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|. Bevezetés — Irodalmi hattér

Régota ismert, hogy a daganatok kialakulasdban a DNS szekvencidjdnak megvaltozésa
(,,mutacid™) alapvetd szereppel bir, igy a tumorbioldgiai kutatasok kezdetben a daganatok genetikai
alapjaira Osszpontositottak. Az 1990-es éveket kovetden egyre nagyobb figyelem iranyult arra a
felismerésre, hogy az epigenetikai valtozasok is kritikusak lehetnek a tumorigenezisben, és daganatok
nemcsak elromlott funkcidju gének, hanem koros génexpresszid kovetkeztében, a szervezet
homeosztazisat szabalyozd komplex halézatok miikddése zavara miatt is kialakulhatnak. Az a
felismerés, hogy kiilonb6z0 szabalyozasi utvonalak szamos daganattipusban érintettek kulcsfontossagu
koncepcio, amelyet elsdként Hanahan és Weinberg fogalmazott meg 2011-ben. Az altaluk ismertetett
daganatos jellemzoék —,,cancer hallmarks” — azéta is boviilnek, 2022-ben mar 14 olyan tumor sejtek altal
megszerzett funkcionalis jellemzot foglaltak Ossze, amelyek elengedhetetlenek a rosszindulata
daganatok kialakulasdhoz. Ezek a folyamatok teszik lehetdvé a normal/egészséges allapotbol a
neoplasztikus/ndvekedési allapotba valo transzformaciot. Ezek kozott a tulajdonsagok kozott szerepel
immar az epigenetikai eltérések jelenléte, amely komplex szabalyozo mechanizmusként hatassal van az
Osszes tobbi daganatjellemzore is. Az utobbi években szamos Osszefoglald kozlemény jelenik meg a
daganatok epigenetikai eltéréseirdl, amelyek az utobbi idében mar, mint terapias célpontok is el6térbe
keriiltek. Az epigenetikai valtozasok ellentétben pl. a DNS mutécioival, dinamikusan valtoznak, igy
egyfeldl ezt a daganatos sejtek adaptiv mechanizmusként hasznéljak ki, de ugyanennek koszénhetden
kivalo terapias célpontok is egyben, hiszen potencialisan reverzibilisek és egy sikeres epigenetikai

terapiaval visszadllithat6 a sejtek normal mitkddése.

Az Ujgeneracios szekvenalas és a multiomikai elemzések terén elért kozelmultbeli eredmények
ramutattak, hogy a jelatviteli utvonalak szorosan Osszefonodnak, és olyan komplex haldzatokat
alkotnak, amelyek teljes feltérképezése pontosabb célzott terapiak kialakitasara hasznalhato. A
daganatsejtek molekularis valtozasai és a kapcsolodo jelatviteli utvonalak tették lehetévé olyan 1j
daganatellenes ,,precizids” terapiak felfedezését (pl. kis molekuldju inhibitorokal vagy monoklonalis
antitesteket alkalmazva az EGFR, VEGF vagy RET jelatvitelek gatlasara), amelyek napjaink

legkorszertibb kezelési formai.

Az epigenetikai mechanizmusokat négy f6 kategdriaba sorolhatjuk: i) DNS-metilacid, ii)
kovalens ¢€s iii) nem kovalens hiszton médosulasok, valamint iv) nem koédolé RNS-ek, beleértve a
mikroRNS-ek (miRNS) altali szabalyozasi folyamatokat. Ezek a mechanizmusok egyiittesen
szabalyozzak a genom miikodését, a gének kifejezodését (génexpresszidos mintazatot) a kromatin helyi
szerkezeti dinamikajanak megvaltoztatasaval. A DNS-metilacioja és a hiszton fehérjemodosulatok
biztositjak a génexpressziés mintak normal homeosztazisat, melyet a miRNS-ek altal képviselt
finomhangolo6 szabalyozas (n. ,,fine tuning”) tesz teljessé. Ezeknek a modositasoknak az Osszessége
meghataroz egy epigenetikai tajképet (epigenetic ,,landscape”), amely minden fajra és szdvettipusra,

kiilonbo6z6 fejlédési szakaszokra és betegségallapotokra, beleértve a daganatokat is, jellemz6.



Munkamban a kiilonb6z6 szintli genetikai, genomikai (DNS, mRNS, miRNS) és fehérje szintii
adatokat integralva a miRNS-ek és a metilacio-demetilacio ciklus eltéréseit vizsgaltam kiilonb6z6
bioldgiai viselkedésii daganatokban. A vildgossejtes veserak, hepatocellularis karcinéma és hipofizis
neuroendokrin tumorok esetében a daganatok progressziojaban és a terapiarezisztencia hatterében allo
mechanizmusokat tartam fel. Ezt kovetéen a funkcionalis vizsgalatokkal beazonositott miRNS-eket
elemeztem konnyen hozzaférhetd (in. non-invaziv) bioldgiai mintakban (veserakos, hipofizis és
hasnyalmirigy neuroendokrin daganatos betegek szérum, plazma és vizeletmintaiban), azok potencialis

diagnosztikai alkalmazhatdsdganak felmérésére.

I1. Célkitiizések
I1.1. miRNS-ek altali szabalyoz6 mechanizmusok feltarasa kiilonb6z6 daganatokban

I1.1.1. A miRNS-ek és altaluk befolyasolt mechanizmusok elemzése vilagossejtes veserak
patogenezisében

11.L1.2. A miRNS-ek szerepének vizsgalata az antiangiogén terapidval szemben kialakult
rezisztenciamechanizmusokban

IL.1.3. A szoveti miRNS-ek altal regulalt molekularis folyamatok analizise hipofizis
neuroendokrin tumorokban

11.L1.4. A gliikokortikoid receptor-miRNS-Wnt szabalyozas miikodésének vizsgalata

hormonérzékeny daganatokban

11.2. miRNS-ek, mint potencialis extracellularis biomarkerek vizsgalata
I1.2.1. Vizelet exoszomalis miRNS-ek azonositasa, mint diagnosztikus biomarkerek és parakrin
mediatorok vilagossejtes veserakban
11.2.2. A keringd (plazma és exoszomalis) miRNS-ek mint potencialis tumormarkerek elemzése
hipofizis neuroendokrin tumorokban
[1.2.3. Hagyomanyos tumormarker diagnosztikai pontossaganak novelése keringé miRNS-ek

segitségével metasztatikus hasnyalmirigy neuroendokrin tumorokban

IL1.3. A metilacio-demetilacié, mint epigenetikai médosité mechanizmus vizsgalata hipofizis
neuroendokrin tumorok viselkedésében
I1.3.1. A DNS metilacios és demetilacios eltérések és azok klinikopatologiai paraméterekkel
val6 osszefiiggéseinek vizsgalata hipofizis neuroendokrin tumorokban
11.3.2. Az epigenetikai modositok hatasmechanizmusa és potencialis terapias alkalmazasa

hipofizis neuroendokrin tumorokban



I11. Méodszerek

II1.1. Betegmintak
A kisérletek soran Osszesen 1260 humdn mintat elemeztem, vilagossejtes veserak, hipofizis
neuroendokrin tumor (PitNET) daganatszoveteket és folyadékbiopszids mintdkat, kiegészitve
hasnyalmirigy neuroendokrin tumorral (pNET) és feokromocitomaval (PPGL) rendelkezd betegek

szérummintaival az alabbiak szerint:

1. tablazat. Felhasznalt kisérletes mintaszamok és mintatipusok

*: Egészséges kontrol (n=51) és benignus veseeltérés (n=25)

Minta tipus: FF FFPE Plazma Szérum Vizelet n PBMC
ccRCC 23 508 - - 108 -
Kontrol (veseszovet*/vizelet) 23 85 - - 76%* -
NF-PitNET 102 62 121 - - 18
GH-PitNET 47 9 28 - - 12
Plurihormonalis PitNET 10 - - - - -
Hipofizis onkocitoma 7 - - - -
Kontrol (hipofizis szovet/plazma/PBMC) 10 11 2 - - 2
pNET - - - 25 - -
PPGL - - - 20 - -
Kontrol (szérum, egészséges személyektol) - - - 29 - -
Osszesen: 215 682 151 74 108 30

ccRCC: vilagossejtes veserdk; NF-PitNET: nem-funkciondlo hipofizis neuroendokrin tumor, GH-PitNET:
novekedési hormont termeld hipofizis neuroendokrin tumor, pNET: hasnydlmirigy neuroendokrin tumor, PPGL:
feokromocitoma-paraganglioma; FF: friss fagyasztott; FFPE: formalin-fixalt paraffinba agyazott; PBMC:
periférias vérbol izolalt mononuklearis sejt

A vizsgalatainkat minden esetben az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsaga, valamint a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont hagyta jova, a mintakat az Gsszes beteg és
kontroll személy irasos beleegyezését kdvetden nyertiik (ETT-TUKEB 0618/15 és 4457/2012/EKU;
Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont NPHC: 41189-7/2018/EUIG; 67/P1/2012).

