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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

3’-UTR/5’-UTR: át nem íródó régió (untranslated region) 

5-FU: 5-fluorouracil 

ACC: adenoid cysticus carcinoma (adenoid cystic carcinoma) 

AJCC: a ráktípusok stádiumainak meghatározásával foglalkozó 

amerikai bizottság (American Joint Committee on 

Cancer) 

AKT: v-akt rágcsáló thymoma virális onkogén homológ 1 

ANOVA: variancia analízis (Analysis of variance) 

bACC: emlőből kiinduló adenoid cysticus carcinoma (breast- 

derived adenoid cystic carcinoma/) 

BCL2: B-sejtes CLL/lymphoma 2 (apoptózist gátló molekula) 

BCL9: B-sejtes CLL/lymphoma 9 

BCR/ABL: fúziós fehérje a Philadelphia kromoszómán a 22-es és 9-

es kromoszómák transzlokációjának következtében 

(breakpoint cluster region/ ABL proto-oncogene 1) 

BIM/BCL2L11: BCL2-szerű 11 (szerin-treonin kináz) 

BMPR2: csontvelő morfogenetikus protein receptor,2-es típus 

bN: kontroll emlőszövet (breast – normal)  

CCND1: cyclin D1 

CDC25A: sejtosztódás ciklus 25A (foszfatáz)  

CDH1/ECAD cadherin 1/ E-kadherin (E-cadherin) 

CDK6: cyclin-dependens kináz 6 (cyclin-dependent kinase) 

cDNS: komplementer DNS (mRNS-ről szintetizált DNS) 

CGH: komparatív genomiális hibridizáció (comparative 

genomic hybridization) 

CK: citokeratin (cytokeratin) 

c-KIT/KIT: v-kit macska sarcoma vírus onkogén homológ 

c-Myb: v-myb madár myeloblastosis vírális onkogén homológ 

CNN2: calponin 2 

Ct: küszöb ciklusszám, vagy áttörési pont a fluoreszcens jel 

detektálása szempontjából kvantitatív PCR esetén 

DGCR8: DiGeorge syndroma kritikus régió gén 8 

mikroprocesszor komplex alegység (diGeorge syndrome 

critical region 8) 

DNS: dezoxiribonukleinsav 

ER/ESR1: ösztrogén receptor-1 

ERBB1/EGFR: epidermális növekedési faktor receptor (epidermal 

growth factor receptor) 

FFPE: formalin-fixált, paraffinba ágyazott (formalin-fixed, 

paraffin-embedded) 

FGFR2: fibroblaszt növekedési faktor receptor 2 

FOXO1: a forkhead domént tartalmazó transzkripciós faktorok 

családjának tagja (forkhead box O1) 

HE hematoxylin-eosin 

HER-

2/neu/HER2/ERBB2: 

humán epidermalis növekedési faktor receptor 2 (erb-b2 

receptor tyrosine kinase 2) 

HMGA2: magas mobilitású csoport AT-hurok 2 (high mobility 

group AT-hook 2) 
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IGFR1: inzulin-szerű növekedési faktor receptor 1 (insulin-like 

growth factor type 1 receptor) 

IL-8: interleukin 8 

IPA
®
: Ingenuity útvonal analízis (Ingenuity Pathway 

Analysis
®
) 

JAK1 Janus kináz 1 (Janus kinase 1) 

Ki-67: sejtosztódással társított magi fehérje  

KISS1R: (a KiSS-1 metasztázis-szupresszor gén termékének, a 

metastatinnak a receptora) 

KRAS: Kirsten patkány sarcoma virális onkogén homológ 

LAMTOR3: késői endosomális/lysosomális adaptor, MAPK és 

MTOR aktivátor 3 

MAP3K12: mitogén-aktivált protein kináz kináz kináz 12 

MAPK1/ERK: mitogén-aktivált protein kináz 1 

MEF2D: myocytafokozó faktor 2D (sejtek differenciációjában 

részt vevő transzkripciós faktor) 

miRNS/miR: mikro-RNS  

MTOR rapamycin mechanikus targetje (szerin/treonin kináz)  

MTX: metothrexát 

MYB: v-myb madár myeloblastosis virális onkogén homológ, 

transzkripciós faktor 

MYC: v-myc madár myelocytomatosis virális onkogén 

homológ, transzkripciós faktor 

NFIB: magi faktor I/B 

NOTCH1: notch 1 (transzmembrán fehérje) 

NOTCH2: notch 2 (transzmembrán fehérje) 

p53: protein 53 

PACT/PRKRA: az interferon által indukált protein kináz protein 

aktivátora  

PgR: progeszteron receptor 

PIK3CA/PI3K: foszfatidylinozitol-4,5-biszfoszfát 3-

kinázkatalítikusalegység alpha 

PLAU: plazminogén aktivátor, urokináz (szerin proteáz) 

PRIM1: primáz, DNS, polypeptid 1 (primerekként funkcionáló 

RNS-eket szintetizál DNS megkettőződés során) 

PTEN: foszfatázés tenzin homológ (tumor szupresszor) 

RET: ret protoonkogén (receptor tirozin kináz) 

RNS ribonukleinsav 

rRNS: riboszomális RNS  

qPCR: kvantitatív/valós idejű polimeráz láncreakció 

(quantitative/real time polimerase chain reaction) 

RUNX1: a CBF transzkripciós faktor alfa alegysége (runt-related 

transcription factor 1) 

sACC: nyálmirigyből kiinduló adenoid cysticus carcinoma 

(salivary gland-derived adenoid cystic carcinoma) 

sN: normál/kontroll nyálmirigy szövet 

SNAIL2: snail cink-ujj fehérjék családjába tartozó transzkripciós 

faktor 

snoRNA kis nukleoláris RNS (small nucleolar ribonucleic 

acid/RNA) 
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STK11: szerin/treonin kináz 11 

TNBC:  tripla-negatív emlőrák (triple-negative breast cancer) 

TNFα: tumor nekrózis faktor alfa 

TP53: tumor protein p53 

TRBP: transz-aktivációs válasz serkentő (TAR) RNS-hez 

kötődő fehérje 

tRNS: transzfer RNS 

VEGFA: vaszkuláris endothelialis növekedési faktor A (vascular 

endothelial growth factor A) 
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1. BEVEZETÉS 

1.1. Adenoid cysticus carcinoma (ACC) 

 

Az ACC a fej-nyak régió malignomáinak csupán kevesebb mint 5%-ában előforduló 

daganattípus
Dodd,2006;Gomez,2008

, azonban a nyálmirigyeket érintő rosszindulatú daganatok között 

viszonylag gyakori elváltozásnak számít. Átlagosan minden negyedik nagy nyálmirigyből 

kiinduló
Renehan,1996

 és szinte minden második kis nyálmirigyet érintő rosszindulatú daganat 

ACC
Anderson,1995

, mely leggyakrabban a fültőmirigyet, az állkapocs alatti mirigyeket, valamint 

a szájpad területén található mirigyeket érinti
Marchio,2010

. Az ACC egyéb szervek 

szeromucinózus mirigyeiből is kiindulhat: megjelenhet a bőrben
Gray,1963

, az 

emlőben
Weitzner,1970

, előfordulhat a könnymirigyekben
Paulino,1999

, a prosztatában
Nkanza,1988

, 

vaginalis
Stefani,1970

, valamint cervikális mirigyekben
Tchertkoff,1962

, valamint érintheti a 

hallójáratokat
Mashkevich,2006

, a légcsövet
Hajdu,1970

, a tüdőt
Reid,1952

, illetve akár a 

nyelőcsövet
Kitada,1997;Tonini,1995

 is. Ritka esetekben petefészek, pajzsmirigy, illetve lágyrész 

kiindulású ACC is előfordul
Li,2012

. 

 

1.1.1. Az ACC szövettana, patológiai diagnosztikája 

 

Az ACC hisztomorfológiailag igen változatos képet mutat amellett, hogy a sejtek 

viszonylag egységes megjelenésűek. Szövettani képére kettős sejtpopuláció jellemző: 

myoepithelialis (basalis) és ductalis (luminalis) sejtek egyaránt megtalálhatóak benne, melyek 

szorosan egymás mellé rendeződve viszonylag egységes megjelenésű csoportokat alkotnak. 

Az egyes sejtcsoportok között hyalinnal kitöltött terek láthatóak, melyek környezetében az 

alacsony mitotikus aktivitást mutató, szegényes citoplazmával rendelkező tumorsejtek 

gyakran paliszád-szerű elrendeződést mutatnak. A sejtcsoportok leggyakrabban cribriform 

megjelenést öltenek, azonban tubularis és szolid mintázatot is mutathatnak. A cribriform 

mintázatot sokszor „svájci sajt” („Swiss cheese”) jelzővel is illetik
Tauxe,1962

. Az 1. és 2. 

ábrákon egy emlő és egy nyálmirigy eredetű ACC mikroszkópos képe látható. 
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1. ábra: Emlőből kiinduló Grade II ACC szövettani képe (HE, 10x) 

 

2. ábra: Nyálmirigy eredetű Grade II ACC szövettani képe (HE, 10x) 

A daganat cribriform megjelenésű formáját korábban – cilinderekre emlékeztető 

daganatos stromája miatt – cylindromának nevezték, mely az összetéveszthetőségig hasonlít a 

bőrből kiinduló cylindroma szöveti képéhez. A megnevezés Theodor Billroth, XIX. századi 

sebészorvos nevéhez fűződik
Billroth,1859.

, azonban a daganat első leírói az 1850-es években 

Robin, Lorain és Laboulbene voltak
Mehta,2013

. Billroth nevéhez az elváltozás kiújulásra való 

fokozott hajlamának felismerése fűzhető, ennek ellenére azonban az ACC-t sokáig benignus 

tumornak tartották. Ezt a tévhitet az 1940-es években Quattlebaum, Dockerty és Mayo 

cáfolták meg
Quattlebaum,1946

. 
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A nyálmirigy eredetű ACC (salivary gland-derived adenoid cystic carcinoma/sACC) 

szövettani grádusát egy három pontos skálán határozzuk meg, melynek alapját a daganaton 

belül előforduló, eltérő morfológiát mutató területek százalékos megoszlása adja. A jól 

differenciált (grade I) ACC-k közé a javarészt tubularis és cribriform megjelenésű területeket 

tartalmazó daganatok sorolhatóak, melyekben a szolid területek aránya nem haladja meg a 

30%-ot. Közepesen differenciált (grade II) ACC-k közé tartoznak a 30 és 70% közötti szolid 

komponenst tartalmazó tumorok, míg rosszul differenciált (grade III) daganatok esetében 

70% feletti szolid komponenst láthatunk
Batsakis,1990;Szanto,1984

. Rosszul differenciált ACC esetén 

szövettanilag szembetűnően nagyobb, hyperchromatikus, kifejezett pleomorfiát mutató sejtek, 

valamint magas osztódási arány figyelhető meg. Ezek az esetek rendszerint kedvezőtlen 

prognózissal társulnak
Mitani,2011;Shin,2002

. 

Az emlő eredetű ACC (breast-derived adenoid cystic carcinoma/bACC) esetében szintén a 

nyálmirigy kiindulású forma gradálási rendszerét, a morfológiai megjelenést alapul vevő 

osztályozást alkalmazzuk.  
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1.1.2. Az emlőből kiinduló ACC és a tripla negatív emlőtumorok 

 

Az bACC egy igen ritkán, a rosszindulatú emlődaganatok kevesebb mint 0,1%-ában 

előforduló daganat
Glazebrook,2010

, mely az ún. „basal-like”(bazális típusú) molekuláris 

alcsoportba tartozik. Az emlő malignómáinak molekuláris felosztása Prat, Perou és Sorlie 

nevéhez köthető, akik génexpressziós mintázat alapján új csoportosítást 

alkottak
Perou,2000;Sorlie,2001

. Ennek alapján a mindennapi diagnosztikában immunhisztokémiai 

reakciókkal meghatározható fehérje expressziós mintázaton alapuló csoportosítást 

használunk. Ennek a „surrogate” osztályozásnak az alapját a daganatok hormonreceptor-

expressziós (ösztrogén, és progeszteron receptor /ER, PgR/), valamint HER2-

génamplifikációs és/vagy Her2-fehérje expressziós státusza adja. A hormonreceptor pozitív 

emlőcarcinomák luminalis típusúnak nevezendők, melyek proliferációs aktivitásuktól függően 

további kétcsoportra oszthatóak. A luminalis A csoport tagjai alacsony (14% alatti), a 

luminalis B csoportba tartozók magas (14% feletti) Ki67-expressziót mutatnak
Prat,2013

. A 

hormonreceptor expressziót nem mutató emlőrákok tartozhatnak a HER2-pozitív (HER2+), 

vagy a „basal-like” csoportba. Előbbi tagjai HER2-génamplifikációt mutatnak és fokozott 

mértékben expresszálják a Her2 fehérjét. Utóbbiak génexpressziós mintázatuk alapján sem 

ER, PgR kifejeződést, sem HER2 génamplifikációt nem mutatnak, azonban legalább egy 

basalis típusú citokeratint expresszálnak (CK5/6, CK14, vagy CK17)
Perou,2000;Sorlie,2001;Sorlie,2003

. 

Fehérje mintázatuk alapján ezek az emlődaganatok atripla-negatív (triple-negative breast 

cancer/TNBC) csoportba tartoznak. A „basal-like” csoporton belül génexpressziós mintázatuk 

alapján elkülöníthetők továbbá a „claudin-low” típusú emlőcarcinomák, melyeket 

epithelialis-mesenchymalis átalakulással (epithelial-mesenchymal transition/EMT) 

összefüggésbe hozható gének expressziója és daganatos őssejtekre jellemző genotípus 

jellemez
Creighton,2009

. 

Az egyes alcsoportok ugyan klinikopatológiailag igen heterogén csoportokat alkotnak, 

általánosságban elmondható, hogy a legrosszabb klinikai kimenetellel leggyakrabban a tripla-

negatív emlőcarcinomák rendelkeznek, melyek tagjait terápiára fokozottan rezisztens sejtek 

jellemzik és egyelőre célzott kezelési lehetőség sem áll rendelkezésre
Dent,2007;Prat,2014

.  
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1.1.3. Az ACC prognózisa és klinikopatológiája 

 

Az egyes szervekből kiinduló ACC mikroszkópos képe az összetéveszthetőségig 

megegyezik (1. és 2. ábra), ezzel ellentétben kiindulási szervtől függően igen változatos 

klinikai viselkedést mutathat. A nem nyálmirigyekből kiinduló ACC-k prognosztikai 

jellegzetességeiről ritka előfordulásuk miatt igen kevés adattal rendelkezünk, azt azonban 

tudjuk, hogy a legrosszabb lefolyás általában a cervixből, a könnymirigyekből, illetve a 

tüdőből kiinduló ACC-k esetében tapasztalható
Elhassani,2009;Font,1998;Li,2012;Ro,1987

. 

Az bACC az emlő rosszindulatú daganatainak körében speciális helyet foglal el: 

génexpressziós mintázata alapján ugyan a „basal-like” csoportba tartozik, prognózisa – 

ellentétben az erre a csoportra egyébként jellemző kedvezőtlen biológiai viselkedéssel – igen 

jó: sok éves követési időszak elteltével is 90% feletti teljes túlélés jellemzi
Ghabach,2010

. Ezzel 

szemben a sACC kedvezőtlen klinikai viselkedést mutat: a korai túlélési adatok kedvező volta 

ellenére (90% feletti túlélési arány), 5 év elteltével már 65-68% közötti
Ciccolallo,2009;Lin,2012

, 

ennél is hosszabb távú követési idő elteltével a pedig már csupán 50-60% közötti túlélési 

arányszámmal találkozhatunk
Ampil,1987;Lin,2012

. A sACC esetek lefolyása a primer tumor pontos 

lokalizációjától is függ: a kis nyálmirigyekből kiinduló formák általában kedvezőtlenebbül 

viselkednek, mint nagy nyálmirigyekből kiinduló társaik
Lin,2012

. 

Az bACCkiváló prognózisához feltehetően hozzájárul, hogy igen ritkán képez távoli 

áttétet (az esetek 91-96%-ában a tumor a kiindulási helyre lokalizálódik
Ghabach,2010;Li,2012

), 

valamint hogy igen magas arányban (mintegy 80%-ban) képvisel alacsony szövettani 

grádust
Li,2012. Mindezek ellenére egyes magas grádusú, távoli áttétet képző bACC-k esetében 

is megfigyelhető kedvező klinikai kimenetel
Millar,2004;Vranic,2007

.  

Ugyanakkor a sACC sokszor sokszor sokáig tünetmentesen, rejtett lokalizációban 

progrediál, így az esetek többségében csupán előrehaladott stádiumban kerül felismerésre, 

mely miatt operálhatósága is sokszor kérdéses. A sACC esetek nagy részére jellemző 

perineurális invázió, valamint távoli áttétek képzésére és recidívára való fokozott hajlam 

szintén kedvezőtlenül befolyásolja a prognózist
Marchio,2010

.  

A betegek korát illetően bACC és sACC esetek között számottevő eltérés nem 

azonosítható: szinte bármely életkorban manifesztálódhatnak (sACC: 21-89 év közöttiekben, 

bACC: 33-97 év közöttiekben), leggyakrabban azonban a bACC és sACC is 50-60 éves kor 

körül jelenik meg. Nyálmirigy eredetű ACC-k nők és férfiak körében közel azonos arányban 
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fordulnak elő, míg a bACC főleg nőkben fordul elő – hasonlóan a többi típusú 

rosszindulatúemlődaganathoz
Ghabach,2010;Sur,1997;Triantafillidou,2006

. Regionális nyirokcsomó áttétek 

képzése sem bACC, sem sACC daganatokra nem jellemző
Arpino,2002;van der Wal,2002

, ezek 

leggyakrabban a tüdő, valamint bronchus eredetű tumoroknál figyelhetők meg
Li,2012

. 

 

1.1.4. Az ACC molekuláris és genetikai jellegzetességei 

 

Mivel a bACC esetek többsége a bazális/tripla-negatív emlőtumorok közé sorolható, 

több kutatócsoport vizsgálta a nyálmirigyekből kiinduló ACC-k ER, PgR és HER2 státuszát. 

Ezzel kapcsolatban ellentmondásos eredményekkel találkozhatunk: míg egyes vizsgálatok 

alátámasztották, hogy a sACC esetek az emlő eredetű formákhoz hasonlóan mindkét 

hormonreceptor (ER, PgR) tekintetében negatívak
Marcinow,2014

, más eredmények szerint 

azonban előfordulhatnak közöttük ER, vagy PgR receptort expresszáló 

formák
Ozono,1992;Shick,1995

. A sACC esetek HER2/Her2-státuszára vonatkozóan hasonló 

ellentmondásokba ütközhetünk: fehérjeexpressziós és in situ hibridizációs vizsgálatok 

egyaránt változó eredményeket 

hoztak
Cho,1999;Clauditz,2011;Dori,2002;Gibbons,2001;Glisson,2004;Karja,1994;Kernohan,1991;Seethala,2011

. Az irodalmi 

adatok szerint főleg a tubularis és cribriform megjelenésű sACC daganatok expresszálnak 

Her2-t
Kusafuka,1991;Shintani,1995

. 

ACC-k egy részében kimutatták az ErbB1 (EGFR/epidermal growth factor 

receptor/növekedési faktor receptor) expresszióját is, mely a sejtek proliferációjának, 

motilitásának, adhéziójának és inváziójának szabályozásában, valamint angiogenetikus 

folyamatokban és a sejtek túlélésében szerepet játszó molekula. Az EGFR kifejeződése sACC 

esetekben – hasonlóan a Her2 fehérje expressziójához – az egyes tanulmányok szerint igen 

változó arányú (2 és 85% közötti
Chen,2001;Gibbons,2001;Kusafuka,1991;Shintani,1995;Vered,2002

), melynek oka 

feltehetően az egyes vizsgálati módszerek eltérő specificitásában és szenzitivitásában 

rejlik
Vered,2002

. 

Az ACC-k proliferációs aktivitása és prognózisa között – számos más daganatfajtához 

hasonlóan – egyenes arányú összefüggés figyelhető meg. sACC esetek Ki-67 expressziója 

egyes tanulmányok alapján igen változó (12-100%-os)
Alves,2004;Carlinfante,2005;Lazzaro,2000

. Az 

alacsony Ki-67 expresszió feltehetően a lassú növekedés jelzője, míg magas Ki-67 szintek 
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gyakran rosszul differenciált (szolid) megjelenéssel
Alves,2004;Cho,1999;Nordgard,1997

 és rosszabb 

klinikai kimenetellel társulnak
Norberg-Spaak,2000;Triantafillidou,2006;Wegner,2007

. Mindezek alapján a Ki-

67 expresszió meghatározása segítségünkre lehet az agresszívebb kórlefolyást mutató sACC 

esetek elkülönítésében
Lazzaro,2000;Norberg-Spaak,2000

. Az igen agresszív megjelenést mutató 

daganatokon kívül mind az emlőből, mind a nyálmirigyekből kiinduló ACC esetekre egyaránt 

alacsony Ki67 expresszió jellemző
Marcinow,2014;Trendell-Smith,1999

. 

Az ACC fontos differenciáldiagnosztikai markerének számít a c-KIT proto-onkogén, 

melynek fokozott expressziója fej-nyak régió területén található nyálmirigyekből kiinduló 

ACC-k mintegy 80-100%-ában
Edwards,2003;Vila,2009;Weigelt,2008

, az emlőből kiinduló formák pedig 

közel 100%-ában kimutatott.
Crisi,2005;Mastropasqua,2005

. A normál szövetekben sejtnövekedést, 

differenciálódási folyamatokat és sejtmigrációt szabályozó c-KIT
Woodburn,1999

 –ellentétben a 

Her2 fehérjével – leggyakrabban a szolid megjelenésű formával asszociálódik
Holst,1999;Jeng,2000

. 

KIT mutációt ugyan sACC esetekben leírtak már
Vila,2009

, azonban bACC esetekben jelen 

tudásunk szerint még nem sikerült igazolni
Wetterskog,2013

. Eszerint a c-KIT fehérje fokozott 

expressziójánakoka a KIT gén mutációján felül más is lehet
Holst,1999

. 

