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Bevezetés: A sejten kiviili szabad DNS-t mar az 1940-es években kimutattik. Eredetérdl tobb elmélet is Iétezik: lehet-
séges folyamat a tumoros sejtekbdl, valamint ezzel parhuzamosan az egészséges sejtekbdl torténd felszabadulis is.
Célkitiizés: Munkank célja a szabad DNS felszabadulasi titemének vizsgilata volt SHO-egér/HT-29 humin colorec-
talis adenocarcinoma sejtvonal xenograftmodellben, valamint célul tlztik ki egészséges és C38 tumorral oltott
C57BL/6-0s egerek vériaramdba juttatott mesterségesen folszaporitott metilalt és nem metildlt DNS-szakaszok le-
bomlédsinak nyomon kovetését.

Modszer: SHO-egerekre HT-29 sejteket oltottunk subcutan, majd vért vettiink 8 héten keresztiil. A plazma szepara-
ldsa utdin DNS-t izoldltunk, majd mitokondrialis és genomialis RT-PCR-prébikkal megallapitottuk a human/egér
DNS-aranyt. A szabad DNS lebomldsanak vizsgalatihoz egészséges és C38 tumorsejttel oltott C57BL/6-o0s allatok
vérébe 3000 bazispar (bp) méretii in vitro metildlt és nem metilalt DNS-fragmentumot juttattunk. Az amplikonok
degradaciojat 19 valés idejii PCR-probaval mértiik, a bomlas titemére a relativ amplikonkoncentraciok alapjan kovet-
keztetttink.

Evedmények: A tumorbdl szirmazé humin DNS mennyisége a 2. hétig a kimutathatésdgi hatdr alatt volt, majd a 3.
héttdl folyamatos emelkedést tapasztaltunk, amely a 8. hétre 18,26%-ot ért el. A vériramba juttatott DNS-szakaszok
lebomlésdnak sebességében kiilonbséget mutattunk ki a nem metildlt és a metildlt fragmentumok kozott. Az egész-
séges dllatokban a nem metilalt DNS 6 6ra utan eltint a vérplazmabdl, mig a metilalt fragmentum szakaszai 24 6ra
mulva is kimutathaték voltak. Tumoros dllatokban a degradicié mértéke lelassult, és mindkét forma kimutathat6va
vélt 24 6ra elteltével.

Kovetkeztetés: A szabad DNS szerepének és hatismechanizmusinak vizsgilatit egyre nagyobb érdekl6dés ovezi.
Munkink segitséget nytjthat a DNS felszabaduldsanak és degradaciéjanak pontosabb megismeréséhez.

Orv Hetil. 2018; 159(6): 223-233.
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In vivo analysis of circulating cell-free DNA release and degradation

Introduction: Cell-free DNA (cfDNA) was first detected in human plasma in the 1940s, but the knowledge on its
regulation and rate of release is incomplete. CfDNA can originate from both normal and tumour cells.

Aim: Our aims were to investigate the rate of cfDNA’s release in SHO mice /HT-29 colorectal adenocarcinoma cell
line xenograft model and to define the decay of methylated and non-methylated DNA fragments in C57BL,/6 blood-
stream.

Method: SHO mice were xenografted with human HT-29 cells, than blood samples were collected over 2 months.
CfDNA was isolated, then quantified by real-time PCR with highly specific genomic and mitochondrial human and
mouse primer sets. This method permitted to define the ratio of human/mouse DNA. To assess the degradation rate
of cfDNA, 3000 bp sized methylated and non-methylated DNA fragments were injected into healthy and C38 tu-
mour-cell vaccinated C57BL,/6 mice’s bloodstream. The decay of amplicons was measured with 19 PCR assays.
Results: The amount of human DNA until the 2nd week was below the limit of detection. From the third week, a
continuous growth was experienced, which reached 18.26% by the 8th week. Moreover, it was found that in healthy
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animals the non-methylated DNA disappears from the plasma after 6 hours, while the methylated fragment was de-
tectable even after 24 hours. In animals with tumour, both amplicons were detectable after 24 hours.

Conclusion: The examination of the role and mechanism of ¢fDNA shows an increasing level of interest. This work
can contribute to a better understanding of the release and degradation of cfDNA.

Keywords: cell-free DNA, DNase activity, xenograft model, plasma

Bartdk BK, Nagy ZsB, Spisdk S, Tulassay Zs, Dank M, Igaz P, Molnér B. [ Iz vivo analysis of circulating cell-free DNA
release and degradation.] Orv Hetil. 2018; 159(6): 223-233.

(Beérkezett: 2017. szeptember 9.; elfogadva: 2017. oktéber 15.)

Roviditések

BCP = 1-brém-3-klérpropan; CpG = citozin-guanin dinukleo-
tid; CRC = (colorectal cancer) vastagbéldaganat; CT = (cycle
threshold) attorési pont; DNMT = DNS-metiltranszferiz;
EDTA = etilén-diamin-tetraccetsav; GAPDH = gliceraldehid-
3-foszfit-dehidrogeniz; IL = interleukin; MII = Metasztizis
Inhibiciés Index; MYOD = miogenikus differenciiciéban sze-
repet jatszé gén; ND4 = a NADH-dehidrogendz enzim 4-es
alegységét kddold gén; NET = (neutrophil extracellular traps)
neutrofil extracelluldris csapda; OCA = az okulokutdn albiniz-
mus génje; PRIMALl = prolingazdag membrinhorgony-1;
RT-PCR = (real-time polymerase chain reaction) valos ideji
polimeraz-lancreakcié; SAM = S-adenozil-metionin; SCID =
(severe combined immunodeficiency) stlyos kombinalt im-
munhidny; SDC2 = szindekdn-2; SEPT9 = szeptin-9; SFRP1 =
szekretalt frizzled-rokon fehérje-1; SFRP2 = szekretdlt frizz-
led-rokon fehérje-2; SHO = SCID Hairless Outbred; skDNS =
sejten kiviilli DNS; SLE = szisztémdas lupus erythematosus;
TLR = (Toll-like receptor) Toll-tipusti receptor; TNFa =
tumornekrézistaktor-o

A véraramban talilhaté szabad, sejten kiviili DNS
(skDNS)-molekuldk vizsgalata nagy hangstlyt kap nap-
jainkban, hiszen konnyen elérhet§ forrasként szolgil a
kilonbozd betegségek, tobbek kozott daganatok diag-
nosztizalasira. Egyre nagyobb érdekl6dés dvezi az an.
folyadékbiopszia (liquid biopsy) mintavételi eljarast, mi-
vel segitségével lehetséges, hogy egy egyszerd vérvétel
utan informaciét szerezziink a tumoros betegségek aktu-
alis allapotarél. A moédszer alapjaul a daganat szovetébdl
szdrmazd, aberrins genetikai és epigenetikai valtozaso-
kat tartalmazé szabad DNS-frakcio vizsgdlata szolgal.
Szamos tanulmany foglalkozik a szabad DNS-frakcid
mennyiségi és minéségi jellemzdinek elemzésével, azon-
ban a szdrmazdsira, funkcidjira és stabilitdsara vonatko-
26 elméletek mindmdig bizonytalanok.

