Valaszok Dr. Széll Marta professzor asszonynak, az MTA doktoranak doktori értekezésem biraltban
feltett kérdéseire

Mindenekel6tt szeretném megkdszénni Széll Marta professzor asszonynak, a MTA doktoranak a
dolgozatom biralatara szant idejét és a rendkiviil alapos és preciz biralatot. Az elismerd szavak
killondsen sokat jelentenek szamomra. Sajndlom a bennrekedt formai hibdkat, melyekért elnézést
kérek.

Valaszaim a kérdéseire a kovetkezdk:

1) Jelélt a 10. oldalon a Bevezetés részben (3. bekezdés utolsé6 mondata) azt irja, hogy a
vezikuldk miRNS tartalma valésziniileg membrdnreceptorokon keresztiil keriil be a befogado
sejtekbe. Milyen specificitdssal rendelkeznek azok a membrdn receptorok, amelyek ezt a funkciot
ellatjak, és milyen mechanizmust igényel a miRNS-ek befogado sejtek dltali felismerése és
internalizdciéja? Kérem a Jeléltet, hogy ezt réviden ismertesse.

Az extracelluléris vezikuldk (EV-k) kiildnbdz6 mechanizmusok révén internalizalédnak a befogadé
sejtekbe, lehetévé téve a bioaktiv molekuldk dtadasat, amelyek befolydsolhatjak a sejtek miikddését.
Az EV-k f6bb internalizacids Utvonalai a kovetkez6k:

Az endocitézis egy gy(ijt6fogalom, a molekularis internalizacids Utvonalak egész sorat foglalja
magaban és a legjellemzébb folyamat az EV-k internalizaciéjaban.

A klatrin-kézvetitett endocitdzis soran klatrinnal bevont vezikuldk felvétele torténik, amelyek a klatrin
mellett szdmos transzmembran receptort és ligandumokat tartalmaznak. Ezek a klatrin bevonatu
vezikuldk struktaralisan deforméljdk a membrant, amely egy vezikuldris behGzédést formal, mely
azutan lecsipdik. Az ezt kdvet6 intracelluldris vezikulum klatrin bevonata lebontasra kerdil, majd
dsszeolvad az endoszémaval, ahol tartalma kidriil.

Hasonl6 folyamat a kaveolin-medidlt endocitézis is. A kaveolak a sejtmembran apro bemélyedései,
amelyek a klatrin altal létrehozott behzédasokhoz hasonléan képesek a sejt belsejébe jutni. Ezek a
kaveolak specialis membranteriileteken, igynevezett glikolipidraft-okban talalhatdk, és sok benniik a
kaveolin nevii fehérje (példdul a Caveolin-1), ami sziikséges a kialakuldsukhoz. Ezek a fehérjék
csoportosan helyezkednek el ezeken a teriileteken.

Lipidraft-medidlt internalizdcié. A lipidraftok a plazmamembran bizonyos, specialis terlletei
(mikrodoménijei), melyeket megvaltozott foszfolipid-Gsszetétel jellemez. Ezek a membranteriletek
gazdagok koleszterinben és szfingolipidekben, példaul szfingomielinben. Szervezékdzpontként
miikddnek a kiilénbdz6 jeltaviteli Gtvonalakban szerepet jatsz6 molekuldk 6sszeszereléséhez,
befolyasoljak a membrén fluiditasat és kozvetitik a membrénfehérjék mozgasat. Az EV-k
kolcsonhatasba léphetnek a lipidraftokkal, s ez a mechanizmus gyakran kapcsolddik mind a klatrin-,
mind a kaveolin-medialt endocitdzishoz.

Egy masik lehetséges internalizaciés mechanizmus az EV-membrén és a sejt plazmamembranjanak
kézvetlen fuzidja, melynek eredményeképp a EV tartalma direkt a citoplazméba keriilhet. Ebben a
folyamatban is specialis fehérjék, példaul in. SNARE fehérjék és kofaktoraik az SM fehérjék, vagy Rab-



fehérjék vesznek részt. Bar a legtobb kutatds szerint az EV-k elsGsorban endocitézis révén keriilnek a
sejtekbe, egyes kozlemények a fuziés mechanizmus lehet§ségét is felvetik.

Fagocitozis. A sejtek ezzel a folyamattal nagy részecskéket, koztiik EV-ket nyelhetnek el gy, hogy a
plazmamembranjuk kinyulik és kérbezarja a célt, majd fagoszoémat képez. Ez a mechanizmus
kiilondsen a makrofdgokhoz hasonlé specializalt sejtekre jellemzs, amelyek a sejten kiviili anyagok
eltavolitasara szolgalnak.

Ezek a kiilonbdz8 internalizacids Gtvonalak ravilagitanak arra, hogy az EV-k felvétele 6sszetett
folyamat, és hogy az EV-k és a befogado sejtek kozotti kdlcsonhatdast tobb paraméter is
befolyasolhatja.

Sejt-specifikus EV felvétel

Az EV-k sejttipus-specifikus felvétele vitatott kérdés. Egyes vizsgdlatok eredményei azt mutatjak, hogy
a fluoreszcensen jeldlt EV-ket gyakorlatilag minden vizsgalt sejttipus képes felvenni, mdsok szerint ez
egy receptor-ligand kapcsolaton alapuld, célzott folyamat. Példdul hasnydlmirigy adenokarcindmabdl
szarmazo EV-ket leginkdbb a peritonedlis exsudatum sejtjei internalizéltak, mig a T-sejtek kevésbé,
mely aldtdmasztja a fogadé sejttipus jelentGségét. Emellett pl. a Tetraspanin 8 (Tspan8) fehérjét
tartalmazo EV-ket f6ként endotélsejtek és hasnydlmirigysejtek vették fel nagy mennyiségben.
Bizonyos kélcsénhatdsok mechanizmusa is ismert: példaul a tejb6l szarmazd EV-ket a C-tipusu lektin
receptor (DC-SIGN) és mucin (MUC1) molekulak kozotti kapcsolat segiti a dendritikus sejtekben, mig
MUC1-hidnyos EV-k nem tudtak bejutni. Az Arginyl-Glycyl-Aspartdt (RGD) peptid inhibitorral torténd
kezelés pedig az integrin-medidlt internalizacio gatlasaval csokkentette az EV-felvételt a
makrofégokban és dendritikus sejtekben, de a mikroglia esetében nem.

