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1. BEVEZETES

1.1. Adenoid cysticus carcinoma (ACC)

Az ACC a fej-nyak régio malignomainak csupan kevesebb mint 5%-aban el6forduld

daganattipusDodd,ZOOG;Gomez,ZOOB

, azonban a nyalmirigyeket érintd rosszindulati daganatok kozott
viszonylag gyakori elvaltozasnak szamit. Atlagosan minden negyedik nagy nyalmirigybol
kiinduloReman19% o ozinte minden masodik kis nyéalmirigyet érinté rosszindulatd daganat
ACCAMerson19% 16y leggyakrabban a fiiltémirigyet, az allkapocs alatti mirigyeket, valamint

a szajpad teriiletén taldlhato mirigyeket érintiMo?0 Az ACC egyéb szervek

szeromucinézus  mirigyeibél is  kiindulhat: megjelenhet a  bérben®¥19  az
emlében V970 elgfordulhat a  konnymirigyekben™ 1% 4 prosztataban'<a 198
vaginalis®®™@"19%  valamint cervikalis mirigyekben "%°M1%2 " yalamint érintheti a
hallojaratokat™M*Mkevicn2006 5 Jeocsiyet a0 g 1iidstReNI%2  lletve  akar  a
nyel§esdvet edRITTONNING s - Ritka esetekben petefészek, pajzsmirigy, illetve lagyrész

kiindulasa ACC is eléfordul-"22,

1.1.1. Az ACC szovettana, patologiai diagnosztikdja

Az ACC hisztomorfologiailag igen valtozatos képet mutat amellett, hogy a sejtek
viszonylag egységes megjelenésiieck. Szovettani képére kettds sejtpopulacid jellemzo:
myoepithelialis (basalis) és ductalis (luminalis) sejtek egyarant megtalalhatéak benne, melyek
szorosan egymas mellé¢ rendez8dve viszonylag egységes megjelenésii csoportokat alkotnak.
Az egyes sejtcsoportok kozott hyalinnal kitoltott terek lathatoak, melyek kornyezetében az
alacsony mitotikus aktivitdst mutatd, szegényes citoplazmaval rendelkezé tumorsejtek
gyakran paliszadd-szerli elrendez0dést mutatnak. A sejtcsoportok leggyakrabban cribriform
megjelenést Sltenek, azonban tubularis és szolid mintdzatot is mutathatnak. A cribriform
mintazatot sokszor ,,svéjci sajt” (,Swiss cheese”) jelzével is illetik ™% Az 1. és 2.

dabrakon egy emlo és egy nyalmirigy eredeti ACC mikroszkopos képe lathato.
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2. abra: Nydlmirigy eredetii Grade Il ACC szévettani képe (HE, 10x)

A daganat cribriform megjelenésti formajat korabban — cilinderekre emlékeztetd
daganatos stromdja miatt — cylindromanak nevezték, mely az dsszetéveszthetdségig hasonlit a

b6rbdl kiinduld cylindroma szoveti képéhez. A megnevezés Theodor Billroth, XIX. szazadi

rrgr dikBl”l’Oth,lssg.

sebészorvos nevéhez fiizd , azonban a daganat elsd leir6i az 1850-es években

kMehta,2013

Robin, Lorain és Laboulbene volta . Billroth nevéhez az elvéltozas kiujulasra vald

fokozott hajlamanak felismerése fiizhetd, ennek ellenére azonban az ACC-t sokaig benignus
tumornak tartottak. Ezt a tévhitet az 1940-es években Quattlebaum, Dockerty és Mayo

Céfolték megQuattIebaum,1946.
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A nyalmirigy eredeti ACC (salivary gland-derived adenoid cystic carcinoma/sACC)
szovettani gradusat egy harom pontos skalan hatdrozzuk meg, melynek alapjat a daganaton
beliil eldforduld, eltéré morfologiat mutatd teriiletek szazalékos megoszladsa adja. A jol
differencialt (grade I) ACC-k koz¢é a javarészt tubularis és cribriform megjelenésti teriileteket
tartalmaz6 daganatok sorolhatéak, melyekben a szolid teriiletek aranya nem haladja meg a
30%-ot. Kozepesen differencialt (grade 11) ACC-k kozé tartoznak a 30 és 70% kozotti szolid
komponenst tartalmazo tumorok, mig rosszul differencialt (grade III) daganatok esetében
70% feletti szolid komponenst lathatunkBasekis1990:5zanto.1984 “p o7 differencialt ACC esetén
szOvettanilag szembetlinben nagyobb, hyperchromatikus, kifejezett pleomorfiat mutato sejtek,
valamint magas osztodasi arany figyelhet6 meg. Ezek az esetek rendszerint kedvezdtlen

