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l. Bevezetés
I.1. Daganat, mint (epi)genetikai megbetegedés

Régota ismert, hogy a daganatok kialakulasdban a DNS szekvencidjanak megvaltozasa
(,,mutacid”) alapvetd szereppel bir, elséként a kutatasok a daganatok genetikai alapjaira
osszpontositottak. Nem véletlen, hiszen, funkcionyerd mutaciok az un. proto-onkogénekben, vagy
funkcioveszté genetikai elérések tumorszupresszor génekben elindithatjadk a daganatkialakulas
folyamatat és/vagy tamogatjak a progressziot [1].

Az 1990-es éveket kovetéen egyre nagyobb figyelem iranyult arra a felismerésre, hogy az
epigenetikai valtozasok is kritikusak lehetnek a tumorigenezisben, és daganatok nemcsak elromlott
funkcioji gének, hanem koros génexpresszid kovetkeztében is kialakulhatnak, amelyben a tobbse;jtii
szervezetek homeosztazisat szabalyozo komplex halozatok mikddése zavart szenved, lehetové téve a
sejtek novekedését anélkiil, hogy a szervezet egészének igényeit figyelembe vennék [2]. Az a felismerés,
hogy kiilonb6z6 sejtszabalyozasi tutvonalak szamos daganattipusban érintettek kulcsfontossagu
koncepcio, amelyet els6ként Hanahan és Weinberg fogalmazott meg 2011-ben [3]. Az altaluk leirt
daganatok alapvet6 jellemzdinek szama (,,cancer hallmarks”) azdta nd, a 2022-ben megjelent
kozleményben mar 14 olyan tumor sejtek altal szerzett funkciondlis jellemz6t foglaltak 6ssze, amelyek
elengedhetetlenek a rosszindulati daganatok kialakuldsahoz, mivel lehet6vé teszik az egészséges
allapotbol a neoplasztikus/novekedési allapotba valo transzformaciot [4]. Ezek kozott a tulajdonsagok
kozott szerepel immar az epigenetikai eltérések jelenléte, amely komplex szabalyozé mechanizmusként
hatassal van az Osszes tobbi daganatjellemzére is (1. abra). Valoban az utobbi években szamos
Osszefoglald kozlemény jelenik meg a daganatok epigenetikai eltéréseirdl, amelyeket ma mar terapias

célpontoknak is tekintenek [5].

1. dbra. Daganatok jellemzoi. (A) Daganat jellemzék Hanahan 2022-ben megjelent kozleménye alapjin
[4]. (B) Publikalt kézlemények szamdnak megoszidsa az epigenetika és daganat jellemzdk kozott. Az
epigenetikai mechanizmusok legnagyobb mértekben a daganatsejtek proliferaciojat, metabolizmusat,
daganatjellemzék, mint kulcsszavak keresési eredményeinek szamat abrdzolja 2023. 10. 16-i NCBI
PubMed keresés soran)

A B
Proliferativ jelatvitel Novekedési gatlas 2 5 o pnan e
fenntartdsa kikeriilése Proliferativ jelatvitel Novekedési gatlss lakertlése
Fenotipikus ¢
pL Epigenetikai szabalyozés fenntartasa
plaszticitas
. . v o
Sejtmetabolizmus ™ ¢ Immunrendszer Fenotipikus plaszticitas Epigenetikai szabélyozas
megvaltozasa @ P elkeriilése ~
o ) b at v Sejtmetabolizmus
Sejthalallal ,0}_4”-’ Y Replikacios megvaltozésa
f < - = H
szembeni ellendllas Wi~ "f.ff'-;g # immortalitis Sejthalallal
E " 0: o Y ) . szembeni ellendllas
Genom 1 Tumort segité Génom V-
instabilitas ‘;‘ﬁ&\) PR R gyulladas instabilités ; Immunrendszer elkeriilése
3 ~ . @ { Replikaciés immortalitds
Szeneszcencia " Qﬂ Mikrobiom eltérések Szeneszcencla gy Tumort segitd gyulladas
eIken:ulese elkeriilése = Mikrobiom eltérések
Erdjdonképzédés Migracié és invazio Erdjdonképzédés Migracié
vagy erek elérése aktivacié vagy erek elérése és invazi6 aktivacié

Osszegezve ezen eredményeket, kijelenthetd, hogy a daganatokat ma mar olyannyira epigenetikai

betegségnek, mint amennyire genetikai betegségnek tekintjiik. Az epigenetikai valtozasok ellentétben
6
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pl. egy DNS mutacioval, konnyen valtoznak, igy egyfelol ezt a daganatos sejtek adaptiv
mechanizmusként hasznaljak, de ugyanennek készonhetéen kivald terapias célpontok is egyben, hiszen

potencialisan reverzibilisek ¢s epigenetikai terapiaval visszaallithatok normal allapotukba [6, 7].

1.2. Epigenetikai szabalyozo mechanizmusok

A kromatin nukleoszoémak ismétl6do egységeibdl all, amelyek négy hiszton fehérje (H3, H4, H2A
¢s H2B) oktamerje koré csavardott, nagyjabol 140-150 bazispar DNS-b6l allnak [8]. A kromatin
szerkezetét modositd epigenetikai mechanizmusokat négy f6 kategoridba soroljak: i) DNS-metilécio, ii)
kovalens ¢és iii) nem kovalens hiszton moédosuldsok, valamint iv) nem kédolé RNS-ek, beleértve a
mikroRNS-eket (MiRNS) [8]. Ezek a mddosito tényezdk egyiittesen regulaljak a genom mitkodését, a
gének kifejezddését (génexpresszids mintazatot) a kromatin helyi szerkezeti dinamikajanak
megvaltoztatasaval, elsésorban annak hozzaférhetGségét és tomorségét szabalyozva. A metilacios és
kromatin allapotok finom szervezddése szabalyozza a génexpresszidos mintak normal homeosztazisat,
melyet a miRNS-ek altal képviselt finomhangold szabalyozas (in. ,,fine tuning”) egészit ki. Ezeknek a
modositasoknak az Osszessége meghataroz egy epigenetikai tajképet (epigenetic ,,landscape”), amely
jellemzé fajra és szdvettipusra, kiillonbozo fejlodési szakaszokra és betegségallapotokra, beleértve a
daganatokat [9].

Az epigenetikai szabalyozas tehat kiilonbozé szinteken valosul meg. Kezdve a DNS citozin
poszttranszlacios valtozasok jelennek meg a hiszton fehérjéken, a hisztonmddositd enzimek
mikodésében, a fehérje hisztonjelek olvasasaban, a kromatinhoz val6 kdtodésben, vagy a nukleoszoma-
remodelling-ben [2]. Végiil a génexpressziot a poszttranszkripcionalis szinten szabalyoz6 nem kodolo
pl. miRNS-ek is befolyasoljak. Ezek koziil vizsgalatainkban a miRNS-ek altal kozvetitett
géncsendesitési mechanizmusokat ¢és a DNS metilacio/demetilacié folyamatat vizsgaltuk
részletesebben.

1.2.1. miRNS-ek
A human genom, megkozelitleg 1%-a kodol fehérjét. A nagy ateresztoképességli RNS-szekvendlasi
technologiak széles korben torténo alkalmazasaval kidertilt, hogy az emberi genom ~90%-a nem-kodold
RNS-ekre (ncRNS) irodik 4t kisebb-nagyobb mennyiségben [10]. Ennek megfeleléen az Gsszes
transzkriptumnak csak 1-2%-a szarmazik fehérjekodold génekbdl [11]. Korabban a fehérjéket nem
kodold transzkriptumokat ,,szemétnek™ vagy transzkripcios zajnak tekintették [12]. Mara azonban
bebizonyosodott, hogy a nem kodold RNS-ek fontos szerepet jatszanak a sejt- és RNS-homeosztazisban.
Az ncRNS-ek csaladjat sokféleképpen osztalyozzak, tobbek kozott genomi pozicid, hatasmechanizmus
vagy méret alapjan [13]. Méret alapjan megkiilonboztetik a kis (<200 nukleotid, (nt)) és hossza (>200
nt) NcRNS-eket. A kis NCRNS-ek kozé tartoznak a miRNS-ek, amelyek a ncRNS-ek legelterjedtebben
vizsgalt osztalya [13]. Ezek rovid (kb. 19-25 nt hosszi) nem kodolé RNS molekulak, melyek

epigenetikai modositoként poszttranszkripcionalis modon szabalyozzak a génexpressziot.
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1.2.2.1. Biogenezis és funkcio

A miRNS-eket kodold gének a fehérjekodold gének intronjain beliil vagy intergenikusan
helyezkedhetnek el. El6fordulnak individualisan vagy a genomban csoportosulva (klaszterben), amikor
hosszu transzkriptumok részeként atirodva, tobb koordinaltan kifejez6dé miRNS-t foglalnak magukban.
Az RNS-polimeraz II altali atirast kdvetden érési folyamaton mennek keresztiil a sejtmagban és a
citoplazmaban (2. abra) [14]. A sejtmagban a primer miRNS-transzkriptumokat (pri-miRNS) egy RNaz
III (Drosha) tartalmt komplex hasitja, melynek eredményeként egy ~60-70 nt hosszu prekurzor-miRNS
(pre-miRNS) keletkezik, amelyet hajtii-szerti masodlagos szerkezet jellemez. A pre-miRNS molekulak
ezutan az Exportin-5 segitségével jutnak a citoplazmaba, ahol egy masik RNaz III enzim (Dicer) ezeket
~21 nt hossztsagu érett (kettds szal) miRNS-ekké hasitja (2. abra) [14]. Ezt a folyamatot nevezik
kanonikus biogenezisnek, de emellett t6bb, nem-kanonikus folyamatot is leirtak. Vannak miRNS-ek,
amelyek kikeriilve a Drosha vagy Dicer enzimeket processzalodnak, pl. gének intronjaibol kihasitva
(4n. miRtron-okbol splicing mechanizmussal) vagy az Dicer helyett az Argonauta 2 fehérje altal hasitva
(Drosha vagy Dicer filiggetlen biogenezis). Emellett a kis magi RNS-ekbdl és transzfer RNS-ekbdl is
képzddhetnek érett miRNS-ek (snoRNA-derived RNAs: sdRNAs; tRNA-derived RNAs: tdRNAs),
melyek ugyantigy a miRISC (miRISC, miRNA induced silencing complex) komplexben fejtik ki
csendesit6 hatasukat [15, 16].

Az érett miRNS duplex egyik szala (vezetd szal vagy érett miRNS) beépiil a miRNS-indukalt
csendesitd komplexbe (miRISC), mig a masik szal (utas vagy ,,passanger” szal, vagy a korabbi
nomenklatiraban *-gal jelolt szal) altalaban lebomlik. A miRISC-komplexben a miRNS bazisparosodas
szabalyainak tobbé-kevésbé megfeleléen — mivel a 16tydgés megengedett — interakcioba 1ép az hirvivo
harom f6 folyamaton keresztiil: az mRNS hasitdsa, az mRNS degradécidja deadenilacioval vagy a
transzlacié beindulasanak gatlasa révén (2. abra) elnyomja az mRNS expressziot. Egyes kiilonleges
esetekben a miRNS-ek a génexpressziot is fokozhatjak [17, 18].

A miRNS-ek szerepe elsdsorban a génexpresszios szintek optimalizalasaban (in. "finomhangolo"
szerep) és az adaptiv génexpresszios szabalyozas biztositasaban rejlik. Becslések szerint az 0sszes
fehérjekodold gén koriilbeliil 30-50%-at szabalyozhatjak miRNS-ek. Mivel egy miRNS potencialisan
tobb transzkriptet céloz meg, és egy-egy gén expressziojat szamos miRNS szabalyozhatja, a netto

expresszios eredmény a vonatkozé miRNS-mRNS (miRNS-target) halozat eredménye [19-21].
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2. abra. miRNS biogenezis és funkcio (részleteket lasd a sz6vegben)

DGCRS8: DiGeorge syndrome critical region gene 8, a Drosha mikroprocesszor komplex tagja;
TRBP: TAR-RNA binding protein, a Dicer RNaz kofaktora

DNS
miRNS gén transzkripcié r:‘,cR.‘r'mv transzkripcio i il
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1.2.2.2. miRNS-ek szerepe daganatokban

Attol fiiggden, hogy mi a célmolekulajuk (target), elosegithetik vagy elnyomhatjak a daganatok
fejlodését és progressziodjat, igy megkiilonboztetiink onkomiR-eket €s tumorszupresszor hatasti miRNS-
eket. A miRNS-ek felfedezését kovetéen 2002-ben Calin és munkatarsai els6ként irtak le kapcsolatot a
MIiRNS-ek és human daganatok kozott [22]. Kimutattak, hogy B-sejtes kronikus limfocitas leukémiaban
egy gyakran deléciét szenvedd kromoszomarégioban (13q14) a miR-15 és miR-16 csokkent
expresszioja meghatarozd szereppel bir a daganatkialakulds szempontjabol. Azdta szdmos egyéb
tumorszupresszor és onkomiR kertilt leirasra, melyek hatasat funkcionalis vizsgalatokkal igazoltak [23].

A daganatokban kimutathatdé miRNS eltérések hatterében az esetek felében kromoszoémalis vagy
DNS szintii eltérések mutathatok ki, igymint genomi deléciok, amplifikaciok. Emellett azonban a
Drosha és Dicer enzim funkcidinak eltéréseit is leirtak, pl. petefészek, hugyholyag, gyomor vagy
méhnyakrak esetében [23].

A daganat stadiuma a betegség diagnoézisakor jelentésen befolyasolja a kiujulas, a progresszio és
a halal kockazatat. Szamos daganattipus esetében jelenleg hianyoznak a korai felismerési modszerek
vagy szurévizsgalatok, igy a korai felismerés kérdése igéretes teriilet a miRNS-alapti diagnosztika
szamara. Mivel miRNS expressziés mintazat rendkiviil jellemzé a sejttipusra és a miRNS-ek eltér6en
fejez6dnek ki a normal és a rakos sejtek kozott, igy a miRNS-ek segitséget nyujthatnak pl. olyan
daganattipusok beazonositasaban, ahol a szovettan nehézségekbe iitkozik. Példaul amikor a biopsziaval
vagy citologiai kenettel gy(ijtott daganatos sejtek kis mennyisége megneheziti a szovettani diagnozist,
¢s jelentésen noveli a vizsgdlok kozotti variabilitast. Tidordk esetén tobb ilyen vizsgalatban
bizonyitottak a miRNS-ek hasznossagat [24-26]. Emellett a szdvettani altipusok miRNS-alapu

vizsgalatokkal torténd osztalyozasanak képességét sikeresen bizonyitottak veserak, mellhartya
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(mesothelioma) és mas daganattipusok esetében is [27, 28]. A szOvetspecifitds nagy potenciallal
rendelkezik az ismeretlen elsddleges eredetii (cancer of unknown primary, CUP) vagy bizonytalan
eredetli rak diagnosztizaldsaban is, mivel a tumorszdvet eredete kulcsfontossagu a megfeleld kezelési
terv kivalasztasahoz [24]. A diagnosztika mellett a prognozis meghatarozasa szintén fontos feladat.
Olyan daganatok esetében, ahol a malignitas nehezen vagy nem itélhet meg a szovettani vizsgalatokkal

(pl. feokromocitoma) a miRNS-eknek szintén fontos szerep juthat.

1.2.2.3. Extracellularis miRNS-ek, mint potencidlis biomarkerek

Az miRNS-¢k extracellularis térben valo jelenlétének felfedezése korabban fel nem ismert j
miRNS funkcidk [étezésére hivta fel a figyelmet. Valoban, a miRNS-ek kimutathatok a legkiilonb6zdbb
folyadékbiopszias mintakban, tobbek kozott a szérumban, a plazmaban, a nyalban ¢és a vizeletben [29].
Emellett a testnedvek kiilonbozé (sejtes és sejtmentes) kompartmentjei is tartalmazhatnak ncRNS-eket
[30]. Bar az extracellularis tér nagy mennyiségben tartalmaz RNaz-okat, a miRNS-ek viszonylag
ellenalloak a nukleolitikus degradacioval szemben [31, 32]. Az extracellularis tér miRNS-ei szerepet
jatszanak a sejtek kozotti kommunikacidban, mivel hormonszerit molekulaként mikodhetnek, és
parakrin vagy endokrin modon befolyasoljak a kiilonb6z6 sejtek viselkedését [33].

A miRNS-ek az extracellularis térben membranvezikulakban (exoszémak, mikrovezikulak és
apoptotikus testek), RNS-ko6t6 fehérjékhez vagy lipoprotein komplexekhez (nagy stiriségii lipoprotein,
HDL) kotve talalhatok [18, 32]. Az exoszomak kis méretli vezikulak (30-100 nm), amelyek
endoszomakbol szarmaznak, és az intraluminalis vezikuldkat tartalmazé multivezikularis testek
plazmamembrannal valé Osszeolvadasaval szabadulnak fel a sejtbdl. A mikrovezikulak nagyobb
méretliek (100-1000 nm), és a plazmamembranbol torténd leflizddéssel keletkeznek. Az apoptotikus
testek (500-2000 nm) az apoptozisban 1évé sejtekb6l szabadulnak fel, és szintén tartalmaznak tobbek
kozott miRNS-eket is (3. abra). Mig a mikrovezikuldk és az apoptotikus testek citoplazmatikus
tartalmat tiikroznek, addig az exoszomak miRNS-profilja eltér a sziilosejtekétol, és egy szelektiv
szortirozas eredményeként alakul ki. Az extracellularis vezikuldk a sejtek kozotti kommunikacio egy
formajat jelentik, mivel miRNS tartalmuk valdsziniileg membranreceptorokon keresztiil felvehetd a
befogado sejtekbe, és a hormonokhoz hasonloan autokrin, parakrin és esetleg endokrin modon fejtik ki
hatasukat [18, 34].

Az extracellularis vezikuladk (EV-k) mellett a keringd miRNS-ek jelent6s része
ribonukleoproteinekhez (RNS kot6é fehérjékhez) vagy protein komplexekhez kapcsolodik [32]. RNS-
kotd fehérjéket azonositottak, amelyek a miRNS-ekkel egyiitt szabadulnak fel, példaul az Argonauta 2
(Ago2), amely az RNS-indukalt csendesitdé komplex mikodésében ¢és a miRNS-medialt
géncsendesitésben jatszik szerepet, valamint a nukleofoszmin 1 (NPM1) és a nukleolin, amelyek a
riboszomak nukleéris exportjat szabalyozzak. [38]. Ezek a fehérjék megvédik a miRNS-eket az RNaz-
kozvetitett degradaciotol, és stabilizaljak a keringd miRNS-eket. Ezenkiviil az extracellularis miRNS-

eket alacsony (LDL) és magas sliriségii lipoproteinekben (HDL) is kimutattak [18, 35, 36].
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3. abra. miRNS-ek kikeriilése az extracellularis térbe (részleteket ldsd a szovegben)
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Bar szamos tanulmany kiemeli az miRNS-ek sejtek kozotti kommunikacioban betoltott

funkcidjat, pontos bioldgiai jelentéségiik a mai napig nem tisztazott [18]. Mindazonaltal a miRNS-ek
testfolyadékokban torténd expressziés mintdzata nagymértékben korreldl bizonyos fiziologias és
patofizioldgiai allapotokkal, ezért gyakran felvetddik szerepiik, mint potencialis biomarkerek [13, 37].
Ezt magyardzza az is, hogy az extracellularis miRNS-ek stabilak a hémérséklettel, a szélsdséges pH-
valtozasokkal vagy az ismételt fagyasztasi-olvasztasi ciklusokkal szemben kis méretiik, vagy az EV-k

altal védett jellegiik miatt [13, 31, 38].

1.2.2. Metilacio-demetilacio
1.2.2.1. Metilacio-demetildcios ciklus és annak szabdlyozdsa

A DNS-metilacié talan a legszélesebb korben tanulméanyozott epigenetikai szabalyozo
mechanizmus emldsokben és emberben. Stabil géncsendesité mechanizmust kdzvetit, amely fontos
szerepet jatszik a génexpresszid és a kromatin architektira szabalyozasaban a tobbi epigenetikai
mechanizmussal kardltve [9] Az emldsokben a DNS-metilacio elsdsorban a citozin bazison valosul meg
alapjan az dsszes citozin koriilbeliil 3-4% -a metilalt a normal emberi DNS-ben. A CpG dinukleotidok
azonban nem egyenletesen oszlanak el az emberi genomban, hanem révid DNS-szakaszokban,
ugynevezett "CpG-szigetekben” (CGIl: CpG island) és nagy ismétlédé szekvenciak régidiban
koncentralédnak (pl. centromer ismétlddések, retrotranszpozon elemek, rDNS stb.) [39, 40]. A CpG-
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szigetek els6sorban a gének 5’ végén helyezkednek el, és az emberi génpromoterek ~60% -at foglaljak
el [41]. Az itt talalhatd CpG-szigetek szovtettipustol fiiggden metilaltak, vagy nem metilaltak és
meghatarozzak a sejtspecifikus génkifejezédést. Eml6sok esetében a CpG szigetek 70-80%-a metilalt
régiokban talalhatd CpG szigetek altaldban nem az aktiv gének miikddését befolyasoljak, hanem
feladatuk pl. nagy repetitiv szekvencidk, pszeudogének, transzpozonok és endogén retrovirus
szekvencidk elnémitasa. Emellett szerepet jatszanak az imprintalt génkifejezddés, az X-kromoszoéma
inaktivacio és a csiravonal-specifikus gének szabalyozasaban is [42].

A DNS metilacidjanak kialakitdsaban az ’iré’ funkciot a DNMT (DNA methyltransferase)
enzimcsalad végzi (emberben a DNMT1, DNMT3A ¢és DNMT3B), ahol a metildonor szerepét az S-
adenozilmetionin (SAM) t6lti be [43]. A DNMT1 a sejtosztodas soran a replikaciot kovetéen aktiv. A
hemimetilalt DNS-hez koétve a metilacios mintazat masolasaval a sejtmemoria fenntartasaért felelos. A
SAM mellett a DNMTL1 fontos kofaktora az UHRF1 (Ubiquitin Like With PHD and Ring Finger
Domains 1), amely a DNS molekulahoz valo kotésért, a hemimetilalt régiok felismeréséért felelos. A
kofaktor hianya a genom 5-metilcitozin (5mC) mennyiségének csokkenéséhez vezet [44]. A DNMT3A
¢s DNMT3B de novo metilacioért felelds fehérjék aktivitasa altalanos, nem CGI szelektiv, és az egyedi
metilaciés mintazat kialakitasat biztositja. A DNMT enzimek aktivitasa poszttranszlacios szinten
szabalyozott, kiilonb6z6 poziciokban torténd metilacio és foszforilacio altal [43, 45].

A DNS metildcidja nem egyirdnytl folyamat, dinamikusan valtozik a sejtciklus ¢és a
sejtdifferencialodas soran. A demetilacio aktiv vagy passziv modon is térténhet. Passziv mddon az SmC
amino csoportjat elvesztve timinné alakul, amit a DNS hibajavitdo enzimek (TDG: a timin-DNS
glikozilaz és BER: baziskivagésos hibajavitas) elimindlnak. Az aktiv, enzimatikus demetilacié tobb
1épcsds oxidaciot kovetden valosul meg (4. abra). Az els6 1épéseket a 2-oxoglutarat fliggd dioxigenaz
csalad tagjai a TET (Ten-Eleven Translocation Methylcytosine Dioxygenases) enzimek katalizaljak, igy
ezek a metilcsoportok ’torl6i’. 5SmC-bol elsé 1épésben 5-hidroximetilcitozin (5hmC), majd 5-
formilcitozin (5fC), végiil 5-karboxicitozin (5caC) keletkezik (4. abra). Az 5fC és 5caC citozinra
torténd cseréjét a TDG/BER enzimek végzik. A TET enzimcsalad oxidacios aktivitdsahoz az UHRF2
kofaktor jelenléte sziikséges, feladata az ShmC nukleotidok felismerése. Az SmC oxidalt formainak
mindegyikéhez kothetok specifikus ’olvasok’, melyek 6nallo epigenetikai jellegként befolyasoljak a
génkifejez6dést [46].

Az 5mC mellett a masik stabil, nagyobb mennyiségben jelenlevd citozin intermedier az ShmC.
Mennyisége a sejtciklus soran szamottevéen nem valtozik, azonban nagyban eltér a kiilonb6zo
szovettipusokban [47]. Altaldban a genom teljes citozin mennyiségének kevesebb, mint egy szazalékat
teszi ki, de mennyisége szévettipus fiiggd (pl. agy: 0,7%; vese: 0,4%; sziv: <0,1%) [48]. Magas CpG

tartalmu helyeken, mint a promoter vagy enhancer régiok nagy mennyiségben van jelen [47].
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4. dabra. Metilacio-demetilicio ciklus (részileteket lisd a szovegben). DNMT: DNS N-methyl
transferase; TET: Ten-Eleven Translocation Methylcytosine Dioxygenases; TDG: thymine DNA
glycosylase; BER: base excision repair; 5mC: 5-metil citozin; 5hmC: 5-hidroximetil citozin; 5fC: 5-
formil citozin; 5caC: 5-karboxil citozin
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A TET enzimek szabalyozasa poszttranszlacios szinten foszforilacioval, illetve glikozilacioval torténik.
Mikodésiiket kompetitiv inhibitorként gatoljak a citrat kor onkometabolikus hatassal is rendelkezo
intermedierei (szukcinat, fumarat), valamint a daganatokra jellemz6 oxigén hianyos kdzeg. A citrat kor
koztitermékeinek érintettsége miatt a résztvevo enzimek hatassal vannak a DNS demetilacidjara, igy
azok genetikai eltérései (szukcinat-dehidrogenaz, fumarat-hidrolaz, izocitrat-dehidrogendz gének

mutacidi) nagyban befolyasolhatjak a DNS metilacios/demetilacios statuszat [49].

1.2.2.2 Metildacio-demetildcio szerepe daganatokban

A néha 5. bazisnak is nevezett 5-metilcitozin (SmC) eloszlasi mintdzata mas a daganatokban a
normal sejtekhez képest, legalabb harom aspektusban [2]. Az els6 kiilonbség a daganatos sejtek
genomjanak 4ltaldnos hipometilacigja. Emellett fokalis hipermetilacio detektalhatdé a TSG
promotereiben. A harmadik fontos szerep pedig az SmC-0k kozvetlen mutagenezise dezaminacioval
(spontan vagy kornyezeti hatdsra). Mindharom valtozas altalaban egyidejlileg fordul el6 és jarul hozza
a daganatok kialakuldsdhoz, ami arra utal, hogy a DNS metilacio megvaltozott homeosztazisa kozponti
szerepet jatszik a tumorigenezis folyamataban [2].

Az elmult évek kutatasai alapjan elmondhat6, hogy az SmC mellett annak oxidalt formainak,
foként az ShmC megvaltozott mennyisége a karcinogenezis korai jele kozé tartozik. Mig
altalanossagban az SmC mennyiségének novekedése, addig az ShmC csokkenése tarsul rosszabb
prognoézissal. Ennek lehetséges okaként a citratkér IDH (Isocitrate Dehydrogenase) enzimeinek
megvaltozott aktivitasat, igy az onkometabolitok felhalmozdodasat, vagy a katalizalo enzimek defektusat
emlitik [50]. A DNMT3A mutécidja akut mieloid leukémia, mielodiszplazias szindroma, mielofibrozis
¢és kronikus mielomonocitas leukémia kialakulasahoz, a TET1 mutacioja kevert vonalu leukémia, a
TET2 defektusa akut mieloid leukémia, mieloproliferativ neoplaziak, szisztémas masztocitozis,

mielodiszplazias szindromahoz és kronikus mielomonocitas leukémia hatterében allhat [51]. Az
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ugynevezett metilalt CpG sziget fenotipus (CIMP) megjelenése mogott a TET enzimek csokkent
mennyisége révén csokkent demetilaciot feltételeznek vastagbél daganatok kapcsan végzett

vizsgalatokban [51, 52].

1.2.2.3. Demetildcios intermedierek, mint tumormarkerek

Mig a DNS metilacié gyakran vizsgalt epigenetikai eltérés, a DNS demetilacidjara vonatkozo
irodalmi adatok szegényesek, illetve ellentmondasosak, melynek oka a mechanizmus Osszetettsége
mellett a citozin intermedierek elkiilonitésének nehézsége és az eltérd mérési technikdk felhasznalasa
[53]. A DNS metilaciojanak kimutatasi modszerei harom alapelven mikddnek: restrikciés enzimek
specifikus metilalt motivumok felismerése és hasitasa, a fehérjék affinitasbéli kiilonbsége
immunoprecipitdcioban, vagy a kémiai reakcion alapuldé nem-metilalt citozinok biszulfit konverzios
modositasa. E modszerek valamelyikének kombinacioja DNS szekvenaldssal vagy microarray
technikaval a DNS metilacio legelterjedtebb vizsgalémodszerei kozé tartoznak [54].

A kisebb genomi szakaszok vizsgalatanal leggyakoribb, arany standardnak szamité technika a
biszulfit konverziot kovetd Sanger szekvenalds, mig a teljes genomi vizsgalatokhoz a biszulfit
konverziot kdvetd Uj generacios szekvenalas (WGBS). Hatranya, hogy alapja a nem metilalt citozin
nukleotidok konverzidja uracilla (U), melyek polimeraz lancreakcios (PCR) sokszorositast kdvetéen
timinként (T) jelennek meg a szekvenciaban, tehat citozin nukleotidként csak az 5mC-0k olvashatok.
Ez a jelenség a DNS fragmentalodasa mellett szintén nehézséget okoz a szekvencia illesztésében, mely
kifejezetten nehézkes az alacsony komplexitasua DNS szakaszokon. A nagy ateresztoképességii technika
hatranya a célzott DNS szakasz vizsgalatdhoz képest a DNS szakaszok csokkent és nem homogén
lefedettsége, valamint a technika komplexitasa és magas koltsége [53, 54].

A kiilonb6z6 (gyongyos vagy array) hibridizacids technikak jol definialt, specifikus régiok
(promoter, enhancer €s 3’ at nem ir6do régiok) vizsgalatara alkalmasak biszulfit konverziot kovetden.
Ez is nagy atereszt6 képességii technika, azonban koltséghatékonyabb a WGBS-nél, és a mérés preciz
végrehajtasa sem kivan kiemelked6 szaktudast, mint az 0j generacios szekvenalasi technika [53, 54].
Hatranyat az eldre kijelolt probaszetek képviselik, melyek meghatarozzak a vizsgalhato régiokat. Sajnos
a biszulfit konverzion alapuld technikdk nem képesek megkiilonboztetni a kiillonbozé metilacios-
demetilacios intermediereket, igy példaul az ShmC-t is 5mC-ként mérik be.

A nagy nyomast folyadék kromatografiaval Osszekotott tomegspektrometrias (HPLC-MS/MS)
mérés elénye a tobbi klasszikus analitikai vizsgalattal szemben, hogy alacsony a sziikséges DNS
mennyiség (50 ng), és rossz mindségii DNS mintak (pl. FFPE mintak) vizsgalatara is alkalmas [53].
Emellett minden mas technikahoz képest pontosabb kvantifikaciot tesz lehetové. A fenti technikak koziil
egyediiliként a HPLC-MS/MS alkalmas egy 1épésben az SmC és ShmC elkiilonitésére. Kimondottan az
5hmC kimutatasa ezen kiviil vagy specifikus antitesttel, vagy az 5hmC-t szelektiven felismer6 enzimes

atalakitasokat felhasznalo kitekkel lehetséges [53, 55].
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L.3. Jelatviteli utvonalak eltérései dagantokban

A genetikai és epigenctikai eltérések a daganatokban intracellularisan jelatviteli Utvonalak
megvaltozott mitkddéséhez vezetnek, amelyek végsd soron meghatarozzak a tumorsejtek viselkedését.
Az ujgeneracios szekvenalas és a multiomikai elemzések terén elért kozelmultbeli eredmények
ramutattak, hogy a jelatviteli utvonalak szorosan 6sszefonodnak, és olyan komplex halézatokat alkotnak
a sejten beliil, amelyek teljesebb feltérképezése segitheti a pontosabb célzott terapiak kivalasztasat. gy
a daganatsejtek molekularis valtozasai és a kapcsolodo jelatviteli utvonalak a daganatellenes ,,precizios”
terapia felé nyitnak kapukat (pl. kis molekulaju inhibitorokal vagy monoklonalis antitestek az EGFR,
VEGF vagy RET jelatvitelek gatlasara) [56].

Az legfontosabb onkogének (példaul MYC, RAS, BRAF ¢és KIT) és tumorszuppresszor gének
(példaul TP53, BRCAL1 és PTEN) felfedezése ota szamos intracellularis jelatviteli it megvaltozott
mukodését irtak le a daganatokkal Osszefliggésben, amelyek fontos szereppel birnak a talélést és
novekedést elésegito sejtfolyamatok végrehajtasaban és szabalyozasaban, egyetértésben a Hananan és
Weinberg altal leirt daganattulajdonsagokkal. Amellett, hogy 6nmagukban fontos szerepet toltenek be
a tumorigenezisben, szamos ponton egymassal interakcioba 1épnek, szabalyozva egymas miikodését. A
szamos jelatviteli utvonal koziil részletesen a sejtciklus, az Aril-hidrokarbon receptor (AHR), a Wnt és

TGFp jeltaviteli itvonalatat érdemes részletesebben attekinteni az eredmények bevezetéséhez.

1.3.1. Sejtciklus

Az egyik legalapvet6bb funkcid a sejtciklus szinte mindig érintett a daganatsejtekben kozvetlentil
vagy indirekten a genomi stabilitast szabalyozd gének altal, amelyet terapiasan is kihasznalnak pl.
CDKA4/6 gatlok vagy BRCAL/2 mutaciot hordozo sejtek célzott kezelésével (poli-ADP ribdz polimeraz
— PARP — inhibitorok). Végsé soron minden novekedési és talélési szignal ide konvergal, hiszen a
daganat egyik f6 jellemz6je a sejtciklus zavart mitkodése kovetkeztében kialakulo sejtszaporulat [57].

A sejtciklus elérehaladasat a ciklinfliggd kinaz (CDK) aktivacid hatarozza meg az interfazis és az
M fazis (mitdzis) soran. Ennek az aktivitasnak az elvesztése a G1 fazisban és a mitdzis soran az APC/C
(anaphase promoting complex) komplexeken keresztil a ciklinek lebomlasdhoz vezet,
kovetkezményesen a sejt visszatér az interfazisba. Az E2F-fiiggd transzkripcio mind a Ciklin E, mind a
Ciklin A felhalmozodasat eredményezi, amely, mintegy elkotelezodést jelent az S fazisba valo
belépéshez (G1/S ellenérzési pont) (5. abra). A ciklin E-CDK2 aktivitasa tovabb aktivalja az E2F-fliggd
transzkripciot, pozitiv visszacsatolasi hurkot hozva létre és ciklin A-CDK2 komplex kialakulasat is
eredményezi. Ezzel a sejt belép az S fazisba és a DNS replikacio megkezdddik. A ciklin A/B-CDK1
komplex ezt kovetd felhalmozodasa egy masodik ellendrzési ponthoz (G2/M) vezet az S fazis
befejezddését kovetden. A CDC25 foszfataz és WEE] kinazok koordinalt miikodése eredményeképp a
sejt beléphet a mitotikus fazisba. A mitotikus kilépéshez az APC/C-CDC20 komplex aktivalasa és a

rrrrrr

szignalok fennallnak, a ciklin D-CDK4/6 komplex felhalmozodasa és aktivacidja lehetové teszi a sejtek
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szamara, hogy Ujra belépjenck a sejtciklusba, illetve megakadalyozza a sejtciklusbol vald kilépést [57,

58] (5. abra).

5. abra. A sejtciklus szabdlyozdsa. A sejtciklust a ciklinek ciklin-dependens kinazokkal (CDK) alkotott
komplexei szabdlyozzadk. A gatlo molekuldk p15, p16, p18, p19, p21, p27 és p53 zélddel jeloltek. APC/C:
anaphase promoting complex, PTTGL: Pituitary-tumor transforming gene dltal kédolt fehérje, szekurin,

mely a mitozisban a testver kromatidak szétvalasat szabalyozza. (részleteket lasd a szévegben)
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allapot interfazis
1.3.2. AHR jelatvitel

Az aril-hidrokarbon receptor (AHR) egy ligand-aktivalt transzkripcios faktor, amely a
klasszikusan ismert xenometabolizmusban betoltott szerepe mellett a daganatok kialakuldsara is hatassal
van. Az AHR tumorokban betdltott szerepe komplex, daganat serkentd €s tumorellenes aktivitasat is
leirtak [59, 60]. A képet szinesiti, hogy az AHR ligandok kiilonb6z6 osztalyai, s6t az ugyanazon
osztalyba tartozo ligandok is eltéréen modulalhatjak az AHR-medialt biologiai folyamatokat. Ligand
hianyadban az AHR a sejt citoplazmajaban talalhatd, komplexet képezve egy hosokk és ko-chaperon
proteinekkel (heat shock protein 90: HSP90 és X-associated protein 2 vagy arylhydrocarbon receptor
interacting protein: XAP2 vagy AIP). Agonista kotésekor, az AHR komplex transzlokalodik a
sejtmagba, heterodimert képezve az AHR nuklearis transzlokatorral (ARNT). Ez a heterodimer képes
kotodni a DNS molekulan talalhatd dioxin-érzékeny elemhez (DRE), ami sokféle gén atirodasat
eredményezi. Az AHR célgének koziil a citokrom P450 1A1 (CYP1AL1) kozvetiti a xenometabolikus
funkcidt azaltal, hogy semlegesiti a prokarcinogén anyagokat [59] (6. abra).

A daganatban és annak mikrokdrnyezetében, amely szamos sejttipusbdl all, endogén AHR ligandumok
termelddnek, amelyek autokrin vagy parakrin modon tartds AHR aktivaciohoz vezet a daganatokban (6.
abra). Az AHR funkcio a tumorsejtek proliferacioja tekintetében fliigg a sejttipustol €s a vizsgalt
mechanizmustol is. A sejtkultiira modellekben a gyulladasos ingerek és az AHR agonisték szinergista
modon indukaljak az AHR célgéneket [59].

Az AHR aktivitast a daganatokban és a kornyezd nem rosszindulati és stromalis sejtekben
emelkedettnek talaltak, valamint endogén AHR agonista ligandokat mind a tumor, mind a stromalis

sejtek termelnek. Az AHR aktivacio és a gyulladasos citokin jelatvitel, amely a daganatok kozos
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jellemzdje, a gyulladaskeltd faktorok, koztiik az interleukin 6 (IL6) szinergista indukcidjat eredményezi,
sulyosbitja a gyulladast, mikdzben egyidejiileg el6segiti az immunszuppressziv szabalyozd T sejtek
(Treg) differencialodasat az IL10 fokozott expresszidja, a transzformald novekedési faktor B (TGFp) és
a vaszkularis endotelialis novekedési faktor A (VEGFA) révén (6. abra). Az AHR ligandok szisztémas
¢és tumorlokalizalt generacidja, valamint a fokozott AHR expresszi6 és aktivitas gyulladéaskeltd, mégis
immunszuppressziv tumor mikrokdrnyezetet hozhat 1étre, amely eldsegiti a tumor talélését és az

immunrendszer kikertilését, s ezaltal a tumor progresszidjat eredményezi [59].

6. abra. AHR, Wnt és TGFp jelatvitel. (részleteket lasd a szovegben)
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Tobb mechanizmus felmeriilt az AHR aktivacido proliferativ és antiproliferativ hatasanak
magyarazatara. Az AHR a mitogén novekedési faktorokat kddold gének — példaul a vaszkularis
endotelialis novekedési faktor A (VEGFA), a vérlemezke-eredetii novekedési faktor (PDGF), az
epiregulin, az amphiregulin és a fibroblaszt novekedési faktor 9 (FGF9) — kozvetlen transzkripcios
aktivatoraként mikodik azaltal, hogy promotereikben kotodik a DNS-en az AHR valaszelemekhez
(AHR response elements, ARE). Er6s mitogénekként ezek a névekedési faktorok hozzajarulnak a tumor
agonista altal kdzvetitett tumorsejt-proliferaciot. Ligand hidnyaban az AHR komplexet képez a ciklin

D-vel és ciklinfiiggd kindazokkal 4 (CDK4) mely elnyomja a Retinoblasztoma fehérje (RB)
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foszforilaciojat, ami az E2F-medialt G1/S fazis progressziojat gatolja. Az AHR agonistanak vald

------

crcr

crer

fokozott atmeneti AHR nukledaris transzlokaciot és aktivitast mutattak ki Jun kinaz (JNK) aktivacion
keresztill, amely fokozott migraciot eredményezett. fgy az AHR aktivacio, akar a sejtadhézio
elvesztésébdl, akar agonista stimulaciobol ered, elésegitheti a metasztazis képzést. Ugy tiinik, hogy az
AHR transzkripcids aktivitasa szamos pro-migracios faktor expresszidjat megvaltoztatja, beleértve
adhézios fehérjéket, jelatviteli adaptereket és transzkripcids faktorokat. Az AHR aktivacio epitelialis-
mezenchimalis atmenet (EMT) beinditasahoz is vezet (pl. SLUG (SNAI2) expresszio, amely
kovetkezményesen csokkenti az E-cadherin expressziot és a sejtadhéziot). A citoszkeletalis
atrendezOdést eldsegité matrix metalloproteinazok (MMP-k) és intracellularis jelatviteli faktorok
(példaul VAV3) AHR-fliggé expresszidja fokozza a tumorsejtek migracios képességét (6. abra). A
tumorral 0sszefiiggd gyulladasos citokin jelatvitel jelenléte onfenntartd szinergikus hurkot eredményez
az AHR aktivalassal kombinalva, ami tovabb fokozza a sejtek motilitasat. Emellett az AHR célgének
tumorhoz kapcsol6dd immunsejtek altali termelése eldsegiti az immunszuppressziv szabalyozo T sejtek
(Treg) differencialodasat, ami csillapitja az izolalt mozgd tumorsejtekre adott immunvalaszt, ezaltal

lehet6vé teszi a tavoli masodlagos daganatok kialakulasat [59].

1.3.3. Wnt jeldatvitel

A kanonikus Wnt jelatvitelben a Wnt ligandumok hianya (Wnt jelatvitel inaktiv allapota) a -
katenin foszforilacidjahoz vezet az Gn. destrukcios komplexben (Axin, APC, GSK3p kinazok, kazein
Amennyiben szekretalt Wnt ligandumok (példaul Wnt3a és Wntl) Wnt receptorokhoz (Fzd) és ko-
receptorokhoz (LRP5/6) kotédnek, a Wnt jelatvitel aktivalodik [61] (6. abra). Ennek hatasara a
destrukcios komplex inaktivalodik, a B-katenin stabilizalodik, majd a sejtmagba transzlokalddik, ahol
aktiv komplexet képez a LEF (lymphoid enhanced factor) és a TCF (T-cell factor) transzkripcios
faktorokkal és szamos gén atirodasat eredményezi, tobbek kozott, ciklinek, c-myc, matrix
metalloproteazok transzaktivacigjat, valamint gatolja a CDKNZ2A transzkripcidjat). A nem kanonikus
Wnat jelatvitelt (B-katenin-fliggetlen) a nem-kanonikus Wnt ligandumok (pl. Wnt5a) inditjak el (6. abra).
Az egyik nem-kanonikus Wnt utvonal az in. Wnt/PCP (planar cell polarity) jelatvitel esetén a nem-
kanonikus Wnt ligandok a ROR-Fzd receptor komplexhez kotddnek, amely kis GTPaz aktivaciot
kovetéen Rho és Jun kinazokat aktivalnak. A masik nem-kanonikus Wnt utvonalban (Wnt/Ca2+) a
jelatvitelt a kis G fehérjék altal indukalt foszfolipaz C aktivitds inditja el, ami intracellularis
kalciumaramlashoz és kovetkezményes kalciumfiiggd citoszkeletalis és/vagy transzkripcids valaszokat

valt ki [62]. igy mindkét nem-kanonikus Wnt jelatvitel a Racl, RhoA, PLC aktivéacio, Aurora kindz A,
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valamint szamos egyéb transzaktivalt célmolekulan keresztiil a citoszkeleton atrendezédéséhez vezet,
szabalyozza a sejtpolaritast és a migraciot [63, 64] (6. abra). A Wnt ttvonal eltérései szinte minden
daganattipusban fontos szereppel birnak, igy a hipofizis neuroendokrin tumorok, mellékvese vagy

crer

invaziéjaban [62, 65, 66].

1.3.4. TGFp jelatvitel

A transzformalo ndvekedési faktor B (TGFp) jelatvitel szamos sejtfunkciot szabalyoz, beleértve
a proliferaciot, az apoptozist, a differencialoédast, az epitelidlis-mezenchimalis atmenetet (EMT) és a
migraciot [67]. A TGFp Gtvonal aktivaciot a receptor ligandok (TGFp, aktivin, inhibin, csontmorfogén
fehérjék: BMP (bone morphogenetic factor) receptorhoz valo kotddése inditja el. Ezek mindegyike a
megfeleld6 TGFf receptorokhoz kotddik. Eddig hét TGFBRI (més néven aktivinszer( receptor kindz,
ALK1-7), 6t TGFBRII (TGFBR2, BMPR2, ACVR2, ACVR2B és AMHR2) és két TGFBRIII
(betaglikan és endoglin) receptort azonositottak. A kanonikus utvonalon a TGFp receptor-ligand
kotédés indukalja az intracellularis effektorok, a Smad molekulak foszforilaciojat (6. abra). Ezeket
receptor-Smad-oknak (R-Smad: Smad-1, -2, -3, -5 és -8;) nevezik, amelyek felel6sek a jeltovabbitasért.
Az R-Smad fehérjék transzlokalddnak a sejtmagba, és a TGFp célgének transzkripcidjat vezénylik. A
TGFp jelatvitel aktivitasat befolyasolja a k6z6s mediator Smad (Co-Smad: Smad-4), amely sziikséges a
jelatvitelhez, és a gatld Smad-ok (I-Smads: Smad-6 és -7), amelyek a TGF[ jelatvitel negativ
visszacsatolasu szabalyozoiként mitkodnek [68].

A TGFp szamos egyéb jelatviteli utat is stimulal, amelyek fiiggetlenek a Smad fehérjéktol. A
nem-kanonikus Utvonalon az aktivalt TGFp receptor komplex szamos fehérjén keresztiil kozvetiti a
jeleket, mint példaul tumor nekrozis faktor (TNF) receptor asszocialt faktor 4 (TRAF4), TRAF6, TGFp-
aktivalt kinaz 1 (TAKI1), p38 mitogén aktivalt protein kindz (p38 MAPK), p42/p44 MAPK, Rho,
foszfatidilinozitol 3-kinaz PI3K/AKT, extracellularis jelszabalyozott kindz (ERK), JUN N-terminalis
kinaz (JNK) vagy nuklearis faktor-kB (NF-kB) [69] (6. abra).

A TGFp diszregulécidja jelentds szerepet jatszik a karcinogenezisben. A daganatképzddés korai
elésegiti az apoptozist. A kanonikus Utvonalon keresztiil a TGFp gatolja a sejtciklus progresszidjat a
ciklinfiiggd kinaz (CDK) inhibitorok, a p21 és p15 aktivalasaval. Emellett elnyom egy fontos onkogeént,
a c-Myc-t, amely serkenti a proliferaciot €s gatolja a p21 és p15 transzkripcios aktivalasat. Ezenkiviil a
TGFp apoptozist is indukal antiapoptotikus molekulak modulalasaval (pl. B-sejtes limfoma-2 (Bcl-2),
halalreceptor fibroblaszt asszocialt antigén (FAS), ndvekedés gatlo ¢és DNS-karosodas-indukalo
molekula (GADDA45p), sejthalallal 6sszefliggd kinaz (DAPK) és kaszpazok révén). A nem-kanonikus
TGFp jelatvitel szintén segiti a tumorszuppresszor hatast a p38 MAPK tutvonalon keresztiili kaszpaz-8-
fiiggd programozott sejthalal aktivaciojaval [68, 69].

A daganatos betegségek késobbi stadiumaban azonban a TGFp tumort elésegitd hatast fejt ki,

noveli a tumorsejtek invazivitasat és metasztazis képzését. A TGFP stimuldlja az epitelialis-
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mezenchimalis atmenetet (EMT), a sejtproliferaciot, az invaziot, a metasztazist, az angiogenezist és az

immunfeliigyelet elkeriilését [68].

s

crer

elveszitik az apikalis-bazalis sejtpolaritast, és orsd alaku, fibroblasztszerli morfologiat vesznek fel,
amely a mezenchimalis sejtekre jellemz6. Az EMT jellemzdje a daganatokban az E-cadherin elvesztése
¢s a Vimentin, Slug, Snail és a Fibronektin fehérjék fokozott expresszidja, amelyek kritikusak a sejt
motilitas €s az invaziv tulajdonsdgok eléréséhez, mivel lehetdvé teszik a sejtek szamdra, hogy az
extracellularis matrixon keresztiil vandoroljanak és metasztazisokat képezzenek tavoli helyeken. Az
EMT indukal6 jelek a tumorhoz kapcsolodd stromabol szarmaznak, amiért elsdsorban a hepatocita
novekedési faktor (HGF), az epidermalis novekedési faktor (EGF), a vérlemezke-eredeti novekedési
faktor (PDGF) és a TGFp felelések. Ezek olyan molekulakat aktivalnak, mint a Slug, Snail, Twist, és
ZEBL1 (zinc finger E-box binding homeobox 1). A TGFf azonban nem-kanonikus uton is indukalja az
EMT-t, pl. a bl integrinen keresztiil a p38 MAPK-val és RhoA-val egyiitt. Ezek a transzkripcios
faktorok egyiittesen koreografaljak az EMT-t egyiittmikddésben egyéb ttvonalakkal, mint pl. ERK,
MAPK, PI3K, AKT, RhoB, B-katenin, limfoid enhancer kot6 faktor (LEF), Ras, c-Fos és sejtfelszini
fehérjéken (b4 integrinek, aSbl integrin és aVb6 integrin) keresztiil [69]. Mindezek mellett A TGFf
inhibitorainak (TIMP-K) aktivitasat is, ezzel is el@segitve a metasztazis képzést [68].

A TGF jelatviteli utvonal szinergikus vagy antagonisztikus modon kommunikal mas jelatviteli
utvonalakkal is [67]. A Wnt és a TGFp ttvonalak tobb szinten is befolyasoljak egymas miikodését,
példaul egymas ligand termelésének szabalyozasaval. A Smad7 és a B-katenin kozotti fehérje-fehérje
interakciot funkcionalis kisérletekkel bizonyitottdk. Kimutattak a B-katenin és a LEF Smad-okkal valo
egyiittmiikodését az EMT indukcioban. A TGFp és a Wnt szinergikusan eldsegitette a tumorogenezist
olyan géneken (ANKRD1, CCND1, CTGF, GPC1, HS6ST2, IL11, INHBA, MMP14 és ROBO1)
keresztiil, amelyek nem expresszalodtak az egy liganddal kezelt sejtekben, kizardlag csak mindkét
utvonal ligandjanak jelenlétében [69].

A TGFp kettés szerepe kozotti valtas hatterében allé mechanizmusok nem teljesen feltartak. Ok
lehet a sejtciklus pozitiv szabalyozdinak abnormalis expresszidja, példaul a ciklinek és ciklinfiiggd
kinazok (CDK), vagy a negativ szabalyozok, példaul a CDK-gatlok, a TGFp jelatviteli inhibitorok
fokozott expresszidja, a TGFARI, TGFARII, SMAD2 és SMAD4 gének funkcidvesztése vagy csonkitd
mutacioi, vagy a Ras onkogén és annak kovetkeztében fellép6 ERK aktivacio, mely Smad2/3
foszforilaciojahoz vezet a linker régioban, aminek kovetkeztében a Smad-ok a citoplazmaban maradnak

és ubiquitinacion keresztiil lebomlanak [69].