El6szor az 1940-es években Mandel és Metais figyelte
meg, hogy a véraramban cirkuldlé6 DNS- és RNS-mole-
kuldk taldlhatok [1]. Késébb szidmos elviltozis esetén
leirtak a szabad DNS jelenlétét a vérben, tgymint gyul-
ladasos és autoimmun betegségekben, cukorbetegség-
ben vagy daganatokban, és emelkedett koncentraciojat is
rovidesen az 1980-as években detektaltak [2, 3]. Leon és
mtsai attétképzés esetén 209 £ 39 ng/ml skDNS-kon-

centriciét irtak le, ellenben metasztizis hidnya esetén
csupan 100 = 30 ng/ml mennyiséget dllapitottak meg
[2]. Egészséges személyekben a szintje jéval alacsonyabb
tartomanyban mozog (1,8-44 ng/ml), a mennyisége
azonban jelent&sen emelkedik nemcsak daganatos meg-
betegedések esetén, hanem tobbek kozott erbteljes fizi-
kai aktivitds vagy a terhesség elsé trimesztere sordn [4,
5]. Méretét tekintve a szabad DNS elég tig hatirok ko-
z6tt mozog, clektroforetikus médszerek alapjan 180 bp
¢s 10 000 bp kozotti tartomdnyba esik [6]. Rikos meg-
betegedések esetén tobb mddon is bekeriilhet a szabad
DNS a keringésbe. Lehetséges az egészséges és a tumo-
ros sejtekbdl vald felszabadulés is, ellenben az, hogy a
szabad DNS mennyiségének mekkora hinyada és milyen
titemben kertil a vérbe a daganatbol és az egészséges sej-
tekbdl, napjainkig bizonytalan. Az skDNS felszabadulasa
torténhet nekrotizalé daganatsejtekbdl, apoptdzison at-
esett sejtekbdl apoptotikus testeken keresztiil torténé
kijutds segitségével, illetve aktiv szekrécidval is [7]. A
legval6szintibb azonban, hogy ezek a folyamatok egytit-
tesen zajlanak le a szervezetben. Tovabba a lymphocyta
sejtekrS] bebizonyosodott, hogy képesek in vitro DNS-
molekuldk kibocsatisara [8, 9], valamint a neutrofil gra-
nulocytak extracellularis neutrofilcsapdakat (NET — ne-
utrophil extracellular traps) tritenek a vérbe, melyek
tobbek kozott mitokondridlis és genomidlis DNS-frag-
mentumokat is tartalmazhatnak [10, 11]. A NET6zis
folyamata elsGsorban a patogének elleni védekezés sorin
jatszoédik le, de megfigyelték szisztémas lupus erythema-
tosusban (SLE) szenved§ betegek vérében is [12]. A sza-
bad DNS ezeken kiviil tobbféle formaban jelen lehet a
vérben: szabadon, kapcsolédhat sejtmembranrészekhez,
DNS-kot6 fehérjékhez, és kiillonboz6 vesiculdkban vagy
virtoszémdkban is megtaldlhat6 [13]. Ismert az is, hogy
az exoszomdikhoz kothet6 DNS-molekulik nagyobb
mérettartomdnyban a membrinhoz kapcsolt formaban
talalhatok, a kisebb méretli szakaszok azonban az exo-
szémdk belsejében helyezkednek el [14-16]. Az skDNS
Gjgenericiés szekvenaldsi modszerekkel torténd vizsga-
lata soran igazoltak gazdaszervezeti idegen (non-host
vagy nem human eredet(i) szekvencidk jelenlétét is, ame-
lyek az elfogyasztott taplalékbdl, valamint a szervezet-
ben él6 mikrobakbdl kertilnek a vérairamba. Ezeknek a
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molekuliknak pontos keringésbe keriilési mechanizmusa
és bioldgiai szerepe nem ismert, az 6sszes skDNS-meny-
nyiséget tekintve jelenlétiik 1% alatti, dtlagos mennyisé-
giik 0,45% koriili értéket mutat [17, 18].

A daganatokban a szabad DNS megnovekedett meny-
nyiségét a felborult nukleinsav-metabolizmus mellett a
DNS végleges lebontésit elvégzG endo- és exonukle-
dzaktivitissal rendelkez6 DNaz enzimek mérsékelt ma-
kodése is okozhatja. Emellett a DNéz-inhibitorok meg-
emelkedett mennyiségét is megfigyelték [19]. A DNaz-1
enzim mint potencidlis antitumor dgens amellett, hogy
csokkenti az skDNS mennyiségét, gatolja a tumorsejtek
prolifericiéjat és rontja a metasztatizaldé képességet is
[6, 19]. Egercken végzett kisérletek bizonyitottik, hogy
DNaz-kezelés utin a tumoros allatok vérplazméjiban az
alacsony DNaz-aktivitds és a megemelkedett skDNS-
mennyiség visszatér a normdl, fiziol6gids szintre [20].

Egyes tanulmanyok leirtik, hogy az skDNS felvételre
is kertiilhet bizonyos sejtek altal. Anker és mtsai megfi-
gyelték, hogy egér fibroblast sejtek tumorossa alakulnak
human colorectalis adenocarcinoma sejtvonal (SW480)
teliiltszojaval torténd inkubdlas utin [21]. Garcia-Olmo
és misai 2001, évi kozleménye szerint az onkogéneket
tartalmazé szabad DNS-molekulak tavoli szovetekbe el-
jutva transzformalhatjak azokat, ezaltal hozzijarulva a
metasztazisok kialakulasihoz. Ezt a folyamatot genome-
tasztizisnak nevezziik [22].

Lathatd, hogy az skDNS koncentricidja tobbféle fizi-
olégids és koros folyamat sordn is megemelkedik [23].
Ezért tumoros betegek esetén a szabad DNS szintjének
valtozdsa ondlléan nem reflektal a daganat tipusara. A tu-
mor szovetébdl kijutdé DNS azonban olyan tulajdonsa-
gokkal bir, amelyek kifejezetten egy adott tumorra jel-
lemz&ek, Ggymint szomatikus mutdcidk, rendellenes
mikroszatellita-mintizat és olyan epigenetikai valtoza-
sok, mint a tumorspecifikus DNS-metiliciés mintizat
valtozasa [24]. A vastagbélrik (CRC) kialakuldsiban a
KRAS-, az APC- és a TP53-gén mutdcidjinak alapvetd
szerepe van [25]. Am annak ellenére, hogy a tumorszo-
veti mintdkban magas szazalékban megfigyelhetd ezek-
nek a géneknek a mutacidja, a vérmintakban kisebb ha-
nyadban mutathaték ki ezek a genetikai eltérések [26].
Wanyg és mtsai a KRAS-, az APC- és a TP53-gén mutici-
ojat elemezték vastagbélrakos betegek szoveti és szérum-
mintdiban. A 3 génbdl legalabb egy mutalt volt a rikos
szovetek 75%-dban, ezzel szemben a 3 gén a szérummin-
tdknak minddssze 30,4, 34 és 34,2%-aban volt mutans
[27].