ACC esetek egy részében detektálható a MYB transzkripciós faktor fokozott expressziója 

is, mely gyakran társul rossz prognózissal sACC-ban szenvedő betegek körében
Mitani,2011

. A 

MYB fokozott expressziójának egyik oka mind bACC, mind sACC esetekben egy 

nemrégiben leírt mutáció
Persson,2009

, melyről Marta Persson munkacsoportja számolt be 

elsőként. A mutáció következtében a 6-os kromoszóma hosszú karjának 22-23-as régiója, 

valamint 9-es kromoszóma rövid karjának 14-es régiója között transzlokáció alakul ki 

(t(6;9)(q22-23;p23-24), mely az érintett régiókban lokalizált MYB és NFIB-t (nuclear 

transcription factor I/B) gének közötti fúzióhoz vezet. Az onkogén elváltozás az ACC-k 

patogenezisében kulcsfontosságú szerepet játszik és jelen tudásunk szerint az ACC-k eddig 

ismert egyetlen visszatérő mutációjának számít
Brill,2011;Persson,2009;Wetterskog,2012

. Gao és 

munkacsoportja által végzett tanulmányokban a forszírozott MYB/NFIB expresszió sACC 

esetekben a sejtek morfológiájának és a sejtek adhéziós tulajdonságainak megváltozásához 

vezet
Gao,2014

. Ugyan az ACC-kben gyakran megfigyelhető fokozott MYB expresszió bizonyos 

esetekben a MYB/NFIB gének közötti fúzió miatt jön létre, számos esetben annak hiányában 

is kimutatható
Persson,2009;Wetterskog,2012

. Ezáltal feltehetően egyéb mechanizmusok is 

közrejátszanak a magas MYB expresszió kialakulásában. 
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A különböző szervekből kiinduló ACC esetekben egyaránt megfigyelhető, MYB/NFIB 

fúziós gént kialakító transzlokáción kívül egyes kutatócsoportok sACC esetekben jelen lévő, 

további transzlokációk jelenlétét is igazolták (1. táblázat). Ugyan ezen felfedezések 

lényegesek lehetnek sACC esetek molekuláris jellegzetességeinek megismerésében, az egyes 

munkacsoportok által közölt eltérések csupán egy-egy különálló ACC esetben igazolódtak, 

melyeket más tanulmányok mind ez idáig nem támasztottak alá.  
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1. táblázat: sACC-ban, csupán egyedi esetekben igazolt kromoszómális transzlokációk és 

leíróik listája. 

Transzlokáció megnevezése Irodalmi hivatkozás 

t(6;12)(p21;q13) Martins
Martins,2001

 

t(6;14)(q22;q11) Bell
Bell,2007

 

t(6;9)(q23eq25;p22ep24) Nordkvist
Nordkvist,1994

, 

Stenman
Stenman,1986

 

t(6;15)(q25;q15) el-Naggar
el-Naggar,1999

 

t(1;9)(q21;p21e22) 

Nordkvist
Nordkvist,1994

 der(9)i(9)(q10)inv(9)(q12q13) 

der(X)t(X;9)(p21;p22e23) 

 

Rabban munkacsoportja által végzett tanulmányban a fent említett transzlokációkon felül 

további, egyéb mutációs mechanizmusokat is leírtak. Ezek között említhetjük a 22q, 19p13.3, 

a 11q13, a 12p13 és a 16q24 lókuszok funkciónyeréses, valamint a 9p13, 10p11, 14q11, 1p12, 

2p11, 5q13, 1p36, 2q21, 4p11, 7p11, 8p23, 10q11, 15p11 és 21p11 kromoszómák 

funkcióvesztéses mutációit
Vranic,2013

. A funkciónyerő mutációk területein a CNN2, STK11, 

KISS1R, valamint CCND1 géneket kódoló szakaszok találhatóak, a funkcióvesztéssel járó 

mutációk helyén a BCL9, NOTCH2, valamint RET gének kódoló szakaszai detektálhatók. A 

16q régió funkciónyerését és a 2q, valamint az 5p régiók funkcióvesztését bACC esetekben 

Fulford, Reis-Filho és Lakhani megfigyelései támogatják
Marchio,2010

. Ugyanez a munkacsoport 

nyálmirigy eredetű ACC esetekben abACC daganatokban megfigyeltekkel elentétben a 8p és 

14q régiók funkciónyeréséről számolt be
Marchio,2010

. Reis-Filho és munkatársai – bACC 

esetekkel megegyező módon – sACC esetekben is kimutatták a 16q kromoszomális régiók 

funkciónyerését. Az 1p32-36 és a 9p régiókat érintő funkcióvesztést nyálmirigy eredetű ACC 

esetekben is alátámasztották
Mark,1996;Rao,2008

, az 1p32-36 funkciónyeréses mutációját pedig 

összefüggésbe hozták a sACC esetek rossz klinikai kimenetelével
Rao,2008

. 

ACC esetekben a tumor szupresszorként ismert p53 gén mutációjával és az általa kódolt, 

megváltozott fehérje expressziójával kapcsolatban kevés adattal rendelkezünk. A sACC 

esetek egy részében kimutatható p53 mutáció nagyobb gyakorisággal fordul elő rosszul 

differenciált esetekben, mint jól differenciált sACC tumorokban és ezek a mutációk gyakran 

figyelhetők meg rekurráló ACC esetekben. Mindezek alapján a p53 expressziójának, valamint 
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a TP53 mutációjának vizsgálata hasznos prognosztikus marker sACC 

tumorokban
Kiyoshima,2001;Papadaki,1996;Preisegger,2001;Yamamoto,1998

. 

A szájüreg területéről kiinduló ACC-k esetében szintén rossz prognosztikai jelnek számít 

az alacsony E-cadherin expresszió, mely összefüggésbe hozható a fokozott metastasis 

képzéssel
Franchi,1999

. Az E-cadherin csökkent expressziójának oka Ge és munkatársai szerint a 

CDH1 gén metiláltsága következtében alakul ki
Ge,2012

, amely sACC esetekben perineurális 

invázióhoz, valamint regionális és távoli áttétképzéshez is hozzájárul. 

Nyálmirigy eredetű ACC-k fokozott cyclin D1 expressziójáról mind a fej-nyak, mind a 

tüdő régióból kiinduló daganatok esetében beszámoltak már
Bernheim,2008;Greer,2007;Sequeiros 

Santiago,2004;Wegner,2007
. A sACC esetekben kimutatható elváltozás összefüggést mutat ezen 

daganatok magas proliferácós aktivitásával
Shintani,2000

. Ellentétben a nagy arányban 

kimutatható fokozott fehérjeexpresszióval, a cyclin D1 -et kódoló gén, a CCND1 

amplifikációja sACC esetek csupán igen kis százalékában (5-33%) mutatható 

ki
Greer,2007;Sequeiros Santiago,2004

, így a fehérje fokozott kifejeződésének oka más 

mechanizmusokban keresendő
Greer,2007

. Emlő eredetű ACC turmorokban cyclin D1 

expresszióra vonatkozó irodalmi adat jelen tudásunk szerint nincsen. 

Az apoptózist szabályozó Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma) protoonkogén nyálmirigy 

eredetű ACC esetekben fokozott expressziót mutat, mely a rosszul differenciált sACC 

esetekben kifejezetten magas százalékban detektálható
Al-Rawi,2010

. A sACC tumorok 

hisztopatológiai jellegzetességeiktől függetlenül igen magas százalékban expresszálják a Bcl-

2 fehérjét
Bell,2011;Norberg-Spaak,2000

. Emlőből származó ACC esetek Bcl-2 expressziójával 

kapcsolatban tudomásunk szerint még nem közöltek eredményeket. 

Egy bACC-vel kacsolatos esettanulmányban a PIK3CA (PIK3K) és PTEN gének 

mutációjáról számolnak be
Vranic,2007

. Egy munkacsoport nyálmirigy eredetű ACC-k esetében is 

kimutatta a PIK3CA gén mutációját
Stephens,2013

, PTEN mutációról azonban sACC esetekben 

nem számol be az irodalom. Ezzel szemben a PTEN génexpressziót több kutatócsoport is 

kiterjedten vizsgálta, főként annak progresszióra, valamint klinikopatológiai jellemzőkre való 

hatásait
Chen,2013;Kou,2013

. Egy munkacsoport a PTEN epigenetikai módosulásairól is beszámolt, 

melynek jelentőségét az ACC korai felismerésében látták
Fan,2010

. 

A fent ismertetett jellegzetességek ugyan hozzájárulhatnak az ACC egyes szervekből 

kiinduló és változó klinikai lefolyásának kialakításához, azonban eddig egyik esetben sem 

DOI:10.14753/SE.2016.1890



16 

sikerült összefüggést igazolni a molekuláris, vagy genetikai eltérés és a daganat prognózisa 

között. Feltehetően további mechanizmusok kulcsfontosságú szerepét is vizsgálnunk kell: 

akár összetett jelátviteli útvonalak (migráció, proliferáció, valamint immunválasz) 

szabályozási folyamatait
Weigelt,2008

, akár epigenetikai mechanizmusokat figyelembe véve. 

 

1.1.5. Az ACC terápiás lehetőségei az eddig ismert hisztopatológiai, molekuláris és 

genetikai jellegzetességek tükrében 

 

Eltérő klinikopatológiai jellegzetességeik miatt abACC és sACC esetek terápiája 

különbözik: míg az emlőből kiinduló tumor esetébensokszor a sebészi rezekció önmagában 

kuratív
Miyai,2014

, addig a nyálmirigy eredetű forma kezelése során radikális sebészi 

beavatkozás és sugárterápia alkalmazása mellett
Gomez,2008;Triantafillidou,2006

 is magas 

recidívahajlam tapasztalható. A sACC esetek aspecifikus kemoterápiás kezelése során ezidáig 

platina-származékok, anthracyclinek, 5-FU (5-fluorouracil), alkiláló szerek, valamint 

metotrexát (MTX) alkalmazását tanulmányozták, melyek klinikai eredményessége 

változó
Agulnik,2007;Ghosal,2011;Hitre,2013

. Az aspecifikus kezelésen túl a fentiekben ismertetett 

molekuláris és genetikai jellegzetességek lehetőséget nyújtanak célzott kezelési eljárások 

kifejlesztésére is. 

Az elmúlt években feltárt molekuláris és genetikai eltérések sACC esetek célzott 

kezelésének alapjaként szolgálhatnak. Az ATP kötőhelyekkel rendelkező tirozin-kináz 

receptorok kompetitív és szelektív gátlója az imatinib, mely az ABL, BCR-ABL fehérjék és a 

PDGF receptorok gátlásán kívül a c-KIT fehérjének is ismert inhibitora
Hotte,2005

. Ezáltalaz 

imatinib fokozott c-KIT expressziót mutató sACC esetek kezelésének ígéretes célpontjaként 

szolgálhat.Ezzel szemben klinikai vizsgálatok alapján igen ellentmondásos eredmények 

születtek: míg egyes munkacsoportok szerint sACC-ban szenvedő betegek imatinib kezelése 

során szembetűnő klinikai választ tapasztalható
Faivre,2005

, ezt az eredményt más tanulmányok 

nem támasztották alá
Hotte,2005;Pfeffer,2007

. Sőt, bizonyos esetekben az imatinib kezelést a sACC 

progressziója követte
Lin,2005

. Kedvező klinikai hatás érhető el azonban sACC esetek kezelése 

során, amennyiben az imatinib kezelést hagyományoskemoterápiás szerek (pl.: cisplatin) 

alkalmazásával egészítjük ki
Bruce,2005;Ghosal,2011

. 
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A Her2-t fokozottan expresszáló sACC esetek célzott kezelésére nyílik lehetőség a 

trastuzumab (Herceptin) alkalmazásával, mely rekombináns monoklonális antitesként a Her-

2 extracelluláris doménjének direkt antagonistájaként viselkedik. Mindezek ellenére a 

trastuzumab sACC esetekben mutatott klinikai hatásainak vizsgálatáról mindezidáig még nem 

számolt be az irodalom, melynek elsődleges oka feltehetően a Her2-t fokozottan expresszáló 

sACC esetek igen alacsony száma lehet. 

Ahogy láthattuk, a sACC esetek célzott kezelése annak ellenére nehézkes, hogy számos 

molekuláris és genetikai jellegzetességüket ismerjük már. A célzott kezelések kifejlesztését és 

alkalmazhatóságát nem csak az alkalmazott szerek előre ki nem számítható hatástalansága 

korlátozza. Az ACC-k nagy hányadában azonosítható eltérések (MYB fehérje fokozott 

expressziója, a MYB/NFIB fúziós gén jelenléte és a c-KIT overexpresszió) terápiás 

célpontként való alkalmazása ugyan kézenfekvőnek tűnik, ACC-k patogenezisében betöltött 

kulcsfontosságú szerepük azonban megkérdőjelezhető. Ezek az eltérések ugyanis egyaránt 

detektálhatóak a kiváló prognózisú bACC, valamint a kedvezőtlen klinikai kimenetelt mutató 

sACC esetekben. További molekuláris és genetikai eltérések terápiás célpontként való 

alkalmazhatóságát pedig az a tény nehezíti, hogy ezek jelentős hányada csupán egy-egy 

egyedülálló sACC esetben igazolható. 

A hatékony célzott kezelés kifejlesztéséhez elsősorban a bACC és a sACC esetek 

szélsőségesen eltérő biológiai viselkedésére kell magyarázatot találnunk, mely az eddig leírt 

molekuláris és genetikai szintű jellegzetességeken túl feltehetően epigenetikai szintű 

szabályozás által is befolyásolt.  
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1.2. A mikroRNS-ek 

1.2.1. A mikroRNS-ekről általában 

 

A mikroRNS-ek (miRNS) rövid, 20-24 nukleotidból álló, egyláncú, fehérjét nem kódoló 

RNS molekulák, melyek funkciója pár évtizeddel ezelőtt még teljesen ismeretlen volt. Az 

elmúlt években fény derült arra, hogy ezek az apró molekulák a sejtélettani folyamatok 

szabályozásában központi szerepet töltenek be
Moss,2002;Scherr,2004

. Máig már több ezer miRNS-t 

azonosítottak, melyek között közel 2000 az emberi fajra specifikus. A miRNS-ek nagy 

részétfehérjét nem kódoló, és ezért korábban „hulladék DNS”-ként (junk DNA) számon 

tartott DNS régiók kódolják. Jelen ismeretünk szerint a miRNS gének az ismert humán gének 

mintegy 3%-át teszik ki. A miRNS-ek szövetspecifikusak: minden szövettípusnak egy 

kizárólag rá jellemző miRNS-expressziós mintázata van, mely egyedi és általa a szövet 

felismerhető, a többi szövettípustól elkülöníthető
Guo,2014;Lagos-Quintana,2002

. 

A miRNS-ek többlépcsős folyamat eredményeképpen szintetizálódnak klasszikus, vagy 

alternatív útvonalon keresztül. A klasszikus útvonal esetében a miRNS saját DNS kódoló 

régióval rendelkezik, melyről a sejtmagban RNS-polimeráz II/III közreműködésével primer-

miRNS készül
Lee,2003

. Ez a hajtű alakú előalak a Drosha endoribonukleáz és a DGCR8 

kofaktor közreműködésével a hurok régiót megőrző, de rövidebb pre-miRNS-sé alakul, majd 

az Exportin-5 fehérje segítségével a citoplazmába kerül. A citoplazmában a Dicer nevű 

ribonukleáz kofaktorok (TRBP és a PACT) közreműködésével eltávolítja az előalak hurok 

részét, így létrehozza a kb. 22 nukleotid hosszú szabad végekkel rendelkező miRNS 

duplexet
Bohnsack,2004;Chendrimada,2005;Lee,2006;Lee,2002;Morlando,2008;Murchison,2004

. A Dicer és kofaktorai 

közreműködnek továbbá a miRISC (miRNA induced silencing complex), vagy más néven a 

miRNP (miRNA ribonucleoprotein particle) kialakításában is. A szintézis végső lépése során 

a kettős szálú miRNS egyik szála degradálódik (kísérő szál), a másik szál (vezető szál) 

megmarad, az effektor komplexbe épülve (Argonaute fehérje/Ago 1-4) érett, funkcionális 

miRNS-sé válik, mely az mRNS-ek megfelelő szekvenciáihoz kötődve regulálja azok 

működését (3. ábra). Az alternatív biogenezis során a miRNS egy gén kódoló 

szekvenciájában az exonok között elhelyezkedő intronról íródik át. Ennek a mechanizmusnak 

a lényege, hogy a Drosha enzim közreműködése nélkül, egy úgynevezett debranching enzim 

segítségével alakul ki a pre-miRNS. A szintézis alternatív útvonala ezek után kapcsolódik a 

klasszikus útvonal többi lépéséhez
Naqvi,2009;Ying,2005

. 
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3. ábra. AmiRNS bioszintézis klasszikus útvonalának sematikus ábrája. (A bioszintézis 

lépéseinek részletes leírását ld. a szövegben) 

 

A miRNS-ek, döntően a komplementaritás elve alapján, az általuk szabályozott 

hírvivő RNS-ek (messenger RNS/mRNS) fehérjévé át nem íródó, 3’ végéhez (3’-

UTR/untranslating region/) kötődnek, majd többféle hatásmechanizmus révén előidézik a 

célgén poszt-transzlációs gátlását. A negatív reguláció egyik formája a transzláció 

iniciációjának gátlása, mely többféle úton keresztül vezethet az mRNS fehérjére történő 

átírásának megakadályozásához
Chendrimada,2007;Mathonnet,2007;Wakiyama,2007

. Másik lehetséges 

hatásmechanizmus a poszt-iniciációs gátlás, mely során a transzláció elongációs fázisa 

blokkolódik
Petersen,2006

. A gén expressziójának további lehetséges gátlása az mRNS 

destabilizációja, mely az mRNS degradálódásával jár, és ennek köszönhetően a miRNS-ek 

nem csupán a fehérjék expresszióját képesek csökkenteni, hanem az mRNS-ek mennyiségét is 

befolyásolni tudják
Bagga,2005;Giraldez,2006

. Végül pedig a gátlás az ún. P-testek (P-body, 

processing body) segítségével is megvalósulhat, melynek során miRNS-ek hatására a 

transzlációsan inaktív mRNS-ek citoplazmatikus granulumokban 

akkumulálódnak
Brengues,2005;Eulalio,2007

. 

A miRNS-ek hatása egyben pleiotróp és redundáns is: egy miRNS sokféle célgénen 

kifejtheti a hatását, valamint egyazon célgén több miRNS szabályozása alatt állhat
Naqvi,2009

. A 

miRNS-ek nem csupán szabályoznak, ők maguk is bonyolult folyamatok révén 
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szabályozottak: egyrészt egymás működését is szabályozni képesek, másrészt gének által is 

reguláltak
Krol,2010

. Célgénjeiket ugyan a miRNS-ek javarészt negatívan regulálják, egyes 

esetekben beszámoltak már aktiváló miRNS-ekről is
Vasudevan,2008;Zhu,2008

. A fenti 

hatásmechanizmusok láttán nyilvánvaló, hogy ezek az apró molekulák minden egyes sejtben 

egy differenciált és igen finoman hangolt szabályozást visznek végbe és bonyolult 

szabályozási mechanizmusok révén egy szinte átláthatatlan hálózatot képezve biztosítják a 

gének megfelelő működését. 

 

1.2.2. A miRNS-ek nevezéktana, miRNS családok 

 

A miRNS-ek érett formáját nemzetközileg a „miR-” előtag után feltüntetett arab számmal 

jelölik (pl. miR-155). Az eltérő fajokból származó miRNS-ek azonosítására a „miR” előtag 

elé az adott fajt beazonosító, hárombetűs rövidítés kerül (humán/Homo sapiens: hsa; 

Caenorhabditis elegans: cel). Bizonyos esetekben ugyanazon fajon belül, a genom különböző 

lókuszairól azonos szekvenciájú, érett miRNS-ek íródnak át, mely esetekben a miRNS száma 

után kötőjellel újabb arab számot helyezünk (pl. api-mir-210-2). Amennyiben a bioszintézis 

során az adott miRNS a prekurzora 5’ karjáról kerül kihasításra, a név után -5p utótag kerül, 

amennyiben a lehasítás a 3’ karról történik, a név után -3p utótagot applikálunk (pl.: hsa-miR-

126-5p és hsa-miR-126-3p). 

Egyes miRNS-ek között az átlagosnál több hasonlóság mutatkozik érett alakjaik 

szekvenciája, valamint éretlen alakjuk (pre-miRNS) nukleotidsorrendje, vagy szerkezeti 

felépítése között
Ding,2011;Kozomara,2011

. Az egymásra ily módon fokozottan hasonlító miRNS-eket 

ún. miRNS-családokba sorolják, melyek tagjaira – az átlagosnál nagyobb fokú szerkezeti 

hasonlóságon túl – hasonló funkciók jellemzőek
Kaczkowski,2009

. Az egy családba sorolható 

miRNS-eket kódoló gének non-random módon helyezkednek el olyan gének körül, melyek a 

fertőzésekben, az immunválaszban, neurodegeneratív betegségekben, vagy daganatos 

megbetegedésekben játszanak kiemelt szerepet
Mathelier,2013

. A legismertebb és leginkább 

kutatott humán miRNS családok között említhetjük a let-7, a miR-17-92, valamint a miR-

23b/27b/24-1 családokat.  

A „legősibb” miRNS csoportnak a let-7 család tekinthető, hiszen az elsőként felfedezett 

miRNS-ek (cel-lin-4 és cel-let-7) ebbe a csoportba tartoznak. A nagyfokú konzerváltságot 

(fajok közötti homológiát) mutató let-7család tagjai között számos humán miRNS is 
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azonosítható (let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let7g, let-7i), melyek különböző 

szervek malignus folyamataiban játszanak szerepet
Chen,2014;Liang,2011;Ma,2014

. Egyik legfontosabb 

célpontjuk a KRAS gén, melynek szabályozása révén kiemelt jelentőségük van a colorectalis, 

valamint tüdő eredetű daganatokban, személyre szabott terápiák kifejlesztésére is lehetőséget 

nyújtva
Kasinski,2014;Langevin,2014

. A KRAS génre kifejtett hatásaik révén TNBC-k KRAS variánsai 

kapcsán is felmerült már potenciális terápiás célpontként való alkalmazásuk
Paranjape,2011

.  

A miR-17 (miR-17-92) család legismertebb tagjai a miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, 

miR-20a, miR-92, melyek szerepe daganatfajtától eltérően változhat. Egyes esetekben ezek a 

miRNS-ek onkogén, máskor tumor szuppresszor szerepet töltenek 

be
Chang,2013;Goto,2014;Li,2014;Wu,2014

. Fontos célmolekulák szabályozása révén (CCND1, MYC, 

BCL2, ERBB2, FGFR2, stb.) ez a miRNS család hozzájárulhat számos daganatféleség 

proliferációjához, metasztázis képzéséhez, angiogenetikus folyamatok 

kialakulásához
Jackstadt,2014;Park,2014;Yin,2012

, és befolyásolhatja bizonyos daganatok kemoterápiára 

való érzékenységét is
Chatterjee,2014

. A miR-17-92 család tagjai az emlődaganatok különböző 

molekuláris alcsoportjainak elkülönítésében is szerepet játszhatnak (lásd később)
Calvano 

Filho,2014
.  