1.4. Vilagossejtes veserak, hipofizis és hasnyalmirigy neuroendokrin tumorok. Eléfordulas,
hidanyz6 lancszemek a patomechanizmusban és diagnosztikaban

1.4.1. Vilagossejtes veserik
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Eljfordulas és dltalanos jellemzok. A veserak gyakori uroldgiai rosszindulati daganatos
megbetegedés, amely az 6sszes felndttkori rosszindulati daganat mintegy 3% -at teszi ki. El6forduléasa
évente 2-4%-kal folyamatosan né [70]. A felndttkori veserakok tulnyomoé tobbsége vesesejtes
karcinoma (RCC), melyek 70-85%-a szdvettanilag a vilagossejtes altipusba tartozik (ccRCC, clear cell
renal cell carcinoma) [71]. A betegek legfeljebb 10%-anal jelentkeznek jellegzetes klinikai tiinetek
(hematuria, hatfdjas, tapinthatd hasi terime), tobbségében véletleniil keriil kimutatdsra egyéb okbol
végzett képalkotd vizsgalat soran. A betegek mintegy 30%-a mar a diagnozis felallitasakor attétes
stadiumban van, még klinikai tiinetek hianyaban is. Az attétes betegek median talélési ideje 13 honap,
az 5 éves tulélési arany pedig 10% alatt van. A nefrektomian atesett betegek tobb mint 20%-4anal
metasztazisok alakulnak ki a nyomonkdvetés soran. Az attétes betegségben szenveddk esetében a
prognozis rendkiviil rossz a multimodalis kezelési modok fejlédésének ellenére is [70, 72, 73].

Patogenezis. A sporadikus ccRCC esetek tobb mint 90%-a a 3. kromoszéma rovid karjanak
tipikus citogenetikai elvaltozasait mutatja (teljes vesztés, transzlokacio, delécio), amelyek jellemzéen
VHL gén inaktivalédashoz vezetnek, mely hatdsara a hipoxia jelatviteli utvonal aktivalodik. A hipoxia
indukalta faktor (HIF) stabilizalodasa miatt a ccRCC erdsen vaszkularizalt, mivel a HIF felhalmozodasa
az angiogenezisben részt vevé molekulak, koztiik a VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) és
a PDGFA (Platelet Derived Growth Factor Subunit A) transzaktivacidjahoz vezet [73]. A miRNS-ek
szerepét széles korben vizsgaltak ccRCC-ban is [74]. Sajnalatos médon azonban a miRNS-expresszios
profilok meghatarozasara iranyuld kiilonb6z6 tanulmanyok eredményei jelentés eltéréseket mutattak
[75].

Célzott terapia és rezisztencia. A kozelmultban célzott terapidk (multikinaz-gatlok,
antivaszkularis endotél novekedési faktor (anti-VEGF) antitestek, valamint mTOR-gatlok) valtak
elérhetévé ccCRCC-ben szenvedd betegek részére. Az angiogenezis-gatld szunitinib az elsé vonalbeli
terapia volt az attétes RCC-ben vizsgalatunk indulaskor. Ez a kismolekula multi-tirozinkinaz-inhibitor
gatoljaa VEGFR-1, -2, -3, PDGFR-a és PDGFR-, az Fms-szerti tirozinkindz 3 (FLT3), az 6ssejtfaktor-
receptor (KIT), a koldniastimulald faktor 1-es tipusu receptor; és a gliasejtvonalbdl szarmazé
neurotropikus faktor receptorat [76]. A szunitinib-kezelés meghosszabbitotta mind a progressziomentes,
mind a teljes talélést, és a szunitinibre adott valaszok ardnya magasabb volt az interferonhoz képest [77—
79]. A betegek kortilbeliil 70%-a mutatott pozitiv kezdeti valaszreakciot a terapiara, de sajnos 6-12
honap alatt a daganat rezisztenssé valik és a betegség progresszidja jelentkezik [80, 81]. A szunitinib
kezelésre a klinikai gyakorlatban alkalmazott prediktiv marker jelenleg sem all rendelkezésre, valamint
vizsgalatunk indulasakor a rezisztencia mogott all6 mechanizmusok nagyrészt feltaratlanok voltak.

A szorafenib egy masik multi-tirozinkinaz és ezaltal angiogenezis gatld molekula, amely
tamadaspontja a VEGFR, PDGFR, valamint blokkolja a daganatsejtekben a Ras-Raf-MAPK tutvonalat
is [82]. A nagyon hasonlé hatdsmechanizmus ellenére, bar veserakban is alkalmaztak, csak kis szamu
CcCRCC-ben szenvedd beteg szamara volt hatékony a szorafenib terapia, és a szorafenib rezisztencia
gyakori elofordulasa egyre nagyobb gatjava valt a kezelésnek [83]. Ennek ellenére elérehaladott

hepatocellularis karcinomaban (HCC) a szorafenib meghosszabbitotta a teljes talélést [84]. Bar a HCC
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betegek 35-43%-anal hatékony a kezelés, végiil ezekben a betegekben is kialakul a szorafenib
rezisztencia [84, 85]. Az angiogenezis gatlasaval szembeni rezisztencia magyarazatanak té6bb elmélete
1étezik [85, 86]. Egyik ilyen a VEGF-fiiggetlen angiogenezis, amelyet szamos pro-angiogén novekedési
faktor és gyulladéaskelto citokinek vezérelnek, amelyek az anti-VEGF terapidval szembeni rezisztencia
soran szabdlyozodnak. Ennek a mechanizmusnak az igazolasa még véarat magara. Az antiangiogén
terapiaval szembeni rezisztencia masik lehetséges mechanizmusa az erek ,.koopcidja”, vagyis a
szovetekben mar meglévo erek ,,befogasa” a tumorsejtek altal. Ezt a mechanizmust kimutattak mar maj,
nem kissejtes tiid0 és egyéb metasztazisokban. Azonban a tumorsejtek altali érbefogds szerepérol az
antiangiogén terapidval szemben szerzett rezisztencia kozvetitésében vizsgalatunkat megel6zéen még
nem rendelkeztiink informaciéval. A ccRCC betegeknél progresszidban visszaadott szunitinib vagy
szorafenib terapia (,,rechallenge’) meghosszabbitotta a progressziomentes tlélést [87]. Ez a hatas a két
molekula nem teljesen atfedé kinazprofiljabol, vagy az antiangiogén TKI-kkal szembeni rezisztencia
reverzibilis voltabol eredhet [85, 86].

Hidanyzo lancszemek. Az ccRCC patogenezisét vizsgald kiilonbozé tanulmanyok eredményei
olykor jelentds diszkrepanciat mutatnak. A probléma lekiizdése a kisérletes megkozelités mellett tobb
tanulmany tobb szintii adatainak kombindlasa informativabb lehet, mint azok egyenkénti
figyelembevétele [88]. Minél t6bb vizsgalat adatait integraljuk, az annal inkabb néveli az analizisiink
robusztussagat, korlatozza a nemkivanatos hatasokat és az expresszios profilok torzitasat, kiilondsen a
kiilonb6z6 platformok Gsszehasonlitasakor [89]. Az utobbi iddben az "integralt genomika" és a rendszer
szintll szemlélet, amely a molekularis valtozasok tobb szintjérdl szdrmazo6 informacidkat gytjti Ossze,
hozzasegithet ahhoz, hogy jobban megértsiik a daganatok kialakuldsanak molekuldris hatterét és
mintegy genomikai tajképet fest ezekrdl az eltérésekrdl [90]. Ez a megkozelités segitséget nyujthat
abban, hogy tisztabb képet kaphassunk a ccRCC patogenezisérdl és ebbe integraljuk a miRNS-ek
komplex funkcionalis hatasat.

A célzott terapidkkal szemben kialakul6 rezisztencia mechanizmusok feltarasa rendkiviil fontos,
mely hozzéasegithet 1), adjuvans kiegészité kezelések felismeréséhez, vagy teljesen mas terdpia
alkalmazasa felé terelhet. Ehhez megfelel6 in vitro és in vivo modellek kialakitasara van sziikség,
melyek alkalmasak nemcsak a rezisztenciamechanizmusok feltarasara, hanem az 1ij, potencialis terapiak
tesztelésére is. Az invaziv biopszian kiviil, amely szovodményekkel jarhat, jelenleg nem all
rendelkezésre olyan diagnosztikai eszk6z, amely megerésitené a vesében képalkotoval azonositott
terimék kilétét [91], és esetenként a nefrektomiat kizarolag radiologiai bizonyitékok alapjan végzik el.
Ezért nem invaziv vizelet- vagy szérumalapu biomarkerek nagyban segitenék a ccRCC diagnozisat, és
esetleg helyettesitené a biopsziat. Ebben a tekintetben az extracellularis miRNS-ek igéretes jel6ltek

lehetnek.

1.4.2. Hipofizis neuroendokrin tumorok
Eldfordulds és dltalanos jellemzok. Az agyalapi mirigy daganatai (hipofizis neuroendokrin

tumorok, PitNET) az intrakranialis tumorok 10-25%-at alkotva a leggyakoribb agydaganatok kozé
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tartoznak, el6fordulasi gyakorisaguk a populacioban metaanalizisek alapjan 1:1064 [92, 93]. Egy
boncolason és radiografiai vizsgalatokon alapuld metaanalizis becslése szerint a lakossag koriilbeliil
16,7%-4anal alakulnak ki, melyek tilnyomo része feltehetéen incidentaloma, amely nem okozva klinikai
tiineteket, és egészen a boncolasig diagnosztizalatlan marad [94]. Bar altalaban joindulatiak
térfoglalasuk révén latisromlast, latotérkiesést és egyéb kompresszios tiineteket okoznak. Altalaban
sporadikus megjelenésiick, mindossze 4-5%-ban fordul elé familiaris formajuk [95]. A PitNET
daganatok csoportosithatok méretiik, hormontermelésiik és agresszivitdsuk alapjan. Az 1 cm
atmérdjinél kisebb adenomékat mikro-, mig az ennél nagyobbakat makroadenomdknak nevezziik.
Funkcionalis alapon elkiilonitjiik a hormont termel6 és nem-funkcionald daganatokat. A PitNET-ek
nagyjabol fele prolaktinoma, harmada pedig nem-funkcional6 daganat. A ndvekedési hormont termeld
(szomatotrop) tumorok kb. 10%-ot, az ACTH termel6k (kortikotrop) 1-2%-ot tesznek ki. Az FSH-t, LH-
t (gonadotrop), vagy TSH-t termeld (thyrotrop) PitNET-ek ennél is ritkabbak. Egyes tumorok tobbféle
hormont is termelhetnek (plurihormonalis PitNET) [96]. Nem-funkcional6 PitNET-rél akkor beszéliink,
amikor a tumor valaszt el hormonokat a véraramba, vagy az nem okoz klinikai tiineteket, am a szovettani
vizsgalat alapjan ezek jo részében immunhisztokémia pozitivitas igazolhaté valamelyik hormonra, ami
sejteti a tumor eredetét. A morbiditas f6 oka PitNET-ek esetében a térfoglalas mellett az endokrin
rendszerre gyakorolt hatas. A korabban egyszeriien adenomaknak nevezett daganatok elnevezése 2017-
ben a WHO ajanlasara a hisztologiai és klinikai jellemzdiknek kdszonhetden megvaltozott, és ma mar a
hivatalos terminoldgia szerint hipofizis neuroendokrin tumorként (PitNET, pituitary neuroendocrine
tumour) nevezziik 6ket [97]. A WHO klasszifikacio nemcsak az elnevezésben, hanem a diagnosztikaban
is eldrelépést hozott, mivel nemcsak az eliils6lebeny hormonok, hanem transzkripcios faktorok
immunhisztokémiai meghatarozasa is sziikséges a sejtvonalak beazonositasahoz és a korrekt
besorolashoz (SF1 — gonadotop vonal, Pitl — szomatomammotop vonal, Tpit — kortikotrop vonal). Az
ugynevezett ,,null-cell” daganat diagnozisa, csak ezen festédések hianyaban mondhato ki [97]. Ez a
klasszifikacio valtds €s a daganatok sokfélesége a kutatasi eredmények Osszevetésében hatalmas
nehézséget eredményezett, mivel a legtobb kozleményben nincsenek korrekten meghatarozva sem a
kiilonbozo altipusok, sem pedig a sejtvonalak igy az eredmények nehezen 6sszevethetok.

Patogenezis. Gyakorisaguk ellenére a sporadikusan el6fordulé daganatok kialakulasanak
molekularis mechanizmusa kevésbé feltart. A PitNET daganatok monoklonalis tumorok, ennek ellenére
joindulatuak, lassan ndvekednek és csak nagyon ritkan képeznek attétet, bar lokalisan invaziv
viselkedést mutathatnak [96]. A neuroendokrin tumorokban vagy egyéb szolid tumorokban
megtalalhatd gyakori génmutaciok (pl. PKC, RAS, TP53, RB, KRAS, EGFR, VEGFR) nem jellemzoek
rajuk. Mindossze a szomatotrop daganatokban szoveti szinten GNAS1 aktivalo mutaciot 27-43%-ban,
valamit USP8 mutacidt a kortikotop daganatok 38-67%-aban mutattak ki [95]. A nem funkcionalo,
gonadotrop daganatok kialakulasa mogott nem talaltak génmutaciokat. A
kromoszomarendellenességeket tekintve az agyalapi mirigy daganatok 21-53% -aban irtak le kariotipus
eltérést, melyek azonban egyszertiek, altalaban egy daganatban egyfélék, legtobbszor szambeliek [96].

A klasszikus genetikai eltérések hianya mellett azonban az epigenetikai szabalyozas (hipermetilacio,
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mMIiRNS-ek) szerepe gyakran igazolt PitNET daganatok kialakulasaban. Ezek alapjan ugy vélik, az
hipofizis daganatok kialakulasahoz tobb eltérés egyiittes jelenléte vezet [96]. Kimutattak pl. a fent
emlitett gének mutacioi (pl. GNASL, mely a cAMP ttvonal konstitucionalis aktivacidjat eredményezi)
mellett szamos tumorszuppresszor hipermetilacidjat vagy elvesztését (pl. p16, RB1), valamint a PTTG1
(Pituitary Tumor-Transforming 1) onkogén fokozott kifejez6dését [95, 96].

Diagnozis és terdpia. A potencidlisan hipofizis daganattal rendelkez6 betegek kivizsgalasanak
alapja a periférias hormonvizsgélatok és a célzott hipofizis képalkotd diagnosztika (MRI) elvégzése
[98]. A hormontultermelés mellett a hipopituitarizmus endokrin vizsgalata is sziikséges
makroadenoméban szenvedd betegeknél. A nem-funkcionalé PitNET betegek esetében sajnos a
laboratériumi vizsgalatok nem segitenek, sem a diagnozis felallitasaban, sem pedig a betegkovetésben.
A terapiat illetben a daganatok transzszfenoidalis eltavolitdsa az elsdként valasztand6 terapia a
prolaktinomakat kivéve, melyek hatékonyan kezelheték dopaminagonistak segitségével. Ha azonban a
daganatok invazivak, a kornyez6 szinuszokat infiltraljak, a sebészeti eltavolitas sikere kevéssé garantalt.
Irodalmi adatok alapjan a PitNET kiujulas a betegek 5-15%-anal fordul el6é miitéti eltavolitas utan [98].
Néhany kis, nem-funkcionalé PitNET (NF-PitNET) beteg, akiknél a daganat nem veszélyezteti a
latéidegkeresztez6dést  sorozatos MRI-vel nyomon kovethetd [98]. Gyodgyszeres kezelés
prolaktinomaknal az elsédleges dopamin agonistakkal. A ndvekedési hormont termelé daganatok
esetében elsGsorban szomatosztatin analogok, kortikotrop daganatok esetében szteroidogenezis
inhibitorok, dopamin agonistak, szomatosztatin analogok és glitkokortikoid receptor antagonistak szoéba
johetnek, amennyiben a sebészeti beavatkozas utan sziikséges [98]. A sugarterapia PitNET-ek esetében
masodik vagy harmadik vonalbeli valasztas olyan esetekben, ahol a mitét utdn a daganat kigjul. A
benignus szdvettan ellenére ez a daganattipus jelentés morbiditast jelent a betegek szdmara mind a
hormonalis zavarok, mind a térfoglalas kovetkeztében [99, 100]. Kimutattak, hogy a PitNET betegek
75%-a orvosi okokbol munkaképtelenné valik vagy nyugdijba vonult legalabb 1 évvel a diagnozis utan
[101].

Hidanyzo lancszemek. Az agressziv PitNET-ekre jellemzo a tipikus daganatoknal magasabb
proliferativ aktivitas és invaziv viselkedés, amelyet a standard terapidkkal szembeni rezisztencia és a
gyakori recidivak kisérnek. A cerebrospinalis vagy tavoli metasztazisok hianya mellett ezek az Gsszes
PitNET koriilbeliil 10% -at teszik ki [102]. A legtobb agressziv PitNET betegnek tobb sebészeti
beavatkozasra és sugarterapiara, és tobb egymast kovetd vagy kombinalt gyogyszeres kezelésre van
sziiksége. Elérehaladt esetekben alkilezé szerekre (temozolomid 6nmagaban vagy kombinacidban),
molekularis célzott terapiakra vagy peptidreceptor radionuklid terapiara is sziikség lehet. A patogenezis
pontosabb ismeretét.

A PitNET tumorokban a sejtciklus érintettsége jol ismert az irodalomban [95, 96]. Erdekes
moddon ezekben a tanulmanyokban elsésorban a G1/S atmenetben részt vevé molekulak vizsgalatairol
szamoltak be, de a G2/M atmenet tagjainak funkciojardl ismereteink hianyosak voltak a publikédcidinkat

crer
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atmenetet szabalyoz6 molekuldk komprehenziv elemzése azonban vizsgalatunk eldtt még varatott
magara [103]. A hipofizis onkocitoma az agyalapi mirigydaganatok rendkiviil ritka, hatso lebenyb6l
(neurohipofizisbél) kiinduld formaja, mely ritkasagnak koszonhetéen kialakulasuk patogenezisérdl alig
rendelkeziink informéciéval. MiRNS expresszids mintazatuk pedig vizsgalatunkat megel6z6en nem volt
ismert.

Fontos tehat, 1j terapias célpontok azonositasa elsdsorban az NF-PitNET daganatokban, ahol a
mitét és a sugarterapia az egyetlen terapids lehet6ség, mivel az invaziv, terapiarezisztens esetekben a
kezelési opciok kimeriilnek. Emellett els6sorban a nem-funkcional6 (NF-PitNET) daganatok esetén
lenne fontos olyan keringé biomarkerek azonositdsa, mely segitségiil szolgal mind a diagnosztikaban,

mind a betegkdvetésben [104].

1.4.3. Hasnydlmirigy neuroendokrin tumorok

Eldfordulds, dltaldanos jellemzék. A hasnyalmirigy neuroendokrin tumorai (pNET) ritka
daganatok heterogén csoportjat képviselik, amelyek incidenciaja novekszik [105, 106]. A hasnyalmirigy
endokrin szdveteibdl erednek, a kiindulasi sejttipustol fiiggden termelhetnek pl. inzulint, glukagont,
vazoaktiv intesztinalis peptidet (VIP), melyek egyértelmiien meghatarozzak a beteg Klinikai tiineteit.
Altalanossagban a pNET-ek jol differencialt daganatok, de a NET-ekre jellemzd gradus beosztas
alkalmazandd, mely a Ki-67 proliferaciés indext6l fiiggben keriill meghatarozasra [106].
Hormontermelésiiktdl fliggden funkcionald és nem-funkcionald (NF) csoportokat kiillonboztetnek meg.
A diagnosztikai eszk6zok fejlodése ellenére a betegek koriilbeliil 20-40%-anal all fenn metasztatikus
betegség a diagnoziskor [106]. Leggyakrabban spontan mddon alakulnak ki ismeretlen etiologia
eredményeként, azonban ritkan familiaris szindromak részjelenségeként is
megjelenhetnekkialakulhatnak (pl. multiplex endokrin neoplazia szindroma 1-es vagy 4-es tipusa).

Diagnosztika. A diagnozis képalkotd vizsgalatokon (komputer tomografia, MRI és endoszkopos
ultrahang) alapul. A hagyomanyos modalitasok mellett a szomatosztatin-receptor képalkotas is része a
pNET diagnosztikanak, mivel ez elésegitheti az anatomiai képalkotoval nem lathatd betegségek
kimutatésat, és jelezheti a szomatosztatin-receptor (SSTR) expresszio jelenlétét vagy hianyat (PET/CT)
[106]. A hormontermelé daganatokat a megfelelé szérumhormonszintekkel kovethetjiik (pl. inzulin,
glukagon). A nem-funkcional6 daganatok esetében nem specifikus biomarkerek hasznalata meriil fel,
pl. a kromogranin A (CgA). A kromograninok polipeptid prohormonok, amelyek a neuroendokrin sejtek
magas denzitast szekrécios granulumainak f6 alkotéelemei, és peptidhormonokkal és aminokkal egyiitt
szekretalodnak [107].

Hidnyzo lancszemek. A pPNET-ek legnagyobb csoportjat alkotd, nem funkcionald (NF) pNET-ek
tiinetmentesek, ami késleltetett diagnozist eredményez, és a diagnozis felallitasakor gyakran attétesnek
bizonyulnak, ami jelent6sen befolyasolja a prognozist és a talélést [108, 109].

A keringd CgA emelkedett szintjét a neuroendokrin rendszer szinte valamennyi tumortipusaval
Osszefliggésbe hoztak [107], de az érzékenysége a tumortipustol fiiggéen 47-100% kozott valtozik
(100% gasztrindmakban, ~89% feokromocitomakban és ~69% nem-funkcionalis pNET-ekben) [107,
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110, 111]. Ezenkiviil szamos onkoldgiai és nem onkoldgiai allapot, beleértve a veseelégtelenséget, a
nem endokrin tumorokat (pl. prosztata, emld, thymus, méh, vastagbél), a kronikus gyomorhurutot és
protonpumpa-gatlé terapiat (PPI), emeli a keringé CgA szintet, amely részben magyarazhatja a nem ttl
magas szenzitivitast és specificitast [110, 112]. Ennek ellenére a CgA az egyetlen rutinszerien mért
keringé marker a pNET-ben. A miRNS-ek pNET-ben korabban leirt expressziovaltozasaik felvetik
potencialis hasznossagukat keringé biomarkerként [113, 114]. Mindezek fényében NF-pNET
betegekben rendkiviil fontos lenne megbizhaté biomarkert azonositani, mely nemcsak a betegség

diagndzisdban, hanem a betegek kdvetésében is segitséget nyujthatna.
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1. Célkitiizések

A korabban megfogalmazottaknak megfeleléen célkitlizéseim a kdvetkezok voltak:

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

I1.1.1. A miRNS-ek és altaluk befolyasolt mechanizmusok elemzése vilagossejtes veserak
patogenezisében: aril-hidrokarbon receptor jelatvitel, sejtproliferacio, migracio, invazio
vizsgalata

11.L1.2. A miRNS-ek szerepének vizsgalata az antiangiogén terapidval szemben kialakult
rezisztenciamechanizmusokban: tumorsejtek altali érbefogas és epitelialis-mezenchimalis
tranzicio elemzése

11.L1.3. A szoveti miRNS-ek altal regulalt molekularis folyamatok analizise hipofizis
neuroendokrin tumorokban: sejtciklus és mitokondrialis funkcio elemzése

11.L1.4. A glukokortikoid receptor-miRNS-Wnt szabalyozas mikodésének vizsgalata
hormonérzékeny daganatokban

11.2. miRNS-ek, mint potencialis extracellularis biomarkerek vizsgalata

11.2.1. Vizelet exoszomalis miRNS-ek azonositasa, mint diagnosztikus biomarkerek és parakrin
mediatorok vilagossejtes veserakban

11.2.2. A kering6 (plazma és exoszomalis) miRNS-ek, mint potencialis tumormarkerek elemzése
hipofizis neuroendokrin tumorokban

11.2.3. A diagnosztikus pontossdg novelése keringd miRNS-ek segitségével metasztatikus
hasnyalmirigy neuroendokrin tumorokban

11.3. A DNS metilacio-demetilacié, mint epigenetikai mddosité mechanizmus vizsgalata
hipofizis neuroendokrin tumorok viselkedésében

I1.3.1. A DNS metilacioés-demetilacios eltérések €s azok klinikopatoldgiai paraméterekkel valod
Osszefliggéseinek vizsgalata hipofizis neuroendokrin tumorokban

11.3.2. Az epigenetikai mddositok hatasmechanizmusa és potencialis terapias alkalmazasa
hipofizis neuroendokrin tumorokban
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I11. Maoddszerek
II1.1 Felhasznalt human mintak

111.1.1 Daganatszovetmintak és mintaelokészités

Vilagossejtes veserak (ccRCC) mintdk. A vilagossejtes veserak molekularis adatainak integrativ
elemzéséhez felfedezd kohorszként 593 ccRCC és 389 normdl vesemintdbdl szadrmazd nagy
ateresztOképességii gén-, MIRNS- és fehérjeexpresszios adatokat hasznaltunk [115]. Az els6 validacios
kohorsz a The Cancer Genome Atlas (TCGA) 470 ccRCC és 69 normal vese (mRNS-szekvenalasi
adatok) és 499 ccRCC és 66 normal minta (miRNS-szekvenalasi adatok) adataibol allt. A masodik
validacios kohortként 383 primer ccRCC és 85, a daganatszovet mellél szarmazd normal szovetekbol
szoveti microarray-t (TMA) készitettiink (1. tablazat) [115].

A szovetspecifikus miRNS targetpredikciokhoz 593 ccRCC ¢és 389 normal veseminta gén és
miRNS expresszios adatait hasznaltuk [116]. Validaciohoz 62 ccRCC beteg formalin-fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) tumormintajat szereztiik be és elemeztiik retrospektiven. Emellett 6 primer daganat és
metasztatikus parjuk vizsgalatat is elvégeztiik FFPE blokkok felhasznalasaval. Kiegészitésként 23-23
parositott normal vese és ccRCC minta friss szovetét is begyiijtottiik fehérjeelemzés céljabol [116] (1.
tablazat).

PitNET mintdk. A friss fagyasztott és formalin-fixalt paraffiba agyazott (FFPE) hipofizis
neuroendokrin tumorszéveteket 2007-2017 kozott a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyodgyaszati
Klinikan kezelt és az Orszagos Idegsebészeti Tudomanyos Intézetben operalt betegktdl gytijtottiik be
(1. tablazat). A rutin szévettani és immunhisztokémiai elemzést (eliils6 lebeny hormonok: GH, PRL,
ACTH, FSH, LH, TSH ¢és Ki-67) a Semmelweis Egyetem 1. Patologiai és Kisérletes Rakkutato
Intézetben végezték. A pontos WHO klasszifikdcid meghatdrozasdhoz transzkripcios factor
immunhisztokémiai vizsgalatot allitottunk be, melyet anti-SF1 (N1665, ThemoFisher), anti-Pitl (NBP1-
92273, Novus Biologicals) és anti-T-Pit (CL6251, Atlas Antibodies) antitestekkel végeztiink 1:500;
1:5000 és 1:2000 higitasban. A friss, fagyasztott normal hipofizis mintdkat kollaboracié keretében
(University Clinical Centre, Belgrad, Szerbia) kaptuk, melyek a halalt kovetd 6 oran beliil keriiltek
begylijtésre olyan személyekt6l, akiknél endokrin betegség nem allt fenn [117, 118]. A normal mintak
esetében az eliils6lebeny hormonok és Pitl transzkripcios faktor mérésével zartuk ki a normal szovetek
hipofizis hatsélebennyel vald kontaminaciojat [119].

Minden eltavolitott daganatszdvet vagy azonnali fagyasztasra keriilt folyékony nitrogénben vagy
RNA later (#AM7020, ThermoFisher Scientific) stabilizaloé reagensben keriilt fixalasra a gyartoi

leirasnak megfelelden. Ezt kvetden a mintak tovabbi felhasznalasig -80 °C-on kertiltek tarolasra.
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1. tablazat. Felhaszndlt kisérletes mintaszamok és mintatipusok. A dolgozathoz felhasznalt 1260
kisérletes minta osszesitése. A kiilonbozo vizsgalatokhoz tartozo részletes minta és betegadatok (életkor,
nem, hisztologiai jellemzok, tumor gradus, metasztatikus/recidiv betegség, genetikai hdattér stb.)
megtalalhatok az eredeti kozleményekben.

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

Minta tipus: FF FFPE Plazma  Szérum  Vizelet 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: vildagossejtes veserak; NF-PItNET: nem-funkciondlo hipofizis neuroendokrin tumor, GH-PitNET:
novekedeési hormont termeld hipofizis neuroendokrin tumor, pNET: hasnyalmirigy neuroendokrin tumor, PPGL:
feokromocitoma-paraganglioma; FF: friss fagyasztott; FFPE: formalin-fixalt paraffinba agyazott; PBMC:
periférias vérbdl izolalt mononuklearis sejt

II1.1.2. Szérum, plazma, vizeletmintdak és mintaeldkészités

Szérummintdak. A hasnyalmirigy nem-funkcionald neuroendokrin tumorban (pPNET),
feokromocitoma-paragangliomaban (PPGL) szenvedd betegek és egészséges személyek keringd
miRNS vizsgilatdhoz szérum mintakat vizsgaltunk. Osszesen 74, egymast kdvetd, a Semmelweis
Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetbe kromogranin A (CgA) mérésre 2017-2019 kozott kiildott
szérummintat valogattunk ossze retrospektiv modon (1. tablazat) [120]. A 29 kontrollminta koziil 10
esetben a mintagyijtés 5 egészséges onkéntestdl tortént protonpumpa-gatld (PPI) kezelést kdvetden
vagy ¢és anélkiil. A PPI kezelést kovetd mintavétel nagy dozisu, minimun 2 hétig torténd PPI szedést
kdvetden tortént. A klinikai informaciokat (életkor, CgA szint, tumor gradus, metaszsztatikus betegség,
kétoldali megjelenés, genetikai statusz) laboratoriumunk archivumabdl, valamint a Semmelweis
Egyetem orvosi informacios rendszerébdl szereztilk be [120]. A mintak beérkezésekor a szérumok
szétvalasztasat azonnal elvégeztilk, 10 percig tarto 3000 g-s centrifugalassal, 4° C-on. Ezutan a
mintakbol aliquotokat készitettiink, melyeket tovabbi feldolgozasig -20° C-on tartottunk. A klinikai CgA
mérést kovetéen az RNS-izolalashoz sziikséges mintakat 16 000 g-vel, 4° C-on 15 percig tarto, 16 000
g-vel torténd centrifugalassal dolgoztuk fel a vérlemezkék eltavolitasa érdekében.
A szérummintakbol a CgA méréseket a rutin diagnosztika részeként végezték [IVD mindsitett kompetitiv
radioimmunassay moédszerrel (Chromogranin A kit; REF: CGA-RIACT; Cisbio Bioassays) a gyartd
utasitasait kovetve RIA-mat-280 gammaszamlalon (Byk-Sangtec Diagnostica).

Plazma mintdk. A hipofizis neuroendokrin tumoros betegek keringé miRNS vizsgalatahoz 45
betegtol és két kontroll személytdl dsszesen 149 plazmamintat gy(ijtottiink be a daganat eltavolitasa elott

¢és utan (1. tablazat) [121]. A kontrollként hasznalt plazmamintakat egészséges, ismert betegséggel nem
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rendelkez6 Onkéntes személytdl nyertiink a munkavallalasi engedélyhez sziikséges rendszeres
egészségligyi sziirdvizsgalat soran. A plazmamintakat preoperativ (1-2 nappal a miitét el6tt), korai
posztoperativ (1-3 nappal a mutét utdn, a sebészeti osztalyrdl vald elbocsataskor) vagy késoéi
posztoperativ (legkorabban 3 honappal a mutét utan) idéablakokban gytijtottiik. A "késoi" posztoperativ
mintdk levétele a betegek a rendszeres endokrinoldgiai ellendrzésre érkezésekor tortént. A hipofizis
rutinszerl képalkoto6 vizsgalatat (MRI) a mutétet kovetd 6-9 honap elteltével végezik, mivel az 6déma,
a posztoperativ vérzés ¢és az operdciokor hasznalt tomdanyag anyag jelenléte, mint
differencialdiagnosztikai kihivasok bizonytalannd teszik a rezidudlis/visszatérd adendéma magneses
rezonancias képalkotason tortén6 kimutatasat [122]. A mintavételhez azonos tipusi EDTA vércsoveket
hasznaltunk. A vérvételre reggel, ¢éjszakai koplalast kdvetden keriilt sor. A vérvételt kovetden a
plazmamintakat a tovabbi feldolgozasig azonnal 4° C-on taroltuk. A plazma szétvalasztasa minden
esetben egy oran beliil megtortént. A vérvételt és a kiilonbozo helyekre torténd szallitast személyesen
feliigyeltiik, hogy a vérvétel és a centrifugalas kozott maximum 1 ora teljen el. A centrifugalast 2 két
1épésben végeztiik: elészor 2500 g-nél 20 percig 4°C-on a plazma eldkészitéséhez, majd 16 000 g-nél
15 percig 4°C-on a vérlemezke-mentes plazma kinyeréséhez. A tobbszori fagyasztasi-felolvasztasi
ciklusok elkeriilése érdekében a plazmamintakat aliquotaltuk és -80 °C-on tartottuk az RNS-kivonasig.
Az RNS extrakci6 el6tt a mintakat jégen olvasztottuk fel, majd ismét 16 000 g-n és 4°C-on 15 percig
centrifugaltuk [121].

Vizeletmintak. A vizelet miRNS vizsgéalatokhoz a felfedezési kohorszban 28 miitét eldtti
vizeletmintat gyljtottiink szovettanilag igazolt ccRCC-vel rendelkezd betegektdl és 18 egészséges
személytol. A validacioés csoportban 81 fiiggetlen vizeletmintdt hasznaltunk ccRCC betegektdl, 24
joindulati vesedaganatos betegt6l és 33 egészséges személytdl (1. tablazat). Minden esetben 30-50 ml
vizeletet gyjtottiink, melyet 10 percig 2000xg-vel 4°C-on centrifugaltuk, és tovabbi felhasznalasig -
80°C-on taroltuk [34].

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

111.1.3. In silico felhasznalt mintik

A kisérletes mintdk mellett nyilvanosan hozzaférhet6 adatbazisokban (The Cancer Genome Atlas
— TCGA, NCBI Gene Expression Omnibus — GEO) elhelyezett mérési eredményeket is felhasznaltunk,
ujraanalizaltunk a sajat adatok validaciojahoz vagy azok el6zményének, felfedezd kohorszként.

A ccRCC vizsgalatoknal 6sszesen 1562 daganatszovet és 524 egészséges veseszovet (lasd fenn)
gén és miRNS expresszios adatait elemeztiik kiegészitve tulélési adatokkal a The Cancer Genome Atlas
adatbazisbol (letdltve 2013.04.21-én) [115, 116].
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A PiTNET daganatok jellemzéséhez Osszesen 76 PITNET és 34 egészséges kontrol hipofizis
minta nagyateresztéképességii (5 transzkriptom, 2 protein array) vizsgalatanak adatait elemeztiik ujra és
osszesitetiilk (NCBI GEO: GSE2175, GSE26966, GSES51618, letoltve 2022.01.07-¢én) [123]. Emellett 6t
fiiggetlen vizsgalat 177 PIitNET szoveten végzett Osszehasonlito genomhibridizacios array (cCGH,
comparative genome hibridization) méréseit integraltuk komprehenziv kopiaszamanalizis céljabol
[118]. A DNMT1 és a TET (ten-eleven transzlokaz) enzimek in silico analiziséhez 33 PitNET-szovet
microarray gén expresszios adatait (NCBI GEO: GSE26966; GSE51618) hasznaltuk (2019.06.26-én
letoltve) [124]. A hipofizis orsoésejtes onkocitomak vizsgalatahoz 3 onkocitoma és 3 normal szovet
transzkriptom adatait toltottik le (2018.08.28-an, GSES1618) és analizaltuk Gjra [125].

A gliikokortikoid miRNS expressziora gyakorolt hatasanak elemzéséhez 139 kiilonféle: 82
kontrol és 57 glukokortikoid expozicionak kitett szovet (csont, mellékvesekéreg, szinovialis fibroblaszt,
zsirszovet, epidermalis keratinocita, hipokampusz ¢és hipotalamusz) génexpresszios adatainak
reanalizisét végeztiik el a GEO adatbazisban elhelyezett mérések segitségével (GSE30159, GSE14922,
GSE64826, GSE21727, GSE10311, GSE37520, GSE88966, GSE88966, GSE26487, 2021.10.11-én
letoltve) [126].

A 14932 16kuszon kodolt miRNS-ek funkciojanak elemzéséhez és az adatok szintéziséhez 70
nagyateresztOképességii (microarray, TagMan array, NanoString, NGS) modszert alkalmaz6 kisérletes
vizsgalat mérési adatait hasznaltuk fel (2021.02.08-an let6ltve), ahol minden vizsgalatot egyenértékiinek
értékeltiink mintaszamtol figgetleniil [127]. Ebben, 6sszesen 14 NET, 5 PPGL, 4 ACC, 22 PitNET és
25 pajzsmirigydaganat miRNS profiljat vizsgalo tanulmany adatai kertiltek reanalizisre.

A keringd miRNS-ek szoveti eredetének keresztvalidalasdhoz komprehenziv miRNS elemzést
végetiink. Hipofizis neuroendokrin tumorok esetében 31 normal, 40 GH termel6 és 70 nem-funkcionalis
daganat miRNS profiljat osszesitettiik 6sszesen hét tanulmanybol [121]. Hasnyalmirigy neuroendokrin
daganatok (pNET) esetében 244 pNET és 65 kornyezd egészséges kontrolszovet, valamint 217

feokromocitoma szoveti miRNS expresszios profiljat szintetizaltuk [120].

IIL.2. Molekularis genetikai médszerek

II1.2.1. Nukeinsav (DNS, RNS, miRNS) izoldlds

DNS izoldlds. A teljes DNS-t a szovetekbdl, sejtekbdl és vérmintakbol a QIAamp Fast DNA
Tissue Kit (#51404, Qiagen), illetve a QlAamp DNA Mini Kit (#51106, Qiagen) segitségével vontuk
ki. A DNS koncentraciot és tisztasagot NanoDrop 1000 spektrofotométerrel (ThermoFisher Scientifc)
hataroztuk meg, a DNS integritasat hagyomanyos agardz gél elektroforézissel ellendriztik.

RNS extrakcio. PNET szovetekbol a teljes RNS-t Machery Nagel NucleoSpin miRNS kit
(#740971.50, Machery Nagel) segitségével izolaltuk. Sejtlizatumbol, tumor/xenograft lizatumokbol,
exoszoma pelletbdl, exoszoma-mentesitett médiumbol RNS-t miRNeasy vagy RNeasy Kitek (#217004
¢és #74104, Qiagen) segitségével vontuk ki a gyartd protokollja szerint. Az FFPE mintak esetében az
RNS izolalast a ccRCC ¢és metasztazisok tumoros teriileteinek hat 1 mme-es teriiletébdl végeztiik

miRNeasy FFPE Kit (#217504, Qiagen) vagy RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (#AM1975,
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Thermo Fisher Scientific) segitségével. Sejtmentes vizelet miRNS, szérum, valamint plazma miRNS
izolalashoz a Urine Exosome RNA Isolation Kit-et (#47200, Norgen Biotek) és a miRNeasy
Serum/Plasma Kit-et (#217184 Qiagen) alkalmaztunk a gyartoi eldirasoknak megfeleléen. Minden
egyes plazmamintabol 200 ul-t hasznaltunk a kis RNS frakciot tartalmazo teljes RNS extrakciohoz a
miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Cat #217184) alkalmazasaval. Az egyedi cel-miR-39 spike-in
kontrollt (#219610, Qiagen) a gyartd utasitasai szerint adtuk a mintdkhoz az RNS extrakci soran. Az
RNS tisztasagat €s mennyiségét NanoDrop 1000 spektrofotométerrel (ThermoFisher Scientifc)
vizsgaltuk. Az RNS integritdsanak ellendrzését TAE/formamid gélelektroforézis modszerrel Biotinum
GelGreen festékkel (#41004, Biotinum) vagy Bioanalyzer RNA 6000 Nano és Small RNA Kit
(#50671511, #50671548 Agilent Technologies) segitségével ellendriztiik. Az RNS integritast RIN
(RNA integrity number) >7 esetében tekintettiik intaktnak. Az izolalt RNS mintak koncentraciojat 2100

Bioanalyzer segitségével mértiik a fenti kittek hasznalataval.

111.2.2. Exoszoma preparadlds, validdlds és exoszomadlis RNS jelolés

Az extracellularis vezikuldk izolaldsat és jellemzését a Minimal Information for Studies of
Extracellular Vesicles 2018 iranyelvet kovetve végeztiik [128]. Plazmabol valé kinyeréshez az
extracellularis vezikuldkat 300 ul mintabdl extrahaltuk a Total Exosome Precipitation Reagent From
Plasma (#4484450, Invitrogen) a gyarto utasitasai szerint, fehérjék Proteindz K-val torténd emésztését
kovetden. Az elvalasztott vezikulakat 200 ul sziirt PBS-ben reszuszpendaltuk, majd a miRNeasy
Serum/Plasma Kit (#217184, Qiagen) segitségével RNS izolalashoz tovabb dolgoztuk fel. Az RNS
extrakci6 soran egyedi cel-miR-39 spike-in kontrollt alkalmaztunk (#219610, Qiagen). A vizelet és
sejttenyészet felliliszobol exoszomakat az ExoQuick TC-kittel (#EXOTCL10AL, System Biosciences),
végeztik 1 mL kiinduldsi mintabol.

Az exoszomak szerkezetét és méretét elektronmikroszkopiaval ellendriztilkk. Ehhez a
sejttormelékmentes feliiluszot 4 ml foszfat-pufferelt sooldatba (PBS) higitottuk, és az exoszoémakat egy
¢jszakan at tartd centrifugalassal, Beckman SW60 rotorral 100 000 g-nél iilepitettilk. Az exoszémakat
ezutan 2%-0S PFA-ban egy éjszakan at fixaltuk, elektronmikroszkopia segitségével képeket
készitettiink. Emellett méreteloszlas-méréseket €s aramlasi citometriat is végeztiink az exoszoéma
markerek jelenlétének bizonyitasara.

A kivont extracellularis vezikulak (EV-k) méreteloszlasat tunable resistive pulse sensing (TRPS)
analizisnek vetettiik ala qNano miszerrel (Izon Science) [129]. Az adatelemzéshez az Izon Control Suite
(v3.1, Izon Science) szoftvert hasznaltuk.

Az aramlasi citometridhoz 20 ug fehérjetartalmi exoszéma mintat 1 pl aldehid/szulfat-latex
gyongyokkel (4% w/v, 4 um; Thermo Fisher Scientific) inkubaltunk 15 percig RT-n. A gyongyokkel
Osszekapcsolt exoszomakat pelletaltuk, majd 20 uL EV kiiiritett FCS-ben reszuszpendaltuk és kétszer
mostuk. A pelletet ezutdn anti-CD9-APC (#341648, M-L13, BD Biosciences), anti-CD63-PE
(#SAB4700218, MEM-259, Sigma,), anti-CD81-PerCP (#565430, JS-81, BD Biosciences) antitestekkel
és annexin V-FITC-vel (#640906, Biolegend) egyiitt inkubaltuk 45 percig szobahémérsékleten. A

32



henriettbutz 199 24

hattérhez exoszoma-gyongy komplexeket EV-mentes (exoszomamentes) borjiszérummal (#A2720801,
Fetal Bovine Serum, exosome-depleted, ThermoFisher Scientific) inkubaltuk és ugyanezzel a
modszerrel festettiik. A mock kontroll mintdt az aldehid/szulfat-latex gyongyok csak a fluorokrom
monoklonalis antitestekkel torténd inkubalasaval végeztiik. Az adatokat hagyomanyos aramlési
citométerrel (FACSCalibur, BD Biosciences) vettiik fel, és az adatokat a CellQuest Pro szoftver (BD
Biosciences) segitségével elemeztiik. A konfokalis mikroszkdépidhoz az exoszomakat Exo-Red festékkel

(#EXOR100A-1, System Biosciences) jeloltiik a gyarto protokollja szerint.

111.2.3. Reverz transzkripcio és valos idejii PCR

Teljes RNS-bdl (350-500 ng) cDNS-t készitettiink High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (ThermoFisher #: 4368814, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), vagy Superscript 1 First
Strand Synthesis Kit (Life Technologies) segitségével. A miRNS atirast TagMan MicroRNA Reverse
Transcription kit (#4366596), illetve TagMan Advanced miRNA cDNS Synthesis Kit (#A28007,
Thermo Fisher Scientific) hasznalataval végeztiik.

A génexpresszios mérésekhez két modszert hasznaltunk: SyBR Green master mixet (#A25742,
PowerUp SYBR Green Master Mix, ThermoFisher Scientific) egyedi tervezésii primerekkel, vagy
TagMan master mixet (#4440040, #4440043) TagMan assay-kkel alkalmaztunk (2. tablazat). A g°PCR
reakciokat minden esetben triplikatumokban futtatuk 384-well plateken, 7900 HT RealTime PCR
System, Viia 7 Real-Time PCR System vagy Quant Studio 7 Flex Real-Time PCR System
(ThermoFisher Scientific) késziilékeken.

A génexpresszios mérések belsé kontroljaként vilagossejtes veserak szovetek esetében
peptidilprolil izomeraz A (PPIA) és Tubulin-a (TUBALA) [115], human hepatocellularis carcinoma
xenograft mintak esetében hipoxantin foszforiboziltranszferaz 1 (HPRT) és gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz (GAPDH) [85], PitNET mintak esetében béta aktin (ACTB) és GAPDH kombinacidjat
(geometrikus atlagat) alkalmaztuk [117]. A mMiRNS-ek bels6 kontroljaként (haztartasi génként)
vilagossejtes veserak daganatszovetben az RNU44 és RNU48 [116], PitNET mintak esetében a RNU44,
RNU48 és U6 sSNnRNA geometriai atlagat hasznaltuk [119]. A vizelet exoszomalis miRNS-ek esetében a
NormFinder algoritmus segitségével azonositottuk a miR-16-5p és a miR-106a-5p geometriai atlagat,
mint a legstabilabb belsé kontrollt [34]. Az exoszémakban 1év6 miRNS expressziot az exoszOma-
mentesitett médiumra normalizaltuk.

A gén és miRNS expresszié valtozast a ddCT modszerrel elemeztiik (fold change=224%), az

eredményeket log2(fold change), azaz log2RQ (RQ: relativ mennyiség) formaban adjuk meg.

2. tablazat. Alkalmazott gPCR primerek és TagMan probdk.

gPCR primerek

Gén F: forward primer, R: reverz primer

hsa-CAV1 F-5’CCGCGACCCTAAACACCTC-3’, R-5’°GCCTTCCAAATGCCGTCAA-3’

hsa-CDH1 F 5'-CACAGTCACTGACACCAACGATAA-3', R5-CTCAGGCACCTGACCCTTGTA-3'
hsa-CDH2 F 5'-TGGGAATCCGACGAATGG-3', R 5-TGCAGATCGGACCGGATACT-3'
hsa-FLOT1 F-5’ACATTGCCCTGGAGACGTTAG-3’, R-5’ACACTGATGCCCATGTTGAC-3’
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hsa-GAPDH F 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3', R 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'
hsa-HPRT F5-TTGCTGACCTGCTGGATTAC-3, R5-TCTCCACCAATTACTTTTTATGTCC-3'
hsa-KIAA0101 F-5'-AGGTTGTCCCCTAAAGATTCTG-3', R-5'-CAGGTTGCCAAAGGACATGC-3'
hsa-PPIA F-5'-ATGCTGGGGCCCCCCAACACAA-3', R-5'-CCCTCTCTTTCACCTTGCCACC-3'
hsa-SNAI1 F5-TCGGAAGCCTAACTACAGCGA-3', R5-AGATGAGCATTGGCAGCGAG-3'
hsa-SNAI2 F 5-AAGCATTTCAACGCCTCCAAA-3', R5-GGATCTCTGGTTGTGGTATGACA-3'
hsa-TUBA1A F-5'-TCTTCCACCCTGAGCAACTT-3', R-5-CTCCAGCTTGGACTTCTTGC-3'
hsa-VIM F 5'-GACAATGCGTCTCTTGGCTTT-3', R5-TCCTGCAGGTTTTTGGCAGCCA-3'
hsa-ZEB1 F 5'-CGGCGCAATAACGTTACAA -3, R5-GGCAGGTCATCCTCTGGTACA-3'
hsa-ZEB2 F5-TCTCCCATTCTGGTTCCTACA-3', R5-TTCTCATTCGGCCATTTACAG-3'
rno-Actb F 5-AGATCAAGATCATTGCTCCTCCT-3', R 5'-ACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3'
rno-Ccna?2 F5-GGATGGTAGTTTTGAATCACCCC-3', R5-GGATGGCCCGCATACTGTTA-3'
rno-Cdk2 F 5'-GCTTATCAACGCAGAGGGGT-3', R 5'-GGGTCACCATTTCGGCAAAG-3'
TagMan probak

Gén TOQM Assay ID Gén TOQM Assay ID

hsa-18S Hs99999901 sl hsa-TET3 Hs00896441 ml
hsa-ACTB Hs99999903_m1 hsa-UHRF1 Hs01086727_m1
hsa-ACTB Hs01060665_g1 hsa-UHRF2 Hs00380204_m1
hsa-BIRC5 Hs04194392_s1 rno-Birc5 Rn00574012_m1
hsa-CDC25A Hs00947994 m1 rno-Dnmtl Rn007009664 m
hsa-CDC25C Hs00156411_m1 rno-Gapdh Rn01775763_g1
hsa-CDK1 Hs00938777_m1 rno-Pttgl Rn00574373_m1
hsa-DNMT1 Hs00945875_m1 rno-Tetl Rn01428192_m1
hsa-GAPDH Hs99999905_m1 rno-Tet2 Rn01522037_m1
hsa-GAPDH Hs02758991_g1 rno-Tet3 Rn01425643 m1
hsa-PTTG1 Hs00864094_g1 rno-Tp53 Rn00755717_m1
hsa-TET1 Hs04189344 g1 rno-Uhrfl Rn02346366_m1
hsa-TET2 Hs00325999 m1l rno-Uhrf2 Rn01502134 m1
miRNS TOM Assay ID miRNS TOM Assay ID
cel-miR-39-3p 478293 _mir hsa-miR-203a-3p 478316_mir
hsa-126-5p 477888 _mir hsa-miR-20a 4373286
hsa-143-3p 477912 _mir hsa-miR-21 000397
hsa-148b-3p 477824 _mir hsa-miR-25 000403
hsa-150-5p 477918 mir hsa-miR-30a-5p 000417
hsa-26b-5p 478418 mir hsa-miR-30d-5p 478606_mir
hsa-6514-3p 480214 mir hsa-miR-34b 000427
hsa-6867-5p 480488_mir hsa-miR-383 4373018
hsa-let-7b-5p 478575 _mir hsa-miR-422a 4395408
hsa-let-7i-5p 478375 _mir hsa-miR-424 001149, 4373201
hsa-miR-1 000385 hsa-miR-449 001030
hsa-miR-106a 002169 hsa-miR-451a 478107_mir
hsa-miR-1183 002841 hsa-miR-486 001278
hsa-miR-124-3p 001182 hsa-miR-486-3p 4395204
hsa-miR-126 002228 hsa-miR-486-5p 478128 mir
hsa-miR-126* 000451 hsa-miR-503 001048, 4373228
hsa-miR-128a 4395327 hsa-miR-516a-3p 4373183
hsa-miR-135a 4373140 hsa-miR-542-3p 4378101
hsa-miR-135b 4395372 hsa-miR-543 4395487
hsa-miR-140-5p 4373374 hsa-miR-582-3p 4395510
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hsa-miR-143-3p 477912 mir hsa-miR-582-5p 4395175
hsa-miR-150 000473 hsa-miR-663a 479445 mir
hsa-miR-155 4395459 hsa-miR-93 4373302
hsa-miR-15a 4373123 hsa-miR-98 4373009
hsa-miR-16 000391, 4373121 RNU44 001094, 4373384
hsa-miR-17 002308 RNU48 001006, 4373383
hsa-miR-17-5p 4395419 U6 snRNA (RNU6) 001973, 4395470
hsa-miR-200c-3p | 002300

hsa: homo sapiens, rno: rattus norvegicus

1I1.2.4 DNS szekvencia meghatdrozds modszerei
1I1.2.4.1. Sanger szekvendlds
A mitokondrialis variansok vizsgalatat és vektorkonstrukciok ellenérzését hagyomanyos Sanger
DNS egyiittes amplifkciojanak elkeriilése érdekében Ramos és munkatarsai altal publikalt specialis
primereket alkalmaztuk [130]. Az amplikonokat tisztitottuk Clean Sweep PCR tisztito kit segitségével
(#A29895, Thermo Fisher Scientifc). A Sanger szekvenalast Applied Biosystems 3130 genetikai
analizatoron (Thermo Fisher Scientifc) végeztiikk BigDye™ Direct Cycle Sequencing Kit (#4458687,

Thermo Fisher Scientifc) segitségével.