A kisérletes mintainkat in silico adatokkal egészitettiik ki a The Cancer Genome Atlas vagy az NCBI

Gene Expression Omnibus adatbazisbol:

o A ccRCC vizsgalatoknal dsszesen 1562 daganatszovet és 524 egészséges veseszovet gén és miRNS
expresszios adatait elemeztem jra kiegészitve tulélési adatokkal.

e A PitNET mintak jellemzéséhez Gsszesen 289 PitNET és 37 egészséges kontrol hipofizis, valamint
57 gliikokortikoid expoziciénak kitett szovet (csont, mellékvesekéreg, szinovialis fibroblaszt,
zsirszovet, epidermalis keratinocita, hipokampusz, hipotalamusz) és ezeknek megfelelé 82 kontroll
minta nagyateresztéképességii (transzkriptom, protein és komparativ genomhibridizacids array)
vizsgalatanak adatait elemeztiik Gjra és Osszesitettik az NCBI Gene Expression Omnibus
adatbazisbol.



e miRNS profil elemzéshez 14 neuroendokrin tumor (NET), 5 PPGL, 4 mellékvesekéregkarcindoma
(ACC), 25 pajzsmirigydaganat, 163 PitNET, 244 pNET és 65 kornyez6 egészséges kontrolszovet,
valamint 217 feokromocitdéma szévet miRNS profiljat vizsgalé tanulmany adatai keriiltek re-

analizisre.

II1.2. Molekularis genetikai médszerek
A DNS és kiilonb6z6 RNS frakciok kivonasat kereskedelmi forgalomban kaphato reagens készletekkel
végeztiik. Exoszoéma preparalashoz hagyomanyos kitteket és ultracentrifugalast alkalmaztunk, a
validalast tunable resistive pulse sensing (TRPS) modszerrel, elektronmikroszképidval és aramlési

citometriaval végeztiikk. Exoszomalis RNS jel6léshez egyszali RNS koto festéket hasznaltunk.

Az individualis gének és miRNS-ek expresszidjanak mérése reverz transzkripciot kdvetd kvantitativ
PCR-rel tortént egyedi tervezésii primerek és SyBR Green master mix, vagy TaqMan assay-k

segitségével.

DNS szekvenalast hagyomanyos Sanger moddszerrel, mitokondridlis DNS esetében tjgeneracios

szekvenalassal végeztiik.

A gén és expresszios profil meghatarozasahoz, microarray, TagMan array és jjgeneracios szekvenalasi

platformot alkalmaztunk.

111.3. Alkalmazott sejtvonalak, géntechnolégiai és nukleinsav beviteli modszerek, in vitro
funkcionalis vizsgalatok és in vivo allatkisérletes médszerek
Az in vitro vizsgalatainkban 8 kiilonféle (vilagossejtes veserak, endothél, hipofizis neuroendokrin tumor,
feokromocitoma és mellékvesekéreg karcinoma) sejtvonalat hasznaltunk. A kezelésekhez szunitinibet,
acetil-szalicilsavat (Aszpirin, ASA), YM155-t (survivin inhibitor), TRAIL-t (human recombinant tumor

necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) és decitabint hasznaltunk.

Hagyoményos kloénozassal promoter, 3’UTR ¢és expresszios vektorokat készitettiink: Birc5(survivin)-
pcDNA3.1; ACO2(Aconitaz 2)-3’UTR-pGL3; Pttgl-5’UTR-pGL3. A plazmid, siRNS és miRNS
transzfekciohoz liposzoma alapt reagenseket alkalmaztunk GFP (green fluorescent protein)-tartalma
plazmid vagy fluorescens oligo transzfekcios kontrollok mellett. Az RNS-ek sejtek kozotti atvitelét
exoszoma transzferrel vizsgaltuk. A promoter aktivitas €s génexpresszios hatas mérésére kettds luciferdz

assay-t hasznaltunk renilla luciferaz kontrollal.

A kezelések és transzfekcid hatasait tobbféle viabilitas, proliferacios, apoptozis és nekrozis assay-vel,

valamint migracios €s invazios tesztekkel mértiik.



Az in vivo xenograft kisérletekhez SCID és NSG egerekbe oltottunk GH3 és RC-4 B/C, 7860 sejteket
oltottunk szubkutan és Hep3B sejteket ortotopikusan.

Fehérjeszintli vizsgalatokhoz hagyomanyos western blot modszert €s szoveti microarray blokkokat

hasznaltunk immunhisztokémiai festésekkel.

A metilacio-demetilacid ciklus elemzéséhez az 5-metilcitozin és 5-hidroximetilcitozin szintek
meghatarozasat HPLC-MS/MS technikaval végeztiik. A szteroidhormon mérésekhez szintén HPLC-
MS/MS moédszert alkalmaztunk.

I11.4. Bioinformatikai és statisztikai analizis
A microarray adatok analiziséhez a Genespring GX 12 és 14.9 szoftvert (Agilent Technologies)

alkalmaztunk.

A szdvetspecifikus miRNS target predikciohoz hét kiilonbozo targetpredikcios algoritmust hasznalva

egy tobblépcsos sziirési eljarast alkalmaztunk.

A génontologia, Utvonal- és halozatelemzéshez génkészlet dusulasi analizist (GSEA, gene set
enrichment analysis) végezve a DAVID Bioinformatics Resources 6.7 és 6.8, Ingenuity Knowledge
Base, a ToPPFun, Panther Classification System és a Generic Gene Ontology (GO) Term Mapper,
STRING szoftvereket és adatbazisokat hasznaltuk. A hierarchikus halozatelemzéshez vertex sort
algoritmust alkalmaztunk. A transzkriptomikai szabalyozasi Osszefiiggéseket a TRRUST és a TFblast
adatbazisbol nyertiikk. A halozatokat a Cytoscape 3.1.0. szoftver segitségével vizualizaltuk, a
csomopontok szinét és méretét a csomopontok gradusdhoz, az élek szinét és méretét pedig az élek

kozotti tavolsaghoz rendeltiik.

A statisztikai elemzéshez a STATISTICA 7.0 (StatSoft, TIBCO Software) és a GraphPad Prism 6, és
6.02 programot (GraphPad Software Inc.) alkalmaztunk a kdvetkezd tesztekkel: t-préba, Mann-
Whitney, Wilcoxon rank sum teszt, varianciaanalizis (ANOVA), Pearson’s vagy Spearman rank
korrelacio, hierarchikus klaszterelemzést euklideszi tavolsag vagy Kendall-Tau modszerrel, t-
distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) analizis dimenzioredukcids algoritmusként, ROC
(receiver operating characteristic) analizis, binaris logisztikus regresszios elemzés, 2x2 kontingencia
tabla és Fisher egzakt teszt, Kaplan-Meier-tulélési analizis log-rank teszttel, hazard rata (hazard ratio,

HR) meghatarozasa Cox proporcionalis hazard regresszids modellel.



IV. Eredmények és Megbeszélés
IV.1. Epigenetikai eltérésekhez kot6do mechanizmusok és jelatviteli zavarok
IV.1.1. A miRNS-ek és adltaluk befolyasolt mechanizmusok vildgossejtes veserdk
patogenezisében: aril-hidrokarbon receptor (AHR) jelatvitel, sejtproliferdcio, migrdcio, invdzio
Egy atfogd integrativ elemzést végeztink 28 publikdciobol oOsszeallitott, valamint nagy,
nyilvanosan elérhetd adathalmazok alapjan. Géninterakcids hlozatot épitettiink, amely 593 ccRCC és
389 normadl veseminta 3 szintli (MRNS-, miRNS- és fehérje-expresszios profil) nagy ateresztoképességii

vizsgalatok eredményén alapult. Validalasként sajat minta-kohorszokat alkalmaztunk.