 

1.2.3. A miRNS-ek szerepe élettani és kórélettani folyamatokban 

 

A felsorolt mechanizmusokkal, számos gén kifejeződését regulálva a miRNS-ek 

rendkívül sokféle élettani folyamatban szerepet játszanak, így befolyásolják a sejten belüli 

jelátviteli folyamatokat, a sejtek differenciálódását és proliferációját, valamint apoptotikus 

folyamatokat is regulálnak. A miRNS-ek ismert szabályozói immunológiai folyamatoknak, 

valamint az inzulinszekréciónak is. Összetett mechanizmusuk révén a miRNS-ek a szervezet 

homeosztázisának kialakításában elengedhetetlen résztvevők. A normáltól eltérő miRNS-

expresszió szinte bármely szerv egyensúlyát felboríthatja, ezáltal számtalan kórélettani 

folyamat előidézéséhez hozzájárul: fontos szerepet töltenek be többek között iszkémiás 

szívbetegségekben
Cao,2014;Song,2014

, krónikus vesebetegségekben
Chung,2013

, 

tüdőfibrosisban
Pandit,2015;Pandit,2011;Wang,2013

, valamint diabetes mellitusban 

is
Chen,2014;Figueira,2014;Li,2014

. A miRNS-ek jelentősége napjainkban vitathatatlanul az egyre 

nagyobb számban megjelenő daganatos betegségekben a legnagyobb
Calin,2006

. A normál 

szövethez képest a daganatok miRNS mintázata (sok esetben az adott elváltozásra specifikus 

módon) megváltozik, melynek ismeretében a daganatok egymástól, valamint a normál 
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szövetektől elkülöníthetőkké válnak, lehetőség nyílik a daganatok miRNS-specifikus, célzott 

terápiájára is
Garg,2015;Gong,2005

, valamint sok esetben a daganatok klinikai viselkedése is 

megjósolható
Calin,2005

. Ezen felül az egyes daganatokban speciális megoszlást mutató miRNS-

ek által regulált célgének felderíthetők. A daganatra jellegzetes gének ismerete további 

terápiás célpontok azonosítását teszi lehetővé. 

A daganatokban betöltött szerepük alapján a miRNS-ek rendelkezhetnek tumor 

keletkezést gátló (tumor szuppresszor), valamint a tumoros proliferációt elősegítő (onkogén) 

funkcióval. Ez utóbbiakat onkomir-eknek is nevezzük
Folini,2010;Wang,2015

. 

 

1.2.4. miRNS-ek és ACC 

 

Az adenoid cysticus carcinomákban szerepet játszó miRNS-ekről kevés irodalmi adattal 

rendelkezünk, melyek között saját közleményeinken kívül csupán sACC esetek epigenetikai 

vizsgálatai szerepelnek, míg bACC esetekben miRNS expressziós vizsgálatokat korábban (a 

nyilvánosan elérhető adatbázisok alapján) csak munkacsoportunk 

végzett
Kiss,2013;Kiss,2014;Kiss,2015

. 

Az elmúlt évek során igazolódott, hogy az ACC-kre jellemző MYB/NFIB fúziós gén 

egyik tagját, a MYB gént több humán miRNS is negatívan regulálja: miR-15a/16miRNS-eket 

fokozottan expresszáló daganatokban alacsony MYB expressziót találtak, míg a miR-150-ről 

igazolódott, hogy a c-MYB-en keresztül a B-sejtek differenciálódási folyamatait 

szabályozza
Xiao,2007;Zhao,2009

. Marta Persson munkacsoportjában ezen miRNS-ek terápiás 

célpontként való alkalmazhatósága is felmerült
Persson,2009

, mely az ACC-kben magas arányban 

előforduló MYB/NFIBfúziós gén jelenléte miatt különösen kiemelt jelentőséggel bírhat. 

2013-ban Mitani és kutatócsoportja a miR-17/92 család fokozott expressziójának hatását 

vizsgálta sACC esetekben (lásd később)
Mitani,2013

. Ugyanebben az évben He és munkatársai a 

miR-181a a MAPK-Snail2 útvonalon keresztüli metasztázis képzést csökkentő funkcióját 

igazolta nyálmirigy eredetű ACC esetekben
He,2013

. Chen és munkatársai szintén ebben az 

évben nagyfokú metasztázist képző potenciállal rendelkező sACC sejtvonalakban három 

fokozottan expresszálódó (miR-4487, -4430 és -486-3p), valamint három csökkent 

expressziót mutató (miR-5191,-3131 and -211-3p) miRNS-t azonosított
Chen,2014

.  

 

Ugyan az elmúlt években nagy előrelépések történtek az ACC esetekben szerepet játszó 

miRNS-ek felderítésében, az imént ismertetett eredmények kezdetlegesek, önmagukban nem 
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magyarázzák a sACC esetek bACC-tól eltérő agresszív klinikai viselkedését. Ahhoz, hogy a 

miRNS-ek ACC-ban betöltött esetleges szerepét jobban feltárjuk, a két szervből kiinduló 

daganatok egyidejű miRNS-profil vizsgálatára van szükség.  

DOI:10.14753/SE.2016.1890



24 

2. CÉLKITŰZÉSEK 

Vizsgálatunk két részből állt: egy kiindulási, előzetes miRNS expressziós vizsgálatból, 

illetve a kapott eredmények alapján kiválasztott miRNS-ek expressziójának vizsgálatából, 

valamint azok lehetséges célgénjei által kódolt fehérjék mennyiségi meghatározásából. Ennek 

alapján a következő célokat tűztük ki: 

2.1 A bevezető vizsgálat/”screening”: 

o Emlőből és nyálmirigyekből kiinduló ACC (bACC és sACC) és normál emlő, 

valamint nyálmirigy kontroll szövetek (bN és sN) miRNS expressziós profiljának vizsgálata, 

különös tekintettel a vizsgált minták mindegyikében expresszálódó miRNS-ek, valamint az 

egyes vizsgálati csoportok között speciális eloszlást mutató miRNS-ek azonosítására.  

o A kiválasztott miRNS-ek lehetséges célgénjeinek, potenciálisan érintett fehérjék, 

valamint érintett jelátviteli folyamatok feltérképezése nyilvános adatbázisok segítségével. 

2.2 Szűkített számú miRNS-ek és az általuk szabályozott gének által kódolt fehérjék 

vizsgálata: 

o A kiindulási vizsgálat során kiválasztott miRNS-ek expressziójának meghatározása 

magasabb esetszámú mintákon és annak összehasonlítása az egyes vizsgálati csoportok 

között. 

o A miRNS-célgén vizsgálat szűkítése a speciális megoszlást mutató miRNS-ekre és a 

legtöbb miRNS-célgén interakciót mutató gének kiválasztása. 

o A kiválasztott célgének által kódolt fehérjék expressziójának meghatározása és 

összehasonlítása a vizsgálati csoportok között. 

o Tumoros minták (bACC és sACC) ER, PgR és Her2 expressziójának vizsgálata. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. Kiindulási vizsgálat: miRNS expressziós mintázat feltérképezése 

 

Szövetminták 

Bevezető vizsgálataink során 6 esetet vizsgáltunk, melyeket a Semmelweis Egyetem II. 

sz. Patológiai Intézetének archívumából választottunk ki. Ezek között két bACC, valamint két 

sACC eset szerepelt. Kontrolljaikként egy-egy normál submandibularis nyálmirigyből (sN), 

valamint emlőszövetből származó (bN) mintát vizsgáltunk. Az egyik bACC esetet a szolnoki 

Hetényi Géza Kórház, a másikat a székesfehérvári Szent György Kórház Patológiai Osztálya 

konzíliumi vizsgálat céljából küldte intézetünkbe. 

 

RNS izolálás, minőségellenőrzés 

 

Az esetekhez tartozó reprezentatív szövettani metszetek megfelelő FFPE (formalin-

fixált, paraffinba ágyazott/ formalin-fixed, paraffin embedded/) blokkjainak kiválasztását 

követően az RNS izoláláshoz mintánként 10 db 5 μm vastag metszetet készítettünk. A tumoros 

esetekből származó metszetekből izolálás előtt makrodisszekciót végeztünk, mely során a 

környező normál szövetet eltávolítottuk. Makrodisszekáláshoz az 5 μm vastag metszeteket 

kétszer 5 percen át xilolban áztattuk, majd szobahőn száradni hagytuk. A xilol elpárolgása után 

a vizsgálni kívánt területeket metszeteinkről a HE festett metszet alapján pengével távolítottuk 

el és Eppendorf csőbe helyeztük. Az RNS izolálás a Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany) segítségével történt a gyártó útmutatása szerint. Az izolátum minőségellenőrzését az 

ajánlott protokollnak megfelelően 6000 Pico Chip Kit (Agilent, Palo Alto, CA, USA; Agilent 

2100 Bioanalyzer készüléken futtatva) segítségével végeztük  
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miRNS expressziós mintázat meghatározása 

Az RNS izolátum mennyiségét fluorometriás méréssel Qubit RNA Assay (Life 

Technologies, Gand Island, NY, USA) segítségével határoztuk meg. Minden mintából 1 µg 

mennyiséget a Genisphere HSP Labeling Kit (Genisphere, Hatfield, PA, USA) segítségével 

biotinnal jelöltünk, a gyártó által megadott instrukcióknak megfelelően. A jelölt RNS-

izolátumokat az Affymetrix® GeneChip® miRNA Array-en (Affymetrix, Santa Clara, CA, 

USA, AF-901325) található komplementer láncokkal hibridizáltattuk (4. ábra). Ez a vizsgálati 

felület 847 humán miRNS, valamint számos további faj miRNS-ének detektálására alkalmas 

egyszerre. A vizsgált mintában található miRNS-ek és a felületen lévő komplementer láncok 

hibridizációja streptavidin-phicoerythrin komplex segítségével váltak detektálhatóvá, mely 

láthatóvá tette a biotinnal jelölt miRNS-eket. A minták miRNS expresszióját a reakciók 

fényintenzitása alapján határoztuk meg, mely korrelált az egyes vizsgálati mintákban található 

miRNS-ek mennyiségével. A kvantifikációhoz miRNA QC Tool software-t (Affymetrix, Santa 

Clara, CA, USA) használtunk. 

 

4.ábra. Az Affymetrix
®

 GeneChip
®

 miRNA  array a fényintenzitás alapján következtet a minták 

miRNS tartalmára (http://www.stemcore.ca/services/microarrays) 
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A jelátviteli folyamatok érintettsége az ACC tumor mintákban  

 

Az azonosított miRNS-ek és sejten belüli jelátviteli útvonalak potenciális kapcsolatait 

az IPA® (Ingenuity Pathway Analysis) adatbázis segítségével tártuk fel. Az IPA® útvonal 

analízise segítségével lehetőségünk nyílt az irodalomban korábban publikált molekuláris 

útvonalak azonosítására, melyek ezen publikációk alapján kapcsolatba hozhatóak egyes, 

általunk detektált miRNS-ekkel. Ebben az elemzésben olyan miRNS-ek interakcióit vizsgáltuk, 

melyek az Affymetrix® GeneChip® miRNA Array eredményei szerint mind a 6 vizsgált 

mintánkban expresszálódtak. Az analízis során az emlőből és nyálmirigyből kiinduló ACC 

esetek miRNS expresszióját normál szöveteikben kapott miRNS expressziós értékekhez 

normalizáltuk. Az adatbázisba az így kapott értékeket vittük be, mely alapján a program 

potenciálisan szabályozott gének érintettségét, miRNS-mRNS interakciók lehetőségét listázta 

számunkra, melyet  hálózatos formában is megjelenített. 

Az egyes miRNS-ek és az általuk szabályozott célgének interakcióinak 

meghatározására nyilvános célgén predikciós adatbázisokat használtunk. A feltételezhető 

miRNS-célgén interakciók azonosítására miRecords felületet alkalmaztuk, mely átfogó 

adatbázisát képezi több miRNS-célgén interakciót tartalmazó rendszernek
Xiao,2009

. Ezen 

adatbázisok között megtalálhatóak a DIANA-microT, a MicroInspector, a miRanda, a 

MirTarget, az NBmiRTar, a PicTar, a PITA, az RNA22, az RNAhybrid, valamint a 

TargetScan/TargetScanS, melyek a potenciális miRNS-célgén interakciókat eltérő paraméterek 

alapján azonosítják (2. táblázat). Az egy helyen integrált adatok széles körű célgén elemzésre 

adtak lehetőséget. Ugyanakkor a találatokat nagy mértékben megerősítette, ha a vizsgált 

miRNS és célgénjei közötti interakciókat publikált validációs vizsgálatok alá is támasztották.  
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2. táblázat. A miRecords adatbázis által integrált miRNS-célgén interakciós adatbázisok, 

predikcióik alapja, valamint a rájuk vonatkozó hivatkozások  
 Adatbázis neve Célgén predikció módja  Hivatkozás 

TargetScan  komplementaritás
1
 Lewis

Lewis,2005
 

Grimson
Grimson,2007

 

Friedman
Friedman,2009

 

Diana microT v.4  más miRNS adatbázisok 

becslése 

Maragkakis et al.
Maragkakis,2009

 

PicTar  komplementaritás
1
 Krek et al.

Krek,2005
 

MicroInspector  komplementaritás 

 speciális kötődési 

tulajdonságok figyelembe 

vétele 

Rusinov
Rusinov,2005

 

Targetminer  10 különböző célgén 

elemző algoritmus alapján 

Bandyopadhyay
Bandyopadhyay,2009

 

miRanda/microrna.org  komplementaritás 

 miRNS-mRNS 

kötődéskor felszabaduló 

szabad energia 

Betel
Betel,2008

 

miRTarget2/miRDB  komplex algoritmus Wang, El 

Naqa
Wang,2008;Wang,2008

 

RNA22  nem támaszkodik a fajok 

közti konzervációs 

mechanizmusokra 

 elsőként az mRNS-ben 

keresi a vélt kötőhelyeket, 

aztán azonosítja a miRNS-

t 

Miranda
Miranda,2006

 

PITA  mag (seed) 

régióparaméterei, az 

elégtelen 

komplementaritás és 

hurkok kizárásával 

Kertész
Kertesz,2007

 

RNAHybrid  a miRNS-mRNS 

kötődéskor felszabaduló 

minimális szabad energia 

Krüger
Kruger,2006

 

Rehmsmeier
Rehmsmeier,2004

 

1 az mRNS-ek 3’-UTR régiója és a miRNS-ek „mag” (seed) régiója közötti komplementaritás 
2 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
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3.2. Szűkített számú miRNS-ek expressziójának vizsgálata és az általuk potenciálisan 

regulált fehérjék mennyiségi meghatározása 

 

Szövetminták 

A validációs vizsgálatokra 63 esetet választottunk ki. A kiválasztott esetek között 20 

bACC, 22 sACC, kontrolljaikként pedig 11 bN és 13 sN esetből származó minta szerepelt. A 

validációs vizsgálatok elvégzése egyes minták esetében nem volt kivitelezhető, melynek okait 

a későbbiekben ismertetem. Az egyes kísérletekben szereplő pontos esetszámot az adott 

módszer leírása kapcsán ismertetem. 

A tumoros esetekhez tartozó szöveti mintáink egy részét a II. sz. Patológiai Intézet 

beteganyagából választottuk, a további mintákat pedig külső patológiai intézetek biztosították, 

melyek a bevezető vizsgálathoz esetet szolgáltató intézményeken kívül a kistarcsai Flór 

Ferenc Kórház Patológiai Osztálya, az Országos Onkológiai Intézet Molekuláris és Sebészeti 

Patológiai Osztálya, a sarajevói Clinical Center of the University of Sarajevo Patológiai 

Osztálya voltak. Kontrollcsoportjaink összes mintája intézetünk beteganyagából került ki. Az 

emlő eredetű tumorok 43-83 éves, míg nyálmirigy eredetű tumoraink 31-79 év közötti 

betegekből származtak. bACC eseteink három kivételével jól, valamint közepesen 

differenciált tumorok voltak, míg sACC esteink között rosszul differenciált esetek nem 

szerepeltek (3. táblázat). A klinikopatológiai adatok néhány esetben nem voltak elérhetőek, 

így nem rendelkezünk minden eset TNM státuszára vonatkozó információkkal. A 

rendelkezésünkre álló adatok szerint vizsgált eseteink nagy része (emlő és nyálmirigy eredetű 

daganatok egyaránt) korai stádiuimban került felismerésre (T1 és T2 klinikopatológiai 

stádiumok). Mind bACC, mind sACC esetek között ismertek voltak olyan daganatok, melyek 

már a felismerés pillanatában regionális áttétet adtak, azonban a legtöbb betegnél a primer 

daganat felismerésekor még nem volt azonosítható nyirocsomó metasztázis. Emlő és 

nyálmirigy eredetű ACC-k között is két-két olyan esetünk volt, akiknél már a felismeréskor 

ismert volt a primer daganat távoli metasztázisa.  
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3. táblázat: bACC és sACC eseteink klinikopatológiai jellegzetességei 

 Eset 

jelölése 

Kor Műtét 

éve 

Szövettani 

grádus 

bACC 

B1 83 2003 1 

B2 53 2006 1 

B3 57 2007 3 

B4 64 2009 1 

B5 67 2011 3 

B6 71 2005 2 

B7 47 2005 1 

B10 46 2010 2 

B11 52 2002 1 

B12 64 2006 1 

B13 52 2002 2 

B21 64 1996 1 

B22 78 2009 2 

B23 71 2001 1 

B24 53 2006 2 

B25 56 1984 1 

B26 59 1999 1 

B27 43 2007 3 

B28 49 2003 2 

B29 51 2009 2 

sACC 

S1 61 1999 1 

S2 61 2000 2 

S3 54 2002 1 

S4 71 2003 2 

S5 39 2005 2 

S6 74 2005 1 

S7 31 2006 1 

S8 36 2009 1 

S9 61 2010 2 

S10 79 2009 2 

S11 72 2012 2 

S13 62 2009 1 

S21 63 2003 2 

S22 63 2004 1 

S23 45 2004 2 

S24 37 2004 1 

S25 44 2006 1 

S26 54 2010 2 

S27 70 2010 1 

S28 42 2011 2 

S29 75 2011 2 

S30 31 2012 2 
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miRNS expresszió meghatározása 

 

A kiválasztott microRNS-ek mennyiségi meghatározása a betegek FFPE 

szövetmintáiból történt. Az esetekhez tartozó reprezentatív blokkokból 10 db 5 μm vastag 

metszetet készítettünk, melyeket a HE festés alapján makrodisszekáltunk azokban az 

esetekben, amelyekben a metszeten látott szöveti struktúra a tumor mellett jelentős 

mennyiségű normál szövetet is tartalmazott (ha a tumorsejtek százaléka nem érte el a 80%-

ot). 

RNS izolálását a Life Technologies teljes RNS izoláló kitjével végeztük (RecoverAll 

Total Nucleic Acid Isolation Kit, kat. szám: AM1975), a gyártó útmutatásai szerint, melyet 

kísérleti eredményeink alapján a legjobb minőségű végtermék elérése céljából – elsősorban az 

emésztési folyamatok időtartamára vonatkozóan módosítottunk (ld. Függelék, 1. pont). Az 

RNS koncentráció meghatározásához NanoDrop 1000 Spektrofotométert (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) használtunk. Azon mintákat, amelyek RNS 

koncentrációja az ideális határérték alatt (20 ng/μl érték alatt) volt, a későbbi vizsgálatokból 

kizártuk. Ezek alapján 6 bACC, 6 sACC eset, valamint egy nyálmirigy kontroll és 2 normál 

emlőszövet esett ki és végül a vizsgálatainkba összesen 16 s ACC, valamint 14 bACC eset 

került be. A kontroll csoportokba tartozó esetek mindegyikéből ideális mennyiségű RNS volt 

izolálható, így a 11 nyálmirigyből származó és 9 emlőből származó normál szövet további 

vizsgálatát elvégeztük.  

miRNS expressziós vizsgálatokat a következő humán (hsa) miRNS-ek esetében 

terveztünk: let-7b, let-7c, let-7e, miR-17, miR-17*, miR-20a, miR-23b, miR-24, miR-27b, 

miR-125a-3p, miR-134, miR-181a-2*, miR-193b, miR-195, miR-206, miR-320a, miR-320c, 

miR-379, miR-382, valamint miR-1275, miR-1234, miR-1280, miR-1826, miR-768-3p és 

miR-768-5p. Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai alapján kontroll (referencia) miRNS-ként 

két kis nukleoláris RNS (sno/small nucleolar RNA), az RNU43 és RNU48 expresszióját 

vizsgáltuk.  

A kiválasztott miRNS-ek közül nem nyílt lehetőségünk mindegyik miRNS mennyiségi 

meghatározására. Az érett miR-768 3p és 5p egymással részlegesen komplementer szálait egy 

snoRNS-sel (HBII-239) való átfedés miatt kellett kizárni, a miR-1826-ot azért, mert korábban 

az 5,8S rRNS egy fragmentjének bizonyult, a miR-1280-at pedig azért, mert korábban egy 

tRNS fragmentumaként azonosították
Kozomara,2011

. A let-7c és miR-181a-2* és miR-1234 

mennyiségi analízisét azért nem tudtuk kivitelezni, mert specifikus primerek ezekre a miRNS-
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ekre nem szerepeltek a gyártó (Life Technologies®) által forgalmazott termékek között. Két 

további miRNS, a miR-320a és miR-320c esetében közös primert alkalmaztunk, mivel ezekre 

külön-külön specifikus primert a gyártó szintén nem forgalmazott (későbbiekben: miR-320). 

A mennyiségi meghatározás első lépésében a mintáinkból származó miRNS-t cDNS-

re írtuk át miRNS specifikus primerek és TaqMan® Reverz Transzkripciós Kit segítségével a 

gyártó utasításai alapján. Az átíró kit, az alkalmazott mestermix és az egyes miRNS-ekhez 

tartozó primerek pontos azonosítóit a 4. táblázat tartalmazza. A 7,5 μl össztérfogatú 

reakcióelegy 4 μl mestermixet (puffer, dNTP, MultiScribe enzim, RNáz inhibitor, 

nukleázmentes víz), 1,5-1,5 μl primert és 0,5 μl RNS-t (20 ng/μl koncentrációjú) tartalmazott. 