A DNS-metilicié az egyik leggyakoribb epigenetikai
modositas, amely egy metilcsoport kapcsolédasit jelenti
a citozin pirimidingy(r(jének 5. szénatomjahoz. A reak-
ci6t DNS-metiltranszterdz (DNMT) enzimek katalizal-
jak. A DNS-metilacié funkciéja a génexpresszié szaba-
lyozasa, a gének promoter régidjaban torténd fokozott
hipermetilacié6 a CpG dinukleotidokban gazdag régio-
kon (an. CpG-szigeteken) a transzkripcié csokkenését
vagy gatlasit okozza [28, 29]. A DNS-molekulak meti-
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laciés mintdzata a tumorbdl kikertilve az skDNS-en is
megmarad, ezért a kiilonb6z8 metilaciés markerek azo-
nositasa a vérben nagy segitséget nytjthat a daganatok
felismeréséhez. A kereskedelmi forgalomban kaphaté
elsé diagnosztikai rendszer vastagbéldaganat esetén az
EpiGenomics cég altal kifejlesztett szeptin-9 (SEPT9)-
génszakasz vizsgilatin alapul6 Epi proColon vérteszt.
A szeptinek csaladjiba evolicidsan konzervalt, GTP-ko-
t6, P-hurokkal rendelkezd filamentképzd fehérjék tar-
toznak. Vastagbéldaganat esetében hipermetilalédéd
szeptin-9 génszakaszt is tartalmazé DNS-darabok kertil-
nek ki a véraramba, amelynek metilaciés dllapotit hatd-
rozza meg a periférids vérrel elvégezhets teszt. A teszt
érzékenysége 68-72%, specificitisa 80% korili daganat
esetén, azonban rikel6z$ dllapotokban a szenzitivitisa
joval alacsonyabb (30,8%) [30-33]. A SEPT9-gén mel-
lett szamos egyéb metiliciés markert irtak mér le, melyek
kiillonboz8 érzékenységgel képesek jelezni a vastagbél-
adenomat és -daganatot [26, 34]. Kutatdcsoportunk az
SFRP1-, az SFRP2-, az SDC2- és a PRIMAl-gén meti-
laciés dllapotat vizsgilta plazmamintikban. A 4 gén pa-
nelként alkalmazva 91,5%-o0s szenzitivitassal és 97,3%-os
specificitassal képes elkiiloniteni a tumoros mintakat az
egészséges kontrolloktdl, és az adenomds betegek plaz-
mamintainak tobb mint 80%-4aban is kimutathatok a me-
tilacios eltérések [35]. Lathaté tehat, hogy a metilicids
elvaltozasok magasabb aranyban talalhaték meg a vér-
aramban, mint a muticiék, ennek okai azonban bizony-
talanok. Tovabba az sem tisztizott, hogy az elviltozaso-
kat hordoz6 szabad DNS-molekuldk mennyire stabilak a
véraramban, és hogy a véraramba keriilés utin mennyi
ideig azonosithatok.

A jelen tanulmanyban az skDNS felszabaduldsanak és
lebomlasanak nyomon kovetését ttiztiik ki célul. A sza-
bad DNS felszabaduldsinak vizsgilatihoz SHO-egér/
human HT-29 colorectalis adenocarcinoma sejtvonal
xenograftmodellt alkalmaztunk. A vérplazmabdl izolalt
egér/humin skDNS arinyinak meghatirozasival meg-
allapithat6, hogy a DNS mekkora hinyada szarmazik a
tumoros sejtekbdl, és ennek mennyisége hogyan valtozik
a daganat fejlédésénck el6rehaladtaval. A degradicio
elemzését in vpitro korilmények kozott felszaporitott,
majd egerek vérairamaba juttatott, mesterségesen meti-
lalt es nem metilalt DNS-molekuldkon végeztiik.

Anyagok és modszerek

A sejten kiviili DNS felszabaduldasanak elemzése

Munkdnk soran célunk az skDNS eredetének, felszaba-
dulasi ttemének és sebességének nyomon kovetése és
elemzése volt. Ehhez 8 héten keresztiil tartd kisérletet
végeztiink egér/human HT-29 tumor xenograftmodell
segitségével. Bioinformatikai aton kivalasztott és kisérle-
tesen validdlt egér és human gének kdpiaszamat vizsgilva
kovetkeztettiink a vérben megjelend human DNS meny-
nyiségére, melynek novekedését mértiik az id6 eléreha-
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1. dbra

ladtaval. Az eredmények révén megallapitottuk a humdn
tumorsejtekbdl a véraramba keriild skDNS-ek ardnyit,
ezaltal mérhettiik a felszabadulds titemét.
Xenograftmodell elGallitasa, vérvétel, DNS-izolalas
A sejten kiviili szabad DNS felszabaduldsanak titemét
SHO-egér/humdin HT-29 colorectalis adenocarcinoma
sejtvonal xenograftmodell segitségével vizsgaltuk. Az
SHO- (SCID Hairless Outbred) egerek homozigétak a
Priededd- és a H"-mutacidkra nézve, ezért ezek az illa-
tok albinék, szdrtelenek és immundeficiensek (1. dbra).
A HT-29 sejtvonalbdl szirmazd sejtek subcutan oltva
koénnyen osztédnak az dllatokban, és tébb cm-es tumort
alakitanak ki. Munkank sorin nyolc SHO-egeret oltot-
tunk 5 x 10° HT-29 sejtvonalbdl szarmazé sejttel subcu-
tan, majd 8 héten keresztiil vettiink vért (~200 pl) az
allatoktdl szemzugvénan keresztiil steril EDTA/PBS
(1x) csovekbe, és azt a feldolgozasig jégen tiroltuk. Ez-
utdn plazmafrakciét szepariltunk két 1épésben, elGszor
10 percig 2000 rpm 4 °C-on centrifugiltunk, majd a
felultiszé leszivisa utin 10 percig 4000 rpm 4 °C-on.
A plazmit tovabbi felhasznalasig —20 °C-on taroltuk.
A szabad DNS-frakcié kinyeréséhez a QIAamp Circulat-
ing Nucleic Acid Kitet hasznaltuk (Qiagen, Németor-
szdg), a ,,Purification of Circulating DNA from 1 ml,
2 ml, or 3 ml Serum or Plasma” protokoll gyartdi leirisa
szerint. A DNS eludldsa 150 pl PCR-tiszta desztilldlt viz-
zel tortént két 1épésben. Az skDNS koncentricidjanak
megallapitisira Qubit 1.0 fluorométert alkalmaztunk
(Thermo Fisher Scientific, USA) a Qubit dsDNA High
Sensitivity Assay Kittel. Az izoldlt DNS-t 4 °C-on tirol-
tuk.
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| Xenograft-tumormodell kialakitdsa: 7. nap, 21. nap, 28. nap, 42. nap, 56. nap ¢és 63. nap