Kimutattuk, hogy az AHR (aril-hidrokarbon receptor) jelatvitel megvaltozik ezekben a
daganatokban. Az AHR aktivacidja, amely tobbek kozott az Gn. xenometabolizmusban vesz részt
érzékeld receptorként, kozvetiti a kornyezeti kémiai és genotoxikus ingereket a sejt szamadra.
Vizsgalatunk alapjan ccRCC szovetek fokozott AHR fehérje kifejezodése, legalabb részben, a csokkent
expresszioju miR-124-3p-nek koszonhetd. Az AHR diagnosztikai és prognosztikai jelentdségét is
bizonyitottuk tobb, fiiggetlen kohorszon.

Azonositottuk a legfontosabb szereppel bird tumorszuppresszor miRNS-eket a ccRCC
patogenezisében. Ezek koziil kiemelkedik a miR124-3p, amely alacsony expresszidja Osszefiiggott a
betegek rosszabb betegségmentes ¢€s teljes tulélésével. Emellett a miR-124-3p tendenciaszeriien
alacsonyabb expressziot mutatott a metasztazisokban, a primer tumorokhoz képest. A miR-124-3p
tumorszuppresszor szerepét funkciondlis vizsgélataink eredményei is megerdsitették, melyekben

Elsoként irtuk le veserakban a Caveolin 1 (CAV1) és Flottilin 1 (FLOTI) géneket, mint a miR-
124-3p célmolekulait. Kimutattuk, hogy ezek a fehérjék nagyobb mennyiségben vannak jelen a
daganatokban a normal szévetekhez képest, valamint, hogy a magasabb CAV1 és FLOTI expresszidval
rendelkez6 betegek rosszabb teljes tulélést mutatnak, amely forditott korrelacioban all a miR-124-3p
tulélésre gyakorolt hatasaval. Funkcionalis eredményeink bizonyitottak, hogy mind a Caveolin 1
(CAVI), mind a Flottilin 1 (FLOTTI) részt vesz a sejtmigracioban €s invazidban, ami megmagyarazza

onkogén szerepiiket a tumoros szovetekben.

IV.1.2. A miRNS-ek szerepének vizsgdlata az antiangiogén terdpidval szemben kialakult
rezisztenciamechanizmusokban: epithelidlis-mezenchimdlis dtmenet és érinkorpordcio

A szunitinib-kezelésre kialakulo rezisztencia az attétes ccRCC kezelésében nehezen 4thidalhato
gondot jelent. A betegekben kialakuld drogrezisztencia hatterében alldé mechanizmusok feltarasa
céljabol in vitro és in vivo rezisztenciamodellt hoztunk Iétre. A kontroll, szenzitiv és rezisztens
daganatokat immunhisztokémidval és komplex transzkriptomikai (miRNS & mRNS szekvenalas)

modszerekkel karakterizaltuk. Ezt kovetden funkciondlis vizsgalatokkal miRNS target validalast



crcr

crer

A génexpresszios adatok a szunitinib rezisztens daganatokban a sejtmigracioval, az epitelialis-
mezenchimalis atmenetet (EMT) szabdlyoz6 ttvonalak aktivacidjara és az embriondlis Ossejtekre
jellemzé molekuldris eltérésekre utalt. A rezisztencia hatterében a PAXS (Paired Box 8) csokkent
expressziojat is kimutattuk. Ez a transzkripcidos faktor az embriondlis vese fejlddéséhez
nélkiilozhetetlen, részt vesz az L1-CAM (L1 Cell Adhesion Molecule) adhéziés molekula
szabalyozéasaban is, amely egyben az ccRCC fontos terapias és prognosztikai fehérjéje is. Két csokkent
expresszioju miRNS-t azonositottunk a rezisztencia markereiként: a miR-663a-t és miR-1-t.
Funkcionalis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy szabalyozzdk az MDGAI és FRASI gének kifejez6dését,

amelyeken keresztiil fokozott sejtmotilitas és csokkent sejt adhézié valosul meg.

A szunitinib rezisztencia hatterében nem tudtuk kimutatni az Gn. angiogenezis rebound-ot
(visszacsapast), mivel a szunitinib tovabbra is hatassal volt a névekedési faktor receptorokra a rezisztens
tumorokban is. Az angiogenezis Ujra-aktivacidja helyett a tumorsejtek a fenti molekularis eltérések

kovetkeztében fokozott migracios potenciallal rendelkezd fenotipust vettek fel, melyek a rezisztens

srer

A szunitinib mellett, egy masik angiogenezisgatld gyogyszerrel, a szorafenibbel szemben
kialakulo rezisztencia okait is vizsgaltuk. A szunitinib rezisztenciavizsgalathoz hasonld kisérletet
végeztiink: in vivo ortotopikus hepatocellularis karcindma xenograft modellt hoztunk 1étre, RNS és
miRNS szekvenalast kovetden eredményeinket immunhisztokémiai modszerrel validaltuk.

Szovettani vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a szorafenib kezelés alatt a daganatok nem képesek
érajdonképzodésre még a gyogyszerrezisztencia allapotaban sem, hasonléan a szunitinib rezisztens
daganatokhoz. Szamos EMT-vel kapcsolatos gén expresszidjanak megvaltozasat ebben a modellben is
kimutattuk, mely a rezisztens tumorokban a mezenchimalis és pro-EMT markerek (pl. VIM, ZEBI és
ZEB?2) fokozott kifejez6désében nyilvanult meg a kontroll vagy szorafenib érzékeny tumorokhoz
képest. A tumorsejtek EMT-szerii molekularis és fenotipikus valtozdsokon mentek keresztiil, amelyek
lehetové tették szamukra, hogy infiltraljak a kornyezd szoveteket, és tovabbi, a mar meglévo
parenchimalis ereket keressenek (érbefogas vagy érinkorporacid). A migracios fenotipus molekularis
hatterében allo EMT-szer(i folyamatok szabalyozasaban a miRNS-ek a szorafenib rezisztencia esetében
is szerepet kaptak.

Munkankban elséként irtuk le az érinkorporaciot, mint adaptiv mechanizmust a vildgossejtes
veserak szunitinib és a hepatocelluléris karcindma szorafenib rezisztenciajanak hatterében. Morfoldgiai,
immunhisztokémiai és molekularis elemzésekkel bizonyitottuk, hogy a migracios fenotipusra valo
attérés szerepet jatszik a rezisztenciaban, és hogy a rezisztens daganatok agresszivebb, metasztatikus

potenciallal rendelkezd fenotipust szereznek.



1V.1.3. A szoveti miRNS-ek sejtciklusban és mitokondridlis funkcioban betéltott szerepének analizise
hipofizis neuroendokrin tumorokban

Szamos tanulmany igazolta, hogy a sejtciklus diszregulacidja szerepet jatszik a PitNET daganatok
patogenezisében, azonban ezek a vizsgalatok elsdsorban a G1/S atmenetre fokuszaltak, és a G2/M
atmenet szabalyozasanak szerepét munkdnkat megel6zéen nem vizsgaltdk. Korabbi eredményeim,
melyben a WEE1 kinaz poszttranszkripciondlis, miRNS-ek altali szabalyozasanak jelentdségét irtam le,
volt az elsd kozlés ebben a témdban. PhD munkdmat folytatva végeztiik el a G2/M atmenet tagjainak
komprehenziv jellemzését, mely a sejtciklus G2/M atmenetének felgyorsuldsat azonositotta, melyet a
mitozist eldsegitd gének emelkedett expresszidja (chromosomal passenger complex (CPC) members
CDC84 (Borealin), BIRCS (Survivin) and AURKB)) kisért. A CDC25A foszfataz részt vesz a G1/S
atmenetben is, f0 feladata azonban a CDK1-ciklin B komplex defoszforilacidja (aktivacioja), ezaltal
elésegiti a sejtciklus G2 és M fazisok kozotti atlépést. Az NF-PitNET daganatokban emelkedett
CDC25A, CDC25C ¢és CDKI1 fehérje szinteket detektaltunk. DNS kdpiaszam, mRNS, fehérje és
transzkripcios faktor analizisek eredményeként azonositottuk a CDC254-t célz6 miRNS-eket, mint
kéroki faktorokat ennek hatterében. A CDKI-t (miR-410 és a miR-24) és CDC254-t (miR-424-et és
miR-503) szabalyozé miRNS-ek expresszioja koziil a miR-424-et és miR-503 forditottan korrelalt a
tumormérettel. A WEEL, a CDC254 és CDKI miRNS-ek altali regulaciojat és szerepét elsoként irtuk le
PitNET daganatokban.