prognozissal tarsulnak™tan-2011;Shin 2002

Az eml§ eredetiit ACC (breast-derived adenoid cystic carcinoma/bACC) esetében szintén a
nyalmirigy kiinduldst forma gradélési rendszerét, a morfologiai megjelenést alapul vevd

osztalyozast alkalmazzuk.
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1.1.2. Az emlobol kiindulo ACC és a tripla negativ emlétumorok

Az bACC egy igen ritkan, a rosszindulati emlédaganatok kevesebb mint 0,1%-aban

Glazebrook 2010 rely az Gn. ,.basal-like "(bazdlis tipusii) molekularis

eléforduld daganat
alcsoportba tartozik. Az emlé malignémainak molekularis felosztasa Prat, Perou és Sorlie
nevéhez  kothetd, akik  génexpresszids  mintdzat alapjan )  csoportositast
alkottak"ero-200050rlie 2001 - ppek alapjan a mindennapi diagnosztikaban immunhisztokémiai
reakciokkal meghatarozhatd fehérje expressziés mintazaton alapuld csoportositast
hasznalunk. Ennek a ,surrogate” osztidlyozasnak az alapjat a daganatok hormonreceptor-
expresszidos (Osztrogén, ¢és progeszteron receptor /ER, PgR/), valamint HER2-
génamplifikacios és/vagy Her2-fehérje expresszids statusza adja. A hormonreceptor pozitiv
eml6carcinomak luminalis tipusunak nevezendok, melyek proliferacios aktivitasuktol fiiggéen
tovabbi kétcsoportra oszthatdéak. A luminalis A csoport tagjai alacsony (14% alatti), a
luminalis B csoportba tartozok magas (14% feletti) Ki67-expressziot mutatnak ™ %% A
hormonreceptor expressziot nem mutatd emlérakok tartozhatnak a HER2-pozitiv (HER2+),
vagy a ,basal-like” csoportba. Elobbi tagjai HER2-génamplifikéciot mutatnak és fokozott
mértékben expresszaljak a Her2 fehérjét. Utobbiak génexpresszids mintazatuk alapjan sem
ER, PgR kifejezddést, sem HER2 génamplifikdciét nem mutatnak, azonban legalabb egy
basalis tipusu citokeratint expresszalnak (CK5/6, CK 14, vagy CK 17)Perou2000:Sorlie,2001:Sorlie,2003
Fehérje mintazatuk alapjan ezek az emlddaganatok atripla-negativ (triple-negative breast
cancer/TNBC) csoportba tartoznak. A ,,basal-like” csoporton beliil génexpresszios mintazatuk
alapjan elkiilonithetok tovabba a ,claudin-low” tipusu emlécarcinomadk, melyeket
epithelialis-mesenchymalis ~ atalakulassal ~ (epithelial-mesenchymal transition/EMT)
Osszefiiggésbe hozhatd gének expresszidja és daganatos Ossejtekre jellemzd genotipus

jel IemezCreighton,ZOOQ

Az egyes alcsoportok ugyan klinikopatologiailag igen heterogén csoportokat alkotnak,
altalanossagban elmondhato, hogy a legrosszabb klinikai kimenetellel leggyakrabban a tripla-
negativ emlécarcinomak rendelkeznek, melyek tagjait terapiara fokozottan rezisztens sejtek

jellemzik és egyeldre célzott kezelési lehetdség sem all rendelkezésrePeM2007:Prat2014
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1.1.3. Az ACC prognozisa és klinikopatologiaja

Az egyes szervekbdl kiindulo ACC mikroszkopos képe az 0Osszetéveszthetdségig
megegyezik (1. és 2. dbra), ezzel ellentétben kiindulasi szervt6l fiiggben igen valtozatos
klinikai viselkedést mutathat. A nem nyalmirigyekb6l kiinduld6 ACC-k prognosztikai
jellegzetességeirdl ritka eléfordulasuk miatt igen kevés adattal rendelkeziink, azt azonban
tudjuk, hogy a legrosszabb lefolyas altalaban a cervixbdl, a konnymirigyekbdl, illetve a

tiidébé] kiindulo ACC-k esetében tapasztalhato®"s2M2009:Font 1998,L1,2012:R0 1987