(ld. Függelék,2. pont). A reverz transzkripciót Eppendorf Mastercycler PCR gép segítségével 

végeztük a következő hőprofil szerint: 4 perc 4ºC-on, 30 perc 16 ºC-on, 30 perc 42 ºC-on, 5 

perc 85 ºC-on, végül 4 ºC-ra hűtés és további felhasználásig 4 ºC-on tárolás. 
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4. táblázat: A reverz transzkripció és a qPCR során alkalmazott reagensek pontos gyártói 

azonosítói 

Termék pontos neve és azonosítója Katalógusszám 

TaqMan® MicroRNA Reverse 

Transcription Kit, 1000 reactions 

4366597 

TaqMan® Universal Master Mix II, 

No UNG  

4440047 

TaqMan® 

MicroRNA 

Assays INV, S 

002308, Human 

miR-17 

4427975 

miR-20a 

miR-24 

miR-195 

miR-23b 

miR-27b 

miR-320 

miR-193b 

miR-1280 

miR-1275 

miR-125a-3p 

miR-134 

miR-17* 

miR-206 

miR-379 

miR-382 

let-7b 

let-7e 

RNU43 

RNU48 
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A minták közötti miRNS expresszió mértékének összehasonlításához qPCR-t végeztük 

szintén miRNS specifikus primerek (4. táblázat) és TaqMan® MicroRNA Reverse 

Transcription Kit (Life Technologies; katalógusszám: 4366597) felhasználásával a gyártó 

utasításai szerint. A 10 l reakcióelegy 8,84 l mestermixet (TaqMan mix és nukleázmentes 

víz), 0,5 l primert és 0,65 l cDNS-t tartalmazott (ld. Függelék, 3. pont). A minták mérése 

triplikátumban, 96 lyukú PCR plate-en történt ABI PRISM 7000 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems)/LightCycler 480 Instrument II (Roche Applied Science) készülékkel. 

Minden plate-en szerepelt tumoros, valamint normál esetekből származó kontrollminta, 

valamint egy cDNS-t nem tartalmazó negatív kontroll az esetleges nukleinsav-

szennyeződések kizárására.  

A qPCR-rel azt a ciklusszámot kapjuk meg eredményül, ahol az adott miRNS kiinduló 

kópiaszámától függően és a DNS amplifikálással arányosan növekvő fluoreszcens jel eléri a 

küszöbszintet. Az egy mintához tartozó Cq (quantification cycle) értékeket átlagoltuk, a 

triplikátumok között a 0,5-nél nagyobb különbségű értékeket az átlagnál nem vettük 

figyelembe. A legstabilabb expressziót mutató miRNS-nek, a kísérletet megelőző 

feltételezésünktől eltérően nem az RNU43 vagy RNU48, hanem a miR-125a-3p bizonyult, 

melyet a számolás során referenciaként használtunk. A relatív expressziót a 2
-(Cq_tumor-

Cq_normál)
 alapján számoltuk, ahol a Cq az adott miRNS és a referencia miRNS Cq értékének 

különbsége.  

Eredményeink statisztikai elemzéséhez ANOVA (variancia-analízis/ANalysis Of 

VAriance) és Tukey-teszteket alkalmaztunk a STATISTICA program (v 9.1, StatSoft Inc., 

Tulsa, OK), vagy GraphPad PRISM. program (v 5.001, GraphPad Software Inc, La Jolla, CA) 

segítségével. A p-érték <0,05 feltétel teljesülésekor a különbséget szignifikánsnak tekintettük.  
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3.2.1. Célgének keresése 

 

miRNS expressziós vizsgálataink eredményeinek statisztikai elemzése után 4 miRNS-t 

választottunk ki, melyek esetében részletes célgén keresést végeztünk. A célgének 

azonosításához nyilvánosan elérhető adatbázisokat, miRWalk
Dweep,2011

 és miRTarBase
Hsu,2014

 

programokat alkalmaztuk, melyek lehetőséget nyújtanak olyan miRNS-célgén interakciók 

szelektív keresésére, amelyeket validációs vizsgálatok korábban már megerősítettek. A 

kizárólag validált interakciók figyelembe vételével kiszűrhetőek a csupán feltételezéseken 

alapuló miRNS-célgén szabályozási folyamatok.  

 

3.2.2. Fehérje szintű vizsgálatok 

 

Fehérje szintű vizsgálatainkat két csoportra osztottuk: egyrészt a kiválasztott, legtöbb 

interakciót mutató célgének által kódolt fehérjék mennyiségi analízisére, másrészt olyan 

fehérjék mennyiségének mérésére, melyek irodalmi adatok alapján meghatározzák bACC 

esetek klinikopatológiai jellegzetességeit. 

Lehetséges célgének által kódolt fehérjék vizsgálata 

A célgén azonosítást követően az alábbi két fehérje immunhisztokémiai vizsgálatát 

végeztük el: cyclin D1 és Bcl-2 expresszióját vizsgáltuk. Immunhisztokémiai vizsgálatunkhoz 

FFPE szövettani blokkokat használtunk. Az egyes mintákhoz tartozó paraffinos blokkokból 5 

μm vastag metszeteket készítettünk. Az immunhisztokémiai reakciókat automata immunfestő 

rendszerrel végeztük. (Ventana ES immunostainer system; VentanaMedical Systems Inc., 

Tucson, AZ, USA). Az epitópok feltárásaTarget Retrieval Solution (DAKO K4001, Glostrup, 

Dánia) oldattal történt, chromogénként 2,3-diamino-benzidint használtunk (CMD401; 

CellMarque, Rocklin, CA, USA). Az immunhisztokémiai vizsgálatok során alkalmazott 

antitestek adatait az 5. táblázat tartalmazza. 

A cyclin D1 és Bcl-2 immunhisztokémiai vizsgálatok elvégzésére a validációs 

vizsgálatokba besorolt minden minta alkalmasnak bizonyult, ezáltal ezeket a reakciókat 

minden kiválasztott mintán elvégeztük: 22 sACC, 20 bACC, valamint 13 sN és 11 bN esetben. 
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Terveink között szerepelt a Myc fehérje expressziójának vizsgálata is. Kísérleteink 

során kétféle Myc antitestet alkalmaztunk (Abcam
®
, AB32072; Sigma-Aldrich, 9E10) változó 

koncentrációban, valamint különböző feltárási módszereket is megkíséreltünk, azonban az 

immunhisztokémiai reakciókat mindezek ellenére sem sikerült megfelelően beállítanunk. 

5.táblázat: cyclin D1 és Bcl-2 immunhisztokémiai reakciók során alkalmazott reagensek 

tulajdonságai 

Antitest Gyártó Azonosító 

szám 

Antigén 

feltárás 

PA
* 

hígítási 

arány 

cyclin D1 Neomarkers 0329101 MW
**

 90 min 1:120 

Bcl-2 Biogenex 932287M4 MW
**

 90 min 1:50 

*
: PA: elsődleges (primer) antitest 

**
: mikrohullámú sütő (microwave oven) 

 

Az immunhisztokémiai reakciók eredményeit szemikvantitatív módon elemeztük.az 

intra-, valamint interobszerver variabilitást is figyelembe véve: a reakciókat két megfigyelő 

két-két alkalommal értékelte, egymástól függetlenül. 

Mivel mind a cyclin D1, mind a bcl-2 reakciók esetében egyazon eseteken belül is 

heterogén intenzitást tapasztaltunk, a kiértékeléshez Hirsch-féle pontozási rendszert 

alkalmaztunk. Az ún. Hirsch-scoring egy 0-300 pontos osztályozó rendszer, mely figyelembe 

veszi az eltérő intenzitású reakciót adó területek százalékos megoszlását. Az intenzitás 

erősségét 3 pontos skálán adtuk meg (1+: gyenge; 2+: közepes; 3+: kifezjezett), míg a 

százalékos megoszlást 0-100 közötti pontszámmal értékeltük. Egy-egy esethez tartozó 

immunhisztokémiai vizsgálat végső pontszámát (Hirsch-pontszám) a következő képlet alapján 

számoltuk: 

[1 x (az 1+ sejtek %-a) + 2 x (a 2+ sejtek %-a) + 3 x (a 3+ sejtek %-a)] 

A végső pontszámot a két megfigyelő által több ízben elvégzett kiértékelések 

pontszámainak átlaga adta. A Bcl-2 immunhisztokémiai reakciók értékelése esetében az 1+ 

erősségű területeket aspecifikus, háttér reakció jellegű megjelenésük miatt negatívnak 

értékeltük, a Hirsch pontokat ez alapján adtuk meg. 
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A cyclin D1 és Bcl-2 immunhisztokémiai reakcióik kiértékelésének alapját az 5. és 6. ábrák 

szemléltetik. 

 

5.ábra.A cyclin D1 immunhisztokémiai reakciók kiértékelése során a festődés intenzitását 0-3 

pontos skálán adtuk meg – ábránkon két-két enyhe (1+), közepes (2+) és erős (3+) intenzitású 

reakciót nyíllal jelöltünk (cyclin D1; 1:120; eredeti nagyítás: 100x) 

 

6. ábra. A Bcl-2 immunhisztokémiai reakciók kiértékelése során a festődés intenzitását 0-3 

pontos skálán adtuk meg – ábránkon két-két enyhe (1+), közepes (2+) és erős (3+) intenzitású 

reakciót nyíllal jelöltünk (cyclin D1; 1:50; 10x) 
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ER, PgR, Her2 és Ki67 fehérjék immunhisztokémiai vizsgálata 

 

Tumoros szöveteinken további immunhisztokémiai vizsgálatokat végeztünk: 

meghatároztuk mind bACC, mind sACC esetek ösztrogén receptor (ER), progeszteron receptor 

(PgR), valamint a Her2 státuszát és proliferációs aktivitásuk meghatározására azok Ki67-

expresszióját. Az IHC reakciók minden esetben pozitív kontroll bevonásával történtek. Az ER, 

PgR és Her2 immunhisztokémiai reakciókat 20 bACC és 20 sACC esetben végeztük, míg Ki67 

expressziós vizsgálatra 10 bACCés 20 sACC esetben nyílt módunk. 

Az ER, PgR és Her2 és Ki67 fehérjék expressziójának vizsgálata során – hasonlóan a 

cyclin D1 és Bcl-2 immunhisztokémiai reakciókhoz – FFPE szövettani blokkokat használtunk, 

melyekből reakciónként 1-1 5 μm vastag metszetet készítettünk. A reakciókat ebben az esetben 

is festőautomata végezte. (Az alkalmazott protokoll a gyártó ajánlásai szerint történt, a 

reagensek tulajdonságait és a feltárás körülményeit az 6. táblázatban tüntettük fel.) 

6.táblázat: ER, PgR, Her-2 és Ki-67 immunhisztokémiai reakciók kapcsán alkalmazott 

antitestek tulajdonságai 

Antitest Gyártó Azonosító 

szám 

Antigén feltárás PA
* 
hígítási 

arány 

ER Novocastra 6003537 MW
**

 90 min 1:100 

PgR Novocastra 6010350 MW
**

 90 min 1:200 

Her2/4B5 Ventana 8002996 MW
**

 30 min hígítani nem kell 

Ki67/MIB1 Dako M7240 MW
**

 30 min 1:100 

*
: PA: elsődleges (primer) antitest 

**
: mikrohullámú sütő (microwave oven) 

 

 

Az ER és PgR immunhisztokémiai reakciók kiértékelését szemikvantitatívan végeztük, 

két megfigyelő által az Allred-féle pontozó rendszert használva. Eszerint a pozitív reakciót adó 

sejtek százalékos arányát, valamint a reakciók intenzitásának erősségét vettük figyelembe. Az 

intenzitás erőssége 1-3 pont között változhatott (1: enyhe, 2: közepes, 3: erős), míg a pozitív 

reakciók százalékos arányára 0-5 pont volt adható a következő beosztás alapján: 

nincs reakció: 0 pont 

1% pozitív: 1 pont 
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1-10%: 2 pont 

11-33%: 3 pont 

34-66%: 4 pont és 

67-100%: 5 pont. 

Az intenzitás erősségéből kapott és a pozitív reakciót adó területek százalékos 

arányából kapott pontszámokat összeadtuk és ezek alapján egy-egy reakcióra 0 vagy 2-8 pont 

volt adható. 

A Her2 immunhisztokémiai reakció kiértékelésére az emlőtumorokban rutinszerűen 

alkalmazott értékelési sémát használtuk (0: negatív; 1+: enyhe, negatív; 2+: közepes; 3+: 

kifejezett).
Wolff,2014

 

 

3.2.3. Túlélési adatok 

 

A vizsgálatban részt vevő tumoros betegcsoportjaink (bACC, valamint sACC esetek) 

tagjainak teljes túlélését a Közigazgatási és Elektronikus Közszolgáltatások Központi 

Okmányiroda Speciális Szolgáltatások Osztálya segítségével határoztuk meg. A vizsgálatban 

részt vevő betegek azonosítása pontos születési nevük, édesanyjuk neve, születési dátumuk, 

valamint társadalombiztosításai számuk alapján történt. 

Vizsgálatainkat a Semmelwes Egyetem Tudományos és Kutatásetikai Bizottágának (TUKEB) 

101/2012-es számú etikai engedélyében foglaltaknak megfelelően végeztük.  
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. Bevezető vizsgálatunk eredményei 

4.1.1. miRNS szelekció Affymetrix
®

 Gene Chip
®

 alkalmazásával 

 

Az Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA array segítségével vizsgálható 847 humán miRNS közül 

57 olyan miRNS-t azonosítottunk, melyek az alkalmazott software statisztikai számításai alapján az 

összes vizsgálati mintában (minden tumoros és mindkét normál szövetből származó mintában) jelen 

voltak (7. táblázat és Függelék). A szoftver számításai alapján a fennmaradó 790 miRNS közül 216 

miRNS legalább egy vizsgált mintában expresszálódott. A legalább egy vizsgálati mintában 

expresszálódó miRNS-ek között 8 olyan miRNS-t azonosítottunk, amelyek sACC esetekben fokozottan 

expresszálódtak (miR-17*, miR-125a-3p, miR-134, miR-181a-2*, miR-206, miR-379, miR-382 és 

miR-1275). Ezzel ellentétben egy miRNS éppen a sACC tumorokban nem expresszálódott, az 

összes többi vizsgált mintában előfordult: bACC esetekben és normál kontrollokban is (miR-

1234). Az Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA array által detektálható humán miRNS-ek közül 

összesen 572 olyan miRNS-t azonosítottunk, amely egyik vizsgált mintában sem volt detektálható. 

7. táblázat: Az Affymetrix
®

 GeneChip
®

 miRNA array által azonosított 57 miRNS, melyek az 

összes vizsgált mintában detektálhatók voltak 

let-7a miR-99a miR-296-3p 

let-7b miR-103 miR-320a 

let-7c miR-107 miR-320b 

let-7d miR-125b miR-320c 

let-7e miR-143 miR-338-5p 

let-7f miR-145 miR-342-3p 

let-7g miR-146a miR-361-5p 

let-7i miR-149* miR-494 

miR-16 miR-151-5p miR-638 

miR-17 miR-182 miR-768-3p 

miR-20a miR-185 miR-768-5p 

miR-23a miR-191 miR-923 

miR-23b miR-193b miR-938 
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miR-24 miR-195 miR-1228* 

miR-26a miR-199a-3p miR-1267 

miR-27b miR-199b-3p miR-1280 

miR-29b-2* miR-200c miR-1281 

miR-34a miR-205 miR-1308 

miR-92a miR-214 miR-1826 

 

4.1.2. Célgén – miRNS interakciós vizsgálat IPA
®

 analízissel 

 

Bevezető vizsgálataink következő lépésében az összes vizsgált mintában detektálható 

57 miRNS egymással, valamint célgénekkel való interakciójának vizsgálatára IPA
®
 útvonal 

elemzést végeztünk. Mivel a kiválasztott 57 miRNS emlőből és nyálmirigyből származó ACC 

esetekben és a kontroll szövetekben eltérő mértékben expresszálódott, a vizsgálatot külön-

külön elvégeztük emlőből származó szöveti mintákon, valamint a nyálmirigy eredetű esetekben 

is. 

Az IPA
® 

analízis eredményei alapján az irodalomban fellelhető információk szerint 

tumoros és normál emlőszövetekben való eloszlásuk figyelembe vételével a vizsgált 57 miRNS 

elsősorban a TP53, a DGCR8 (DiGeorge syndroma kritikus régió gén 8), a LAMTOR3 (késői 

endosomális/lysosómális adaptor), az AKT (PDGF által aktivált szerin-treoninkináz), valamint 

a PRIM1 (primáz, DNS, polypeptid 1) mRNS-ekkel állhat interakcióban. 

Ugyanezt az elemzést nyálmirigy eredetű szövetekben elvégezve, az 57 miRNS 

nyálmirigyben tapasztalt eltérő eloszlásuk alapján elsősorban a PTEN (foszfatázés tenzin 

homológ), a PIK3CA (foszfatidylinositol-4,5-biszfoszfát 3-kináz, katalítikus alegység alfa), az 

ESR1 (ösztrogén receptor-1), az IGFR1 (insulin-szerűnövekedési faktor1), valamint a FOXO1 

(forkhead box O1) mRNS-ekkel állhat kapcsolatban. 

Az IPA
®
 útvonal analízis a miRNS-mRNS, valamint az általuk regulált és velük 

kapcsolatba hozható gének interakcióit hálózatok formájában ábrázolta, melyeket emlő-, 

valamint nyálmirigy eredetű szövetek esetében az 7. és 8. ábrák szemléltetik. Ezeken az 

ábrákon a fentiekben felsorolt interakciókon felül mind emlő, mind nyálmirigy eredetű 

szövetekben további interakciók is láthatóak. 
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7. ábra: miRNS – célgén interakciók emlőből származó szövetekben (normál és tumoros) IPA
®

 

útvonal analízis alapján. A piros szín az adott gén/mikroRNS fokozott expresszióját, a zöld szín 

a csökkent expressziót jelöli. A folytonos vonalak a direkt interakciókat, a szaggatott vonalak 

az indirekt interakciókat szemléltetik. 
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8. ábra: miRNS – célgén interakciók nyálmirigyből származó szövetekben (normál és tumoros) 

IPA
®

 útvonal analízis alapján. A piros szín az adott gén/mikroRNS fokozott expresszióját, a 

zöld szín a csökkent expressziót jelöli. A folytonos vonalak a direkt interakciókat, a szaggatott 

vonalak az indirekt interakciókat szemléltetik. 
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4.1.3. Hierarchizált cluster analízis alcsoportok meghatározására 

 

További vizsgálatok megkezdése előtt az Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA Array által 

azonosított 57 miRNS-t, hierarchizált cluster analízis alkalmazásával hőtérképen is ábrázoltuk 

(Genesis
®
)
Sturn,2002

. A hőtérképes ábrázolás során az 57 vizsgált miRNS expresszióját mind 

emlőből, mind nyálmirigyből kiinduló tumoros esetekben egészséges kontroll szövetek miRNS 

expressziójához normalizáltuk.  

 

9. ábra. hőtérkép az Affymetrix
®

 GeneChip
®

 miRNA array által azonosított 57 miRNS-ről. Bal 

oldali két oszlop („normbACC1” és „normbACC2” jelöléssel): bACC szövetek miR-

expressziói (egészséges emlőszövet miRNS-expresszióihoz normalizált értékek). Jobb oldali két 

oszlop („normsACC1” és „normsACC2” jelöléssel): sACC szövetek miRNS-expressziói 

(egészséges nyálmirigy szövetek miRNS-expresszióihoz normalizált értékek). Piros színnel a 

kontrolljaikhoz képest csökkent expressziót, zöld színnel a fokozott expressziót jelöltük. Az „A” 

és „B” alcsoportokat ezen eltérések alapján határoztuk meg.  
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A miRNS-ek expressziójának kontroll szöveteikhez képest tapasztalt növekedését, vagy 

csökkenését a hőtérképen zöld és piros színek jelzik (9. ábra). Ezáltal könnyen átlátható 

formában tudtuk ábrázolni, hogy az emlő, valamint a nyálmirigy eredetű tumorok esetében az 

egyes miRNS-ek expressziója hogyan változott az egészséges kontrolljukhoz képest. 

Az ábrázolt hőtérkép segítségével választottuk ki azokat a miRNS-eket, amelyek 

megoszlása normál és tumoros emlő-, valamint nyálmirigy szövetekben speciális volt: 

- „A” alcsoportba kerültek azok a miRNS-ek, amelyek expressziója emlőből származó ACC 

esetekben csökkent, nyálmirigy eredetű ACC esetekben pedig nőtt saját kontroll 

szövetükhöz viszonyítva (9. ábra: „subgroup A”): 

let-7b    miR-24 

let-7c    miR-195 

miR-17    miR-768-3p. 

miR-20a 

- „B” alcsoportba azokat a miRNS-eket soroltuk, melyek expressziója az „A” alcsoport 

tagjaival ellentétben változott emlő és nyálmirigy eredetű szövetek esetében: emlő eredetű 

tumorokban fokozott, nyálmirigy eredetű ACC esetekben pedig csökkent expressziót 

mutattak saját kontroll szövetükhöz képest. (9. ábra: „subgroup B”): 

let-7e    miR-23b  

miR-27b   miR-193b 

miR-320a   miR-320c 

miR-768-5p   miR-1280 

miR-1826 
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4.1.4. Potenciális célgének azonosítása miRecords adatbázis segítségével 

 

További célgén elemzéshez a fent kiválasztott miRNS-eket vettük alapul. A miRNS-ek 

célgén interakciókat a miRecords adatbázis alapján azonosítottuk (kizárólag a validált 

kapcsolatokat figyelembe véve - 8/A és 8/B, valamint 9. táblázatok). 