A hipofizis onkocitbma az agyalapi mirigydaganatok rendkiviil ritka, hatso lebenybdl
(neurohipofizisbdl) kiindul6 formaja, mely ritkasdgnak koszonhetden a patogenezisérdl rendkiviil kevés
informaci6 all rendelkezésre. Ebben a tumortipusban elsdként vizsgaltuk a miRNS-expresszios profilt,
¢s komplex bioinformatikai megkozelitéssel, valamint in vitro funkcionalis tesztekkel bizonyitottuk a
miRNS-ek szerepét e ritka tumortipus kialakulasanak hatterében.

A miRNS profil karakterizalas alkalmaval a daganatokban szignifikansan alacsonyabb globalis
miRNS expresszié volt kimutathatdo a kontroll szdvetekhez képest, melynek hatterében csokkent
DROSHA mRNS és fehérje mennyiséget azonositottunk. A miRNS és transzkriptom eltérések utvonal
¢s génontologia vizsgalataval, valamint funkcionalis annotacios klaszterezéssel egy metabolizmussal és
egy mitokondriumokkal kapcsolatos, miRNS-ek altal szabalyozott géncsoportot azonositottunk.

A metabolikus utvonalak és az hipofizis onkocitomak korabban ismert patogenezisének
figyelembevételével valasztottuk ki a mitokondrialis Aconitaz 2 (ACO2) enzimet tovabbi vizsgalatra,
mely mindkét halozatunkban szerepelt. Az ACO2 szignifikdnsan magasabb expressziot mutatott a
hipofizis onkocitomakban a normal szévethez képest. Az ACO2-t célz6 két miRNS, a miR-744-5p és a
miR-127-3p, jelentésen csokkent kifejezddése volt detektalhatdé a daganatokban. A két miRNS
funkcidjanak in vitro vizsgalata soran a miR-744-5p hatésara szignifikdnsan csokkent luciferaz aktivitast
¢észleltiink a kontrol miRNS-hez képest, nem igy a miR-127-3p transzfekcio esetén. Emellett azonban

mindkét miRNS szintjének visszadllitasa csokkent sejtproliferaciot eredményezett.



Az hipofizis onkocitomakban downregulalt miRNS-ek 40%-a a 14q32 régioban kodolt. Ezen
miRNS funkciondlis analiziséhez 70, endokrin daganatszoveten elvégzett, nagyateresztOképességi
miRNS expresszios mérést vizsgdld tanulmany adatait Gjraelemeztiik és szintetizaltuk, majd
bioinformatikai elemzésnek vetettiik ald. A PitNET daganatokat, a papillaris pajzsmirigyrakot, a
feokromocitomat és a mellékvesekéregrak egy sajatos alcsoportjat a 14q32 klaszter altal kodolt miRNS-
ek csokkent expresszidja jellemzi. Mig a hasnyalmirigy neuroendokrin tumorok, a
mellékvesekéregrakok tobbsége és a medulldris pajzsmirigyrakok ettdl eltérden a 14932 miRNS-eket
fokozottan expresszaljadk. A feokromocitomaban és a nodvekedési hormont termeld hipofizis
neuroendokrin tumorokban azonban a 14q32 miRNS-klaszter tagjainak fokozott és csokkent
expresszioja egyarant megfigyelhetd. A 1432 miRNS-ek funkcionalis hatdsanak vizsgalataban feltartuk
az érintett mechanizmusokat, amelyek koziil az invaziv viselkedés és metasztazis képzésben is érintett

TGFp, Ras és ErbB jelatvitel emelkedett ki.

1V.1.4. A glitkokortikoid receptor-miRNS-Wnt szabdlyozds miikédésének vizsgdlata hormonérzékeny
daganatokban

A Wnt jelatvitel, amely amellett, hogy miRNS-ek altali szabalyozasanak szerepe van korabbi
eredményeink alapjan a daganatok angiogenezis gatlokkal szemben kialakitott rezisztenciaban, részt

vesz a sejtproliferacio és differencialodas, valamint tumorigenezis folyamatokban is.

Kisérletiinkben harom modellt alkalmaztunk a miRNS profilalkotas céljabol. Vizsgaltuk a
miRNS-expressziés mintazat valtozasat a hormonalisan aktiv Cushing-szindromas betegekbdl nyert
kortizol termelé mellékvesekéreg daganatokban a normal mellékveseszovetekhez képest. Elemeztiik a
miRNS-expresszioé valtozasat dexametazon-kezelés eldtt és utan szteroidtermeld mellékvesekéregrak
(H295R) sejtekben és hormonalisan inaktiv (hormont nem termelé) HeLa sejtekben. Eredményeinket
human gliikokortikoid termel6 és gliikkokortikoid célszovetekbdl szarmazoé fiiggetlen adatszetten
validaltuk. Mindharom modellben relativ alacsony szamt megvaltozott expressziot mutatd miRNS-t
detektaltunk: 5, 6, illetve 8 miRNS a mellékvesekéreg daganat szovetekben és a két vizsgalt
sejtvonalban). A kisérletek kozott csak egyetlen miRNS megvaltozott expresszidja volt kdzos: a miR-
95-3p a kortizoltermel6 daganatokban és HeLa sejtekben. A csekély miRNS eltérés ellenére a miRNS-
ek altal szabalyozott jelatviteli Gtvonalak jelentés mértékben (19,5%-ban) atfedtek. Ezek kozott a
legjelent6sebbnek a Wnt, a MAPK és a TGF jelatvitel adodott.

Eredményeink alapjan a gliikokortikoid termelé mellékvesekéreg daganatokban is valamelyest
megmarad a gliikkokortikoidok visszacsatolo hatdsa a miRNS expressziora, ami ennek kovetkeztében
befolyasolja tobbek kozott a Wnt-szignalizaciot is. A gliikokortikoid érzékeny szoveteken (Cushing-
betegekbdl szarmazd csontszdvet, valamint gliikokortioid hatés alatt all6 primer csont-, szinovialis

fibroblaszt-, szubkutan €s omentalis zsirszovet, bor és agysejtek) a gliikokortikoidok altal szabalyozott



transzkriptom arany a szovettipusoktol fiiggott. Mivel a Wnt jelatvitelre Osszpontositottunk, harom
megkozelitéssel vizsgaltuk a teljes transzkriptom valtozésaiban val6é részvételét: (i) globalis
génexpresszios profil génkészlet-dusulasi elemzés, ii) szlikitett, legalabb 6 kiilonb6zd tanulményban
kozdsen megvaltozott génprofil elemzés és iii) a Wnt-titvonal célzott analizis. Minden megkdzelitésben
a Wnt-szignalizaci6 szignifikans valtozasat mutattuk ki glitkokortikoid hatasra és emellett szamos olyan
miRNS-t azonositottunk, amely ebben az utvonalban szerepet jatszik. Bar a kiilonb6z6 modellekben a
miRNS profil véltozasa sejt/szovetspecificitast mutatott, az altaluk szabalyozott funkciok redundansak

voltak, koztiik elsé helyen a Wnt jelatvitellel.

IV.2. miRNS-ek, mint potencialis extracellularis biomarkerek vizsgalata

IV.2.1. Vizelet exoszomdlis miRNS-ek azonositisa, mint diagnosztikus biomarkerek és

parakrin medidtorok vilagossejtes veserakban

A vilagossejtes vesekarcindma (ccRCC) diagnozisdnak megerdsitésére az invaziv biopszidn kiviil
jelenleg nincs mas eszkoz, ezért fontos klinikai és kutatdsi kérdés, hogy a vizelet miRNS-ek
biomarkerként szolgalhatnak-e a ccRCC diagnoézisanak megerdsitésére. Megallapitottuk, hogy a
vizeletbdl izolalt RNS frakcidoban az exoszémalis miRNS-ek specifikusabb markerek a “sejtmentes”

miRNS-ekhez képest.

A vizelet exoszoma miR-126-3p és miR-449a kombinacidja képes volt kiilonbséget tenni a normdl
egyének és a ccRCC-ben szenved6 betegek kozott. Ez megnyitja annak lehet6ségét, hogy a vizelet
miRNS-eket noninvaziv biomarkerként hasznaljuk ccRCC-ben, és hogy a vizelet miRNS-vizsgalat akar
az invaziv biopsziat is helyettesitse a jovoben. A jelenlegi érzékenység mellett a betegek mintegy ~85%-

anal megsporolhato az invaziv biopszia sziikségessége.