Ez azt jelzi, hogy tobb mechanizmus felelGs az EV-sejt kommunikaciéért, és kiilonbozd sejttipusok az
EV kommunikacids stratégiak kiilonbozé kombinacidit hasznaljak.
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2) A dolgozat 21. oldaldn (els6 mondat), a Bevezetés részben a veserdkok eléforduldsaval
kapcsolatosan a Jelélt azt irja, hogy az évente 2-4%-kal né. Ez riaszto adat. Ez egy valos névekedés,
amelynek a hdtterében valamilyen objektiv kivdlté ok van, vagy inkdabb annak tudhato be, hogy a
diagnosztikai eljardsok fejlédésével né a diagnosztizalt esetek szama?

A European Association of Urology 2024-es ajanlasdban leirtaknak megfelel6en a vesesejtes
karcindma (RCC) el6fordulasa évente koriilbeliil 2%-kal ndvekszik vilagszerte és Eurépaban az elmult
két évtizedben. Ennek tobb oka is van:

1. Névekvé felismerési ardny: A hasi képalkotd vizsgalatok szélesebb kori alkalmazdsa miatt egyre
tébb aprd vesedaganatot fedeznek fel véletlenszeriien (incidentalisan), ami hozzajarul az esetszéam
novekedéséhez. Ezt aldtamasztja a kisméretii daganatok (un. small renal mass) felismerésének
magasabb aranya is.



2. Emellett azonban az ajanlas kiemeli, az életmddbeli tényezéket: a dohdnyzas, elhizds, magas
vérnyomas és metabolikus szindréma igazoltan emeli a veserak eléforduldsi kockdzatat, melyet
egyértelmiien mutat e daganattipus gyakoribb el6fordulasa az un. fejlett orszagokban 6sszehasonlitva
az afrikai vagy azsiai populacidkkal.

Dohdnyzds: A dohdnyosokndl magasabb a RCC kialakuldsdnak kockdzata, a kockdzati ardny 1,23 és
1,58 kbzétt mozog.

Elhizds: Azokndl, akiknek a testtémegindexe (BMI) 35 felett van, 1,71-szer nagyobb a RCC kockdzata,
mint azokndl, akiknek a BMI-je 25 alatt van.

Magas vérnyomds: A magas vérnyomds 1,70-szeresére noveli a RCC kialakuldsdnak kockdzatdit.

A metabolikus szindréma 1,62-szeres relativ kockdzatot jelent a RCC kialakuldsdra.
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3) A 33. oldalon (4. bekezdés) a Mddszerek részben a Jelélt ismertette, hogy a génexpresszios
vizsgdlatok kvantitdldsa sordn szamos konstitutivan kifejez6dé gént alkalmaztak belsé
kontroliként, amelyek daganattipustél fiiggben kiilénboztek. Volt ennek valamilyen kisérletes uton
bizonyitott elvi hdttere? Minek tudhaté be a belsé kontroll gének expresszios vizsgalatokban
alkalmazott sokfélesége?

A belsé kontrollként alkalmazott gének sokféleségének van kisérletesen bizonyitott elvi hattere. A
normalizacié elengedhetetlen a megbizhaté qPCR vizsgalatokhoz, mivel ez a folyamat kontrollalja az
extrakcids hozam, a reverz transzkripcids hatékonysag és az amplifikacids folyamatok variabilitasat. A
leggyakrabban alkalmazott normalizacios stratégia a referencia gének hasznélata, azonban ezek
alkalmazhatdsagat minden esetben kisérletesen validalni kell az adott szovet- vagy sejttipus és
kisérleti elrendezés fuggvényében.

A referencia gének eltérd kivdlasztasa daganattipustol fuggden annak tudhatd be, hogy az idedlis
referencia génnek stabil expressziét kell mutatnia az adott bioldgiai kdrnyezetben, és expressziés
szintjeinek korrelélnia kell a mintdk teljes mRNS mennyiségével. Mivel kiilonb6z6 szovetekben és
kisérleti koriilmények kdzott egyes referencia gének expresszidja véltozhat, ezért nem létezik
univerzélis bels6 kontroll gén. Emiatt a normalizaciéhoz alkalmazott géneket minden vizsgélatban
kisérletesen kell validélni, hogy biztositsuk azok stabilitdsat az adott kdriilmények kodzott.

Emellett a referencia gének nem megfelel§ megvalasztasa félrevezeté eredményekhez vezethet, ezért
egyetlen referencia gén hasznalata nem mindig elfogadhato, hacsak a kutaték nem szolgalnak
egyértelm{ bizonyitékkal annak invaridns expresszidjara az adott kisérleti krnyezetben. Az optimalis
referencia gének szamat és tipusdt tehat minden esetben kisérletesen kell meghatarozni.

A sajat kisérletekben a kiilénb6z6 daganattipusokban teszteltik a kiilonb6z6 haztartdsi gének
expresszidjat és a megfelel6 kombindcid kivalasztasahoz a legtobb esetben a NormFinder algoritmust
alkalmaztuk.
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4) A 37. oldalon, ugyancsak a Mddszerek részben, a 2. bekezdésben a Jel6lt a miRNS-ek
expresszios elemzésének médszerérél ir. Mi az elvi alapja az érett miRNS-ek specifikus
detektdldsdanak? Hogyan lehet elkiiloniteni 6ket a sajdt eléalakjaitdl, a pri- és pre-miRNS- ektél?

Més RNS species-ekhez hasonléan a miRNS-ek detektdlasdnak elvi alapja a kis RNS-ek specifikus
szekvenciaja, mely révén felismerhet6k és kvantifikdlhatok.