Primerek tervezése, valds idejii PCR

A vériramban taldlhaté szabad DNS egér/humdn ara-
nyinak megallapitdsara 6 egér és 6 human genomidlis és
mitokondridlis gén kopiaszamat vizsgaltuk (1. tablazat).
A primerek tervezése Primer3 programmal tortént, és a
t6 szempont a tervezéskor a magas foka fajspecificitas
volt. Az oligonukleotidokat egységesen 100 pM-os (100
pmol/nl) torzsoldatra higitottunk. A polimeriz-lancre-
akcié az izoldlt DNS-mintdn kiviil tartalmazott 5 pl
LightCycler® 480 Probes Master mixet (2x) (Roche
Applied Science, Svijc); a tervezett primereket 200 nM
végkoncentriciéban; és 50x SYBR Green I interkalalédo
festéket (Thermo Fisher Scientific) a gyartoi utasitiasok-
nak megfelelen. A primerpdrok tesztelésére in silico a
BiSearch szoftvert haszniltuk (http://bisearch.enzim.
hu) [36]. A PCR-t LightCycler 480 tipust real-time
PCR-késziilékkel (Roche Applied Science) végeztiik, és a
reakcié soran 384 lyukth multiwell plate-eket hasznal-
tunk, melyekbe a pipettizas Eppendorf epMotion 5070
pipettizéautomataval (Eppendorf, Németorszdg) tor-
tént. Minden plate tartalmazott nyolc mintat duplikd-
tumban, PCR-tisztasigt desztillilt vizet negativ kont-
rollként, valamint egy 7 tagbol 4ll6 kalibrici6s higitasi
sort. Ehhez viszonyitva tudtunk kovetkeztetni az egér/
humin DNS arinyira, és megallapithattuk a kisérleti
modellink érzékenységét.

A higitasi sor feldllitdsa sordn kiilonb6z6 aranyban ele-
gyitettiink egérvérbdl, illetve HT-29 sejtvonalbdl szar-
maz6 sejtekbdl izoldlt DNS-t. A DNS izoldldsa a HT-29
sejtkultirabdl a High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche Applied Science) ,,Isolation of Nucleic Acids
from Mammalian Whole Blood, Buffy Coat, or Cultured
Cells” protokoll alapjin a gyartd utasitdsai szerint tor-
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1. tablazat | Az egér/humin DNS arinydnak meghatarozasara hasznalt 6 egér és 6 human mitokondridlis és genomialis génre tervezett primerek szekvenciai
A gén neve Forward primerszekvencia Reverse primerszekvencia
el28 AGGTTTGGTCCTGGCCTTAT CGGTCTATGGAGGTTTGCAT
el6S GGGATAACAGCGCAATCCTA ATTGGGATGTCCTGATCCAA
eMT 6836 CACATTCGAGGAACCAACCT CCAATTTTAGGGGGTTCGAT
eND4 GGAACCAAACTGAACGCCTA ATGAGGGCAATTAGCAGTGG
e¢TNFx TGTTGCCTCCTCTTTTGCTT TGGTCACCAAATCAGCGTTA
e¢TLR5 GCCTCTAAGGGCTCTCACCT TGGAGGGAAACCATGTCATT
n128 ACCACCTCTTGCTCAGCCTA CATGGGCTACACCTTGACCT
h16S GTACCGCAAGGGAAAGATGA TTGGCTCTCCTTGCAAAGTT
WMT 15195 TATCCGCCATCCCATACATT GTGTGAGGGTGGGACTGTCT
hND4 CGCCTCACACTCATTCTCAA TGTTTGTCGTAGGCAGATGG
hMYOD_1 GGAAGCAGCTGGTACTGGTC GGGCAGGGACTGATTCACTA
hOCA2_3 CCTCAGGACCCTGTGATGAT TTTCAAGGTGCCCAGATTTC

tént. A vérbdl torténd izolalas a kovetkezs protokollt
kovetve valosult meg: 300 pl vérhez pipettiztunk 500 ul
2% SDS-t (Sigma-Aldrich, USA) és 100 ul ProteinazK
enzimet (Qiagen), majd inkubaltunk 10 percig 60 °C-on
Eppendorf Thermomixer Comfort-ban (Eppendorf).
Ezutin 500 pl telitett fenolt (Sigma-Aldrich) és 100 pul
BCP-t (Sigma-Aldrich) adtunk az elegyiinkh6z, majd 10
percig 8000 rpm-en centrifugaltunk. A feltiltszé lesziva-
sa utdn, a nukleinsav-frakcié kicsapasa 70v/v% izopro-
panollal tortént. A DNS tisztitasahoz QIAamp Genomic
DNA Minikit (Qiagen) oszlopot alkalmaztunk, majd
QIAvac 24 Plus vikuumszivattyat (Qiagen) haszndl-
tunk. A mosasi 1épések sorin kétszer 70%-os etanollal
(1-1 ml), majd egyszer abszolut etanollal (700 ul) mos-
tuk az oszlopot. A szaritas soran 3 percig 20 000 rpm-en
centrifugaltunk, majd elualtuk a DNS-t kétszer 75 pl
PCR-tiszta desztillalt vizzel. Az izoldlt DNS-mintak
koncentriciéjanak mérése NanoDrop-1000 (Thermo
Fisher Scientific) spektrofotométerrel tortént. A mérés
utan a mintdkat 1 pg/ml-es végkoncentriciéra higitot-
tuk, mert el6zetes méréseink alapjan a plazma DNS-kon-
centracidja ebben a tartomanyban mozog. A kiilénb6z6
aranyt egér/human elegyeket a 2. tdblizat szerint alli-
tottuk Ossze.

2. tablazat A humadn és egér-DNS %-os ardnya az clegyités sordn a 7 tagb6l

all6 higitasi sor feldllitisihoz

Humén DNS ardnya (%) Egér-DNS ardnya (%)

A polimeraz-lancreakcié sorin az aldbbi programot
haszndltuk: denaturalas 95 °C 5 min; amplifikici6é 95 °C
10s,60°C 10,72 °C 10 s 50 ciklusban ismételve; ol-
vadaspont-analizis folyamatos emelkedéssel 95 °C 5 s;
hiités 65 °C 1 min és 40 °C 30 s. A képz6dott termékek
specificitasat és tisztasigit a ciklus végén zajlé olvadas-
pont- (melting curve) analizissel ellendriztiik. A reakcié-
hoz hasznilt interkaldlédé SYBR Green I festék gerjesz-
téséb6l szarmazé fluoreszcencia emisszidjat  képes
detektalni a PCR-késziilék, ami ardnyos a keletkezett
kétszald DNS mennyiségével. A mért fluoreszcenciain-
tenzitasokat a ciklusszdmok fiiggvényében grafikusan 4b-
rizolja a késziilékhez tartozé szoftver (LightCycler 480
Software release 1.5.0). Végeredményként az amplifika-
cids gorbék masodik derivaltjinak maximumaként kalku-
lalt CT- (cycle threshold) értéket (attorési pont) kapjuk
meg, melynek segitségével megallapithatjuk a kiindulasi
templdit DNS-koncentriciéjit — ebbdl kovetkeztetni
tudtunk az egérhattérben 1évé human HT-29 sejtekbdl
szarmazd DNS mennyiségére.

A sejten kiviili DNS degradiciojanak
vizsgalata

Vizsgilatunk sordan célunk mesterségesen létrehozott,
majd egerek véraramaba juttatott DNS-szakasz bomlé-
konysidganak tanulmanyozasa volt. A vizsgalatot metilalt
és nem metilalt DNS-fragmentumokkal egészséges és
C38-as tumorsejttel oltott egereken végeztiik. Specifikus
RT-PCR-prébak haszndlatival figyeltiik meg a DNS
degradiciéjinak folyamatit, és kovetkeztetéseket von-
tunk le a DNz enzimek miikédésére és a DNS stabilitd-
sdra vonatkozoan.