Adataink alapjan a miRNS-mintazat a vizeletben nemcsak a nagy, hanem a kis méretii daganatok (<4
cm, small renal mass — SRM) kimutatasara és elkiilonitésére is alkalmas. Specifikus miRNS
kombinaciokkal képesek voltunk elkiiloniteni a joéindulata és a kisméretii, de rosszindulati daganattal
rendelkez6 betegek vizeletmintait, amely bar tovabbi validalasra var, nagyban segitheti a korai
intervenciot a rosszindulati daganatok esetében. A miR-126-3p, miR-34b-5p, miR-150-5p, miR-449a
¢s miR-486-5p kombinacioi adtak a legjobb diagnosztikus erét.

Tanulmanyunk az els6, amely kimutatta az exoszomalis miRNS-ek potencidlis szerepét a
sejtkommunikacioban RCC-ben, melyeket a veseraksejtek szekretaltak és mind a primer, az attétes
veseraksejtek, valamint az endotél sejtek is internalizaltak. Ezen miRNS-ek altal regulalt gének in silico
vizsgalataink alapjan szerepet jatszhatnak a sejtciklusban, a tumorigenezisben €s az angiogenezisben. A
szakirodalom szerint a szekretalt exoszomaknak anti- és pro-tumorigén szerepe lehet azaltal, hogy

immunologiai vagy immunszuppressziv reakciokat indukalnak, apoptézist indukalnak, eldsegitik a

crer



Osszességében, bizonyitékot szolgaltatunk a vizelet miRNS-ek potencidlis hasznossdganak
alatdmasztasara a ccRCC, kiilondsen a kis méreti daganatok potencialis diagnosztikai eszkdzeként.
Igazoltuk, hogy a miRNS-ek kozvetithetik a sejt-sejt kommunikaciot veserakban a tumorsejtek és egyéb

sejtek kozott is.

IV.2.2. A keringé (plazma és exoszomdlis) miRNS-ek mint potencidlis tumormarkerek elemzése
hipofizis neuroendokrin tumorokban

MiRNS profil szekvenalast végeztiink 36 parositott plazmamintan (10-10 FSH/LH+, 4-4 GH-
termelé (GH) és 4-4 hormon-immunonegativ (HN) PitNET-tel rendelkez6 paciensekbdl), amelyeket a
transzszfenoidalis hipofizismtét el6tt és 3 honappal azt kovetden nyertiink. Az PitNET csoportokban a
plazma globalis miRNS expresszié majdnem a fele volt az egészséges egyének plazmamintaiban
detektaltakhoz képest (2,3x10° vs. 1,3x10% p=0,0392). 29 miRNS expresszidja a preoperativ
plazmamintakban képes volt megkiilonbdztetni a kiilonb6z6 PitNET szdvettani tipusaival rendelkezd
betegeket a normal plazmamintdktol. 15 olyan plazma miRNS-t azonositottunk, amelyek expresszioja a
kiilonb6z6 PitNET tipusok kozott eltérd volt, valamint 14 olyan miRNS-t, amelyek az egészséges

plazméban megvaltozott expressziot mutattak a PitNET plazmamintakhoz képest.

Emellett elsdként vizsgaltuk és irtuk le ezekre a betegcsoportokra jellemzoé isomiR eltéréseket,

melyek szintén képesek voltak elkiiloniteni a kiillonbdz6 csoportokat.

Preoperativ, korai (1-3 nap) és kés6i (3 honap) posztoperativ plazmamintdk vizsgélatival
azonositottuk a miR-143-3p-t, amely a gondotrép nem-funkciondlis PitNET daganatok biomarkere
lehet. Elemzésiink kimutatta, hogy a miR-143-3p szignifikdnsan nagyobb mennyiségben van jelen a
preoperativ FSH/LH+ PitNET daganattal rendelkezok plazmamintaikban, akar a késoi posztoperativ
parjukhoz, akar a preoperativ HN mintakhoz képest. A miR-143-3p csokkenése az FSH/LH+ PitNET
betegekre volt jellemzd, fliggetleniil a daganat eltavolitasanak kiterjedését6l, és nem valtozott a
plurihormonalis, GH-termelé és hormon negativ SF1+ gonadotrép PitNET betegek plazmajaban,

fiiggetleniil a recidiv/rezidualis statusztol.

Szintén igazoltuk, hogy a miR-143-3p a keringésben nem exoszomaba zéarva, hanem a

legnagyobb valdsziniiség szerint fehérjéhez kotott modon van jelen.

A plazma potencialis hipofizis eredeti miRNS-einek meghatarozasahoz a normal hipofizis és
PitNET szovetek kozott eltéréen expresszaldoddé miRNS-eket vetettiink 0ssze a miitét elétti és utani
plazma- és normal mintainkkal. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PitNET szdvetekben eltéréen
expresszalodd miRNS-ek rendkiviil alacsony mennyiségben vannak jelen a plazméban, igy

biomakerként valé alkalmazasuk kihivast jelent. Masrészt a miitét el6tti és utani plazmamintakban



eltéréen expresszaloddo miRNS-ek nem mutattak eltérd expressziot a PitNET szovetekben, ami felveti,

hogy ezek a miRNS-ek nem kdzvetleniil az PitNET daganatokbdl szarmaznak.

IV.2.3. A diagnosztikus pontossdg novelése keringé miRNS-ek segitségével metasztatikus
hasnydlmirigy neuroendokrin tumorokban

A kromogranin A (CgA) a neuroendokrin tumorok (NET) legszélesebb korben elfogadott
biomarkere, de diagnosztikai pontossaga fiigg a tumor tipusatdl és a protonpumpagatlok (proton pump
inhibitor, PPI) hasznalatatol. Ezért megvizsgaltuk a keringd miRNS-ek diagnosztikus értékét a CgA
mellett hasnydlmirigy neuroendokrin tumoros betegekben (pNET). Emelkedett CgA-val jar6 PPGL
betegek és egészséges egyének szérum mintdit analizaltuk az azonositott miRNS-ek diagnosztikai
hasznossaganak tanulmanyozasahoz. Osszesen 74 szérummintat gyiijtottink pNET-ben (n=25, nem
funkciondlo), feokromocitomaban/paragangliomaban (PPGL, n=20) szenvedd betegektdl, egészséges,
normalis CgA-val rendelkez6 személyektdl (n=29), beleértve 5 egészséges személy 10 mintajat, aktualis

PPI-kezelés el6tt és azt kovetden.

A szérummintak sejt-szennyezddésének kizarasat kovetéen a miRNS profilt meghatarozva,
globalisan csokkent miRNS expressziot detektaltunk a betegmintakban a kontrollokhoz képest. 33
miRNS kiilonboztette meg a pNET/PPGL betegeket a normal kontrolloktol, fiiggetleniil a PPI-
kezeléstol. Ezek koziil 6 csokkent és 1 emelkedett expresszioval rendelkezé miRNS-t valasztottunk ki

tovabbi validalasra kiterjesztett mintaszetten.

Azonositottuk a CgA-val, a tumor gradussal, valamint a betegségokozo6 csiravonalas genetikai

varians hordozassal korrelal6 miRNS-eket.

A miRNS-ek kombinacioira, valamint a CgA és a miRNS-ek kombinacidira binaris logisztikus
regresszids modelleket hoztunk 1étre. Osszesen 6 miRNS-t (let-7b-5p, let-7i-5p, miR-143-3p, miR-30d-
5p, miR-451a és miR-486-5p) vizsgaltunk egyedileg és kombinaciokban. A pNET-csoportban a CgA-
hoz képest a let-7b-5p, a miR-30d-5p, a miR-451a és a miR-486-5p a ROC-analizisben jobb

diszkriminaciot eredményezett a kontroll személyekhez képest fiiggetleniil a PPI kezeléstol.

Klinikailag a legnagyobb kihivast a normal szérum CgA-szinttel (<100 ng/ml) rendelkez6 pNET
betegek diagnosztizalasa jelenti. A CgA és 4 miRNS kombindcidja azonban ezt a két csoportot is képes

volt elkiiloniteni, magas hatékonysaggal (AUC: 0,904, szenzitivitas: 66,6%, specificitas: 96,5%).