Az érett miRNS detektélas leggyakrabban a kdvetkez6 elveken alapul:
1. Specifikus hibridizacié — Komplementer probék segitségével (pl. microarray) alkalmazasaval

2. RT-qPCR (reverz transzkripciés kvantitativ PCR) — Specifikus primerek és fluoreszcens jelolés (pl.
SyberGreen) segitségével. Ennek a mddszernek a specificitasat nagyban néveli a forward és reverz
primereket kiegészit6 specifikus probék alkalmazasa (leggyakrabban Tagman vagy LNA probdk).

3. Ujgeneraciés szekvenalas (NGS) — Nagy dtereszt6képességli vizsgalat az dsszes expresszalt miRNS
azonositasara/mennyiségi meghatarozasara. A legtobb RNS tipustdl eltéréen az érett miRNS-ek
nukleotidjai rendelkeznek 3' hidroxilcsoporttal és 5' foszfatcsoporttal is. Ez lehetévé teszi az specialis
adapterek ligaciéjat a miRNS-ek 3' és 5' végéhez, ezdltal lehetséges az érett miRNS-ek univerzalis
reverz transzkripcidja és konyvtarkészitése, mikozben minimalizaljuk a mas RNS-tipusok altal okozott
hatteret.

A pre- és pri-miRNS-ek detektdldsa szintén a specifikus szekvenciajukon alapul, és az érett miRNS-
ekhez hasonldan individudlisan a hurok, valamint a 3 és 5’ régiora specifikus prébakkal célzottan
lehetséges. Ez a célzott megkdzelités akar kozepes ateresztéképességli PCR array-ek hasznalatara is
alkalmat ad.

A miRNS el6alakok nagyatereszt&képességli mddszerrel (Ujgeneracids szekvenalassal) valo vizsgalata
mar komplikaltabb, érett miRNS-ekkel egyitt detektalni ket nehézkes a méret és szerkezeti
kulonbségek miatt.

A pri-miRNS-ek 4tlagosan 500-3000 nukleotid hosszusaguak, de esetenként tobb kilobazis méretliek
is lehetnek, féleg, ha egy klaszterben tébb miRNS egyszerre irddik at. NGS-sel térténd detektalasanak
f6 kihivasai az alacsony abundancia az érett miRNS-ekhez képest, a véltozatos mérettartomany, a
komplex mésodlagos struktarak (komplex hajt(iszerkezet), a sejtmagi lokalizacid, valamint, hogy akar
klaszterekben egyszerre tébb miRNS is dtirédhat egy transzkriptumon elhelyezkedve.

Az érett miRNS-ek detektaldsara hasznalt kis RNS-szekvendlasi (small RNA-seq) mddszerekkel
szemben a pri-miRNS-ek kimutatasahoz teljes RNS-szekvenalasra (total RNA-seq) vagy célzott hosszu
olvasasu RNS-szekvenalasra (long-read RNA-seq) van sziikség.



A konyvtarkészitésnél az rRNS-deplécio (rRNS eltavolitds) vagy a poli(A)-kivalasztas elsegiti a pri-
miRNS-ek dusitasat. A teljes RNS-bél a magi RNS frakcid izolalasaval vagy kromatin-asszocialt RNS
izolaldssal szintén van lehet6ség pri-miRNS dusitasra.

A pri-miRNS-ek globélis transzkriptom vizsgalatanak egyértelm(i limitaciéja a kromatin-asszocialt RNS
tisztitas és a rendkiviil nagy mélységben vald szekvenalas sziikségessége (Conrad et al.).

Amennyiben 2-300 pri-miRNS célzott kdnyvtdr készitése és szekvendldsa a cél, a kbltség-haszon
jelent8sen optimalizalhatd, dusité probdk alkalmazasaval.

A pre-miRNS detektéalédsanak elve NGS-sel. A prekurzor miRNS-ek (pre-miRNS-ek) kb. 60-70 nukleotid
hosszusagu, hajtii alaki RNS-molekuldk, amelyek a primer miRNS-ekbdl (pri-miRNS) képzédnek a
DROSHA komplex altal végzett hasitds utan.

A pre-miRNS-ek azonositésa Gjgeneracios szekvendlas (NGS) segitségével szintén specialis
konyvtarkészitési stratégiakat igényel, mivel hosszabbak, mint az érett miRNS-ek, de rovidebbek, mint
a pri-miRNS-ek; relativ alacsony abundancidjiak és masodlagos szerkezetiik (hajtiiforma)
befolyasolhatja a reverz transzkripcié hatékonységat. A pre-miRNS-ek nincsenek poli(A) farokkal
ellatva, ezért a poli(A)-alapu szelekcié nem megfeleld, igy rRNS-depléciéval dusitott teljes RNS-
szekvendlas vagy méretszelektaldssal 8sszekotott kis RNS-szekvendlds (small RNA-seq) alkalmazhato.

Ebben a total RNS izolalast kévet&en poliakrilamid gélen méretszelektalas torténik, hogy 40-100 nt
hosszu kis RNS-frakciét nyerjiink. Ezutén keriilnek fel specialis (custom) 5’ és 3" adaptorok, amelyekre
a pre-miRNS-ek hajtiszerkezete miatt van sziikség, ami gatolhatja a ligacié folyamatat. Ezt kbvetGen
torténik meg az amplifikacio, tisztitasi Iépések, végiil a szekvendlas.

5) Az in vivo dllatkisérletes modszerek ismertetésénél a Jelélt leirja (Mddszerek fejezet, 45-46.
oldal), hogy a szunitinib kezelések sordn az dllatok szdjon Gt kaptdk a szert, mig a szorafenib
kezelés sordn gyomorszonddt alkalmaztak a szer bevitelére. Van ennek a metodikai eltérésnek
valamilyen elvi alapja? Ugyanitt ir arrél a Jelélt, hogy a vizsgdlat befejeztével a kisérleti allatok
veséjét, mdjat és tiidejét gyiijtotték be immunhisztokémiai elemzés céljabol? Volt-e annak
valamilyen elvi oka, amiért a kisérleti dllatok agyat nem vették bele a vizsgdlandé szervek kézé?