111.2.4.2. Mitokondridlis DNS analizis vjgenerdcios szekvendldssal, szekvendldsi adatok
értékelése, varidns interpretdcio és validadlds

A mitokondrialis DNS-konyvtarat a VariantPro™ Mitochondrion Panel Library Preparation Kit
(#VP-MIT-0048, LC Sciences) segitségével készitettilk el kovetve a gyartoi utasitasokat. A kivant
fragmensek jelenlétét és az indexelt konyvtarak tisztasagat az High-Sensitivity DNA Analysis Kit
(#5067-4626, Agilent Technologies) segitségével ellendriztiik Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Scientifc) mértiikk. A 45 indexelt konyvtarat mintanként ekvimolaris mennyiségben kevertiik, majd
denaturalas és tovabbi higitas utan 10 pM konyvtarkeveréket toltottiink a szekvenalo kazettaba (Illumina
MiSeq Reagent v2 kit, 500 cycles, #MS-102-2003, Tllumina) és Illumina MiSeq késziiléken (Illumina)

futtatuk.
Az adatfeldolgozasban a Genome Analysis Toolkit (GATK) Best Practices guideline ajanlasat
kovettiik. Roviden, trimmelést és a rossz mindségli bazisok (Phred<20) eltavolitasahoz a Trim Galore
(Babraham Bioinformatics, http://www.bioinformatics. babraham.ac.uk/projects/trim_galore/) és

cutadapt algoritmusokat hasznaltuk. A readek illesztése a Burrows—Wheeler Alignerrel (BWA) tortént.

A read-ek rendezéséhez Picard tool algoritmust (http://broadinstitute.github.io/picard), hasznaltunk. A

varianshivashoz mintanként a MuTect2 (tumor only mode)-t, a VCF (Variant Call Format) file-ok

Osszeolvasztasahoz a CombineVariant algoritmusokat hasznaltuk. A varians hatasokat SnpEff

segitségével vizsgaltuk. Mitokondrialis referencia szekvenciaként a human mitokondrialis DNS

feliilvizsgalt Cambridge referenciaszekvencigjat (rCRS) (NC 012920.1 gi:251831106) alkalmaztuk. A
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variansok annotaciohoz a MITOMAP mtDNA Coding Region and RNA Sequence Variants adatbazist
hasznaltuk. A referencia allélokat 0-nak, a varians allélokat 1-nek kodoltuk, a heteroplazmia aranyat
pedig az egyes variansok és mintak leolvasasi (read) szdma/total read szam alapjan szamitottuk ki. 3%-

os vagoértéket hasznaltunk a heteroplazmia azonositasara a korabban leirtak szerint [131].

II1.2.5. Gén és miRNS expresszios profil meghatdrozdsdahoz alkalmazott modszerek
111.2.5.1. Génexpresszios microarray

Kétszaz nanogramm teljes RNS-t az Illumina TotalPrep-96 RNA Amplification kit (#4393543,
Ambion Life Technologies) segitségével jel6ltiink meg az amplifikacios protokoll szerint. 750 ng cRNS-
t készitettiink és hibridizaltuk egy Human HT-12 V4 BeadChipbe (#HumanHT-12 v4, lllumina) [116].
A BeadChipet 58°C-on, 5-6s fordulatszamon 18 6ran at inkubaltuk a hibridizacidohoz. A BeadChipet az
Illumina protokoll szerint mostuk és festettilk, majd az iScan (Illumina) késziilékkel szkenneltiik. A
génexpresszios microarray-ek adatelemzését a Genespring GX 12 szoftver (Agilent Technologies)
segitségével végeztiik. A nyers adatokat percentilis alapjan sziirtiik (also hatarérték: 20). A fold change
szlirdt 2-szeresre allitottuk, majd péarositatlan t-probat hasznaltunk a szignifikans (p<0,05)
génexpresszios valtozasok azonositasara tobbszoros tesztelési korrekcioval (Benjamini-Hochberg) a

hamis felfedezési arany ellenOrzése és statisztikailag megbizhat6 eredmények elérése érdekében.

111.2.5.2. Génexpresszios profil készitése humdan TaqgMan Array segitségével
Célzott gének expresszios eltéréseinek vizsgalatahoz a kivalaztott génekre specifikus TagMan
assay-kbol allo paneleket terveztem. A G2/M ttvonal transzkriptomikai vizsgalatdhoz 46 gént
tartalmazo [118], az apoptodzis utvonal vizsgalatahoz 96 gént tartalmazé [117] egyedi készitésti TagMan
Low Density Array-k (TLDA) (Life Technologies) terveztiink. A génexpresszio méréseket az atforditott
cDNS-ek felhasznalasaval 7900 HT Fast RealTime PCR System (Life Technologies) késziiléken
futtattuk.

111.2.5.3. Génexpresszios profil meghatdrozdsa vijgenerdcios szekvendlds segitségével

Az RNS-szekvenalashoz a konyvtarakat a TruSeq Stranded mRNS Sample Prep Kit (#RS-122-
2101, Hlumina) [132] vagy NEBNext Ultra 1l Directional RNA Library Prep Kit for lllumina with
Purification Beads (#E7760S/L, New England Biolabs) [123] segitségével készitettiik el. A poliA-t
tartalmazd mRNS-molekuldkat 4 ug teljes RNS-bol (RIN > 7) tisztitottuk magneses gyongyokhoz
kapcsolt poli-T oligok segitségével. Az mRNS ezutan ~300 bp-0s szakaszokra fragmentaltuk. A cDNS
szintézist SuperScript 11 kit segitségével végeztiik (#18064-014, Invitrogen). A cDNS-t ezutan 3'végen
adenilizaltuk, majd az indexeld adapterek ligalasa kovetkezett. Az adapterligalt DNS-t 15 PCR-ciklussal
dusitottuk. Minden tisztitasi és méretvalasztasi 1épést AMPure XP SPRI gyongyokkel végeztiink
(#A63881, Beckman Coulter Genomics). A konyvtarakat az Agilent Bioanalyzer High Sensitivity DNS
Kit (#5067-4626, Agilent Technologies) alkalmazavaval ellendriztiik, majd kvantifikaltuk (KAPA
Illumina Library Quantification Kit, #KK4835, KAPA Biosciences; Illumina Eco RealTime PCR
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késziilékkel (Illumina). A klaszterek (paired-end cluster generation) létrehozasat és 2x150 ciklusos
szekvenalast (#PE-401-3001, lllumina) Illumina Hi-Seq 2000/2500 és Novaseq (#20028400, NovaSeq
6000 SP 300 cycles, lllumina) késziilékeken végeztiik [123, 132]. A leolvasasokat (read-eket) 75bp-ra
vagtuk. A leolvasasokat a hgl9 referencia genomhoz igazitottuk a tophat (v2.0.3) algoritmus
segitségével, majd a transzkriptek Osszeflizését kovetden €s az expresszids szintek becslését (fpkm)
végeztiik el cufflinks (v2.0.2) algoritmus segitségével. A csoportok kdzotti expresszios eltéréseket a

cufflinks cuffdiff moduljaval [132] és Bioconductor package edgeR [123] segitségével hataroztuk meg.

111.2.5.4. miRNS expresszios profil meghatdrozds microarray segitségével

A miRNS expresszids elemzéséhez a GeneChip® microRNS Galaxy Array v1-et (Affymetrix,
CA, USA) hasznaltuk (1015 human érett miRNS probakeészlettel) [119]. Kiindulasként mintanként 500
ng total RNS-t hasznaltunk, a kdnyvtarkészités poly(A) (#703095, FlashTag Biotin HSR RNS Labeling
Kit, Affymetrix) dusitas segitségével végeztik a gyartd utasitasait kdvetve. Ezutan a jelolt és biotinilalt
RNS-t és hibridizacioés kontrollokat (#900454, Gene Chip Eukaryote Hybridization Control Kit,
Affymetrix) a miRNS array-hez hibridizaltuk 16 o6ran keresztiil 48 °C-on. A hibridizaciot és festést a
GeneChip Hybridization, Wash, and Stain Kit (#702731, Affymetrix) segitségével végeztiik, €s minden
array-t GeneChip Fluidics 450 allomason (Affymetrix) mostunk és festettiink, majd GeneChip® 3000
szkennerrel (Affymetrix) szkenneltiink [119]. Az adatok analizisét, a génexpresszios microarray-ekhez
a Genespring GX 12 Software (Agilent Technologies) segitségével végeztiik, standard beallitasokkal.
Réviden, a nyers adatokat percentilis alapjan sziirtiik (alsé vagéérték: 20). A fold change filter-t 2-re
allitottuk, majd péarositatlan t-tesztet hazsnaltuk a szignifikans eltérsek azonositdsara Benjamini-

Hochberg tobbszoros tesztelési korrekcioval [119].

I11.2.5.5. miRNS expresszios profil készitése humdan TaqgMan Array segitségével

A miRNS expresszios vizsgalatokhoz qPCR alapi TagMan® Array Human MicroRNA Card Set
v.2 (A#:4398965, B#4398966), v.3 (#4444913, Life Technologies) vagy sajat tervezésii array-ket [34,
116] hasznaltunk. Minta tipustol fliiggéen 2000 pg — 500 ng RNS reverz transzkripcidjat végeztikk
Megaplex Primer Pools (Human Pools Set v3.0, #4444750) és TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit ((#4366596; #4366597, Life Technologies) segitségével. Masodik [épésben
preamplifikaciot végeztiink Megaplex Preamp Primer szettet (#4399233) és TagMan PreAmp Master
Mix-et (#4391128) alkalmazva. A miRNS array-eket azutan 7900 HT Fast RealTime PCR System vagy
ViiA7 Real Time PCR rendszeren (Life Technologies) futtattuk.

I11.2.5.6. miRNS expresszios profil meghatdrozdsa ujgenerdcios szekvendlds segitségével

A miRNS expresszio Gjgeneracios szekvenalasi mérésekhez két platformot hasznaltunk: SOLiD-
AppliedBiosystems és Illumina genetikai analizatort.

SOLID 1jgeneracids szekvenalashoz elsé 1épésben kis RNS dusitast végeztiink teljes RNS-b6l

miRNA TIsolation Kit (#AM1560, Invitrogen) segitségével [119]. A miRNS konyvtarkészitéshez a Small
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RNA Expression Kit-et alkalmaztuk (#4399434b, SOLID™ Small RNA Expression Kit Protocol,
Applied Biosystems) kovetve a gyartdi utasitasokat. A templat preparalast, emulzios PCR-t és tisztitast
kovetden a szekvenalast (deep-sequencing) SOLID V2 Sequencing System (Applied Biosystems)
segitségével végeztilk a Magyar Tudoméanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont Biokémiai
Intézetének szekvenald platformjan. Az adatok analizise a CLCBio Genomics Workbench v5.0 Small
RNA Analysis algoritmusaval tortént az alapbedllitott mindségi és trimming paraméterek
alkalmazasaval. Referencianak a miRBase adatbazis érett miRNS szekvencidit hasznaltuk (2018.
november), majd globalis normalizacidt végeztiink minden egyes mintara.

A mintak tobbsége esetében a miRNS expresszios profilt Illumina platformon hataroztuk meg.
Vilagossejtes veserak és hepatocellularis karcindma xenograft szovetekbdl izolalt RNS-b6l cDNS
konyvtarakat a TruSeq Small RNS Library Sample prep kit (#RS-200-0012, Illumina) segitségével
készitettiik [85, 132]. A konyvtarak mindségét Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit-tel (#5067-4626,
Agilent Technologies) ellenériztiik, a szekvenalast az Illumina Hi-Seq 2500 platformon (Illumina)
végeztik. Az leolvasott rovid szekvencidkat (read-eket) a miRBase adatbazis v20. (2014. februar) érett
RNS-szekvenciakhoz illesztettiik a novoalign v2.08.02 algoritmussal. Az expresszidé meghatarozasahoz
EdgeR ¢és limma elemzési csomagot hasznaltunk.

Hypophysis onkocitomak, plazma és szérum miRNS szekvenalasahoz a teljes RNS mintakbodl 5
ul-t kivéve készitettlinnk konyvtarat a QIAseq™ miRNS Library Kit (Cat#331505, Qiagen)
felhasznalasaval a gyarto utasitasait kovetve [125]. Az adapter ligalasat kovetden el6szor a miRNS-ek
3, majd 5" végén végeztiink univerzalis reverz-transzkripciét minden mintdn. Az RT primerek
tartalmaztak az egyedi molekularis indexeket (UMI, unique molecular index) is. A ¢cDNS a konyvtar
magneses gyongyos tisztitasat kovetden a szekvendlast Illumina MiSeq késziiléken futtattuk 150
ciklusos MiSeq Reagent Kit v3 (#MS-102-3001, Illumina) hasznalataval. Az adatanalizishez a

GeneGlobe Data Analysis Center algortimusait alkalmaztuk (https://geneglobe.giagen.com/us/analyze).

A nyers leolvasasokat a 3' adapter és a gyenge mindségli bazisok cutadapt
(http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html) segitségével torténd levagasaval dolgoztuk fel. A
leolvasott szekvenciakat (read-eket) a miRBase v21 adatbazisban taldlhatd referencia érett miRNS-
szekvenciaihoz illesztettik bowtie algoritmus (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml)
segitségével. Az UMI-k segitségével maghataroztuk a miRNS expressziokat, a normalizalast a TMM és
a GeNorm algortimusokkal végeztiik a daganatszovet mintak esetében. Plazma miRNS méréseknél
globalis normalizaciot végeztink (A leolvasdsokat normalizaltuk az egyes mintak teljes
leolvasasszamahoz, és 10 000 leolvasasra vonatkoztatott leolvasasszamként adtuk meg (normalizalt

leolvasasszam)) [121]. Az IsomiR-elemzéseket az isomiR-SEA algoritmus segitségével végeztiik [133].

I11.3 Alkalmazott sejtvonalak és in vitro funkcionalis vizsgalatok
111.3.1 Felhasznalt sejtvonalak, tenyésztési modszerek és alkalmazott kezelések
Az in vitro vizsgalatainkban vilagossejtes veserak, endotél, hipofizis neuroendokrin tumor,

feokromocitoma és mellékvesekéreg karcinoma sejtvonalakat hasznaltunk (3. tablazat). A sejteket az
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American Type Culture Collection (ATCC) és az LGC Standards Ltd. (European partner of ATCC)

cégtdl vasaroltuk. A sejteket az ATCC ajanlasai szerint tenyésztettiik, a fenntartas soran 100 U/ml

penicillin és 100 pg/ml streptomycin antibiotikumot adtunk a tdpoldatokhoz, a kisérletekhez legfeljebb

20 passzazsig hasznaltuk 6ket. Fenntartashoz a sejteket 25 és 75 cm?2 -es flaskédkban tenyésztettiik 37°C-

on, 5%-os CO2 termosztatban. A sejtek tobbségénél a tapoldatot hetente haromszor cseréltiink, és

hétfon, illetve pénteken passzaltunk, azonban mindig igazodtunk a sejtek igényeihez a sejtszdmok

fiiggvényében. Miutan a sejtek elérték a 90%-os konfluenciat, 0,05%-0s tripszin-EDTA (#25300062,

Invitrogen) segitségével passzaltunk. A kisérleteket 6, 24, 48 és 96 lyuku tenyésztéedényekben (plate-

eken) végeztiik.

3. tablazat. A kisérletekben alkalmazott sejtvonalak és kezeldszerek

Alkalmazott sejtvonalak

Sejtvonal Neve

Sejtvonal szoveti eredete

Tenyésztéshez hasznalt tapoldat osszetétele

(androgének) termeld, patkany

786-0O primer ccRCC, huméan RPMI-1640 Medium; 10% FBS
ACHN ccRCC pleuralis metasztazisa, human | Eagle's Minimum Essential Medium; 10% FBS
Caki-2 primer ccRCC, huméan McCoy's 5a Medium Modified; 10% FBS
HUVEC koldokvéna vaszkularis endotélium, | F-12K Medium; 10% FBS; 0,1 mg/mL heparin; 0,03 mg/mL
human ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement)
hivofiz liilsBleb d 45% Dulbecco's modified Eagle's medium (4 mM L-glutamin; 1,5
ipq;ZIS e,F S0 eLIiny GI?I enI(:)rSnI;, g/L natrium-bikarbonat; 4.5 g/L gliikéz tartalmu); 45% alpha
RC-4 B/C p uil qum(gla "}SH ( T, - ’1 | minimum essential medium (1 g/L glikéz tratalmu); 10%
pro al'aln, i ¢s TSH B-alegység dializalt hdinaktivalt FBS; 0;01 mM nem-esszencialis aminosav
termeld), patkany keverék; 15 mM HEPES; 0,2 mg/ml BSA (bovine serum
albumin); 2.5 ng/ml EGF (epidermalis névekedési faktor)
hipofizis  eliils6lebeny adenoma,
GH3 n6vekedési hormon és prolaktin | F-12K Medium; 2,5% FBS; 15% loszérum (horse serum)
termeld, patkany
PC12 feokromocitoma, patkény Ham's F-12K medium (L-glutamin és natrium-bikarbonat
tartalmi); 15% loszérum (horse serum); 2.5% FBS
mellékvesekéreg karcinoma, PR, ) 0 i .10
H295R aldoszteron, kortizol és C19 szteroid | DMEM-F12 Medium; 10% FBS; 2,5% Nu-Serum; 1% ITS+

Premix (inzulin, transzferrin, szelén, BSA és linolén sav)

Alkalmazott kezelése

k

KezelGszer neve

Katalégusszam (forgalmazé)

Alkalmazott végkoncentraci6

Szunitinib

#51042 (SelleckChem)

0,1 uM; 1 uM; 5 uM; 10 uM

Acetil-szalicilsav
(aspirin, ASA)

#A5376, (Sigma)

1 mM; 5 mM

YMI155  (survivin | 451130 (SelleckChem) 0,1 uM; 0,25 uM; 0,5 uM
inhibitor)

TRAIL (TNFSF10, | #310-04-1MG 2 ug/ml

human rekombinans) | (ThermoFisher Scientific)

Decitabin #A10292 (Adooq) 10 uM

BSA: marha szérum albumin (bovine serum albumin); EGF: epidermalis novekedesi faktor;, ECGS.: endothélialis sejt
névekedést el6segité kiegészitd komponens (Endothelial Cell Growth Supplement); FBS: fotalis marhaszérum (fetal bovine
serum); HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetinszulfonsav — puffer; TRAIL: tumor necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand
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111.3.2. Géntechnolégiai és nukleinsav beviteli modszerek
111.3.2.1. Klonozas — Expresszios és riporter vektorkonstrukciok létrehozdsa

A Survivin fehérje funkcionalis vizsgalatahoz expresszids vektort terveztiink [117]. A patkany
Birc5 (survivin) gén analiziséhez genomi DNS-t izolaltunk RC-4 B/C patkany hipofizis neuroendokrin
tumor sejtekbdl. A Birc5 kodolo szekvenciat PCR-amplifikaltuk az altalunk tervezett egyedi primerek
segitségével. Birc5-ex1F: 5’-CGGAAGGCGACTTTTTCCAG-3’; Birc5-ex1R: 5-
TGTGTATGAACGCCGAGGTG-3’; Birc5-ex2F: 5’-CTCTCGGCCCGGAAGATT-3’; Birc5-ex2R:
5’-TCCAGTTCTTCCCAAAAGACTCC-3’; Birc5-ex3F: 5’-AAAGACAGCCGTGGAGATGG-3’;
Birc5-ex3R: 5’-TCCC TGAGACAGATCCCCAG-3’; Birc5-ex4F: 5’-CTCCCTTGGTAGGCGAGC-
3’; Birc5-ex4R: 5’-CGGTCTCC TGTAAGACACCAA-3’. A Birc5 cDNS-t RC-4 B/C patkany
hipofizis adenoma sejtek mRNS-ébdl allitottuk eld reverz transzkripcioval, amely templatként szolgalt
a plazmid inzert amplifikaciojahoz a kovetkezo primerekkel: F 5-
CGAAGCTTCACCATGGGTGTGCTCCGGCGCTGGGGGGGEL-3’ és R 3-
CGTCTAGAGTCAGCGTAAGGCAGCCAGCTG-3’. Az amplifikdcidhoz nagy hiségli (,,high
fidelity”) DNS-polimerazt (#M0530, New England Biolabs) enzimet hasznaltunk. Az inzertet
pcDNAZ3.1 vektorba (#V79020, Thermo Fisher Scientific) klonoztuk Xbal és HindIII-HF restrikcios
enzimek (#R0145 és #R3104, New England Biolabs) segitségével. A ligalast T4 DNS-ligazzal (#M 0202,
New England Biolabs) végeztiik 16 °C-on egy éjszakan at. A plazmid bevitelét kémiai szempontbol
kompetens Escherichia coli DH5a (#18265017, Invitrogen) hésokk transzformalasaval végeztiik.
Ampicillintartalma LB agarra valo kiiiltetést és egy éjszakan at 37 °C-on tenyésztetést kovetben telep
PCR segitségével két pozitiv klont kivalasztottunk, majd tovabb tenyésztettiik folyékony LB
tapoldatban 37 °C-on egy éjszakan at. A rekombinans plazmid DNS izolalasahoz PureLink HiPure
plazmid Midiprep Kitet (#K2100-03, ThermoFisher Scientific) hasznaltunk. A konstrukcio (pBirc5)
szekvenciajat kétirany Sanger szekvenalassal igazoltuk a kdvetkezd primerek alkalmazasaval: F 5°-
AGAACCCACTGCTTACTGGC-3’ R 5’-GGCAAACAACAGATGGCTGG-3’ [117].

Az mMRNS-miRNS interakcio vizsgalatadhoz luciferaz riporter vektort készitettiink [125]. Az
Akonitaz 2 (ACO2) riporter vektor készitéséhez az ACO2 3'-UTR (ENST00000216254.8) régiojat
amplifikaltuk human genomi DNS-bél a kovetkezd primerekkel: F 5'-
CCATCCTCCTGAACCACACC-3" és R 5'-GCCTCCACTGACCTTGACTG-3'. Az amplifikalt
szekvenciat 5'—3' iranyban pGL3control vektorba (#E1751, Promega) klonoztuk a szentjanosbogar
(firefly) luciferaz gén 3’ végére az Xbal restrikcids enzimhasitd helyen (pACO2). A transzformalast,
klonszelekciot és plazmidtisztitast a fent leirt modon végeztiik. Negativ kontrolként a pGL3-control
vektort hasznaltunk [125].

A Pttgl (pituitary tumour transforming gene 1) promoteraktivitas vizsgalathoz szintén luciferaz
riporter vektort készitettiink [123]. A Pttgl 5'-UTR 201 ENSRNOT00000005070.5 régi6jabol 2090 bp-
t klénoztunk 5'—3" iranyba pGL3promoter vektorba (#E1761, Promega) a szentjanosbogar (luciferaz)
gén elé (5’ végére). A Pttgl-luc konstrukciot (pPttgl) direkt Sanger szekvenalassal és az alap luciferaz

aktivitas detektalassal ellendriztiik. A tobbi 1€pést a fent leirtaknak megfeleléen végeztiik.
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111.3.2.2. Transzgén konstrukcio bejuttatisa
Survivin tulexpresszalé PitNET sejtek létrehozasahoz a pcDNS3.1-Birc5 (pBirc5) vektort
hasznaltunk, melyet X-tremeGENE HP DNS transzfekcios reagenssel (#XTGHP-RO, Sigma) és Opti-
MEM I Reduced Serum Medium (#31985062, Gibco) segitségével transzfektaltunk antibiotikum nélkiil.
Az expresszios szintet western blot segitségével hatdroztuk meg a transzfekcio utdn 48 oraval. A
transzfekcio hatékonysaga 80% volt, amelyet GFP (green fluorescent protein)-tartalmu plazmid (pGFP)
transzfekcidjaval kontrollaltunk [117].

II1.3.2.3. Géncsendesités siRNS-sel

A kivalasztott gének funkcidjanak vizsgélatdhoz géncsendesitést végeztiink siRNS segitségével
[115-117]. A sejteket Lipofectamine RNAIMAX (#13778075, Life Technologies) és OptiMEM
(#31985062, Life Technologies) segitségével transzfektaltuk a KIAAO101 gén elleni kiilonb6z6 LNA®
SiIRNS-ek (#s18861, #s18863, Silencer Select, ThermoFisher Scientific; 30 nM), CAV1 (#s2448 Silencer
Select, ThermoFisher Scientific) vagy FLOTL1 (#s19915, Silencer Select, ThermoFisher Scientific),
MDGAL (#s49009 vagy #s49011, Silencer Select, ThermoFisher Scientific, 100 nM), BIRC5 (#s133761,
#s133762, Silencer Select, ThermoFisher Scientific) specifikus sSiRNS-ek, vagy target nélkiili kontroll
SIRNS (#4390843, ThermoFisher Scientific, 30 nM) alkalmazasaval. A transzfekciokat BLOCK-iT
fluoreszcens oligoval (#2013, Life Technologies) optimalizaltuk. A géncsendesitést qPCR és western

blot segitségével ellenbriztiik.

II1.3.2.4. miRNS transzfekcio

A miRNS-ek funkcidjanak vizsgalatahoz a kdvetkez6 pre-miR prekurzurokokat, miRNA mimics-
eket és miRNA inhibitorokat hasznaltuk: miR-124-3p (#MC10691), miR-30a-5p (#MC11062), miR-
200c-3p (#MC11714), miR-1 (#MC10617), miR-663a (#MC11581), miR-744-5p (#MC13027), miR-
127-3p (#MC10400) vagy target nélkiili kontroll miRNA mimics (#:44640633, #4464058, non-targeting
control, NTC, ThermoFisher Scientific). A transzfekciohoz LipofectamineRNAIMAX (#13778075,
Life Technologies) vagy siPORT NeoFX transfection agent (#AM4510, Thermofisher Scientific)
reagenst hasznaltunk kdvetve a gyartdi utasitdsokat (30, vagy 120 nM koncentracioban
kisérlettol/sejtvonaltol fiiggden) [116, 132, 134]. A transzfekciokat BLOCK-iT fluoreszcens oligd
hasznalataval (#2013, Life Technologies) optimalizaltuk. A transzfekciok hatasat 24 ora elteltével RT-
gPCR-rel ellendriztiik a kivont RNS-bdl TagMan probak segitségével.

111.3.2.5. miRNS devitel exoszomdk segitségével
Az ACHN, Caki-2 és 786-O sejteket az ajanlott médiumban antibiotikumok nélkiil
tenyésztettiilk. A sejteket harom napig 10% exoszoma-mentesitett FBS-t (#EXOFBS50A1, System
Biosciences, Mountain View, CA, USA) tartalmazo6 tapoldatban tartottuk [34]. Exoszéma-mentesitett
FBS-t hasznalva 100 000 sejtet tltettiink (/well) 12 lyuku tenyésztéedényre. A kovetkezd naptol kezdve

1 mL médiumot gy(jtéttiink az 1., 2. és 4. napon. Az exoszomak sejtek kozotti atviteléhez az
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exoszomakat tisztitottunk ExoQuick TC-kittel (#EXOTC10A1, System Biosciences) 786-O sejtek
feliiluszjabol. Az exoszoma pelleteket 100 ul steril PBS-ben reszuszpendaltuk. A konfokalis
mikroszkopiahoz az exoszomakat Exo-Red festékkel (#EXOR100A-1, System Biosciences) jeloltiik a
gyartd protokollja szerint. A jelolt exoszémakat ezutdn metasztatikus ACHN, Caki-2 és endotelialis
HUVEC sejtekhez adtuk. 24 oraval késébb a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, és az intracellularis
exoszoma felvételét €16 sejteken Leica TCS SL konfokdlis mikroszképpal vizsgaltuk 460 nm-es

gerjesztési és 650 nm-es emisszios hullamhosszakon.

111.3.2.6. Riporter vektor Kko-transzfekcio — MRNS-mIiRNS interakcié validdlds és
promoter aktivitas mérés

A MiRNS-mRNS interakcidk bizonyitasahoz 96 lyuku tenyésztélemezen 10%/well sejtet tiltettiink
ki a transzfekcid el6tti napon antibiotikum mentes tapoldatban [125]. A sejteket riporter vektorral: [75
ng pACO2 szentjanosbogar (firefly) luciferaz vektorral vagy pGL3-control negativ kontrol vektorral és
75 ng transzfekcios kontrol renilla (pRL-control, #E2231, Promega) vektorral], valamint és miRNS
mimics-szel [30 NM miR-744-5p, miR-127-3p mirVana™ miRNA mimics (#MC13027, MC10400)
vagy target nélkiili kontroll miRNS-sel (Non-targeting control #1 (NTC): #4464058, ThermoFisher
Scientific)] kotranszfektaltuk PANFect A-plus transzfeckcios reagens (#P02-8110, PAN Biotech)
hasznalataval.

A PTTG1 promoter aktivitis vizsgalathoz RC-4B/C sejteket 96 lyuka tenyésztélemezen
lyukanként 10%well koncentracioban iiltettiink ki antibiotikum mentes tapoldatban a transzfekcio elétti
napon. Masnap 150 ng pPttgl vagy kontroll pGL3-promoter plazmiddal és 150 ng renilla luciferaz
vektorral (pRL-control, #E2231, Promega) Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scientific)
hasznalataval a gyart6 utasitasai szerint [123].

A transzfekcid hatékonysagat minden luciferaz kisérlet esetében pRL Renilla Luciferase Control
Reporter Vector (pRL-control, #£2231, Promega) plazmid kotranszfekcidval kontrolaltuk. A luciferaz
mérést 24 oraval a transzfekciokat kovetéen végeztiik el Dual-Glo luciferaz kit segitségével (#E2920,
Dual-Glo Luciferase Assay System, Promega), a gyartd protokolljanak megfelelden. A szentjanosbogar
luciferaz aktivitasat a transzfekcios hatékonysaghoz igazitottuk ugy, hogy minden minta renilla luciferaz
aktivitasara normalizaltuk. A lumineszcencia mérést Varioskan™ Flash Multimode Reader

(ThermoFisher Scientific) késziilékkel végeztiik.

111.3.3. In vitro funkciondlis vizsgdlatok
II1.3.3.1. Viabilitas, proliferdcio és élo-halott sejt arany meghatdrozds in Vitro festékek
alkalmazasdval
A sejtek életképességét/proliferacigjat (#05015944001, Roche Applied Science), Alamar Blue
assay (#DAL1025, Thermo Fisher Scientific) reagenssel vizsgaltuk [115-117, 125, 135] 96 well plate-
ekre {ltetett sejteken, az optikai denzitdst Thermo Scientific Varioskan Flash késziilékkel

(ThermoFisher Scientific) mértiik. A proliferaciovizsgalatahoz emellett sejtszamolast és él6-halott
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sejtszamok ¢és arany meghatarozast végeztiink 6-lyukt lemezeken tenyésztett sejteken. Tripszines
emésztést kovetden 0,4%-0s Trypan Blue (#15250, ThermoFisher Scientific) exkluzids festést

alkalmaztunk. Biirker kamra segitségével szdmoltuk az 6ssz, az ¢I6 és a halott sejtek szamat/aranyat.

111.3.3.2. Kaszpaz-3 apoptozis vizsgdlat
A sejtek kaszpaz-3 aktivitasat Caspase-3 kolorimetrias protedz kit (#KHZ0021, ThermoFisher
Scientific) segitségével hataroztuk meg [117]. A sejteket hiitott sejtlizis pufferben szuszpendaltuk, és
jégen inkubaltuk 10 percig. 10000xg-n végzett 1 perces centrifugalas utan a feliiliszok (citoszol
fehérjét inkubaltunk 37°C-on 10 mM DTT-t és 200 uM DEVD-pNA szubsztratot tartalmazo
reakciopufferrel 2 oran keresztiil. Az optikai denzitast 405 nm-en mértiik egy Thermo Scientific

Varioskan Flash késziilékkel (ThermoFisher Scientific)

111.3.3.3. DNS fragmentacio vizsgadlata
A DNS-lebomlas/fragmentacié az apoptdzis vagy a nekrozis jelenlétének kulcsfontossagu
tényezéje. A sejthalal DNS-fragmentacids vizsgalattal torténd kimutatasara a sejteket egy 6 lyuku
lemezen tenyésztettiik és kezeltiik. A kezelést kovetden DNS-t izolaltunk, a DNS degradaciéo mértékét

1% etidiumbromidot tartalmazé agardzgélen elemeztiik [117].

111.3.3.4. Aramldsi citometrids sejtciklusanalizis, proliferdcié és apoptozis/nekrozis
mérések

A sejtciklus analizisé¢hez a sejteket 1xPBS-sel mostuk, majd jéghideg 70%-os etanollal fixaltuk
15 percig jégen. Ezutan a sejteket PBS-mosast kdvetden centrifugaltuk, majd a sejtpelletet 20 mg/ml
RNAse A oldatban (#LS005649, Worthington Biochem) reszuszpendaltuk, és 1 6ran at 37 °C-on
inkubaltuk. Propidium-jodidot (#556463, BD BioSciences) adtunk hozz4 50 ug/ml végkoncentracidban,
és egy ¢éjszakan at 4° C-on inkubaltuk [116, 117]. Sejtciklusanalizishez a klasszikus propidium-jodid
festés mellett Cycloscope Reagent DNA labeling solution festéssel is vizsgaltuk (#CYT-CS-R-50;
Cytognos) [123], ahol 500 000 sejtet 0,5 mL reagenssel festettiink 10 percen at szobahémrsékleten
sotétben inkubalva. A DNS-tartalmat és a sejtciklus fazisokat dramlési citometridval hataroztuk meg
MACS Quant (MiltenyiBiotec), FACSCalibur (BD Biosciences) vagy BD FACS Lyric flow cytometer
(Becton Dickinson) aramlasi citométeren. Az adatokat a Multicycle AV (FCS Express, DeNovo
Software), ModFit és Cell Quest Pro (BD Biosciences), vagy Kaluza 2.1.1 (Beckman Coulter)

szoftverek segitségével elemeztik [116, 117, 123].
A sejtproliferaciot  karboxifluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észter  (CFSE, #422701,
BioLegend Inc) festékhigulassal is elemeztiik aramlasi citometrias mérést kovetéen [116]. A
vizsgalando sejteket CFSE festékkel jeloltiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. Roviden, a sejteket

tripszinizaltuk és 1xPBS-ben 5x10° sejt/ml koncentricidban szuszpendaltuk. A sejteket 1 uM
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cre

festés folyamatat és kétszer mostuk. Ezutan a sejteket 60 cm-es? tenyésztdlemezre iiltettiik ki 4,5x10°
stiriségében, majd 24 oraval késébb 30 nM miR-124-3p mimics-szel vagy nem célzott kontrollal
transzfektaltuk a fent leirtak szerint. 48 ora elteltével a sejteket tripszinaltuk, PBS-sel mostuk, és a CFSE
higulast aramlasi citometriaval hatdroztuk meg MACS Quant (MiltenyiBiotec) késziiléken. A felvett
adatokat az FCS Express 4 (DeNovo Software) segitségével elemeztiik €16, egysejtes kapuk alapjan,
majd proliferacids elemzéssel modelleztiik az egyes populacidk generacios csucsait és proliferacids
indexét.

A sejtproliferacio jellemzéséhez emellett Ki-67 festést is végeztiink [123]. Ehhez 500 000 sejtet
fixaltunk 15 percig szobah6n 100 pL IntraStain A reagenssel (#K2311, Dako-Agilent). PBS-sel (137
mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4) torténé mosas utan (5 perc,
400 g, szobahdmérséklet) a pelletet 100 pL IntraStain B reagensben szuszpendaltuk, amely 0,4% Triton
X-100 mellett 5 pL Ki67 antitestet (#2352515, Sony Biotechnology) tartalmazott. 15 perc
szobahémérsékleten, sotétben torténd inkubalast kdvetden a sejteket ismét mostuk (5 perc, 400 g,
szobahdmérsékleten). A pelletet 0,5 ml PBS-ben szuszpendaltuk, amely 0,01 mg/ml 2-(4-amidinofenil)-
6-indolkarbamidint (DAPI) tartalmazott és 30 percig szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk. A
mintakat BD FACS Lyric aramlasi citométeren (Becton Dickinson) mértiik. Minden esetben legalabb
50 000 sejt mérését végeztik el. A kisérletet haromszor ismételtiik. A mért adatokat Kaluza 2.1.1
szoftverrel elemeztiik (Beckman Coulter).

A sejthalal formait (apoptdzist és nekrozist) Annexin V (#556420, BD Biosciences) ¢és
Propidium-jodid (PI) (#556463, BD Biosciences) egylittes festésével analizaltuk [132]. 24 6ra 0,1, 1,0,
5,0, 10,0 pM szunitinib kezelést kovetden az ACHN sejteket begytijtottik és kotopufferben
szuszpendaltuk, majd Vi-Cell késziilék (Beckman) segitségével megszamoltuk. Annexin V (AV)
vizsgalatot Annexin V-FITC festéssel végeztiik 15 percig 4°C-on, sotétben. Ezutan a festett sejteket
kotopufferben szuszpendaltuk, és PI hozzdadasa utan dramlési citometriaval elemeztiik MACS Quant
aramlasi citométeren (Miltenyi Biotec) >500 evs/s eseményszam mellett. Az adatokat a Multicycle AV
(FCS Express) segitségével elemeztiik. Az intakt sejteket AV-/ Pl-, a korai apoptozist AV+/Pl-, az
apoptozist AV+/PI+ és a nekrotikus/elhalo sejteket AV-/Pl+ jellemezte [136].

111.3.3.5. Migrdcid, invdzio vizsgdlata

A sejtek migracids €s invazios képességét kétféle modszerrel vizsgaltuk: transzwell és klasszikus
sebgyogyulasi (wound healing vagy scratch) assay-Kel.

A transzwell migracio és invazié tanulmanyozasahoz 8,0 pm poérusméretii sima €s extracellularis
matrix-szal bevont inzerteket hasznaltunk (#354578 és #354480, BD-Biocoat, Corning) kdvetve a
gyartoi utasitasokat [115, 116]. Huszonnégy ora elteltével a kitben meghatarozottakat kovetve az inzert
membranokat fixaltuk, a belsé oldalukrdl a sejteket fizikalisan eltavolitottuk. A membranokat ezt
kovetéen megfestettiik, a taloldalra migralt/invaziv sejteket mikroszkoppal szamoltuk. A

migracio/invazid vizsgalatakor hydroxyureat alkalmaztunk a sejtproliferacio gatlasara [116].
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A migraciot emellett a klasszikus sebgyogyulasi (,,wound-healing” vagy ,,scratch”) vizsgalattal
is értékeltiik [115, 116, 123]. A sejteket 12 Iyuku lemezre iiltettiik. A konfluens sejttenyészeten 24 draval
a kezelés/transzfekcio utan 200uL-es pipettahegy segitségével hosszanti ,,sebet” (,,scratch”) ejtettiink.
A sebesités idopontjatol (0 6ra) kezdédden 30 percenként mikroszkdpos felvételeket készitettiink 37 °C-
on és 5% CO2 inkubacioés kamraban. A mikroszkopot gy programoztuk, hogy a képek sorozatat
pontosan ugyanazon a meghatarozott helyeken készitse el (Zeiss ZEN). A sejtvandorlas elemzéséhez az
Image J szoftvert (National Institutes of Health, Bethesda, ME, http://rsbweb.nih.gov/ij/) hasznaltuk, a
sejtmentes teriilet szdzalékos aranyat és a sejtvandorlasi sebességet a sejtekkel boritott teriilet szazalékos

aranyaként szadmoltuk.

111.3.3.6. In vitro szunitinib rezisztencia modell létrehozdsa
In vitro szunitinib rezisztencia modellt folyamatos szunitinib kezeléssel alakitottunk ki, melyet
tobb koncentracioval 0,1, 1, 5, 10 uM probaltunk [132]. A kiilonb6z6 szunitinib koncentraciok hatasat
a veserak sejtvonalak apoptozisanak kivaltasara Annexin V-Propidium-jodid aramlasi citometriaval és

Alamar Blue viabilitasi teszttel vizsgaltuk.

I111.4. In vivo allatkisérletes médszerek
Minden allatokon végzett munkat intézeti etikai jovahagyast kovetden végeztiink és kovettiik az

intézményi allatgondozasi iranyelveket.

111.4.1. PitNET xenograft modell létrehozdsa

PitNET GH3 és RC-4 B/C xenograft modellek el6allitasara beltenyésztett SCID egereket
hasznaltunk [117]. A 6-8 hetes him egereket szubkutan injektaltuk Matrigel Matrix-szal (#354262,
Corning) kevert GH3 és RC-4 B/C sejtekkel a csipé magassagaban. A tumor méretét hetente egyszer
mértiik kaliperrel, és a tumor térfogatat [szélesség? x hossz x 0,5] képlettel hataroztuk meg. Az RC-4
B/C xenograftok esetében fokozatosan novekvd sejtszammal végeztiik el a xenograft injekciot (5x10°,
10x10° és 20x10° /injektalas). Minden kisérletben két egeret hasznaltunk, és haromszor megismételtiik.
Pozitiv kontrollként GH3 sejtekbdl képzett xenograft modellt alkalmaztunk 10x10° sejt/egér

injektalasaval.

111.4.2. ccRCC xenograft létrehozdsa, szunitinib rezisztenciamodell vizsgadlata

A vilagossejtes veserak szunitinib rezisztencia modellezéséhez néstény NOD/SCID/y egereket
hasznéltunk [132]. Ot hetes egerekbe 786-O humén RCC sejtvonalat fecskendeztiik be szubkutan, 1,5 x
10° sejtet alkalmazva mindkét csipd magassagaban. A tumor méretét hetente kétszer mértiik kaliper
segitségével, és a tumor térfogatat a a fentiek alapjan szamoltuk ki. A tumorképzddés utan (~1 hét) az
allatok naponta (heti 7 napon) szajon at kaptak vagy szunitinibet citrat-pufferelt (pH 3,5) oldat
formajaban 40 mg/kg dozisban vagy vivOanyagot. A terapias valaszt a RECIST-kritériumok szerint

értékeltiik. Az egereket a kovetkezd id6pontokban aldoztuk fel: kontrollcsoport (N = 4), szunitinib-
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érzékeny (3 hetes kezelés, valasz és a rezisztencia jelei el6tt) (N = 5) és rezisztens csoport (10 hetes
kezelés, rezisztencia a kezdeti valasz utan) (N = 7). A boncolaskor a xenograft tumorokat RNA later
oldatban taroltuk a tovabbi felhasznalasig. A veséket, majat és tiidot is begytijtottiik formalin fixalas és

immunhisztokémiai elemzés céljabol.

111.4.3. HCC xenograft létrehozdsa, szorafenib rezisztenciamodell vizsgalata

A hepatocellularis karcindma xenograft modellhez ortopikus modellt hasznaltuk, ahol Hep3B-
hCG sejteket injektalunk hathetes him CB17 SCID egerek méajaba [85, 137]. A daganatos egereket
longitudinélis ultrahangos képalkoté vizsgalatra (kezdetben n=24) vagy molekularis/szovettani
analizisre (n=41) osztottuk szét, majd naponta vivéanyaggal vagy 30 mg/kg szorafenibbel kezeltiik per
0s gyomorszondan keresztiil. A molekularis/szovettani elemzéshez a kezdeti valaszt és késdbb szerzett
rezisztenciat mutatd reprezentativ egereket 6t kiilonb6z6 csoportban (n = 6/csoport) aldoztuk fel a
szorafenibb-érzékeny és szerzett rezisztens daganatok (HCC) értékelésére (,kontroll”, ,érzékeny”,
»korai rezisztencia”, ,,kés6i rezisztencia”, ,,stop” (késéi rezisztens csoport leallitott kezeléssel a

reverzibilis valtozasok vizsgalatahoz) csoportok).

111.5. Fehérje alapu vizsgalati modszerek

111.5.1. Fehérje extrakcio és western blot

A friss mintakbol a teljes fehérje extrakcidjdhoz a szoveteket kézi homogenizatorral
homogenizaltuk jéghideg foszfat pufferelt sdoldatban (PBS), vagy lizis pufferben (T-PER Tissue
Protein Extraction Reagent, #78510, ThermoFisher Scientific) melyet 1:100 protedz-inhibitor koktéllal
(#P3840, Sigma-Aldrich) egészitettiink ki. A sejtvonalak esetében a sejteket jégen, hideg lizispufferrel
(100 mMNacCl, 30 mM Hepes (pH 7,5), 20 mMNaF, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, kiegészitve 1 mM
Na3VO4, 1 mM PMSF és 1:100 proteaz-inhibitor koktéllal) lizaltuk. Ezt kovetden a sejttormeléket
centrifugalassal tavolitottuk el (30 percig 4 °C-on, 14 000 fordulat/perc), majd a feliiluszot hasznaltuk
fel a tovabbi vizsgalathoz. A fehérjekoncentraciot mindkét esetben BCA Protein Assay-vel (#23228,
Pierce Biotechnology) hataroztuk meg.

A teljes fehérjét 6% vagy 10%-os poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) futtatuk, nitrocelluloz
membranra vittiik at, és a primer antitestekkel egy éjszakan at inkubaltuk (4. tablazat). A mosasok utan
HRP konjugalt szekunder antitesteket alkalmaztunk és elektrochemiluminescsens eléhivo oldattal
(Pierce ECL Western Blotting Substrate, #32106, ThermoFisher Scientific) vizualizatuk az antitesttel
megjelolt sdivokat. A membranokat azutan n. ,,stripping” pufferrel (15g glicin, 1g SDS, 10 ml Tween
20, 1000 ml térfogatra feltdltve ioncserét vizzel és sosavval pH 2,2-re allitva) kezeltiikk az antitestek
eltavolitasahoz, majd B-aktin ellenes antitesttel ujrafestettiik a betoltott fehérjemennyiség ellendrzése
(loading control) céljabol. A savok intenzitasat az Image J szoftver (Bethesda, MD, USA) segitségével

szamszerUsitettik.

4, tablazat. Western blothoz és immunhisztokémiahoz alkalmazott antitestek
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Antitest Katalogus szam, forgalmazo Higitas Moédszer
acetyl-p53 #bs-0905R, Bioss Antobodies 1:500 WB
anti-goat HRP conjugated 1gG #sc-2354, Santa Cruz Biotechnology 1:10000 |WB
anti-mouse HRP conjugated IgG #W402B, Promega 1:10000 |wWB
anti-mouse HRP conjugated 1gG #P044701, Agilent Technologies 1:2000 wB
anti-rabbit HRP conjugated IgG #W401B, Promega 1:10000 |wWB
anti-rabbit HRP conjugated 1gG #P044801, Agilent Technologies 1:2000 WwB
CAV1 #3238, Cell Signalling Technology 1:1000 WwB
CCNA2 #MA1-154, ThermoFisher Scientific 1:1000 WB
CDK2 #2546, Cell Signaling Technology 1:1000 wB
FLOT1 #3253, Cell Signalling Technology 1:1000 wB
FRAS1 #sc-98444, Santa Cruz Biotechnology 1:100 wB
MDGA1 #AB2226, Sigma 1:200 WB
p53 #2524, Cell Signaling Technology 1:1000 WwB
pCDK2 (p-Thr160) #2561, Cell Singaling Technology 1:1000 WwB
PTTG1 #sc-56207, Santa Cruz Biotehcnology 1:2000 wB
Survivin #2808, Cell Signaling Technology 1:500 WB
B-Actin #3700, #4967 Cell Signalling Technology 1:1000 WB
5-hmC #39769, Active Motif 1:1000 IHC
AHR #NB100-128SS, Novus Biologicals 1:200 IHC
anti-rabbit HRP conjugated IgG #P0448, Agilent Technologies 1:200 IHC
CDC2 (CDK1) #9116, Cell Signalling Technology 1:40 IHC
CDC25A #sc-56264, Santa Cruz Biotechnology 1:100 IHC
CDC25C #sc-327, Santa Cruz Biotechnology 1:100 IHC
Drosha #ab12286, Abcam 1:100 IHC
GRHL2 #NBP1-88552, Novus Biologicals 1:400 IHC
KIAA0101 #H00009768-M01, Abnova Corporation 1:150 IHC
pCDC2 (p-Tyrl5) #NBP1- 19966, Novus Biologicals 1:40 IHC
Pitl #NBP1-92273, Novus Biologicals 1:5000 IHC
SF1 #N1665, ThemoFisher Scientific 1:500 IHC
Survivin #2808, Cell Signaling Technology 1:4000 IHC
Tpit #CL6251, Atlas Antibodies 1:2000 IHC
UHRF1 #PA5-29884, Thermofisher Scientific 1:2000 IHC
UHRF2 #PA5-40969, Thermofisher Scientific 1:800 IHC

111.5.2. Széveti microarray blokkok készitése és kiértékelése

A vilagossejtes veserak immunhisztokémiai vizsgalataihoz szdveti microarray (tissue
microarray, TMA) blokkokat készitettiink 383 primer ccRCC beteg daganatszovet mintajabol. Ezen
mintak esetében 85 azonos betegbdl, a daganatszovet melldl szarmazo, egészséges normal szovet is
rendelkezésre allt. A normal és daganatos szovetek tiszta elkiilonitése és a mezOhatas elkeriilése
érdekében a vese masik polusabdl, illetve a tumortdl legalabb 2 cm tavolsagra 1évo normalis szovetet
nyertiink, melyeket szintén kontrollként hasznaltunk. A hisztologiai diagnozist és tumor-normal
teriiletek kivalasztasat patologus szakorvos segitségével végeztik. A TMA készités¢éhez minden
tumorbdl két 1,0 mm-es mintat (,,core”-t) nyertiink, majd azokat patologus altal ellendriztiik [115]. Az
immunfestodés értékelésére egy arany- €s egy intenzitds-pontszam kombindcidjat hasznaltuk: az

arany-pontszam (a pozitiv tumorsejtek aranya a vizsgalt metszeten) a kovetkezo volt: 0: nincs, 1: 1-
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24%, 2: 25-49%, 3: 50-74, 4: >75%. Az intenzitas pontszam (a tumorsejtek festodésének intenzitasa):
0: nincs, 1: gyenge, 2: mérsékelt, 3: er6s. A két pontszam kombinalasaval kaptuk meg a teljes
pontszamot. Minden beteg esetében két core kertilt kiértékelésre, és a pontszamok szamtani atlagat
hasznaltuk fel a végs6 statisztikahoz [115, 134].

A PItNET daganatok vizsgalatahoz 46 FFPE mintat valasztottunk ki a hat eliilsé lebeny hormon
¢és hematoxilin és eozin (H&E) festés alapjan. A kivalasztott daganatmintak koziil 4 esetben a daganatos
szovet mellett egészséges hipofizis szovet is megtalalhatd volt, melyeket kiilon minta (,,core™)
formajaban kontrollként hasznaltunk fel. A 2 mm-es régiokat (,,core”-okat) 7x10-es szoveti microarray
(TMA) minta gytijtdblokkba rendeztiik. A betegek és mintaik klinikopatoldgiai adatait tartalmazé Excel
fajlokat kapcsoltuk Gssze a fogadd blokkpozicidihoz egy szamitogéppel vezérelt automatizalt TMA-
Master késziilék segitségével (3DHistech Kft) [118]. A festések kvantifikaciojat 12 pontos rendszerrel
végeztiik, figyelembe véve a festett sejtek intenzitasat és el6fordulasi gyakorisagat. A TMA Modul
Software (3DHISTECH Kft) segitségével a gyenge festést 1-4, a mérsékelt festést 5-8 s az erds festést
9-12 pontokkal jellemeztiik a pozitiv sejtek aranynak alapjan. A pontozast két fiiggetlen értékeld

végezte, és a statisztikai elemzéshez az atlagpontszamokat hasznaltuk.