Az bACC az emldé rosszindulati daganatainak korében specidlis helyet foglal el:
génexpresszids mintdzata alapjan ugyan a ,basal-like” csoportba tartozik, prognozisa —

ellentétben az erre a csoportra egyébként jellemz6 kedvez6tlen bioldgiai viselkedéssel — igen

jo: sok éves kdvetési iddszak elteltével is 90% feletti teljes talélés jellemzi®MM2010  Ezze]

rrrrr

cllenére (90% feletti talélési ardny), 5 év elteltével mar 65-68% kozottiC'ocokllo2009:Lin.2012

ennél is hosszabb tava kovetési idO elteltével a pedig mar csupadn 50-60% kozotti talélési

kAmplI,1987;L|n,2012. A

aranyszammal taldlkozhatun sACC esetek lefolyasa a primer tumor pontos

lokalizacigjatol is fiigg: a kis nyalmirigyekbdl kiinduld formak altalaban kedvezotlenebbiil

viselkednek, mint nagy nyalmirigyekbél kiindul6 tarsaik="2"2,

Az bACCKkivald progndzisahoz feltehetéen hozzajarul, hogy igen ritkan képez tavoli
attétet (az esetek 91-96%-aban a tumor a kiinduldsi helyre lokalizalodik®"Pecn2010:Li.2012y
valamint hogy igen magas aranyban (mintegy 80%-ban) képvisel alacsony szovettani

Li,2012

gradust . Mindezek ellenére egyes magas gradust, tavoli attétet képz6 bACC-k esetében

is megfigyelhetd kedvezd klinikai kimenete|Mi1a"2004:Vranic.2007

Ugyanakkor a SACC sokszor sokszor sokaig tiinetmentesen, rejtett lokalizacioban
progredidl, igy az esetek tobbségében csupan eldrehaladott stddiumban keriil felismerésre,
mely miatt operalhatosaga is sokszor kérdéses. A SACC esetek nagy részére jellemzo
perineuralis invazid, valamint tdvoli attétek képzésére és recidivara vald fokozott hajlam

szintén kedvez6tleniil befolyasolja a prognozist™eo200,

A Dbetegek korat illetéen bACC ¢és sACC esetek kozott szdmottevd eltérés nem
azonosithato: szinte barmely életkorban manifesztalodhatnak (SACC: 21-89 év kozottiekben,
bACC: 33-97 év kozottiekben), leggyakrabban azonban a bACC és sACC is 50-60 éves kor

kortl jelenik meg. Nyalmirigy eredetli ACC-k ndk és férfiak korében kozel azonos ardnyban

10
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fordulnak eld, mig a bACC féleg ndékben fordul el6 — hasonldéan a tdbbi tipusu

Ghabach,2010;Sur,1997; Triantafillidou,2006

rosszindulatiemlédaganathoz . Regionalis nyirokcsomd attétek

;v Arpino,2002;van der Wal,2002

képzése sem bACC, sem sACC daganatokra nem jellemzo , ezek

leggyakrabban a tiid6, valamint bronchus eredetii tumoroknal figyelhetok meg"i’2012.

1.1.4. Az ACC molekularis és genetikai jellegzetességei

Mivel a bACC esetek tobbsége a bazalis/tripla-negativ emlétumorok k6zé sorolhato,
tobb kutatocsoport vizsgalta a nyalmirigyekbdl kiindulo ACC-k ER, PgR és HER?2 statuszat.
Ezzel kapcsolatban ellentmondasos eredményekkel talalkozhatunk: mig egyes vizsgalatok
alatamasztottdk, hogy a sACC esetek az emld eredetli formakhoz hasonléan mindkét
hormonreceptor (ER, PgR) tekintetében negativak™* "2 mas eredmények szerint
azonban  el6fordulhatnak  kozottik  ER, vagy PgR  receptort  expresszald

form ékaono,1992;Sh|ck,1995.