C38-as tumormodell elSallitasa

A szabad DNS stabilitasanak vizsgilatira C57BL/6-0s
egértorzsbsl szarmazé egereket hasznaltunk. Négy
egészséges és négy C38 egér colorectalis adenomacarci-

0,03 99,97
0,1 99,9
04 99,6
1,5 98,5
6,25 93,75

25 75

100 0
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3. tablazat | A mesterségesen létrehozott, egerek véraramaba juttatott PCR-termékre tervezett primerek szekvencidi

A PCR-préba szimbdéluma Forward primerszekvencia Reverse primerszekvencia

GDH X] TTAGGAAAGCCTGCCGGTGA GTCAGCGTCAGAGCCCAGTG
GDH_A CCGGGAGAAGCTGAGTCAT CACCAGAGGGGCCATTTT
GDH_B CTCTCTCCCATCCCTTCTCC GAAATCAGGAGTGGGAGCAC
GDH_C TCCTGCCCTTTGAGTTTGAT CTAGCTCAGCTGCACCCTTT
GDH_D TGCCTTCTTGCCTCTTGTCT GTTAAAAGCAGCCCTGGTGA
GDH_E AAAGCTGGTGTGGGAGGAG AATTTGCCATGGGTGGAAT
GDH_EF CCCCTTCATACCCTCACGTA GACAAGCTTCCCGTTCTCAG
GDH_F AATCCCATCACCATCTTCCA AGCCACACCATCCTAGTTGC
GDH_FG TGAGTGGAAGACAGAATGGAAG GAGATGGGGACAGGACCATA
GDH_G TATGGTAACCTTGTGTCCCTCA TTGATTTTGGAGGGATCTCG
GDH_GH TATGGTCCTGTCCCCATCTC CTCCATGGTGGTGAAGACG
GDH_H TCCACTGGCGTCTTCACC CCTTTGCAGGGCTGAGTC
GDH_HI CCCGGGTTCATAACTGTCTG TTCACACCCATGACGAACAT
GDH_I CATCATCTCTGCCCCCTCT GATGATCTTGAGGCTGTTGTCA
GDH_I] CATGGGTGTGAACCATGAGA CAAGTCAGGGGAGCGTGT
GDH_J CCTGGCACCCTATGGACA AGGCATTGCTGCAAAGAAAG
GDH_K GGGACTGGCTTTCCCATAAT TGTGGTCTGCAAAAGGAGTG
GDH_L AAGGTCATCCCTGAGCTGAA AGGTCCACCACTGACACGTT
GDH_M CGACCACTTTGTCAAGCTCA AGAGTTGTCAGGGCCCTTTT
GDH_N GGGAGGGACCTGGTATGTTC AAATGGTTCTCGAAGCAAGC

noma sejtvonalbél szarmazoé tumorsejtekkel oltott dlla-
tot vizsgaltunk. Az egerekre a C38 torzstenyészetbdl
szarmazo 5 x 5 x 5 mm-es nem nekrotizdlé tumorszo-
vetdarabokat subcutan oltottuk, majd a kezelést az oltdst
kovetd 21. napon végeztiik.

DNS izolalasa, mesterséges DNS-szakasz
létrehozasa, tisztitisa

A vizsgalatot HT-29 human colorectalis adenocarcino-
ma sejtvonalbdl torténé DNS-izolalassal kezdtiik, High
Pure PCR Template Preparation Kittel (Roche) az ,,Iso-
lation of Nucleic Acids from Mammalian Whole Blood,
Bufty Coat, or Cultured Cells” protokoll szerint a gyartd
utasitdsait kovetve. A kinyert DNS-sel PCR-t végeztiink
Eppendorf Mastercycler ep Gradient S PCR-késziilékkel
(Eppendorf) 50 pl térfogatban, amely tartalmazta a 2x
LightCycler Probes Master mixet (Roche), az 5x Q
puffert (Qiagen), a 20 ng HT-29 sejtvonalbdl izolalt
DNS-templatot és a tervezett primert. A primerek terve-
zése Primer3 programmal tortént, az elGzetesen kiva-
lasztott, felszaporitand6 gliceraldehid-3-foszfat-dehid-
rogeniz (GAPDH) gén korilbelil 3000 bp méretd sza-
kaszara (GDH_X1) (3. tdblizat). A PCR hdéciklusai a
kovetkezbk voltak: denaturdlis 94 °C 5 min; amplifikd-
ci6 94 °C 3 s, 60,5 °C 30 s, majd 72 °C 3 min 35 ciklus-
ban; extenzi6 72 °C 2 min, végiil 4 °C. A reakciétermé-
keket etidium-bromid interkalal6dé festéket tartalmazé
1%-o0s agar6z-gélelektroforézissel ellendriztik. A min-

takat kontroll-DNS (létra) mellett 70 V fesziiltségen
30 percig valasztottuk el. A DNS lithatévd tétele UV
tény haszndlatival tortént. A felszaporitott DNS-szakasz
tisztitdsa soran a PCR-termékhez 80v,/v% ACL puffert
(Qiagen), 180v/v% ACB puffert (Qiagen) és 140v,/v%
izopropanolt adtunk, majd —20 °C-on 14 6rin keresztiil
inkubaltunk. Ezutin a DNS-mintit vakuummodszerrel
QIAamp Mini oszlop (Qiagen) és QIAvac 24 Plus va-
kuumszivattyt segitségével tisztitottuk és nyertiik vissza.
A mosast 1-1 ml 2 x 70%-o0s, majd 1x abszolut etanollal
(700 pl), a szaritdst 3 min 20 000 rpm centrifugdldssal
végeztilk. Ezutin az eluidlds PCR-tiszta vizzel tortént
150 pl-ben. A koncentricié mérésére NanoDrop-1000
(Thermo Fisher Scientific) spektrofotométert alkalmaz-
tunk.

A PCR-termék metilalasa

A tisztitott PCR-terméket 2 db egészséges és 2 db tumo-
ros egérnek metilalt formdban injektaltuk, a mésik cso-
portba tartozé egerek nem metilalt formaban kaptik a
PCR-terméket. Az in vitro metildlds soran 1 npg-nyi
PCR-termékhez 1 pl SssI. CpG-metiltranszferaz (4 U/
ul) enzimet (BioLabs, New England), 3 pl 1x NE 2
puffert és 160 pM végkoncentracioja S-adenozil-meti-
onint (SAM) adtunk, majd a reakcidt egy 6ran keresztiil
37 °C-on, majd 20 percig 65 °C-on inkubaltuk. A tiszti-
tast, majd a koncentracié mérését a fentebb leirt médon
ujra elvégeztiik.
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2. abra Az egerek véraramdba juttatott, 3000 bp méreti humin PCR-

termékre tervezett specifikus primerpdrok és a 19 amplikon el-
helyezkedése

PCR-termékkel torténs kezelés,
vérvétel és DNS-izolalas
Hétszaz mikroliter tisztitott PCR-terméket tartalmazoé
oldathoz 700 pl PBS-t (2x) pipettiztunk, majd ebbdl
300-300 pl-t (100 ng tisztitott osszes DNS) injektaltunk
2 egészséges és 2 tumoros egér farkanak vénajiba. A to-
vabbi 4 egeret a metilalt PCR-termékkel kezeltiik azonos
modon.