11.5.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok és kiértékelésiik

A rutin klinikopatoldgiai immunfestések a diagnosztika folyamat részeként keriiltek elvégzésre.

Minden egyéb immunfestést egyedileg optimalizaltunk és végiil a 4. tablazatban talalhato primer
¢s szekunder antitestek megadott koncentraciodit alkalmaztuk. Négy um vastagsagu metszeteket, illetve
szOoveti microarray blokkokat hasznaltunk, majd a deparaffinizalast, rehidratalast €s az endogén
peroxiddz-aktivitas blokkolasat kovetden a metszeteket 0,1 mM natrium-citrat pufferben (pH 6,0)
torténd mikrohullamu hokezeléssel eldkezeltilk az antigén-feltaras céljabol. A lemezeket a primer
antitestekkel minden esetben egy éjszakan at inkubaltuk. Bizonyos esetekben LSAB+ Kit (#K5005,
DAKO) segitségével sztreptavidin-biotin-peroxidaz komplex protokollt alkalmaztunk. Minden festésnél
a primer antitest szoveti metszetekhez vald kotédését 3,3'-diaminobenzidin (DAB, SK-4105, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, US) segitségével vizualizaltuk, és hematoxilinnel ellenfestettiik.

A PitNET mintak esetében a festett lemezeket P1000 szkennerrel torténo teljes digitalizaciot
kovetden a Pannoramic Viewer szoftverrel (3DHISTECH Kft, Budapest, Magyarorszag) elemeztiik,
ahol a negativ, gyenge, kdzepes és erGs pozitiv sejtek szazalékos aranyat hataroztuk meg a kivalasztott
terlileteken (region of interest, ROI), csak a daganatsejteket értékelve €s a stromaelemeket kizarva). A
gyenge, k6zepes és erds festddési intenzitas tartomanyokat hataroztunk meg [124]. A Survivin és Drosha
festés kvantifikdlasdhoz a CaseViewer v2.1 szoftver NuclearQuant moduljat (3DHISTECH Kft.)
hasznaltuk [117, 125]. A mintakat a fest6dés alapjan a szoftver negativ vagy gyenge, illetve kozepes
vagy er0s pozitivnak értékelte, valamint kiszamitotta az egyes festési intenzitasi magok szézalékos

aranyat. Kozepes és erds festést alkalmaztunk az adenoma és a normal szovetek 6sszehasonlitasara.
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Az FFPE xenograft tumormetszeteket hematoxilinnel és eozinnal festettiik a mikroszkopos
morfologia, nekrdzis és invaziv mintazat felmérésére. A tumor nekrozis szazalékos aranyat egész

metszet vizsgalatokbodl szamitottuk ki [132].

111.6. Nagy teljesitményii folyadékkromatografia-tandem tomegspektrometrias (HPLC-
MS/MS) mérések
111.6.1. 5-metilcitozin és 5-hidroximetilcitozin mérése HPLC-MS/MS technikdval
Az 5-metilcitozin és 5-hidroximetilcitozin méréséhez sajat modszert fejlesztettiink [124].
Vegyszerek és reagensek. Az LC-MS mindségli vizet, acetonitrilt és hangyasavat a VWR International
Ltd.-t6] (Debrecen, Magyarorszag) vasaroltuk. A Zymo Research Corporation altal gyartott 5-
Methylcytosine & 5-Hydroxymethylcytosine DNS Standard Set-et a Biocenter Kft-t6l (Szeged,
Magyarorszag) szereztilk be. A belsé standardként a citozin-2,4-13C2-15N3-t (Sigma-Aldrich Kft.,
Budapest, Magyarorszag) alkalmaztuk.
Minta elékészités. Az 1,0 ug DNS-t és 10 pL bels6 standard oldatot (1pg/ml) tartalmazé DNS-oldatot
0,2 ml 98%-0s hangyasavval kevertiik, majd 140 °C-on 90 percig hidrolizaltuk. A mintat
szobahOmérsékleten lehiitottiik és nitrogén alatt beparoltuk. A maradékot 0,2 mL acetonitril-vizben
(90:10, v/v) oldottuk fel, és a feliiliszot extrahaltuk az LC-MS/MS analizishez.
LC-MS/MS modszer. Az LC-MS vizsgalatokat Perkin-Elmer Flexar FX10 ultrateljesitményii
folyadékkromatograffal végeztiik, amelyhez egy Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométert kapcsoltunk.
A kromatografias elvalasztast Aquity UPLC BEH HILIC (130 A, 1,7 pm, 2,1*¥*100 mm) oszlopon
(Waters Kft., Budapest, Magyarorszag) végeztik. A mobilfazis 2,5 mM ammoénium-formiatot
tartalmazo vizbdl (A) és 0,05% (v/v) hangyasavat tartalmazo acetonitrilbél (B) allt. A részletes MS
beallitast lasd: [124, 138].

111.6.2. Szteroid hormonok mérése HPLC-MS/MS technikdval

A szteroidhormonok LC-MS/MS méréséhez a korabban koézzétett protokollunkat [139]
hasznaltuk, kisebb modositasokkal, a sejttenyésztési kozegek hasznalatahoz igazodva [140].
Vegyszerek és reagensek. a referenciaanyagokat (kortizol, kortizon) €s a bels6 standardot (hitelesitett
referenciaanyag: 9,11,12,12,12-D4-kortizol) metanolban oldottuk 1 mg/ml és 100 pg/ml
koncentracioban (Sigma-Aldrich). Az LC-MS mindségii vizet, az LC-MS min6ségili metanolt és az LC-
MS mingségli hangyasavat a VWR International Kft-t6l szereztiik be (Debrecen, Magyarorszag).
Minta elokeészités. Tiz ul belsé standardot (2,76 wmol/1) adtunk 90 ul sejttenyészt6 kdzeghez. A fehérje
kicsapasat 300 ul acetonitril hozzaadasaval végeztiik. Vortexelés utan a mintakat 5 percig 13 500 rpm-
en centrifugaltuk. A feliiliszot 1:1 aranyban LC-MS mindségi vizzel higitottuk, majd a minta készen
allt az elemzésre.
LC-MS/MS modszer. Az LC-MS/MS vizsgélatokat egy Perkin-Elmer Flexar FX10 ultrateljesitményii
folyadékkromatograffal végeztiik, amelyhez egy Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométert kapcsoltunk.

A kromatografias elvalasztashoz Phenomenex Kinetex C18 all6fazist oszlopot (50 x 2,1 mm, 1,7 um)
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hasznaltunk, Phenomenex Security Guard Ultra C18 véddoszloppal (2 x 4,6 mm) kiegészitve (Gen-Lab
Kft., Budapest, Magyarorszag). A mobil fazis 0,1% (v/v) hangyasavat tartalmazo vizbol (A) és 0,1%
(v/v) hangyasavat tartalmazo metanolbol (B) allt. A részletes MS beallitast lasd [135].

111.7. Bioinformatikai elemzések

I11.7.1. A microarray adatok analizise

A gén és miRNS array adatok elemzéséhez, valamint az in silico vizsgalatoknal, ahol a nyers
adatok rendelkezésre alltak, azokat a Genespring GX 12 és 14.9 szoftver (Agilent Technologies)
segitségével elemeztiik jra standard beallitasokkal, elkeriilve a kiilonbdzd elemzési beallitasokbdl és a
kiilonbozd szoftverek haszndlatdbol eredd torzitdsokat. Elsdként a nyers adatokat percentilis szerint
sziirtiik (alsé hatarérték: 20). A fold change szlir6t 2-szeresre allitottuk, majd a szignifikans (p<0,05)
génexpresszios valtozdsok azonositdsira parositatlan t-probat alkalmaztunk, tSbbszords tesztelési
korrekcioval (Benjamini-Hochberg, multiple testing correction) a jobb hamis felfedezési arany (false

discovery rate) elérése érdekében [115, 125, 127].

111.7.2. Szovetspecifikus miRNS target predikcio

A miRNS-célpontokat a TargetScan 4.0, 5.0, vagy 6.2 (http://www. targetscan.org), a miRecords
(http://miRecords.umn.edu/miRecords, 2009. marcius-2012. december), a TarBase
(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/tarbase,  2009.  marcius-2012.  december),  microrna.org
(http://www.microrna. org/microrna’home.do, 2009. marcius-2012. december), MicroCosm v.5.0
(http://www.ebi.ac.uk/enrightsrv/microcosm/htdocs/targets/vs/) and miRWalk (http://www.ma.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index. html, 2009. marcius-2012. december) és az Ingenuity
Knowledge Base (IPAKB, 2012. szeptember — 2013. szeptember) segitségével azonositottuk.
Szovetspecifikus target predikciot végeztiink egy tobblépcsds sziirési eljaras segitségével [34, 115, 119].
Elso Iépésben kizartuk azokat a géneket, amelyek a szlirési kritériumoknal kisebb mértékben fejezodtek
ki a vizsgalt szovetben. Az integrativ elemzéseknél az analizisbe a legalabb két tanulmanyban deregulalt
MiRNS-eket és mRNS-eket vettiik be (p<0,05 és fold change: 2). Végiil a miRNS-mRNS parokat az
inverz expresszios valtozasok jelenléte alapjan valasztottuk Ki. Amennyiben rendelkezésre allt, az
Ingenuity Pathway Analysis microRNA Target Filtert alkalmaztuk
(https://www.giagenbioinformatics.com/products/features/microrna-target-filter/) [115, 116, 125].

111.7.3. Génontolégia, utvonal- és hdlozatelemzés

A funkcionalis elemzést a DAVID Bioinformatics Resources 6.7 és 6.8 [34, 125], Ingenuity
Knowledge Base (IPAKB, 2012. szeptember — 2013. szeptember), a ToPPGene Suite
(https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp) és Panther Classification System
(http://www.pantherdb.org/) segitségével végeztiik [115, 116, 125].

A génontologia és utvonalanaliziseknél génkészlet dusulasi analizist (GSEA, gene set enrichment

analysis) hasznaltunk, ahol a vizsgalt génkészleteket hasonlitottuk meglévd gén ontoldgia vagy utvonal
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génkészletekhez Pearson Chi-négyzet teszt alklamazasaval. A gének és miRNS targetek (célgének)
génontoldgia kategoriait a Generic Gene Ontology (GO) Term Mapper segitségével hataroztuk meg. A
redundans GO kategoriak eltavolitasat a REVIGO algoritmus alkalmazasaval végeztik [34, 116]. A
sunitinib rezisztencia [132] kisérletekben a biofunkciok analiziséhez az IPA génkészlet-dusulasi
analizisét alkalmaztunk, és az eredményeket a gén/miRNS-expressziobol szarmaz6 aktivacids/gatlasi Z-
pontszamokkal jellemeztiik.

Az utvonalanalizishez az IPA (Ingenuity Pathway Analysis) szoftvert haszndltuk, mellyel
vizsgaltuk a gén-, MiIRNS- és fehérjeexpresszios valtozasok lehetséges biologiai jelentéségét (Ingenuity
Systems, Redwood City, CA, USA). Bonferroni korrekcio utan a p-értékeket 0,0025 alatt tekintettiik
szignifikansnak [115, 132]. A patkany transzkriptom adatok utvonal elemzéséhez a Reactome pathway
génkészleteit alkalmaztuk.

A haldzatanalizishez szintén az IPA szoftvert alkalmaztuk, melyhez tébb mRNS- vagy fehérje-
vizsgalatban egyiranyba deregulalt géneket/fehérjét vontunk be (p<0,05, abs. fold change > 2).
Altaldnossagban a 2-3 vizsgalatban azonos eredmény jelenléte elegendd ahhoz, hogy a kombinalt
elemzésbe vehetd legyen. A vesedaganatok integrativ bioinformatikai elemzésénél a nagyobb pontossag
érdekében azonban szigorubb kritériumokat alkalmaztunk, és csak azokat az eredményeket fogadtuk el,
melyet legalabb 5 tanulmanyban hasonloak voltak [115]. Ezt kovetben a bevalogatott génekbdl,
fehérjékbol 35-105 csomdpontbol allo halozatokat épitettiink, a halozatok jellemzdit és hierarchiat
,vertex sort” algoritmussal vizsgaltuk [115]. Az interakcios haldzat olyan elfogulatlan megkozelitésen
alapul, amely csak a molekularis kolcsonhatdsokra tamaszkodik, szemben az utvonalelemzéssel, amely
génkészlet-dusulést vizsgal egy eldre meghatarozott génkészleten. A haldzati struktura alapelemekbdl
(pl. mMRNS-ek vagy fehérjék; csomdpontok) és az e csomopontok kozotti fizikai kdlecsonhatasokbol vagy
kapcsolatokbol (élek) all [141]. A kdlcsonhatasok a tipusuk alapjan iranyitottak (példaul aktivalas, gatlas
stb.). A kiilonbozo tagok kozotti kapcsolatokat szamitasi algoritmusok és/vagy irodalomban
dokumentalt, kisérletileg validalt kolcsonhatasok (pl. fehérje-fehérje, fehérje-DNS, RNS-miRNS) jelzik
elére. A HUB-okat a kolcsonhatasok szama alapjan a legmagasabb foka csomopontokként hatarozzak
meg. Az iranyitott kdlcsonhatasok alapjan a haldzati hierarchia harom (vagy tobb) csomoponti réteget
tartalmaz (7. abra). A "legfels6" réteg(ek)ben 1év6 géneket a haldzat “mester szabalyozodinak™ (“driver”)
vagy iranyitoknak tekintjiikk, mivel mas csomopontok nem hatnak rajuk, és az 0Osszes tobbi
szabalyozoiként miikodnek, és mint ilyeneknek, a downstream célpontjaikon keresztil az egész
halézatot befolyasoljak.

A belsd, "mag" (“core”) réteg, mely alhat tobb szintbdl is akar, altalaban a halozat alapszerkezetét
meghatarozé HUB-ok tobbségét tartalmazza. Ez a réteg kozponti szerepet jatszik a jelterjedés és a
modulacié szabalyozasaban (a jel erdsithetd, csillapithaté vagy pufferelhetd). A harmadik, "also"
réteg(ek)ben talalhat6 gének kozvetleniil szabalyozott effector vagy végrehajté molekulak [142]. A fels6
réteg génjei potencialis gyogyszercélpontok lehetnek, mivel a halozat "igazgatoi”, és csak kevés tovabbi

kapcsolattal rendelkeznek, ezért e molekulak célzott kezelése kevesebb mellékhatassal jarhat [143].
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7. abra. Hdlozatok struktiirdja, jellemzdi és hierarchia analizis. (vészleteket lasd a szovegben)
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A MiIRNS-mRNS interakcios haldzathoz a korabban dsszeallitott adataink [115] felhasznalasaval
az 593 ccRCC és 389 normal vesemintan alapuld szovetspecifikus targetpredikciot végeztiink. A
MiRNS-ek ccRCC patogenezisben betdltott szerepének megallapitasa érdekében a célgéneket az "RCC-
hez kapcsolodd gének" kifejezésre sziirtiik az Ingenuity Knowledge Database adatait hasznalva
(http://www.ingenuity.com/products/ipa). Halozatépitéshez alkalmaztuk a String adatbazistban
talalhato (https://string-db.org/) interakciokat is. A transzkriptomikai szabalyozasi Osszefiiggéseket a
TRRUST (https://www.grnpedia.org/trrust/) és a TFblast (http://www.generegulation.com/cgi-
bin/pub/programs/tfblast/tfblast.cgi) adatbazisbol toltottiik le. A haldézatokat a Cytoscape 3.1.0. szoftver
segitségével vizualizaltuk, a csomopontok szinét és méretét a csomopontok gradusahoz, az élek szinét

és méretét pedig az élek kozotti tavolsaghoz rendeltiik.

1.7 4. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéshez a STATISTICA 7.0 (StatSoft, TIBCO Software) és a GraphPad Prism

6, és 6.02 programot (GraphPad Software Inc.) hasznaltuk.
Az egyedi mérések analiziséhez két csoport kozotti 6sszehasonlitasara t-probat vagy Mann-Whitney/
Wilcoxon rank sum tesztet alkalmaztunk a Shapiro-Wilks-teszttel megallapitott normalitastol fliggéen.
A t-probahoz Welch-korrekciot alkalmaztunk a csoportok kozotti nem egyforma varianciak
kikiiszobolésére.

Tobb csoport kozotti dsszehasonlitdsahoz varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk kisérlettol
fiiggden kiilonbdzo post-hoc teszttel (Fisher, Tukey, Conover—Iman test) teszttel. Nem-normal eloszlas
esetében nonparametrikus Kruskal-Wallis ANOVA hasznaltunk tobb csoport dsszehasonlitdsahoz. A
hamis felfedezési arany (false discovery rate) csokkentésére tObbszords tesztelési korrekciot
(Benjamini-Hochberg multiple testing correction) alkalmaztunk.

A korrelaciok vizsgalatdhoz Pearson’s vagy Spearman rank korrelacio tesztet alkalmaztunk az

adatok eloszlasatol fliggden.
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A hierarchikus klaszterelemzést ¢s hotérképet R programcsomag, Heatmapper
(http://www.heatmapper.ca/), vagy Genesis 18.1 (https://genome.tugraz.at/
genesisclient/genesisclient_news.shtml) algoritmus segitségével készitettiink. A hasonlosagokat "atlag"
klaszterezési, valamint euklideszi tavolsag vagy Kendall-Tau modszerrel vizsgaltuk.
Dimenzioredukcios algoritmusként a t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) analizist
alkalmaztuk az iDEP.91 (http://bioinformatics.sdstate.edu/idep/) platformot hasznalva.

A miRNS-ek, gén vagy fehérje expressziok elkiilonité képességének azonositasara ROC (receiver
operating characteristic) analizist hasznaltunk.

A miRNS-ek és a PPGL/pNET el6fordulasa kozotti Osszefiiggések értékelésére és a legjobb
logisztikus modell megtalalasara binaris logisztikus regresszios elemzéseket alkalmaztunk.

A diagnosztikai  pontossagot  (,,accuracy”) a  kovetkezOképpen szamoltuk  ki:
Pontossag=(TN+TP)/(TN+TP+FN+FP), ahol a TN: a valddi negativ; a TP: a valddi pozitiv; az FN: a
hamis negativ; az FP: a hamis pozitiv eseteket jeloli.

Dichotom valtozok kozotti kapcsolat erdsségének és a fliggetlenségének vizsgalatahoz 2x2
kontingenciatablat és Fisher egzakt tesztet alkalmaztunk.

A tulélési adatokhoz az optimalis cut-off értékeket a CutoffFinder "outcome euclidean"”
algoritmus modszerével azonositottuk [144], a talélési adatokat ezutan a Kaplan-Meier-modszerrel és
log-rank teszttel elemeztiik. A hazard rata (hazard ratio, HR) meghatarozasa Cox proporcionalis hazard
regresszios modellel tortént.

Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értékeket tekintettiik.
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IV. Eredmények és Megbeszélés
1V.1. Epigenetikai eltérésekhez kot6d6 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
Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a miRNS-ek komplex funkcionalis hatasat a ccRCC
patogenezisében, korabbi vizsgalatainkban felhasznalt adatokat kiegészitve, 6sszesen 593 ccRCC és 389
normal vesemintabol szarmazé miRNS- és génexpresszios és protein array adatokat Osszesitettiink, ezt
kiegészitettiik protein array adatokkal (8. abra), majd egy olyan miRNS-target interakcios halozatot

épitettiink, amely globalisan képes jellemezni a vilagossejtes veserak molekularis hatterét.

8. Abra. Integrativ bioinformatikai megkozelités. (A) A vizsgdlat kisérleti elrendezése, (B)
Utvonal analizis folyamata, (C) Halozat analizis folyamata.
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IV.1.1.1. Utvonalanalizissel azonositott, miRNS-ek dltal szabdlyozott utvonalak és
jelentoségiik klinikai mintakon — AHR jelatvitel.

A szovetspecifikus target predikcié és ttvonalelemzés eredményeként azonositottuk az "Aryl-

hydrocarbon receptor” (AHR) jelatvitelt (9. abra), amely részt vesz a xenometabolizmusban, a

sejtciklusban, a differencialédasban és az apoptdzisban, de korabban még nem hoztdk kapcsolatba a

ccRCC patogenezisével, ezért tovabbi validalasra valasztottuk.

11 olyan miRNS-t azonositottunk, amelyek az AHR jelatviteli Gitvonalat szabalyoztak, koztik a
miR-203-3p és a miR-124-3p magat az AHR-t célozta (2. abra).

9. Abra. Az Aril-hidrokarbon receptor (AHR) jeldtvitel vildgossejtes veserdikban (ccRCC). Ennek az
utvonalnak jelentos szamu tagja eltéréen fejezédik ki ccRCC-ben. A receptor (AHR) a ligandkotés utan
transzlokalodik a sejtmagba, ahol tobb gént transzaktival vagy elnyom. Elsoként felismert szerepét a
xenometabolizmusban irtak le, melyet a ligandaktivaciot kévetd fazis 1 és Il metabolikus enzimek
aktivaciojn keresztiil fejt ki. Emellett fehérjeinterakciokon keresztiik szabalyozza a sejtciklust (pl.
Checkpoint kinase 2 feherje (Chk2) gatlasa, p21 és p27 sejtciklus gatlo feheérjék aktivaldasa) és az
apoptozist (pl. a p53 vagy Bax, Fas fehérjéken keresztiil). A szinintenzitas megfelel a diszregulaciot
mutato vizsgalatok szamanak.
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mMRNS szinten az AHR expresszidja szignifikansan magasabb volt a ccRCC-ben a normal veséhez képest
(10A abra). Immunhisztokémiai modszerrel szoveti microarray mintasorozatunkon az AHR fehérje
expresszioja a daganatmintak 75%-aban nagyobb mennyiségben expresszalodott a normal szovetekhez
képest (10B abra, 5. tablazat). Az AHR a normal és a daganatos szovetek elkiilonitésben is
szignifikansnak bizonyult ROC (Receiver Operating Characteristics) analizisben (AUC 0,825,
szenzitivitas: 80%, specificitas: 80%) (10C. abra). Az AHR mRNS magasabb expresszidja jobb teljes
tuléléssel jart egyiitt (10D. abra). Az AHR fehérjeexpresszidja a daganatos szovetekben negativan
korrelalt a tumor gradusaval (p=0,047) (6. tablazat).

Abra 10. Az AHR gén és fehérje expresszidja vildgossejtes veserdkban (ccRCC) a normdl (N)
veseszovethez képest. (A-B) Az AHR fehérje nagyobb mennyiségben mutathato ki a daganatokban a

normdl szévethez képest. (B) A fehér pontok a normdl, a feketék a daganatszéveteket abrazoljak. Az
AHR fehérje diagnosztikus ereje (C) és prognosztikus jelentésége (D). Részletek a szovegben.
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— 5 < < 0.004 a
N ccRCC Tumor-normal parok
(n: 69) (n:480)
C AHR B o
- R 901 s
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=)
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3 w0 g
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R e T ”
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5. tablazat. AHR fehérje expresszidja vilagossejtes veserdak (CCRCC) és egészséges veseszdvet parokban
(ugyanazon betegekben).

AHR fehérje expresszié Esetszam (%) P-érték
Magasabb a daganatban vs. normal parjaban 51 (75,0)

Alacsonyabb a daganatban vs. normal parjaban 6 (8,82) <0,001
Egyforma festddés 11 (16,17)
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6. tablazat. AHR fehérje expresszio ccRCC daganatokban a tumor gradus (grade) szerint

Atlag AHR Median AHR

Gradus Esetszam . ., p-érték
expresszié = SE expresszio

| 18 2,39 £0,304 2,00

I 70 1,74 £0,158 2,00 0,047

Il 28 1,25 +£0,159 1,50

IV.1.1.2. Halozatanalizissel azonositott, miRNS-ek dltal szabdlyozott biologiai
folyamatok és jelentoségiik klinikai mintakon — sejtmigrdcio és invdzio

A miRNS-ek hatasat nemcsak a jelatviteli Gtvonalakra, de az interakcids halozatokra nézve is

elemeztiik [116]. A szovetspecifikus target predikciot kovetden azonositottunk 600 miRNS-mRNS part,

amelyek 49 miRNS és 266 gén interakciojat irtak le. A géneket (“RCC associated genes”) funkcio

alapjan sziikitve létrehoztunk egy 133 csomopontbol allo halézatot kapjunk, amely 20 miRNS-t és az

altaluk szabalyozott veserak-asszocialt gént tartalmazott (11. abra). Legjelentésebb miRNS-ekként (a

legnagyobb szamu kolcsonhatast mutatd miRNS-ek) a miR-200c-3p-t, a miR-124-3p-t és a miR-30a-
5p-t azonositottuk (7. tablazat).

11. dbra. Vilagossejtes veserdk miRNS-target interakcios hdlozata organikus elrendezésben. A
csomopontok szine és mérete a kolcsonhatasok szamat (csomoponti fok), az élek szine és mérete a
kélcsonhatasok jelentdségét (el kozotti értek) jelzi.
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7. tablazat. ccRCC miRNS interakcios halozat 3 kdzponti miRNS-e és az azok dltal szabdlyozott gének

miRNS miRNS célpontok szama  miRNS célpontok

miR-200c-3p 9 CDH6, CREBBP, FLT1, FN1, KDR, PPM1F, TIPM2, TUBB, VEGFA
miR-30a-5p 7 IFNAR2, KDELC2, LRRC8C, MET, TIMP2, TNFSF9, TP53
miR-124-3p 7 AHRR, CAV1, DRAM1, GAS2L1, GNA13, PPM1F, SLC1A4

Mindharom miRNS az altalunk vizsgalt primer cCRCC daganatokban csokkent expressziot mutatott a
normal szovethez képest, ami a miR-124-3p és a miR-30a-5p esetében tovabbi csokkend tendenciat
mutatott a metasztazisokban (12A-B abra). Emellett a miR-124-3p magasabb expresszioja
szignifikansan 6sszefliggttt a hosszabb teljes tiléléssel (HR:2,6; p=0,032) (12C abra). Eredményeinket
a TCGA-adatbazisbol szarmaz6 fiiggetlen betegcsoport felhasznalasaval is validaltuk, és mindharom

miRNS esetében hansonlé eredményeket kaptunk.

12. dbra. A miR-124-3p, miR-30a-5p és miR-200c-3p expresszioja (A) N vs ccRCC és (B) ccCRCC primer
vs. metasztaris tumorokban. (C) A miR-124-3p, miR-30a-5p és miR-200c-3p dsszefiiggése a
betesgégmentes (disease-free survival, DFS) és teljes tuléléssel (overall survival, OS)
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metasztazis

Mivel mindharom kivalasztott miRNS csokkent expressziot mutatott a daganatokban, in vitro
transzfekcioval vizsgaltuk tovabb funkciojukat ccRCC sejtvonalakon. A harom miRNS transzfekciot
kovetden a globalis transzkriptom vizsgalattal a leginkabb megvaltozott tvonalak a “Molecular
mechanism of cancer”, ”Integrin signaling”, “Cell cycle”, and “Regulation of the epithelial-
mesenchymal transition pathway” voltak. A génontologia (GO) analizis a sejtmigraciot azonositotta a
harom miRNS altal leginkabb befolyasolt biologiai folyamatnak (”locomotion” és migracidhoz kotédo
funkcionalis GO csoportok:”cell adhesion”, ”cell motility”, ”cell-cell junction organization”, negative
regulation of cell adhesion”). A harom miRNS kiemelt szerepét a ccRCC patogenezisben tovabb

igazolta, hogy a miRNS transzfekcio hatdsara bekovetkezett globalis transzkriptom eltérések GO

analizise jelent6s atfedést mutatott a daganatszoveteken végzett GO elemzés eredményeivel (13. abra).

A transzfekciot kovetd célzott miRNS vizsgalattal a miR-30a-5p leginkabb az “Epithelial-
Mesenchymal Transition Pathway” és “TGF-f signaling” ttvonal, valamint a “regulation of
transcription” biologiai folyamat (BP GO kategéria) szabalyozasaban vett részt. A miR-124-3p
elsésorban a migraciohoz és invazohoz kothetd jelatviteleket ("Regulation of Cellular Mechanics by
Calpain Protease”, ,Integrin signaling”, ,,Regulation of the Epithelial-Mesenchymal Transition
Pathway”, ,,Actin Cytoskeleton Signaling”, ,,Epithelial Adherens Junction Signaling”, ,Paxillin
Signaling”, ,,Remodeling of Epithelial Adherens Junctions”) regulalta, emellett hatasara, bar kisebb
mértékben, a sejtciklushoz kotddd utvonalak megvaltozésa is detektalhatd volt. Ezek kisérletes

validalasaval, ezzel tokéletesen egybehangzo eredményeket kaptunk (lasd alabb).
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13. Abra. (A) A ccCRCC miRNS-célhdlézat tagjainak funkciondlis génontoldgiai klaszterezése (ccRCC
vs N). (B) A miR-124, miR-30a-5p és miR-200c-3p hdrma miRNS transzfekcidjat kévets megvaltozott
génexpresszioju célgének génontologiai elemzése transzkriptom-profilozassal értékelve, 786-0 és Caki-
2 sejtekben. A kérok GO kategoridakat jeloinek. A szinek és az Y tengely log10(Benjamini-Hochberg FDR
q) ertékeket jelolik. A két analizis erds hasonlosaga alatamasztja a harom miRNS kézponti szerepét a
ccRCCmpatgoenezishen
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Az azonositott biologiai funkcidkat kisérletesen tovabb validaltuk ccRCC sejtvonalak
transzfekciojat kovetden a miRNS célgéneket vizsgaldé PCR array mérésekkel. gy a miR-124-3p
transzfekcid hatasara csokkent TGFBI és ITGB1 génexpresszion (p>0,05) keresztiil, a gének oldalarol
is szignifikans valtozast mutattunk ki az extracellularis matrix (ECM) és a sejtadhézids utvonalak

mukodésében.

Béarmelyik harom miRNS szintjének helyreallitasa jelentdsen csokkentette a 786-O és a Caki-2

crcr

sejtek transzwell migraciojat és invaziojat, melyet sebgyogyulasi teszttel is megerdsitettiink. (14. abra)

erer

crer

életképességére. A diagramok az dtlag+SD-t dbrdzoljak. *: p<0.05). ns: nem szignifikans
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Mindharom miRNS egyiittes transzfekcidja 30 nM végkoncentracidban a sejtproliferacio/életképesség
enyhe csokkenését eredményezte a 786-O, Caki-2 és ACHN sejtvonalakban. Egyenként transzfektalva
(30 nM) csak a miR-124 vezetett a sejtproliferacio kismértékii, de szignifikans csokkenéséhez a
metasztatikus Caki-2 és ACHN sejtekben. A 786-0 sejtekben is csokkent a sejtproliferacio, bar ez nem
érte el a statisztikai szignifikanciat (14. abra). A sejtciklus analizis miR-124-3p transzfekciot koveten

a 786-0 ¢és az ACHN sejtekben atlagosan 5% és 2%-kal csokkentette az S fazisban 1év6 sejtek szamat,
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valamint 10%-os és 5%-o0s csokkenést eredményezett a G2/M fazisban (15A-B abra). CFSE aramlasi
citometrias vizsgalat segitségével mindharom sejtvonal kis mértéki, de szignifikans csokkenést mutatott

a proliferacios indexben és alacsonyabb generacidos szamot mutatott a miR-124-3p transzfekciot

henriettbutz 199 24

kovetéen (15C. abra).

15. dbra. A miR-124-3p transzfekcio sejtciklusra és a proliferaciora gyakorolt hatdsa. (A) Reprezentativ
képek aramlasi citométerrel mért sejtciklus faziseloszlasarol transzfekciot kovetden. (B) Normalizalt
sejtciklus fazis valtozdsok: atlagos dG1G0, dS és dG2M eloszlds (n=3). (C) Reprezentativ normalizalt
CFSE-higulds a sejtproliferdciot kovetd sejtpopuldcickban  transzfekciot kovetéen.  Atlagolt
proliferdcios index, PI: propidium iodid (N = 3). CFSE: Carboxyfluorescein succinimidyl ester, vitdlis

fluoreszcens sejtfesték. Az adatok atlag+SD-vel abrazoltak. *:p<0.05
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124-3p transzfekciot koveten 4,59 és 8,00 szeres csokkenést mutatott (p<0,001 és =0,007) (16. abra),

valamint részt vett az altalunk azonositott migracioval kapcsolatos utvonalakban.

16. dbra. CAV1 és FLOT1 expresszio 24 ordval a miR-124-3p transzfekciot kivetéen RNS (A) és fehérje
(B) szinten. (C) CAV1 és FLOTI fehérjék hatiasa a veserdk sejtek migrdcidjara. Az siRNS-sel valo
géncsendesités hatdisara a daganatsejtek migracioja lassul az ido fiiggvényében. (D) Transzfekciot
kovetden 24 oraval inditott sebgyogyulasi vizsgalatban 6 ora elteltével a CAV1 és FLOT1
géncsendesitett sejtek migrdcios ratdja alacsonyabb volt a kontrolokhoz képest.
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A miR-124-3p overexpresszi6 mind mRNS, mind fehérje szinten csokkentette mindkét fehérje
mennyiségét a vizsgalt harom ccRCC sejtvonalban (16B dbra). Annak tovabbi vizsgélatara, hogy a
miR-124-3p migraciora gyakorolt hatasa kozvetithetd-e a CAV1 és a FLOT1 révén, megvizsgaltuk e két
molekula (siRNS-ekkel torténd) csendesitésének hatasat a sejtvandorlasra. A CAV1 és FLOT1 siRNS-

sel valo géncsendesitése szintén gatolta a ccRCC sejtek migraciojat, ami arra utal, hogy a miR-124-3p

65



henriettbutz 199 24

hatéasa tobbek kozott ennek a két fehérje mennyiségének a szabalyozasan keresztiil valosul meg (16C-
D abra).

Emellett elemeztiik a CAV1, FLOT1 expressziojat klinikai mintakon is. A fehérje expressziokat
Western blot segitségével vizsgalva 23 par normal-ccRCC mintan mind a CAV1, mind a FLOT1 fehérje
magasabb expressziot mutatott a ccRCC-ben ugyanazon beteg normal mintajahoz képest (17A abra).
Valamint, a miR-124-3p-vel Osszehasonlitva a CAV1 és FLOT1 ellentétes mintazatot mutatott a
tuléléssel vald Osszefiiggésiikkben: az alacsonyabb expresszid a ccRCC-betegek rosszabb teljes
talélésével tarsult (HR:0,697; p=0,0325 és HR:0,483; p<0,001) (17B abra).

17. dbra. (A) CAV1 és FLOTI fehérjeexpresszio 23 ccRCC és egészséges szovetpdrban, reprezentativ
western blot képekkel. A CAV1 és a FLOTI fehérjék szignifikansan nagyobb mennyiségben fejezédnek
ki a ccRCC daganatokban az egészséges veseszdvethez képest (p=0,01 és p=0,03). (B) Kaplan-Meier

analizissel a magasabb CAV1 vagy FLOT1 génexpresszio a ccRCC betegek rosszabb tulélésével jar. Az
oszlopok az atlag=SD-t abrazoljak. *: p<0.05.
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Megbeszélés. Jelen munkaban egyediilalléan atfogd integrativ elemzést végeztiink, és 28
publikaciobol dsszeallitott, nagy, nyilvanosan elérhetd adathalmazok alapjan géninterakcios halozatot
épitettiink, amely 593 ccRCC és 389 normal veseminta 3 szintii (mRNS-, miRNS- és fehérje-expresszios
profil) nagy ateresztoképességili vizsgalatok eredményén alapult. Validalasként sajat mintakohorszokat
alkalmaztunk.

Eredményeink Osszhangban vannak a kordbbi adatokkal, amelyek szerint a metabolikus
utvonalak kritikus szerepet jatszanak a ccRCC patogenezisében [145], és kimutattuk, hogy az AHR
jelatvitel megvaltozik ezekben a daganatokban. Az AHR, amely tobbek kozott az un.
xenometabolizmusban vesz részt érzékeld receptorként, aktivacidja kozvetiti a kdrnyezeti kémiai és
genotoxikus ingereket a sejt szamara. Emellett szerepet jatszik a cellularis homeosztazisban és
befolyasolja az immunvalaszt [146]. Fiziologias funkcioi mellett, az utobbi években a daganatsejtek
aggressziv viselkedésében kulcs szabalyozoként ismerték fel [146]. Vizsgalatunk alapjan ccRCC

szovetek a fokozott AHR kifejez6dése, legalabb részben, a csokkent expresszioji miR-124-3p-nek
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koszonhet6 [147]. Az AHR-nek nemcsak diagnosztikai, de prognosztikai jelent6ségét is bizonyitottuk
tobb kohorszon. Szovettipustol fliggben az AHR kozvetithet tumortképzddést eldsegitd vagy gatlo
hatasokat is. Eml6daganatokban magas AHR expressziot irtak le [148], és az AHR fokozott expresszidja
a mgj- és gyomortumorok kialakulasat eredményezte, mig a génkilités csokkentette a daganatok
novekedését és metasztazis képzését. Az AHR aktivacio pro-migracios hatdssal bir a hamsejtekben, és

Az AHR mellett, a ccRCC molekularis halézatanalizise egyéb fontos molekulakra is felhivta a
figyelmet, ugymint a KIAA0101, CCND1, ETS1, CDKN2A, amelyek a daganatok patogenezisben fontos
szereppel birnak. Ezek koziil a CCND1-t ¢és az ETS1-t, mint onkogéneket, mar korabban is
Osszefliggésbe hoztak a veserak kialakulasaval [150], amely hitelesiti az altalunk 1étrehozott molekularis
halézat biologiai jelentGségét.

Szintén haldzatanalizissel azonositottuk a legfontosabb szereppel bird tumorszuppresszor
mMiRNS-eket a ccRCC patogenezisében. Ezek koziil kiemelkedik a miR124-3p, amely alacsony
expresszidja Osszefiigg a betegek rosszabb betegségmentes ¢€s teljes talélésével. Emellett a miR-124-3p
tendenciaszerlien alacsonyabb expressziot mutatott a metasztazisokban, mint a primer tumorokban. A

mMiR-124-3p tumorszuppresszor szerepét funkcionalis vizsgalataink eredményei is megerdsitették, mivel

rrrrrrrr

rrrrrrrr

proliferacidjaban részt vevo egyéb gének (ROCK1, ETS1, KITENIN, FOXQ1, EZH2, RAC1 STAT3)
szabalyozodjaként is emlitették [151-157]. Gliomaban és hasnyalmirigyrakban a miR-124 csokkent
expreszioja és a betegek rosszabb tulélése kozotti kapcsolatrol is beszamoltak [156—158].

Elséként irtuk le veserakban a Caveolin 1 (CAV1) és Flottilin 1 (FLOT1) géneket, mint a miR-
124-3p célmolekulait. Kimutattuk, hogy ezek a fehérjék nagyobb mennyiségben vannak jelen a
daganatokban a normal szovetekhez képest, valamint, hogy a magasabb CAV1 és FLOT1 expresszidval
rendelkezd betegek rosszabb teljes tulélést mutatnak, amely forditott korrelacidban allnak a miR-124-
3p talélésre gyakorolt hatasaval. A Caveolin 1 fehérje a plazmamembran caveolak egyik f6 Gsszetevje
és iranyitja a caveolak altal kozvetitett endocitozist [159]. Akt-fiiggd utvonalon keresztiil indukalja a
Emellett membranadaptorként is funkcional, amely Gsszekapcsolja az integrin alfa alegységet a FYN
tirozinkindzzal, és a Ras-ERK ttvonalon keresztiil eldsegiti a sejtciklus progresszidjat [161]. A Caveolin
1 gatolja a programozott sejthalal egy specialis formajat is, amelyet a letapadasfiiggd sejtek levalasa
indukal [162]. Korabban leirtak mar ccRCC-ben is fokozott expresszidjat, mely rossz prognodzissal tarsul
[163]. A Flotillin-1 (FLOT1), a Caveolin 1-hez hasonldéan az endocitozisban és a vezikularis
transzportban részt vevd fehérje, mely szamos daganattipusban magasan expresszalodik [164]. A
FLOT1-nek kozvetlen szerepe van az EGFR (epidermalis novekedési faktor tirozinkinaz receptor) és a
kovetkezményes MAP-kinazok aktivacidjaban [165], ami megmagyarazza onkogén szerepét a tumoros
szovetekben. Osszhangban az altalunk talaltakkal, kéziratunk elkészitésével parhuzamosan jelent meg

egy kozlemény, amely szintén igazolta a FLOT1 szerepét a daganat progresszioban és a betegek rossz
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tulélésével ccRCC-ben [166]. Természetesen, a bemutatott eredményeink mellett analizisiink egyéb
fontos molekulakat és utvonalakat is feltart a CCRCC patogenezisében és progresszidjaban, amelyek a
jovobeni vizsgalatot érdemelnek, jelen munkaban azonban csak a ccRCC miRNome legerételjesebb

hatdsu miRNS(ek) funkcioira fokuszaltam.

IV.1.2. A mMiRNS-ek szerepének vizsgdlata az antiangiogén terdpidval szemben kialakult
rezisztenciamechanizmusokban: epithelialis-mezenchimadlis dtmenet és tumorsejtek dltali
érbefogas (kooptdlds)
IV.1.2.1. Szunitinibrezisztencia hdtterében azonositott, miRNS-dltal szabdlyozott
folyamatok.

A betegekben kialakuld gyogyszerrezisztencia hatterében allé mechanizmusok feltarasa céljabol
in vitro és in vivo rezisztenciamodelleket hoztunk Iétre. A kontrol, szenzitiv és rezisztens daganatokat
imunnhisztokémiaval és transzkriptomikaval (miRNS & mRNS) karakterizaltuk, majd funkcionalis
vizsgalatokkal miRNS target validalast végeztiink, végiil igazoltuk a miRNS-mRNS parok funkcidjat.

Az in vivo xenograftok esetében a szunitinib-kezelés a tumor térfogatanak csokkenését/stabilitasat
eredményezte koriilbeliil 4 hétig (18. abra). A rezisztencia a négyhetes kezelés utan kezdett kialakulni,
¢s a tumorok 6-7 hét utan gyors novekedésnek indultak (18. abra). Mikroszkopos vizsgalat soran a

tumorok xenograftjai a klasszikus RCC morfologiat mutattak (19A. abra).

18. abra. Szunitinib kezelés hatasa a xenograft tumor méretre a kontroll (vivéanyag) (A), érzékeny (B)
és rezisztens (C-D) xenograft csoportokban. A nyilak a kezelés kezddpontjat mutatjak. Az egereket a
csillagok (*) altal jelzett idopontokban daldoztuk fel.
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19. dbra. Xenograft tumorszovet szovettani vizsgalata (H&E festés). (A) A kezelés eldtti daganatok
klasszikus RCC morfoldgidat mutattak lekerekitett sejtekkel és vildgos citoplazmdval. (B) A szunitinibbel
szemben érzékeny tumorokban jelentos nekrozist figyeltek meg. (C) A szunitinibbel kezelt és a kontroll
xenograftok nekrotikus teriileteinek oOsszehasonlitisa. (D) Rezisztens tumorokban orsosejtekkel
rendelkezdé szarkomatoid fenotipus volt megfigyelhetd. (E) Gyengén differencidlt sejtek a rezisztens
tumorokban. (F) Szunitinib érzékeny daganatok jol koriilhatarolt szegéllyel, fibrozissal és kronikus
gyulladdsos infilitraciéoval a tumortokban. (G) Szunitinib-érzékeny daganatokban fibrozissal és
gyulladadssal jaré hatdarok expanziv névekedési jellege. (H) A szunitinib-rezisztens tumorokban
szabdlytalan infiltrativ tumormargok a kérnyezo zsirszévet invaziojaval. (1) A rezisztens daganatok bér
invazioja. (J) A rezisztens daganatok kiterjedt vaszkularis invaziot mutattak (nyilakkal jelzett erek). (K,
L) Tiidometasztazis rezisztens daganatokban (nyil). A metasztazisokban a tumorsejtek a befogado szovet
ereihez vandorolnak, ,, érbefogas” figyelheté meg. A daganatok az alveolak falanak véredényei mentén
haladnak, mikozben megdrzik az arveolaris tereket.
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A szunitinib-kezelt tumorokban szignifikansan nagyobb volt a nekrotikus teriiletek aranya a
kezeletlen kontrollokhoz képest (2B-C abra, 8. tablazat). A szunitinib érzékeny tumorok jol
koriilirt hatart mutattak, rostos kapszulaval és gyulladasos infiltritummal (2F-G abra). A rezisztens
tumorokra viszont infiltrativ, irregularis hatarok voltak jellemzok, a kornyezd szovetekbe vald
terjedéssel (2H-1 abra). Ezekben nekrotikus teriiletek szintén megfigyelhetok voltak (6sszhangban
a korabbi kezelési hatassal), azonban fokalis szarkomatoid fenotipus volt kimutathato orsosejtekkel
(2D abra) és rosszul differencialt sejtekkel (2E abra) a kontrollokhoz és az érzékeny tumorokhoz
képest. A szarkomatoid differencialodas és a helyi invazio mellett a rezisztens tumorok agresszivabb
viselkedést mutattak, amit a kiterjedt érinvazié (2J abra), valamint a maj- és tiiddmetasztazisok (2K
abra) jelenléte mutatott. A szunitinb-érzékeny tumorokban metsztazisok nem voltak kimutathatok.
A szunitinib-rezisztens tumorokban a szovettani vizsgalatokkal specialis érinvazo, a tumorsejtek
altali érbefogés (“vascular co-option”) volt megfigyelhetd. Ezt a tumorsejtek vandorlésa jellemezte
a tiid6 alveolaris falanak véredényei mentén, az alveolaris terek pusztulasa nélkiil (2K-2L abra). Ez
a jelenség a tumorsejtek adaptacioja, mely az antiangiogén kezelés hatasanak elkeriilésére iranyul

azaltal, hogy a tumorsejtek a befogadd (“host”) szdvet normal architektirajat felhasznalva
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vandorolnak azért, hogy a  gazdaszervezet normal érrendszerét (kapillarisait) oxigén és

tapanyagellatas céljabol felhasznaljak.

8. tablazat. A szunitinib hatdsa a xenograft ccRCC daganatokra

7860 xenograft 7860 xenograft 7860 xenograft
Kontrol szunitinib érzékeny szunitinib rezisztens
Nekrotikus tertilet ++ ++++ +++
Szarkomatoid fenotipus/gyenge _ _ +
differenciacio
Tumor hatar Ep/szabalyos Szabalyos/infiltrativ Infiltrativ/irregularis
Lokalis invazio - - +
Vaszkularis invazi6 - - ++++
Tavoli metasztazis - - ++
Erbefogas (vascular co-option) - - ++

A tirozin-kinazgatld rezisztenciaval kapcsolatos korabbi irodalmi adatok alapjan szamos
immunfestést végeztiink a szenzitiv és rezisztens xenograft tumorokon. Enyhe COX2 expresszio
novekedést taldltunk a rezisztens tumorokban (20A 4bra), ami Osszhangban van a kordbbi
adatokkal, amelyek szerint a COX2 gatlasa képes volt potencidlni a szunitinib hatasat RCC
xenotranszplantatumokban [167]. Az E-kadherin expresszidja is jelentésen csokkent a rezisztens
tumorokban a szunitinib-érzékeny tumorokhoz képest, ami az EMT fenotipus kialakulasara utal
(20B abra). A PAX8 egy sejtvonal-korlatozott transzkripcios faktor, amely elengedhetetlen az
embrionalis vese fejlodéséhez [168] és a vese differencialodasanak markereként hasznaljak. A
PAXS expresszioja csokkent a rezisztens tumorokban (20C abra), ami ugyanezt a tendenciat jelzi a

dedifferencialodas és az epthelialis-mezenchimalis fenotipus (EMT) kialakulasa felé.

20. dbra. A szunitinib érzékeny és rezisztens daganatok immunfestése. (A) A COX-2 nagyobb
mennyiségben detektdlhaté a rezisztens daganatokban, mint az érzékenyekben. Az E-cadherin (B) és a
PAX8 (C) csokkent festédést mutatott a rezisztens tumorokban.
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A szunitinib valasz (érzékenység) és rezisztencia molekularis hatterének vizsgalatahoz

Osszehasonlitottuk a kontroll, érzékeny €s rezisztens tumorok miRNS és mRNS profiljait. A globalis
transzkriptom valtozasok alapjan a rezisztens tumorok jelentdsen elkiiloniiltek a szunitinib-érzékeny és
kontroll csoportoktol (21A, C abra). Mig érdekes médon csak minimalis molekularis kiilonbség volt a

kontrollok és a szunitinib érzékeny tumorok kozétt (2B, D abra).

21. dbra. A kontrol, szunitinib érzékeny és rezisztens xenograft tumorok mRNS (A) és miRNS (C)
expresszios profilja hierarchikus klaszterezést kovetéen Az eltérden kifejez6dé gének (B) és miRNS-ek
(D) szama.
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A hatasmechanizmusnak megfeleléen a szunitinib hatas az endothél sejtek proliferacidjanak, az

angiogenezis, epithel sejtnévekedés és sejtmigracio biologiai folyamatok gatlasaban nyilvanult meg a
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szunitinib érzékeny tumorgraftokban. A génexpresszios adatok mind ttvonal, mind a génontologia
analizise a drogrezisztens daganatokban a sejtmigracioval, az epitelialis-mezencimalis atmenet (EMT)
utvonal szabalyozasaval és az emberi embriondlis Ossejtek pluripotencidjaval kapcsolatos gének
jelentdsen megvaltoztak a szunitinib érzékeny daganatokhoz képest. Ezenkiviil az immunvalasszal és
gyulladassal kapcsolatos utvonalak eltéréseit is megfigyeltik a két csoport kozott. A miRNS-
expresszios kiillonbségek utvonalelemzése feltiinen hasonld eredményt mutatott. A ndvekedési faktor
receptorokkal kapcsolatos molekularis funkciok a miRNS-ek altal szabalyozott megvaltozott
molekularis funkciok jelentds részét képviselték a szunitinib rezisztens tumorokban. Osszehasonlitva a
biofunkciok elemzésének valtozasait az mRNS és a miRNS szekvenalas kozott, és erds hasonlosagot
talaltunk a transzkripcid szabalyozasanak két szintje kozott (22. abra), jelezve a miRNS-ek fontos

szerepét a szunitinib rezisztenciaban.

22. dbra. Transzkriptomikai (mRNS és miRNS) eltérések funkciondlis elemzése a szunitinib rezisztens
xenograftokban az érzékeny tumorokhoz képest

mRNS szekvenalas

miRNS szekvenalas

A miRNS-ek dinamikusabb funkcionalis vizsgalatahoz in vitro sunitinib rezsiztenciamodellt
hoztunk 1étre kiilonboz6 gyogyszer koncentraciok hosszatavi alkalmazasaval. Az 1 uM-0s
koncentracional a sejtek kezdeti valaszt mutattak, majd 8 hetes szunitinib kezelés utan rezisztencia

alakult ki. 16 hét elteltével a sejtek elérték az eredeti ndvekedési iitemet (23. abra).

72



henriettbutz 199 24

23. dbra. In vitro sunitinib rezisztencia modell karakterizdalasa. Bal oldalt: kiilonbozé szunitinib
koncentrdciok hatasa a daganatsejtek novekedésére. A nyil a kezelés kezdetét jeloli. Jobb oldalt:
kiilonbozo szunitinib koncentraciok toxikus hatdsa aramldsi citometrias méresek (annexin V és
propidium jodid egyiittes festés) alapjan
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Osszehasonlitottuk az érzékeny és rezisztens sejtvonalak miRNS expresszids profiljat az in vivo
tapasztalt miRNS valtozasokkal, igy 0sszesen 36 kdzos miRNS-t azonositottunk.