A SACC esetek HER2/Her2-statuszara vonatkozdan hasonld
ellentmondasokba iitk6zhetiink: fehérjeexpresszios és in situ hibridizacidos vizsgalatok
egyarant valtozo eredményeket

kCho,1999;CIauditz,2011;Dori,2002;Gibbons,2001;GIisson,2004;Karja,1994;Kernohan,1991;Seethala,2011 Az

hozta irodalmi

adatok szerint féleg a tubularis és cribriform megjelenésii SACC daganatok expresszalnak
Herz_tKusafuka,1991;Shintani,1995

ACC-k egy részében kimutattak az ErbBl (EGFR/epidermal growth factor

crer

--------

folyamatokban és a sejtek tulélésében szerepet jatszo molekula. Az EGFR kifejez6dése SACC

esetekben — hasonloan a Her2 fehérje expresszidjahoz — az egyes tanulmanyok szerint igen

Chen,2001;Gibbons,2001;Kusafuka,1991;Shintani,1995;Vered,2002

valtozd aranyu (2 és 85% kozotti ), melynek oka

feltehetéen az egyes vizsgdlati modszerek eltérd specificitdsdban és szenzitivitdsaban
rejlikVEI'ed,ZOOZ-

Az ACC-k proliferaciés aktivitasa és progndzisa kozott — szamos mas daganatfajtahoz
hasonléan — egyenes arany Osszefiiggés figyelhetd meg. SACC esetek Ki-67 expresszioja
egyes tanulmanyok alapjan igen valtozo (12-100%-0s)"!Ves2004:Carlinfante,2005;Lazzar02000 — 7

alacsony Ki-67 expresszi6 feltehetéen a lassu novekedés jelzdje, mig magas Ki-67 szintek
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gyakran rosszul differencialt (szolid) megjelenésselVes2004Cho1999Nordgard 1997 o ogc7abb
klinikai kimenetellel tarsulnak\o"e9-Spask.2000:Triantafillidou,2006;Wegner,2007 -\ 13 jezek alapjan a Ki-

67 expresszido meghatdrozasa segitségiinkre lehet az agresszivebb korlefolyast mutato sACC

Lazzaro,2000;Norberg-Spaak,2000 Az

esetek elkiilonitésében igen agressziv megjelenést mutatod

daganatokon kiviil mind az eml6bdl, mind a nyalmirigyekbdl kiinduld ACC esetekre egyarant

alacsony Ki67 expresszi(') jellemZéMarC|n0W,2014;TrendeII-Smlth,1999.

Az ACC fontos differencialdiagnosztikai markerének szamit a c-KIT proto-onkogén,
melynek fokozott expresszidja fej-nyak régid teriiletén talalhatdé nyalmirigyekbdl kiindulo

ACC-k mintegy 80-100%-aban=d"a0s:2008:Vila2009:Weigelt.2008 o, o115bg] kiinduld formak pedig

kozel 100%-aban kimutatott,C1S1200Mastropasqua2005 A pormgl szgvetekben sejtndvekedést,

-I-Woodburn,1999

differencidlodési folyamatokat és sejtmigraciot szabalyozo c-KI —ellentétben a

Her2 fehérjével — leggyakrabban a szolid megjelenésti formaval asszocialodik™lst19999ena:2000

Vila,2009

KIT mutaciot ugyan sACC esetekben leirtak mar , azonban bACC esetekben jelen

tudasunk szerint még nem sikeriilt igazolni"®"®"**°9%% Eszerint a ¢-KIT fehérje fokozott

expresszidjanakoka a KIT gén mutdicidjdn feliil mas is lehet 1%,

ACC esetek egy részében detektalhaté a MYB transzkripcios faktor fokozott expresszidja
is, mely gyakran tarsul rossz progndzissal sACC-ban szenvedd betegek korében™an201 - A
MYB fokozott expresszidjanak egyik oka mind bACC, mind sACC esetekben egy
nemrégiben leirt mutacio”™ ™ *"?%®  melyrdl Marta Persson munkacsoportja szamolt be
els6ként. A mutacio kovetkeztében a 6-os kromoszéma hosszt karjanak 22-23-as régioja,
valamint 9-es kromoszoma rovid karjanak 14-es régidja kozott transzlokacio alakul ki
(t(6;9)(922-23;p23-24), mely az érintett régiokban lokalizalt MYB és NFIB-t (nuclear
transcription factor I/B) gének kozotti fiizichoz vezet. Az onkogén elvaltozas az ACC-k

patogenezisében kulcsfontossagli szerepet jatszik és jelen tudasunk szerint az ACC-k eddig
Brill,2011;Persson,2009; Wetterskog,2012

crer

ismert egyetlen visszatérdé mutacidjanak szamit Gao ¢és

crer

vezet®®? Ugyan az ACC-kben gyakran megfigyelhetd fokozott MYB expresszié bizonyos
esetekben a MYB/NFIB gének kozotti fizid miatt jon l1étre, szamos esetben annak hidnyaban

Persson,2009; Wetterskog,2012

IS kimutathato Ezaltal feltehetben egyéb mechanizmusok is

kozrejatszanak a magas MYB expresszio kialakul4saban.