Az Anyag és módszerek miRNS expressziós vizsgálatok alfejezetében ismertetet okoknál 

fogva a miR-768-3p, miR-768-5p, miR-1280, miR-1826 és miR-320c expresszióját nem tudtuk 

lemérni, célgén elemzést csupán a fennmaradó miRNS-ek esetében végeztünk: let-7b, let-7c, 

miR-17, miR-20a, miR-24, miR-195, let-7e, miR-23b, miR-27b, miR-193b és miR-320a.  
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8/A. táblázat: Az „A” alcsoport több tagja által is szabályozott gének listája („+”: az adott 

miRNS és célgén közötti validált interakció; „-„: az adott miRNS és célgén közötti interakció 

nem ismert/nem validált) 

 
 

8/B. táblázat: A „B” alcsoport több tagja által is szabályozott gének listája („+”: az adott 

miRNS és célgén közötti validált interakció; „-„: az adott miRNS és célgén közötti interakció 

nem ismert/nem validált) 

 
  

DOI:10.14753/SE.2016.1890



48 

9.táblázat: Az „A” és „B” alcsoport egy-egy tagja által potenciálisan szabályozott gének I. („+”: 

az adott miRNS és célgén közötti validált interakció; „-„: az adott miRNS és célgén közötti 

interakció nem ismert/nem validált) 

  „A” alcsoport „B” alcsoport 

CÉLGÉN 

CÉLGÉN 

TELJES 

NEVE 

let-

7b 

let

-

7c 

miR-

17 

miR-

20a 

miR-

24 

miR-

195 

let-

7e 

miR-

23b 

miR-

27b 

miR-

193b 

miR-

320a 

ACVR1B activin A 

receptor, type 

IB 

    +       

AURKB aurora kinase B     +       

BCL7A B-cell 

CLL/lymphoma 

7A 

+           

BRCA1 breast cancer 

antigen 1 

    +       

CCNA2 cyclin A2     +       

CDK4 cyclin-

dependent 

kinase 4 

    +       

CDKN1A cyclin-

dependent 

kinase inhibitor 

1A 

  +         

CDKN2A cyclin-

dependent 

kinase inhibitor 

2A 

    +       

DHFR dihydrofolate 

reductase 

    +       

E2F1 E2F 

transcription 

factor 1 

   +        

E2F2 E2F 

transcription 

factor 2 

    +       

E2F3 E2F 

transcription 

factor 3 

 

     +      

EDG1/ 

S1PR1 

sphingosine-1-

phosphate 

receptor 1 

  +         
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EIF3S1 eukaryotic 

translation 

initiation factor 

3 

 +          

FEN1 flap structure-

specific 

endonuclease 1 

    +       

KRT/ 

KRT126P 

keratin126 

pseudogene 

+           

LIN28/ 

LIN28A 

lin-28 homolog 

A 

+           

MAPK14 mitogen-

activated kinase 

14 

    +       

MED28 mediator 

complex 28 

 

 +          

MKK4/ 

MAP2K4 

mitogen-

activated 

protein kinase 

kinase 4 

    +       

NCOA3 nuclear receptor 

coactivator 3 

  +         

p21/ 

CDKN1A 

cyclin-

dependent 

kinase inhibitor 

1A 

  +         

RTCD1 RNA 3’-

terminal 

phosphate 

cyclase 

 +          

TGFBR1 transforming 

growth factor, 

beta receptor1 

 +          

TRIM71 tripartite mot 

containing 71 

 +          

VIM vimentin   +         

ADORA2

B 

adenosine A2b 

receptor 

        +   

CYP1B1 cytochrome 

P450 family 1, 

subfamily B 

        +   
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DAD1 defender against 

cell death 1 

      +     

ESR1 estrogen 

receptor 1 

      +     

MCL1 myeloid cell 

leukaemia 1 

          + 

MET MET proto-

oncogene 

       +    

MMP13 matrix 

metallopeptidas

e 13 

        +   

PPARG peroxisome 

proliferator-

activated 

receptor gamma 

        +   

RABGAP

IL 

RAB GTPase 

activating 

protein 1-like 

       +    

SMC1A structural 

maintenance of 

chrom 1A 

      +     

ST14 suppression 

oftumorigenicit

y 14 

        +   

WNT1 wingless-type 

MMTV 

integration site 

family, member 

1 

      +     
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4.2. Magasabb esetszámon végzett vizsgálataink eredményei 

 

A nagyobb esetszámra kiterjesztett vizsgálatunk során a bevezető vizsgálat eredményei 

alapján kiválasztott miRNS-ek expresszióját határoztuk meg az egyes mintákban qPCR 

technikával, kiegészítve a célgén-expresszió immunhisztokémiai mérésével.  

A validálás során az alábbi 19 miRNS mennyiségi analízisét végeztük el: 

“A” alcsoportba sorolt miRNS-ek: 

   let-7b    miR-24 

   miR-17    miR-195 

miR-20a 

“B” alcsoportba sorolt miRNS-ek: 

   let-7e    miR-193b 

   miR-23b   miR-320 

   miR-27b 

Csak sACC-ban expresszálódó miRNS-ek: 

miR-17*    miR-379 

miR-125a-3p   miR-382 

miR-134    miR-1275 

miR-206 

Kontroll miRNS-ek: 

   RNU43   RNU48 
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4.2.1. Az egyes vizsgálati csoportok miRNS expressziójának összehasonlítása 

 

Az eredetileg kontrollnak szánt miRNS-ek (RNU43 és RNU48) kizárása után 

fennmaradó 17 miRNS expresszióját összevetettük egyes vizsgálati csoportok között: 

összehasonlítottuk emlőszövetek (bACC és bN), nyálmirigy szövetek (sACC és sN), tumoros 

(bACC és sACC), és normál szövetek(bN és sN) miRNS-profilját. 

4.2.1.1. bACC esetek és normál emlőszövetek miRNS mintázatának 

összehasonlítása 

 

Emlőből származó tumoros szövetekben két olyan miRNS-et azonosítottunk, amely 

normál kontrolljukhoz viszonyítva jelentős expressziós különbséget mutattak. Mindkét 

miRNS, a miR-17 és a miR-20a expressziója szignifikánsan magasabb volt bACC esetekben 

kontrolljaikhoz képest (pmiR-17_bN_vs_bACC=0,017 és pmiR-20a_bN_vs_bACC=0,024). 

A két miRNS egyes csoportokban mutatott expresszióját a 10/A és 10/B ábrák szemléltetik. 

A miR-17 és miR-20a miRNS-ek expressziós szintjében a többi csoport 

összehasonlításakor nem találtunk jelentős különbséget: sem sACC és kontrolljaik (pmiR-

17_sN_vs_sACC =0,050 és pmiR-20a_sN_vs_sACC =0,422), sem emlőből és nyálmirigyből kiinduló ACC 

esetek (p= pmiR-17_bACC_vs_sACC =0,831 és pmiR-20a_bACC_vs_sACC =0,542), sem a kontroll csoportok 

(pmiR-17_bN_vs_sN =0,972 és pmiR-20a_bN_vs_sN =0,851) nem mutattak szignifikáns eltérést a két 

miRNS expressziójában. 

A miR-17 és miR-20a-n kívül a többi vizsgált miRNS expressziójának tekintetében az 

emlőből származó tumoros és ép szövetek között nem találtunk szignifikáns eltéréseket (ld. 

Függelék, 5. pont).  
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10. ábra. A miR-17 (A) és miR-20a (B) relatív expressziója a vizsgált szövetekben. Mindkét 

miRNS statisztikailag szignifikáns eltérést mutatott a bACC és bN minták között. sN: normál 

nyálmirigy, sACC: nyálmirigy eredetű ACC, bACC: emlő eredetű ACC, bN: normál emlő 

szövet.  
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4.2.1.2. A sACC esetek és kontrolljaik miRNS expressziójának összehasonlítása 

 

Nyálmirigyből származó minták összehasonlításakor validációs vizsgálataink során két 

olyan miRNS-t detektáltunk, melyek expressziója jelentős eltérést mutatott tumoros és normál 

szövetek között: sACC esetekben szignifikánsan alacsonyabb mértékű expressziót mértünk 

let-7b és miR-193b miRNS-ek mennyiségi analízise során (plet-7b_sN_vs_sACC=0,032 és pmiR-

193b_sN_vs_sACC=0,023). A let-7b és miR-193b expressziójának megoszlását az egyes vizsgálati 

csoportok között a 11/A és 11/B ábrák szemléltetik. 

E két miRNS expressziójában szignifikáns eltérést nem tapasztaltunk sem bACC és kontrolljaik 

(plet-7b_bN_vs_bACC=0,694 és pmiR-193b_bN_vs_bACC=0,057), sem emlőből és nyálmirigyből származó ACC 

esetek között (plet-7b_bACC_vs_sACC=0,421 és pmiR-193b_bACC_vs_sACC=0,995), sem pedig a kontroll csoportok 

között (plet-7b_sN_vs_bN=0193, és pmiR-193b_sN_vs_bN=0,969). 

Nyálmirigyből kiinduló ACC és kontroll szöveteik között további miRNS-ek tekintetében 

szignifikáns eltérést nem detektáltunk (ld. Függelék, 5. pont). 
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11. ábra. A let-7b (A) és miR-193b (B) relatív expressziója a vizsgált szövetekben. Mindkét 

miRNS expressziója szignifikáns eltérést mutatott sN és sACC között. sN: normál nyálmirigy, 

sACC: nyálmirigy eredetű ACC, bACC: emlő eredetű ACC, bN: normál emlő szövet. 

 

4.2.1.3. bACC és sACC miRNS expressziós mintázatának összehasonlítása 

 

A vizsgált 17 miRNS expressziójában emlő, valamint nyálmirigy eredetű ACC 

esetekben statisztikailag értékelhető eltérést nem találtunk (ld. Függelék, 5. pont).  

 

4.2.1.4. Normál emlő és nyálmirigy szövetek miRNS mintázatának 

összehasonlítása 

 

A kontroll csoportok miRNS expressziója két miRNS tekintetében mutatott jelentős 

eltérést. A miR-23b és a miR-27b kifejeződése nyálmirigy eredetű kontroll szöveteinkben 

magasabbnak bizonyult normál emlőszövetekéhez képest (pmiR-23b_bN_vs_sN=0.007 és pmiR-

27b_bN_vs_sN=0.024). A miR-23b és miR-27b expressziójának megoszlását az egyes vizsgálati 

csoportok között a 12/A és 12/B ábrák szemléltetik. 
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A miR-23b és miR-27b miRNS-ek expressziós szintje statisztikailag nem bizonyult 

különbözőnek sem az emlőből származó tumoros és kontroll szövetek (pmiR-

23b_bN_vs_bACC=0.545 és pmiR-27b_bN_vs_bACC=0.410) sem nyálmirigyből kiinduló ACC esetek és 

kontrolljaik (pmiR-23b_sN_vs_sACC=0.072 és pmiR-27b_sN_vs_sACC=0.099), sem a két szervből kiinduló 

tumoros esetekből származó minták (pmiR-23b_bACC_vs_sACC=0.957 és pmiR-27b_bACC_vs_sACC=0.981) 

összehasonlításakor. 

További miRNS-ek expressziója nem mutatott szignifikáns eltérést a két normál szövet 

között (ld. Függelék, 5. pont). 
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12. ábra. A miR-23b (A) és miR-27b (B) relatív expressziója a vizsgált szövetekben. Mindkét 

miRNS statisztikailag szignifikáns eltérést mutatott a sN és bN minták között. sN: normál 

nyálmirigy, sACC: nyálmirigy eredetű ACC, bACC: emlő eredetű ACC, bN: normál emlő 

szövet  
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4.2.2. A miRNS-célgén kapcsolat további vizsgálata, a célgének szűkítése  

 

A validációs vizsgálat során négy olyan miRNS-t találtunk, melyek expressziója 

tumoros esetekben szignifikánsan eltért normál kontrolljaikhoz képest: miR-17 és miR-20a 

bACC-ban, valamint a let-7b és miR-193b sACC-ban. A korábban már validált miRNS-célgén 

interakciókat az egyes esetekben a 10. és 11 táblázatokban tüntettük fel. 

A miRWalk adatbázis alapján 3 olyan gént azonosítottunk, melyek az általunk vizsgált 

négy miRNS mindegyike által reguláltak. Ezek a MYC, a CCND1 és a BCL2 gének voltak. A 

miRTarBase adatbázis információi szerint a CCND1 bizonyult mind a négy miRNS által 

szabályozott génnek. E géneket a 10. és 11. táblázatokban piros keret jelzi.   
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10. táblázat: A miRWalk adatbázis adatai alapján a kiválasztott miRNS-ek közül legalább kettő 

által regulált célgének listája („+”: az adott miRNS és célgén közötti interakció; nincs jel: az 

adott miRNS és célgén közötti validált interakció nem ismert). Piros keretben azok a gének 

láthatók, melyeket mind a 4 vizsgált miRNS szabályoz. 

 
GÉN GÉN TELJES NEVE let-

7b 

miR-

193b 

miR-

17 

miR-

20a Interakciók 

száma 

sN>sACC bN<bACC 

BCL2 B-cell CLL/lymphoma + + + + 4 

CCND1 cyclin D1 + + + + 4 

MYC v-myc avian myelocytomatosis 

viral oncogene homolog 

+ + + + 4 

AKT1 v-akt murine thymoma viral 

oncogene homolog 1 

+  + + 3 

CDKN1A/ 

p21 

cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1A 

+  + + 3 

COX8A cytochrome oxidase subunit 8A +  + + 3 

DDX20/ 

EIF4A1 

eukariotic translation initiation 

factor 4A1 

+  + + 3 

E2F1 E2 transcription factor 1 +  + + 3 

E2F2 E2 transcription factor 2 +  + + 3 

E2F3 E2 transcription factor 3 +  + + 3 

ESR1 estrogen receptor 1 + +  + 3 

IL6 interleukin 6 +  + + 3 

KIT v-kit Hardy Zuckerman 4 feline 

sarcoma viral oncogene 

homolog 

+ +  + 3 

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

homolog 

+  + + 3 

MCL1 myeloid cell leukaemia 1 + +  + 3 

PAK3 p21 protein activated kinase 3 +  + + 3 

PTEN phosphatase and tensin 

homolog 

+  + + 3 

RNASEN/DROSHA drosha ribonuclease type III +  + + 3 
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RUNX1 runt-related transcription factor 

1 

+  + + 3 

STAT3 signal transducer and activator 

of transcription 3 

+  + + 3 

TP53 tumor protein p53 +  + + 3 

VEGFA vascular endothelial growth 

factor A 

+  + + 3 

ZNF167 zinc finger protein 167 +  + + 3 

ZNF512B zinc finger protein 512B +  + + 3 

BCL2L11 BCL2-like 11   + + 2 

BMPR2 bone morphogenetic protein 

receptor type II 

  + + 2 

BRAF B-Raf proto-oncogene + +   2 

BRCA1 breast cancer antigen 1 +  +  2 

BRCA2 breast cancer antigen 2 +   + 2 

C17orf91/MIR22HG MIR22 host gene +   + 2 

CD4 CD4 molecule +   + 2 

CDKN2A cyclin-dependent kinase 

inhibitor 2A 

+  +  2 

CEBPB CCAAT/enhancer binding 

protein (C/EBP), beta 

+   + 2 

CEBPZ CCAAT/enhancer binding 

protein (C/EBP), zeta 

+  +  2 

CXCR4 ckemokine (C-X-C motif) 

receptor 4 

+   + 2 

DGCR8 DGCR8 microprocessor complex 

subunit 

+   + 2 

DICER1 DICER1, ribonuclease type III   + + 2 

EGFR epidermal growth factor +  +  2 

EIF2C2 eukariotic translation initiation 

factor 2C, 2 

  + + 2 

EIF2C2/ 

AGO2 

argonaure risk catalytic 

component 2 

+  +  2 

ERBB2 erb-b2 receptor tyrosine kinase +   + 2 
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2 

FBXW7 F-boksz and WD repeat domain 

containing 7 

+  +  2 

FH fum arate hydratase   + + 2 

FNDC3 fibronectin type III domain 

containing 3A 

+   + 2 

FOXP1 forkhaed boksz P1 +   + 2 

GEMIN4 gem (nuclear organell) 

associated protein 4 

  + + 2 

H2AFX H2 histone family, member X   + + 2 

HNRNPA1 heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein A1 

+  +  2 

IMPACT impact RWD domain protein +   + 2 

JAK2 janus kinase 2 +  +  2 

JUN jun proto-oncogene +  +  2 

LARP6 Laribonucleoprotein domain 

family, member6 

  + + 2 

LIN28 lin-28 homolog A +   + 2 

LYPLA3/ 

PLA2G15 

phospholipase A2, group XV +   + 2 

MAPK14 mitogen activated protein 

kinase 14 

+  +  2 

MEF2D myocyte enhancer factor 2D   + + 2 

MET MET proto-oncogene +  +  2 

NPAT nuclear protein, ataxia-

teleangiectasia locus 

+   + 2 

NPC1 Niemann-Pick disease, type C1 +   + 2 

NPM1 nucleofosmin (nucleolar 

phosphoprotein B23, numatrin) 

+  +  2 

NRAS neuroblastoma RAS viral (v-

ras) oncogene homolog 

+ +   2 

PIK3CA/ 

PIK3K 

phosphatidilinositol-4,5-

bisphosphate 3-kinase, catalytic 

subunit alpha 

+   + 2 
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PRDM1 PR domain containing2, with ZNF 

domain 

+   + 2 

RAB14 RAB14, member RAS 

oncogene family 

  + + 2 

RB1 retinoblastoma 1   + + 2 

ROS1 ROS proto-oncogene 1 +  +  2 

SOCS1/ 

CISH 

cytokine inducible SH2-

containing protein 

+   + 2 

SOX2 SRY (sex determing region Y)-

box 2 

+   + 2 

STMN1 stathmin 1   + + 2 

TGFB1 transforming growth factor beta 

1 

+  +  2 

TGFBR2 transforming growth factor beta 

receptor II 

  + + 2 

THBS1 thrombospondin 1 +  +  2 

TIMM8A translocase of inner 

mitochondrial membrane 8 

homolog A 

  + + 2 

TNF tumor necrosis factor +  +  2 

TWIST1 twist family bHLH transcription 

factor 1 

+   + 2 

ULK1 unc51-like autophagy activating 

kinase 1 

  + + 2 

ZEB1 zinc finger E-box binding 

homeobox 1 

+   + 2 
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11. táblázat: A miRTarBase adatbázis adatai alapján a kiválasztott miRNS-ek közül legalább 

kettő által regulált célgének listája („+”: az adott miRNS és célgén közötti interakció; „-„: az 

adott miRNS és célgén közötti validált interakció nem ismert). Piros keretben azok a gének 

láthatók, melyet mind a 4 vizsgált miRNS szabályoz. 
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4.2.3. Immunhisztokémiai vizsgálatok eredményei 

 

Elsőként azon fehérjék expresszióját vizsgáltuk, amelyek a validáció során szignifikáns 

különbségeket mutató miRNS-ek potenciális célgénjei által kódoltak, vagyis a cyclin D1 és 

Bcl-2 fehérjék expresszióját. 

A továbbiakban nem a miRNS-ekhez köthető, hanem a klinikopatológiai jellegzetességeket 

meghatározó fehérjék, ER, PgR és HER2 expresszióját vizsgáltuk, majd meghatároztuk a 

tumoros csoportok (bACC és sACC) Ki67-tel mérhető proliferációs indexét. 

4.2.3.1. cyclin D1 és Bcl-2 kimutatása  

 

A cyclin D1 és Bcl-2 fehérjék mennyiségének meghatározását követően az expresszió 

mértékét a következőképpen vetettük össze a csoportok között: 

- normál emlő és nyálmirigyszövetek (bN vs. sN),  

- tumoros emlő és nyálmirigyszövetek (bACC vs. sACC), 

- tumoros és normál emlő (bN vs. bACC), valamint  

- tumoros és normál nyálmirigy szövetek (sN vs. sACC) között. 

 

Az bACC és sACC, valamint normál kontrolljaik cyclin D1 expressziójának összehasonlítása 

 

cyclin D1 és Bcl-2 immunhisztokémiai vizsgálatok elvégzésére ugyan minden 

kiválasztott eset alkalmasnak bizonyult, egyes esetekben értékelhetetlen reakciót adott, 

melynek oka többnyire anyaghiány volt, mely 2 sACC és 7 bACC esetben volt megfigyelhető. 

Ezekben az esetekben az immunhisztokémiai vizsgálatok kiértékelésétől el kellett tekintenünk, 

melynek eredményeképpen 20 sACC, valamint 13 bACC esetből, valamint 13 normál 

nyálmirigyből és 11 normál emlőmirigyből származó esetek szövettani reakcióinak eredménye 

képezte a statisztikai vizsgálataink alapját. 
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Az emlőből származó szövetek cyclin D1 expressziójának összehasonlításakor 

magasabb fehérje expressziót tapasztaltunk bACC-ban mint kontroll csoportjukban 

(pcyclinD1_bN_bACC<0.0001). 

Nyálmirigy eredetű szövetek összehasonlítása során – hasonlóan az emlő szöveteihez -, 

a cyclin D1 expressziója magasabbnak bizonyult sACC-ban, mint kontroll szöveteikben 

(pcyclinD1_sN_sACC<0.0001).  

A cyclin D1 expressziójának vizsgálata során emlő és nyálmirigy tumorok között nem 

találtunk szignifikáns különbséget (pcyclinD1_bACC_sACC=0,112), ahogyan a kontroll szövetek sem 

mutattak jelentős eltérést egymáshoz viszonyítva ezen fehérje tekintetében 

(pcyclinD1_bN_sN=0,125). 

Az egyes vizsgálati csoportokból származó esetek cyclin D1 immunhisztokémiai reakciójának 

mikroszkópos képét a 13. ábra szemlélteti, az egyes esetek cyclin D1 immunhisztokémiai 

vizsgálatának kiértékelésekor kapott Hirsch-pontszámokat a 14. ábrán látható grafikonon 

szemléltettük. 

 

13. ábra. Cyclin D1 immunhisztokémiai reakció mikroszkópos képe normál emlőszövetben (A), 

bACC esetében (B), normál nyálmirigy szövetben (C) és sACC esetében (D) (cyclin D1; 1:120; 

20x-os nagyítás; Panoramic 250 Flash II scan) 
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14. ábra. Cyclin D1 fehérje expressziója a szövetekben. bN: normál emlőszövet; bACC: 

adenoid cysticus emlő carcinoma; sN: normál nyálmirigy szövet; sACC: adenoid cysticus 

nyálmirigy carcinoma  

 

A bACC és sACC, valamint normál kontrolljaik Bcl-2 expressziója 

 

A Bcl-2 fehérje expressziójának megoszlása az egyes vizsgálati csoportok között a 

cyclin D1 fehérjéhez hasonló eredményt adott. 

Emlőből származó szövetekben bACC-ban mutatkozott magasabb Bcl-2 expresszió a 

kontroll csoportjukhoz képest (pcBcl-2_bN_bACC=0.005). 

Hasonlóképpen, tumoros és normál nyálmirigyszövetek Bcl-2 expresszióját összevetve 

sACC-ban mértünk fokozott expressziót (pBcl-2_sN_sACC=0.042). 