Az in vivo és az in vitro rezisztencia modellek miRNS mintazatanak elemzése szinte azonos Gtvonalakat
¢s sejtfolyamatokat azonositott be [132]. A miRNS kolcsonhatasok rezisztenciaban bet6ltott szerepéhez
integraltuk a gén- és MiRNS-expresszios adatokat egy interakcios halozatba (24. abra). A halozati
struktira és a szakirodalmi adatok alapjan a rezisztencidban csokkent expresszioji miR-663a-t
(rezisztenciaban alulszabalyozott) és a fokozott expresszioju MDGAL-et, valamint a FRAS1-miR-1 part
emeltiik ki tovabbi funkcionalis vizsgalatokhoz. Mind a négy molekula részt vesz a sejtmotilitasban és

migracioban, ami 6sszhangban van in vivo és in vitro eredményeinkkel és az érbefogas (vascular
cooption) mechanizmussal.

24. dbra. A szunitinib érzékeny és rezisztens daganatok kozti eltérd transzkriptomikai (miRNS és mRNS)
eltéréseit leiro miRNS-target interakcios hadlozat. Minden csomopont (kor) egy gént/miRNS-t képvisel,
az osszekapcsolt vonalak a molekuldak kozotti kblesonhatasokat. A kiemelt rész a miR-1 és az MDGA1L
kozponti szerepét mutatia be (jobb oldalt a téglalapban kiemelve).
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A miRNS-target parok forditott génexpressziot mutattak a rezisztens xenograft tumorokban a
szunitinib érzékeny és kontroll daganatokhoz képest (25A abra), jelezve, hogy a kivalasztott gének
potencialis célpontjai ezen MiRNS-eknek. Az inverz expresszié a csoportok kozott eldrevetitette a
rezisztenciaban vald potencialis részvételiiket (25A abra). Az in vitro funkcionalis tesztekben a miR-1
¢s miR-663 transzfekcidja a FRAS1 és MDGAL expresszios szintjének csokkenését eredményezte mind
fehérje, mind mRNS szinten veserdk sejtvonalakban (25B-C é4bra). Az MDGA1 gén csendesitése
csokkent migraciot és proliferaciot eredményezett az ACHN, 786-O és Caki-2 sejtvonalakban (25D
abra). A miRNS hatas vizsgalathoz a miR-1 és miR-663 mMiRNS-ek expresszios szintjét transzfekcioval
helyreallitva szintén csékkent sejtmigraciot tapasztaltunk, az életképességre/proliferaciora gyakorolt

mMIiRNS hatast azonban nem tudtuk kimutatni (25E abra).

25. abra. (A) A miR-1, FRAS1, miR-663a és MDGAL expresszidja a kontroll, szunitinib érzékeny és
rezisztens xenograftokban. (B) A miR-1-FRASL kolcsonhatas kisérletes validaldasa. A miR-1
tilexpresszioja csokkentette a FRASL szintjét mind az mRNS (qRT-PCR, balra), mind a fehérje (western
blot, jobbra) szinten. (C) A miR-663a-MDGAL kélcsonhatds vizsgdlata. A miR-663a overexpresszidja
jelentdsen csokkentette az MDGAL mRNS (QRT-PCR, balra) és a fehérje (western blot, jobbra) szintjét.
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(D) Az siRNS csokkent MDGAI fehérjeexpressziot eredményezett (western blot). Az MDGAI
geéncsendesités a sejtproliferdcio és a migrdcio sebességenek jelentos csokkenését eredményezte
(sebgydgyuldsi vizsgalatban). (E) AmIR-1 és miR-663a miRNS transzfekcidja csokkent sejtmigrdciohoz
vezetett, de nem volt jelentds hatdssal a proliferdciora.
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Megbeszélés. A szunitinib-rezisztencia a gyogyszer bevezetését kovetéen fontos problémat
jelentett az attétes ccRCC kezelésében [169]. Munkankban elséként irtuk le az érbefogas jelenségét,
mint adaptiv mechanizmust a vildgossejtes veserak szunitinib rezisztenciajanak hatterében. Morfologiai,
immunhisztokémiai és molekularis elemzésekkel kimutattuk, hogy a migracios fenotipusra vald attérés

szerepet jatszik a rezisztencia kialakitasaban, és hogy a rezisztens daganatok agresszivebb, és fokozott
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metasztatikus potenciallal rendelkez6 fenotipust szereznek. Ez a jovobeli kutatasok egyik kiindulasa
lehet, ami lehet6vé teszi potencialis Gj adjuvans terapiak kifejlesztését, amely megel6zi vagy lassitja a
gyogyszerrezisztencia kifejlodését.

A rezisztencia hatterében a PAX8 csokkent expresszioja volt igazolhato a rezisztens tumorokban.
A PAX8 (Paired Box 8) az embrionalis vese fejlodéséhez nélkiilozhetetlen sejttipus specifikus
transzkripcios faktora, amely a magzati és feln6tt vesék tubuléris sejtjeiben és a daganatokban
expresszalodik [168]. A PAX8 fehérje részt vesz az L1-CAM (L1 Cell Adhesion Molecule) adhézios
molekula szabdlyozasaban is, amely egyben az ccRCC fontos terapids és prognosztikai fehérjéje is
[170]. Irodalmi adatok alapjan a PAX8 csokkent mennyisége fokozott L1-CAM expressziohoz és a vese
daganatsejtjeinek fokozott migracios aktivitasahoz vezet. Igy a PAX8 downregulaciéja a szunitinib
rezisztens sejtekben a migracios fenotipus egyik kivalto oka lehet, amely tisztazasahoz azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, mivel mas kozlemények fokozott PAX8 expressziot irtak le szarkomatoid
CcCRCC-ben és metasztazisokban [171]. A csokkent E-cadherin jelenléte a szunitinib-rezisztens
daganatokban megerdésitette a migracios fenotipus koroki szerepét, hiszen az E-cadherin elvesztését az
EMT alapvetd eseményének tekintik. Kimutattak, hogy a gydgyszerrezisztencia reverzibilis RCC-ben
[172]. A transzkriptomikai méréseink nem igazoltak Gin. angiogenezis rebound-ot (visszacsapast), ami
azt jelenti, hogy a szunitinib tovabbra is hatassal van a novekedési faktor receptorokra a rezisztens
tumorokban. Az angiogenezis Ujra-aktivacidja helyett mind az mRNS, mind a miRNS profilok
utvonalai, biofunkcioi és GO kategoériai a sejtmigraciora mutattak.

Két jelent6s csokkent expresszioju MiRNS-t azonositottunk a rezisztencia markereiként: a miR-
663a-t és miR-1-t, melyek tobbek kozott az MDGAL és FRAS1 gének kifejez6dését regulaljak. A FRASL
szerepet jatszik a sejtadhézioban, és kimutattdk, hogy a FRAS1 csendesitése tiidodaganatokban is
fehérje funkcidja szintén 6sszefligg a sejtadhézids molekulakkal, expresszidja fokozott sejtmotilitashoz
¢és sejt-sejt adhézidhoz, valamint csokkent extracellularis matrixfehérjékhez vald tapadashoz vezetett
[174]. Korabban egyik gén esetében sem volt ismeretes a miRNS szabalyozas, elséként bizonyitottuk a
szunitinib rezisztenciaban a sejtmigracié szabalyozasa révén. A miR-1 egy tumorszuppresszor miRNS,
amely szamos daganattipusban csékkent expressziot mutat [33], és olyan molekulakat szabalyoz, mint

a MET, a Slug, a CCND2, a CXCR4 [175]. Kimutattak, hogy a miR-663 gatolja a tumorsejtek

rrrrrrrr
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ccRCC-ben, amely erdsen vaszkularizalt daganat és az alkalmazott kezelésben is fontos szerepet kapnak
az angiogenezist gatlo szerek. A rezisztens tumorokban a miR-663a csokkent expressziojanak oka még
tisztizasra var, de mas leukémias sejtekben irtak mar le fokozott promoter-metilaciot ennél a miRNS-

nél [178, 179], ami megfelelne annak a megfigyelésnek, hogy a szunitinib rezisztencia reverzibilis [172].
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IV.1.2.2. Szorafenibrezisztencia hdtterében azonositott, miRNS-ek dltal szabdlyozott
folyamatok
A szunitinib mellett, egy masik angiogenezisgatld gyogyszerrel, a szorafenibbel szemben
kialakulo rezisztencia okait is vizsgaltuk. A szunitinib rezisztenciavizsgalathoz hasonld kisérletet
végeztiink: in vivo xenograft modellt hoztunk létre, eredményeinket immunhisztokémiai modszerrel
validaltuk.

A szorafenib kezdetben gatolta az angiogenezist és stabilizalta a tumor ndvekedését. A kezelés
hatasara mind az érzékeny, mind a rezisztens daganatokban a nekrozis jelentds mértéki volt (26A abra).
A rezisztencia kialakulasa soran szintén nem figyeltiink meg angiogén "rebound" hatast, kivéve, ha a
kezelést felfiiggesztettiik (,,Stop” tumorok), amely a rezisztencia reverzibilis voltara utalt (26B abra).
A neoangiogenezis helyett a rezisztens daganatok lokalisan infiltrativabba valtak, és a rezisztens
tumorokban a majparenchima sajat érhalozatanak 75%-aban, mig a kontroloknak 23,3%-aban volt

kimutathat6 a befogado szovetek ereinek befogasa.

26. dabra. (A) Szorafenib kezelt kontrol, érzékeny és rezisztens xenografiok szovettani képe (hematoxilin-
eozin festés) és a tumor nekrozis mértéke. L: kornyezé mdjszovet, N: nekrotikus tumor teriilet, Stop:
kezelés alél felfiiggesztett xenograft tumor. (B) Erdenzitds (CD34 pozitivitds piros fluoreszcens festéssel
jelolve) alakulasa a kezelés hatasara a kiilonbozé mintacsoportokban (a sejtmagok kék DAPI festéssel
jelolve).
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MiRNS-szekvenalast végeztiink a kontroll, érzékeny és késéi rezisztens daganatokon. A
rezisztens daganatokban az Gtvonalanalizis soran az els6 8 azonositott aktivalodott Gtvonal koziil 4 részt

vett a sejtmotilitasban és az invazidban (,,Axonal guidance”, ,,EMT”, ,STAT3” és ,,Wnt/B-catenin
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signaling”). A késoi rezisztenciaban részt vevo miRNS-eket és az altaluk szabalyozott géneket a 27.

abra mutatja be.

27. dbra. A késdi rezisztencidban az érzékeny daganatokhoz képest eltérden kifejezédé miRNS-ek dltal
szabalyozott 5 legszignifikansabb jelatviteli utvonal.

miR-17-5p/106a-5p miR-181a/d-5p

miR-143-3p miR-194-5p
miR-34a/c-5p miR-199a/b-5p
miR-323a-3p miR-410-3p
miR-192-5p Axonal_Guidance! Signaling
miR-141-3p Wv.ng
miR 4421 ~ Embryonic_ Pluripotency
MIR-2467-3p = E y
PT ing

Ezért szamos EMT-vel kapcsolatos gén expresszidjat validaltuk qRT-PCR-rel, mely a késéi rezisztens
tumorokban a mezenchimalis és pro-EMT markerek fokozott (pl. VIM, ZEB1 és ZEB2) kifejez6dését
mutatta a kontroll vagy szorafenib érzékeny tumorokhoz képest (28A abra). Az EMT jelenlétét a
rezisztenciaban fehérje szinten is megerdsitettiik (28. abra). A vimentin indukci®é mar korai
rezisztenciaval megjelent (p>0,05 vs. kontroll vagy érzékeny), amikor az invazivitas fokozott jelei
nyilvanvalova valtak (28. abra). A rezisztens daganatokban, melynél a kezelést felfiiggesztettiik (,,stop”
tumorok) alacsony és magas expresszioju teriiletek valtakozva voltak kimutathatok, ami a vimentin

expresszio részleges megfordulasat jelezte a kezelés abbahagyasakor (28B abra).
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28. dbra. Pro-invaziv és EMT-szerti jelatvitel a tumorsejtekben szorafenib rezisztencia sordn. (A) Az
EMT-asszocidlt gének génexpresszioja. (B) A vimentin fehérje expresszioja immunhisztokémiai
analizissel a kiilonbozo csoportokban (a stop tumorokban vegyes fenotipussal volt észlelhetd) (a sarga
lépték: 200 um). *p<0.05, fp<0.01, [p<0.001. A hibasavok a szordast jelolik.
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Megbeszélés. Szorafenib esetében szovettani vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az antiangiogén
kezelés hatasara a daganatok nem képesek érijdonképzddésre, azonban a befogado szovet érstrukturaja
megmarad hasonloan a szunitinib rezisztencia esetében. Ezért a tumorsejtek EMT-szer(i molekularis és
fenotipikus valtozasokon mennek keresztiil, amelyek lehetdvé teszik szamukra, hogy infiltraljak a
kornyezd szoveteket, és tovabbi, mar meglévé parenchymalis ereket valasszanak (érbefogas). A
migracios fenotipus molekularis hatterében az EMT-szerli folyamatok fontos szerepet jatszanak,
melynek kialakulasaban a miRNS-ek is szerepet kaptak.
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IV.1.3. A szoveti miRNS-ek sejtciklusban és mitokondridlis funkcioban betiltott szerepének
analizise hipofizis neuroendokrin tumorokban
IV.1.3.1 A4 szoveti miRNS-ek szerepe a sejtciklus szabdlyozdsdban
A G2/M dtmenet tagjait kodolo gének expresszioja nem-funkciondlo hipofizis neuroendokrin
tumorokban (NF-PIitNET). A vizsgalt 46 gén koziil, amelyeket 34 NF-PitNET és 10 normal hipofizis
mintdban egyedi tervezési TagMan Low Density Array (TLDA) segitségével vizsgaltunk, 15 mutatott
eltérd expressziot a daganatokban a normal szdvetekhez képest, ezek koziil a CDC25A és CDC25C

géneket egyedi assay-k alkalmazasaval is validaltuk (9. tablazat).

9. tablazat. NF-PitNET daganatokban eltérden expresszalodo G2/M atmenetet szabalyozo gének

Feliilexpresszalt gének Alulexpresszalt gének

Gén Fold change p-érték Gén Fold change p-érték
AURKB 6,09 0 GADD45B 0,11 0,0001
BIRC5 53 0,0011 CDKN1A 0,17 0
BRCA2 2,8 0,0002 AURKC 0,49 0,0029
CDC25C 2,75 0,0106 CDK7 0,61 0,0005
CDCAS8 2,52 0,0002 CHEK?2 0,64 0,0082
CDC25A 2,16 0,0039 TP53 0,68 0,0026
FANCD2 1,89 0,0075

CCNB1 1,67 0,0167

YWHAB 1,47 0,0233

A CDC25A4 és CDKI fokozott expresszioja fehérje szinten NF-PitNET daganatokban. A
CDC25A, CDC25C ¢és ezek célmolekulaja a CDK1 mennyiségét fehérje szinten is megerdsitettiik
immunhisztokémiaval szoveti microarray-ken. A CDC25A az NF-PitNET-ek 76%-aban (35/46)
emelkedett expresszidt mutatott a kontrollokhoz képest. A CDC25C az NF-PitNET-ek 45,6%-aban
(21/46) volt jelen magasabb mennyiségben, de globalisan a CDC25C fehérjeszintli expresszidja nem
kiilonbozott szignifikansan a daganatok és a normal szovetek kozott. A CDK1 (total) és pCDK1 (foszfo-
CDK1: inaktiv forma) nagyobb mennyiségét talaltuk az NF-PitNET-ek 82,6% (38/46) és 63% -aban
(29/46) a normal szovetekhez képest (29. abra). A pCDK1/CDKI1 aranya azonban hasonlo6 volt a két
mintacsoportban, ami arra utal, hogy az aktivitasi rata nem valtozott, hanem a fehérje teljes
mennyiségében kovetkezett be valtozas. A nuklearis CDK1 (nCDK1) festési pontszam nem kiilonbozott
szignifikansan az NF-PitNET és a normal szovet kozott. Szignifikans korrelaciot talaltunk a CDC25A
¢s CDC25C, a CDC25A és a tumorméret, valamint a CDC25A és nCDK1 festés kozott (29. abra).
Emellett a nuklearis CDK1 pozitiv korrelaciot mutatott a Ki67 proliferacios indexszel (p=0,0003).
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29. dbra. (A) A CDC25A és CDC25C génexpresszioja normal hipofizis szovetben és NF-PItNET
mintikban. (B) A CDC254 és CDC25C fehérje mennyisége immunhisztokémidaval. (C) A CDKI,
pCDKI, nCDK]1 festédés és CDK1/pCDKI arany NF-PItNET daganatokban. (D) 4 CDC254 fehérje
mennyiség korrelacioja CDC25C (R=0,45, p=0,001;), nCDK]1 festédéssel (R=0,34 and p=0,01) és a
tumormérettel (R=0,66, p=0,01). (E) A CDC25A-t célz6 miRNS-ek expresszidja normal hipofizis szévetben
és NF-PitNET mintakban. A miR-424 és miR-503 expresszioja (F) és korrelacioja a CDC25A-val (CDC25A &
miR-424: R=-0,51, p=0,02; CDC25A& miR-503: R=-0,55, p=0,01) és a tumor mérettel (MiR-424: R=-0,73,
p=0,04; miR-503: R=-0,92, p=0,01) (G)
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A primer és recidiv adenomak Osszehasonlitasaban a Ki67 proliferaciés index magasabb volt a
visszatéré tumorokban (p=0,001). A CDKI1 fehérje inaktiv formaja (pCDK1) magasabb expressziot
mutatott az elsddleges Vvs. visszatéré adenomakban (p=0,008).

A CDC25 fokozott expresszidjanak okai. A CDC25A NF-PitNET tumorokban vald6 magas

expresszidja mogott meghtizodd lehetséges okok feltarasa érdekében teszteltik a CDC25A

.....

.....

Osszehasonlito genomhibridizacios (CGH) vizsgalat adatainak Gjraeclemzésével vizsgaltuk [118].
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Ezeknek a 16kuszoknak a kromoszoma-tobblete csak a tumorok elenyészo hanyadaban volt detektalhato,
ami arra utal, hogy a mintak tobbségében nem torténik génamplifikacid. A CDC25A expressziot
szabalyoz6 transzkripcios faktorok vizsgalatihoz a CDC25A promoter analizissel, 7 human
transzkripciés faktort azonositottunk, amelyek potencialisan kot6helyekkel rendelkeztek. Hat
kiilonboz6, nagy ateresztoképességli mRNS és/vagy fehérje (5 mRNS microarray vizsgalat és 2 protein
array [118]) szirdvizsgalat eredményeit attekintve azonban ezen transzkripcios faktorok egyike sem
mutatott expresszios eltérést egyik vizsgalatban sem a daganatokban a normal szovetekhez képest. fgy
a MiRNS-ek szerepe Kkerilt el6térbe, kifejezetten, mivel az irodalomban CDC25A-t 8 miRNS
kisérletesen validalt célpontjaként is leirtak [118]. Ezért megvizsgaltuk ennek a 8 miRNS-nek az
expressziojat NF-PitNET-ben, melyek koziil a miR449a, miR-449b, miR-424 és miR-503 szintje
jelent6sen csokkent a normal hipofizisszovethez képest. Kett6 ezek koziil negativan korrelalt a tumor
méretével (MiR-424: R=-0,73, p=0,04; miR-503: R=-0,92, p=0,01) (29. abra) [180], amely valdsziniisiti
a CDC25A miRNS-¢k altali szabalyozasat NF-PitNET daganatokban.

Megbeszélés. Szamos tanulmany igazolta, hogy a sejtciklus diszregulacidja szerepet jatszik a
PitNET daganatok patogenezisében, azonban ezek a vizsgalatok elsésorban a G1/S atmenetre
fokuszaltak, és a G2/M atmenet szabalyozasanak szerepét munkankat megel6z6en nem vizsgaltak [95].
Korabbi eredményem, melyben a WEE1 kinaz poszt-transzkrpcionalis, miRNS-ek altali
szabalyozasanak jelent6ségét tartam fel, volt az els6 kozlés ebben a témaban [103]. A WEEL a sejtciklus
fontos szabalyozodja azaltal, hogy foszforilalja a CDK1-et, gatolja kinaz aktivitasat, ezaltal
megakadalyozza a sejt mitoézisba jutasat a G2/M ellen6rz6 ponton. Kimutattuk, hogy a WEE1 fehérje
expresszioja csokkent NF- és GH-PitNET daganatokban az egészséges hipofizis szovetekhez képest,
amely azonban mRNS szinten nem volt igazolhatd. Az in silico targetpredikcio segitségével azonositott
5 miRNS koziil 3 (miR-128a, miR-155 és miR-516a-3p) esetében igazolhato volt a fokozott expresszio
a NF-PitNET mintakban. E harom miRNS az RNS interakcios kisérletekben szignifikansan csokkentette
a WEEI1 kifejez6dését mind transzkripcios, mind fehérje szinten. Emellett a miRNS-ek sejtproliferacio
gatlo hatasat is igazolni tudtam [103]. Ezt a munkat folytatva végeztiik el a G2/M atmenet tagjainak
komprehenziv karakterizalasat, mely a sejtciklus G2/M atmenetének felgyorsulasat azonositotta az azt
szabalyoz6 molekuldk fokozott expresszioja altal [118]. A mitozist elésegité gének emelkedett
expresszioja (chromosomal passenger complex (CPC) members CDCB8A (Borealin), BIRC5 (Survivin)
and AURKB)) szintén alatamasztotta ezt a megfigyelést. Irodalmi adatok alapjan az AURKB a joindulata
prolaktindmak 80%-aban (8/10) detektalhat6, magasabb expressziot mutat az agressziv tumorokban,
mint a nem agresszivekben, és kitjulassal vagy progresszioval is Osszefiiggésbe hozhatd [181, 182]. A
G2/M kozvetlen szabalyozojaként emeltiik ki a CDC25 csalad fehérjéit tovabbi vizsgalatra. A CDC25A
részt vesz a G1/S atmenetben is, fo feladata azonban a CDKI1-ciklin B komplex defoszforilavidja
(aktivacidja), ezaltal eldsegiti a sejtciklus G2/M fazisok kozotti atlépést. A CDC25B és CDC25C a
mitézis folyamatat regulalja [183]. A CDC25A-t és a CDC25B-t onkogénnek tekintik, fokozott

expressziojukat gyakran azonositjak a legkiilonfélébb daganatokban [183]. Eredményeink alapjan az
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NF-PitNET daganatokban a CDC25A nagyobb mennyiségben van jelen mind mRNS, mind fehérje
szinten az egészséges kontrollokhoz képest, mig a CDC25C esetében, csak az mRNS szinten tudtunk
kimutatni fokozott expressziot. Ez az eredmény Osszhangban van mas megfigyelésekkel, amelyek a
CDC25 foszfatazok disszonans expressziojat mutatjak mRNS transzkript és fehérje szinteken [183].

Az NF-PIitNET daganatokban emelkedett CDK1 szintet talaltunk fehérjeszinten, de mRNS-
szinten nem, ami arra utal, hogy a CDK1 expresszio poszttranszkripcids szabalyozasa all fenn. A CDK1-
et célzo miRNS-ek [184-186] koziil a miR-410 és a miR-24 alulexpresszalodik a NF-PitNET
daganatokban [180]. A CDC25A-t célzé miR-424 és miR-503 csokkent expressziot mutatott a nem-
funkcional6 és gonadotrop adenomakban, és expresszidjuk negativan korrelalt a tumormérettel [180].
Ez a két miRNS az Xq26.3 16kuszon kodolt, egy miRNS-klaszterben a miR-450a, miR-450b és miR-
542-vel egyiitt. Fontos, kiemelni, hogy a klaszter utobbi harom tagjat az NF-PitNET mintakban végzett
korabbi elemzésiinkben is alulexpresszaltnak talaltuk a normal hipofizishez képest [180], és expresszios
szintjiik szintén erés negativ korrelaciot mutatott a tumor méretével [180]. Mivel a CDC25A mRNS
expresszio nem, de a fehérje mennyisége pozitivan korrelalt az adenoma méretével, valamint a
képiaszam és transzkripciods faktor analizis negativ eredménye alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy a miR-424 ¢és a miR-503 jatszhat kozponti szerepet a CDC25A fehérje kifejez6dés
szabalyozasaban az NF-PitNET-ek esetében, és tumorszuppresszor miRNS-ekként miikddnek.
Osszegezve a WEEI, a CDC25A és CDK1 miRNS-ek 4ltali regulaciojat és szerepét esldéként irtuk le
PitNET daganatokban.

IV.1.3.2 miRNS-ek dltal szabdlyozott mitokondridalis folyamatok  hipofizis
onkocitémdkban

A hipofizis onkocitoma az agyalapi mirigydaganatok rendkiviil ritka, hatso lebenybdl

(neurohipofizisb6l) kiinduld formaja, mely ritkasagnak koszonhetden kialakulasuk patogenezisérol

rendkiviil kevés informécid all rendelkezésre. Ebben a tumortipusban elsoként vizsgaltuk a miRNS-

expresszios profilt, és komplex bioinformatikai megkdzelitéssel, valamint in vitro funkcionalis

tesztekkel bizonyitottuk a miRNS-ek szerepét e tumortipus kialakuldsanak hatterében.

Hipofizis onkocitomdak miRNS és mRNS transzkriptom profilja. Osszesen 9 FFPE PitNET
onkocitoma szovetmintat (4 primer, 3 rekurrens és 2 kérnyez6 normal szovet) gytijtottiink 6ssze 2009-
2018 kozott a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet neuropatoldgiai
anyagabol, melyb6l miRNS szekvenalast végeztink. A miRNS profil karakterizalas (30. abra)
alkalméval a daganatokban szignifikdnsan alacsonyabb globalis miRNS expresszio volt kimutathato a
kontrol szovetekhez képest, melynek hatterében mind mRNS, mind fehérje szinten csdkkent Drosha

szintet azonositottunk (30. abra).
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30. dbra. (A) miRNS expresszio karakterisztikdja hipofizis normdl szovetben (N), hipofizis
onkocitomadaban (O) és recidiv onkocitomdaban (R). A kiilonbozé szinek a kiilonbozé expresszios
tartomdanyban kifejez6dé miRNS-eket jelolik. (B-C) A legnagyobb mértékben expresszalédo miRNS-ek
hipofizis onkocitomdban. Drosha expresszio hipofizis onkocitomadban (D) és normdl hipofizis szévetben

(E)

A 800
700
600 50
g s =
~ 400
n
2 300
-Ezoo
100
o N o R
B10-100 (1100-1000 M>1000
B *
*
E1000000-
11 I
= 750000
©
o
-
£ 500000
N
] [
£ 250000+
S
o
c
o
., !
C N o]
£ 500000
S
@ 160 000
°
© 120000
2
= 80000
G 40000
© 0
£ o o o o o [-% 2 o n o
= wn un [ wn () wn wn w ~ wn
o N & &8 8 & ¥ @©@ o M &
c D in N~ w»n & N © = o N
e ‘9 D B 0 x K
E ¢ & ¢ & @8 & £ E 3
e T o= € E -
£ £

A teljes miRNS-profil képes volt elkiiloniteni az agyalapi mirigy onkocitdmait a normal hipofizis
szovetektdl. Osszesen 54 eltérden kifejez6dd miRNS-t azonositottunk PitNET onkocitémaban a normal
szovethez képest, €s 8 miRNS-t visszatérd onkocitomakban vs. primer tumorban. Az mRNS expresszios
adatok ujraclemzésével 485 kiilonboz6 expresszalt gént azonositottunk, melyek leginkabb a sejtciklust

befolyasoltak (10. tablazat)

10. tablazat. A hipofizis onkocitoma transzkriptom eltéréseinek funkcionalis hatdsa

ADATBAZIS
IPA DAVID TOPPFUN
Utvonal p-érték | Utvonal p-érték | Utvonal p-érték
PI3K-AKT signaling pathway
Cell cycle: G1/S 0,0025 | (Kegg Pathway) 0,005 Growth hormone signaling  0,000002
Cell cycle: G2/M 0,0027 | Cell cycle: G1/S (Biocarta Pathway) 0,016
Growth hormone signaling 0,0027 | RAP1 signaling pathway (Kegg Pathway) 0,026

A miRNS eltérések utvonal és génontologia vizsgalatdval, valamint funkcionalis annotacios
klaszterezéssel egy metabolizmus (,,Metabolism™) és egy mitokondriumokkal kapcsolatos
(Mitochondria related), miRNS-ek altal szabalyozott génklasztert azonositottunk (31A abra). Ezen

84



henriettbutz 199 24

génklaszterek hasznalataval két miRNS-target interakcids halozatot épitettiink, hogy elemezzik a

MiRNS-ek szerepét az onkocitoma sejtek metabolizmusaban és mitokondridlis funkcidjaban (31B

abra).

31. dabra. (A) A hipofizis onkocitomdban eltéréen kifejez6dé gének metabolikus és mitokondridlis
génklaszterben dusulnak. (Z6ld szin jeloli az ismert gén-funkcio asszocidciot, fekete a korabban még
nem leirt/bizonyitott gén-funkcio asszocidciot). (B) A metabolikus és mitokondridlis gének miRNS-
interakcioi. (Zold szin jeloli a daganatban a normal szévethez képest a csokkent, piros az emelkedett
expressziot).

A

Metabohkus gen klaszter Mitokondrialis gén klaszter
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Az ACO2 miRNS-ek dltali regulacidja. A metabolikus itvonalak és az onkocitomak korabban
ismert patogenezisének figyelembevételével valasztottuk ki a mitokondrialis Aconitaz 2 (ACO2)
enzimet tovabbi vizsgalatra, mely mindkét halozatban szerepelt. Az ACO2 szignifikdnsan magasabb
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expressziot mutatott a hipofizis onkocitomakban a normal szovethez képest (log2RQ=2,78, p<0,01). Az
ACO2-t potencialisan célzo két miRNS, a miR-744-5p és a miR-127-3p, jelentOsen csokkent
kifejez6dése volt detektalhatdo a daganatokban (miR-744-5p: 10g2RQ=0,20; p=0,01; miR-127-3p:
l0g2RQ=0,05; p<0,01). A miR-127-3p és miR-744-5p funkcidjanak in vitro vizsgalata soran a miRNS-
ACO2 kolcsonhatas validalasara ACO2 3'UTR riporter vektor (pACO2) és miRNS kotranszfekciot
végeztiink. A miR-744-5p hatasara szignifikansan csokkent luciferaz aktivitast észleltiink a kontroll
MiRNS-hez képest, nem igy a miR-127-3p transzfekcio esetén (32A abra). Emellett mind a miR-127-
3p, mind a miR-744-5p transzfekcidt kovetd 24 ora elteltével a sejtproliferacio szignifikans csokkenését
detektaltuk (32B abra).

32 dabra. (A) Az ACO2 miRNS-ek dltali szabdlyozdsa. A MiR-T44-5p transzfekcio szignifikdansan

csokkentette a luciferaz aktivitast a riportergén kisérlet soran. (B) A miR-127-3p és miR-744-5p
hatasara csokkent a sejtproliferdcio.
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A 14432 I6kuszon kédolt miRNS-ek funkcidjdnak in silico analizise. Erdekes modon a hipofizis
onkocitomakban downregulalt miRNS-ek 40%-a a 14932 régioban kodolt. Az itt kodolt miRNS
funkcionalis analiziséhez 70, endokrin daganatszoveten elvégzett, nagyateresztOképességii miRNS
expresszios mérést vizsgald tanulmanyt gyljtottiink ossze, mérési eredményeiket Gjraelemeztiik és
szintetizaltuk, majd bioinformatikai elemzésnek vetettiik ala [127]. A PitNET daganatokat, a papillaris
pajzsmirigyrakot, a feokromocitomat és a mellékvesekéregrak egy sajatos alcsoportjat a 14q32 klaszter
altal kodolt miRNS-ek csokkent expresszidja jellemzi. A hasnyalmirigy neuroendokrin tumorok, a
mellékvesekéregrakok tobbsége és a medullaris pajzsmirigyrakok ett6l eltéréen a 14q32 miRNS-eket
fokozottan expresszaljak. Feokromocitomaban és a ndvekedési hormont termel6 hipofizis adenémaban
azonban a 14932 miRNS-klaszter tagjainak fokozott és csokkent expressziojat egyarant megfigyelhetd
(33. abra).

A 14932 miRNS-ek funkcionalis hatasanak vizsgalatahoz targetpredikciot és génkészlet-dusitasi
elemzést végeztiink, hogy megvizsgaljuk a koexpressziés mintazat nettdé hatasat. Tobb olyan
molekularis funkciot €s biologiai folyamatot azonositottunk, melyek részt vesznek a tumorok

kialakulasaban. Szamos daganatkialakulashoz kapcsolodod utvonalat (,,TGF-f signaling”, ,,Ras
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signaling”, ,,ErbB signaling”), az invazivitas és metasztazis kialakulasaban részt vevé utvonalakat (pl.
»Proteoglycans in cancer”, ,,Adherens junction”) vagy a pluripotenciat és az &ssejt jellemzoket

(,,stemness”) befolyasol6 utvonalakat azonositottunk potencialis funkcionalis szerepként.

33. dbra. 14q32 lokuson elhelyezkedo miRNS-ek és expresszios profiljuk kiilonbozo endokrin
daganatokban (részleteket lasd a szovegben)
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Megbeszélés. Az irodalomban elséként vizsgaltuk az agyalapi mirigy onkocitomainak miRNS
expresszios profiljat és a miRNS-ek jelent6ségét a daganatpatogenezisben. A mMIRNS profil
egyértelmiien elkiilonitette a daganatokat a normal szdveti vagy rekurrens (visszatérd) onkocitdma
mintaktél, amely a miRNS-ek eltéréseinek patogenezisben vald szerepére utal. Erdekes modon az
onkocitomakban eltéréen expresszalodo gének utvonal-elemzése foként sejteiklus-valtozasokat tart fel,
mig a miRNS-ek inkabb az anyagcsere és mitokondrialis folyamatokat szabalyoztak ebben a
tumortipusban. A mitokondrialis funkcio érintettségét szintén igazoltuk az eliils6 lebenybdl kiinduld
PitNET daganatokban, ahol kimutattuk, hogy egy altalanosan alacsony heteroplazmia ardny mellett, a
tobb varianst hordoz6 daganatok magasabb proliferaciés index-szel rendelkeznek és felmeriilt
jelentdségiik a daganatok recidiv tulajdonasagval kapcsolatban is [187].

A mitokondrialis akonitaz 2 (ACO2) miRNS-ek altali regulacidjat elséként irtuk le az
irodalomban. Az ACO2 részt vesz a citromsav (trikarbonsav, TCA) ciklusban és a mitokondrialis 1égzési
komplexekben (1., II. és III. komplexek) [188]. A TCA-ciklus masodik 1épésében katalizalja a citrat
izocitratta torténd atalakulasat cisz-akonitaton keresztiil. Az ACO2 géncsendesités eredményeképp
human fibroblaszt sejtek a sejtciklus S fazisaba torténo belépése jelentésen csokkent, és a DNS-szintézis
karosodasat eredményezte [189]. Sajnos nem azonositottak olyan specifikus mechanizmust, amely

tisztazna a glikolizisben és a TCA-ciklusban részt vevé enzimek pontos szerepét a DNS-replikacio
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szabalyozasaban. Ugy tiinik azonban, hogy ezek az anyagcsere-titvonalak ¢és a sejtciklus szabalyozésa,
kiilonosen a DNS-szintézis osszefiigg [189].

Eredményeink arra utalnak, hogy hipofizis onkocitomaban a csokkent expresszioji miRNS-ek
szerepet jatszanak az ACO2 fokozott kifejezddésében, amely a sejtciklus fokozott miikodéséhez és
proliferaciohoz vezet ezekben a sejtekben. Mind a miR-127-3p, mind a miR-744-5p az ACO2
regulacidval egyiitt jelentOsen csokkentette a sejtproliferaciot két fiiggetlen human sejtvonalban, ami
altalanos tumorszuppresszor szerepiikre utalhat. E két miRNS (miR-127-3p és miR-744-5p) csokkent
expressziojat tobb daganattipusban is igazoltak, [190, 191] [192, 193]. Tumorszuppresszor hatasukat a
proliferacio gatlasaval fejtik ki a KMT5a (hiszton-lizin N-metiltranszferaz KMTS5A), az ITGA6
(integrin, alfa 6), a MAP2K4 és a BCL2 poszttranszkrpcios szabalyozasa révén [194, 195] [192, 196].
A hipofizis onkocitomaban emellett a miR-127-3p a protein kinaz 2 (PKN2) és az inozitol-polifoszfat-
5-foszfataz E (INPPSE) célzasaval szintén hatassal lehet a sejtproliferaciora [197, 198]. A miR-744-5p
pedig az ATP1A4-et is valoszintileg regulalja, amely kbzvetetten részt vesz a szénhidrat anyagcserében.
A GFRAZ (Glial cell line-derived neurotrophic factor Family Receptor Alpha 2) a miR-744-5p masik
tulexpresszalt célpontja hipofizis onkocitomaban, amely neurotrop faktorként kulcsszerepet jatszik a
neuronok tulélésének ¢és differencidlodasanak szabalyozasaban. Az agyalapi mirigy onkocitomai
rendkiviil ritkak, és nincs elérhet6 in vitro (sejtvonal) vagy in vivo (allat) modell erre a daganattipusra,
igy nem lehet pontosan validalni az ACO2 tilexpresszid és a miRNS-ek valodi funkcionalis hatasait. Az
mRNS és miRNS expresszids profilok azonban erds sejttipus specificitdst mutatnak, igy eredményeink
kiterjesztik onkocitomakban korabban leirt metabolikus eltéréseket a miRNS-ek altali szabalyozasi
mechanizmusokkal.
egészséges szovetekhez képest, melynek hatterében csokkent Drosha enzim mennyiséget mutattunk ki.
Az alacsony mintaszdm miatt azonban tovabbi meger0sitd vizsgalatok sziikségesek ennek
validalasdhoz. A csokkent miRNS-régiok kromoszoma-lokalizacidjanak vizsgalata a downregulalt
mMiRNS-ek 40%-a esetében a 14-es kromoszoman elhelyezkedé miRNS klaszterre 14q32 (DLK-MEG3)
lokalizalodott [127]. Ennek expresszidos mintazata tumortipus specifikus, tobbségében
tumorszuppresszor funkcioval tarsithato. Az itt kodolt miRNS-ek peding részt vesznek mind a

daganatok kialakulasaban, mind a progresszioban [127].

IV.1.4. A gliikokortikoid receptor-miRNS-Wnt szabdlyozds miikidésének vizsgdlata

hormonérzékeny daganatokban

A Wnt jelatvitel, amely miRNS-ek altali szabalyozasanak szerepe van korabbi eredményeink
alapjan daganatok angiogenezisgatlokkal szemben kialakitott rezisztencidban, részt vesz a
sejtproliferacio és differencialodas, valamint tumorgenezis folyamatokban is. Munkank soran
kimutattuk, hogy mellékvesekéreg daganatokban és a legkiilonb6zébb gliikokortikoid érzékeny
szovetekben gliikkokortikoidok hatasara megvaltozott Wnt jelatvitelt — legalabb részben — miRNS-ek

kozvetitik. Kisérletiinkben harom modellt alkalmaztunk a miRNS-profilalkotas céljabol. Vizsgéltuk a
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MIRNS-expresszids mintazat valtozasat a hormonalisan aktiv Cushing-szindromas betegekbdl nyert
kortizoltermel6 mellékvesekéregdaganatokban a normal mellékveseszovetekhez képest. Ezutan
megvizsgaltuk a miRNS-expresszido valtozasat dexametazon-kezelés el6tt és utan szteroidtermeld
mellékvesekéregrak (H295R) sejtekben és hormonalisan inaktiv (hormont nem termelé) HeLa sejtekben
(amely, egy gyakran hasznalt, relevans sejtvonal a gliikokortikoidokkal kapcsolatos hatasok
tanulmanyozasaban, mivel epitheloid eredetii, és expresszalja a gliikokortikoid-receptort [24-29]).
Eredményeinket gliikkokortikoid termeld és érzékeny human szévetekbdl szarmazé fiiggetlen adatszetten
validaltuk.
IV.1.4.1. miRNS-profil eltérések gliikokortikoid hatdsra a harom vizsgalt modellben

Mindharom modellben 265 egyedi miRNS expresszidjat mértiik, melyek kozil a
mellékvesekéregdaganat szovetekben 5 miRNS, a H295R és Hela sejtekben 6, illetve 8 miRNS
expresszioja mutatott statisztikailag szignifikans valtozast (34A abra). A mellékvesedaganat mintakban
eltéréen kifejez6d6 miRNS-ek tobbek kozott a biotin-metabolizmust, az inzulinszignalizaciot, az
adipocitokin Gtvonalat, a Wnt- és a TGFf szignalizaciot regulaltak. A Hela sejtekben a miRNS-ek
dexametazon kezelésre a PI3K-Akt/mTOR, Wnt és TGFp, a H295R sejtekben a ,,Focal adhesion”, a
»Wnt signaling” és az ,,ErbB signaling” jelatviteli utvonalakra voltak hatassal. Annak ellenére, hogy a
harom modell k6zo6tt nem voltak kozds, eltérden expresszalodd miRNS-ek, figyelemre méltod atfedés
volt megfigyelhetd az ezen miRNS-ek altal befolyasolt utvonalak tekintetében. Tizenot Gtvonal (az
osszes 19,5%-a) volt altalanosan érintett mindharom modelliinkben (34B abra), melyek koziil a Wnt-
utvonal adodott statisztikailag a legfontosabbnak, amely jelentds szerepet jatszhat a gliikkokortikoidok
hatasanak kozvetitésében (34B. abra, 11. tablazat).

34. Abra. Gliikokortikoid hatdsra eltéréen expresszilodé miRNS-ek és az dltaluk befolydsolt jeldtviteli
utvonalak. Mellékvesekéreg daganat szovetekben 5 miRNS mutatott szignifikansan megvdltozott
expressziot a normdl mellékvese szévetekhez képest, a H295R és HeLa sejtekben 6, illetve 8 miRNS
expresszioja mutatott statisztikailag szignifikans valtozast. A kisérletek kozott csak egyetlen kozos
miRNS megvaltozott expressziojat mutattuk ki: a miR-95-3p-t kortizoltermeld adenomdakban és Hela
sejtekben (A). Ennek ellenére a kiilon kisérletekben azonositott kiilonbozé miRNS-ek dltal szabalyozott
Jjelentds jelatviteli utvonalak 19,5%-a kézos volt (B). C: kontrol; DXM: dexamethazon, Adrenal-CS:
kortizol termeld mellékvesekéreg daganat
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A Eltéréen kifejez6d6 miRNS-ek

Mellékvesekéreg daganat szévet

miR-566
miR-311-5p
miR-622
miR-95-3p
miR-183-5p
miR-335-3p
miR-335-3p
miR-27a-3p
miR-7-1-3p
miR-375-3p
miR-376a-3p
miR-30e-3p
miR-210-3p
miR-572
miR-668-3p
miR-346
miR-506-3p
miR-195-5p

(22.2%)

Hela H295R

B miRNS-ek altal szabalyozott jelatviteli utvonalak

Mellékvesekéreg daganat szévet Wnt signaling pathway

MAPK signaling pathway
TGF-beta signaling pathway

Biotin metabolism

Insulin signaling pathway

Gap junction

Chronic myeloid leukemia
Glutamergic synapse

Gastric acid secretion
Neurotrophin signaling pathway
ErbB signaling pathway
Pathways in cancer

Regulation of actin cytoskeleton
mTOR signaling pathway

Hela H295R Focal adhesion

11. tablazat. Gliikokortikoid hatasra eltéréen expresszalodéo miRNS-ek a hdrom modellben, és
kapcsolatuk a Wnt-utvonal elemeivel. *: irodalomban leirt, validalt célgének **: utvonal-elemzés
alapjan a Whnt-jelatvitel a legszignifikansabb utvonalak kézott van. A log2RQ jelzi az expresszios
valtozas iranyadt és mértékét

miRNS név log2RQ p-érték Kapcsolat a Wnt-jelatvitellel
Kortizoltermelé adenéma vs. normalis mellékveseszovet mMiRNS-szabalyzott gén(ek)*
hsa-miR-375-3p -3,18283 0,002756 LRPS5 és p-katenin
hsa-miR-566 -2,0934 0,012993 WNT6

hsa-miR-95-3p 0,435871 0,014638 DKK3

hsa-miR-506-3p 1,96571 0,021431 TCF3

hsa-miR-210-3p -1,18389 0,038611 WNT7b, FZD5, Sclerostin
Dexametazon kezelt HeLa sejtek vs. kontroll miRNS-szabalyzott gén(ek)*
hsa-miR-183-5p 0,203726 0,037677 LRP6, DKK3
hsa-miR-195-5p 1,355332 0,043846 LRP6, WNT3A
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hsa-miR-26a-5p 1,321971 0,020827 SOSTDCI1, Wnt5a, GSK3p
hsa-miR-30e-3p -0,86986 0,02123 LRP6

hsa-miR-335-3p 1,586908 0,045771 RUNX2

hsa-miR-572 1,58437 0,042381 utvonalelemzés**
hsa-miR-622 3,287344 0,03071 utvonalelemzés**
hsa-miR-95-3p 2,307738 0,040524 DKK3

Dexametazon kezelt H295R sejtek vs. kontroll MiRNS-szabalyzott gén(ek)*
miR-331-5p 2,14926 0,018581 nincs irodalmi adat
miR-7-1-3p -0,25662 0,004913 TCF4, TCF12, TCF7L2
miR-27a-3p 0,457272 0,010971 DKK2

miR-346 0,921683 0,017707 GSK3p

miR-376a-3p 0,581655 0,034872 utvonalelemzés**
miR-668-3p -0,56929 0,041363 nincs irodalmi adat

WNT3A, WNT5A, WNT6, WNT7b (Wnt Family Member 3A, 54, 6, 7B): szekretdlt WNT ligandok; FZD5 (Frizzled Class
Receptor 5), LRP5, LRP6 (LDL Receptor Related Protein 5, 6): WNT receptorok; DKK2, DKK3 (Dickkopf WNT Signaling
Pathway Inhibitor2, 3): WNT inhibitorok; SOSTDCI (Sclerostin Domain Containing 1): WNT aktivator az LRP4,5,6
receptorokkal valo kolcsénhatasan keresztiil, GSK3f (Glycogen Synthase Kinase 3 Beta): protein kinaz, amely az APC, AXIN,
CTNNBI fehérjékkel képez komplexet, WNT jelatvitel mediator; TCF3, 4, 12, TCF7L2 (Transcription Factor 3, 4, 12,
Transcription Factor 7 Like 2): A LEF1 transzkrpcids faktorral egyiitt kozvetitik a WNT szignalt a sejtmagban. ; RUNX2 (RUNX
Family Transcription Factor 2): WNT jelatvitelben mdsodlagos hirvivé

IV.1.4.2. WNT uatvonal eltérések a glitkokortikoid-termeld és gliikokortikoid
célszervek/szovettipusokban

Kortizol termeld daganattal rendelkezd betegekbdl szarmazo mellékvesekéreg és gliikokortikoid
célszovetek (primer csont, szinovialis fibroblaszt, szubkutan és omentalis zsirszovet, bor, hipokampusz
¢s hipothalamusz) transzkriptom-valtozasait elemeztik gliikokortikoid hatasara. A modosult
expresszioju gének szama a szovettipusoktol fiiggéen 1125 és 6809 kozott valtozott. Mig a
gliikokortikoidok mérsékelt hatast gyakoroltak a globalis transzkriptom-valtozasokra a gliikkokortikoid-
termeld mellékvesekéreg daganatban (az 6sszes profilozott gén 4-8%-a valtozott); a célszovetekben a
gének nagyjabol 10-20%-aban észleltiink jelentds valtozast. A gliikokortikoid kezelés hatasara eltéréen
expresszalodd gének génkészlet-dsulasi elemzése soran a biologiai folyamatok koziil a Wnt-

szignalizacié minden szévettipusban jelentds valtozast mutatott (12. tablazat).

12. tablazat. A Whnt jelatvitel szignifikansan megvaltozik gliikokortikoid hatasdara minden kisérletben

#AWNT
P P . # DEG-k szama a WNT utvonal L. jelatvitellel

GC célszovet tipusanak génexpresszioja (p<0,05) tagjainak ardnya* # érintett BP kapcsolatos érintett
BP-k szama**

err}b,erl c”son,tszov?tl blopszmk”C'S be;tegekbol, a 1423 14/151 312 4

mitét el6tt és 3 honappal a miitét utan

human primer oszteoblaszt sejtek kontroll vs. dex 5343 52/151 1573 11

human primer csontblaszt-szerti sejtek (HObs)

csont explantatumbol kontroll vs. dex 219 53/151 1164 6

human primer szinovialis fibroblasztok kontroll 10 8/151 880 1

vagy dex
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humén primer hasi szubkutan zsirsejtek kontroll 4276 37/151 2644 16
vs. dex

humén primer hasi omentalis zsirsejtek kontroll 3787 32/151 2422 6
vs. dex

humén primer epidermalis keritinocitak kontroll 1130 13/151 1753 7
vs. dex

sertés hipokampusz szdveti kontroll vs. im. dex 2403 34/151 1913 10
kezelt

sertés hipotalamuszovet kontroll vs. im. dex kezelt 2661 33/151 1850 11

malacok

DEG: eltéréen kifejez6dd gén (diferentially expressed gene, DEG), BP: biologiai folyamat (génontologia kategoria, biological
process)

A Wht-szignalizacidban részt vevd gének részletes elemzése soran az Gtvonal tagjainak magas
aranya mutatott jelentds génexpresszios valtozast. Emellett a Wnt jelatvitel miRNS-ek altali
szabalyozasa akkor is szignifikans maradt, amikor az analizisbe csak olyan miRNS-eket vontunk be,
amelyek a gliikokortikoid hatasra legalabb 6 kiillonb6z6 vizsgalatban egyontetiien eltérést mutattak (13.

tablazat).

13. tablazat. WNT jelatvitel 6 kiilonbozo vizsgalatban mért miRNS valtozasainak genkészlet dusulasi
eredményeként is szignifikans maradt

Gének

_ g - . a O-érték , Hit Count in . . -
GO-ID GO-BP kategoria megnevezése p-érték FDR B&H SZaMa 2 Genome Hit in Query List
génlistabant
GO:0090090 Nedative regulation of canonical wnt 0,00362 0,03835 6 190 FOX03, FZD4, DACTL,

signaling pathway DKK1, TLE1, SNAI2
GO-BP: gén ontoldogia biologia folyamat (Biological Process); FDR & BH: Benjamini-Hochberg False discovery rate
korrekcio; FOXO3: Forkhead Box O3; FZD4: Frizzled Class Receptor 4; DACT1: Dishevelled Binding Antagonist Of Beta
Catenin 1; DKK1: Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 1; TLE1: TLE Family Member 1, Transcriptional Corepressor;
SNAI2: Snail Family Transcriptional Repressor 2

Megbeszélés. In vitro adataink azt mutattak, hogy a glilkokortikoidok valdban jelentés hatast
gyakorolnak a miRNS-expresszids mintazatra minden vizsgalt sejttipus esetében. Az érintett miRNS-ek
szamos jelatviteli utat érintenek, de legnagyobb mértékben a Wnt-szignalizaciot befolyasoljak.
Analizisiinkben egyarant vizsgaltunk gliikkokortikoidokat termelé daganatokat és sejteket, valamint
gliikokortikoid célszoveteket, melyek miRNS analizise lehetséget biztositott a kisérleteinkben
azonositott eltéréen kifejez6d6 miRNS-ek Whnt-jelatviteli utvonalra gyakorolt hatasanak
Osszefoglalasara (35. abra).

Eredményeink alapjan a gliikokortikoid termelé mellékvesekéreg daganatokban is valamelyest
megmarad a gliikkokortikoidok visszacsatolo hatasa a miRNS-expressziora, de a gliikokortikoidokra
érzékeny szoveteken (Cushing-betegekbdl szarmazo csontszovet, valamint gliikkokortioid hatas alatt allo

primer csont-, szinovialis fibroblaszt-, szubkutan és omentalis zsirszovet, bér és agysejtek) a

gliikokortikoidok altal szabalyozott transzkriptom arany a szdvettipusoktol fiigg.
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Mivel a Wnt jelatvitelre 0Osszpontositottunk, harom megkozelitéssel vizsgaltuk a teljes
transzkriptom valtozasaiban vald részvételét: (i) a globalis génexpresszios profil génkészlet-dusulasi
elemzés, ii) sziikitett, legalabb 6 kiilonbdz6 tanulményban kdzdsen megvaltozott génprofil elemzes és
iii) a Wnt-Gtvonal célzott analizise. Minden megkozelitésben a Wnt-szignalizacio szignifikans
valtozasat mutattuk ki gliikokortikoid hatasra és emellett szamos olyan miRNS-t azonositottunk, amely
ebben az utvonalban szerepet jatszik. Bar a kiilonb6z6 modellekben a miRNS profil valtozasa
sejt/szovetspecificitast mutatott, érdekes modon az altaluk szabalyozott funkciok redundansak voltak,

¢és kozottiik elsé helyen a Wnt jelatvitel szerepelt.