12
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A kiilonboz6 szervekbdl kiinduld ACC esetekben egyarant megfigyelheté, MYB/NFIB
fuzids gént kialakito transzlokacion kiviil egyes kutatocsoportok SACC esetekben jelen 1€vo,
tovabbi transzlokaciok jelenlétét is igazoltak (/. tdbldzat). Ugyan ezen felfedezések
Iényegesek lehetnek sACC esetek molekularis jellegzetességeinek megismerésében, az egyes
munkacsoportok altal kozolt eltérések csupan egy-egy kiilonalld ACC esetben igazolodtak,

melyeket mas tanulmanyok mind ez idaig nem tamasztottak ala.

13
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1. tabldzat: sACC-ban, csupdn egyedi esetekben igazolt kromoszomalis transzlokdaciok és
leiroik listdja.

Transzlokacié megnevezése Irodalmi hivatkozas
1(6;12)(p21;013) Marting™2mns2001
1(6:14)(922;q11) Bel|Fe20Y7

t(6;9)(q23eq25;p22ep24) Nordkvistorakvist19%2
Stenman>3te"men1986
t(6;15)(q25;015) el-Naggar®299ar19%9
t(1;9)(g21;p21e22)
der(9)i(9)(q10)inv(9)(q12q13) NordkvistNordkvist 1994

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

Rabban munkacsoportja altal végzett tanulmanyban a fent emlitett transzlokacidkon feliil
tovabbi, egyéb mutaciés mechanizmusokat is leirtak. Ezek kozott emlithetjiik a 22q, 19p13.3,
allql3,a 12p13 és a 16924 16kuszok funkcidonyeréses, valamint a 9p13, 10p11, 14ql1, 1p12,
2pll, 5q13, 1p36, 2021, 4pll, 7pll, 8p23, 10gll, 15pll és 21pll kromoszomak
funkciovesztéses mutacioit’ 2201 A funkciényerd mutaciok teriiletein a CNN2, STK11,
KISS1R, valamint CCND1 géneket kodolo szakaszok talalhatoak, a funkciovesztéssel jard
mutaciok helyén a BCL9, NOTCH2, valamint RET gének kodolo szakaszai detektalhatok. A
16q régid funkcionyerését és a 2q, valamint az 5p régiok funkciovesztését bACC esetekben
Fulford, Reis-Filho és Lakhani megfigyelései tamogatjak™®"*?° Ugyanez a munkacsoport
nyalmirigy eredetli ACC esetekben abACC daganatokban megfigyeltekkel elentétben a 8p és
14q régiok funkcionyerésérdl szamolt beM**M°2%  Rejs-Filho és munkatirsai — bACC
esetekkel megegyezd modon — sACC esetekben is kimutattdk a 16q kromoszomalis régidk

funkcionyerését. Az 1p32-36 és a 9p régidkat érintd funkcidovesztést nyalmirigy eredetli ACC

crer

crer

megvaltozott fehérje expressziojaval kapcsolatban kevés adattal rendelkeziink. A sACC
esetek egy részében kimutathatd p53 mutacid nagyobb gyakorisaggal fordul elé rosszul
differencidlt esetekben, mint jol differencidlt sSACC tumorokban és ezek a mutaciok gyakran

figyelhetok meg rekurrald6 ACC esetekben. Mindezek alapjan a pS3 expressziojanak, valamint

14
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a TP53  mutdcidjdnak  vizsgadlata  hasznos  prognosztikus  marker = sACC

tumorokban Kiyoshima,ZOOl;Papadaki,1996;Preisegger,ZOOl;Yamamoto,1998.