A 8 db egértdl 5 alkalommal vettiink vért, kozvetleniil
a kezelés el6tt, majd a kezelés utdn 1, 3, 6 és 24 h-val. A
vérvétel szemzugvéndn keresztiil tortént, steril EDTA/
PBS (1x) csovekbe, melyeket a plazmafrakci6 szeparald-
sdig jégen taroltunk. A frakcié kinyeréséhez 10 perc
2000 rpm 4 °C-on t6rténd centrifugalast kovetSen a fe-
lilaszét leszivtuk, majd Gjra centrifugaltuk 10 percig
4000 rpm 4 °C-on. A plazmamintikat —20 °C-on téirol-
tuk. A szabad DNS-frakcié izolalasat a QIAamp Circulat-
ing Nucleic Acid Kittel végeztiik (Qiagen), a ,,Purifica-
tion of Circulating DNA from 1 ml, 2 ml, or 3 ml Serum
or Plasma” protokoll alapjan a gyartéi leiras szerint.

Primerek tervezése és valds idejii PCR

A plazmafrakciébdl izoldlt DNS-mintikra 19 specifikus,
egyenletesen elhelyezkedd és egymissal atfed§ PCR-
probat hasznaltunk a 3000 bp méretd bejuttatott human
DNS-szakasz kimutatasara (2. dbra, 3. tablizat). A pri-
merek tervezése Primer3 program segitségével tortént.
A 19 proba validalasara egy 4 tagbdl all6 higitasi sort
mértiink 6ssze a tisztitott PCR-termékekbdl, 200x-o0s
kezdeti higitdssal, majd 3-szor 80x Iépésekkel. Ezutin
hataroztuk meg a reakciok hatisfokait. A valds idejd
PCR-t a fentebb leirt médon végeztiik a 19 PCR-ter-
mékre tervezett primerrel és 5 db kontroll-, egér-DNS-
re tervezett primerrel: eIL6, ¢TNFa, ¢TLR5, ¢TLRY,
el8S (4. tiablizat). El6zetes tesztelés sordn bizonyitot-
tuk, hogy ezek a primerck a human DNS-t nem szaporit-
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jak fel, igy ezekhez viszonyitva kvantifikalhattuk a kisér-
leti rendszert.

A 8 db egértdl 5 alkalommal levett vérbdl izoldlt DNS-
mintat 3 parhuzamos reakciéban vizsgaltuk desztillalt
vizes negativ kontroll mellett. Az eredményként kapott
CT-értékekbdl kovetkeztettiink a degradacié mértékére,
és osszehasonlithattuk az egészséges és a tumoros, illetve
a metililt-nem metildlt PCR-termék bomlasanak {ite-
mét.

Eredmények
Az skDNS-felszabadulis vizsgalata

Az egér- és a human szervezetek genomjai kozott igen
nagyfoku a hasonldsig (70-80%), ami jelentSsen nehezi-
tette a kvantifikiciot, hiszen viszonylag magas egér-
DNS-, hattérben” kellett azonositani, elkiiloniteni és ki-
mutatni a nagysagrendekkel kisebb kopidban megjelend
és jelen 1évé HT-29-eredet(i skDNS-t. Ehhez RT-PCR-
alapt megkozelitést hasznaltunk érzékenysége és specifi-
kussdga miatt. A vizsgalat sordn 6 egér és 6 human mito-
kondrialis (4-4) és genomiilis (2-2) probdval dolgoztunk.
A gének kivalasztisa tobbszoros szekvenciaillesztés utin
tortént, s ennek sordn olyan régidkat kerestiink, amelyek
specifikusan vagy csak a human, vagy csak az egér-DNS-
ben talalhatok. Az egér/human DNS-higitasi soron tor-
ténd tesztelések azonban azt mutattidk, hogy a magas
hasonlésag miatt keresztreakciok adédnak. Ezért azokat
a primerkombinacidkat tartottuk meg, amelyek mako-
dését a masik faj DNS-e nem befolyasolta. Egy 7 tagboél
4ll6 higitdsi sor segitségével allapitottuk meg a mddszer
érzékenységét. A DNS-mintikat 1 pg/ml-es végkon-
centraciéra higitottuk, mivel el6zetes kisérleteink szerint
a plazma-DNS-koncentricié ebben a tartomdnyban mo-
zog. Ezutin végeztiik az clegyitést a 2. tdblizat szerint,
majd a RT-PCR alkalmazasaval megkapott attorési pon-
tokat elemeztiik. Ezeket az értékeket a ciklusszambol
(50) levonva dbrizoltuk annak érdekében, hogy a kapott
értékek aranyosak legyenek a koépiaszdmmal (3. dbra).
Az eredmények alapjan megillapitottuk, hogy a médszer
olyan érzékenységl, hogy nagy biztonsiggal képes ki-
mutatni az 1%o-es human DNS-tartalmat az egérplazma-
mintdkbél. Mindegyik mintit a genomialis DNS mért
értékével normalizaltuk, majd a kalibraciés sorok egye-
neseinek egyenletével meghatiroztuk a humin DNS-tar-

4. tablazat | A plazmamintdk DNS-tartalmdnak pontos meghatirozasahoz hasznalt primerek szekvenciai
A gén neve Forward primerszekvencia Reverse primerszekvencia
eIL6 CTAGCCAGATGGTTTCTTGGA ATATTTAAATTAGCAATTCATTGAGGT
¢TNFx TGTTGCCTCCTCTTTTGCTT TGGTCACCAAATCAGCGTTA
¢TLR5 GCCTCTAAGGGCTCTCACCT TGGAGGGAAACCATGTCATT
eTLRY CGGGGACCTACAGCAGAATA CGGGAACCAGACATGAAGAT
e18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC
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A human-egér DNS mennyiségének %-os aranya

3. dbra A humidn és egér-DNS mennyiségének szdzalékos ardnya az ele-

gyités utin. A végkoncentricié 1 ng/ul. A médszer érzékenysé-
gét tekintve képes kimutatni 1%o-es humdn DNS-tartalmat az
egérplazmamintikban (dv: desztilldlt viz, negativ kontroll)

Az skDNS felszabaduldsanak titeme
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A kezelés utan eltelt id6

4. dbra HT-29-es tumorsejtekbdl szirmaz6é humdin skDNS megjelené-

sének %-os arinya. Az SHO-egerekre oltott human tumorbdl
szdirmazd DNS a 8. hétre 18,26%-ra emelkedett

talmakat, amelyeket minden mintara dtlagoltunk. Az at-
lagértékeket ezutin a szoériasértékek feltiintetésével
ibrazoltuk. A plazméban talilhat6 DNS-mennyiségekkel
torténd  korrekcidét kovetSen kapott eredményeket a
4. abra szemlélteti.