35. dbra. Wnt-utvonalat szabdlyozo miRNS-ek

Gliikokortikoid
hatas

miR-566 (WNT6)
miR-195-5p (Wnt3a)
miR-26a-5p (Wnt5a)

} Whnt ligand

miR-95-3p (DKK3)
miR-27a (DKK2)

miR-375-3p (LRPS)
miR-183-5p (LRP6)
miR-195-5p (LRP6)
miR-30e (LRP6)

miR-26a
miR-346
miR-375-3p II

miR-506-3p (TCF3)

miR-210 (TCF7L2)

miR-7 (TCF4, TCF12, TCF7L2)
miR-30e (B-cat/TCF4 complex)

A Wnt jelatvitelt befolydsolo miRNS-ek funkcioi. A glikokortikoidok hatasara megvaltozott
miRNS-ek lehetséges funkcidjara nézve az irodalmi adatok azt sugalljak, hogy a Wnt-szignal a
sejtproliferacioval és differencialddassal, és tumorigenezissel hozhatok osszefiiggésbe. A MiR-506-3p,
amely a normal szovetekhez képest a Cushing-adenomakban fokozottan expresszalddott, neuralis
Ossejtekben novelte a sejtek differencialodasat és csokkentette a proliferaciojukat a Wnt/B-katenin
utvonal befolyasolasan keresztiil, a TCF3 célzott szabalyozasaval. [33]. A miR-195-5p az LRP6 és
WNT3A fehérje expresszidjanak regulacidja altal gatolta a differenciaciot [199, 200]. A
tumorigenezisben valé szerepre jO példa a mellékvese Cushing daganataiban, mint magas

srcr

ennek a mMiRNS-nek az alacsony expresszidja nagyobb tumorméretre, elérehaladott tumor gradusra és a
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nyirokmetasztazisok gyakoribb eléfordulasara hajlamositott [201]. A miR-566 fontos lancszemet jelent
ebben a folyamatban azaltal, hogy a WNT6-0t célozza és megakadalyozza a rosszindulati progressziot
emlOrakos betegeknél [201]. A miR-95-3p, amelynek szintje prosztata karcindma szovetekben
révén [202]. A miR-183-5p expresszioja fokozott vastagbéldaganatokban a normal szévetekhez képest,
Wht-szabalyozasban betoltott szerepét funkcionalis miRNS-gatlasi kisérletekkel bizonyitottak [203,
204].

Adataink alapjan a kiilonb6z6 szévetekben eltéré miRNS-expresszios mintazat figyelheté meg a
gliikokortikoidok hatasara, azonban ezek az eltéréen expresszalodd miRNS-ek hasonld biologiai
folyamatokat szabalyoznak a kiilonb6z6 szdvetekben, egyik legfonotosabb mediatoruk pedig a Wnt-

szignalizacio.

IV.2. miRNS-ek, mint potencialis extracellularis biomarkerek vizsgalata
IV.2.1. Vizelet exoszomdlis miRNS-ek azonositisa, mint diagnosztikus biomarkerek és
parakrin medidtorok vildgossejtes veserdkban
A vilagossejtes veserak (ccRCC) diagnozisanak megerdsitésére az invaziv biopszian kiviil
jelenleg nincs mas eszkoz, ezért fontos klinikai és kutatasi kérdés, hogy a vizelet miRNS-ek

biomarkerként szolgalhatnak-e a ccRCC diagndzisanak megerdsitésére.

1V.2.1.1. A vizelet miRNS-ek képesek elkiiloniteni a cCRCC betegeket az egészséges
egyénektol

Els6 sziirési lépésként 754 miRNS expresszigjat hasonlitottuk 6ssze a ccRCC betegek preoperativ
és egészséges személyek vizeletében. A ccCRCC-szovetmintakrol korabban kozzétett miRNS-mikroarray
adataink és irodalmi adatok alapjan kivalasztottunk 48 olyan miRNS-t, amelyek potencialis
diagnosztikai markerként hasznosithatok.

A felfedez6 fazisban 28, szdvettanilag igazolt ccRCC-ben szenvedd beteg és 18 egészséges
személy miitét el6tti vizeletét vizsgaltuk e 48 miRNS kifejezddésére egyedi tervezésti miRNS TagMan-
array segitségével. A sejtmentes €és exoszomalis miRNS-eket kiilon-kiilon vizsgaltuk. A sejtmentes
miRNS-eket hasznalva csak a miR-150-5p volt szignifikansan feliilreprezentalt a ccRCC-ben a normalis
mintakhoz képest (log2RQ: 2,39, p=0,030) (36A abra), azonban a ROC (Receiver Operating
Characteristics) analizisben nem ért el a statisztikai szignifikanciat a két csoport kdzott (AUC:0,66,
95CI:0,4914-0,8260, p=0,058). Az exoszémalis miRNS-ek expresszidjat mérve a miR-126-3p
szignifikansan csokkent mennyisége volt kimutathatd (-5,05-sz6rés valtozas) (36A abra), emellett
képes volt elkiiloniteni a ccRCC és a kontroll csoportokat (AUC:0,74, 95CI:0,5948-0,8880, p=0,004).

A jobb diszkrininacio érdekében a tovabbiakban miRNS kombinaciokat vizsgaltunk. A
sejtmentes MiRNS-ek esetében két kombinacié volt képes pontosan megkiilonboztetni a normal

vizeletet a cCRCC-s betegek mintaitol (36B abra). Az exoszomalis miRNS-ek ROC-elemzése alapjan
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két miRNS kombinacidja akar 86%-os szenzitivitast és 85%-o0s specificitast is képes produkalni, az

AUC pedig elérte a 0,77-¢t.

36. dabra. (A) A miR-150-5p nagyobb mennyiségben van jelen a ccRCC-ben szenvedd betegek
vizeletében az egészséges egyénekhez képest. (B-C) Az eltéréen expresszalt miRNS dCt
kiilonbségek/ardanyok sejtmentes vizelet RNS-ben és exoszomdlis RNS-ben ccRCC-s betegeknél és
egészséges egyénekben
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Mivel a korai tumoros betegek (kis méreti daganat, small renal mass, SRM; <4 cm) diagnosztikai
kihivast jelentenek, megvizsgaltuk a miRNS-ek az SRM-ek elkiilonitésére valo képességét. A miR-126-
3p-t az SRM ccRCC-mintak vizeletében szignifikansan alacsonyabbnak talaltuk (log2RQ: -5,2,
p=0,012), és képes volt elkiiloniteni az SRM-es (<4 cm) betegek vizeletmintdjat az egészséges mintaktol
(AUC:0,74, 95CI: 0,5948-0,8880, p=0,004). Két miRNS kiilonb6z6 kombinacioit hasznalva 8 dCT-
kiilonbséget és 2 dCT-aranyt generaltunk a szignifikansabb diszkrininaciohoz (14. tablazat).
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Table 14. Vizeletbd! izolalt exoszomalis miRNS kombindciok ROC analizise

Felfedez6 kohorsz Validaciés kohorsz

ccRCC vs. egészséges kontroll

miRNS kombinacid AUC  95%ClI p-érték cutoff  szenzitivitds  specificitas AUC  95%ClI p-érték cut off szenzitivitds  specificitas
miR-126-3p - miR-126-5p 0,77 0,6376 - 0,9021 0,0010 >-55 72,4 70,0 0,77 0,6703 - 0,8633 <0,0001 >-2,9 70,0 75,9
miR-150-5p - miR-126-3p 0,77 0,6316 - 0,9064 0,0010 <-1,8 72,4 80,0 0,76 0,6639 - 0,8551 <0,0001 <0,2 67,5 72,4
miR-21-5p - miR-126-3p 0,77 0,6176 - 0,9031 0,0020 <-6,9 72,4 75,0 0,64 0,5363 - 0,7465 0,0245 <-6,9 70,0 55,2
miR-126-3p - miR-34b-5p 0,75 0,6141 - 0,8928 0,0028 >-7,7 82,8 65,0 0,79 0,7013 - 0,8815 <0,0001 >-34 775 72,4
miR-126-3p - miR-449a 0,75 0,6080 - 0,8989 0,0028 >51 82,8 70,0 0,84 0,7620 - 0,9151 <0,0001 >-3,5 83,8 62,5
miR-150-5p / miR-126-3p 0,75 0,6112 - 0,8853 0,0034 <0,6 65,5 80,0 0,76 0,6646 - 0,8613 <0,0001 <11 67,5 75,9
miR-150-5p / miR-1183 0,74 0,6009 - 0,8784 0,0047 <09 86,2 55,0 0,63 0,5157 - 0,7403 0,0417 <13 46,3 82,8
miR-17-5p - miR-126-3p 0,72 0,5689 - 0,8656 0,0104 <-55 72,4 55,0 0,71 0,6167 - 0,8117 0,0007 <-42 70,0 65,5
miR-150-5p - miR-1183 0,71 0,5551 - 0,8587 0,0147 <-0,1 86,2 55,0 0,63 0,5168 - 0,7366 0,0439 <11 51,3 79,3
miR-126-3p - miR-25-3p 0,71 0,5547 - 0,8556 0,0155 >2,4 62,1 85,0 0,66 0,5552 - 0,7612 0,0119 >2,6 52,5 86,2
miR-486-5p - miR-126-3p 0,69 0,5438 - 0,8424 0,0228 <-1,4 72,4 60,0 0,78 0,6739 - 0,8803 <0,0001 <-0,1 81,3 62,5
miR-34b-5p - miR-1183 0,67 0,5169 - 0,8245 0,0441 <77 69,0 65,0 0,72 0,6174 - 0,8136 0,0006 <41 67,5 69,0

ccRCC < 4cm vs. egészséges kontroll

miRNS kombinacid AUC  95%ClI p-érték cutoff  szenzitivitds  specificitas AUC  95%ClI p-érték cut off szenzitivitds  specificitas
miR-150-5p - miR-1183 0,79 0,6431 - 0,9436 0,0034 <-15 86,7 70,0 0,60 0,4635 - 0,7313 0,1696 <09 45,0 82,8
miR-150-5p / miR-1183 0,79 0,6342 - 0,9391 0,0042 <08 86,7 65,0 0,64 0,5051 - 0,7673 0,0548 <14 60,0 62,1
miR-150-5p - miR-126-3p 0,78 0,6130 - 0,9404 0,0057 <-1,4 86,7 70,0 0,77 0,6616 - 0,8815 0,0001 <0,1 72,5 75,9
miR-34b-5p - miR-1183 0,75 0,5758 - 0,9175 0,0137 <76 80,0 65,0 0,70 0,5728 - 0,8186 0,0058 <46 70,0 62,1
miR-150-5p / miR-126-3p 0,74 0,5607 - 0,9127 0,0180 <06 66,7 80,0 0,77 0,6616 - 0,8815 0,0001 <0,1 72,5 75,9
miR-126-3p - miR-34b-5p 0,73 0,5413 - 0,9087 0,0245 >-7,6 80,0 65,0 0,79 0,6848 - 0,8980 <0,0001 >-3,4 77,5 72,4
miR-21-5p - miR-126-3p 0,71 0,5188 - 0,9012 0,0358 <-6,9 73,3 75,0 0,65 0,5162 - 0,7804 0,0366 <-74 65,0 65,5
miR-486-5p - miR-126-3p 0,70 0,5291 - 0,8776 0,0421 <-14 733 60,0 0,75 0,6246 - 0,8712 0,0010 <-0,1 77,5 62,5
miR-17-5p - miR-126-3p 0,70 0,5074 - 0,8860 0,0493 <-71 53,3 90,0 0,76 0,6461 - 0,8746 0,0002 <-4,8 72,5 72,4
miR-126-3p - miR-449a 0,68 0,4785 - 0,8748 0,0774 >51 733 70,0 0,89 0,8110 - 0,9682 <0,0001 >-2,2 77,5 91,7
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1V.2.1.2. A vizelet miRNS-ek validaldsa fiiggetlen kohorszon

Eredményeinket 81 ccRCC-beteg, 24 joindulati vesedaganatos beteg és 33 normal személy
fiiggetlen csoportjan validaltuk, egyedi RT-QPCR-reakciokat alkalmazva miRNS-specifikus
primerekkel. Validalasi eredményeink nagyon hasonldak voltak a kezdeti felfedez6 kohorszon
mértekhez. Példaul a miR-126-3p hasonlé mintdzatot mutatott a ccRCC-ben az alulreprezentaltsag
tekintetében, mint a normal esetben, jelentds diszkriminacios erével (AUC:0,65; 95CI:0,5329-0,7645,
p=0,018). Két miRNS kombinacidjat hasznalva akar 0,84-es AUC értéket is el tudtunk érni. A modellek
érzékenysége elérte a 84%-ot, a specificitas pedig a 83%-ot. A miRNS-kombinacidink hasznosak voltak
a kis méretli daganatokkal (SRM, < 4m) rendelkezd betegek egészségesektol valo elkiilonitésében is
(14. tablazat).
Osszehasonlitottuk az egészséges személyekkel, modelliink képes volt kiilonbséget tenni a két csoport
kozott. A miRNS-ek szintén szignifikansan eltéré expressziot mutattak a normal vizelet és a joindulata
vesedaganatos betegek kozott (15. tablazat). A miR-126-3p, miR-34b-5p, miR-150-5p, miR-449a és
mMiR-486-5p kombinacidi adtak a legjobb megkiilonboztetést a legtobb csoportban (15. tablazat). Egy
MIiRNS-kombinacié (miR-17-5p és miR-25-3p) szignifikansan eltérd expressziot mutatott a jéindulata
vesedaganatok és a ccRCC kozott (p=0,026; specificitas: 87,5%). A miR-17-5p és a miR-21-5p aranya
szintén képes volt megkiilonboztetni a joindulati daganatokat a SRM-ektdl (15. tablazat).

15. tablazat. A miRNS-ek diszkriminativ képessége az egészséges személyek és a jo-, illetve rosszindulatii
vesedaganatos betegek kozott — validacios kohorsz eredményei

miRNS kombinacié AUC 95%ClI p-érték cut off szenzitivitas  specificitas

vesedaganat (jO és rosszindulat(l) vs. egészséges kontrol

miR-126-3p-miR-449a 0,82 0,7492 - 0,8974 <0,0001 >-1,8 60,6 100,0
miR-126-3p-miR-34b-5p 0,80 0,7132 -0,8823 < 0,0001 >-2,4 67,3 82,8
miR-126-3p-miR-486-5p 0,79 0,6958 - 0,8899 <0,0001 >0,8 52,9 95,8
miR-25-3p-miR-34b-5p 0,76 0,6656 - 0,8530 < 0,0001 >-4,9 73,1 79,3
miR-21-5p-miR-34b-5p 0,76 0,6685 - 0,8494 < 0,0001 >-10,5 74,0 72,4
miR-150-5p / miR-126-3p 0,76 0,6645 - 0,8528 < 0,0001 <09 61,5 82,8

joindulatl vesedaganat vs. egészséges kontrol

miR-126-3p-miR-486-5p 0,85 0,7295 - 0,9615 <0,0001 >0,7 75,0 87,5
miR-126-3p-miR-34b-5p 0,82 0,7036 - 0,9343 < 0,0001 >-2,2 75,0 82,8
miR-21-5p-miR-34b-5p 0,77 0,6421 - 0,9067 0,0006 >-10,5 79,2 72,4
miR-126-3p-miR-449a 0,77 0,6342 -0,9110 0,0012 >-1,8 58,3 100,0
miR-17-5p-miR-34b-5p 0,77 0,6386 - 0,8988 0,0008 >-6,3 70,8 72,4
miR-25-3p-miR-34b-5p 0,76 0,6183 - 0,8961 0,0014 >-4.8 75,0 79,3
miR-34b-5p-miR-1183 0,75 0,6168 - 0,8889 0,0017 <47 75,0 62,1

joindulata vesedaganat vs. ccRCC

miR-17-5p-miR-25-3p 0,65 0,5381 - 0,7609 0,0269 <28 488 87,5
joindulatl vesedaganat vs. CCRCC < 4cm

miR-17-5p / miR-21-5p 0,70 0,5658 - 0,8300 0,0084 >0,2 475 87,5
miR-17-5p-miR-25-3p 0,68 0,5456 - 0,8065 0,0191 <28 525 87,5
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1V.2.1.3. A vizelet miRNS-ek eredetének és funkcidjanak vizsgalata klinikai és in vitro
mintdkon

Annak tovabbi vizsgalatdra, hogy a miRNS-expresszioban bekdvetkezd valtozasok Osszefiiggésben
vannak-e a daganat jelenlétével, kivalasztottuk a miR-126-3p, 449a, miR-17-5p és miR-21-5p-t, és egy
pilot vizsgalat keretlében elemeztiink harom par, ugyanattol a betegtdl szarmazod mitét elotti és utani
vizeletmintat. Eredményeink azt mutattdk, hogy a miRNS-szintek a miitét utan a normalishoz hasonld
szintre tértek vissza (37A abra).
37. dabra. (A) A miR-126-3p, miR-449a, miR-17-5p és miR-21-5p expresszidja pre- és posztoperativ
vizelet exoszomakban hdarom betegnel. (B) A ccRCC betegek vizelet exoszomdjabol kivont ot
legjelentdsebb miRNS varhato célpontjainak funkcionalis elemzése. A kifejezések a "Biological Processs

" génontologiai (GO) kategoridit képviselik. A szinek és méretek jelzik a GO kifejezés hasznalatanak
Szdzalékos aranyat a miRNS célgén listajaban. pre-0Op: preoperativ; POSZt-Op. postoperativ.
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A vizelet miRNS-ek hatasanak analiziséhez a ccRCC patogenezisében, 5 olyan miRNS lehetséges
funkcigjat vizsgaltuk, amelyek kombinacidja a legjobb megkiilonboztetést tette Iehetdvé a
mintacsoportok k6zott (miR-126-3p, miR-34b-5p, miR-150-5p, miR-449a és miR-486-5p). E miRNS-
ek leginkabb a sejtciklus, sejtproliferacio, adhézié és angiogenezis folyamatait regulaltak (37B abra),
mely egyértelmiien jelzi e miRNS-ek aktiv részvételét a ccRCC patogenezisében, és ramutat arra, hogy

aktivan szekrécidval iiriilnek a vizeletbe.
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srer

¢s ezek internalizacidjat mas veserak és endotél sejtekre. Primer 786-O és metasztatikus ACHN és Caki-
2 sejtvonalakat tenyésztettiink, majd exoszomalis RNS-t vontunk ki a tenyészté tapfolyadékbol,
melyben profiloztuk azt a 10 kivalasztott miRNS expresszidjat, amelyet a validacios készlethez
hasznaltunk betegmintakban. Mindharom sejtvonal szekretalt miR-126-3p-t a médiumba (38A. abra).
miR-34b-5p-t csak a metasztatikus Caki-2, miR-17-5p, -21-5p és -25-3p-t pedig csak a primer 786-O
sejtek valasztottak el a médiumba (38B-C. abra). Ezek a miRNS-ek kimutathatoak voltak az
exoszomafrakcioban az exoszoma-mentesitett médiumhoz képest, ami az exoszomakon keresztiil

torténd aktiv szekréciora utal (38D abra).

38. dbra. A szekretdlt exoszomdlis MiR-126-3p (A) és miR-34b-5p (B) expresszio a harom vesesejtes
karcinoma (RCC) sejtvonal sejttenyésztd kozegében. (C) A 786-O RCC sejtek exoszomdlis miR-25-3p,
MiR-21-5p és miR-17-5p-t szekrécidja a sejttenyészté médiumba az idé fiiggvényében. (D) Négy
kivalasztott miRNS jelenléte a sejtvonalak tapoldatinak exoszomas komponensében, ellentétben a
sejtmentes tapoldathoz képest. *p<0,05. (E) Exoszomdk elektronmikroszkopos felvételei tipikus
morfolégiaval és mérettel (20—100 nm). A szamok nanométereket jeleznek. (F) A 786-0 dltal szekretalt
exoszomalis egyszalu RNS molekulik (vords fluoreszcens festékkel megfestve) 24 ora elteltével
internalizalodtak az ACHN, Caki-2 és HUVEC endotél sejtekbe. Minden kisérletet haromszor végeztiink.
HUVEC: humdn koldokvénas endothel sejtek (human umbilical vein endothelial cells); RFP: vérds
Sfluoreszkadlo protein (red fluorescent protein); PCM: fazis kontraszt (phase contrast microscopy); SUM:
fazis kontraszt és fluoreszcens képek sszeolvasztasa
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Ezt kovetden tanulmanyoztuk, hogy a miRNS-ek szerepet jatszhatnak-e a sejt-sejt kommunikacioban.
786-0O sejtek altal szekretalt exoszomakat izolaltuk és az exoszomak szerkezetét és méretét
elektronmikroszkopiaval ellenériztiik (38E abra). Az exoszémalis miRNS-ek jelolése utan az ACHN
¢s Caki-2 RCC sejtvonalak és HUVEC endotél sejtek tapfolyadékaba juttattuk oket. 24 ora elteltével a
recipiens sejtek altal internalizalt exoszomalis RNS-t detektaltuk (38F abra). Ezek az eredmények a
tumorsejtek kozott, valamint a tumor €s az endotélsejtek kozotti miRNS-kdzvetitett kommunikacio

jelenlétére utalnak vilagossejtes veserakban.

Megbeszélés. Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizelet miR-126-3p és miR-449a kombinacidja
nagy érzékenységgel képes kiilonbséget tenni a normal egyének és a ccRCC betegek kozott. Ez
megnyitja annak lehet6ségét, hogy a vizelet miRNS-eket noninvaziv biomarkerként hasznaljak a
cCRCC-ben, és hogy a vizelet miRNS-vizsgalat akar az invaziv biopsziat is helyettesithesse a jovoben.
Kiilonosen hasznos lehet az egyéb tarsbetegségekkel kiizdo idds betegek esetében, akik nem alkalmasak
biopsziara. Jelenleg minden betegnél invaziv biopszidra van sziikség a ccRCC diagnézisanak
megerdsitéséhez. A jelenlegi érzékenységiinkkel a betegek ~85%-anak megsporolhatd az invaziv
biopszia sziikségessége. A fennmaradé betegeknél, beleértve azokat is, akiknek nincs tumoruk, és azokat
is, akiknél hamis negativ eredményt kapnank, tovdbbra is biopsziat kellene végezni az elvaltozas
jellegének megerdsitésére. Adataink alapjan a miRNS-mintazat a vizeletben nemcsak a nagy, hanem a
kis daganatok (<4 cm, SRM) kimutatasara és elkiilonitésére is alkalmas. Ez rendkiviil fontos a klinikai
gyakorlatban, biztositva egy nem invaziv biomarkert, akar a kis méreti vesedaganatok
nyomonkovetésére is. A specifikus miRNS kombinaciok tovabbi validalas utdn, akdr diagnosztikai
tesztként torténd alkalmazasukra is sor keriilhet.

Adataink 6sszhangban vannak egy, a munkankkal nagyjabol egyidében végzett vizsgalattal,
amely arrdl szamolt be, hogy a miR-15a szignifikansan nagyobb mennyiségben volt jelen RCC betegek
vizeletében [205]. Ez a tanulmany azonban kiilonbozik a jelen vizsgalatunktol abban, hogy kiilonb6z6
RCC altipusokat analizalt. Egy masik tanulmany a vizelet exoszomalis fehérjéinek LC-MS/MS-sel
torténd elemzése 10 fehérjébdl alldé mintazatot azonositott, amely eltéréen fejez6dott ki a normal
egyének és az RCC betegek vizelete kozott [206].

Eredményeink alapjan az azonositott miRNS-ek a daganathoz kapcsolodnak, de fontos lenne
kovetkeztetéseinket nagyobb betegcsoporton validalni, beleértve az egyéb vesebetegségben és hugyuti
fertézésekben szenveddket is. Az 5 MIRNS-bol allo jeloltink koziil korabban csak a miR-34b-t
emlitették emelkedett expresszioval CCRCC daganatszdvetben [74, 205, 207]; mig egy masik tanulmany
a miR-34b metilacidjarol szamolt be az esetek 100%-aban [208]. A miR-449a-t és a miR-486-5p-t
tumorszupresszorként azonositottdk szamos malignitasban [209, 210]. A miR-126-3p-t normal
vizeletben csokkent mennyiségben mutattuk ki a cCRCC betegek mintaihoz képest. A miR-126-3p-t
mashok is alul expresszaltnak irtdk le az RCC szovetekben és prognosztikai faktornak bizonyult
metasztatikus vs. primer vesetumorokban és olyan daganatokban, amelyeknél relapszus alakult ki [211,

212]. Korabbi munkankban azt is megallapitottuk, hogy a miR-126 negativ korrelaciét mutat a
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célpontjanak, a VEGFA expresszidjaval [213], arra utalva, hogy az RCC patogenezisben kozponti
szerepet tolthet be.

Tanulmanyunk az els6, amely kimutatta a vizelet exoszomalis miRNS-ek lehetséges szerepét a
sejt-sejt kommunikacioban cCRCC-ben. Az altalunk vizsgalt miRNS-ek altal regulalt gének expresszidja
szerepet jatszhat a sejtciklusban, a tumorigenezisben és az angiogenezisben. A szakirodalom szerint a
szekretdlt exoszomaknak anti- és pro-tumorigén szerepe lehet azdltal, hogy immunologiai vagy
vagy tamogatjak a talélést és novekedést [214]. Bemutattuk, hogy az exoszomalis RNS a primer ccRCC
sejtekb6l atviheté a metasztatikus veserak és endotél sejtekbe, és ez a nukleinsavtranszfer
befolyasolhatja a befogado sejtek viselkedését és a tumor progresszidjat. Erdekes modon leirtak, hogy
a MiR-150-et mikrovezikulak szallitjak a tumor-asszocialt makrofagokba, és fokozzak azok VEGF-
RCC sejtvonalbol izolalt exoszomak gatoltak a Jurkat T-limfocitak proliferaciojat és citokin termelését,
valamint apoptdzist indukaltak [217]. Az ACHN-bol szarmazd exoszomak szintén fokoztak ugyanezen
sejtek proliferativ aktivitasat és elnyomtak az apoptdzist. Hasonloképpen, autokrin exoszéma altal

vezérelt proliferaciot mutattak ki OS-RC-2 vesekarcinoma sejteken is [218].

Osszességében, bizonyitékot szolgaltatunk a vizelet miRNS-ek potencialis diagnosztikai
hasznossaganak alatdmasztasara a ccRCC, kiilonosen az SRM potencialis diagnosztikai eszkozeként, és

igazoltuk, hogy a miRNS-ek szerepet jatszanak a sejt-sejt kommunikacioban veserakban.

IV.2.2. A keringd (plazma és exoszomalis) miRNS-ek mint potencidlis tumormarkerek elemzése
PitNET daganatokban
1V.2.2.1. miRNS-elemzés uj generdcios szekvendldssal
miRNS profil szekvenalast végeztiink 36 parositott plazmamintan (10-10 FSH/LH+, 4-4 GH-
termel6 (GH) és 4-4 hormon-immunonegativ (HN) PitNET-tel rendelkez6 paciensekbdl), amelyeket a
transzszfenoidalis hipofizism{itét el6tt és 3 honappal azt kovetéen nyertiink. Az PitNET csoportokban a
plazma globalis miRNS expresszi6 alacsonyabb volt az egészséges egyének plazmamintaiban

detektaltakhoz képest (2,3%10° vs. 1,3x108; p=0,0392).

29 miRNS expresszidja a preoperativ plazmamintakban képes volt megkiilonboztetni az PitNET
szOvettani tipusait a normal plazmamintaktol. 15 olyan plazma miRNS-t azonositottunk, amelyek
expresszioja a kiilonb6z6 PitNET tipusok k6zott eltér6 volt, valamint 14 olyan miRNS-t, amelyek az
egészséges plazmaban megvaltozott expressziot mutattak a PitNET plazmamintakhoz képest (39A
abra). Mivel korlatozott szamu kontroll minta vizsgalatara volt lehetdségiink, ezért elemzésiinket
kiegészitettiik két olyan tanulmany eredményeivel, amelyekben a keringd miRNS-eket vizsgaltak NGS
modszerrel 18, illetve 5 egészséges személy mintaiban [219, 220]. Azt talaltuk, hogy csak a miR-1260b
mutatott statisztikailag eltérd expressziot ezekben a vizsgalatokban, az 0sszes tobbi miRNS hasonléan

expresszalodott az altalunk vizsgalt kontroll mintainkban a fent emlitett két NGS-vizsgalatban
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mértekhez viszonyitva. Igy eredményeinket a miR-1260b kivételével reprezentativnak tekintettiik a

kontrol populaciéra nézve.

39. dbra. Plazma miRNS expresszios profil hipofizis daganattal rendelkezé betegeknél. A preoperativ
plazmamintak hotérképként reprezentalt klaszteranalizise: (A) 29 miRNS és (B) 11 izomiR expresszioja
elkiiloniti a kiilonb6zo betegcsoportokat és az egészséges személyeket. A szinek magas (sarga) és
alacsony (kék) expressziot jelolnek. (C) A betegekbdl nyert preoperativ plazmamintakban kimutatott
MiR-1-3p és miR-184 izomiR tipusok eloszldsa. *: szignifikdns kiilonbségek az SNP izomiR-ek (miR-1-
3p) vagy 3p izomiR-ek (miR-184) expresszicjaban. (D) A miR-1-3p és a miR-184 izomiR formadi, és azok
expresszioja a kiilénbozé csoportokban.
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Nem talaltunk 6sszefiiggést sem a miRNS-expresszio és a hipofizis hormonok, valamint az IGF1 szintek
kozott. Nem volt Osszefliggés a MiRNS-expresszid és az agyalapimirigy adenoma mérete, a Ki-67

proliferacios index vagy a tumor recidiv jellege kozott sem.

11.2.2.2. IsomiR-analizis kiilonbozd PItNET altipusok preoperativ plazmamintdiban
AzNGS lehet6vé teszi az 6sszes miRNS varians (agynevezett izomiR-ek) kimutatasat. Az izomiR
tipusok harom fé csoportba sorolhatok Urgese et al, 2016 alapjan [133]: hosszpolimorfizmusok a
miRNS 3' végén (iso3p), 5' végén (isoSp) vagy szekvencia-valtozatok (isoSNP). A plazmamintainkban

az Osszes szekvenalasi leolvasas 53,8%-a pontosan illeszkedett a miRBase érett miRNS szekvenciaihoz,
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vagyis a miRNS molekulak kozel fele (46,2%) izomiR formaban volt jelen, ami hangsulyozza
fontossagukat. A leolvasasok 40,6%-a 3p izomiR, 1,6%-a 5p, illetve 1,2%-a SNP izomiR volt, mig a
leolvaséasok 2,8%-a egyszerre tobb varidnst is tartalmazott. Osszesen csak 11 olyan miRNS-t taldltunk,
amelyek eltéré izomiR-varians eloszlast mutattak, Osszehasonlitva a kiilonb6z6 tipust PitNET
betegekt6l és a normal mintakbol szarmazé plazmamintakat (39B abra). Az 5p és 3p izomiR-ek

eltéréseire a kiilonb6z6 mintakban a 39C-D abra mutat be példakat.

1V.2.2.3. Hipofizis neuroendokrin tumor-specifikus miRNS-ek a plazmdban

Irodalmi adatok ¢és sajat korabbi adataink is azt mutatjak, hogy a normal hipofizis szovet és a
PItNET daganatok is kifejezetten gazdagok miRNS-ekben. Kivancsiak voltunk, hogy ezekbdl a
szovetekbol kertil-e ki a keringésbe szovetspecifikus miRNS. Ezért 6sszevetettelik az PitNET €s normal
hipofizis k6zott eltéréen expresszaldddé miRNS-eket a PitNET betegekt6] nyert preoperativ vs. normal
és preoperativ vs. posztoperativ plazmamintakban mért miRNS profilokkal. Osszegyiijtottiik az
irodalomban elérhet nagyateresztoképességii MIRNS-expresszios vizsgalatok adatait, ahol a normal
szovetet hasznaltuk referenciaként. A nem funkcionaldo daganatok (NF-PitNET) tekintetében 4
tanulmanyt talaltunk [221-224] mig a novekedési hormont termelék (GH-PINET) esetében 3 tanulmany
eredményeit elemeztiik [223, 225, 226]. Ezen adatohoz sajat, TagMan miRNS array-kkel végzett
profilalkotasi adatainkat adtuk hozza 6 GH-termeld adenoman és 5 normdl szovetmintan. Azokat a
mMiRNS-eket valasztottuk ki, amelyek legalabb két tanulmanyban azonos iranyu expresszios valtozast
mutattak (16. tablazat). Az NF-PitNET szoveti vizsgalatokban 31 miRNS felelt meg ezeknek a
kritériumoknak. Ebb6l a 31 miRNS-b6l 22 kifejez6dott a plazma mintakban. A 22-b6l 3 (miR-10b-5p,
miR-182-5p, miR-26a-2-3p) azonos expresszids valtozast mutatott a nem funkcionalis (FSH/LH+ és
HN) plazmabél nyert plazmaban a normal plazmahoz képest, valamint a mitét eldtti vs. utani
plazmamintakban. A GH adenomakban 7 miRNS valtozott ugyanabba az iranyba legalabb két szoveti
vizsgalatban. Ezek koziil 5 kifejez6dott a plazmamintakban. Az 6t koziil a miR-29b-3p, a miR-432-5p
¢s a miR-503-5p azonos valtozast mutatott a szovetekben, a preoperativ plazma vs. normal mintakban
¢s a pre és posztoperativ plazmamintak kozott. Ezeknek a miRNS-eknek kozos jellemzdje volt, hogy

rendkiviil alacsony expresszios szintet mutattak a plazmamintakban.

16. Tablazat. Az PitNET szévetekben eltéréen expresszalt miRNS-ek dsszehasonlitasa a plazma miRNS
profillal. Azok a miRNS-ek keriiltek feltiintetésre, amelyek legaldbb két vizsgalatban azonos irdnyu
expresszios valtozdast mutattak. A szamok log2RQ (expresszios eltérés) értékeket jelolnek. N: normal
minta; GO: gonadotrop; NF-PItNET: nem-funkciondlé PitNET, GH-PItNET: novekedési hormon
termeld PitNET; HN: hormon-immunonegativ PitNET; Pre: preoperativ plazmaminta; Post:
posztoperativ plazmaminta

Nem-funkcionalé (NF) PitNET

Daganatszovet miRNS vizsgalatok Plazma miRNS eredményeink
Butz etal. | Liang et . Cheunsuchon .
. 2011 (N | al2013 (N | S1anoetal | o aiogir (v | Bottonietal | ypos | HNpre | PSHLEE | g e

mMiRNS 2013 (N vs. 2007 (N vs. Post vs.

vs. NF- vs. GO- NF-PIitNET) vs. NF- NF-PItNET) vs. Pre vs. N Pre Prevs. N

PitNET) | PitNET) PItNET)
miR-10b-5p 5,6 25 -0,5 0.6 -0.2 1.2
miR-127-3p -5,0 -0,8 0,6 -1.0 -0.4 -1.1
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miR-136-5p -6,8 -9,0 -0,7 0,0 -0.1 -0.3 0.7
miR-139-5p 24 18 -0,3 0.3 0.3 -0.2
miR-140-3p 15 1,6 0,6 -0.8 -0.2 -0.9
miR-182-5p 2,7 2,3 -0,2 0.1 -0.2 0.1
miR-191-5p 1,0 0,6 0,7 -0.9 0.0 -0.9
miR-199b-5p -33 -3,2 0,1 0.3 -0.1 0.9
miR-24-3p -1,3 -0,9 0,5 -0.7 -0.3 -0.3
miR-26a-2-3p | 1,8 1,6 -0,8 15 04 1.2
miR-323a-3p | -4,3 -5,1 0,3 -1.1 -0.3 -1.3
miR-363-3p -3,3 -2,7 -1,9 -0,5 -0.3 0.1 0.0
miR-369-3p -6,5 -3,6 -0,8 -0.9 -0.5 -0.8
miR-369-5p -4,4 -4,4 0,3 -1.1 -0.5 -0.7
miR-370-3p -5,5 -1,8 0,5 -1.0 -0.3 -1.0
miR-376¢-3p | -5,4 -4,7 -0,2 -1.1 0.1 -1.3
miR-424-5p -4,6 -1,7 -1,7 0,2 0.8 0.3 0.4
miR-432-5p -4,9 -3,9 0,7 -0.8 -0.4 -0.9
miR-433-3p 4,7 -39 14 0.8 -0.1 0.6
miR-450a-5p | -2,2 -33 -2,1 -0,7 2.3 1.2 1.6
miR-493-3p -5,8 -2,7 -2,1 0,5 -1.5 -0.2 -1.3
miR-503-5p 5,7 -5,3 -4,2 0,2 0.0 0.1 -0.2
miR-149-5p 25 1,0 nem kimutathaté plazmaban
miR-20b-3p -3,4 -4,5 nem kimutathato plazmaban
miR-31-5p -6,1 -4.4 nem kimutathaté plazmaban
miR-373 34 2,0 nem kimutathato plazmaban
miR-410-3p -6,3 -4,8 nem kimutathaté plazmaban
miR-506 -5,6 -4,3 -4,1 nem kimutathaté plazmaban
miR-508-3p -51 -5,0 -3,1 nem kimutathato plazmaban
miR-509-3p -2,0 -4,1 -3,2 nem kimutathaté plazmdban
miR-513-3p -2,2 -4,1 -3,8 nem kimutathato plazmaban
Novekedési hormont (GH) termelé PitNET
Daganatszévet miRNS vizsgalatok Plazma miRNS eredményeink
RS A '(\ﬁla\?;g:_zom ‘(',fllf/'s'_"ggg_é'at et | GH-pitNET GH-PItNET
(N vs. GH- PItNET) PItNET) (I\_l vs. GH- Post vs. Pre Prevs.N
PitNET) PitNET)
miR-29b-3p 13 2,8 -0,2 0.8
miR-378a-3p 1,9 6,9 nem mutatott | 0.1 -1.5
miR-432-5p | -2,6 6,2 ﬁ?ﬁs_eket L 103 1.1
miR-503-5p -1,1 -7,6 tobbi 0,2 -0.6
MiR-510-3p 23 9,7 vizsgdlattal | g 19
miR-657 -3,0 13 nem kimutathaté plazmdban
miR-801 -3,8 -1,6 nem kimutathaté plazmaban

IV.2.2.4. miRNS expresszio osszehasonlitdsa preoperativ és posztoperativ mintdikban
Annak érdekében, hogy elkertiljiikk a miRNS expressziojara gyakorolt perioperativ hatasokat, a

pre- és kés6i posztoperativ plazmamintdkat (amelyeket a mitét utan 3 honappal gyljtottiink)

104



henriettbutz 199 24

hasonlitottuk 6ssze kiilonb6zé szdvettani tipusok szerint csoportositva. A GH, FSH/LH+ és HN
csoportokban 3, 7 és 66 eltéréen expresszalddd miRNS-t azonositottunk. A posztoperativ allapotot a
miitétet kovetd 3 honapban klinikai értékeléssel, labororatoriumi hormon vizsgalatokkal (tobbek kozott
FSH, LH vizsgalatokkal) és 6-9 honap mulva MRI-vel (rezidualis/recidiv statusz) ellendriztiik.
Valamennyi rezidualis/recidivalo esetben jelent6s daganat eltavolitast értek el a miitét soran. Ezek koziil
a miRNS-ek koziil kijeloltiink néhanyat tovabbi validalas céljabol. Els6 1épésként az egyedi TagMan-
probaval validalhato leolvasasszam hatarértékének meghatarozasahoz a miRNS-eket a <50, 50-100 és
>=100 normalizalt leolvasdsszam tartomanyban valasztottuk ki. A legérzékenyebb RT-qPCR modszert
hasznaltuk, amelynek reverz transzkripcidja preamplikacids 1épést is tartalmaz. A legalacsonyabb
tartomanyban (miR-6514-3p, miR-6850-5p és miR-6867-5p) az RT-qPCR nem mutatott Ki
amplifikaciot. Igy masodik 1épésben a szignifikans miRNS-ek koziil a nagyobb lefedettségii miRNS-
eket jeloltiik Ki teljes kor( validalashoz, melyben a felfedezési kohorszot tovabbi mintakkal egészitettiik
ki. A miR-143-3p-t az FSH/LH+, a miR-26b-5p-t, a miR-126-5p-t és a miR-148b-3p-t a HN, valamint
a miR-150-5p-t a GH el6tti és utdni mintdkban vizsgaltuk. A miR-143-3p csokkenését a posztoperativ
FSH/LH+ mintakban megerésitettiik a validalas soran. Bar a miR-26b-5p, a miR-126-5p, a miR-148b-
3p és a miR-150-5p expresszidjanak valtozasa RT-qPCR segitségével hasonld volt az NGS
eredményekhez, ezek a valtozasok nem voltak szignifikansak. A GH-t termel6 adenoma csoportban az
IGF1 csokkenése nem mutatott szignifikans kiilonbséget a rezidualis/recidiv daganatokban a teljes
eltavolitassal kezelt csoporthoz képest. Az IGF1 szintje nem korrelalt az NGS vagy RT-qPCR altal mért
miR-150-5p expresszioval sem a pre-, sem a posztoperativ mintakban.

A miR-143-3p szintjének csokkenése a miitét utan kizarolag az FSH/LH+ adenomak esetében
volt megfigyelhet6 (40A abra). Nem volt 6sszefliggés a miR-143-3p expresszidja és az PItNET mérete
vagy a Ki-67 proliferacios indexe kozott. A késGi posztoperativ mintakkal ellentétben a korai
posztoperativ FSH/LH+ mintdkban (1-3 nappal a miitét utan) nem csokkent a miR-143-3p expresszidja
(40B abra). A plazma miR-143-3p szintje nem valtozott a GH, HN és plurihormonalis (FSH/LH+
mellett tovabbi hormonpozitivitads) PitNET mintdkban sem a korai, sem a késdi posztoperativ mintakban
a mitét el6tti parjukhoz képest (40D-F abra), ami az FSH/LH+ tumorokra vald specifitasra utal.
Erdekes modon a hormonimmunnegativ—SF-1+ gonadotrop csoportban a miR-143-3p nem mutatott
expresszios valtozast sem a korai, sem a késoi posztoperativ mintakban a preoperativ mintakhoz képest.
A miR-143-3p szintjének ROC-elemzése soran a miitét el6tti és utani plazmaparokban a gorbe alatti
teriilet (AUC) 0,79 (p=0,024) volt az FSH/LH+ daganattal rendelkez6 betegek esetében. A -dCT=-5,14
cut-off érték mellett a miR-143-3p érzékenysége 81,8%, mig a specificitasa 72,7% volt az FSH/LH+
PItNET betegek pre- és késdi posztoperativ allapotabdl nyert plazmamintak megkiilonboztetésében.

Az NF-PitNET daganatok leggyakrabban gonadotrop tumorok, esetenként mérhetd, bar
klinikailag nem relevans, megnovekedett FSH/LH-szintekkel és -arannyal. Ezért vizsgaltuk az FSH/LH
aranyt a miitét eldtti €s utani mintakban annak kimutatasa érdekében, hogy a hormonszintek korrelalnak-

e a miR-143-3p szintjével. Nem mutattunk ki azonban korrelaciot. Tovabba, a miR-143-3p nem mutatott
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relevans valtozast az els6 alkalommal operalt betegeknél Osszehasonlitva a korabban PitNET

eltavolitason atesett betegeknél.

40. abra. A miR-143-3p expresszioja preoperativ, korai és késdi posztoperativ mintakban a kiilonbozd
csoportokban. GH: novekedési hormon termeld; HN: hormon-immunnegativ csoportok;, AUC: gorbe
alatti teriilet. * szignifikansan eltérd kifejezést jelez (p<0,05). A hibasdvok standard hibdt (SE, standard
error) jelolnek
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A miR-143-3p szintjében nem volt jelentds kiilonbség azokban az esetekben, ahol sikeriilt a daganat
teljes eltavolitasa, szemben azokkal, ahol képalkoto eljarassal rezidualis/recidiv tumort észleltek. Meg
kell azonban jegyezni, hogy a pozitiv képalkotas ellenére ezeknek a daganatoknak a mérete is jelentdsen
csokkent, ami a miR-143-3p szint csokkenését eredményezheti. Egyetlen beteg volt, akinél
posztoperativ hipothireézis és hipadrenia alakult ki, ezért hormonpétlasban részesiilt. A miR-143-3p
expresszioja ennek a betegnek a pre, korai és késdi posztoperativ plazmamintadiban nem mutatott

kiilonbséget a tobbi beteghez képest.

IV.2.2.5. Az extracellularis vezikuldhoz kapcsolodé miRNS-ek

Korabbi munkainkban [34, 227, 228] kimutattuk, hogy a testfolyadékokban talalhatdé miRNS-ek
extracellularis vezikulakhoz tarsulhatnak, és potencialisan érzé¢kenyebb biomarkerekként szolgalhatnak
a frakcionalatlan miRNS-ekhez képest. Az exoszomak jelenlétének aramlasi citometriaval és tunable
resistive pulse sensing analizissel torténd megerdsitése utan azt talaltuk, hogy a sejtmentes plazmaban
nem kimutathatd miRNS-ek (miR-6514-3p, miR-6850-5p és miR-6867-5p) az exoszomalis
vezikulumokban (EV) sem voltak kimutathatok. A HN-PitNET és GH-PIitNET plazmamintakban
kimutathat6 6sszes miRNS (miR-26b-5p, miR-126-5p, miR-148b-3p, miR-150-5p) mérhet6 volt az EV-
kben is, és hasonldan ezek sem mutattak szignifikans valtozast a miitét elotti és utani mintak kozott.
Erdekes médon a miR-143-3p szintjének valtozasa az FSH/LH+ mintakban szintén nem volt
szignifikans az EV-kben, ami arra utal, hogy a miR-143-3p a plazmaban inkabb fehérjéhez asszocialtan
van jelen, nem pedig vezikulaban.
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Megbeszélés. Vizsgalatunk célja a hipofizis neuroendokrin tumorok eltavolitasa el6tt és utan
nyert plazmamintakban keringé miRNS-ek jellemzése volt, hogy azonositani tudjunk e daganattipusra
jellemzd potencidlis MiRNS biomarkeret. Az expresszalt miRNS-ek interindividualis variabilitdsdnak
kizarasa érdekében ugyanazon egyénekbdl szarmazd preoperativ €s posztoperativ mintak parjait
hasonlitottuk dssze. Kimutattuk, hogy a miRNS-ek, amelyek lefedettsége a mi kisérleti beallitasainkban
50 leolvasasnal alacsonyabb (read number <50) volt, nem voltak validalhatok RT-qPCR-rel, ami rontja
biomarkerként val6 alkalmazasukat. A miRNS expresszios szintjének globalis csokkenését mutattuk ki
a PitNET betegek plazmajaban a kontroll mintakhoz képest. Ezenkiviil az érett miRNS ¢és az izomiR
profil képes volt megkiilonboztetni a kiilonb6z6 altipust PitNET betegektdl és a kontrolloktdl szarmazo
plazmamintakat. Az izomiR-ek az 6sszes miRNS jelentOs részét képviselték, melyek funkcidjukban a
szekvenciaeltérések kovetkeztében eltérést mutathatnak. Jellegzetes tulajdonsagaik miatt kimutatasuk
tobbnyire csak NGS-sel lehetséges. Bar bizonyos daganatos szdvetekben mar leirtak a kiilonbozo
izomiR-valtozatok szerepét [229, 230], plazmamintakban vald expressziojukrol korlatozottak az
ismereteink. Vizsgalatunkban az isomiR profil nagymértékii varianciajat detektaltuk a kiilonbozé
betegcsoportokban. Funkcidjukat tekintve az 5p izomiR-ek jelent6s potenciallal rendelkezhetnek az
MRNS-csendesités befolyasolasaban, hiszen érinthetik a funkciot alapvetéen meghatarozd Gn. “seed”
régiot. A miR-140-3p 5p izomiR-jeiben jelentés kiilonbséget talaltunk a GH-PItNET betegek
plazmamintaiban a kontroll mintakhoz képest. Erdekes modon az 5p deléciét és annak elSre jelzett és
funkcionalis kovetkezményeit mar leirtak az endometriumban és a Kondrocitakban [231, 232] bar
szerepliket a keringésben nem vizsgaltak. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség a PitNET betegek
plazméjaban bekovetkez6 izomiR-valtozatok okainak és szerepének tisztazaséhoz.

Elemzésiink kimutatta, hogy a miR-143-3p szignifikdnsan nagyobb mennyiségben van jelen a
preoperativ FSH/LH+ PitNET betegek plazmamintaikban, akar a kés6i posztoperativ parjukhoz, akar a
preoperativ HN mintakhoz képest. A miR-143-3p csokkenése az FSH/LH+ PitNET betegekre volt
jellemzo, fiiggetleniil a daganat eltavolitasanak kiterjedésétdl, és nem valtozott a plurihormonalis, GH-
termel6 és hormon negativ SFI1+ gonadotrop PItNET betegek plazmajaban, fiiggetleniil a
recidiv/rezidudlis statusztol. Az FSH/LH+ PitNET betegeknél a miR-143-3p a miitét utan 3 honappal a
mtét el6tti allapothoz képest csokkenést mutatott, nem igy a korai posztoperativ (1-2 nappal a miitét
utan) fazisban gy(ijtott mintakban. Bar a tumorhoz kapcsolodd miRNS-ek felezési ideje a vérben nem
meghatarozott, korabban azt feltételezték, hogy kevesebb, mint 14 nap [233]. Bala és munkatarsai, 2015-
ben allatmodellben elemezték az exoszomalis miRNS-ek felezési idejét. MiR-155 szintetikus miRNS-t
(exo-miR-155 mimics) tartalmazé exoszoémakat hasznaltak miR-155 knockout (KO) egér
modellrendszerben, és azt talaltak, hogy az exo-miR-155 intravénas beadas esetén révid idén beliil (30
perc) eliminalodott a keringésbdl, és szintje a recipiens miR-155 KO egerek plazmajaban még 4 ora
elteltével is hosszabb ideig fennmaradt, ha intraperitonealisan adtak be [234]. A PitNET
plazmamintainkban nem talaltunk kiilonbséget a kivalasztott exoszomalis miRNS-ek tekintetében sem

a korai, sem a késoi posztoperativ mintakban a preoperativ megfefeldjiikhoz képest. Ezek az adatok és
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az exoszomalis vs. teljes sejtmentes MIRNS-expresszios eredményeink arra utalnak, hogy a miR-143-
3p inkabb fehérje-, mint exoszoéma-asszocialt. A miR-143-3p hosszabb felezési ideje vizsgalatunkban
(nem valtozott a korai, de cs6kkent expressziot mutatott a kés6éi posztoperativ mintdkban) a miRNS-
ekhez tarsulo fehérjék felezési idejét tiikrozheti. Mivel a GH és HN adenomakban a miR-143-3p
expresszios szintje stabil volt, kizarhattuk a mitéttel kapcsolatos altaldnos hatdsok (anesztézia,
fajdalomcsillapitas stb.) szerepét.

felveti a tumorszupresszor jellegének lehet6ségét [237]. PitNET daganatokra vonatkozoan, Amaral és
munkatarsai a miR-143-3p csokkent expressziojat talaltak az ACTH-t termeld tumorokban a normal
hipofizis szovetekhez képest, de nem tudtak Gsszefiiggést kimutatni az expresszié €s a tumor mérete
vagy a mitét utani remisszidé aranya kozott [238]. Ezzel szemben szamos mas tanulmany, amely
kiilonboz6 hormontermeld és nem-funkcionald PitNET szoveteket elemzett a normal hipofizishez
képest, nem talalt szignifikans kiilonbséget a miR-143-3p expresszidjaban [221, 224, 226, 239]. Erdekes
modon Zhang és munkatarsai egy nemrégiben megjelent publikaciojaban kimutattak, hogy a miR-143
PitNET daganatokban csokkent mennyiségben van jelen a normal szévetekhez képest, és a miR-143-3p
Meg kell jegyezni, hogy a vizsgalatban felhasznalt daganatszovetek tipusat nem tiintették fel, de az
elemzett sejtek (GH3 és MMQ) GH- és prolaktin-termelé sejtek voltak. Emellett, a miR-143
daganatszovetekben torténd downregulacioja mogott 4ll6 mechanizmust nem elemezték.