A szajiireg teriiletérdl kiinduld ACC-k esetében szintén rossz prognosztikai jelnek szdmit
az alacsony E-cadherin expresszio, mely Osszefiiggésbe hozhaté a fokozott metastasis

képzéssel ™M1 A7 E_cadherin csokkent expressziojanak oka Ge és munkatdrsai szerint a

Ge,2012

CDHI gén metilaltsaga kovetkeztében alakul ki , amely sACC esetekben perineuralis

invazidhoz, valamint regionalis és tavoli attétképzéshez is hozzajarul.

tiid8 régiobol kiinduld daganatok esetében beszdmoltak —maremheim 2008:Greer.2007;Sequeiros

Santiago,2004:Wegner.2007 - A SACC esetekben kimutathato elvaltozas Osszefiiggést mutat ezen

18hintani,2000

daganatok magas proliferacés aktivitasava Ellentétben a nagy aranyban

kimutathaté fokozott fehérjeexpresszioval, a cyclin D1 -et kodolo gén, a CCND1

amplifikacidja sACC esetek csupan igen kis szazalékdban (5-33%) mutathato

jCreer2007;Sequelros  Santiago2004 - 4o 5 fehérje  fokozott  kifejezbdésének oka  mas

Greer,2007

mechanizmusokban keresendd Eml6 eredeti ACC turmorokban cyclin D1

expressziodra vonatkozo irodalmi adat jelen tudasunk szerint nincsen.

Az apoptozist szabalyozo Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma) protoonkogén nyalmirigy
eredetl ACC esetekben fokozott expressziot mutat, mely a rosszul differencialt sACC
esetekben kifejezetten magas szazalékban detektalhato 200 A SACC  tumorok

hisztopatologiai jellegzetességeiktdl fiiggetleniil igen magas szazalékban expresszaljak a Bcl-

2 fehérjet®el201LiNomerg-Spaak.2000 By 18ha]  szarmazé ACC esetek Bcl-2  expresszidjaval

kapcsolatban tudomasunk szerint még nem kozoltek eredményeket.

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

Vrenic.2007 g oy munkacsoport nyalmirigy eredetii ACC-k esetében is

: 7+ r Stephens,2013

mutaciojardl szamolnak be
, PTEN mutaciorol azonban sACC esetekben
nem szamol be az irodalom. Ezzel szemben a PTEN génexpresszidt tobb kutatdcsoport is
kiterjedten vizsgélta, f6ként annak progressziodra, valamint klinikopatoldgiai jellemzdkre valo
hatgsait"en2013Keu2013 ' Bo v munkacsoport a PTEN epigenetikai modosulasairdl is beszamolt,

melynek jelentdségét az ACC korai felismerésében lattak ™20,

A fent ismertetett jellegzetességek ugyan hozzdjarulhatnak az ACC egyes szervekbdl

kiindulé ¢és valtozo klinikai lefolyasanak kialakitdsdhoz, azonban eddig egyik esetben sem
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sikerlilt Gsszefliggést igazolni a molekularis, vagy genetikai eltérés és a daganat progndzisa
kozott. Feltehetéen tovabbi mechanizmusok kulcsfontossagl szerepét is vizsgalnunk kell:

akar Osszetett jelatviteli utvonalak (migracio, proliferacié, valamint immunvéalasz)

Weigelt,2008

szabalyozasi folyamatait , akar epigenetikai mechanizmusokat figyelembe véve.

1.1.5. Az ACC terapias lehetoségei az eddig ismert hisztopatologiai, molekularis és

genetikai jellegzetességek tiikrében

Eltéré klinikopatologiai jellegzetességeik miatt abACC és sACC esetek terdpiaja

kiilonbozik: mig az emlébdl kiinduld tumor esetébensokszor a sebészi rezekcié dnmagaban

Miyai, 2014

kurativ , addig a nyalmirigy eredetli forma kezelése soran radikdlis sebészi

Gomez,2008; Triantafillidou,2006 is magas

beavatkozds ¢és sugarterapia alkalmazdsa mellett
recidivahajlam tapasztalhatd. A sSACC esetek aspecifikus kemoterapids kezelése soran ezidaig
platina-szarmazékok, anthracyclinek, 5-FU (5-fluorouracil), alkilalé szerek, valamint
metotrexat (MTX) alkalmazdsidt tanulmanyoztdk, melyek klinikai eredményessége

VéltOZ(r)AguIn|k,2007;GhosaI,2011;H|tre,2013

. Az aspecifikus kezelésen tul a fentiekben ismertetett
molekuléaris €és genetikai jellegzetességek lehetdséget nyudjtanak célzott kezelési eljarasok

kifejlesztésére is.