A szunitinib kezelés valéban per os tértént, azonban gavage — tehat gyomorszonda alkalmazasaval,
kezelési ddzis kontrollja céljabdl. Tehat mindkét kisérletben gombos végli gavage szondati
segitségével juttattuk be a hatéanyagot az dllatok gyomréba naponta egyszer. Ez a mddszer a
gyakorlott kézben par masodperces miivelet, mely nem terheli meg az allatokat. A nem egyértelm(
megfogalmazasért a dolgozatban elnézést kérek.

Az allatok felaldozasat kovetSen a szervek vizsgalataban egyik célunk a gyogyszerek esetleges toxikus
hatdsanak vizsgalata &llt, igy a majra és vesére fokuszéltunk.

A masik szempont az attétképzés volt. A vesesejtes karcindma (RCC) esetében az attétképz&dés
elsésorban a tiidg, a csont, a maj és a nyirokcsomdkban gyakoribbak, ritkan taldlunk attétet az agy, a
gyomor-bélrendszer és az endokrin mirigyek teriiletén. A hepatocellularis karcindma tévoli attéteket
leggyakrabban a tiid6be, a hasi nyirokcsomdkba, a csontokba, a mellékvesékbe és a rekeszizom
felszinére ad. Tehat egyik daganat esetében sem elsGdleges az agyi metasztazisok megjelenése.

igy 6sszeségében f6 fokusz a parenchymds szervek koziil a vese, maj és tid6 voltak.
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6) A Jelélt az 50-51. oldalakon a Génontolégiai, utvonal- és hdlozatelemzési modszereket
ismerteti, az 51. oldal 2. bekezdés utolsé mondatdban azt irja, hogy a patkdny transzkriptom
adatok elemzéséhez a Reactome pathway génkés:zleteit alkalmaztdk. A Mddszerek fejezet
megelbz6 részeiben nem volt réla sz6, hogy patkany kisérleti dllatokat is haszndltak volna a
vizsgdlataikhoz. Mi volt az oka annak, hogy ezt a részt igy fogalmazta meg a Jelélt?

A hypophysis neuroendokrin daganatok funkciondlis vizsgédlatdhoz két patkany hypophysis
sejtvonalakat hasznéltunk, mivel egészen napjainkig hypophysis daganatok modellezésére human
sejtvonal kereskedelmi forgalomban sajnos nem elérhetG. Az alkalmazott két sejtvonal patkéany
hypophysis daganatokbdl szdrmazik, igy a transzkriptom adatok elemzéseknél patkany génkészleteket
vettiink alapul. A human kisérletek (veserak, hepatocelluldris karcinéma, mellékvesedaganatok
szovetek, endothél sejtek), valamint a xenograftok esetében, ahol human sejtvonalakat alkalmaztunk
az Ingenuity, a BioCarta, a Reactome Human és KEGG humdn adatbdzisokat alkalmaztuk. A pontatlan
megfogalmazasért elnézést kérek.

7) A 62. oldalon, mdr az Eredmények részben ir arrdl, hogy a vildgossejtes veserdkban az ECM
molekuldk és a sejtadhéziés utvonalakban szignifikans vdltozdast mutattak ki. Ezt megelézéen arrol
is ir, hogy a miR-124-3p hatdsdra csékkent az ITGB1 gén expressziéja. Az ECM molekuldk kézétt ki
tudtdk-e mutatni az EDA+, ugynevezett onkofétdlis fibronektin expressziéjanak (vagy EDA+/Gssz
fibronektin ardny) valtozdsdat, amely az a5p1 integrin receptor ligandja?

Az onkof6télis vagy EDA+ fibronektin a fibronektin egy specialis izoformaja, mely az Un. ,extra-domain
A” (EDA) régiot érintd, alternativ splicing hatasdra keletkezik. Ez az izoforma elsésorban az
embriogenezis és a fizioldgias angiogenezis folyamatdban vesz részt, ezért is nevezik onkofotalis
formanak. Emellett kimutathatd olyan patoldgias folyamatokban is, mint pl. a sebgydgyulas,
tumorigenezis vagy neovaszkularizacio.

Az emlitett kisérletben 1, 2 ill. 3 miRNS transzfekcidjat kovetGen végeztiink génexpresszids profilozdst
microarray platformon két sejtvonalban. Az alkalmazott médszer igy nem tette lehet6vé a kiilonbézd
izoformdk detektaldsat, annak ellenére, hogy egy gén expresszidjat tobb préba alkalmazasaval
detektalja. Tehat nincs informacidnk arra vonatkozdan, hogy a miR-124-3p tumorszuppresszor miRNS
in vitro transzfekcidjanak hatdsara hogyan alakult az onkofotalis FN1 expresszio. Az alkalmazott
microarray modszerrel azonban az ITGB1 és a TGFB1 csokkent expresszidja mellett sem az ITGAS5, sem
a FN1 expresszi6 valtozdsat nem tapasztaltuk.

Ennek ellenére az onkofétalis izoforma jelentGsége erGsen felvethets, mégpedig a TGFP jelatvitel
érintettsége miatt. Kimutattak ugyanis glioblasztémaban, hogy az EDA+FN expresszidja jelentésen
megnovekszik a daganatok ereiben. A TGF SMAD3- és SMADA4-fliggé médon indukalta az EDA+FN-t
human mikrovaszkuldris endotélsejtekben és daganatokbdl szarmazd endotélsejtekben.



