TLR4 és TLRY) lehetséges antagonista hatasara.
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