Az elmult években feltart molekulédris és genetikai eltérések sACC esetek célzott
kezelésének alapjaként szolgalhatnak. Az ATP kotohelyekkel rendelkezd tirozin-kinaz

receptorok kompetitiv és szelektiv gatloja az imatinib, mely az ABL, BCR-ABL fehérjék és a

Hotte,2005

PDGEF receptorok gatlasan kiviil a c-KIT fehérjének is ismert inhibitora . Ezaltalaz

imatinib fokozott c-KIT expressziot mutatd SACC esetek kezelésének igéretes célpontjaként
szolgalhat.Ezzel szemben klinikai vizsgdlatok alapjan igen ellentmondéasos eredmények
sziilettek: mig egyes munkacsoportok szerint SACC-ban szenvedd betegek imatinib kezelése

soran szembet(ing klinikai valaszt tapasztalhaté™" %% ezt az eredményt mas tanulméanyok

nem tamasztottak alaHone2008PReMen2007 gyt hizonyos esetekben az imatinib kezelést a SACC
progresszidja kovette"™?%, Kedvezd klinikai hatas érhet el azonban sACC esetek kezelése
soran, amennyiben az imatinib kezelést hagyomanyoskemoterapias szerek (pl.: cisplatin)

alkalmazéasaval egészitjiik i Bruce,2005;Ghosal 2011

16



DOI:10.14753/SE.2016.1890

A Her2-t fokozottan expresszaldo sACC esetek célzott kezelésére nyilik lehetdség a
trastuzumab (Herceptin) alkalmazasaval, mely rekombinans monoklonalis antitesként a Her-
2 extracellularis doménjének direkt antagonistajaként viselkedik. Mindezek ellenére a
trastuzumab sACC esetekben mutatott klinikai hatdsainak vizsgalatarol mindezidaig még nem
szamolt be az irodalom, melynek elsddleges oka feltehetéen a Her2-t fokozottan expresszald

sACC esetek igen alacsony szama lehet.

Ahogy lathattuk, a sACC esetek célzott kezelése annak ellenére nehézkes, hogy szamos
molekularis és genetikai jellegzetességiiket ismerjiik mar. A célzott kezelések kifejlesztését és
alkalmazhat6sagat nem csak az alkalmazott szerek elére ki nem szamithaté hatdstalansaga
korlatozza. Az ACC-k nagy hanyadaban azonosithatd eltérések (MYB fehérje fokozott
expresszidja, a MYB/NFIB fuzidos gén jelenléte és a c-KIT overexpresszid) terapids
célpontként valo alkalmazasa ugyan kézenfekvonek tlinik, ACC-k patogenezisében betoltott
kulcsfontossagi szerepiik azonban megkérddjelezhetd. Ezek az eltérések ugyanis egyarant
detektalhatoak a kivald prognozisi bACC, valamint a kedvezotlen klinikai kimenetelt mutatd
SACC esetekben. Tovabbi molekularis és genetikai eltérések terapias célpontként vald
alkalmazhatdsagat pedig az a tény neheziti, hogy ezek jelentés hanyada csupan egy-egy

egyediilallo sACC esetben igazolhato.

A hatékony célzott kezelés kifejlesztéséhez elsdsorban a BACC és a sACC esetek
sz€lsOségesen eltérd bioldgiai viselkedésére kell magyarazatot taldlnunk, mely az eddig leirt
molekularis és genetikai szintli jellegzetességeken tul feltehetéen epigenetikai szinti

szabalyozas altal is befolyasolt.
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1.2. A mikroRNS-ek

1.2.1. A mikroRNS-ekrdl altalaban

A mikroRNS-ek (miRNS) rovid, 20-24 nukleotidbdl allo, egylancu, fehérjét nem kodold
RNS molekuldk, melyek funkcidja par évtizeddel ezeldtt még teljesen ismeretlen volt. Az
elmult években fény deriilt arra, hogy ezek az apr6 molekuldk a sejtélettani folyamatok
szabélyozasdban kdzponti szerepet toltenek be052002:SChem2008 nraio mar tobb ezer MIRNS-t
azonositottak, melyek kozott kozel 2000 az emberi fajra specifikus. A miRNS-ek nagy
részétfehérjét nem kodold, és ezért korabban ,hulladék DNS”-ként (junk DNA) szamon
tartott DNS régiok kodoljak. Jelen ismeretiink szerint a miRNS gének az ismert human gének
mintegy 3%-at teszik ki. A mMIRNS-ek szovetspecifikusak: minden szovettipusnak egy
kizardlag ra jellemz6é MIRNS-expresszidos mintdzata van, mely egyedi és altala a szovet
felismerhetd, a tbbi szdvettipustol elkiilonithetsCUo2014Lagos-Quintana 2002