A HT-29 egerekre torténé oltisa utdn a human
skDNS-tartalom az els¢ 2 hétben a kimutathatésigi ha-
tar alatt volt, a 3. hét végére viszont mar elérte a 0,1%-os
aranyt. A kovetkez8 napokban folyamatos emelkedést
tapasztaltunk: az 56. napra a humdn DNS arinya elérte a
18,26%-ot, ami annyit jelent, hogy a véraramban talalha-
té szabad DNS kozel 1/5-¢ a humén daganatsejtekbdl
szarmazott. Ez tomegardnyosnak tekinthetd, hiszen az
allatok levlésekor a tumor tomege az allatok 6sszsulya-
nak kb. 20%-at tette ki.

A metildlt és o nem metildlt DNS lebomldsanak
vizsgalata
A GDH_Xl-es primer alkalmazasival, HT-29 DNS-

templatrél a 3000 bp méretd terméket folszaporitottuk
és tisztitottuk, majd a kapott minta egy részét in vitro
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metildlds utan, a masik részét metildlds nélkiil injektaltuk
az egerek farokvénijaba. Mindezek utin vért vettiink 5
id6épontban, és a plazmafrakciobél DNS-t izolaltunk.
A plazmamintik DNS-tartalmdnak pontos meghataroza-
sdhoz 5 egérkromoszéma-poziciét hasznaltunk (eIL6,
¢TNFa, eTLR5, ¢TLRY, ¢18S), amelyekrdl a koribbi
ellendrzések soran bebizonyosodott, hogy a humén
DNS-t nem képesek felszaporitani (4. tablizat). Ennek
segitségével meghatiroztuk a mintdk DNS-koncentraci-
Ojat, s az elemzés soran a mért ciklusértékekkel korrigal-
tunk, vagyis két minta kozotti killonbséget kétszeresnek
vettiink, ha az 5 kromoszémapoziciéban mért ciklusér-
tékek atlaga 1 ciklussal tért el.

A kisérlet folyamédn a 19 PCR-préba (3. tablizat) vali-
délasara 4 tagbol all6 higitasi sort készitettiink a tisztitott
PCR-termékkel, elészor 200x-os, majd 3-szor 80x-os
higitasi 1épésekkel. Az értékelés folyaman kiszamoltuk az
R? korreldciés koefficienst, amely 0,9 és 1 kozé esett.
A reakciok hatdsfokai E = 81,86 — 112,75% kozott adod-
tak, az E = 10 (-1 / m) — 1 képletet felhasznalva, ahol
E = hatasfok, m = meredekség (m = [-3,07] — [-3,86]).
Az egyes pozicidk kozott csekély kiilonbséget tapasztal-
tunk, ami annak koszonhetd, hogy a primerek tapadasi
kornyezete minimdlis mértékben eltérhet energetikai
szempontbdl, igy a 60 °C-ra tervezett probak kissé eltérd
attorési pontot adtak. Az eredmények azonban abba az
értéktartomdanyba estek, amelyek megerd&sitették, hogy a
primerek alkalmasak a kvantifikalasra. Az RT-PCR vég-
eredményeként kapott duplikitumok dattorési pontjait
atlagoltuk, majd ezeket kivontuk az Osszesen végrehaj-
tott ciklusok szimabol (50), hogy a kapott értékek ari-
nyosak legyenek a kiinduldsi DNS-koncentracioval. Ko-
vetkezd 1épésként a nulladik id6ponthoz normalizaltuk a
rendszert, azaz a kezelés el6tt levett vérbdl izolalt DNS
CT-értékeibdl levontuk az elézbleg megkapott szimo-
kat. Utolsé 1épésként korrigiltunk a mintak kozotti kon-
centraciokilonbségekkel is. A 4 vizsgilt esetet — egészsé-
ges allat: nem metildlt, metilalt (5. 4bra); tumoros allat:
nem metildlt, metilalt (6. 4bra) — grafikonon szemléltet-
tiik. Az egerek véraramaba injektdlt DNS-szakasz lebom-
lasanak sebességében kiilonbséget taliltunk a nem meti-
lalt és a metildlt fragmensek kozott. Ha Osszevetjiik az
egészséges egerekbdl szarmazé mintak bomlasidnak tite-
mét, lathatjuk, hogy a nem metilalt mintik esetében 1
ora elteltével a 3000 bp méreti szakasz nagy koncentri-
ciéban kimutathaté. Ehhez képest a 3 Ords mintikban
nagyfokd degradiciot figyelhetiink meg, ami a 6 6rds
mintakban tovibb fokozodik, a 24 6ras mintdkndl pedig
miér olyan mértékd, hogy a kimutathatésigi hatir ald
csokken a fragmentumok jelenléte. A metilalt DNS-min-
ta sokkal stabilabbnak mutatkozik, mivel a 3 és a 6 6ras
mintikbdl is viszonylag nagy mennyiségben kimutathaté
az amplikon. A degradacié 24 ¢6ra alatt itt is bekovetke-
zik, azonban a 3000 bp-os molekula bizonyos fragmen-
tumai még megtaldlhatok. Osszehasonlitva a tumoros és
az egészséges egerekbdl szarmazé mintikat, megfigyel-
het6, hogy a daganatos mintdkbo6l szairmazé nem meti-
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6. ibra C38-as tumorsejttel oltott dllatokba injektdlt nem metilalt (A) és
metilalt (B) amplikonok bomldsanak titeme. A metilalt fragmen-
tumok 24 6ra clteltével is nagy mennyiségben kimutathatok
voltak az egerek plazmamintaiban
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lalt DNS jelen van a kezelés utdn 6 6raval, a metildlt frag-
mentum pedig 24 O6ra elteltével is egyértelmten
kimutathaté nagyobb mennyiségben, mint az egészsé-
ges, metilalt mintdban. Ez Osszefiiggésben all azzal a fel-
tételezésiinkkel, hogy a daganatos betegekben csokkent
a DNz aktivitdsa, ezaltal tovibb kimutathaté az injektdlt
DNS-szakasz.

Megbeszélés

Kisérleteink sordn a szabad DNS felszabaduldsat és deg-
radiciéjat elemeztik SHO- és C57BL/6-o0s egértor-
zsek segitségével. Az skDNS felszabadulasit SHO-egér/
HT-29 human colorectalis adenocarcinoma sejtvonal
xenograftmodellbdl szirmaz6 mintdk RT-PCR-vizsgéla-
taval hatiroztuk meg. Elsé lépésben kiszamitottuk a
mobdszer érzékenységét, s ennek alapjin elmondhatd,
hogy az altalunk optimalizilt m6dszer nagy biztonsaggal
mutat ki 0,1%-nyi human DNS-t az egérplazmamintak-
ban. Ezt koveten megillapitottuk, hogy a xenograft-
modellben a tumorbdl szarmaz6é DNS el6rehaladott sta-
diumban is a teljes szabad DNS mintegy 20%-at teszi ki.
A mért értékiink ardnyban all a daganat nagysagaval is,
mivel a 8. hét végén a tumor mérete az allat testtomegé-
nek kortilbelil 1,/5-ét tette ki. Ez alapjin tehat elmond-
hat6, hogy a tumor- és az egészséges sejtek tOmeg-
aranyosan jarulnak hozzd a szabad DNS koncentracidja-
nak megemelkedéséhez. Eredményiink 6sszhangban all
Thierry és mtsai megfigyelésével, mely szerint a daganat-
sejtek dltal kibocsatott keringd DNS koncentraciéja po-
zitivan korrelal a kialakult tumor méretével [37]. Kuta-
técsoportjuk nude (meztelen) egér/HT29-es xenograft-
modellel dolgozott, majd humdn, illetve egérspecifikus
KRAS- ¢és PSAT1-primerek segitségével kvantitativ
PCR-t hasznalva kilonboztették meg a sejtvonalbdl és a
nude egerekbdl szirmazé DNS-molekulakat. Leirtdk,
hogy azokban az egerekben, amelyekben a tumor mére-
te nagyobb volt, szignifikinsan magasabb volt a tumor
dltal kibocsitott human DNS koncentricija. A legki-
sebb daganattal rendelkezé egerekben csak az allat sajat
sejtjei dltal kibocsatott skDNS-t mértek, a humén sejtvo-
nalbdl szarmazoét nem tudtak kimutatni.