A pNET-ben a szérummintakban kapott eredményeinket a szoveti miRNS-expresszio-valtozassal
Osszevetve 9 miRNS a pNET-ben és 3 miRNS a PPGL-ben mind a szdvetekben, mind a szérumban
eltéréen expresszalodott. Ezek koziil csak a miR-203a-3p volt mind a pNET-szdvetben, mind a

szérumban feliilreprezentalt. PPGL-ben a miR-16-5p és a miR-451a, mint feltételezett tumorszupresszor



miRNS-ek mind a szovetekben, mind a szérumban csokkent mennyiségben voltak kimutathatok, amely

felveti esetleges daganatszoveti eredetiiket.

IV.3. A metilacio-demetilacio, mint epigenetikai modositd6 mechanizmus vizsgalata hipofizis
neuroendokrin tumorok viselkedésében

1V.3.1. A DNS metildacios és demetildacios eltérések és azok klinikopatologiai paraméterekkel

valo dsszefiiggése hipofizis neuroendokrin tumorokban

Koradbban a PitNET daganatokban a teljes genom metilacidt olyan nagyateresztoképességii
metilacids vizsgalatokkal elemezték, amelyek "csak" a gének promotereinek bizonyos CpG-szigeteit
céloztak. Emellett ezek a modszerek nem képesek elkiiloniteni a kiilonb6zo citozin intermediereket,
azokat egynek mérik, igy a metilacié-demetilacié folyamatanak elkiilonitésére nem alkalmasak. Jelen
munkéankban a teljes genomi DNS metilacios-demetilacios mértékét vizsgaltuk nagy teljesitményii
folyadékkromatografias tandem tomegspektrometridval (HPLC-MS/MS), amely érzékenysége mellett a
kiilénboz0 citozin intermedierek, mint példaul az 5-metilcitozin (SmC) és 5-hidroximetilcitozin (ShmC)

megkiilonboztetésére is képes.

Ezzel a modszerrel vizsgalatuk a PitNET daganatszovetek metilacios-demetilacios statuszat. Az
ShmC mennyiségét (és az ShmC/5mC aranyt) szignifikansan magasabbnak talaltuk a hormon-negativ
(HN) PitNET-ekben az FSH/LH+ és GH+ tumorokhoz képest. A gonadotrop daganatok tekintetében az
ShmC (és az ShmC/5mC) szintén emelkedett volt a HN-SF1+ daganatokban az FSH/LH+ tumorokhoz
képest, melyek a gonadotrép vonal kevésbé differencialt allapotanak tekinthetok. Emellett a magasabb
proliferacios aktivitasu PitNET daganatokban (a magasabb Ki-67 index{i mintakban) alacsonyabb

ShmC szintet (és a demetilaciot jelz6 ShmC/5mC aranyt) észleltiink.

A sejtdifferencialodas és a proliferacio két fontos folyamat, amelyek nagymértékben
befolyasoljak a DNS metilacids-demetilacios szintjét. A fejlédési folyamatokban az ShmC-nek
kulcsszerepe van, amely kiilonbdzik a SmC szerepétdl. Kiilondsen a sejtek dedifferencialt allapotaiban
dasul az ShmC a feln6tt szovetekhez képest. A sejtproliferacio vonatkozasaban, az ShmC csokkenését
tobb olyan sejttipusban is megfigyelték, amelyek erésen proliferativak a legkiilonboz6bb
daganattipusokban. Ennek hatterében kimutattuk a metilacio-demetilacio ciklusban részt vevo Tiz-
tizenegy transzlokaz (TET) enzimek megvaltozott expressziojat. A TET2 és TET3 gének és kofaktoruk
az UHRF?2 expresszidja szignifikansan magasabb volt a magasabb proliferacios rataval rendelkezo

PitNET mintakban a kevésbé proliferativ tumorokhoz képest.



1V.3.2. Az epigenetikai modositok hatismechanizmusa és potencidlis terdpids alkalmazdsa

hipofizis neuroendokrin daganatokban

Eredményeink azt sugalljadk, hogy a metilacid6 megvaltoztatdisa a PitNET-ek 1) terdpias
megkozelitése lehet. Ezért az FDA altal jovdhagyott DNS-metiltranszferdz (DNMT) gatloval,
decitabinnal (5-aza-2'-deoxicitidin) kezeltiink PitNET daganat sejteket, amely amellett, hogy csdkkenti
az SmC globalis szintjét, a TET enzimek DNS-hez k&tott frakcidjanak fokozasa révén paradox mddon
az ShmC novekedését is eredményezi. A decitabin kezelés hatdsara az SmC szintje csokkent, az ShmC
szintje pedig nétt mindkét PitNET sejtvonalban. Emellett a decitabin kezelés jelent6sen visszaszoritotta

a sejtek életképességét és a sejtproliferaciot is.

Eredményeink alapjan, azaz, hogy a PitNET daganatokban a DNS-demetilacio megvaltozott, és
korrelaciot mutatott a proliferativ viselkedéssel €s a differencialtsagi statusszal, valamint irodalmi
adatok alapjan, hogy az aszpirin epigenetikai hatast fejthet ki bizonyos daganatokban, az aszpirin
kezelés komplex genomikai és epigenomikai kovetkezményeit vizsgaltuk a PitNET-ben, amelyre
vonatkoz6an kordbban nem volt adatunk. Az aszpirin kezelést kovetden fokozott globalis DNS-
demetilaciot figyeltiink meg hipofizis tumorsejtekben. Ezzel 6sszhangban taldltuk a DNS demetilacioért
felels enzimek és kofaktoraik expressziojat (Tet!, Tet2, Tet3 és Uhrf2). Erdekes modon a DNS metilacio

¢s az azt szabalyozd gének nem mutattak szignifikans valtozast (SmC, Dumt i, Uhrfl).

Transzkriptom szekvenalas ramutatott az ASA tumorellenes hatasat szabalyozé 10 legfontosabb
génre (Mad2ll, Pcna, Ube2c, Mcmd4, Chek2, Brcal, Smc4, Cdc45, Cdk2, RbxI), melyek a
sejtproliferaciot, a sejtosztédast, a DNS-karosodasra adott valaszt, valamint az ubiquitinaciot
szabalyozzak. Ezenkiviil a DNS-javitasban és a genom stabilitasaban szerepet jatszo génexpresszios

valtozasokat is azonositottuk.

Az aszpirin (ASA) egy 0j hatdsmechanizmusat irtuk le PitNET daganatokban. Igazoltuk, hogy az
aszpirin (valamint a decitabin is) csokkentette a Przgl promoter aktivitdsat és a Pttgl expresszidjat.
Emellett negativ korrelaciot figyeltiink meg a Prrgl expresszio és ShmC szint kdzott, amely jelzi az
aszpirin, a demetilacio és a Prtgl expresszid Osszefiiggését. Ettol fliggetleniil az ASA hatésa a p53
acetilacidjan keresztiil fokozott p53 fehérje stabilitast és transzkripcids aktivitast eredményezett. A Pttgl
gatolja a p53 aktivitast, mivel csokkenti a p53 fehérje stabilitasat és elnyomja transzkripcios aktivitasat.
Az ASA altali globalis demetilacio kovetkeztében szignifikans transzkriptom valtozast talaltunk, mely
elsdsorban sejtciklussal és proliferacioval osszefliggd géneket érintett, és melyet in vitro funkcionalis
vizsgalatokkal is megerésitettiink. Erdekes méodon, emellett a PitNET sejtek migraciojat is gatolta az
aszpirin kisérleteinkben, melyrdl feltételezhetd, hogy a Prtgl altal szabalyozott Aurka és Aurkb csdkkent

expressziojanak kdszonheto.

Ahogyan az varhato volt, a Pttgl fehérje altal szabalyozott gének is csdkkent expressziot mutattak

ASA kezelés hatasara, amely szintén igazolja a Pttgl csokkent aktivitasat. Az ASA altal szabalyozott



gének és a human PitNET daganatokban diszregulalt gének kozott nagy atfedést igazoltunk (20,15%),

melynek alapjan feltételezhetjiik az aszpirin tumorgatlé hatdsat ebben a daganattipusban.