Mivel az emlitett kutatasban elsésorban a tumor endothél mutatott kifejezetten magas onkof6talis
FN1 expressziot és mi in vitro csak tumorsejteket kezeltiink szintetikus miRNS-sel, adédhat a kérdés,
hogy magukban a tumor szvetekben hogyan alakul ezen gének kifejez6dése. Az integrativ
halézatanalizishez hasznalt vildgossejtes veserak génexpresszios vizsgalatok renalizisének eredményét
attekintve a FN1 és ITGA5 a 11-b6| 8, az ITGB1 pedig 3 vizsgalatban mutatott atlagosan 5,8-szoros,
3,1-szeres, illetve 4-szeres expressziot a daganatmintakban a normal veseszovetekhez képest. igy
valéban felvethetd az onkofdtalis FN1 izoforma jelentésége a daganatok progresszidjaban. Ennek
validdciéjahoz azonban specialis, izoforma-specifikus génexpressziés assay esetleg RNS szekvendlas,
valamint a gyakorlatban gyakrabban hasznalt izoforma-specifikus antitest alkalmazasara lenne
sziikség.

Ventura E et al. TGF-8 induces oncofetal fibronectin that, in turn, modulates TGF-8 superfamily signaling in endothelial cells.
J Cell Sci. 2018 Jan 9;131(1):jcs209619. doi: 10.1242/jcs.209619

8) A 70. oldalon arrél ir a Jelélt, hogy immunfestéseket végeztek a szenzitiv és rezisztens
xenograft tumorokon, majd COX-2, E-cadherin és Pax-8 festédéseket mutat be. Mivel a (B-catenin
ismert kulcs molekuldja az epitelidlis-mezenchimdlis fenotipus kialakuldsdnak, felmeriil a kérdés,
hogy ennek e molekuldnak a kifejezédését vizsgaltak-e.

A B-katenin fehérjeszintdi vizsgdlatat nem végeztiik el a szunitinib-szenzitiv és -rezisztens
daganatokon, mivel a transzkriptom szelvenalas eredményei alapjdn sem a B-katenin (CTNNB1), sem
pedig az &ltalunk vizsgélt irodalmi Wnt célmolekuldk (TCF1, LEF1, AXIN2, CCND1, MYC1, JUN)
expresszidja nem mutatott valtozast egyik dsszehasonlitasban sem, amikor a kontroll-, szenzitiv és
rezisztens mintakat vetettiik 6ssze.

Ez alapjan valdszindsithetjiik, hogy a rezisztencia kialakuldséaval dsszefiiggé EMT folyamatdnak
aktivacidjaban mas tényez6k jatszanak szerepet, mint példaul a TGFB-, Notch-, TNF-a-, Hedgehog- és
receptor tirozin-kindaz jeldtviteli tvonalak, illetve a miRNS-ek.

Ang HL et al. Mechanism of epithelial-mesenchymal transition in cancer and its regulation by natural compounds. Med Res
Rev. 2023 Jul;43(4):1141-1200. doi: 10.1002/med.21948

Buyuk B et al. Epithelial-to-Mesenchymal Transition Signaling Pathways Responsible for Breast Cancer Metastasis. Cell Mol
Bioeng. 2021 Sep 2;15(1):1-13. doi: 10.1007/512195-021-00694-9

Nieszporek A et al. Molecular mechanisms of epithelial to mesenchymal transition in tumor metastasis. Acta Biochim Pol.
2019 Dec 28;66(4):509-520. doi: 10.18388/abp.2019_2899.

Lee HM et al. Diverse pathways of epithelial mesenchymal transition related with cancer progression and metastasis and
potential effects of endocrine disrupting chemicals on epithelial mesenchymal transition process. Mol Cell Endocrinol. 2017
Dec 5,457:103-113. doi: 10.1016/j.mce.2016.12.026

9) Nagyon értékes és a Jelolt eredményeit validdlé eredménynek tartom, hogy a rezisztencia
modellek vizsgdlata sordn az integradlt adatelemzésekkel azonositani tudtak olyan miRNS-eket

8miR-663a és miR1) és azok cél génjeit (MDGAL1 és FRAS1), amelyek expresszios valtozdsai egyiitt
mozogtak. Voltak-e tovabbi talalataik, amelyek akdr az dltaluk vizsgdlt tumor tipusban, akdr mds

27,

szerzbk dltal vizsgalt tumortipusban mar leirdsra keriiltek?

A miRNS-target keresés soran olyan adatbazisokat is felhasznaltunk, mint az Ingenuity Expert
Findings, a miRecords és a TarBase, amelyek kurdlt formdban tartalmaztdk az adott id6pontig
experimentalisan validalt interakcidkat. Kisérleti adatainkban a miRNS és RNS-szekvenalasi



eredmények, valamint a miRNS-target predikciok dsszevetésével dsszesen kilenc olyan interakciot
azonositottunk, amelyeket expresszi6 alapjan felmeriltek és korabban funkciondlisan is validaltak.
Ezeket magas konfidencidjunak tekintettiik, de mellettiik olyan Uj interakcidkat kerestiink tovabbi

kisérletes validalasra, amelyekre eddig nem &llt rendelkezésre funkciondlis bizonyiték.

A korabban funkcionalis kisérletekkel igazolt miRNS-mRNS interakcidk, melyek potencialisan

fennallhatnak a szunitinib rezisztencia hatterében a génexpresszios eltérések fényében:

Log Ratio Log Ratio

ID (expression) | Source Confidence 1D Symbol (expression)
hsa-miR-145-5p 2,225 | Ingenuity Expert Findings Experimentally Observed ROBO4 ROBO4 -2,734
hsa-miR-146b-5p 8,598 | Ingenuity Expert Findings Experimentally Observed L8 CXCL8 -1,533

Ingenuity Expert

Findings,TarBase,TargetScan
hsa-miR-223-3p 4,203 | Human, miRecords Experimentally Observed MEF2C MEF2C -1,32
hsa-let-7i-5p 8,313 | miRecords Experimentally Observed HMOX1 HMOX1 -1,137
hsa-miR-135b-5p 5,28 | miRecords Experimentally Observed ALOX5AP ALOXS5AP -3,397
hsa-miR-146b-5p 8,598 | miRecords Experimentally Observed | COL13A1 COL13A1 -2,802
hsa-miR-494-3p 3,895 | miRecords Experimentally Observed HMOX1 HMOX1 -1,137
hsa-miR-195-5p 3,339 | TarBase Experimentally Observed HMOX1 HMOX1 -1,137
hsa-miR-30a-5p 6,31 | TarBase Experimentally Observed WNT5A WNT5A -1,871