A plazma potencialis hipofizis eredetii miRNS-einek meghatarozasahoz a normal és PitNET
szovetek kozott eltéréen expresszaloddo miRNS-eket vetettiink Gssze a miitét el6tti és utani plazma- és
normal mintainkkal. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a daganatszovetekben eltéréen
expresszalodo miRNS-ek rendkiviil alacsony mennyiségben vannak jelen a plazmaban, igy
biomakerként valo alkalmazasuk kihivast jelent [104]. A miitét el6tti és utani plazmamintakban eltéréen
expresszalodo miRNS-ek nem mutattak eltérd expressziot a PitNET szovetekben, ami felveti, hogy ezek
a MiRNS-ek nem kozvetlentil PitNET daganatokbol szarmaznak. Lehetséges, hogy a vérben 1évo
MiRNS-profil hormonalis hatasokat tikr6z még akkor is, ha az adenomak klinikailag nem-
funkcionaloak, esetleg hibas, inaktiv hormonokat vagy olyan alegységeket szekretalhatnak, amelyek a
hagyomanyos hormonvizsgalatokkal nem mutathatok ki. Egy masik lehet6séget tamogatnak Michaels
és munkatarsai eredményei, melyben a miR-143/miR-145 transzkripcidja és érése nem valtozott a
tumorokban a normal szévetekhez képest, igy az altaluk plazmaban mért miRNS szintjének kiilonbsége
a keringésben az érett miRNS tumorokban valé csokkent visszatartasa miatt kovetkezett be [241]. Ezen
adatok alapjan az is felvethet6, hogy a gonadotrop PitNET daganatos betegeknél a keringésben 1évo

magasabb miR-143-szint az érett miR-143-3p szekrécio novekedésének lehet a kovetkezménye.
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IV.2.3. A diagnosztikus pontossdg novelése keringd miRNS-ek segitségével metasztatikus

hasnydlmirigy neuroendokrin tumorokban

A kromogranin A (CgA) a neuroendokrin tumorok (NET) legszélesebb korben elfogadott
biomarkere, de diagnosztikai pontossaga fligg a tumor tipusatol és a protonpumpagétldk (proton pump
inhibitor, PPI) hasznalatatol. Vizsgaltuk a keringd miRNS-ek diagnosztikus értékét a CgA mellett
hasnyalmirigy neuroendokrin tumorban (pNET). PPGL betegek és egészséges egyének szérum mintait
analizéltuk az azonositott miRNS-ek diagnosztikai hasznossdganak tanulmanyozdsdhoz. 74 szérum
mintat gyujtéttink pNET-ben (n=25, nem-funkcionald), feokromocitomaban/paragangliomaban
(PPGL, n=20) szenvedd betegektdl, és egészséges, normal CgA szinttel rendelkezé személyektol
(n=29), beleértve 5 egészséges személy 10 mintajat, akik aktualis PPI-kezelésben részesiiltek, illetve
nem részesiiltek.

Els6ként az szérummintak sejt-szennyezddését zartuk ki klasszikus laboratoriumi és molekularis
genetikai modszerekkel. Sem hemolizist (Coulter® AcT diff Analyzer és spektrofotometriaval), sem
pedig sejtkontaminaciot nem detektalunk (vorosvérsejt- vagy trombocita specifikus miR-142-3p és
miR-451a/miR-23a-3p arany mérésével) [242-245].

1V.2.3.1. A keringé miRNS-profil elemzése ujgenerdcios szekvendalassal
Osszesen 1525 miRNS-t mutattunk ki a teljes szérummintdk NGS-profilozasa soran. Mig kilenc
miRNS volt a legnagyobb mennyiségben jelenlévd, >500 UMI leolvasas/mintanként, ami az &sszes
detektalt miRNS 0,05%-at képviselte, a miRNS-ek nagy tobbsége (1525-b6l 1461, 95%) az alacsony
expresszios tartomanyban volt (<50 UMI leolvasas/mintanként) (41A abra). A pNET-ben vagy PPGL-
ben szenvedd betegek teljes (globalis) miRNS-expresszioja szignifikansan csokkent a normal

kontrollokhoz képest (41B-C abra).

41. dabra. (A) MiRNS-ek expresszidja az individudlis miRNS szam fiiggvényében. (B-C) Globdlis miRNS-
expresszios szint a normal kontrollok és a pNET/PCC mintdk kozott. A hibasavok az datlag+SE értéket
jelzik. *: p<0,05. (D) A kiilonbozd csoportok kozétt eltéréen expresszalodé 33 miRNS képes
megkiilonbéoztetni a kontroll és a pNET/PCC mintdkat. zold alacsonyabb, piros magasabb expressziot
jelez
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Az alacsony abundanciaju (<50 UMI olvasasi szdm) miRNS-eket kizartuk a tovabbi elemzésbol, mivel
ezeket a miRNS-eket nem tudtuk validalni qRT-PCR-rel a korabbi kisérleti elrendezésiinkben. [246].
33 miRNS kiilonboztette meg a pNET/PPGL betegeket a normal kontrolloktol, fiiggetleniil a PPI-
kezeléstol (41D abra). pNET-ben 19 alul, illetve 7 feliilreprezentalt miRNS-t, mig a PPGL-ben 25
csOkkent, illetve 6 fokozottan expresszalodd miRNS-t detektaltunk az egészséges kontrollokhoz képest.
A pNET és PPGL betegeket azonban nem lehetett megkiilonboztetni a szérum miRNS-expresszio
alapjan (41D abra). Emellett az egészséges kontrolloknal sem a PPI-kezelés el6tt, sem utan nem
talaltunk szignifikans mMiRNS-valtozast. 19 miRNS expresszidja mutatott szignifikans korrelaciot a
szérum CgA-szintekkel, amelyek koziil a hsa-let-7g-5p mutatta a leger6sebb dsszefiiggést (R<-0,71942;
p=0,03077).

IV.2.3.2. Kivalasztott miRNS-ek validaldsa

A kontrollok és a tumoros szérummintak kozott szignifikdnsan eltéré expresszioju 33 miRNS
koziil 6 csokkent expresszioju MiRNS-t (let-7b-5p, let-7i-5p; miR-143-3p; miR-30d-5p; miR-451a;
miR-486-5p) valasztottunk ki tovabbi vizsgalatra. Emellett a pNET/PPGL mintakban leginkabb
overexpesszalt miR-203a-3p-t is validaltuk, annak ellenére, hogy Osszességében alacsony szinten
fejez6dott ki a plazmaban. A kivéalasztott miRNS-eket 25 pNET, 20 PPGL ¢és 29 egészséges személybdl
(5 esetében PPI-kezeléssel, 24 PPI-kezelés nélkiil) allo, kibévitett mintakohorszton analizaltuk. Mind a
6 MIRNS esetében RT-qPCR-rel modszerrel is megerdsitettiik a csokkent expressziot (42A abra). A
tumorcsoportok szétvalasztasa utan a miR-30d-5p, a miR-451a és a miR-486-5p csokkent expressziojat
mutattuk ki a magas CgA-szinttel rendelkezé6 pNET betegeknél, és csokkent let-7b-5p szintet
detektaltunk a PPGL eseteknél az egészséges kontrollokhoz képest (42B abra). A miR-203a-3p
emelkedett expressziojat RT-qPCR méréseink nem tudtak megerdsiteni egyetlen mintaban sem, kivéve

egy pNET-paciensnél, akinél a CgA értéke rendkiviil magas volt (2490,8 ng/ml).
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42. dabra. A-B CgA szintek és miRNS expresszio a kontrollok és a pNET/PPGL mintak kozott. A
hibasavok az atlag+SE értéket jelzik. * p-értek <0,05.
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1V.2.3.3. A miRNS-expresszio és a klinikopatologiai paraméterek kozotti dsszefiiggések

elemzése
Nem talaltunk kiilonbséget a PPI-val kezelt pNET/PPGL mintak miRNS-expresszids profiljaban
a PPl-val kezelt egészséges kontrollokhoz képest. A let-7b-5p, let-7i-5p; miR-143-3p; miR-30d-5p;
miR-451a és miR-486-5p azonban alacsonyabb expressziot mutatott a magas (>100 ng/ml) CgA-szinti
mintakban a normal CgA-szinti (=<100 ng/ml) mintdkhoz képest (43A abra). Mind a 6 miRNS
expresszioja negativ korrelaciot mutatott a szérum CgA-szinttel, amikor az dsszes mintat bevontuk az

elemzésbe. A korrelacid vizsgalata soran a kiilonb6z6 betegesoportokban a miRNS-ek és a CgA kozotti

111



henriettbutz 199 24

negativ korrelacio csak az egészséges kontrollcsoportban maradt szignifikans, de a pNET- vagy PPGL-
csoportban nem (17. tablazat).

A pNET betegeknél a let-7i-5p, miR-30d-5p és miR-451a és a tumor gradus kozotti inverz korrelaciot
figyeltiik meg (43B abra). A PPGL-betegektdl nyert mintakban csak a miR-486-5p mutatott forditott
korrelaciot a CgA-val (17. tablazat). A csiravonal-mutacioval (SDHB, RET, VHL vagy NF1) rendelkez6
PPGL-betegekbdl nyert szérummintakban a miR-486-5p és a miR-30d-5p a sporadikus betegekhez
képest csokkent mennyiségben volt jelen (43C abra). Az SDHB csiravonal-mutacioval rendelkez6
betegeknél a miR-30d-5p és a miR-486-5p csokkent expresszidja mellett a let-7b-5p és a let-7i-5p is

csokkent expressziot mutatott az SDHB-ra vad tipusu betegek szérum mintaihoz képest (43D abra).

43. abra. A miRNS-ek egyedi gPCR validaldsa CgA-magas vs. CgA-alacsony mintakban (A), kiilonbozé
gradusu pNET mintdk kézéott (B), sporadikus vs. genetikai hajlammal rendelkezd PPGL betegekben (C),
valamint SDHB mutdcioval tarsult vs. nem tarsult PPGL esetekben (D). A hibasdavok az atlag+SE értéket
jelzik. * p-érték <0,05.
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17. tablazat. CgA korrelacio a miRNS expresszioval a validacios minta készletben (CgA szint vs. -
dctmirns)

Minden minta Egészséges kontrollok (PPI-vel és PPI nélkiil)
Korrelacié Spearman R p-érték Korrelacio Spearman R p érték
CgA és hsa-let-7b-5p -0,29 0,0125 CgA és hsa-let-7b-5p -0,27 0,1599
CgA és hsa-let-7i-5p -0,46 0,0000 CgA és hsa-let-7i-5p -0,42 0,0249
CgA és hsa-miR-143-3p -0,34 0,0029 CgA és hsa-miR-143-3p  -0,4 0,0293
CgA & hsa-miR-30d-5p -0,39 0,0007 CgA & hsa-miR-30d-5p  -0,39 0,0377
CgA és hsa-miR-451a -0,5 0,0000 CgA és hsa-miR-451a -0,4 0,0334
CgA és hsa-miR-486-5p -0,39 0,0006 CgA és hsa-miR-486-5p  -0,17 0,3852
PPGL pNET

Korreléacid Spearman R p-érték Korrelacio Spearman R p érték
CgA és hsa-let-7b-5p -0,05 0,8256 CgA és hsa-let-7b-5p -0,04 0,838

CgA és hsa-let-7i-5p -0,42 0,0655 CgA és hsa-let-7i-5p -0,22 0,2838
CgA és hsa-miR-143-3p -0,37 0,1069 CgA és hsa-miR-143-3p  -0,14 0,5116
CgA & hsa-miR-30d-5p -0,35 0,1317 CgA & hsa-miR-30d-5p  -0,02 0,9157
CgA és hsa-miR-451a -0,38 0,1009 CgA és hsa-miR-451a -0,32 0,1198
CgA és hsa-miR-486-5p -0,45 0,0451 CgA és hsa-miR-486-5p  -0,18 0,3892

IV.2.3.4. A keringd miRNS-ek diagnosztikai értéke PPGL/pNET-ben
A miRNS-ek kombinaciodira, valamint a CgA és a miRNS-ek kombinacidira binaris logisztikus
regresszios modelleket hoztunk Iétre. 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 (18. tablazat). 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 (18. tablazat). Emellett a CgA és a 4 (let-7b-5p, let-7i-

crcr
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os pontossaggal (AUC: 0,751; 75,8%-o0s érzékenység; 68%-os specificitas) a legjobb diszkriminaciot
eredményezte (18. tablazat).

Klinikailag a legnagyobb kihivast a normal szérum CgA-szinttel (<100 ng/ml) rendelkezé pNET
betegek jelentik. Ezért a miRNS-expresszios profilok kiillondsen érdekesek ezeknél a betegeknél. A let-
7b-5p vagy a miR-143-3p egyedi expresszidinak hasznalata a CgA-hoz képest jobb elkiilonité
képességet eredményezett az egészséges kontrolloktol (18. tablazat). Azonban a CgA és 4 miRNS
kombinacidja mutatta a legjobb diszkriminacids képességet az alacsony-CgA-pNET csoport és az
egészséges kontrollok kozott (AUC: 0,904, szenzitivitas: 66,6%, specificitas: 96,5%) (18. tablazat).

A mintainkban minden PPGL-betegnél emelkedett volt a CgA-szint, és ezzel Gsszhangban a CgA
81,6%-0s pontossaggal (accuracy) (AUC: 0,889; 75%-os érzékenység, 86%-os specificitas; p=0,0007)
a legmagasabb diszkrimindcios értékkel rendelkezett. A binaris logisztikus regressziés modell
segitségével a CgA és 3 miRNS (let-7b-5p, miR-143-3p és miR-486-5p) kombinacidja 83,6%-0S
pontossaggal (accuracy) magasabb specificitast eredményezett a normal mintak PPGL-mintaktol valo
megkiilonboztetésében, azonban alacsonyabb érzékenységgel (AUC: 0,862; 85%-o0s érzékenység;

82,7%-o0s specificitas), 6sszehasonlitva a ,,csak” CgA diagnosztikus teljesitményével (18. tablazat).

crer

teljesitménye a kiilonbozo csoportok kozott

PPGL vs. kontrollok PPI kezeléssel és anélkiil AUC cutoff* Erzékenység % | Specificitas % | p-érték
CgA 0.890 >102.3 95.0 72.4 < 0.0001
hsa-let-7b-5p 0.707 >125 90.0 48.3 0.0147
hsa-let-7i-5p 0.710 >57 100.0 3.4 0.0135
Egyedi miRNS- hsa-miR-143-3p 0.598 >7.7 100.0 27.6 0.2463
ek hsa-miR-30d-5p 0.643 >9.9 65.0 65.5 0.0914
miR-451a 0.678 >58 45.0 86.2 0.0353
miR-486-5p 0.660 >73 30.0 96.6 0.0586
Binaris logisztikus regresszios modell AUC cut-off** | Erzékenység % | Specificitas % | p érték
combincie | COA*hsa-let-7o-5pshsamiR-143-3pshsa- | o oo 0.4 85.0 82.8 0.0085
Kozl a legjobb | MR -486-5p
PNET vs. kontrollok PPI kezeléssel és anélkiil AUC cut-off* Erzékenység % | Specificitas % | p érték
CgA 0.672 >102.5 64.0 72.4 0.0308
hsa-let-7b-5p 0.702 >12.9 80.0 62.1 0.0111
hsa-let-7i-5p 0.661 >7.9 80.0 51.7 0.0433
Egyedi miRNS- | hsa-miR-143-3p 0.661 >9.0 100.0 414 0.0433
ek hsa-miR-30d-5p 0.675 >9.7 76.0 62.1 0.0276
miR-451a 0.692 >29 96.0 414 0.0159
miR-486-5p 0.712 >4.2 88.0 58.6 0.0078
Binaris logisztikus regresszios modell AUC cut-off** | Erzékenység % | Specificitis % | p-érték
Combinicio | COAHSEIetTb-5pshse et Ti-spHhsa-miR- | ) 05 75.9 68.0 0.0351
Kozl a legjobb 143-3p+hsa-miR-30d-5p
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CgA alacsony pNET vs. kontrollok PPI kezeléssel és anélkiil | Teriilet cut-off* Erzékenység % | Specificitas % | p-érték
CgA 0.613 <79.6 100.0 37.9 0.3112
hsa-let-7b-5p 0.651 >129 77.8 62.1 0.1751
hsa-let-7i-5p 0.517 <88 100.0 20.7 0.8772
Egyedi miRNS- hsa-miR-143-3p 0.646 >99 100.0 48.3 0.1920
ek hsa-miR-30d-5p 0.577 >94 77.8 55.2 0.4923
miR-451a 0.527 >29 88.9 414 0.8101
miR-486-5p 0.561 >4.2 66.7 58.6 0.5828
Binaris logisztikus regresszios modell AUC cut-off** | Erzékenység % | Specificitas % | p érték
Az Osszes : -

*: A CgA hatarértékek ng/ml-ben, a miRNS-ek dCt-ben keriiltek megadasra; **: Cut-off értékek binaris logisztikus
regresszios modellben. AUC: gorbe alatti teriilet.

IV.2.3.5. pNET/PPGL tumorszoveti miRNS-eK vizsgdlata szérumban

A szérumban 1évo szovetspecifikus miRNS-ek vizsgalata érdekében Osszegytijtottilk 12 olyan
tanulmany adatait, amelyek miRNS-expresszios profilt kozoltek 7 pNET [247-253] és 5 PPGL [254—
258] vizsgalatban. A pNET-ben a szérummintakban kapott eredményeinket a szoveti miRNS-
expresszio-valtozassal osszevetve 9 MiIRNS a pNET-ben és 3 miRNS a PPGL-ben mind a szdvetekben,
mind a szérumban eltéréen expresszalodott (19. tablazat). Ezek koziil csak a miR-203a-3p volt mind a
PNET-szdvetben, mind a szérumban felillreprezentalt. Az 6sszes tobbi miRNS a tumorszovetekben
fokozottan, a szérummintakban pedig csékkent moédon expresszalodott. PPGL-ben, mig a miR-101-3p
magasabb expressziot mutatott a malignus vs. benignus PPGL-ekben, a szérumban viszont a
kontrollokhoz képest ennek ellentétét mutatta. A miR-16-5p és a miR-451a mint feltételezett
tumorszupresszor miRNS-ek azonban mind a szovetekben, mind a szérumban csdkkent mennyiségben

voltak kimutathatok (19. tablazat).

19. tablazat. A pNET/PCC tumorsziévetekben és a szérumban eltérden expresszdlodo miRNS-ek
osszehasonlitisa. A szovetekben és a szérummintakban egyarant gyakori miRNS-eket a tablazatban
jeloljiik. UMI: egyedi molekuladris index (unigue molecular index); pNET: hasnydlmirigy neuroendokrin
tumor, PAcT: hasnydlmirigy acindris tumor; INS: insulinoma; GEP-NET: gasztroenteropankreatikus
neuroendokrin tumor; PCC: feokromocitéoma, NP: normdl hasnydalmirigy szévet (normal pancreas)

pNET
Kontrol | pNET
MIRNS ko'rrlfgalt atlagos UMI sze’kvenCIa Hivatkozis
p-érték olvasat szam
(read number)
- - " )
ot n @y | Sl NPT P
miR-103a-3 0,0371 109 65 - - -
P Zimmermann et al. 2018 | negativ korrelacio a Ki-67-tel GEP-NET-
(25) ben
. al al ET+PAcCT vs. NP
miR-26b-5p | 0,0423 | 115 73 Roldo et al. 2006 (23) talreprezentalt a pN cb Vs
0sszehasonlitasban
. . al al I .h almirigy-
miR-143-3p | 0,0240 | 110 43 Jiang et al. 2015 (19) talreprezentalt az INS vs. hasnydlmirigy
szigetsejtekben
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tulreprezentalt az INS vs. hasnyalmirigy-

miR-451a 0,0257 198 74 Jiang et al. 2015 (19) . .
szigetsejtekben
. Zimmermann et al. 2018 | talexpresszalt a metasztatikus vs. primer
miR-25 0,0153 383 138 (25) GEP-NET-ben
. Zimmermann et al. 2018 | tlexpresszalt a metasztatikus vs. primer
miR-425-5p 0,01781 111 47 (25) GEP-NET-ben
miR-93-5p 00240 | 286 117 Grolmusz et al, 2018 (24) | M2saPb expresszi6 a magasabb gradusd
pNET-ben
miR-16-5p 0,0320 9670 3475 Zimmermann et al. 2018 | negativ korrelacio a Ki-67-tel GEP-NET-
(25) ben
miR-203a-3p | 0,0715 | 19 56 Roldo etal, 2006 (23) | L reprezentdlt az INS vs. NE-pNET
Osszehasonlitasban
PCC
Kontrol | PCC
MIRNS korrrltgalt atlagos UMI sze,kvencm Hivatkozis
p-érték olvasat szam
(read number)
magasabb expresszio a malignus vs.
jéindulata PCC-ben
Zong et al.2015 (26) magasabb  expresszi6 az  SDHD
miR-101-3p 0,0273 209 56 mutaciéval  tarsuld6  tumorokban
sporadikus esetekhez képest
Patterson et al. 2012 (29) a r’n'.ilhgnus Vs. Jro,lndulatu PCC kozott
eltéréen expresszalodott
. Meyer-Rochow et al. 2010 | alulreprezentalt a malignus vs. jéindulata
miR-16- 1 7 242
6-5p 0,0139 9670 3 @7 PCC-ben
miR-451a 0,005 198 39 Meyer-Rochow et al. 2010 | alulreprezentalt a malignus vs. jéindulata
27) PCC-ben

Megbeszélés. Adataink alacsony globalis MIRNS-expressziot (abundanciat) mutattak a
pNET/PPGL betegek szérumaban a normal kontrollokhoz képest, hasonloképp a PitNET betegektol
nyert vérmintakhoz [121]. Erdekes modon a tumorszovetekben a miRNS-ek altalanos downregulacidjat
is kimutattak az egészséges szovetekhez képest, ami arra utal, hogy a miRNS-ek onkogén helyett
altalanos tumorszupressziv szerepet jatszanak ebben a tumortipusban [259]. Az egyedi miRNS-mérések
alapjan Mitchell és munkatarsai szerint a tumor jelenléte nem vezet a keringé miRNS-ek altalanos
novekedéséhez. Azonban egy-egy specifikus, tumorbol szarmazé miRNS fokozott expressziot mutathat
a keringésben [260]. Tovabbi kutatasra varnak mind az endokrin tumorokkal kapcsolatos csokkent
globalis miRNS-expresszio okai, mind a keringésben betdltott szerepiik.

A nagy abundanciaji sejtmentes keringé miRNS-ek elsGsorban a vérbdl és az endotélsejtekbol
szarmaznak. A tumorbdl szdrmaz6 miRNS-ek valosziniileg a mérsékelt vagy alacsony abundanciaji
MiRNS-ek k6z6tt vannak, ami kiemeli az ebben a tartomanyban expresszalddo miRNS-ek pontos
kimutatasanak fontossagat [260-262]. A kontrollokhoz képest emelkedett expressziot mutaté MiRNS-
ek szarmazhatnak kozvetlentil a tumorszovetekbdl is [260]. Ezeket a szoveti miRNS-expresszioval vald
osszevetésével 3 MIRNS-t azonositottunk, amelyek mind a szovetekben, mind a keringésben altalanosan
diszregulaltak. A miR-203a-3p mind a pNET-sz6vetben, mind a szérumban feliilreprezentalt volt. A mi
eredményeinkhez hasonloan emldrakban ugyanaz a miR-203a-3p mind szdveti szinten, mind a
tumorsejtek altal szekretalt exoszomakban szintén feliilreprezentalt volt [263, 264]. Funkcionalisan

onkogén hatast fejt ki wvastagbél- ¢és emlorakban a Myc-en keresztiil, és befolyasolja a
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taxanérzékenységet [263, 265, 266]. Ezek az adatok felvetik annak lehet6ségét, hogy a miR-203a-3p
potencialisan tumorsejtekbdl szarmazhat, és oncomiR-nek tekinthetd. A NET-ben szenved6 betegek
szérumaban valo alacsony el6forduldsa azonban korlatozza széles kort klinikai alkalmazhatosagat
tumormarkerként. A szérumban csokkent expressziot mutatd MiRNS-ek koziil a miR-16-5p és a miR-
451a PPGL szovetekben is hasonloan kisebb mennységben expresszalddik az egészséges szovetekhez
képest, ami felveti potencialis tumorszupresszor szerepét, melyet mas daganatokban is leirtak mar [267,
268].

Mig a 33 miRNS expresszids mintdzata alapjan még PPI-kezelés mellett is el tudtuk kiiléniteni a
pNET/PPGL betegeket a normal kontrolloktol, addig a szérum miRNS profilja alapjan nem tudtuk
megkiilonboztetni a pNET és a PPGL betegek mintait. Ez tiikr6zheti ¢ daganatok k6zos enterokromaffin
sejttipus eredetét [269].

Az NGS-adatok alapjan szamos miRNS mutatott (tobbnyire inverz) korrelaciot a szérum CgA-
szinttel, amely validalas utan csak az egészséges egyéneknél maradt szignifikans, pNET vagy PGGL
betegeknél azonban nem (kivéve a PPGL betegeknél a miR-486-5p-t). Ennek oka lehet a CgA-val
korrelaciot mutatd miRNS-ek nagy tobbségének a tumorigenezis soran bekovetkezo elvesztése vagy
technikai problémak. A PPI-kezelés hatasara megnovekedett CgA-szint csokkenti a CgA klinikai
hasznossagat neuroendokrin tumorokban. A pNET-mintakban a CgA dnmagaban kevésbé hatékony az
egészséges kontrolloktol valéd elkiilonitésben, mig mMiRNS-ek hozzaadasa a CgA-hoz novelte a CgA
diagnosztikai értékét. Talan a legfontosabb, hogy a normal CgA-szinttel rendelkez6 pNET betegeknél,
ahol a CgA oOnmagédban nem volt informativ, a CgA és egy miRNS panel kombinacidja magas
diagnosztikai értéket tudott elérni (AUC: 0,904). A pNET betegeknél a Ki-67 proliferacios index alapjan
meghatarozott tumor gradus fontos hatdssal van a prognozisra. (44). Bar vizsgélatunk korlatjat az
alacsony mintaszam jelenti, de a miR-451a, a let-7i-5p és a miR-30d-5p expresszidja pNET-betegeknél
tendenciaszerlien inverz korrelaciot mutatott a gradussal.

Korabban pNET-ben csak egy tanulmany vizsgalta a keringd miRNS-szinteket az egészséges
kontrollokhoz képest [248]. A szerz6k nagyon hasonld miRNS-expresszios profilt talaltak az egészséges
onkéntesekéhez képest [248]. Egyediil a miR-193b-t irtak le, amely a betegek szérumaban nagyobb
mennyiségben fordult eld, és a pNET-szovetben is nagyobb mennyiségben fordult el6, mint a
szigetsejtekben [248]. Egy masik vizsgalatban 5 miRNS-t azonositottak, amelyek a pNET-hez képest
eltéréen expresszaloddtak a hasnyalmirigy duktalis adenokarcindmaval rendelkez6 betegek szérumaban,
de nem végeztek Gsszehasonlitast a pNET és az egészséges kontrollok kozott. [270]. Ezen 5 miRNS
egyike sem mutatott atfedést a pNET vs. kontrollok dsszehasonlitasaban kapott eredményeinkkel. Egy
friss publikacioban 6 emelkedett és 11 csokkent expreszioju MiRNS-t azonositottak nem ismert
szovettani tipusi pNET betegek plazma exoszomafrakcidojaban, 0Osszehasonlitva a kronikus
hasnyalmirigy-gyulladasos betegekkel [271]. Ezzel a vizsgalat szintén nem mutatott hasonldsagot
adatainkkal, bar mas volt a kiindulasi anyag (plazma exoszoéma vs szérum), mas a mérési modszert

alkalmaztak, és kronikus pankreatitiszhez hasonlitottak az adataikat.
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IV.3. A DNS metilacio-demetildcié, mint epigenetikai médosité mechanizmus vizsgalata
hipofizis neuroendokrin tumorok viselkedésében

IV.3.1. A DNS metildacios-demetildcios eltérések és azok klinikopatologiai paraméterekkel valo

osszefiiggéseinek vizsgadlata hipofizis neuroendokrin tumorokban

A PitNET-szovetekb6l szarmazo globalis DNS  metilacios-demetilacios — statuszanak
meghatarozasahoz a citozin harom kilonb6z6 formajat (citozin (C), 5-metil-citozin (SmC) és 5-
hidroximetilcitozin (ShmC)) mértiik tomegspektrometrids modszerrel. Vizsgaltuk az ShmC/5mC aranyt
is ((5hmC/5mC)*100) a demetilacios allapot jellemzésére.

1V.3.1.1. DNS metilacio-demetilicio PitNET szévetekben

45 friss fagyasztott PitNET szovetbdl kivont DNS-mintat elemezve nem mutattunk ki
statisztikailag szignifikans kiilonbséget az SmC% tekintetében a kiilonb6z6 szdvettani csoportokat
Osszehasonlitva, azonban az FSH/LH+ és HN mintakban ndvekvd tendenciat figyeltiink meg a GH+
tumorokhoz képest (44A-B abra). Az ShmC% és az 5hmC%/5mC% arany magasabb szintje igazolddott
viszont a HN-SF1+ és HN-Tpit+ csoportokban az FSH/LH+ és GH-termel6 PitNET daganatokhoz
képest (44C-D abra).

Alacsonyabb 5hmC%-ot és 5ShmC%/5mC% aranyt észleltiink a magas proliferaciéval rendelkez6
(Ki-67-1: 1-2%; Ki-67-2: 3-4% és Ki-67-3: >4%) tumorokban (p=0,021), fiiggetleniil a tumorcsoporttol
(44E abra). A szovettani csoportok szétvalasztasa utdn azonban ez a jelenség leginkabb a HN
adenomakra volt jellemz6, ahol az SmC nétt, az ShmC pedig csokkent a magasabb Ki-67 indexii
mintakban (44F abra). Negativ korrelaciot talaltunk az ShmC%/5mC% arany és a Ki-67 proliferacios
index kozott (Spearman R=-0,40; p=0,005). Hasonloképp, immunhisztokémiai vizsgalattal a magasabb
Ki-67 proliferacios aktivitassal rendelkez6 mintakban detektaltunk alacsonyabb az 5hmC-szintet (44G-
H abra).

44. abra. PitNET szovetek DNS-metildacioja/demetilacioja. (A-D) 5mC%, ShmC% és ShmC/5mC ardny
kiilonbézé PRNET altipusokban. (E-F) PitNET daganat szévetek DNS metildcidja/demetilacioja a
kiilonbozé Ki67 csoportok fiiggvényében. Ki67-1 csoport: 1-2%; Ki67-2 csoport: 3-4%; Ki67-3.
csoport: >4%. (G) Az 5hmC immunhisztokémia reprezentativ PitNET és normdl hipofizis mintdi. (H)
Az ShmC immunhisztokémia kvantitativ elemzése Ki-67 csoportok fiiggvényében hasonlo eredményt
adott a HPLC-MS/MS mddszerrel mértekhez
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IV.3.1.2. DNMT]I és TET enzimek és kofaktoraik expresszioja a demetilacios eltérések
hatterében

Mivel a DNMT1 ¢és a TET (ten-eleven transzlokaz) enzimek részt vesznek a metilacios-
demetilacios folyamatban, a Gene Expression Omnibusbol kikerestiik génexpressziojukat PitNET
daganatokban (GSE26966 ¢s GSES51618 tanulmanyok) [272, 273]. A DNMTL és a TET gének
expresszioja alapjan a normal hipofizis és a PItNET szovetek hierarchikus klaszterelemzéssel
egyértelmiien elkiilonithet6k voltak egymastol. Emellett expressziojuk magasabb volt az PINET
szovetekben, de a szovettani tipus vagy az invaziv/nem invaziv statusz alapjan nem volt megfigyelhetd
egyértelmi kiilonbség (45A abra). Validalasként 41 PitNET-sz6vetmintaban qQRT-PCR-rel a TET2 és
a TET3 expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a magasabb proliferacios rataju adenomakban, a
TET1 ehhez hasonl6 tendenciat mutatott (45B abra).

Az UHRF1 (DNMT1 kofaktor) fokozatosan emelkedett expressziot mutatott a jobban proliferald
daganatokban, fliggetleniil a szOvettani altipustol, mig az UHRF2 (TET enzimek kofaktora)
génexpresszidja alacsonyabb volt a GH-termelé PitNET-ben a gonadotrép daganatokhoz képest, de
expresszioja nem kiilonb6zott a proliferacios arany szerint (45C abra). Az UHRF2 expresszio és az
S5hmC szint k6zo6tt pozitiv korrelaciot (Pearson R: 0,370; p=0,026) mutattunk ki, mig az UHRF1
expresszio és az SmC szint kozott nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést (p=0,88). Az UHRF1

expresszioja korrelalt a DNMTL1 és a TET1-3 gének expresszidjaval is (45D abra).
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45. dbra. (A) TET1-3 és DNMTL expresszio PitNET szovetekben a Gene Expression Omnibus (GEO)
GSE26966 és GSE51618 vizsgalatokbol (GSE26966: 9 normdl, 10 gonadotrop, 4 nullsejtes; GSE51618:
3 normdl, 3 invaziv, 4 nem invaziv PitNET minta). A zéld az alacsonyabb, a piros a magasabb
expressziot jelzi. (B) A TET1-3 és DNMTL expresszié a Ki-67 daltal meghatarozott csoportokban. (C) Az
UHRF1 és UHRF2 expresszio kiilonbozé tipusu PitNET szovettani csoportokban és a Ki-67
fliggvényében. (D) Korrelacio az UHRF1 és DNMTL, TET1-3 expressziok kozott
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1V.3.1.3. In vitro decitabin kezelés pitNET sejteken
A decitabin (5-Aza-2'-deoxicitidin) a DNMT1 gatlasa mellett bizonyitottan emeli az 5hmC
szintjét (22). PitNET RC-4B/C és GH3 sejtek decitabine kezelés (10 uM) hatasara mindkét sejtvonalban
csokkent 5SmC és megnovekedett ShmC szintet mutattunk ki (46A-B abra). Emellett a sejtek

¢letképességének és proliferaciojanak csokkenése volt megfigyelhet6 (46A-B abra).

46. dabra. Az 5SmC, ShmC/5 mC arany és a sejtproliferdcio (metabolikus teszttel és abszolut sejtszammal)
vdltozdsa decitabin kezelés hatdsara (A) GH3 és (B) RC-4B/C PitNET sejtekben. A kezelés mindkét
sejtvonalon jelentdsen csokkentette a sejtek élethépességet és proliferdciojat
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Megbeszélés. Az elmult évtizedekben szamos betegségben, koztiik a daganatokban is felmeriilt
az epigenetikai valtozasok, példaul a DNS citozin bazisok metilaciojanak jelentdsége [274]. Késobb az
5-hidroximetilcitozin (5ShmC) jelentségét és szintjét, mint stabil epigenetikai jellemz6t tobb tanulmény
leirta [47, 275].

PitNET daganatokban a teljes genom metilaciot olyan nagyéateresztoképességli metilacios
vizsgalatokkal elemezték, amelyek "csak" a gének promotereinek bizonyos CpG-szigeteit célozzak.
Jelen munkankban a teljes genomi DNS metilacios-demetilacios mértékét vizsgaltuk nagy teljesitményti
folyadékkromatografias tandem tomegspektrometriaval (HPLC-MS/MS), amely érzékenysége mellett a
kiilonboz6 citozin intermedierek, mint példaul az SmC és ShmC megkiilonboztetésére is képes az array-
alapu modszerekkel ellentétben.

A sejtdifferencialodas és a proliferaci6 két fontos folyamat, amelyek nagymértékben
befolyasoljak a DNS metilacios-demetilacios szintjét [276]. A fejlédési folyamatokban az ShmC-nek
kulcsszerepe van, amely kiilonbozik az S5-metilcitozin (SmC) szerepétdl. Kiilondsen a sejtek
dedifferencialt allapotaiban dusul az ShmC a feln6tt szovetekhez képest [277]. Ez &sszhangban van
eredményeinkkel, melyekben az ShmC (és az 5ShmC/mC arany) szignifikansan magasabb volt az eliilsé
lebeny hormon-negativ (HN) PitNET-ekben az FSH/LH+ és GH+ tumorokhoz képest. Hasonloképpen,
a gonadotrop daganatok tekintetében az ShmC (és az 5ShmC/5mC) szintén emelkedett volt a HN-SF1+
adenomakban, amelyek a gonadotrop vonal kevésbé differencialt allapotanak tekintheték az FSH/LH+
PitNET-hez képest.

A sejtproliferacio vonatkozéasaban, az ShmC csokkenését tobb olyan sejttipusban is megfigyelték,
amelyek erdsen proliferativak a legkiilonboz6bb daganattipusokban [50]. Ezzel egybehangzoan a
PItNET szovetekben is alacsonyabb ShmC-szintet (és a demetilaciot jelz6 ShmC/5mC aranyt) észleltiink
a magasabb Ki-67 index{i mintakban.

A metilacios-demetilacios folyamat f6 szabalyozo6i a DNS-metiltranszferazok (DNMT-k) és tiz-
tizenegy transzlokaz (TET) enzimek [50]. A PitNET-sz6vetekben magasabb DNMT1 és TET enzim
expressziot taldltunk a normal hipofizis szovetekhez képest, de nem figyeltiink meg ezek dsszefliggését
szovettani tipussal vagy az invaziv/nem invaziv statusszal. Emellett a TET2 és TET3 gének expresszidja
szignifikdnsan magasabb volt a magasabb proliferacios rataval rendelkez6 PitNET-ben a kevésbé
proliferativ tumorokhoz képest, mig a TET1 és a DNMT1 hasonld tendenciat mutatott mindkét
csoportban. Ezek az adatok &sszhangban vannak a microarray adatokkal, ahol a DNMT-k
overexpressziojat mérték PitNET szovetekben, és a magasabb expresszid szignifikdnsan agresszivabb
fenotipussal tarsult. S6t, a DNMT1 overexpresszidja szignifikdnsan magasabb volt a
makroadenomakban és az invaziv PitNET-ben a kisebb, illetve a nem-invaziv daganatokhoz képest
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[278]. A DNMT1-gyel ellentétben a TET gének expresszidjara vonatkozoan a PitNET szovetekbol
korabban allt rendelkezésre adat. Vizsgalatunkban a magasabb proliferativ tumorokban fokozott TET1-
3 expressziot talaltunk, ami csokkent ShmC/mC arannyal tarsult, ami egyben csokkent enzimaktivitasra
utal. Hasonloképp, Chen és munkatarsai vesedaganatokban er6s TET enzim expressziokat irtak le
alacsony 5hmC-szinttel tarsulva [279].

Az UHRF (Ubiquitin-like with containing PHD and RING Finger domain) fehérjecsalad fontos
szerepet jatszik a metilacios-demetilacios folyamatban. Az UHRF1 egy multidomain fehérje, amely
felismeri a hemimetilalt DNS-t és a DNMT 1-et a replikacios fokuszokhoz lokalizélja, ezért felelds a
DNS-metilacios mintazat 6roklodésének megérzéséért a sejtciklus soran [280]. Az UHRF1-et a
ciklinfiiggd kindz 2 és a ciklin A szabalyozza, és a proliferalo sejtekben nagymértékben expresszalodik
[280, 281]. Szamos daganatban fokozott expressziojat irtak le, és az UHRFL1 kiiitése csokkentette a
a Ki-67 index alapjan fokozatosan megndvekedett expresszidjat talaltuk PitNET daganatokban. Az
UHRF2 az UHRF1 kozeli rokona és szerkezetileg hasonlé homoldgja, miikodésiik mégsem redundans
[282, 283]. Potencialis tumorszuppresszor génként irjak le, mivel képes apoptdzist indukalni [282].
PitNET sejtekben pozitiv korrelaciot talaltunk az ShmC-szintekkel, hasonléan mas tumorokhoz [283].
Ezért az UHRF csalad tagjai potencialisan epigenetikai markerek lehetnek az ShmC-szinttel egyiitt a
PitNET-ben, ami a proliferativ viselkedést jelzi [280, 284].

A szakirodalmi adatok és eredményeink (magasabb SmC és alacsonyabb ShmC és ShmC/5mC)
azt sugalltak, hogy a metilacié megvaltoztatasa a PitNET 1 terapids megkozelitése lehet. Ezért az FDA
altal jovahagyott DNS-metiltranszferaz (DNMT) gatloval, decitabinnal (5-aza-2'-deoxicitidin)
kezeltiink PitNET sejteket [285]. A decitabin csokkenti az 5SmC globalis szintjét, és a TET enzimek
DNS-hez kotott frakcidjanak fokozasa révén paradox modon az ShmC ndvekedését is eredményezi
[286]. Ezzel 6sszhangban decitabin kezelés hatasara az SmC szintje csokkent, az ShmC szintje pedig
n6tt mindkét PitNET sejtvonalban. Emellett a decitabin kezelés jelentdsen visszaszoritotta a sejtek
¢letképességét és a sejtproliferaciot is. A decitabin mas tumorsejtek, tobbek kozott a kronikus
mielomonocitas leukémia, az akut mieloid leukémia, a petefészekrak, a vastagbélrak sejtvonalak és a
globalis gatlasaval hat mind a daganatsejtekben koérosan, mind az egészséges sejtekben epigenetikus
folyamatok altal elnémitott génekre [288]. A tumor kialakuldsa soran szamos, a sejtnévekedéshez
hozzajaruld vagy talélési elényt biztositd utvonal elnémul, ezért a decitabin kezelés kedvezd hatast
fejthet ki ezen jelatviteli utvonalak aktivalasaval [288]. Az agyalapi mirigyet illetéen egy DNMT és egy
hiszton-deacetilaz (HDAC) inhibitor kombinalt in vitro addsa helyreéllitotta az epigenetikusan
elnémitott dopaminreceptor (DRD2) gén expressziojat a DRD2 promoter részleges demetilalasa révén
[289]. Ez arra utal, hogy az epigenetikai modulatorok potencialis 0j terapias megkozelitések lehetnek,
kiilondsen kombinacioban (akar HDAC-gatlokkal, akar hagyomanyos terapiaval), ami a

terapiarezisztens PitNET daganatok potencialis reszenzibilizacidjahoz vezethet [290].
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IV.3.2. Az epigenetikai modositok hatismechanizmusa és potencidlis terdapids alkalmazdsa

hipofizis neuroendokrin tumorokban

1V.3.2.1. DNS metilicio-demetildcio valtozds aszpirin kezelés hatdasdra

A globalis metilacio-demetilacio szinteket HPLC-MS/MS modszerrel hataroztuk meg RC-4B/C
¢s GH3 sejtekben végzett aszpirin (ASA) kezelést kovetéen. RC-4B/C sejtekben 5hmC (FC: 1,95;
p=0,0003) és ShmC/5mC (FC: 2,49; p=0,0012) arany szignifikans novekedését detektaltuk (47A abra).

GH3 sejtekben hasonl6 eredményeket taldltunk: mind az ShmC (red6valtozas: 3,5; p=

0,0005), mind az

5hmC/5mC arany emelkedett (hajtasvaltozas: 3,28; p = 0,0078) a kezelés hatasara (47B abra). A

metilacio-demetilacio kort szabalyozo enzimek és kofaktoraik expresszioja ennek megfeleléen valtozott

(47C-D abra). A Tetl, 2 és 3 gének kifejezodése szignifikans korrelaciot mutatott az ShmC-vel mindkét

sejttipusban (47E abra).

47. dbra. Az ASA hatdsa a DNS-metilacio-demetildciora. A globdlis metilacio-demetildcio valtozdsa
RC-4B/IC (A) és GH3 (B) sejtekben. Génexpresszios valtozasok (Dnmtl, Tetl-3) a globdlis
metildcid/demetildacio mogott RC-4BIC (C) és GH3 (D) sejtekben. (E) Az 5hmC és a demetildcios

enzimek kozotti korrelacio

A Globalis metilacié/demetilacié valtozas — RC-4B/C

B Globalis metilacié/demetilacié valtozas — GH3
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E A génexpresszio valtozasok korrelacidja a demetilacioval
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1V.3.2.2. A globalis transzszkriptom viltozds aszpirin kezelést kdvetden a sejtciklus és a
proliferdcio gatlasat jelzi

Mivel a globalis DNS-demetilacio jelentds valtozast mutatott az ASA-kezelés utan,
megvizsgaltuk annak kdvetkezményét, a globalis transzszkriptom valtozasat 5 mM ASA kezelést
kovetéen PIitNET sejtekben. Mind a hierarchikus klaszterezés, mind a dimenzidredukcios analizis
alapjan az ASA jelentds hatassal volt a teljes génexpresszios profilra. Az Gtvonal- és génontoldgiai
elemzés alapjan a leginkabb érintett utvonal a sejtciklus (,,Cell cycle”) volt. Ezt megerdsitette a
génkolcsonhatasok halozatelemzése is, amely feltarta az ASA tumorellenes hatasat szabalyozd 10
legfontosabb gént transzkripcios szinten (Mad2l1, Pcna, Ube2c, Mcm4, Chek2, Brcal, Smc4, Cdc45,
Cdk2, Rbx1), melyek sejtproliferaciot, sejtosztodast, DNS-karosodasra adott valaszt és az ubiquitinaciot
szabalyozzak. Az ASA sejtciklusra gyakorolt hatdsanak nettd kimenetelét a Ki-67 jelentds csokkenése
keépviselte (1og2FC: -2,66; p = 2,71E-04). Ezenkiviil t6bb, a proliferacioban, a DNS-javitasban és a

genom stabilitasaban szerepet jatszo gén expresszios valtozasat azonositottuk (48A-B abra).

48. dbra. (A) A génexpresszio valtozdsa a sejtciklus és a proliferacio megvaltozasa aszpirin (ASA)
hatasra. A G1, S, G2 és M sejtciklus fazisokban érintett gének expresszidjat sorrendben kék, zold, sarga
és piros szin jelzi. A sejtciklust gatlo gének kifejezédéseit sziirke szin szemlélteti. (B) Az aszpirin (ASA)
genomikus hatasa PItNET daganatokban. A sziirkével jelolt gének a transzkripcios és az epigenomikus
szint kozotti kapesolatot képviselik
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1V.3.2.3. Az aszpirin életképességre, proliferdciora és sejthaldlra gyakorolt hatdisainak

in vitro funkcionalis vizsgdlata

A transzkripcios eredményeket RC-4B/C és GH3 sejtek metabolikus életképességének,

sejtproliferacidjanak és sejthalalanak in vitro vizsgalatokkal validaltuk. Az 5 mM ASA kezelés mindkét
sejtvonal életképességének és proliferacidjanak csokkenéséhez vezetett (49A-C abra). Az aramlasi
citometriaval végzett sejtciklus elemzés alapjan csokkent a sejtciklusba belépd sejtek szamaban és az S
fazisban 1évo sejtek szama ASA hatasara a kontrollhoz képest (4,38% vs. 10,25% és 3,88% vs. 14,94%
az RC-4B/C és GH3 sejtekben) (49D abra). Ezt az ASA kezelést kovet csokkent Ki-67 festés is
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igazolta a kontroll kezeléssel szemben: 0,09% vs. 0,34% az RC-4B / C sejtekben és 0,34% vs. 1,48% a
GH3 sejtekben. Az ASA elhanyagolhat6 hatast fejtett ki az apoptdzisra, melyet nem tudtunk bizonyitani
sem DNS-degradacios, sem pedig kaszpaz-3 aktivacios teszttel (2,5 mM vagy 5 mM ASA

koncentracioknal). Azonban csokkent sejtmigraciot figyeltiink meg az ASA-kezelés soran (49E abra).

49. dbra. Az ASA in vitro funkciondlis hatisa PitNET sejtekre. (A) RC-4B/C és GH3 sejtek
mikroszkopos képei ASA-kezelés utan morfologiai értékelés céljabol. Az RC-4B/C adherens morfologiat
mutat, a GH3 részben adherens, részben lebegd sejtpopuldciokkal. A DMSO- vagy ASA-kezelés esetén
szignifikans morfologiai valtozdsok nem figyelheték meg, az ASA-csoportban azonban csékkent sejtszam
figyelheté meg. (B) Az ASA-kezelést kovetéen a csokkent proliferdciot detektaltunk a kontrollokhoz
képest metabolikus teszttel vizsgalva. A DMSO citotoxikus hatdsdat nem észleltiik a nem kezelt (NT)
csoportban a DMSO kontrollhoz képest. (C) A sejtproliferacio (abszolut sejtszam) csokkent ASA
hatasra, szemben a DMSO kontrollal mindkét sejttipusban. A kezelés utan egyik sejtvonalon sem
detektaltunk megnovekedett élo/halott sejt aranyt. (D) Az dramladsi citometriaval végzett sejtciklus-
elemzés a sejtciklusba belépd sejtek szamanak csokkenését és az S fazisban 1évo sejtek szamdnak
csokkenését mutatta ASA-kezelés és kontroll kezelés utan (4,38% vs. 10,25% és 3,88% vs. 14,94% az
RC-4B/C és GH3 sejtekben). (E) Az ASA 34%-ra (p=0,01) és 47%-ra (p=0,02) csékkentette az RC-4B/C
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1V.3.2.4. Az aszpirin hatdsa a transzkripcios faktoroK aktivitasdra
Az ASA kezelést kovetden 12 transzkripcids faktor genomikus hatasat mutattuk ki (20. tablazat).
Ezek koziil a p53 aktivitas volt a legjelentsebb, szamos (n=25) p53 altal szabalyozott gén mutatott
szignifikans expresszios valtozast. Ezek kozott az onkogén hatasu Pttgl expresszidja csokkent
(log2FC=-2,36; p=3,275E-05), a tumorszuppresszor Gadd45a expresszidja pedig emelkedett
(log2FC=1,90; FDR p=0,0007) ASA kezelés hatasara. Az E2f1 transzkripcios faktor aktivitasat az ASA
is modulalta, amit a Birc5 (Survivin) downregulacidja is tamogatott (log2FC: -1,72; FDR p=0,052).

Bar maga a Tp53 expresszido nem valtozott (p=0,475) sem a transzszkriptom adatokban, sem a
RT-gPCR validacios méréseink soran, az ASA a fehérje acetilaciojahoz vezetett a K382 pozicioban, €s

szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott az ShmC szinttel (50A-C abra).