A két tumoros betegcsoport és a két kontroll csoport között – hasonlóan a cyclin D1 

expresszióhoz - Bcl-2 kifejeződésre vonatkozóan sem találtunk szignifikáns különbséget (pBcl-

2_bACC_sACC=0,109, valamint pBcl-2_bN_sN=0,067). 

Az egyes csoportok Bcl-2 expresszióját a 15. és 16. ábrák szemléltetik: előbbi az egyes 

csoportok Bcl-2 immunhisztokémiai reakcióinak mikroszkópos képét mutatja, míg az utóbbin a 

Bcl-2 fehérje expressziójának megoszlása látható grafikonon szemléltetve. 
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15. ábra. Bcl-2 immunhisztokémiai reakció mikroszkópos képe normál emlőszövetben, (A), 

bACC esetében (B), normál nyálmirigy szövetben (C) és sACC esetében (D) (Bcl-2; 1:50; 

eredeti 200x-os nagyítás; Panoramic 250 Flash II scan) 

 

 

16. ábra. Bcl-2 fehérje expressziójának megoszlása a szövetekben. bN: normál emlőszövet; 

bACC: adenoid cysticus emlő carcinoma; sN: normál nyálmirigy szövet; sACC: adenoid 

cysticus nyálmirigy carcinoma 
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bACC és sACC tumorok cyclin D1 és Bcl-2 expressziójának összehasonlítása 

 

Ellentétben a tumoros és normál szövetek összehasonlításakor tapasztaltakkal, bACC és 

sACC összehasonlítása során sem a cyclin D1 fehérje expresszióban 

(pcyclinD1_bACC_sACC=0,113), sem pedig a Bcl-2 expresszióban nem találtunk jelentős eltérést 

(pBcl-2_bACC_sACC=0,110). Az immunhisztokémiai reakciókról készült összehasonlító 

felvételeket lásd a Függelék 6. pontjában. 

 

Normál emlő és nyálmirigy szövetek cyclin D1 és Bcl-2 expressziója 

 

Hasonlóan a tumoros csoportok összehasonlításakor tapasztaltakkal, sem a kontroll 

csoportok cyclin D1, sem Bcl-2 expressziójának tekintetében a két csoport között nem 

tapasztaltunk jelentős eltérést (pcyclinD1_bN_sN=0,126) (pBcl-2_bN_sN=0,068). Az 

immunhisztokémiai reakciókról készült összehasonlító felvételeket lásd a Függelék 7. 

pontjában. 

 

4.2.3.2. ER, PgR, HER2 és Ki67 immunhisztokémiai reakciók eredményei 

 

Az elvégzett ER, PgR és Her2 immunhisztokémiai reakciók analízisét követően, az 

értékelhető reakciók között a bACC és sACC eseteink jelentős többsége a vizsgált antitestekre 

negatív volt. Egy esetben tapasztaltunk enyhe ER pozitivitást (Quick score 3), amely minta 

szövettanilag rosszul differenciált bACC-nak felelt meg. Szintén egy esetben enyhe PgR 

pozitivitást találtunk (Quick score 3), mely minta jól differenciált bACC-nak felelt meg. 

Ki-67 immunhisztokémiai reakcióink kiértékelése során, az értékelhető reakciók között 

mind bACC, mind sACC esetekben alacsony proliferációt tapasztaltunk (1-15%). Két sACC 

mintában 30%-os Ki67 pozitivitást figyeltünk meg, melyek egyike jól differenciált carcinoma 

szöveti képét mutatta, a másik sACC eset közepesen differenciált daganat volt. bACC 

mintáink között két esetben 50%-os proliferációs arányt tapasztaltunk. A magas proliferációs 

arány mindkét esetben rosszul differenciált bACC esetből származó mintában mutatkozott. 

(Kiegészítő immunhisztokémiai vizsgálatunk eredményeit a 12. táblázatban tüntettük fel.) 
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12. táblázat: ER, PgR, Her2 és Ki67 immunhisztokémiai reakciók eredményei 

 ER PgR Her2 Ki67 (%) 

B1 negatív negatív negatív 1 

B2 negatív negatív negatív 1 

B3 negatív negatív negatív 50 

B4 negatív negatív negatív NE* 

B5 negatív negatív negatív 50 

B6 negatív negatív negatív 3 

B7 negatív negatív negatív 2 

B10 negatív negatív negatív 3 

B11 negatív negatív negatív 1 

B12 negatív negatív negatív 2 

B13 negatív negatív negatív 1 

B21 negatív pozitív negatív - 

B22 negatív negatív negatív - 

B23 negatív negatív negatív - 

B24 negatív negatív negatív - 

B25 negatív negatív negatív - 

B26 negatív negatív negatív - 

B27 pozitív negatív negatív - 

B28 negatív negatív negatív - 

B29 negatív negatív negatív - 

S1 negatív negatív negatív 1 

S2 negatív negatív negatív 3 

S3 NE* negatív negatív 7 

S4 negatív negatív negatív 10 

S5 negatív negatív negatív 3 

S6 negatív negatív negatív 1 

S7 negatív negatív negatív 2 

S8 negatív negatív negatív 30 

S9 negatív negatív negatív 5 

S10 negatív negatív negatív 30 
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S11 negatív negatív negatív 15 

S12 negatív negatív negatív 2 

S21 negatív negatív negatív NE* 

S22 negatív negatív negatív 1 

S23 negatív negatív negatív 1 

S24 negatív negatív negatív 1 

S25 negatív negatív negatív 3 

S26 negatív negatív negatív 1 

S28 negatív negatív negatív 5 

S29 negatív negatív negatív 2 

*NE: nem értékelhető reakció; „-„: nem történt immunhisztokámiai reakció 
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4.3. Túlélési adatok 

 

Túlélési adatok a Közigazgatási és Elektronikus Közszolgáltatások Központi 

Okmányiroda Speciális Szolgáltatások Osztálya adatai alapján 10 bACC-ban, valamint 21 

sACC-ban szenvedő beteg esetében álltak rendelkezésünkre. További 10 bACC-ban szenvedő 

beteg túlélési adatait Dr. Semir Vranic (University of Sarajevo) szolgáltatta számunkra. 

Ezen adatok alapján bACC-ban szenvedő betegek közül a diagnózis felállítása, valamint 

a műtét lezajlása óta egy beteg elhalálozásáról tudunk, a többi 19 beteg közül 2 esetében 

ismert a betegség jelen fennállása is, 17 beteg tumormentes.  

A 21 sACC-ban szenvedő beteg közül 8 beteg hunyt el a diagnózis felállítása óta. Ezen 

betegek átlagos teljes túlélése 5,625 év (1-9 év) volt. A fennmaradó 13 beteg közül egy 

esetében a betegség jelenleg is perzisztál, a többi betegről azonban pontos klinikai 

információnk nincsen. 

Betegségmentes túléléssel, valamint betegség specifikus elhalálozással kapcsolatban 

nem rendelkezünk információval. 
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5. MEGBESZÉLÉS 

Az ACC-k molekuláris és genetikai vizsgálatával kapcsolatosan az elmúlt évek során 

számos közlemény született, azonban epigenetikai jellegzetességeikről igen kevés irodalmi 

adattal rendelkezünk. Teljes miRNS expressziós profil meghatározást sACC esetekben 

korábban csupán Mitani munkacsoportja folytatott, akik magas tumoros esetszám mellett igen 

alacsony számú kontroll eset elemzését végezték el
Mitani,2013

. Tudomásunk szerint bACC 

esetekben korábban nem végeztek még miRNS profil meghatározást. 

Munkánk kiindulási vizsgálata során alacsony esetszámon emlő és nyálmirigy eredetű 

ACC-k, valamint normál szöveti kontrolljaik miRNS profil meghatározását végeztük 

Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA Array segítségével. Az eredmények bioinformatikai 

elemzését követően 57 olyan miRNS-t azonosítottunk, melyek mind bACC, mind sACC, 

mind pedig normál kontroll szöveteinkben expresszálódtak. A detektált miRNS-ek potenciális 

célgénjeit több adatbázis segítségével azonosítottuk. Az egyes szövetekben mutatott 

expressziós mintázat alapján az IPA
®
 analízis bACC és sACC esetekben eltérő gének 

érintettségét valószínűsítette. Emlőben a TP53, DGCR8, LAMTOR3, AKT és a PRIM1 gének 

lehetséges szerepe merült fel, míg sACC-bana PIK3CA, PTEN, ESR1, IGFR1, valamint 

FOXO1 gének szabályozása volt valószínűsíthető. A felsorolt célgének között emlő és 

nyálmirigy eredetű szövetekben is fellelhetőek a sejtciklus szabályozásában központi szerepet 

játszó elemek (PIK3CA, AKT, PTEN). Az AKT aktiválása a PIK3CA/AKT jelátviteli 

útvonalban foszforiláció révén történik a PI3K által, melynek következtében az AKT a 

sejtmembránba lokalizálódik. Az AKT számos folyamatban jelentős szerepet tölt be: 

indukálja a sejtek növekedését, a proliferációt, valamint gátolja az apoptózist. Mindemellett 

angiogenezist elősegítő hatásai is ismertek
Hermann,2000;Tsatsanis,2000

. Az AKT számos 

„downstream” célponttal rendelkezik, melyek között találjuk az mTOR (mechanistic target of 

rapamycin), valamint a FOXO géneket is. Az mTOR szerepét figyelték meg a DNS 

károsodásra adott válaszban, valamint a transzláció elősegítésében
Guo,2013;Wang,2013

. AFOXO1 

gént tumor szupresszorként tartják számon
Zhang,2015

, mely az AKT aktiválás hatására 

ubiquitinizálódik és lebomlik. Sejtciklust gátló és DNS hibajavítást serkentő transzkripciós 

faktorként ismert
Huang,2007;Yamagata,2008

. További funkciói között említhetjük az endothelsejtek 

működésében játszott szerepét a szív és a vaszkuláris strktúrák fejlődése során
Sengupta,2012

. Az 

általunk vizsgált 57 miRNS közül egyesek nyálmirigy eredetű szövetekben a PTEN gén 

szabályozását végezhetik, mely a PIK3CA/AKT jelátviteli folyamat gátlójaként ismert és 
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számos daganatféleségben központi szerepet játszó elem
Stephens,2005

. A PTEN és a PIK3CA 

gének ACC-ban betöltött szerepét Vranic és munkatársai egy ritka, metasztatikus bACC eset 

analízise során vizsgálták, melyben mindkét gén mutációját leírták. Munkacsoportjuk szerint 

ezek a gének központi szerepet tölthetnek be az igen ritka előfordulású, agresszív kórlefolyást 

mutató bACC esetekben
Vranic,2007

. 

IPA
®
 analízisünk által azonosított további potenciális célgén, a TP53 szerepét szintén 

vizsgálták már korábban: sACC esetek egy részében kimutatható a TP53 gén mutációja, 

amely korábbi tanulmányok alapján összefüggésben áll rosszul differenciált (szolid) 

megjelenésükkel
Papadaki,1996

. Ezzel szemben a bACC-k TP53 mutációjával kapcsolatban 

nyilvános adatbázisok alapján nem áll rendelkezésünkre irodalmi adat. Az IPA
®
 analízis során 

felmerült a LAMTOR3 gén érintettsége is, amely egy másik jelátviteli útvonal, az ERK 

kaszkád egyik elemeként ismert és feltehetően a sejtek proliferációjában játszik szerepet. A 

LAMTOR3 polimorfizmusának szerepét ugyan vizsgálták már korábban rosszindulatú 

emlődaganatokban, annak jelentőségét még nem sikerült igazolni
De Araujo,2013

. 

Bevezető vizsgálatunk által azonosított miRNS-ek lehetséges célgénjeinek keresésére 

online elérhető, nyilvános adatbázisok információit is felhasználtuk. Ebben az elemzésben 

olyan miRNS-ek vettek részt, amelyek expressziója speciális megoszlást mutatott az egyes 

vizsgálati csoportok között. A kiválasztott miRNS-ek egy része bACC esetekben csökkent, 

míg sACC esetekben fokozott expressziót mutatott kontroll csoportjaikhoz képest („A” 

alcsoport), míg másik részükben ezzel éppen ellentétes megoszlást találtunk: bACC esetekben 

emelkedett, sACC esetekben pedig csökkent mértékben expresszálódott kontroll szöveteikkel 

összehasonlítva („B” alcsoport). Az elemzés során számos további gén érintettsége is 

felmerült bACC, valamint sACC esetekben. Az „A” és a „B” alcsoportba sorolt miRNS-ek 

(„A”: let-7b, let-7c, miR-17, miR-20a, miR-24 és miR-195; „B”: let-7e, miR-23b, miR-27b, 

miR-193b és miR-320) célpontjai között számos ismert, sejtciklusban, apoptózisban, valamint 

angiogenezisben szerepet játszó gént azonosítottunk. Részletes irodalomkutatást a legalább 

két miRNS által potenciálisan szabályozott célgének kapcsán végeztünk. Így vizsgáltuk, hogy 

az „A” alcsoport által szabályozott BCL2, BIM, BMPR2, CCND1, CDC25A, CDK6, IL-8, 

JAK1, MAP3K12, MEF2D, MYC, RUNX1 és VEGFA gének, valamint a „B” alcsoport 

tagjai által potenciálisan regulált PLAU célgének és az ACC kapcsolatát. Annak is 

megpróbáltunk utánajárni, hogy ismert-e már az „A”, valamint „B” alcsoport tagjai által 

egyaránt potenciálisan szabályozott gének (NOTCH1 és HMGA2) szerepe ACC tumorokban. 
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A felsorolt gének egy részét korábban már kapcsolatba hozták ACC esetekkel, mely 

vizsgálatok szinte kizárólag nyálmirigy eredetű tumorokra terjedtek ki. A korábbi 

tanulmányok egyike szerint az apoptózist aktiváló fokozott BIM (más néven 

BCL2L11/BCL2-like 11), valamint az anti-apoptotikus hatású csökkent BCL-2 expresszió 

ACC daganatokban terápiás célpontként szolgálnak a flavokawain kezelés során
Zhao,2011

. 

Hoffmann munkacsoportjának vizsgálataiban az IL-8 által kódolt interleukin sACC tumoros 

betegekben magas szérum koncentrációt mutatott
Hoffmann,2007

. Az „A” alcsoport további 

lehetséges célgénjei között találjuk a RUNX1-t (runt-related transcription factor 1) is, amely 

MYB jelenlétében extracelluláris mátrix elemek aktiválásában játszhat szerepet sACC 

tumorokban
Gao,2014

. A miR-17 és miR-20a által szabályozott VEGFA-t számos tanulmányban 

vizsgálták már, melyek alapján szerepe ACC tumorokban ellentmondásos. Míg egyes 

esetekben nem mutatható ki szignifikáns összefüggés a VEGFA és a sACC-ban szenvedő 

betegek nyirokcsomó státusza, vagy túlélése között
Lee,2012

, addig más tanulmányokban a 

VEGFA szintje egyértelműen korrelál a sACC metasztatikus hajlamával, a fokozott 

angiogenezissel és a rossz túlélési mutatókkal
Hao,2010;Kondo,2014;Zhang,2007

. 

A két alcsoport által egyaránt potenciálisan szabályozott NOTCH1 Su és munkacsoportja 

szerint ACC-ban összefüggést mutat a sejtek növekedésével, anti-apoptotikus folyamatokkal 

és fokozott metasztázis-képző hajlammal
Su,2014

. Más tanulmányban a NOTCH1 szerepe 

kiemelendő a gamma-szekretáz inhibitorokra adott pozitív terápiás válasz 

kialakításában
Stoeck,2014

. A HMGA2 szerepét jóindulatú nyálmirigydaganatokban, pleomorf 

adenomában több közlemény is megerősítette
Fehr,2009;Stenman,1986

, azonban ACC-kben betöltött 

szerepével kapcsolatban nem találtunk irodalmi adatot. 

A CCND1, BCL-2 és MYC gének ACC-ban betöltött potenciális szerepéről számos 

közlemény látott már napvilágot, melyekről bővebben validációs vizsgálataink 

eredményeinek elemzését követően tájékozódtunk (lásd alább). 

Bevezető vizsgálatunknak számos korlátja volt, melyek között elsősorban a kiindulási 

esetszám alacsony voltát kell megemlítenünk. Ezen vizsgálat során alkalmazott módszerek 

ugyan igen érzékeny és specifikus eredményekkel szolgáltak, melyek statisztikai elemzése (az 

Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA array által) az alacsony esetszám miatt feltehetően 

irreleváns. Ezen vizsgálatok jelentősége kimerül a validációs vizsgálatok megkezdéséhez 

szükséges irányvonalak felállításában, melynek során sok száz miRNS közül kiválaszthattuk 

azokat, amelyek jelentős szerepet játszhatnak a két eltérő szervből kiinduló ACC-k esetében. 
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Kiindulási vizsgálatunkkal kapott miRNS-ek célgén-elemzését tájékozódó jelleggel végeztük 

el, ezért az eredmények, a validálási kísérlet átfedést mutató célgén-predikciós eredményei 

ellenére, valószínűleg nem lehetnek teljes mértékben reprezentatívak. 

Kiindulási vizsgálatunk után megnövelt esetszámú bACC és sACC mintákat vizsgáltunk 

az eltérő jellemzők felderítésére. Elsőként qPCR-rel határoztuk meg 19 miRNS (let-7b, let-7e, 

miR-17, miR-17*, miR-20a, miR-23b, miR-24, miR-27b, miR-125a-3p, miR-134, miR-193b, 

miR-195, miR-206, miR-320, miR-379, miR-382, miR-1275, RNU43 és RNU48) 

szintjét/expresszióját bACC, sACC esetekben, valamint normál kontroll szöveteikben. Az 

eredetileg kontrollnak szánt RNU43 és RNU48 helyett végül a miR-125a-3p miRNS szolgált 

kontrollként (ld.: Anyagok és módszerek). 

 A validációs vizsgálataink során számos eltérést detektáltunk a bevezető vizsgálathoz 

képest: 

- Az bACC esetekben előzetes vizsgálatunkban csökkent expressziót mutató („A” 

alcsoportba sorolt) két miRNS, a miR-17 és a miR-20a ezúttal szignifikánsan magasabb 

mértékben fejeződött ki kontroll emlőszövetekhez viszonyítva. Ezzel szemben validáció 

során sACC tumorok és kontroll szöveteik között e két miRNS expressziójában nem 

találtunk szignifikáns eltérést, habár a kiindulási vizsgálatok eredményei alapján 

jelentősen magasabb szintjüket mértük normál nyálmirigy szövetekhez képest. 

- A „B” alcsoportba sorolt miR-193b validációs vizsgálatának elvégzése után a kiindulási 

vizsgálattal megegyezően is e miRNS alacsonyabban expresszálódott sACC esetekben, 

mint normál nyálmirigy szövetekben. Hasonló megoszlást tapasztaltunk a let-7b esetében 

is, mely alacsonyabb expressziót mutatott sACC-ban a korábbi vizsgálatunkkal szemben, 

ahol magasabb szintet találtunk sACC esetekben a kontroll szöveteikhez képest.  

- Továbbá a „B” alcsoportba tartozó két miRNS, miR-23b és miR-27b, expressziója a 

korábbi vizsgálattól eltérően normál nyálmirigy szövetben mutatott statisztikailag fokozott 

expressziót a normál emlő szövetekhez képest.  

- Kiindulási és validációs vizsgálataink eredményei közötti különbségek hátterében a 

megnövelt esetszámot és az ezáltal pontosabb eredményeket adó statisztikai elemzést 

feltételezzük. Bevezető és növelt esetszámon végzett analízisünk eredményeinek 

különbsége ezen felül származhat a két módszerben alkalmazott, eltérő normalizálási 
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módszerekből, valamint abból is, hogy ezen módszerek érzékenysége feltehetően nem 

azonos mértékű. 

A validációs vizsgálatok során azonosított miRNS-ek között ismert miRNS-családok 

tagjait találjuk. Például a miR-17 és a miR-20a a miR-17/92 család egy-egy tagja, melyek az 

általuk szabályozott kulcsfontosságú gének révén számos malignus tumorban jelentős szerepet 

töltenek be (lásd korábban). Egy sACC esetek kapcsán végzett korábbi tanulmányban a miR-

17/92 családba sorolható miRNS-ek fokozott expressziója és a kedvezőtlen klinikai kimenetel 

között jelentős összefüggést találtak
Mitani,2013

. Ugyan a miR-17/92 család szerepét bACC 

esetekben korábban még nem vizsgálták, tripla-negatív emlőtumorokban (TNBC) több 

kutatócsoport is megerősítette fokozott expressziójukat
Avery-Kiejda,2014;de Rinaldis,2013

. Reis-Filho 

munkacsoportja felvetette a miR-17/92 család differenciál diagnosztikai szerepét az 

emlőcarcinomák molekuláris alcsoportjainak elkülönítésében
Calvano Filho,2014

.  

Kontroll szöveteikhez képest nyálmirigy tumorokban alacsonyabban expresszálódó 

miRNS-ek, a let-7b és miR-193b szintén ismert miRNS családok képviselői (a let-7 és a miR-

193b család tagjai). A miR-193b és nyálmirigy kiindulású daganatok összefüggéséről a 

szakirodalomban nem találtunk adatokat, míg rosszindulatú emlődaganatok kapcsán több 

kutatócsoportban is felmerült már a miR-193b potenciális tumor szuppresszor 

szerepe
Leivonen,2011;Yang,2014

. Korábbi tanulmányok szerint a let-7b megítélése rosszindulatú 

emlődaganatokban ellentmondásos
Hu,2013;Ma,2014

, míg a let-7b nyálmirigyekben betöltött 

szerepéről eddig még nem közöltek adatokat. 

A miR-23b és miR-27b miRNS-ek expressziójában a nyálmirigyek javára tapasztalt 

különbségeket a miRNS-ek szövetspecificitásának tudjuk be. Ez a két miRNS szintén egy 

ismert miRNS család (miR-23b/27b/24) tagja, melyek szerepét több kutatócsoport is vizsgálta 

már rosszindulatú emlődaganatokban
Pellegrino,2013;Wu,2011

. Jin és munkatársai a miR-23b/27b 

onkogén szerepét azonosították, melynek hátterében HER2/neu (ERBB2), EGF és TNF-α általi 

aktiválást találtak
Jin,2013

. 