10) A 82. oldalon, a rezisztencia mechanizmusok vizsgdlatai eredményeit megbeszél6 részben

(Megbeszélés, 15. sor) a Jelélt azt irja, hogy a sejtciklus G2/M dtmenetének felgyorsulasat

azonositottdk az azt szabdlyozé molekuldk fokozott expresszidja dltal. Felmeriil a kérdés, hogy

olyan csékkent expressziéju gént nem azonositottak, amelynek eredeti funkciéja a tumor

szuppresszio, és csékkent expressziéjdaval jarul hozzd a daganatképzédéshez?

De igen, az aldbbi tumorszuppresszor géneket azonositottuk csokkent expresszidval, amelyek fontos

szerepet jétszanak a sejtciklus szabalyozdsdban, DNS-karosoddsra adott valaszreakcidban és

apoptdzisban, és csokkent miikodésiik hozzajarul a daganatképz6déshez:

GADDA45B (Growth Arrest and DNA Damage Inducible Beta, fold change: 0,11, p=0,0001). A GADD458B
a sejtciklus megdllitdsaban és az apoptozis indukcidjdban vesz részt stresszvalasz esetén. Csdkkent
expresszidja akadalyozhatja a sejtek megfelel6 reakcidjat DNS-kdrosoddsra, ezaltal elésegitve a
genetikai instabilitast és a tumoros atalakulast.

CDKN1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A, fold change: 0,17, p=0,0000). Az egyik legismertebb
tumorszuppresszor gén, amely p21 fehérjét kodolja. A p21 a sejtciklus G1/S fazisaban gatolja a CDK-
ciklin komplexeket, megakadalyozva a sériilt sejtek osztddasat. Csokkent expresszidja a kontrollalatlan
sejtosztddast és daganatképz&dést segitheti eld.

CHEK2 (Checkpoint Kinase 2, fold change: 0,64, p=0,0082). A CHEK2 a sejtciklus ellenSrzési pontjait
szabalyozza DNS-kdrosodas esetén, foszforildlja és aktivélja a p53 fehérjét, elGsegitve az apoptozist.
Csdkkent expresszidja a kdrosodott sejtek tulélését és felhalmozodasat eredményezheti, ndvelve a

tumor kialakuldsdnak kockazatat.

TP53 (Tumor Protein 53, fold change: 0,68, p=0,0026). A "genom &rének" is nevezett p53 fehérjét
kédold gén kulcsszerepet jatszik a sejtciklus szabdlyozasaban, az apoptdzisban és a DNS-karosodés
javitasaban. Csokkent expresszidja a sejtek ellendrizetlen osztédasahoz, genetikai instabilitdshoz és
daganatok kialakuldsahoz vezethet.




A fent emlitett tumorszuppresszor gének csékkent expresszidja egyértelmien hozzdjarulhat a daganat
kialakuldsahoz, mivel kozos funkcidjuk a sejtciklus szabalyozasa, a DNS-kdrosoddsra adott vdlasz és az
apoptézis indukcidja. Ezek a gének normal kériilmények kozétt biztositjak, hogy a sériilt vagy mutaciot
hordoz6 sejtek ne osztédjanak tovabb, hanem helyreallitsék a DNS-karosodast, vagy programozott
sejthalal révén eliminalédjanak. Ezért csokkent expresszidjuk a hypophysis daganatokban a sejtciklus
ellenrzési pontjainak diszfunkcionalis miikodéséhez, a DNS-kdrosodott sejtek tuléléséhez és
kontrolldlatlan osztddésahoz vezethet, ami noveli a genetikai instabilitast és elGsegiti a
daganatképz&dést.

Gong L, Cai L, Li G, Cai J, Yi X. GADD45B Facilitates Metastasis of Ovarian Cancer Through Epithelial-Mesenchymal Transition.
Onco Targets Ther. 2021 Jan 12;14:255-269. doi: 10.2147/0TT.5281450

Patel, K., Murray, M.G., Whelan, K.A. (2022). Roles for GADD45 in Development and Cancer. In: Zaidi, M.R., Liebermann, D.A.
(eds) Gadd45 Stress Sensor Genes. Advances in Experimental Medicine and Biology, vol 1360. Springer, Cham.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-94804-7_2

Abbas T, Dutta A. p21 in cancer: intricate networks and multiple activities. Nat Rev Cancer. 2009 Jun;9(6):400-14. doi:
10.1038/nrc2657.

Shamloo B, Usluer S. p21 in Cancer Research. Cancers (Basel). 2019 Aug 14;11(8):1178. doi: 10.3390/cancers11081178.

Nagy P, Papp J, Grolmusz KV, Bozsik A, Pocza T, Patdcs A, Butz H. Pathogenic role of CHEK2 variants in Hungarian cancer
patients: implications for breast cancer risk and genetic counselling. Magy Onkol. 2025 Mar 21,;69(1):35-41

Stolarova L, Kleiblova P, Janatova M, Soukupova J, Zemankova P, Macurek L, Kleibl Z. CHEK2 Germline Variants in Cancer
Predisposition: Stalemate Rather than Checkmate. Cells. 2020 Dec 12;9(12):2675. doi: 10.3390/cells9122675

Luo L, Gao W, Wang J, Wang D, Peng X, Jia Z, Jiang Y, Li G, Tang D, Wang Y. Study on the Mechanism of Cell Cycle Checkpoint
Kinase 2 (CHEK2) Gene Dysfunction in Chemotherapeutic Drug Resistance of Triple Negative Breast Cancer Cells. Med Sci
Monit. 2018 May 15;24:3176-3183. doi: 10.12659/MSM.907256

Chen, X., Zhang, T., Su, W. et al. Mutant p53 in cancer: from molecular mechanism to therapeutic modulation. Cell Death Dis
13, 974 (2022). https://doi.org/10.1038/541419-022-05408-1

11) Nagyon érdekes és unikdlis megfigyelés, hogy a Jel6lt és munkatdrsai hipofizis
onkocitomdkban a miRNS-expresszié globdlis dowreguldciojat figyelték meg, amelyhez
egyértelmiien tudtdak kétni a Drosha enzim csékkent mennyiségét. Van-e az irodalomban arra adat,
hogy egyéb tumo(ok)ban is megfigyelheté ez az aspecifikusnak tekintheté miRNS mennyiség
csokkenés, illetve a miRNS biogenezis globdlis zavara?