20. tablazat. A transzkripcios faktorok aktivitasa megvaltozott az aszpirinkezelést kdvetoen

Transzkripcios  Korrigdlt p- A transzkripciés faktor altal szabalyozott gének

faktor érték
MCM7; MKI67; FOXM1; AQP3; EGFR; RECQL4; CCNB1; PTTG1; GPNMB; CHEK2; CASP3; E2F7;
TP53 5,28E-06 PDGFRB; PLK3; SMAD3; GADD45A; GDF15; PLK1; CCNA2; PRC1; CDK1; KRIAB; ATF3; MAD1L1;
EZH2
E9F1 2 ATE-05 TOP2A; RRM1; RRM2; HSPA5; PLK1; FANCA; CDC6; FOXM1; AURKB; AURKA; DHFR; CCNB1;
’ RADS51; CHEK2; DDIT3; CDK1; MYBL2; KIF2C; MCM5; ECT2; ASF1B; BIRC5
E2F4 3,52E-04 PLK4; CCNBL1; RAD51; PLK1; PCLAF; MCM10; TTK; AURKB
E2F3 7,85E-04 CCNA2; CCNB1; PLK1; CDK1; CDC6; AURKA
TRP53 0001445 PDGFRB; DUSP4; PLK3; SMAD3; MCM7; GADD45A; GDF15; INSR; FOXM1; CKS1B; CCNAZ2;
! PER2; CCNB1; GAP43; KRT19; COL2A1; CASP3; PCBP2; PTGDS; ATF3
E2F4 0,002076 PLK4; MAP1LC3B; RAD51; E2F2; MYBL2
TFAP2A 0,009333 ACHE; CCNB1; CRABP2; GALNT3; TH; CYP11A1l; MCAM; CGA; ADRA1A; KRIAB; EGFR
ATF1 0,021081 TOP2A; LDHA; MAP1LC3B; TH; SLC20A1; CGA
ATF4 0,025929 MAP1LC3B; HSPA5; DDIT3; TRIB3; NDC80; ATF3; DDR2
TFDP1 0,025353 DHFR; RRM1; CDK1; MYBL2
XBP1 0,038652 ERN1; HSPA5; GAD1; DDIT3; ERP29
ARNT 0,045694 JUN; GAD1; BHLHE40; AHR; MFSD2A
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50. dbra. (A) Tp53 expresszio transzkriptom és RT-gPCR mérésekben (rpkm: Reads Per Kilobase per
Million mapped reads, normalizdlt read szam). (B) A Tp53 expresszio szignifikansan korreldalt az ShmC
szinttel. (C) A Western blot nem mutatott viltozast a p53 fehérje 6sszmennyiségében, azonban a kezelés
P33 acetilaciot indukalt K382 pozicioban. Denzitometria, amely az acetil-pS3/total p53 ardny dbrazolja.
Mivel az RC-4B/C sejtekben nem tudtunk kimutatni p53 fehérjét western blot médszerrel, az acetil-
p33/0sszes p53 aranyt csak az MDA-MB231 és a GH3 sejtekre adtuk meg
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1V.3.2.5. Az aszpirin hatasmechanizmusa PitNET daganatokban — a demetilacio-p53-
Pttgl szabdlyozo kor

Mivel a Pttgl tagja a p53 interakcios halozatanak, és a PitNET daganatok tumorogenezisének f6
onkogén tényezdje, tovabb vizsgaltuk funkciojat az ASA kezelés hatasara. Mind a Pttgl, mind a Pttgl
interakcids partnereinek expresszidja csokkent ASA kezelést kovet6en (51A abra). A csokkent
expresszio hatterében riporter rendszer segitségével vizsgalva a Pttgl promoter aktivitas jelentOs
csokkenését figyeltik meg ASA kezelést kovetden. Tovabba, mivel az ASA alkalmazasakor
szignifikans negativ korrelaciot figyeltiink meg a Pttgl expresszio és az ShmC szint kozott (51B abra),
vizsgaltuk a globalis demetilacios szer, a decitabin hatasat is a Pttgl promoterre. Azt talaltuk, hogy a

decitabin in vitro csékkentette a Pttgl promoter aktivitasat.
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51. dbra. (A) A Pttgl és interakcios partnereinek transzkripcios valtozasa ASA hatdsdara. A Pttgl
csokkent szintjét RT-gPCR és western blot kisérletek is megerdsitették. (B) In Vitro luciferdz kisérlet
csokkent PUtgl promoter aktivitast mutatott ASA és decitabin kezelés utan. ASA alkalmazasakor

szignifikans negativ korreldciot figyeltek meg a PttQl expresszio és az ShmC szint kozott
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1V.3.2.6. Az aszpirin hatismechanizmusa PitNET daganatokban — survivin gdtlas és

sejtciklus szabdlyozds
Transzkriptom eredmények alapjan a Survivin (Birc5) az E2f1 transzkripcios haldzatban talalhato
célmolekula, amely csokkent expressziojat mutattuk ki ASA kezelés hatasara. Ezt megerdsitettiik mind
RNS, mind fehérje szinten: 1 mM és 5 mM ASA-kezelés fokozatosan csokkentette a Survivin

mennyiségét mind mMRNS, mind fehérje szinten PitNET sejtekben (52A abra).
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52. dbra. A Survivin viltozdsa aszpirin kezelés hatdsara PitNET sejtekben. (A) ASA kezelésre a Survivin
expresszioja csokken mind RNS, mind fehéerje szinten. (B) Sejtciklus és sejtproliferdacio valtozas ASA,
Survivin inhibitor (YM155) és Survivin géncsendesités (siRNS) hatasdra. (C) CCNA2 és CDK2
expresszios valtozasok ASA, Survivin inhibitor (YM155) és Survivin géncsendesités (siRNS) hatasdra

mRNS és feherje szinten. (D) Survivin fehérje expresszio human PitNET daganatokban
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Annak bizonyitasara, hogy az ASA a Survivinen fejti ki hatasat, gatoltuk a Survivint egy specifikus
kismolekulaja inhibitorral, az YM155-tel, valamint specifikus siRNS-ek alkamazasaval. Mivel mind az

ASA, mind a survivin gatlas (siRNS és YM155) novelte a G2/M fazisban felhalmozodo sejtek szamat,
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de csak az ASA csokkentette az S fazisban 1év0 sejtek szazalékos aranyat (52B abra), megvizsgaltuk,
hogy a kezelések hogyan hatottak a G1/S ellenérzépont szabalyozokra (CCNA2, CDK2 és p-CDK?2).
Kimutattuk, hogy a CCNA2, CDK2 és p-CDK2 fehérjék mennyisége mind csokkent ASA-kezelés utan,
mig a YM155 kezelés vagy a Survivin siRNS transzfekcio nem valtoztatta meg ezeket (52C abra).

34 NF-PIitNET, 12 GH-PitNET ¢és 10 normal hipofizis vizsgalataval kimutattuk, hogy a Survivin
magasabb expressziot mutat az NF-PIitNET (log2RQ=5,1; p=0,0004) és GH-PitNET (log2RQ=4,4;
p=0,0060) mintdkban, melyet immuhisztokémiaval is megerdsitettink (52D abra). Igy mind
funkciondlis vizsgélataink, mind a daganatszovetek vizsgalata alatamasztja a survivin esetleges

szerepét, mint terapias célpont.

IV.3.2.7. Az aszpirin dltal szabdlyozott gének expresszios mintdzata eltérést mutat a

humdn PitNET daganatokban
Az ASA-hatas klinikai jelentéségének vizsgalatahoz elemeztiik 76 PitNET és 34 normal kontroll
minta transzkriptom és fehérjeexpresszios adatait. Az normal és daganatos szovetek kozott eltéréen
expresszalt gének (3755 gén) felhasznalasaval kisziirtiik azokat, amelyeket az ASA is szabalyozott: a
két kohorsz kozott a gének nagy aranya, 20,15%-a (757/3755) k6zos volt. A 757 kdzos gén leginkabb a
sejtproliferacioban, a sejtciklusban jatszott szerepet — beleértve a p53 aktivitast és funkcidt, de koztiik

kimutathatoak volt sejtmigraciot és genomstabilitast is regulald gének is (21. tablazat).

21. tablazat. A human PitNET vs. normal hipofizis szovet és az aszpirin altal szabadlyozott gének kozotti
dtfedd gének utvonalelemzése. B&H: Benjamini-Hochberg FDR korrekcio

- . .« | 0-érték FDR | az érintett gének #/ az | az érintett gének aranya
Kategoria Neév Forris B&H utvonal génjeinek # az utvonalon
p53-hoz p53 Jelatviteli utvonal 1 3,507E-2 5/16 0,312
kapcsolodd
Gtvonalak Kozvetlen p53 effektorok 2 4,360E-2 15/132 0,113

Retinoblasztoma gén a rakban 1 6,484E-6 20/88 0,227
Proliferacioval s | DNS-szal megnyulasa 4 9,949E-5 11/32 0,343
sejtosztodassal DNS-replikécié 31 1,188E-3 10/36 0,277
kapcsolatos A kleari SMAD?2/3 jelzé
ttvonalak R Cans s 1 o1 2,005E-2 12177 0,155
szabalyozasa
G1-S cellaciklus szabalyozas 1 3,507E-2 10/64 0,156
Genomstabilitassal ., O
kapcsolatos Az ATI,{ aktl\{alasa replikacios stresszre 4 2193E-2 8/37 0,216
§ adott valaszként
utvonalak

Forrdasok*: 1: MSigDB C2 BIOCARTA (v7.3); 2: BioSystems: Pathway Interaction Database; 3: BioSystems: KEGG; 4: BioSystems:
REACTOME.

Megbeszélés. Eredményeink alapjan, azaz, hogy a PitNET daganatokban a DNS-demetilacio
megvaltozott, és korrelaciot mutatott a proliferativ viselkedéssel és a differencialtsaggal [124], valamint
irodalmi adatok alapjan, hogy az aszpirin epigenetikai hatast fejthet ki bizonyos daganatokban [291] az

aszpirin kezelés komplex genomikai és epigenomikai kovetkezményeit elsé6ként vizsgaltuk PitNET-ben.
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Az aszpirin kezelést kovetden fokozott globalis DNS-demetilaciot figyeltink meg. Ezzel
Osszhangban talaltuk a DNS demetilacidért felelés enzimek és kofaktoraik expressziojat (Tetl, 2, 3 és
Uhrf2). Erdekes modon a DN'S metilacié és az azt szabalyozo gének nem mutattak szignifikans valtozast
(5mC, Dnmtl, Uhrfl). Mivel a demetilacié (5ShmC) pontos mérése és kimutatasa kihivast jelent, és
specialis miiszereket igényel, csak kevés informdci6é 4ll rendelkezésre az aszpirin kezelés soran
bekovetkezé demetilacios valtozasokrol az irodalomban. Egy metilacio-specifikus PCR-t alkalmazo
vizsgalatban Guo és munkatérsai kimutattdk, hogy az aszpirin a Forkhead Box D3 (FOXD3) gén
demetilaciojat és fokozott expressziojat indukalta [292]. Valamint bizonyitottak, hogy az aszpirin
rendszeres hasznalata drasztikusan csokkentette a tiddmetasztazisok szamat immunhianyos egerekben
az FOXD3-OLA1P2-STAT3 tengely szabalyozasan keresztiil [292]. Vizsgalatainkban az aszpirin egy
ettél fliggetlen szabalyozo korét irtuk le PitNET daganatokban, melyben kimutattuk, hogy az aszpirin,
valamint a decitabin csdkentette a Pttgl promoter aktivitasat és a Pttgl expresszidjat (53. abra).
Emellett negativ korrelaciot figyeltiink meg a Pttgl expresszid és ShmC szint kdzott, amely jelzi az
aszpirin, a demetilacié és a Pttgl expresszié Osszefiiggését. Az ASA altali globalis demetilacio
kovetkeztében szignifikans transzkriptom valtozast talaltunk, mely elsésorban sejtciklussal és
proliferacioval Osszefiiggd géneket érintett, és melyet in vitro funkcionalis vizsgalatokkal is
megerdsitettiink (53. abra).

Mindez 6sszhangban van korabbi eredményiinkkel, miszerint a demetilacio globalis novekedése
korrelalt a human PitNET daganatszovetekben mért Ki-67 proliferacios indexszel [124]. Erdekes
mechanizmust feltarasa tovabbi vizsgalatot igényel, azonban feltételezhetd, hogy ez a Ptigl altal
szabalyozott Aurka és Aurkb csokkent expresszidjanak kdszonhet6 [293, 294].

A transzkripcios faktor regulacios halozat elemzése, a pS3 és E2f1 transzkripcids faktorok eltérd
aktivitdsat jelezte. Mig Tp53 gén expresszidja nem valtozott szignifikansan aszpirin hatésra,
aktivitdsanak valtozasat a transzkriptom valtozasok egyértelmiien jelezték. Ennek hattérben a p53
fehérje 382 pozicidoban elhelyezkedd lizin amindsav fokozott acetilaciojat azonositottuk, amelyrol
korabban kimutattak, hogy hatasara stabilizalodik p53 fehérje és emellett fokozodik a transzkripcios
aktivitasa (53. abra) [295]. A Tp53 expresszié pozitiv korrelaciot mutatott az ShmC szinttel is.
Ezenkiviil a PitNET sejtekben az aszpirin hatasara emelkedett a Cdknla (p2l-et kodold gén)
expresszioja, amely szintén tiikrozi a fokozott p53 transzkripcios aktivitasat.

A PTTG1 a human PitNET daganatokban kulcsfontossagli onkogén, az esetek koriilbeliil 90%-
aban fokozottan expresszalodik [296], és tagja a p53 interakcios haldzatanak. Az aszpirin hatékonyan
csokkentette Pttgl expressziot mind RNS, mind fehérje szinten is patkany PitNET sejtekben. Ezenkiviil
a Pttgl fehérje altal szabalyozott molekulak is csokkent expressziot mutattak, amely igazolja a Pttgl
csokkent aktivitasat. Negativ korrelaciot talaltunk a Pttgl expresszidja és az 5ShmC mennyisége kozott,
jelezve a ketté kozotti kapcsolatot. Az aszpirin altal szabalyozott gének és a human PitNET
daganatokban diszregulalt gének kozott nagy atfedést igazoltunk (20,15%). Ezért feltételezhetjiik az

aszpirin tumorgatlo hatasat ebben a daganattipusban. Ez 6sszhangban van korabbi adatokkal, miszerint
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a PTTG1 csokkenti a pS3 fehérje stabilitasat a PTTG1-koto faktoron (PTTG1 binding factor) keresztiil
[297].

53. dbra. Epigenetikai modositok daganatellenes hatasa PitNET daganatokban. A PItNET sejtekben az
ASA fokozta a globdlis demetilaciot a TET1-3 enzim szintjének emelésével. A globdlis DNS-metildcio
globalis transzkripcios valtozast indukal, beleértve a Pttgl csokkent expressziojat, amelyet decitabin-
kezelés eredményei tamasztottak ala. Ezenkiviil az ASA gatolja a Pttgl promoter aktivitasat. Ettél
fiiggetleniil az ASA a p53 acetilaciojan keresztiil fokozott p53 feherje stabilitashoz és transzkripcios
aktivitashoz vezet. A Pttgl gatolja a p53 aktivitast, mivel csokkenti a p53 fehérje stabilitasat és elnyomja
transzkripcios aktivitasat. A p53 szabadlyozdasa mellett, ASA hatasra csokkent az E2f1 transzkripcios
faktor aktivitas, mely csékkent Survivin expressziohoz, s kovetkezményesen gatolt sejtproliferdaciot
eredményez. Osszefoglalva, az ASA kezelés soran a globdlis demetildacio transzkripciés valtozdsokhoz
vezet. A fokozott p53 és csokkent E2fL aktivitas a sejtciklus gatlasat, proliferdcio csokkenését
eredményezi. A piros nyilak az aktivdiciot/kévetkezményt, a sziirkék a gatlast jelolik- TF: transzkripcios
faktor
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A p53 mellett az aszpirin egy masik masik transzkripcids factor, az E2f1 aktivitasat is befolyasolta
(53. abra). Az E2f1 kulcsfontossagu sejtciklus-szabalyozo, és a G1/S atmeneten keresztiil a sejtciklus
progresszidjat szabalyozo fehérjéket kodold gének kifejez6dését szabalyozza [298]. S valdban, az
aszpirin-kezelés soran csokkent E2f1 aktivitast megerGsitették in vitro funkcionalis eredményeink,
koztiik a Survivin csékkent expresszidja és a sejtciklusanalizis. Géncsendesitéssel és kismolekula
inhibitorral bizonyitottuk, hogy az aszpirin tobbek kozott a kdzvetlen Survivin gatlason keresztiil fejti
ki daganatellenes hatasat. Mig a Survivin gatlas a sejtciklus G2/M fazisaban stoppot eredményez, az
aszpirin ett6l fliggetleniil gatolja az S fazist is a CCNA2 és CDK2 fehérjéken keresztiil. A Survivin

transzaktivacidjahoz egy transzkripcios faktor komplex kotodésére van sziikség a promoterhez. A
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Survivin kismolekula inhibitor YM 155 gatolja a Survivin promoterhez k6t6té Sp-1transzkripcios faktort,
az ASA pedig az E2f1 kot6dését a Survivin promoterhez, igy mindkét szer gatolja a transzaktivator
komplex kialakulasat. A Survivin YM155 vagy siRNS altal kozvetitett csendesitéssel torténd gatlasa
utanozta az ASA hatasat, jelezve, hogy a Survivin igéretes célpont az NF-PitNET-ek kezelésében. A
human PitNET daganatokban emelkedett Survivin fehérje mennyiséget talaltunk az egészséges hipofizis
szovetekhez képest, ami szintén tdmogatja ezt a hipotézist. Ezzel 6sszhangban a Survivin emelkedett
expresszioja potencialisan 0sszefiiggésbe hozhatd PitNET daganatok invazivitasaval is [299]. Emellett
a Survivin magas expresszioja PitNET szovetekben felveti a daganatok epigenetikai terapiara nézve
prediktiv jelentdségét, amelyet azonban tovabbi vizsgalatokban sziikséges megerdsiteni.

Az NF-PitNET-¢k esetében tehat mind az ASA, a decitabin vagy a Survivin inhibitorok igéretes
terapias lehet0ségek lehetnek. Az ASA elonye, hogy széles korben hasznaljak tromboembolias
profilaxisban, fajdalomcsillapito és gyulladascsokkentd szerként. Az egyetlen aggodalom az ASA-val,
mint potencialis antitumor gyogyszerrel szemben, a fokozott vérzés kockazata: akar gasztrointesztinalis,
akar tumor apoplexia. Az irodalomban talalhaté olyan kézlemény, melyben relativ ellenjavallatként van
megfogalmazva az antikoagulans terapia makroadenomaval rendelkezé szenvedd betegeknél [300].
Azonban a kozleményekben bemutatott PitNET apoplexidban Szenvedé betegek mind agressziv
antikoagulativ és trombocita-ellenes terapiat kaptak (ASA klopidogréllel és teljes dozist enoxaparinnal
kombinalva), ezért nem vilagos, hogy az ASA individualis terapiaként torténd alkalmazasa noveli-e a
hipofizis apoplexia kockazatat [300, 301]. Semple és munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
az agyalapimirigy apoplexia leggyakoribb kivaltd okai az agyalapi mirigy stimulacioja, a miitét,
kiilonosen a koszortér-miitét és a koagulopatia [302]. Ezt a megfigyelést Vargas és munkatarsai is
megerdsitették, akik két- és tobbvaltozos analizissel sem tudtak megerdsiteni a trombocita-ellenes
terdpia szerepét az agyalapimirigy apoplexidban [303]. Osszességében tehat Gigy tiinik, az ASA
onmagaban nem noveli az PitNET daganatok bevérzésének kockazatat, amely azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel. Az ASA hatékony, jol toleralhato, olcso lehetdség, kiilondsen mas kemoterapias
gyogyszerekhez képest. Természetesen az ASA daganatellenes és/vagy megel6z0 hatasa az NF-PitNET

daganatokban tovabbi vizsgalatokat igényel.
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V. Osszefoglalas: epigenetikai mechanizmusok és potencialis alkalmazasuk

Tobbszintli (DNS, mRNS-, miRNS- és fehérje) genomikai adatok Osszeillesztéséhez komplex
bioinformatikai folyamatot allitottunk Ossze, melyben génontologia, utvonal és halozatelemzéssel
integraltuk sajat mérési eredményeinket szamos omikai adatbazis adataival, koztiik fehérje-fehérje,
fehérje-DNS, fehérje-RNS és miRNS-mRNS kolcsonhatasokat. Az elemzés 6 ereje a mintak nagy
széma, a kiilonb6z0 betegecsoportok és platformok kombindciodja, valamint a felfedezd kohorszok mellett
egy vagy tobb fliggetlen validacios csoport hasznalata [21]. Szakirodalmi adatok tamasztjak ala, hogy a
kiilonboz6 platformokon elemzett, hasonld biologiai kisérletekbdl szarmazo eredmények kombinacidja
teljesebb omikai profilt ad, és informativabb, mintha kiilon-kiilon vizsgalnank 6ket [88]. A vizsgalatok
ilyen jellegli kombinacidja, a kisérletek szdmanak novelésével segiti a kisérleti tervezés robusztussagat,
korlatozza a nemkivanatos hatasokat és az expresszids profilok torzitasat, kiilondsen két vagy tobb
platform 6sszehasonlitasakor [89]. Ezzel a megkozelitéssel azokat az utvonalakat probaltuk azonositani,
amelyek a legtobb fliggetlen tanulmanyban k6zds jellemzoként szignifikdnsak voltak, mintsem az egyes
mintak kozotti tumorok heterogenitasat elemezni. Az igy kapott eredményeket el6szor a lehetd legtobb
molekularis bioldgiai, genetikai és sejtbiologiai funkcionalis vizsgalattal validaltuk, majd, masodik
1épésben alkalmazhatosagukat klinikai mintakon validaltuk. Az azonositott miRNS-ek, gének, fehérjék

alkalmazasat potencialis biomarkerekként, szintén bizonyitottuk.

V.1. Az aril-hidrokarbon receptor jelatvitel, a sejtciklus, az EMT és a TGFp jelatvitel miRNS-
ek altali szabalyozasa vilagossejtes veserakban

Vilagossejtes veserakban elsdként mutattunk rd az AHR tumorigenezisben betdltott szerepére. Az
AHR, az AHR jelatvitel kozponti receptoraként kozvetiti a kdrnyezet kémiai és genotoxikus jelzéseit,
valamint szerepet jatszik a cellularis homeosztazisban és befolyasolja az immunvalaszt. Vizsgalatunk
alapjan ccRCC szdvetek fokozott AHR kifejezddése, legaldbb részben, a csokkent expresszioju miR-
124-3p-nek koszonhetd [115].

Azonositottuk a legfontosabb szereppel biré tumorszuppresszor miRNS-eket ccRCC
patogenezisében. A harom kézponti tumorszuppresszor funkciot ellaté miRNS (miR-124-3p, miR-200c-
3p és miR-30a-5p) onalldéan kisebb mértékben, els6sorban a miR-124-3p, illetve a miRNS-ek
daganatsejtek migracios és invazios képességének szabalyozasa, amely a normal szévet-primer daganat-
metasztazis szovetekben mutatott gradudlisan csdkkend expresszidjukban is megmutatkozik. A
csokkent miRNS expresszio révén a tumorsejtek migracids/invazios képessége fokozodik eldsegitve a
tumor progressziot. Ezen folyamatokban egyértelmtien kimutattuk a TGFBI (Transforming Growth
Factor Beta) és a ITGB (Integrin Subunit Beta 1) szerepét, melyek az ECM (extracellularis matrix) és
EMT jelatviteli itvonalakat regulaljak. Emellett a miR-124-3p célmolekulaiként azonositottuk a CAV1
¢s FLOT1 géneket, melyekrdl egyértelmiien bizonyitottuk, hogy szerepiik van a tumorsejt migracioban

¢s invazioban. Ezzel egyetértésben mind a miR-124-3p-t, mind a CAV1 és FLOT1 fehérjéket
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prognosztikai markerként is azonositottuk ccRCC-ben, melyek expresszidja szignifikansa hatassal van

a betegek tulélésére.

Kisérleteink alapjan tehat a miR-124-3p, a CAV1 és FLOT1 fehérjék prognosztikus jelentéséggel
birnak, és a tumorszupresszor miRNS-ek szintjének helyreallitasa vagy célmolekulaik gatlasa

potencialis terapias stratégianak tekinthetd a vilagossejtes veserak progresszidjanak gatlasaban.

V.2. miRNS-ek jelentésége a szunitinib és szorafenib rezisztencia hatterében — migracios
fenotipus, EMT-szerii molekularis folyamatok és a kérnyezé szovetek ereinek befogasa
Az angiogenezis gatlas vonzd terdpias megkdzelités a daganatellenes kezelésben. Sajnos azonban
a kezdeti pozitiv terapias valaszt kdvetéen a daganatok elébb-utdobb rezisztenciat mutatnak a
kezelésekkel szemben. Rendkiviil fontos feltarni a rezisztencia hatterében allo mechanizmusokat, mivel
ezek ismerete hozzasegithet j kombinacids terapidk, vagy mas, hatékony terapiak felfedezéséhez.
Vilagossejtes veserdkban alkalmazott szunitinib és a hepatocellularis rakok esetében alkalmazott
szorafenib ellen kialakulé rezisztencia hatterét, valamint ezekben a miRNS-ek szerepét vizsgaltuk in
vitro és in vivo modszerekkel. Mindkét angiogenezis gatldo gyogyszer hatasara hasonld folyamatokat
figyeltiink meg a rezisztencia kialakuldsara vonatkozdan. Fenotipikus, immunhisztokémiai, mRNS és
miRNS eredményeink alatamasztjak a sejtmigracid kdzponti szerepét adaptacios mechanizmusként. A
tumorsejtek (a rebound angiogenezis helyett) vandorlé fenotipust vesznek fel és a befogadd szovet mar
meglévé ereihez/ereibe vandorolnak. Hipotézisiink az, hogy a "migracios fenotipusra valo attérés" az
antiangiogén tirozinkinaz inhibitorok iranti rezisztencia hatterében egy univerzalis adaptiv
mechanizmus lehet, amely biztosithatja a tumorsejtek tulélését, valamint segiti 6ket a tovabbi
novekedésben és terjedésben. A klinikai menedzsmentre vonatkozoan fontos eredményiink, hogy
kimutattuk, ezek koziil a valtozasok kozil sok részben visszafordithatod a terapia leallitasaval, ami a
kés6ébbi on-off terapia bevezetésének molekularis alapjat adta [85, 132]. A migracids fenotipus mogott
EMT-szeri molekularis valtozasokat tudtunk kimutatni mindkét esetben. Az altalunk azonositott miR-
663a és miR-1 altal szabalyozott MDGAL és FRAS1 veserakban potencialis adjuvans terapias célpontok
vagy késleltethetd lenne a metasztazisok kialakuldsa. A migracids fenotipus kovetkezményeként a
befogadd szovet ereinek koopcidja torténik. Az érbefogas altal kozvetitett szerzett rezisztencia
megelozése érdekében sziikség lehet az antiangiogén terapia kombindldsara olyan gyogyszerekkel,
amelyek a tumorsjtek migracios képességét, illetve invazivitasat célozzak meg.
Mindkét daganattipusban els6ként irtuk le a kornyezo szovet ereinek tumorsejtek altali befogasat,
mint rezisztenciamechanizmust a szunitinib és szofafenib rezisztencia kialakuldsanak hatterében.
Eredményeink egy multifaktoridlis mechanizmust fedtek fel, melyben a sejtmigracié és az EMT-t

szabalyozd miRNS-ek kdzponti szerepet jatszanak [67, 85, 132].
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V.3. Szoveti miRNS-ek, mint sejtciklus és mitokondriilis funkcié szabalyozok hipofizis
neuroendokrin tumorokban

Hipofizis neuroendokrin tumorokban (PitNET) els6ként vizsgaltuk szisztematikusan a sejtciklus
G2/M atmenetét viszonylag nagyszamu klinikai minta felhasznalasaval szoveti microarray-en.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a CDK1 és a CDC25A tllzott expresszioja szerepet jatszik a
klinikailag nem funkcionaldé, NF-PitNET sejtek novekedésében a sejtciklus G2/M atmenetének
célpontként is tekintheté ezekben a daganatokban. Kimutattuk, hogy a CDC25A emelkedett mennyisége
egyértelmilen a tumorszuppresszor miRNS-ek (miR-424 és miR-503) csokkent expresszidjanak a
kovetkezménye [118].

A hipofizis hatso lebenyébdl kiindulo, ritka onkocitomak esetében, elséként irtuk le az erre a
daganattipusra jellemz6 tumorspecifikus ,,miRNome” valtozasokat. Kimutattuk, hogy a globalis miRNS
expresszio mogott a daganatokban a Drosha enzim csékkent mennyisége allhat [125]. Feltartuk, hogy a
megvaltozott expresszioju miRNS-ek befolyasoljak a sejtproliferaciot, a szénhidrat- és lipidanyagcserét,
ami kiterjeszti a korabbi ismereteinket, amelyek a szoveti metabolom analizisen alapul6 csokkent citrat-
ciklust és a pentoz-foszfat és foszfolipid szintézis fokozodasat mutattak. A diszregulalt miRNS-ek koziil
a miR-127-3p és a miR-744-5p funkcionalis vizsgalatokban is tumorszuppresszor hatasunak bizonyult.
Bizonyitottuk a mitokondridlis Aconitaz 2-t (ACO2) célz6 miR-744-5p kozponti szerepét az
onkocitomak citrat-ciklus szabalyozasaban. Mivel a korabbi irodalmi adatok alapjan az onkocitomakban
talalt komplex I mutaciok onmagukban nem elegend6ek a mitokondrialis proliferacidhoz, arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az eltérden expresszalt miRNS-ek kiegészité szerepet jatszanak a
tumorigenezisben, a mitokondrialis diszfunkcioban és az anyagcserében.

A hipofizis onkocitomakban downregulalt miRNS-ek 40%-a a 140932 kromoszoma régioban
kodolt, beleértve a miR-127-3p-t is. Ez az egyik legnagyobb miRNS klasztert kodold régio és gyakran
deregulaltak daganatokban [304, 305]. A 14q32 16kuszon kodolt miRNS-ek funkcidjat tekintve szamos
daganatpatogenezishez és progressziohoz kapcsolod utvonalat, beleértve a TGFB, EMT, Ras,
PI3K/AKT/mTOR ¢és ErbB jelatvitelt, az invazivitas és metasztazis kialakulasban részt vevo utvonalakat
(pl. proteoglikanok, adherens junction, fokalis adhézid, mitogén-aktivalt protein kinaz) vagy a
pluripotenciat és 6ssejt jellemzOket befolyasolo utvonalakat azonositottunk [127], melyet az irodalmi
adatok is tamogatnak [306, 307]. Mas daganattipusokhoz hasonléan a 14q32 miRNS-ek is jelentOs
szerepet jatszanak az endokrin mirigyek tumorigenezisében [30]. A kiilonb6z6 endokrin
tumortipusokban ez a miRNS klaszter tiikrozi a miRNS-ek altalanos szdveti specificitasat az expresszios
mintazat, a tumorszuppresszor vagy onkogén funkcié tekintetében, és jelentds hatassal van a
prognozisra is. Tekintettel a 1432 miRNS-ek stabil expresszidjara egészséges egyénekben a
vérkeringésben, ennek a miRNS-klaszternek a tovabbi vizsgéalata lehet6séget nyujthat arra, hogy

diagnosztikai vagy prognosztikai biomarkerként hasznaljak ket endokrin daganatokban [127].
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V.4. miRNS-ek potencialis alkalmazasa folyadékbiopsziabél, mint diagnosztikus biomarkerek
Vilagossejtes veserakkal rendelkezd betegek vizeletmintainak vizsgalataval meghataroztuk a
jellegzetes miRNS-mintazatot, amely nemcsak az egészséges személyektél valo elkiilonitést teszi
lehetévé (miR-126-3p-miR-449a kombinacid), de a nagy, valamint a kis daganatok (<4 cm)
kimutatasara és elkiilonitésére (miR-17-5p-miR-25-3p, miR-21-5p) is alkalmas. Jelenleg a legtobb ilyen
kis daganatot véletlenszeriien diagnosztizaljak a mas célbdl végzett képalkotd vizsgalatok soran. Az
ilyen méretii daganatok esetében szdba johet az aktiv megfigyelés, mivel a nagyobb daganatok nagyobb
eséllyel malignusak. Emellett az altalunk azonositott specifikus miRNS kombinaciokkal (miR-17-5p-
miR-25-3p, MiR-21-5p) meg lehetett kiilonboztetni a jo- és a rosszindulati kis méretii daganatokat is,
amely bar tovabbi validalasra var, nagyban segithetné korai intervenciot a rosszindulati daganatok
esetében [34]. Ezek a miRNS-ek tehat, az extracellularis folyadékokban valé nagyfoku stabilitasuk miatt
nem invaziv, diagnosztikus biomarkerekként szolgalhatnak ebben a betegségben. A vizeletben
azonositott miRNS-ek 0sszefliggését a daganat jelenlétével pre- és posztoperativ vizeletmintak,
mutattuk meg, hogy a miRNS-ek kozvetithetik a sejt-sejt kommunikaciot a veserakban.

Szintén elészor elemeztiik a keringd miRNS-ek expresszios szintjét és isomiR profiljat a
kiilonb6zo PitNET daganatos betegektdl szarmazd pre- és posztoperativ mintakban, és mai napig
kozléslink a legkomprehenzivabb tanulmény a nem-funkcionalé, NF-PitNET daganatokra nézve.
Kimutattuk a betegek plazmajaban keringd miRNS-ek altaldnos alacsony szintjét az egészséges
egyénekhez képest. Az PitNET specifikus szoveti miRNS-ek rendkiviil alacsony expresszids szintje
megkérddjelezi megbizhaté kimutathatGsagukat a keringésben. Elséként analizaltuk az isomiR-ek
jelenlétét PitNET daganatos betegekben mely nagyfoka specificitdst mutatott a daganattipusoktol
fiiggben [121]. Vizsgalatunkban a betegek pre- és posztoperativ mintainak 6sszehasonlitasaval a miR-
143-3p-t a betegek nyomon kovetésére alkalmas potencialis biomarkerként azonositottuk, kizarolag
FSH/LH+ PitNET betegek esetében a sebészeti beavatkozas utan. Alkalmazhatosagara nézve
analizaltuk a betegek szamos klinikai, patoldgiai és laboratériumi paramétereit, amelyektdl a miR-143-
3p fiiggetlen maradt és kizarhatdo volt a miitéttel kapcsolatos altalanos hatdsok (érzéstelenités,
fajdalomcsillapitas stb.) befolyasa is. Kimutattuk, hogy a miR-143-3p nem exoszomalis, inkabb
fehérjéhez kotott modon van jelen a keringésben, mely hatassal van a féléletidejére. Természetesen
tovabbi vizsgalatok, nagyobb kohorszon lennének sziikségesek a tovabbi validacidohoz a klinikai
bevezetés el6tt [37].

A szérumban keringd miRNS-ek diagnosztikai alkalmazhatosagat kiprobaltuk kombinacioban a
klasszikus laboratoriumi tumormarkerrel, a chromogranin A-val (CgA) is hasnyalmirigy neuroendokrin
tumoros (pPNET) betegek mintain, melyet kontrollként egészséges személyek PPI kezelt vagy kezelés
nélkiili és PPGL betegek szérum mintaival hasonlitottunk 6ssze. A CgA mind PPI szedés hatasara, mind
PPGL betegeknél emelkedett lehet, melyek zavard tényezOként hatnak a CgA tumormakerként valo
megbizhatosagara nézve. Kiilonos kihivast jelentenek a funkcionalisan inaktiv, hormont nem termeld

daganatok is, melyek esetében a CgA diagnosztikai ereje csekély. Ilyenkor a diagndzis altalaban késhet
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a specifikus keringé biomarkerek hianya miatt, a megkésett diagnozis pedig befolyasolja a prognozist
és a tulélést [108]. Ebben nytjthatnak segitséget a miRNS-ek mint keringd biomarkerek. Munkankban
elészor vizsgaltuk a keringd miRNS-ek diagnosztikai pontossagat a CgA-val 6sszefiiggésben pNET
betegeknél. A miRNS-profil segitségével képesek voltunk megkiilonboztetni a daganatos (PNET/PPGL)
figyeltiik meg az egészségesekhez képest. A CgA-hoz hasonléan a miRNS-mintdzat 6nmagéban nem
volt alkalmazhat6 a PPGL/pNET biomarkereként PPI-kezelés esetén. 3-5 miRNS-bél1 allé kombinacid
a CgA-val egyiitt azonban még a legnagyobb kihivast jelent6 csoportban (alacsony CgA-szinttel
rendelkezd vagy PPl-kezelésben részesiil6 pNET-betegek) is igéretes diagnosztikai eszkozt jelentett

[120].

V.5. A DNS metilacio-demetilacio ciklus eltéréseinek osszefiiggése hipofizis neuroendokrin
tumorsejtek bioldgiai viselkedésével

A DNS citozin intermediereinek elkiilonitéséhez specialis mdodszerek alkalmazasara van sziikség.
Vizsgalatunk idején korabbi kozlemények mind biszulfit konverzid alapu moddszereket hasznaltak,
melyek nem voltak képesek a teljes genom ilyen jellegli lefedésére még az in. array-k alkalmazasaval
sem, amelyek a gyart6d altal meghatarozott probakészlettel dolgoznak, mig az NGS alapt technikdk
nehézsége az adatok elemzése soran {itkozik ki (a szekvencia Osszerakdsanak bonyolultsaga a négy
helyett harom bazisbol all6 DNS miatt, amikor a nem metilalt citozinok timinekké alakulnak 4t a
biszulfit-kezelés utan). A munkacsoportunkkal kollaboracioban kifejlesztett HPLC-MS/MS modszer
képes pontosan kvantifikalni az 5-metilcitozin (5mC) és az 5-hidroximetilcitozin (5hmC) citozin
intermedierek globalis mennyiségét. PitNET daganatok metilacios profiljarol torténtek kordbban
kozlések az elobb leirt modszerek alkalmazasaval, am a globalis metilacios statusz vagy a demetilacio
folyamatardl nem voltak ismereteink, igy PitNET szdveteket felhasznalva vizsgalataink soran ezeket
elemztiik.

PitNET daganatokban a demetilacio folyamata (amelyet a megnovekedett ShmC/5mC arany
jelez) negativan korrelalt a proliferacios rataval, és az 5ShmC, valamint az 5ShmC/mC arany magasabb
volt a kevésbé differencialt sejtekben [124]. Az epigenom megvaltoztatisa PitNET daganatokban
decitabinnal csokkent metilacidhoz és megndvekedett ShmC mennyiséghez (és ShmC/5mC aranyhoz)
azonositottuk a metilacio-demetilacio folyamatat szabalyozo TET1-3 enzimek és kofaktoruk (UHRF2)
expresszios eltéréseit.

Adataink els6 alkalommal utaltak arra, hogy az ShmC ¢és az ShmC/5mC arany a PitNET
viselkedésének potencialis biomarkere lehet, amely jelzi a differencidlodést és a proliferativ allapotot,
valamint potencialisan szolgalhat a decitabin hatdsdnak nyomon kovetésére szolgald biomarkerként.
Eredményeink felvetették a decitabin, mint epigenetikai modositdé alkalmazasat terapiarezisztens
PitNET daganatokban.

Egy masik epigenetikai modositd, az aszpirin hatasat is elemeztiik PitNET daganatokban. Az

aszpirin daganatellenes hatasat tobbek kozott a PitNET sejtekre epigenomikus és genomikus szinten
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fejtette ki globalis demetilaciot eredményezve. Ennek transzkripcids kimenetelében a legfontosabb
szerepet a p53 és az E2fl transzkripcios faktorok befolyasolasa jatszotta. A demetilacio-Pitgl
szabalyozd haldzatot elsdként irtuk le [123], mint tumorellenes mechanizmust, amelyben az aszpirin a
Pttgl-t, a PitNET daganatok f6 onkogénjét, harom mechanizmus: globalis demetildcid, promoter
szupresszido és p53 stabilizacidé altal is gatolta. A Survivin, a PitNET daganatokban fokozottan
expresszalodo onkogén gatlasat az aszpirin az E2f1 transzkrpcids faktor aktivitasanak csokkentésével
fejtette ki. Human daganatszoveteken a Survivin fokozottan expresszalodott, amely magas expresszio
igy eldre jelezheti a daganatok aszpirinre valoé fogékonysagat, mint potencialis prediktiv marker. A
Survivint, egyes vizsgalatokban pedig a PitNET daganatok invaziv tulajdonsagaval is osszefliggésbe
hoztak. Végeredményben az aszpirin kezelés csokkentette tobb PitNET sejtvonal életképességét és
¢s CDK2 Survivin-fiiggetlen gatlasan, valamint a szabalyozott transzkripcios faktorok megvaltozott
aktivitasan alapult [117]. Az 5hmC, amely korrelalt a Ki-67-tel és a PitNET differencialtsagi allapotaval
¢s igy a daganatok agresszivitasanak markere lehet, szintén jelezte az aszpirin tumorellenes hatasat.
Human PitNET daganatok transzkriptom valtozasai és az aszpirin altal szabalyozott transzkripcids profil
kozotti nagy atfedés (>20%) alatamaszthatja az aszpirin potencialis jotékony hatasara a PitNET
betegekben. Vizsgalataink alapjan tehat az epigenetikai moddositd hatassal rendelkezé decitabin,
aszpirin, vagy Survivin inhibitor alkalmazasa, mint potencialis terapias opcio meriilhet fel az agressziv,

terapiarezisztens PitNET daganatok esetében.
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V1.  Kovetkeztetések

A daganatok genetikai és epigenetikai eltérések kovetkeztében alakulnak ki, melyek
befolyasoljak a betegség progresszidjat Az epigenetikai szabdlyozas részeként a miRNS-ek és a
dinamikus DNS metilacio szabalyozas fontos szerepet tolt be, és szamos jelatviteli itvonal megvaltozott
miikodését eredményezi. Ezért a DNS szintli vizsgalatok mellett, az mRNS-, miRNS- és fehérje szintli
eltérések is fontos funkciondlis informdciokat rejtenek magukban, melyek Osszességében hatarozzak
meg a daganatok genetikai és epigenetikai tajképét. Ezért vizsgalatainkban tobbszintli genomikai adatok
Osszeillesztését végzetiik el komplex bioinformatikai analizissel, eredményeinket pedig tobb fiiggetlen
human minta kohorszon és kisérletes modszerekkel is validaltuk. Ezekkel a mddszerekkel jobb ralatast
kaphatunk a daganatok kialakulasara, progresszidjara, valamint gyogyszerrezisztencia molekularis
hatterére.

Ezt a megkozelitést alkalmazva azonositottunk szamos miRNS-t és azok célmolekulait, melyek a
mezenchimalis tranziciot (EMT), az AHR és Wnt jelatviteleket szabalyozzak. Emellett diagnosztikus és
prognosztikai jelent6sséggel birnak human daganat mintakon vizsgalva.

Vizelet, plazma ¢és szérum mintak elemzésével igazoltuk, hogy a miRNS-ek alkalmazhatdak
folyadékbiopszids biomarkerként klinikai mintdkon: diagnosztikus, valamint betegkovetéshez
alkalmazhato MiRNS-eket és miRNS kombinacios markereket azonositottunk. Emellett igazoltuk, hogy
a daganatsejtek miRNS tartalmi exoszomdkat szekretdlnak, melyeken keresztiil kornyezetiikben
talalhat6 sejtekkel kommunikalnak.

Az epigenetikai eltéréseket célzd gyogyszerek igéretes terapiak, mivel ellentétben a DNS szintii
valtozasokkal (DNS mutacidkkal), az ,,epimutaciok” konnyen valtoznak és epigenetikai terapiaval
visszadllithatok normalis allapotukba, ezzel a daganatkialakulds vagy progresszié folyamata
potencialisan visszafordithatd. Az epigenetikai hatdsu aszpirin hatdsmechanizmusat vizsgalva
kimutattuk a demetilacio Osszefiiggését a p53 és E2f1 transzkripcios faktorok altal kdzvetitett
jelatvitellel, valamint a PTTG1 miikodésével, melyek meghatarozzak a daganatellenes hatést hipofizis
neuroendokrin tumorsejtekre nézve. Amellett, hogy az 5hmC-t, mint potencialis markert azonositottuk
a hipofizis neuroendokrin daganatok proliferativ és differenciacios allapotara nézve, a decitabin és az
aszpirin daganatellenes hatasanak nyomon kdvetésére is alkalmas biomarker, amely potencialis segitség
lehet a nem-funkcionalis, agressziv, terapiarezisztens hipofizis daganatok kezelésében.

Az epigenetikai eltérések tehat jelentds hatassal birnak a jelatviteli utvonalak miikddésére, ezaltal a
daganatok patogenezisére és progresszidjara, valamint a gyodgyszerrezisztenciara. Mindemellett
lehetséges diagnosztikus, prognosztikus markerként alkalmazhatéak mind szovetbdl, mind

folyadékbiopszias mintakbol mérve és lehetséges terapias célpontként is tekinthetiink rajuk.

141



henriettbutz 199 24

VIl. Eredeti megfigyelések, ij megallapitasok

MIRNS-ek dltali szabdlyozé mechanizmusok feltirdsa kiilonbozd daganatokban:

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

Azonositottuk a legfontosabb szereppel biré tumorszuppresszor miRNS-eket vildgossejtes veserak
patogenezisében, melyek koziil a harom kozponti funkciot ellato miRNS (miR-124-3p, miR-200c-
Els6ként mutattunk ra az AHR tumorigenezisben betoltott szerepére vilagossejtes veserakban,
melynek fokozott kifejezédése, legalabb részben, a csokkent expresszidji miR-124-3p-nek
kdszonhetd.

Az AHR diagnosztikai és prognosztikai jelentdségét 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,
Vilagossejtes veserak és hepatocellularis karcinoma esetében elsoként irtuk le az erek koopcidjat
(érbefogast), mint rezisztenciamechanizmust az angiogenezis gatld szunitinib és szorafenib
rezisztencia kialakuldsanak hatterében. Igazoltuk a daganatsejtek jellegzetes fenotipus valtasat, mint
adaptiv mechanizmust, melyben a sejtmigracié kozponti szerepet tolt be.

Vilagossejtes veserakban a szunitinib rezisztencia kialakulasaban ramutattunk az MDGAL és FRAS1
gének miikddésének miRNS-ek altali szabalyozasanak jelentségére.

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

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

Szintetizaltuk a 14q32 16kuszon kodolt miRNS klaszter expresszids mintazatat kiilonbdz6 endokrin
daganatokban, mely a szovetspecifikus funkciot tolt be a daganatok progressziojaban.
Mellékvesekéreg daganatokban és a legkiilonb6zobb gliikokortikoid célszovetekben kimutattuk a
gliikokortikoidok hatasara megvaltozott Wnt jelatvitel mikdodését, melyet — legalabb részben —

MiRNS-ek kozvetitenek.
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MiRNS-ek, mint potencidlis extracelluldris biomarkerek vizsgdlata:

o Igazoltuk, hogy a miRNS-ek alkalmazhatdak folyadékbiopszias biomarkerként klinikai mintakon.

e Vilagossejtes veserakban vizeletbdl olyan exoszomalis miRNS kombinaciokat hataroztunk meg,
melyek szignifikansan elkiilonitik a daganatos mintdkat az egészséges vizelettdl és a joindulata
vesedaganatokkal rendelkez6k mint4itol.

e Igazoltuk, hogy a daganatsejtek miRNS tartalmu exoszomékat szekretidlnak, melyeken keresztiil
kornyezetiikben talalhat6 sejtekkel kommunikalnak.

e Hipofizis neuroendokrin daganatok esetében eldszor elemeztiik a plazma miRNS-ek expresszios
szintjét €s isomiR profiljat a kiilonb6zo 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.

o Els6ként vizsgaltuk a keringd miRNS-ek diagnosztikai jelentéségét a kromogranin A-val (CgA)
Osszefiiggésben hasnyalmirigy neuroendokrin tumorral rendelkez6 betegeknél. Kimutattuk, hogy a
MiRNS-ek képesek emelni a CgA diagnosztikai pontossagat, és 3-5 miRNS-bdl és a CgA-bdl allo
kombinacié még az alacsony CgA-szinttel rendelkezd vagy protonpumppa gatld kezelésben

részesiilé pNET-betegeket is képes volt nagy erével elkiiloniteni.

A  metilacio-demetilacio, mint epigenetikai modosito mechanizmus vizsgdalata daganatok

viselkedésében:

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

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

o Elsoként irtuk le az demetilacio-Pttgl-p53 szabalyozo kor mikodését.

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

nyomon kdvetésére.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Els6ként 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 hivatdsom, amiért azéta is halaval tartozom
neki, hiszen a PhD-t kovetd kétéves kutatomunkamat kivéve, folyamatosan orvosként, rezidensként,

szakorvosként dolgozhatom.

Nagy halaval tartozom Patdcs Attila professzor trnak, akivel Amerikabdl hazatértét kvetéen azota is
egylitt dolgozom. Attila Racz tanar r halalat kvetden fonokom az altala vezetett Kutatocsoportban, a
Labormedicina Intézetben, és magaval hivott késébb az Orszagos Onkologia Intézetbe is, ami

megtiszteltetés szamomra. Nemcsak szakmai, hanem barati tdimogatasat élvezhetem, kdszonom.

A dolgozatomban szerepld eredmények tilnyomod tobbsége a Semmelweis Egyetem volt II. sz.
Belgyogyaszati Klinikdn, majd a Laboratériumi Medicina Intézetben helyet kapd, Patocs Attila altal
vezetett Lendiilet, majd Orokletes Daganatok Kutatocsoportban végzett kutatisi munka eredménye.
Ezért kdszonettel tartozom a volt I1. sz. Belgyogyaszati Klinika igazgatoinak (Dr. Racz Karoly, Dr. Toth
Miklés és Dr. Igaz Péter professzoroknak), hogy tamogattak intézetiikben folytatott kutatomunkam.
Kiilén koszonet illeti Dr. Sziics Nikolett docens asszonyt a vérmintak gytjtésében nyujtott segitségéért
¢s a baratsagaért. Koszondm Vasarhelyi Barna professzor urnak, hogy befogadott intézetébe, és a napi

rutin munka mellett a mai napig timogat6 kornyezetet teremett a kutatasi projektek megvaldsitasahoz.

Kiilon koszonettel tartozom Czirjak Sandor idegsebész professzor urnak, akinek segitsége nélkiil nem

valosulhatott volna meg a hipofizis neuroendokrin tumorszoveteken végzett kutatasaim.

Halas vagyok Korbonits Marta akadémikus asszonynak a példamutatasaért és szakmai, barati

tamogatasaért, mely folyamatosan inspiral a hipofizis tumorok vizsgalataban.

Szeretném koszonetem kifejezni Karlinger Kinga tanarnének és Martos Janos f6orvos urnak, akik
elinditottak a tudomanyos palyan. Koszondm Glaz Edit professzorasszony ¢s Olah Edit akadémikus

asszony folyamatos szeretetét és tamogatasat, életutjuk példa szamomra.

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.

Koszondm Patocs Attila altal vezetett kutatocsoport tagjainak és a Genetikai és Endokrinologiai
Laboratérium minden munkatarsanak a kdzos munkat. Kiilon kdszonettel tartozom Nyird Gébornak,
Mészaros Katalinnak, Benkd Mariannak, Kocsis Evelinnek, Kovacs Annanak és Kovacs Agnesnek a

sok-sok segitségért a mindennapokban.
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Ko6szonom, hogy egyiitt dolgozhattam Darvasi Ottd, Liko Istvan és Szabo Péter bioinformatikusokkal,

akikt6l rengeteget tanulhattam.

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

vezetett laborban és a munkatarsaitol tanulhattam.

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

szerepld eredmények jo részében oroszlanrészt vallaltak.

A dolgozatban bemutatott kutatd6 munka wultols6 eredményeit, valamint az Grokletes
daganatszindromaval rendelkez6 betegek genetikai vizsgalatait és az ehhez kapcsolodd kutatasokat az
Orszagos Onkologiai Intézet Molekularis Genetika Osztalyan végeztem és most is végzem, amiért
szeretném kifejezni koszonetemet Polgar Csaba figazgatd féorvos urnak, hogy mindezt tamogatja.
Szintén kdszonom a Molekularis Genetika Osztaly munkatarsai szamara, hogy 2019 januar 1. 6ta egyiitt
dolgozhatunk és kutathatunk. Szintén kdszonom Nagy Péter professzor tirnak a tudomanyos munkaban

nyujtott tamogatasat.

A kutatdsaimhoz felhasznalt anyagi tdmogatisért kdszonettel tartozom a Magyar Tudoményos
Akadémianak, az Nemzeti Kutatasi Fejlesztési €s Innovacios Hivatalnak, az Innovacios és Technoldgiai

Minisztériumnak és a Semmelweis Egyetemnek az altaluk nyujtott palyéazati forrasokért.

Végiil, de nem utolso sorban szeretnék kdszonetet mondani csalddomnak és barataimnak, hogy a munka

¢s kutatas folyaman a mai napig kitartottak mellettem é€s szeretnek.
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T . . . Szama Hivatkozasok'
udomanyos kézlemények = — =
Osszesen |Részletezve| Filiggetlen Osszes
|. Tudomanyos folyo:’>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 ntl'«alg UVJS @La ybcu;gs %nd_s;_legeg mdzt’A'artott 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