A véraramban 1év6 szabad DNS degradiciéjanak vizs-
galata sordn egy 3000 bp méretii in vitro metililt és nem
metilalt DNS-szakasz bomlasat hatiroztuk meg 19 indi-
vidualis real-time PCR-préba hasznalataval. Kisérletiink
alapjan elmondhatd, hogy a metildlt fragmentumok las-
sabb degradicioval jellemezhet6k, mint a nem metilal-
tak, mivel tovabb kimutathaték a vérbdl. FeltehetSleg az
skDNS epigenetikai moédositisinak kovetkeztében a
DNz enzimek kisebb hatdsfokkal bontjak a metilalt
DNS-t a médositott térszerkezet kovetkeztében, aminek
koszonhetGen lassabb a degradacid, igy nagyobb kon-
centraciéban tovabb fennmaradnak a metilalt szakaszok.
Az egészséges és a tumoros mintik 6sszehasonlitisa so-
ran megallapitottuk, hogy a tumoros dllatokban a degra-
décié lelassul. Ez osszefiiggésben all azzal a feltételezé-
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stinkkel, hogy a daganatos betegekben csokken a
DNaz-aktivitas, ezaltal tovibb kimutathaté az injektalt
DNS-szakasz. A DNaz enzimek mint potencialis antitu-
mor ¢és antimetasztatikus dgensek hasznilata terdpiis le-
het&ségként napjainkban kezd elterjedni. Patutina és
mtsai egértumormodellek hasznalatival elemezték a da-
ganatok altal kibocsitott szabad DNS és a miRNS-ek
kapcsolatat az attétképzEdéssel: RNaz-A- és a DNaz-1-
kezelés hatdsat vizsgaltak maj- és tid&metasztazisokra.
Leirtak, hogy 0,02-2,3 mg/kg DN4z-1 enzim injektdld-
sanak hatdsira szignifikinsan csokkent az dttétek szama a
kontrollcsoportokhoz képest, 0,02 mg/kg mennyiség
esetén 9 + 3 db; 2,3 mg/kg enzim addsakor pedig 18 +
4 db-ra a kontroll 29 + 5 db értékhez képest. A szabad
DNS koncentriciéjanak mérése sorin az egészséges
C57BL/6-o0s allatokhoz képest (104 = 7 ng/ml) a tu-
moros egerekben 1,3-szeres emelkedést (131 + 12 ng/
ml) figyeltek meg, ami a DNaz-I-kezelés utin 101 = 16
ng,/ml koncentriciora csokkent. Kikalkulaltik a Metasz-
tdzis Inhibiciés Indexet (MII), melyet a kovetkezS kép-
let alapjan szdmoltak ki: [ (metasztazisteriilet,, ., — me-
tasztazisterilet,,,,.) / metasztazisterilet, .., x 100%].
Az attétes kontrollillatokban, melyek nem kaptak en-
zimkezelést, az MII 0%-ot, a metasztazis hidnya 100%-ot
jelent; 0,02, illetve 2,3 mg/kg DNaz-1 adasara az MII
értéke 45%-ra és 36%-ra (p<0,05) emelkedett, ami jelen-
tés gatlasnak tekinthets [20].

Trejo-Becerril és misas DNaz-1 és egy protedzokat tar-
talmaz6 mix (tripszin, kimotripszin, papain) injektalasa
utdn tanulminyoztik, hogy az enzimek mennyire befo-
lydsoljak a szabad DNS és a szérumproteinek mennyisé-
gét, valamint megvizsgiltik antitumor hatdsukat is ki-
16nbo6z6 dllatmodellek felhasznalasaval [38]. Egészséges
és tumorral oltott Wistar-patkanyok kezelése utin meg-
llapitottak, hogy a szabad DNS szintje abban az esetben
csokkent a leginkabb, ha a DNdz-1 enzimet a protedzok-
kal egyiitt haszndltak. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a
szabad DNS nem 6nélléan, hanem lipoproteinekkel asz-
szocidlva pl. virtoszémdkban van jelen a keringésben. Az
antitumor hatast BALB/c nude egereken elemezték,
melyekre human vastagbélrak sejtvonalbél (SW480)
szarmaz6 sejteket oltottak. Megallapitottik, hogy a
DNa4z-1 adasa onalléban nem, csak a protedzokat tartal-
mazdé mixszel egylitt adva véltotta ki antitumor effektu-
sit a kezelést kovet§ 21. naptdl. Egy tanulmdnynak
2015-ben sikeriilt bebizonyitania, hogy egészséges és
rakos betegekbdl szirmazé szabad DNS- és kromatin-
fragmentumok képesek bejutni egér fibroblast sejtekbe
és rovidesen a sejtmagba is [39]. Ez volt az els6 tanul-
many, mely lefrta, hogy a fragmensek mint mobilis gene-
tikai elemek iz vitro és in vivo is képesek integrdl6dni a
genomba. A folyamat azonban DNdz enzim adasinak
hatasara gatlds ala kerdl.
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Kovetkeztetés

Osszefoglalva tehdt, a fentebb emlitett eredményekbd]
kovetkeztethetiink arra, hogy a megnévekedett mennyi-
ségli szabad DNS hatdssal van a tumor fejlédésére, nove-
kedésére, és részt vehet az attétek képzésében is. A vér-
aramban talalhaté DNS-molekulik hordozzdk a tumorra
jellemz§ genetikai és epigenetikai mintazatot, valamint a
metilacié befolydsolja a DNS lebomldsianak sebességét.
Tovabba a DNaz enzim adasit mint potencidlis antitu-
mor faktor hatdsit érdemes tovabbi kisérletekkel vizs-
galni.

Anyagi tamogatis: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csolodé kutatémunka az OTKA-K111743 és az NVKP-
16-1-2016-0004 sz. anyagi timogatasokban részestilt.

Szerzdi munkamegosztdas: B. B. K. A kézirat megirisa,
kisérletek elvégzése, a szakirodalom kutatdsa. N. Zs. B.:
Kisérletek elvégzése, a kézirat dtolvasasa. S. S.: Kisérletek
megtervezése, a kézirat atolvasisa. T. Zs., D. M., L. P.,
M. B.: A kézirat kritikus atolvasdsa. A cikk végleges val-
tozatat valamennyi szerzé elolvasta.

Evdekeltségek: A szerz6knek nincsenek érdekeltségeik.
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