Igen, irodalmi adatok alapjan a daganatok tobbségében megfigyelhet6 a miRNS-ek szintjének globalis
csOkkenése.

Egy, a Nature-ben publikdlt eredeti kozleményben a szerz6k 217 kiilonb6z6 miRNS szisztematikus
expresszids elemzését végezték el 15 tumortipusbdl szdrmazé 334 parositott tumor-normal mintan,
és a miRNS-ek altaldnos downreguldcidjat figyelték meg a tumorokban a normalis szévetekhez képest
(Kumar et al 2007). Emellett, a mi eredményeinkhez hasonléan, a miRNS-profilok jol tiikrozték a
daganatok differencidltsagi allapotat.

Nem vildgos azonban, hogy a miRNS-ek globalis downregulacidja és a tumorok differencidlatlan
allapota kozott milyen ok-okozati 6sszefiiggés all fenn. Ezt par évvel kés6bb elemezték funkcionalis
DROSHA és DICER1 géncsendesitéssel. Nemcsak tiid6, de oszteoszarkdma, vastagbél- és
emlékarcindma sejteken is a miRNS-biogenezis gatldsa fokozott sejtosztédashoz és nagyobb
koldniaképzs képességhez vezetett, ami fokozott transzformaciés potencidlt tiikrozte. igy
feltételezhet6, hogy 6sszeségében a miRNS-ek globalis csokkentése tehdt eldsegiti a daganatsejtek



atalakulasat és proliferacidjat. Ennek megfeleléen pl. ovarium karcinémas vagy neuroblasztomas
betegekben a magas DROSHA és DICER1 expresszié hosszabb tuléléssel tarsult (Meritt et al 2008; Lin
RJet al. 2010).

i

Erdekes médon azonban nem kissejtes tiidérak (NSCLC) mintdk vizsgdlataban amellett, hogy
daganatmintakban &ltalanosan alacsonyabb volt a miRNS-expresszié a normal szévetekhez képest, a
DROSHA expresszidja forditott dsszefiiggést mutatott a tuléléssel, azaz alacsony expresszidja hosszabb
medidn tuléléssel jart, mig a magas DROSHA expresszio rovidebb tuléléssel allt dsszefliggésben (Diaz-
Garcia 2013). Ennek a forditott 6sszefiiggésnek a magyardzata nem ismert.

Fontos azonban megjegyezni, hogy ahogy a bioldgidban sokszor a kimutatott tények ellenkezGjére is
taldlunk példat. Sugito és munkatdrsai, 2006-ban nyel6csé karcindméban a miRNS biogenezis
enzimjeinek emelkedett expresszidjat detektdlta, bar a miRNS expresszié vizsgalta nélkiil (Sugito
2006).

Lu, J. et al. (2005). MicroRNA expression profiles classify human cancers. Nature, 435(7043), 834-838.
doi:10.1038/nature03702

Kumar, M.S. et al.. Impaired MicroRNA processing enhances cellular transformation and tumorigenesis. Nat. Genet. 2007,
39, 673-677.

Sugito, N. et al. Rnasen regulates cell proliferation and affects survival in esophageal cancer patients. Clin. Cancer Res. 2006,
12, 7322-7328.

Diaz-Garcia, C.V. et al. Dicerl, drosha and miRNAs in patients with non-small cell lung cancer: Implications for outcomes and
histologic classification. Carcinogenesis 2013, 34, 1031-1038.

Merritt, W.M. et al. Dicer, drosha, and outcomes in patients with ovarian cancer. N. Engl. J. Med. 2008, 359, 2641-2650.

Lin, R.J. et al. Microrna signature and expression of dicer and drosha can predict prognosis and delineate risk groups in
neuroblastoma. Cancer Res. 2010, 70, 7841-7850.

12) A Jel6lt a 112. oldalon ir réla, hogy egyes csirasejtvonalbeli génmutdciokat (SDHB, RET, VHL
és NF1) hordozo hasnydlmirigy neuroendokrin betegek szérum mintdiban egyes miRNS-ek csékkent
mennyiségben vannak jelen a sporadikus betegségben szenvedé betegekhez viszonyitva. Van-e
sejbioldgiai mechanizmussal alatamaszthato oki 6sszefiiggés a mutdcio hordozads és a specifikus
miRNS mennyiség csékkenés kozétt vagy a két tényezé egymadstdl fiiggetlen és csupan asszocidciot
mutat?

A tudoményos irodalom alapjan a csiravonalas SDHB, RET, VHL és NF1 mutéciok és bizonyos miRNS-ek
csokkent szérumszintje kozotti kapcsolat természete nem ismert.

Mindenesetre az emlitett gének csiravonalas betegségokoz6 variansai dsszefliggésben allnak a
megvaltozott miRNS expresszidval szoveti szinten:

Az SDHx (szukcinat-dehidrogendz) és VHL génmutdaciék az anyagcsere megvaltozasahoz vezetnek, ami
intracellularis pszeudohipoxids allapotot idézhet el6, igy ezen génmutdciét hordozd daganatok a
feokromocitdma-paragangliomak n. pszeudohipoxia molekularis alcsoportjéba tartoznak. Ez az
allapot a hipoxia-indukalhatd faktor (HIF) Utvonal aktivalasahoz vezethet, amely szamos miRNS
expresszidjat befolyasolja. Példaul a miR-210 egy j6l ismert hipoxia-indukalt miRNS, melynek tulzott
expresszidja figyelhet meg SDHx-mutdcidval rendelkezé daganatokban, ami 6sszefiiggésbe hozhat6 a
HIF atvonal aktivalasaval (Kulshreshtha et al. 2006; Tsang et al. 2014).