A miRNS-ek egymással és a génekkel igen bonyolult hálózatot alkotva, bonyolult 

szabályozási rendszereken keresztül függnek össze. Ugyan a komplex szabályozási folyamatok 

teljes feltárása még a jövő feladata, egyes összefüggések azonosítása közelebb vihet bennünket 

az egyes szövetek, valamint daganattípusok jellegzetességeinek feltárásához. A legtöbb 

irodalmi adat alapján a miRNS-ek negatívan regulálják a gének működését (lásd korábban). 

Ezt feltételezve, a munkánk során igazolt fokozott miR-17 és miR-20a expresszió bACC-ban a 
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regulált génjeik csökkent expressziójához vezethet, mely által tumorszupresszor miR-eknek 

tekinthetők. Hasonló elmélet szerint, a let-7b és miR-193b csökkent expressziója sACC 

esetekben éppen az általuk regulált gének gátlás alóli felszabadulását okozhatja, tehát onkomiR 

hatású miRNS-ekként viselkedhetnek. Amennyiben elméletünk helytáll, a miR-17 és miR-20a 

célgénjeik által kódolt fehérjék expressziójának csökkenése várható bACC esetekben, 

ugyanakkor a let-7b és miR-193b célgénjei által kódolt fehérjék növekedése várható sACC 

esetekben. A fentiek alapján a nyilvános adatbázisok által azonosított, potenciális miRNS-

célgén interakciók ismeretében elsődleges szempontunk volt olyan mRNS-ek kiválasztása, 

amelyek a fenti négy miRNS (miR-17, a miR-20a, a let-7b, miR-193b) mindegyike által 

egyaránt reguláltak. Epigenetikai szintű szabályozás révén azok a gének, amelyek a négy 

miRNS által egyaránt szabályozottak, hozzájárulhatnak az emlőből és nyálmirigyekből 

kiinduló ACC-k eltérő molekuláris mintázatához és ezáltal a két szervből kiinduló ACC-k 

eltérő prognózisának megértéséhez. 

Részletes elemzést követően három olyan potenciális célgént azonosítottunk, melyek 

megfeleltek a fenti követelményeknek: a miRTarBase alapján a MYC, a CCND1 és a BCL2 is 

korábban már validált célgénjei a vizsgált miRNS-eknek. Fontos megemlítenünk, hogy ezen 

gének érintettsége már kiindulási vizsgálatunk eredményeinek elemzése során is felvetődött. A 

miRWalk adatbázis információi alapján a fenti kritériumoknak a CCND1 gén felelt meg. 

A CCND1 nevű gén egy fontos sejtciklus szabályozó fehérjét, a cyclin D1-et kódolja, mely 

ciklin-dependens kinázokkal (cyclin-dependent kinases/CDKs) együttműködve a G1/S átmenet 

progresszióját segíti elő. A normál sejtciklust felgyorsító fehérje számos daganatféleségben 

központi szerepet játszik, melyek között – a teljesség igénye nélkül említhetjük a máj, a vese, 

vagy a nyelőcső rosszindulatú elváltozásait
Jiang,1993;Leroy,2014;Zhang,1993

. A cyclin D1 szerepét 

emlőrákokban is kiterjedten vizsgálták, melyek szerint fokozott expressziója növeli a tumorok 

invazivitását
Choi,2001;Dai,2013;Erickson,2000;Wong,2000

. A CCND1 fokozott expressziója sACC-ban 

összefüggést mutat az előrehaladott stádiummal
Sequeiros Santiago,2004

. Különböző szervekből 

kiinduló ACC-k cyclin D1 expressziójának összehasonlítása során Lin és munkatársai nem 

találtak lényeges különbséget
Lin,2012

. 

A BCL2gén egy anti-apoptotikus hatású fehérjét, a Bcl-2-t kódolja, mely – elsősorban 

nyirokcsomók rosszindulatú elváltozásaiban – hozzájárul a daganatos sejtek 

proliferációjához
Korsmeyer,1992;Reed,1987;Tsujimoto,1989

, mely által terápiás célpontként is 

szolgál
Zhong,2014

. A Bcl-2 sACC esetekben betöltött szerepével kapcsolatos tanulmányok 
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ellentmondásosak: egyes munkacsoportok szerint ezekre általában alacsony Bcl-2 expressziós 

státusz jellemző
Al-Rawi,2010

, míg mások a fokozott Bcl-2 expressziót a jobb prognózissal hozták 

összefüggésbe
You,2008

. 

A CCND1 és BCL2 gének által kódolt két fehérje, a cyclin D1 és a Bcl-2 expressziójának 

párhuzamos vizsgálatát bACC és sACC esetekben, valamint kontroll emlő és nyálmirigy 

szövetekben elsőként végeztük
Kiss,2015

. Immunhisztokémiai vizsgálatunk eredményei alapján 

mindkét fehérje expresszióját szignifikánsan magasabbnak találtuk a tumoros szövetekben – 

emlő- és nyálmirigy eredetű ACC-kben egyaránt. A két fehérje fokozott expressziója – ismert 

sejten belüli hatásaik révén –feltehetően hozzájárul az ACC-k kialakulásához és 

proliferációjához, eredményeink alapján a két szervből kiinduló ACC esetek cyclin D1 és Bcl-

2 expressziója között nem mutatkozott szignifikáns eltérés. Ezek alapján feltehetően nem 

expressziójukban keresendő a válasz a bACC és sACC esetek eltérő klinikai viselkedésére, 

illetve e két gén expressziójának szabályozásában minden bizonnyal nem kizárólagosan az 

említett miRNS-ek vesznek részt, hanem feltehetően vannak magasabb, erőteljesebb 

szabályozók is (pl a proliferációt serkentő jelátviteli utak). 

A bACC esetek ismert molekuláris jellegzetességeinek figyelembe vétele alapján – 

miszerint azok a rosszindulatú emlődaganatok TNBC alcsoportjába tartoznak – további 

immunhisztokémiai vizsgálatokat végeztünk. Ezek során meghatároztuk bACC és sACC 

eseteink ER, PgR, valamint HER2 státuszát, valamint Ki67-tel mért proliferációs aktivitását. 

Hormonreceptorok tekintetében mindkét szerv ACC esetei – egy-egy kivételtől eltekintve – 

negatívnak bizonyultak, mely eredményeink tükrözik az irodalomban ezzel kapcsolatos 

tanulmányok eredményeit. Az emlő és a nyálmirigy kiindulású ACC eseteink proliferációs 

aktivitása többnyire alacsony volt, azonban 2-2 bACC és sACC esetben emelkedett Ki-67 

expressziót detektáltunk
Kiss,2015

. A legmagasabb, 50%-os proliferációs aktivitást két bACC 

esetben figyeltünk meg, mindkét eset rosszul differenciált ACC volt. A két szervből kiinduló 

ACC esetek proliferációs aktivitása között a fentiek alapján lényeges különbség nem volt 

igazolható. 

Tekintve, hogy az ACC-k nyálmirigyben és emlőben ritkán előforduló daganatféleségek, 

a validációs vizsgálatunkban elemzett betegcsoportokat kellően reprezentatívnak tartjuk. A 

legtöbb ACC-vel kapcsolatos közleményben csupán esettanulmányokról olvashatunk, így a 

vizsgálatunkba bevont esetek száma elsősorban a bACC-kat tekintve irodalmi ritkaságnak 

számít. 
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Validációs vizsgálatunk korlátja, hogy az azonosított miRNS-mRNS interakciók korábbi 

vizsgálatok során már validált kapcsolatokat szemléltetnek, és ezek között ACC esetek nem 

fordulnak elő, ezért elképzelhető, hogy emlőben, valamint nyálmirigyben az általunk 

azonosított miRNS-célgén szabályozás esetleg nem jellemző. Azonban úgy véljük, hogy 

munkánk hozzájárult az ACC-k miRNS expressziós szintjeinek megismeréséhez. 
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 

1. Munkám során elsőként végeztünk párhuzamos miRNS expressziós profil 

meghatározást emlő- és nyálmirigy-eredetű adenoid cysticus carcinoma esetekben 

(bACC és sACC).  

2. Kiindulási vizsgálatunkban elsőként azonosítottunk olyan miRNS-eket, melyek mind 

bACC, mind sACC esetekben, mind pedig normál emlő és nyálmirigy szövetekben 

(bN és sN) egyaránt expresszálódtak és a különböző vizsgálati csoportok között 

speciális eloszlát mutattak (57 miRNS).  

3. Szintén kiindulási vizsgálatunkban azonosítottunk olyan miRNS-eket, melyek csupán 

sACC esetekben expresszálódtak (miR-17*, miR-125a-3p, miR-134, miR-181a-2*, 

miR-206, miR-379, miR-382 és miR-1275), valamint egy miRNS-t, mely sACC esetek 

kivételével minden vizsgálati mintában detektálható volt (miR-1234). 

4. A fentiek alapján azonosított miRNS-ek esetében alkalmazott kiterjedt célgén elemzés 

alapján (IPA
®
 és nyilvános miRNS-célgén interakciókat tartalmazó adatbázisok) a 

következő gének érintettsége merült fel: BIM, BMPR2, BCL2, CCND1, CDC25A, 

CDK6, IL8, JAK1, MAP3K12, MEF2D, MYC, RUNX1, VEGFA, HMGA2, NOTCH1 és 

PLAU. 

5. Validációs vizsgálataink során két miRNS (miR-17 és miR-20a) bACC esetekben 

mutatott fokozott expressziót, míg két miRNS (let-7b és miR-193b) szintje csökkent 

sACC esetekben. Két miRNS pedig (miR-23b és a miR-27b) a normál nyálmirigy és 

emlő szövetekben mutatott eltérő expressziót. A bACC és sACC esetek miRNS 

expressziójának statisztikai elemzése a két tumor közöttszignifikáns eltérést nem talált. 

6.  A miR-17, a miR-20a, a let-7b és a miR-193b miRNS-ek mindegyike által 

szabályozott közös célgénként azonosítottuk a CCND1, a BCL2 és a MYC mRNS-eket 

(a miRWalk és miRTarBase adatbázisok adatai alapján). 

7. A miRNS expresszióban tapasztalt eltérés ellenére a szöveti minták cyclin D1 és Bcl-2 

expressziójának immunhisztokémiai vizsgálata e két fehérje expressziójában lényeges 

eltérést nem talált, detektálható szintjük a tumoros szövetekben egyaránt magas volt. 

8. bACC mintáink ösztrogén receptor (ER), progeszteron receptor (PgR), valamint Her2 

státuszának meghatározása során bACC eseteink szinte kivétel nélkül tripla-negatív 
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emlőtumoroknak bizonyultak. Közöttük 1-1 esetben gyenge ER, valamint PgR 

expressziót detektáltunk. sACC eseteink kivétel nélkül negatív ER-, PgR-, valamint 

Her2-expressziót mutattak. 

9. Egyes esetekben meghatároztuk tumoros mintáink Ki67-expresszióját is, mely alapján 

néhány kivételtől eltekintve mind bACC, mind sACC eseteink alacsony proliferációs 

aktivitást mutattak. A legmagasabb proliferációs aktivitást két mintában, mindkét 

esetben rosszul differenciált emlő eredetű adenoid cysticus carcinoma esetében láttunk.  
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

Az emlőből és nyálmirigyekből kiinduló, azonos hisztopatológiai jellegzetességeket 

hordozó ACC prognózisa eltérő, melynek okát az eddigi molekuláris és genetikai vizsgálatok 

nem tárták fel. Munkánk során az epigenetikai szabályozás egy kis szegmensét vizsgáltuk, 

mivel feltevésünk szerint a miRNS-ek génekre gyakorolt szabályozási mechanizmusai 

befolyásolhatják az egyes szervekből kiinduló ACC-k prognózisát. 

Vizsgálatunk kezdeti szakaszában kis esetszámon végeztünk miRNS expressziós profil 

vizsgálatot bACC és sACC, valamint normál szöveti kontrolljaik esetében. Ebben a 

vizsgálatban az Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA array segítségével 18 miRNS-t választottunk 

ki további analízisre. A későbbi vizsgálatok során qRT-PCR technikával magasabb 

esetszámon határoztuk meg a miRNS-ek expresszióját. Eredményeink szerint a miR-17 és 

miR-20a fokozottan expresszálódott bACC esetekben kontroll szöveteikhez képest, míg a let-

7b és a miR-193b csökkent mértékben fejeződik ki sACC szövetekben, mint normál 

nyálmirigyekben. A miR-17, miR-20a, let-7b és miR-193b miRNS-ek közös célgénjei között 

azonosíthatóak a CCND1 és a BCL2. Mivel a miRNS-ek legtöbbször negatív szabályozó 

hatást fejtenek ki az általuk regulált génekre, azt feltételeztük, hogy a CCND1 és BCL által 

kódolt cyclin D1 és a Bcl-2 fehérjék eltérő módon expresszálódnak bACC, valamint sACC 

esetekben. Immunhisztokémiai vizsgálataink alapján kontroll szöveteikhez képest mindkét 

fehérje fokozott expressziója volt detektálható a két szervből kiinduló ACC-ban. A bACC és 

sACC esetekben elvégzett ER, PgR, Her2 és Ki67 immunhisztokémiai vizsgálataink 

eredményei lényegében tükrözték az irodalmi adatokat. 

Munkám során bACC és sACC esetek eltérő miRNS expressziós mintázatát találtam bACC és 

sACC esetekben, amennyiben azt normál emlő- és nyálmirigy szövetek miRNS szintjével 

vetettem össze. A speciális eloszlást mutató miRNS-ek potenciális célgénjei által kódolt 

cyclin D1 és Bcl-2 fehérjék expressziója azonban nem különbözött jelentősen a két szervben: 

normál szöveteikhez képest bACC és sACC esetekben is magasabb cyclin D1 és Bcl-2 

kifejeződést tapasztaltam. Feltehetően a két szervből kiinduló ACC eltérő klinikai lefolyása 

nem a vizsgált két fehérje működésében keresendő, azonban az eltérő expressziót mutató 

miRNS-ek további célgénjeinek szerepe nem zárható ki.  
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8. SUMMARY 

The prognosis of breast-and salivary gland-derived ACC despite the identical 

histopathological features is different. The reason of it has not been explained by previous 

molecular and genetic assays so far. In our experiment we analized a minor segment of 

epigenetic regulation, since we assume that the prognosis of ACC of different organs may be 

influenced by miRNA regulatory effects on genes. 

In our initial analysis we performed miRNA expression profiling on a small number of 

bACC and sACC tissues and their normal controls. In this experiment we selected 18 

miRNAs for further experiments based on Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA array. In our 

further experiments we determined the expression of miRNAs on a higher number of cases by 

qRT-PCR method. We found miR-17 and miR-20a overexpressed in bACCs compared to 

their control tissues, while let-7b and miR-193 decreased in sACCs compared to normal 

salivary gland tissues. CCND1 and BCL2 are identified among the common target genes of 

miR-17, miR-20a, let-7b and miR-193b. As miRNAs mostly exert negative regulatory effects 

on their targets, we assumed that cyclin D1 and Bcl-2, encoded by CCND1 and BCL2 are 

expressed differently in bACC and sACC cases. Based on our immunohistochemical analysis, 

both proteins are overexpressed in ACCs of the two organs compared to their normal controls. 

The result of our ER, PgR, Her2 and Ki67 immunohistochemical analysis mainly reflected the 

data provided in literature. 

In my work I found different miRNA expression pattern in bACC and sACC cases, 

when I compared those to miRNA levels of normal breast and salivary gland tissues. The 

expression of cyclin D1 and Bcl-2, encoded by two potential target genes of miRNAs with 

specific distribution, did not differ significantly in the two organs’ ACCs: compared to normal 

controls, cyclin D1 and Bcl-2 were found overexpressed in both organs. Presumably, the 

diverse clinical course of ACC of the two organs is not hidden in the function of the analized 

two proteins, however the role of further target genes of miRNAs with specific distribution of 

the investigated study groups cannot be excluded. 
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1. Madaras, L., Kovács, K.A., Szász, A.M., Kenessey, I., Tőkés, A-M., Székely, B., 

Baranyák, Z., Kiss, O., Dank, M., Kulka, J. (2014). „Clinicopathological features 

and prognosis of pregnancy associated breast cancer - a matched case control 

study.” Pathology&Oncology Research (3):581-90    

2. Madaras, L., Baranyák, Z., Kulka, J., Szász, A.M., Kovács, A., Lan, PH., 

Székely, B., Dank, M., Nagy, T., Kiss, O., Harsányi, L., Barbai, T., Kenessey, I., 

Tőkés, A-M. (2013). „Retrospective analysis of clinicopathological 

characteristics and family history data of early-onset breast cancer: a single-

institutional study of Hungarian patients.” Patholgy&Oncology Research (4):723-
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12. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 

Dolgozatom elkészítéséhez nyújtott segítségéért köszönetemet fejezem ki 

témavezetőmnek, Kulka Janina Professzorasszonynak, aki munkám során szeretetteljes, 

de szigorú tanácsaival, kritikáival folyamatos iránymutatást nyújtott. Köszönöm az évek 

során tanúsított végtelen türelmét, tökéletességre törekvését. Szakmai jellegű 

segítségnyújtásán túl végtelenül hálás vagyok rendkívüli emberi jellemének 

megismeréséért. 

Hálás köszönettel tartozom Családtagjaimnak, akik az elmúlt években, 

évtizedekben egytől egyig önzetlen támogatásukkal segítettek. Köszönöm, hogy 

nehezebb időszakokban határtalan türelmükkel és szeretetükkel mindig mellettem állnak 

olyankor is, amikor feladataim elvégzése csupán a Velük töltött idő rovására 

kivitelezhető.  

Rendkívül sok szakmai segítséget kaptam az évek során Szász A. Marcelltől és 

Tőkés Anna-Máriától, akik a legapróbb felmerülő probléma során is nagy 

körültekintéssel, időt nem sajnálva segítettek a legmegfelelőbb megoldások 

megtalálásában. 

Köszönöm Schaff Zsuzsa Professzorasszonynak az általa vezetett programban 

való részvétel lehetőségéért, valamint hallgatói éveim alatt nyújtott mindennemű – 

szakmai és emberi - támogatásáért. Köszönöm továbbá Tímár József Professzor Úrnak, 

hogy lehetőséget nyújtott számomra a II. sz. Patológiai Intézetben folytatott kutatói 

munkám kivitelezésére. 

Köszönöm Zlatko Marusicnak önzetlen segítségét, amivel hozzájárult kezdeti 

munkám kiterjesztéséhez. Köszönöm továbbá Semir Vranic határtalan önzetlenségét és 

szakmai segítségét, aki szövettani blokkok rendelkezésre bocsátásán túl rendkívüli 

mértékben segítette a munka elméleti részét. Együttműködésükért külön köszönettel 

tartozom Jäckel Mártának, Lippai Norbertnek, Spisák Sándornak, Szilágyi Annának, 

Udvarhelyi Nórának, valamint Vass Lászlónak. 

Munkámhoz jelentős segítséget nyújtottak Azumah Erzsébet, Gregor Viktória és 

Sklánitzné Samodai Erika.  
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Az évek során adódó módszertani kérdésekben mindig támogattak Gyöngyösi 

Benedek, Horváth Csilla, Lendvai Gábor, Oláh Gergely, Madaras Lilla és Tóth 

Barnabás. A felmerülő technikai jellegű problémákon felül lelkileg rengeteg támogatást 

nyújtott Schlachter Krisztina. 

A munka során alkalmazott, valamint egyéb molekuláris vizsgálómódszerek 

technikájának elsajátításával kapcsolatban rengeteg tapasztalatot szereztem a Bostonban 

eltöltött nyolc hónap során. A Beth Israel Deaconess Medical Center (Harvard Medical 

School) Élettudományok Központjának Karnoub kutatólaborjában számos nagy tudású, 

tapasztalt kutatótól tanulhattam. 

Köszönettel tartozom továbbá Fehér Erzsébet Professzorasszonynak, akitől az 

elmúlt évek során nagyon sok szeretetet és önzetlen segítséget kaptam. Anatómiai 

ismereteimen felül Altdorfer Károly Docens Úrnak köszönöm a hosszú évek óta tartó 

emberi példamutatását. Önzetlen támogatásuk mindig nagyon sok erőt nyújt számomra. 

Végül pedig köszönöm Dr.Tóth Erika támogatását is, aki rugalmasságával és 

megértésével lehetőséget teremtett dolgozatom megírásához. 

 

 

Kutatásunkhoz a következő támogatási források járultak hozzá: TÁMOP 4.2.4.A/2-11-

1-2012-0001; TÁMOP-4.2.1/B-09/1/KMR-2010-0001; TÁMOP-4.2.2/B-10/1-2010-

0013. 
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FÜGGELÉK 

1. RNS izolálási protokoll a validációs vizsgálatok során 

Minden mintához 1 ml xilolt pipettáztunk, melyet 5 percig inkubáltunk. Az inkubáció 

eltelte után minden mintát alaposan felráztunk (vortexeltünk), majd 13000 rpm 

fordulatszámon szobahőmérsékleten 2 percig centrifugáltuk. Centrifugálást követően a 

xilolt a mintákról leöntöttük, majd 1 ml 100%-os ethanult adtunk hozzá. A mintákat 

újabb vortexelést követően ismételten 13000 rpm fordulatszámon centrifugáltuk, majd az 

ethanol lepipettázását követően ez utóbbi folyamatot (1 ml 100%-os ethanol, vortex, 

centrifugálás, ethanol lepipettázása) megismételtük. Következő lépésben a maradék 

ethanolt szobahőn hagytuk elpárologni (15-20 perc). Mintáinkat ezután a kitben található 

emésztőenzimből és DNázból álló oldatban szuszpendáltuk a kithez mellékelt 

protokollnak megfelelően (mintánként 200μl Digestion Buffer+4 μl proteáz oldatot 

alkalmaztunk, vortexelést követően mintáinkat 50°C-on inkubáltuk 150 percen 

keresztül). Az emésztőenzimek leállításához a mintákat 15 percen keresztül 80°C-on 

inkubáltuk. 240 μl izoláló oldat (Isolation Additive) hozzáadását és vortexelést követően 

mintáinkhoz 550 μl 100%-os ethanolt adtunk, majd azokat pipettázással elegyítettük. A 

kithez mellékelt 2 ml-es csövekbe a – kit által szintén tartalmazott – filtereket 

helyeztünk, majd az izoláló oldatot és ethanolt tartalmazó mintáinkat 700 μl-enként 

rápipettáztuk a filterre. Mintáinkat 700 μl-enként 10000 rpm fordulatszámon 

centrifugáltuk 30 másodpercig. Az átszűrődött folyadékot leöntöttük, a filtert újra 

visszahelyeztük a csőbe és a fennmaradó oldatot rápipettáztuk a filterre, melyet 

ismételten 10000 rpm fordulatszámon 30 percig centrifugáltunk. Az átszűrődött 

folyadékot ismételten leöntöttük, a filtert ismét visszahelyeztük és mintáinkhoz 700 μl 

mosófolyadékot adtunk (Wash 1). 10000 rpm 30 másodperces centrifugálást követően az 

átszűrődött folyadékot ismét leöntöttük, majd 500 μl másik mosófolyadékot (Wash 2/3) 

pipettáztunk mintáinkhoz. Újabb 10000 rpm 30 másodperc centrifugálást követően 

mintáinkat 30 percig DNázt tartalmazó oldatban emésztettük. (Az emésztőoldat 6 μl 

DNáz puffert (DNase Buffer), 4 μl DNázt és 50 μl nucleáz mentes vizet tartalmazott, így 

mintánként 60 μl emésztőoldatot használtunk). Fél óra eltelte után újabb mosás 

következett (700 μl Wash 1 oldat, centrifugálás, majd 500  μl Wash2/3 oldat, majd 

centrifugálás).  Filterünket ekkor egy újabb 2 ml-es csőbe helyeztük át és minden 30 μl 
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mosóoldatot (Elution Solution) pipettáztunk a filterek közepére, mellyel mintáinkat 5 

percig inkubáltuk. Újabb centrifugálás következett (1 percig 13000 rpm fordulatszámon). 