A p53 mellett az ASA egy masik transzkripcids faktor, az E2f1 aktivitasat is befolyasolta, amely
kulcsfontossagu sejtciklus-szabalyozo, és a G1/S atmeneten keresztiil a sejtciklus progresszidjat
regulaloé fehérjéket kodold gének kifejezodését szabalyozza. Ezt tamogattak in vitro funkcionalis
eredményeink, koztiik a Survivin csokkent expresszidja €s a sejtciklusanalizis. Géncsendesitéssel és
kismolekula inhibitorral bizonyitottuk, hogy az aszpirin részben Survivin gatlason keresztiil fejti ki
daganatellenes hatasat. Mig a Survivin gatlas a sejtciklus G2/M fazisaban stoppot eredményezett, az
ASA ettdl fliggetleniil gatolta az S fazist is a CCNA2 és CDK?2 fehérjéken keresztiil. A human PitNET
daganatokban emelkedett Survivin fehérje mennyiséget mutattuk ki az egészséges hipofizis szovetekhez
képest, ami jelzi a Survivin jelentdségét ebben a daganattipusban ¢€s felveti szerepét, mint potencialis
terapias célpont.

Az epigenetikai terapidkra (ASA, decitabine és survivin inhibitor) tehat az agressziv,

terapiarezisztens NF-PitNET-ek esetében, mint potencidlis terapias lehetdségekként tekinthetiink.



V. Eredeti megfigyelések, ij megallapitasok

miRNS-ek altali szabalyozé mechanizmusok feltarasa kiilonb6z6 daganatokban:

o Az altalunk alkalmazott t6bbszintli (DNS, mRNS-, miRNS- és fehérje), integrativ bioinformatikai
folyamat alkalmas volt 4j patomechanizmusok, valamint diagnosztikus és prognosztikus markerek
azonositasahoz.

e Azonositottuk a legfontosabb szereppel biré tumorszuppresszor miRNS-eket vilagossejtes veserak
patogenezisében, melyek koziil a harom kozponti funkciot ellato miRNS (miR-124-3p, miR-200c-

o Elsoként mutattunk ra az AHR tumorigenezisben betoltott szerepére vilagossejtes veserakban,
melynek fokozott kifejezédése, legalabb részben, a csokkent expresszidji miR-124-3p-nek
kdszonhetd.

e Az AHR diagnosztikai €s prognosztikai jelent6ségét is bizonyitottuk tobb kohorszon.

¢ A miR-124-3p célmolekulaiként azonositottuk a CAV1 és FLOT1 géneket, melyekr6l bizonyitottuk,
CAV1-t és FLOT1-t prognosztikai markerként is azonositottuk vilagossejtes veserakban.

o Vilagossejtes veserak és hepatocellularis karcinoma esetében elsoként irtuk le az erek koopcidjat
(érbefogast vagy érinkorporaciot), mint rezisztenciamechanizmust az angiogenezis gatlo szunitinib
¢s szorafenib rezisztencia kialakulasanak hatterében. Igazoltuk a daganatsejtek jellegzetes fenotipus
valtasat, mint adaptiv mechanizmust, melyben a sejtmigracié kdzponti szerepet tolt be.

o Vilagossejtes veserakban a szunitinib rezisztencia kialakuldsdban ramutattunk az MDGA1 és FRAS1
gének miikddésének miRNS-ek altali szabalyozasanak jelentségére.

e Hipofizis neuroendokrin tumorokban igazoltuk a sejtciklus G2/M atmenetet szabalyoz6 molekulak
(CDK1 ¢és a CDC25A) és azok miRNS-ek altali szabalyozasanak szerepét a nem-funkcionald
daganatok patogenezisében.

e A hipofizis hatso lebenyébdl kiindulé onkocitomak esetében elséként kozoltiik e ritka tumorokra
jellemzd globalisan csdkkent miRNS expressziot és megvaltozott miRNS exprersszids mintazatot,
mely részben a Drosha enzim csokkent mennyiségének volt kdszonhetd. Bizonyitottuk a miR-127-
3p és miR-744-5p tumorszuppresszor funkciojat e daganattipus kialakulasaban. Kimutattuk a
mitokondridlis Aconitaz 2-t (ACO2) célzd6 miR-744-5p szerepét az onkocitomak citrat-ciklus
szabalyozasaban.

o Szintetizaltuk a 14q32 16kuszon kodolt miRNS klaszter expresszids mintazatat kiilonbdz6 endokrin
daganatokban, mely a szovetspecifikus funkciot tolt be a daganatok progressziojaban.

o Mellékvesekéreg daganatokban és a legkiilonbozébb glitkokortikoid célszovetekben Kimutattuk a
gliikokortikoidok hatasara megvaltozott Wnt jelatvitel mitkodését, melyet — legalabb részben —
mMiRNS-ek kozvetitenek.



miRNS-ek, mint potencialis extracellularis biomarkerek vizsgalata:

Igazoltuk, hogy a miRNS-ek alkalmazhatoak folyadékbiopszias biomarkerként klinikai mintakon.
Vilagossejtes veserakban vizeletbdl olyan exoszomalis miRNS kombinaciokat hataroztunk meg,
melyek szignifikansan elkiilonitik a daganatos mintdkat az egészséges vizelettdl és a joindulati
vesedaganatokkal rendelkez6k mintditol.

Igazoltuk, hogy a daganatsejtek miRNS tartalmu exoszomékat szekretdlnak, melyeken keresztiil
kornyezetiikben talalhat6 sejtekkel kommunikélnak.

Hipofizis neuroendokrin daganatok esetében eldszor elemeztilk a plazma miRNS-ek expresszios
szintjét €s isomiR profiljat a kiilonb6z6 tipusu daganattal rendelkezd betegekt6l szdrmazo pre- €s
posztoperativ mintakban. A miR-143-3p-t a betegek nyomonkovetésére alkalmas potencidlis
biomarkerként azonositottuk gonadotrép eredeti nem-funkciondld hipofizis neuroendokrin
tumorokban.

Els6ként vizsgaltuk a keringé miRNS-ek diagnosztikai jelentGségét a kromogranin A-val (CgA)
Osszefiiggésben hasnyalmirigy neuroendokrin tumorral rendelkezd betegeknél. Kimutattuk, hogy a
MiRNS-ek képesek emelni a CgA diagnosztikai pontossagat, és 3-5 miRNS-b6l és a CgA-bdl allo
kombinacié még az alacsony CgA-szinttel rendelkezd vagy protonpumppa gatld kezelésben

részesiilé pNET-betegeket is képes volt nagy erdvel elkiiloniteni.

A metilacié-demetilaci6, mint epigenetikai mdédosité mechanizmus vizsgalata hipofizis

neuroendokrin daganatok viselkedésében:

Els6ként vizsgaltuk a globalis demetilaciot hipofizis neuroendokrin tumorokban, és igazoltuk, hogy
a demetilacio folyamata (emelkedett ShmC/5mC arany) negativan korrelal a proliferacios rataval és
a differencialtsagi allapottal. Ennek hatterében azonositottuk a metilacio-demetilacio folyamatat
szabalyoz6 TET1-3 enzimek és kofaktoruk (UHRF2) expresszios eltéréseit.

Kimutattuk, hogy az aszpirin daganatellenes hatdsat hipofizis neuroendokrin daganatokra tébbek
kozott epigenomikus és genomikus szinten fejti ki, melyben a demetilacid, a p53 és E2fl
transzkripcios faktorok, valamint a Survivin kdzponti szerepet toltenek be.

Els6ként irtuk le az demetilacio-Pttgl-p53 szabalyozo kor mikodését.

Az 5hmC-t potencialis markerként azonositottuk a hipofizis neuroendokrin tumorok proliferativ és
differenciacids allapotara nézve, valamint a decitabin és az aszpirin daganatellenes hatasanak

nyomon kovetésére.



VI. Koszonetnyilvanitas

Elséként kdszonettel tartozom néhai Racz Karoly professzor urnak, aki PhD témavezetdm volt, és a PhD
munkam utan az altala vezetett Molekularis Medicina Kutatocsoportban helyet adott. O volt az, aki
meggy0zott, hogy a kutatas érdekében ne adjam fel orvosi hivatasom, amiért azota is halaval tartozom
neki, hiszen a PhD-t kovetd kétéves kutatdomunkat befejezve, azota is folyamatosan orvosként,

rezidensként, szakorvosként dolgozhatom.

Nagy halaval tartozom Patocs Attila professzor urnak, akivel Amerikabol hazatértét kdvetden egyiitt
dolgozom. Attila Racz tanar r halalat kovetden fonokdm az altala vezetett Kutatocsoportokban, a
Labormedicina Intézetben, €s magaval hivott késdbb az Onkologia Intézetbe is, ami megtiszteltetés volt

szamomra. Nemcsak szakmai, hanem barati timogatasat élvezhetem, koszonom ezt neki.