A RET és NF1 gének elsGsorban a feokromocitdmék 2. molekularis alcsoportjahoz tartoznak, melynek
jellemzéje a fokozott kinaz jelatvitel, mely egyéb daganatokban is onkogén transzformaciohoz vezet. A
RET, valamint NF1 mutéciok szintén jellegzetes miRNS expresszids valtozdsokhoz vezetnek az érintett
szovetekben (Mancikova et al. 2017; Chiacchiarini et al. 2021; Khosravi et al. 2023).

A miRNS-ek expresszidjat azonban nemcsak a genetikai mutdciok, hanem epigenetikai valtozasok,
kérnyezeti tényez6k és a daganat mikrokdrnyezete is befolyasolhatja. Példaul a multiplex endokrin
neoplézia (MEN1) szindrémahoz kapcsolédé hasnyalmirigy neuroendokrin tumorokat genom-szint(i
hipermetilacié jellemzi, amely szintén hatdssal bir a miRNS-ek expresszidjara (Tirosh et al. 2020).

Ezért a csiravonalas mutaciok és a specifikus miRNS-ek csékkent szérumszintje kdzotti kapcsolat nem
feltétleniil ok-okozati, lehet asszociativ is. Emellett mindenképpen figyelembe kell venni az adott
szovetet, jelen esetben a vért, melynek alakos elemei adjak a keringd miRNS-ek tilnyom¢ tobbsegeét.
Es mindenképpen tovabbi kutatdsok sziikségesek annak megértéséhez, hogy ezek a mutdciok hogyan
befolyasoljdk a keringé miRNS-ek expresszigjat.

Wachtel H et al. Molecular Genetics of Pheochromocytoma/Paraganglioma. Curr Opin Endocr Metab Res. 2024 Sep;
36:100527.

de Bresser, C.J.M. et al. The Molecular Classification of Pheochromocytomas and Paragangliomas: Discovering the Genomic
and Immune Landscape of Metastatic Disease. Endocr Pathol 35, 279-292 (2024).

Kulshreshtha R et al. A microRNA signature of hypoxia. Mol Cell Biol. 2007 Mar;27(5):1859-67.
Shen G et al. Hypoxia-regulated microRNAs in human cancer. Acta Pharmacol Sin. 2013 Mar;34(3):336-41.

Tsang VH et al. Overexpression of miR-210 is associated with SDH-related pheochromocytomas, paragangliomas, and
gastrointestinal stromal tumours. Endocr Relat Cancer. 2014 May 6,21(3):415-26.

Tirosh A et al. Genetic and epigenetic alterations in pancreatic neuroendocrine tumors. J Gastrointest Oncol. 2020
Jun;11(3):567-577.

Mancikova V et al. Multilayer OMIC Data in Medullary Thyroid Carcinoma Identifies the STAT3 Pathway as a Potential
Therapeutic Target in RETM918T Tumors. Clin Cancer Res. 2017 Mar 1;23(5):1334-1345.

Chiacchiarini M et al. Role of tissue and circulating microRNAs and DNA as biomarkers in medullary thyroid cancer.
Pharmacol Ther. 2021 Mar;219:107708.

Khosravi T et al. The role of miRNAs and IncRNAs in neurofibromatosis type 1. J Cell Biochem. 2023 Jan;124(1):17-30.

13) A dolgozat egyik értékes, a klinikum szdmdra is fontos eredménye (117. oldal), hogy egy 3-5
miRNS-bél, valamint a chromogranin-A-bdl dllé kombindlt teszttel még a legnagyobb kihivast
jelenté hasnydlmirigy neuroendokrin betegcsoportban is jo diagnosztikus hatdsfokot tudtak elérni.
Felmeriilhet a kérdés, hogy a chromogranin-a keletkezéséhez vezetd biogenezis ut végrehajté
és/vagy szabdlyozé fehérjék expressziéjanak szabdlyozdsdban esetleg részt vesznek-e azok a
miRNS-ek, amelyek abundancidjanak vizsgdlatdt egyiittesen ajanljdk diagnosztikai célbol?

A jelenlegi tudomdnyos irodalom alapjan nincs kdzvetlen bizonyiték arra, hogy az dltalunk azonositott
miRNS-ek (hsa-let-7b-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-30d-5p, miR-451a, miR-486-5p)
kozvetleniil szabalyoznédk a kromogranin A (CgA) biogenezisében részt vevé végrehajto vagy
szabdlyozo fehérjék expresszidjat.

Osszeségében nagyon kevés adat all rendelkezésre a CgA miRNS-ek dltali reguldcidjarol. Erdekes
mddon a TarBase 2025 verziéjaban egyetlen egy kisérletesen validalt CgA-miRNS interakcié sem
szerepel. Bar a miRDB adatbdzisban predikciok alapjan jelenleg 39 potencialis CgA-t szabalyozo miRNS



szerepe vetGdhet fel, ezek kozott nem szerepelnek az altalunk azonositott miRNS-ek. Az egyetlenegy

« gz

altalam fellelt irodalmi kozlemény a CgA miRNS-ek 4ltali regulacijol Zhang és munkatdrsaitol

ez

UTR) taldlhat6 C+87T (rs7610) polimorfizmus hogyan befolydsolja a miR-107 CgA fehérje expressziora
kifejtett hatasat. A szerz6k megallapitottak, hogy a miR-107 kotShelyét érint6 C+87T varians T allélja
esetében a CHGA expresszidja érzékenyebben reagal a miR-107 hatasara.
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