A filtert eltávolítottuk és a cső alján található izolátum koncentrációját NanoDrop ND-

1000 spektrofotométerrel határoztuk meg. Mérést követően mintáinkat a további 

felhasználás idejéig -80°C-on tároltuk. 

2. Reverz transzkripció protokoll 

Reverz transzkripcióhoz szükséges anyagmennyiségek reverz transzkripcióhoz szükséges 

négyszeres mennyiségben: 

 

 Egy reverz transzkripció 

reakcióhoz szükséges 

anyagmennyiségek 

10X RT Puffer (10X 

Reverse Transcription 

Buffer) 

0,750 µl 

100mM dNTP (with 

dTTP)  

0,075 µl 

MultiScribe™ Reverse 

Transcriptase, 50 U/µl 

0,500 µl 

RNase Inhibitor, 20 U/µl 0,095 µl 

Nuclease-free water 2,58 µl 

Összesen 4 µl 

 

3. qRT-PCR protokoll 

qPCR reakciókhoz szükséges reakciós oldat anyagmennyiségei triplikátumonként: 

 Mennyiség (µl) 

qPCR Mix 16,8 

H2O 12,94 

Primer* 1,68 

cDNS** 2,23 

*triplikátumonként 1-1 micro-RNS primert alkalmaztunk 

**mivel a reverz transzkripció során egy-egy triplikátumban kétféle miRNS átírását 

végeztük, ugyanazon cDNS-ből két triplikátumhoz adtunk 2,23-2,23 μl mennyiséget 

  

DOI:10.14753/SE.2016.1890



121 

 

4. Affymetrix
®
 GeneChip

®
 miRNA array - eredmények 

Az Affymetrix
®

 GeneChip
®

 miRNA array statisztikai számításai alapján minden 

mintában expresszálódó (bN, bACC1, bACC2, sN, sACC1 és sACC2) miRNS-ek, 

hozzájuk tartozó jeladási értékekkel I. („1”: az adott miRNS a mintában jelen van). 

Vizsgált 

miRNS 

neve 

bN* bACC1* bACC2* sN* sACC1* sACC2* 

hsa-let-

7a_st 

11,6735077 

 

12,6448708 

 

11,3704643 

 

12,84664 

 

12,8457651 

 

13,2766447 

 

hsa-let-

7b_st 

11,6069822 

 

12,9148312 

 

11,4785614 

 

12,6318235 

 

13,2824411 

 

13,213912 

 

hsa-let-

7c_st 

11,1887894 

 

11,9736643 

 

10,7559929 

 

12,5300159 

 

12,4965143 

 

12,6896935 

 

hsa-let-

7d_st 

10,558672 

 

11,5208168 

 

10,2141809 

 

11,462882 

 

11,4126472 

 

11,9123907 

 

hsa-let-

7e_st 

9,42948 

 

10,579833 

 

9,312275 

 

11,0164089 

 

10,8941612 

 

10,7829933 

 

hsa-let-

7f_st 

8,511496 

 

9,216158 

 

8,143291 

 

10,1740475 

 

9,642245 

 

10,1485519 

 

hsa-let-

7g_st 

8,436794 

 

9,439601 

 

7,925148 

 

10,2545156 

 

9,168972 

 

10,0231266 

 

hsa-let-

7i_st 

9,018677 

 

11,1819153 

 

9,248895 

 

10,492507 

 

10,8518934 

 

11,5316868 

 

hsa-

miR-

103_st 

 

9,293724 

 

11,42094 

 

8,494539 

 

10,8739119 

 

11,4928274 

 

11,7677927 

 

hsa-

miR-

107_st 

9,296203 

 

10,904685 

 

8,003281 

 

10,6582289 

 

10,9660664 

 

11,2520781 
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hsa-

miR-

1228-

star_st 

7,899023 

 

9,156628 

 

8,832127 

 

8,130872 

 

9,522355 

 

8,809151 

 

hsa-

miR-

125b_st 

10,6311045 

 

12,2053995 

 

8,57528 

 

11,9614048 

 

11,5376568 

 

11,492341 

 

hsa-

miR-

1267_st 

5,553642 

 

6,194113 

 

7,524993 

 

6,498166 

 

6,21812534 

 

5,833263 

 

hsa-

miR-

1280_st 

8,047313 

 

8,444189 

 

7,00615168 

 

9,504274 

 

7,4579463 

 

7,351931 

 

hsa-

miR-

1281_st 

8,030417 

 

6,98923 

 

8,925432 

 

7,400933 

 

7,774637 

 

6,47544861 

 

hsa-

miR-

1308_st 

7,55068827 

 

10,4758186 

 

8,6645565 

 

9,12995 

 

9,845788 

 

9,912374 

 

hsa-

miR-

143_st 

10,2222528 

 

9,43984 

 

9,196884 

 

11,7851477 

 

10,498764 

 

11,6162548 

 

hsa-

miR-

145_st 

9,651582 

 

10,2639408 

 

7,97373772 

 

12,1685715 

 

10,8403282 

 

11,413763 

 

hsa-

miR-

146a_st 

7,70492029 

 

8,713522 

 

6,926238 

 

10,347229 

 

10,0234356 

 

10,1512461 

 

hsa-

miR-

149-

star_st 

8,964125 

 

9,979605 

 

10,6387043 

 

10,1220922 

 

11,0711174 

 

9,860132 

 

hsa-

miR-

151-

5p_st 

9,118494 

 

10,7015171 

 

6,7889986 

 

10,4170027 

 

9,970731 

 

10,2609272 

 

hsa-

miR-

16_st 

10,9122143 

 

11,8427391 

 

8,532416 

 

11,3667068 

 

11,0567493 

 

12,177145 

 

hsa-

miR-

8,770823 10,652607 7,936165 9,735787 10,6158934 11,0837746 
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17_st       

hsa-

miR-

182_st 

6,322492 

 

9,689505 

 

8,290209 

 

8,373533 

 

10,983839 

 

9,610238 

 

hsa-

miR-

1826_st 

8,40444 

 

11,95386 

 

11,0966692 

 

12,67391 

 

12,1027994 

 

11,565093 

 

hsa-

miR-

185_st 

6,5128026 

 

9,36243248 

 

6,917721 

 

8,111019 

 

7,9654727 

 

8,967185 

 

hsa-

miR-

191_st 

9,048916 

 

11,3627367 

 

8,520886 

 

10,8541641 

 

10,526823 

 

10,8340454 

 

hsa-

miR-

193b_st 

7,196075 

 

7,29729271 

 

5,20006466 

 

7,8911953 

 

6,298359 

 

6,570418 

 

hsa-

miR-

195_st 

11,2711163 

 

9,789146 

 

7,109769 

 

10,4743042 

 

10,8738766 

 

11,0880537 

 

hsa-

miR-

199a-

3p_st 

9,691317 

 

10,15729 

 

9,186421 

 

10,3360052 

 

9,696281 

 

10,66785 

 

hsa-

miR-

199b-

3p_st 

9,971316 

 

10,1502237 

 

8,9672575 

 

10,3477945 

 

9,669297 

 

10,59113 

 

hsa-

miR-

200c_st 

10,7578506 

 

13,1527834 

 

10,125123 

 

12,4327145 

 

11,9661694 

 

11,9891605 

 

hsa-

miR-

205_st 

8,917269 

 

10,9668646 

 

7,744831 

 

10,9618464 

 

11,3319454 

 

11,3180027 

 

hsa-

miR-

20a_st 

9,127122 

 

9,981365 

 

6,089364 

 

9,503568 

 

10,0433226 

 

11,0489187 

 

hsa-

miR-

214_st 

8,29029751 

 

8,908069 

 

8,45406 

 

8,73891449 

 

9,090319 

 

9,3975 
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hsa-

miR-

23a_st 

10,75694 

 

12,4081259 

 

9,051208 

 

11,6490879 

 

11,177784 

 

11,7262592 

 

hsa-

miR-

23b_st 

9,796807 

 

11,572506 

 

10,1560068 

 

12,2336559 

 

12,1125832 

 

12,18637 

 

hsa-

miR-

24_st 

11,168581 

 

11,92607 

 

9,707426 

 

11,7830868 

 

12,1981583 

 

12,4691906 

 

hsa-

miR-

26a_st 

11,76628 

 

12,8003559 

 

10,9207945 

 

13,1605825 

 

12,7740574 

 

12,926424 

 

hsa-

miR-

27b_st 

7,579687 

 

9,252659 

 

7,850317 

 

10,5061016 

 

10,55333 

 

10,3054314 

 

hsa-

miR-

296-

3p_st 

4,94744635 

 

3,80738163 

 

4,508216 

 

3,86000443 

 

4,349104 

 

3,563384 

 

hsa-

miR-

29b-2-

star_st 

8,074047 

 

6,96917725 

 

8,708451 

 

7,61574841 

 

6,964886 

 

6,481799 

 

hsa-

miR-

320a_st 

6,839688 

 

10,4284744 

 

9,098162 

 

9,904651 

 

10,2321434 

 

10,1182632 

 

hsa-

miR-

320b_st 

8,16898 

 

10,2727709 

 

8,545478 

 

9,777195 

 

10,0028267 

 

10,0477133 

 

hsa-

miR-

320c_st 

7,033529 

 

9,946894 

 

8,596817 

 

9,53473 

 

9,602523 

 

9,703136 

 

hsa-

miR-

338-

5p_st 

 

4,236581 

 

4,63401556 

 

5,463869 

 

5,23531532 

 

5,56601572 

 

5,317274 

 

hsa-

miR-

342-

7,44842243 

 

9,467436 

 

6,98764324 

 

8,234322 

 

8,825025 

 

8,655239 
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3p_st 

hsa-

miR-

34a_st 

7,26487827 

 

6,982417 

 

6,74185944 

 

9,048527 

 

8,43651 

 

9,142051 

 

hsa-

miR-

361-

5p_st 

7,846286 

 

9,542054 

 

6,830909 

 

8,690805 

 

9,067253 

 

9,28397751 

 

hsa-

miR-

494_st 

10,3432426 

 

9,3067255 

 

10,2668705 

 

11,2810755 

 

10,413763 

 

9,244992 

 

hsa-

miR-

638_st 

9,79029751 

 

11,5987425 

 

10,98571 

 

11,3804512 

 

12,466794 

 

10,8837881 

 

hsa-

miR-

768-

3p_st 

8,869441 

 

9,046466 

 

8,05686 

 

10,6075163 

 

10,6388988 

 

10,663949 

 

hsa-

miR-

768-

5p_st 

6,984198 

 

9,41386 

 

8,787982 

 

9,813073 

 

10,1968994 

 

10,0084705 

 

hsa-

miR-

923_st 

10,3269291 

 

11,00499 

 

11,0464144 

 

12,0897427 

 

12,298995 

 

10,6953373 

 

hsa-

miR-

92a_st 

6,99899673 

 

10,9030037 

 

7,7961874 

 

9,244465 

 

9,91044 

 

9,955816 

 

hsa-

miR-

938_st 

6,22446871 

 

6,81355524 

 

5,48533535 

 

6,835762 

 

6,52860928 

 

6,168668 

 

hsa-

miR-

99a_st 

9,423712 

 

9,63252 

 

6,613502 

 

11,5859747 

 

10,2921276 

 

10,4407692 
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5. Statisztika 

Tukey teszt eredményei a qRT-PCR vizsgálat által meghatározott miRNS expressziók 

kontroll miRNS-hez vonatkoztatott relatív expressziója alapján. (1: sACC esetek; 2: 

normál nyálmirigy szövetek; 3: bACC esetek; 4: normál emlő szövetek; VAR01: az 

éppen vizsgált betegcsoport számmal feltüntetve (1-4); VAR02:az adott vizsgálati 

csoporttal (VAR01) összehasonlított vizsgálati csoportok számmal feltüntetve (1-4); 

narancssárga színnel a szignifikáns különbségeket jelöltük.): 

Dependent 

Variable 

I 

(VAR01) 

J 

(VAR02) 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error 

Sign. 

(p) 

let-7b  1 2 -193,56 68,00 ,032 

3 93,28 60,47 ,421 

4 -3,52 88,95 1,000 

2 1 193,56 68,00 ,032 

3 286,84 67,18 ,001 

4 190,03 93,63 ,193 

3 1 -93,28 60,47 ,421 

2 -286,84 67,18 ,001 

4 -96,80 88,32 ,694 

4 1 3,52 88,95 1,000 

2 -190,03 93,63 ,193 

3 96,80 88,32 ,694 

miR-193b  1 2 -63,72 21,38 ,023 

3 -4,49 19,01 ,995 

4 -77,05 27,97 ,041 

2 1 63,72 21,38 ,023 

3 59,23 21,12 ,036 

4 -13,33 29,44 ,969 

3 1 4,49 19,01 ,995 

2 -59,23 21,12 ,036 

4 -72,56 27,77 ,057 

4 1 77,05 27,97 ,041 

2 13,33 29,44 ,969 

3 72,56 27,77 ,057 

miR-20a 1 2 59,41 38,57 ,422 

3 -45,37 33,83 ,542 

4 102,21 50,45 ,193 

2 1 -59,41 38,57 ,422 

3 -104,78 37,69 ,038 

4 42,80 53,11 ,851 

3 1 45,37 33,83 ,542 

2 104,78 37,69 ,038 

4 147,58 49,78 ,024 
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4 1 -102,21 50,45 ,193 

2 -42,80 53,11 ,851 

3 -147,58 49,78 ,024 

let-7e 1 2 81,01 106,35 ,871 

3 242,29 93,30 ,059 

4 209,91 139,12 ,441 

2 1 -81,01 106,35 ,871 

3 161,28 103,92 ,416 

4 128,91 146,46 ,815 

3 1 -242,29 93,30 ,059 

2 -161,28 103,92 ,416 

4 -32,37 137,27 ,995 

4 1 -209,91 139,12 ,441 

2 -128,91 146,46 ,815 

3 32,37 137,27 ,995 

miR-320 1 2 91,35 40,50 ,124 

3 38,22 35,53 ,706 

4 18,38 52,97 ,985 

2 1 -91,35 40,50 ,124 

3 -53,13 39,57 ,541 

4 -72,97 55,77 ,562 

3 1 -38,22 35,53 ,706 

2 53,13 39,57 ,541 

4 -19,84 52,27 ,981 

4 1 -18,38 52,97 ,985 

2 72,97 55,77 ,562 

3 19,84 52,27 ,981 

miR-17* 1 2 0,36 0,21 ,344 

3 0,09 0,19 ,963 

4 0,81 0,28 ,029 

2 1 -0,36 0,21 ,344 

3 -0,27 0,21 ,573 

4 0,45 0,30 ,433 

3 1 -0,09 0,19 ,963 

2 0,27 0,21 ,573 

4 0,72 0,28 ,058 

4 1 -0,81 0,28 ,029 

2 -0,45 0,30 ,433 

3 -0,72 0,28 ,058 

miR-1275 1 2 1,16 2,04 ,941 

3 1,65 1,79 ,792 

4 4,53 2,67 ,337 

2 1 -1,16 2,04 ,941 
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3 0,49 1,99 ,995 

4 3,37 2,81 ,630 

3 1 -1,65 1,79 ,792 

2 -0,49 1,99 ,995 

4 2,87 2,63 ,696 

4 1 -4,53 2,67 ,337 

2 -3,37 2,81 ,630 

3 -2,87 2,63 ,696 

miR-23b 1 2 -12,76 5,09 ,072 

3 2,27 4,46 ,957 

4 11,04 6,66 ,357 

2 1 12,76 5,09 ,072 

3 15,03 4,97 ,021 

4 23,80 7,01 ,007 

3 1 -2,27 4,46 ,957 

2 -15,03 4,97 ,021 

4 8,77 6,57 ,545 

4 1 -11,04 6,66 ,357 

2 -23,80 7,01 ,007 

3 -8,77 6,57 ,545 

miR-17 1 2 79,97 30,04 ,050 

3 -22,34 26,35 ,831 

4 97,93 39,29 ,075 

2 1 -79,97 30,04 ,050 

3 -102,32 29,35 ,006 

4 17,95 41,37 ,972 

3 1 22,34 26,35 ,831 

2 102,32 29,35 ,006 

4 120,27 38,77 ,017 

4 1 -97,93 39,29 ,075 

2 -17,95 41,37 ,972 

3 -120,27 38,77 ,017 

miR-195 1 2 3,75 21,95 ,998 

3 2,82 19,81 ,999 

4 -42,10 28,71 ,466 

2 1 -3,75 21,95 ,998 

3 -0,92 21,95 1,000 

4 -45,84 30,22 ,436 

3 1 -2,82 19,81 ,999 

2 0,92 21,95 1,000 

4 -44,92 28,71 ,409 

4 1 42,10 28,71 ,466 

2 45,84 30,22 ,436 
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3 44,92 28,71 ,409 

miR-134 1 2 0,33 0,40 ,849 

3 0,72 0,36 ,203 

4 0,28 0,52 ,950 

2 1 -0,33 0,40 ,849 

3 0,40 0,40 ,753 

4 -0,04 0,55 1,000 

3 1 -0,72 0,36 ,203 

2 -0,40 0,40 ,753 

4 -0,44 0,52 ,832 

4 1 -0,28 0,52 ,950 

2 0,04 0,55 1,000 

3 0,44 0,52 ,832 

miR-27b 1 2 -14,93 6,32 ,099 

3 -2,04 5,70 ,984 

4 10,88 8,27 ,558 

2 1 14,93 6,32 ,099 

3 12,90 6,32 ,189 

4 25,81 8,70 ,024 

3 1 2,04 5,70 ,984 

2 -12,90 6,32 ,189 

4 12,92 8,27 ,410 

4 1 -10,88 8,27 ,558 

2 -25,81 8,70 ,024 

3 -12,92 8,27 ,410 

miR-206 1 2 1,93 1,54 ,599 

3 2,70 1,39 ,227 

4 2,73 2,02 ,536 

2 1 -1,93 1,54 ,599 

3 0,77 1,54 ,959 

4 0,80 2,13 ,982 

3 1 -2,70 1,39 ,227 

2 -0,77 1,54 ,959 

4 0,03 2,02 1,000 

4 1 -2,73 2,02 ,536 

2 -0,80 2,13 ,982 

3 -0,03 2,02 1,000 

miR-24 1 2 38,08 121,92 ,989 

3 141,93 110,05 ,574 

4 133,92 159,48 ,835 

2 1 -38,08 121,92 ,989 

3 103,85 121,92 ,829 

4 95,84 167,89 ,940 
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3 1 -141,93 110,05 ,574 

2 -103,85 121,92 ,829 

4 -8,01 159,48 1,000 

4 1 -133,92 159,48 ,835 

2 -95,84 167,89 ,940 

3 8,01 159,48 1,000 

miR-379 1 2 6,79 6,07 ,680 

3 9,44 5,48 ,325 

4 9,00 7,94 ,671 

2 1 -6,79 6,07 ,680 

3 2,64 6,07 ,972 

4 2,20 8,36 ,994 

3 1 -9,44 5,48 ,325 

2 -2,64 6,07 ,972 

4 -0,44 7,94 1,000 

4 1 -9,00 7,94 ,671 

2 -2,20 8,36 ,994 

3 0,44 7,94 1,000 

miR-382 1 2 1,08 1,07 ,745 

3 2,15 0,97 ,132 

4 1,30 1,40 ,788 

2 1 -1,08 1,07 ,745 

3 1,07 1,07 ,749 

4 0,22 1,47 ,999 

3 1 -2,15 0,97 ,132 

2 -1,07 1,07 ,749 

4 -0,85 1,40 ,930 

4 1 -1,30 1,40 ,788 

2 -0,22 1,47 ,999 

3 0,85 1,40 ,930 

miR-1280 1 2 -21674,94 3521,27 ,000 

3 1955,96 3178,54 ,927 

4 2294,24 4606,15 ,959 

2 1 21674,94 3521,27 ,000 

3 23630,90 3521,27 ,000 

4 23969,19 4849,00 ,000 

3 1 -1955,96 3178,54 ,927 

2 -23630,90 3521,27 ,000 

4 338,29 4606,15 1,000 

4 1 -2294,24 4606,15 ,959 

2 -23969,19 4849,00 ,000 

3 -338,29 4606,15 1,000 
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6. cyclin D1 és Bcl-2 expresszió bACC-ban és sACC-ban 

Cyclin D1 immunhisztokémiai reakció mikroszkópos képe bACC (A), sACC esetekben (B) 

valamint Bcl-2 reakció mikroszkópos képe bACC-ban (C) és sACC-ban (D) (cyclin D1, 1:120; 

Bcl-2, 1:50; eredeti 200x-os nagyítás; Panoramic 250 Flash II scan) 

 

7. cyclin D1 és Bcl-2 expresszió bN és sN esetekben 

Normál emlőből származó szövettani metszetek cyclin D1 (A) és Bcl-2 (B) immunhisztokémiai 

reakciójának valamint normál nyálmirigy szövetek cyclin D1 (C) és Bcl-2 (D) immunhisztokémiai 

reakciójának mikroszkópos képe (cyclin D1, 1:120; Bcl-2, 1:50; eredeti 200x-os nagyítás; 

Panoramic 250 Flash II scan 
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