A dolgozatomban szereplé eredmények tulnyomé tobbsége a Semmelweis Egyetem volt II. sz.
Belgyogyaszati Klinikdn, majd a Laboratoriumi Medicina Intézetben helyet kapd, Patdcs Attila 4ltal
vezetett Lendiilet, illetve Ordkletes Daganatok Kutatocsoportban végzett kutatasi munka eredménye.
Ezért kdszonettel tartozom a volt I1. sz. Belgyogyaszati Klinika igazgatdinak (Dr. Racz Karoly, Dr. Toth
Miklés és Dr. Igaz Péter professzoroknak), hogy tamogattak intézetiikben folytatott kutatasi munkam.
Kiilon koszonettel tartozom Sziics Nikolette docens asszonynak a vérmintak gyiijtésében nyujtott
segitségéért ¢s a baratsagacrt. Koszonetemet szeretném kifejezni Vasarhelyi Barna professzor urnak,
hogy befogadott intézetébe, €s a napi rutin munka mellett a mai napig tamogato kdrnyezetet teremett a

kutatasi projektek megvalositasahoz.

Kiilon koszonet illeti Czirjdk Séandor idegsebész professzor urat, akinek segitsége nélkiil nem

valoésulhattak volna meg a hipofizis neuroendokrin tumorszoveteken végzett kutatasaim.

K06szonom Korbonits Marta akadémikus asszonynak a példamutatasat és szakmai, barati tamogatasat,

mely folyamatosan inspiral a hipofizis tumorok vizsgalataban.

Szintén koszonoém Karlinger Kinga tanarnd, Martos Janos foorvos ur, Glaz Edit professzorasszony ¢€s

Olah Edit akadémikus asszony folyamatos szeretetét és timogatasat, életutjuk példa szdmomra.

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet munkatarsainak
(Kovalszky Ilonanak, Baghy Kornélianak, Reiniger Lillanak, Rajnai Hajnalkanak, Karaszi Katalinnak,
Barna Gabornak, Paku Sandornak) a hipofizis neuroendokrin tumorok vizsgalataiban nyujtott
egyiittmikodésiikért. Koszonom Dr. Buzas Edit professzor asszonynak és Dr. Pallinger Eva docens

asszonynak az extracellularis vezikulak karakterizalasaban nyujtott segitséget.

Koszonom Patocs Attila altal vezetett kutatocsoport tagjainak és a Genetikai és Endokrinologiai
Laboratérium minden munkatarsanak a kdzos munkat. Kiilon koszonettel tartozom Nyird Gébornak,
Mészaros Katalinnak, Benk6 Mariannak, Kocsis Evelinnek, Kovacs Annanak és Kovacs Aginak a sok-

sok segitségiikért a mindennapokban.



Ko6szonom, hogy egyiitt dolgozhattam Darvasi Ottd, Liko Istvan és Szabo Péter bioinformatikusokkal,

akikt6l rengeteget tanulhattam.

Koszonettel tartozom George Yousef professzornak, aki kiilfoldon toltott kutatdsi évek alatt
folyamatosan tamogatott, 0sztonzott, halas vagyok mindazért, amit a nala toltott id6 alatt az altal vezetett

laborban és a munkatarsaitol tanulhattam.

Rendkiviil halas vagyok a korabbi és jelenlegi TDK- és PhD-hallgatéimnak, kiemelten Fiillopné Németh
Kinga, Ag-Szabo Borbala, Krokker Lilla és Saskdi Evi posztdoktor munkéjaért, akik a dolgozatomban

szerepld eredmények jo részében oroszlanrészt vallaltak.

A dolgozatban bemutatott kutaté munka végét, valamint az 6rokletes daganatszindromaval rendelkezd
betegek genetikai vizsgalatait és az ehhez kapcsolddd kutatdsokat az Orszagos Onkologiai Intézet
Molekularis Genetika Osztalyan végeztem és most is végzem, amiért szeretném kifejezni koszonetemet
Polgar Csaba foigazgatd féorvos urnak, és Nagy Péter tudomanyos igazgato tirnak, hogy mind ebben
tamogattak. Szintén koszonom a Molekularis Genetika Osztaly munkatarsai szamara, hogy 2019. januar

1. ota egyiitt dolgozhatunk gondolkodhatunk és kutathatunk.

A munkahoz felhasznalt anyagi tamogatasért koszonettel tartozom a Magyar Tudomanyos
Akadémianak, az Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacids Hivatalnak, az Innovacios és Technoldgiai

Minisztériumnak és a Semmelweis Egyetemnek az altaluk nyujtott palyéazati forrasokért.

Végiil szeretnék kdszonetet mondani csaladomnak és barataimnak, hogy a diagnosztikai és kutatdbmunka

folyaman a mai napig kitartottak mellettem és szeretnek.
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V1.2. Tudomanymetriai adatok (MTMT2, 2024.05.19.)



Butz Henriett tudomanyos és oktatéi munkassaganak dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztalya (2024.05.08)

T . . . Szama Hivatkozasok'
udomanyos kézlemények = — =
Osszesen |Részletezve| Filiggetlen Osszes
|. Tudomanyos folyc’>iratcikk2 77
szakcikk nemzetkdzi folyoiratban, idegen nyelvi 44 938 1130
szakcikk hazai idegen nyelv( 0 0 0
szakcikk magyar nyelvi 3 6 8
szakcikk sokszerz6s, érdemi szerzéként? 0 0 0
Osszefoglal6 kézlemény 24 535 573
rovid kdzlemény 6 12 18
Il. Kényvek 0
a) Szakkoényv, kézikonyv, tankonyv szerzéként 0
idegen nyelvi 0 0 0
magyar nyelvi 0 0 0
aa) FelsBoktatasi tankdnyv 0 0 0
b) Szakkonyyv, kézikonyv, konferenciakotet, tankonyv szerkesztéként 0
idegen nyelvi 0
magyar nyelvi 0
bb) Felséoktatasi tankdnyv 0
lll. Kényvrészlet 7
idegen nyelvi 5 25 31
magyar nyelvi 2 0 0
cc) Fels6oktatasi tankdnyvfejezet 0 0 0
V. Konferenciakc':SzIemény4 1 0 0
Oktatasi k6zlemények 6sszesen (ll.aa,bb-lll.cc) 0 0 0
Tudomanyos kézlemények 6sszesen (l.-1V) 85 1516 1760
Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-IV.) 85 1516 1760
V. Tovabbi tudomanyos miivek 50
Tovébbi tudoméqygs mﬂ’\(ek, ide értve anem teljes folyc?jratcjkkeket és a nem 49 0 0
ismert lektoraltsagu folyoiratokban megjelent teljes folydiratcikkeket is
Szerkeszt6ségi levelezés, hozzaszoélasok, valaszok 1 0 0
Oltalmak (szabadalmak) 0 0 0
VI. Hivatkozott absztraktok® 2 0 3
Osszes hivatkozas' 1516 1763
Hirsch index® 21
g index® 41
Specialis tudomanymetriai adatok Szama h.f)sszes'
ivatkozas
Els6 szerzés teljes folybiratcikkek szamaZ 23 876
Utolsé szerzés teljes folyoiratcikkek szama? 15 118
A tudomanyos fokozat (PhD 2011) elnyerése utani teljes tudomanyos
folydiratcikkek szama 7 1507
Az utolsé 10 év (2014-) tudomanyos, teljes, lektoralt tudomanyos
folydiratcikkeinek szama 64 1183
A legmagasabb hivatkozottsagu kézlemény hivatkozasainak szama (az o
Osszes hivatkozas szazalékaban) 197 1.17%
Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus rendszerben 342
Jelentés, guideline 1 0
Csoportos (multicentrikus) kézleményben kollaboracios kdzremikods’ 0 0
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Megjegyzések:

1 a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkiili, a WoS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

2 lektoralt, tudomanyos folyodiratban

3 a szerz6 irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerz8i hozzajarulasaval késziltek szerzdkeént jegyzett kdzleményei, és az érdemi
hozzajarulast dokumentalni tudja

4 konferenciakdzlemény folyéiratban, kényvben vagy egyéb konferenciakétetben

5 nem-hivatkozott absztrakt itt nem kerll az 6sszesitésbe

6 a disszertacid és egyéb tipusu hivatkozas nélkiili 6sszes hivakozassal szamolva. A Hirsch és a g index definicidja

7 kdézremiikddés esetén a csoportos szerz8ségl kdzlemények hivatkozottsaga kulén értékelendd, és nem szamithato be az
Osszesitett hivatkozasok kozé

n.a. = nincs adat