A miRNS-ek tobblépcsés folyamat eredményeképpen szintetizalodnak klasszikus, vagy
alternativ utvonalon keresztiil. A klasszikus utvonal esetében a miRNS sajat DNS kodolo
régioval rendelkezik, melyrdl a sejtmagban RNS-polimeraz II/III kézremiikodésével primer-
MIiRNS késziil %%, Ez a hajtii alaku eléalak a Drosha endoribonukledz és a DGCRS
kofaktor kozremiikodésével a hurok régiot megdrzo, de rovidebb pre-miRNS-sé alakul, majd
az Exportin-5 fehérje segitségével a citoplazmaba keriil. A citoplazmaban a Dicer nevil
ribonukleaz kofaktorok (TRBP és a PACT) kozremiikddésével eltavolitja az eldalak hurok
részét, igy létrehozza a kb. 22 nukleotid hosszii szabad végekkel rendelkez6 MIRNS
duplexetBonmsack2004:Chendrimada 2005;L.ee,2006; Lee,2002:Morlando.2008;Murchison 2004 A Dyicer &5 kofaktorai
kozremiikddnek tovabba a miRISC (miRNA induced silencing complex), vagy mas néven a
miRNP (miRNA ribonucleoprotein particle) kialakitasdban is. A szintézis végso 1épése soran
a kettds szali miRNS egyik szala degradalodik (kisérd szal), a masik szal (vezetd szal)
megmarad, az effektor komplexbe épiilve (Argonaute fehérje/Ago 1-4) érett, funkcionalis
MiRNS-s¢ valik, mely az mRNS-ek megfelelé szekvencidihoz kotddve regulalja azok
mikodését (3. dbra). Az alternativ biogenezis soran a miRNS egy gén kodolod
szekvenciajaban az exonok kozott elhelyezkedé intronrol irodik at. Ennek a mechanizmusnak
a Iényege, hogy a Drosha enzim kézremiikodése nélkiil, egy tigynevezett debranching enzim
segitségével alakul ki a pre-miRNS. A szintézis alternativ utvonala ezek utan kapcsolodik a

L, s 1a g sl . NaQVi,2009;Ying,2
klasszikus Gtvonal tobbi 1épéséhez 242009 Ying.2005
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pre-miRNA

miRNS-miRNS*

sejtmag

citoplazma
miRNS- (kisérd szal)

miRSC/Ago

3. abra. AmiRNS bioszintézis klasszikus utvonalanak sematikus abraja. (A bioszintézis
lépéseinek részletes leirdsat ld. a szovegben)

A miRNS-ek, dontéen a komplementaritas elve alapjan, az altaluk szabalyozott
hirvivé RNS-ek (messenger RNS/mRNS) fehérjévé at nem irod6, 3° végéhez (3’-
UTR/untranslating region/) koétédnek, majd tobbféle hatdsmechanizmus révén eldidézik a
célgén poszt-transzlacios gatlasat. A negativ regulacid egyik formdaja a transzlacio
inicidciojanak gatlasa, mely tobbféle uton keresztiil vezethet az mRNS fehérjére torténd

étirésénak megakadélyozéséhOZChendrlmada,2007,Mathonnet,2007,Waklyama,2007. Méslk

lehetséges
hatdsmechanizmus a poszt-inicidcios gatlas, mely sordn a transzlacido elongacios fazisa
blokkolodik ™" "2%% A g6n  expressziojanak tovabbi lchetséges gatlasa az mRNS
destabilizdacidja, mely az mRNS degradalodasaval jar, és ennek koszonhetéen a miRNS-ek
nem csupan a fehérjék expressziojat képesek csokkenteni, hanem az mRNS-ek mennyiségét is
befolyasolni tudjakB0922005:Giraldez2008 /¢l pedig a gatlas az un. P-testek (P-body,
processing body) segitségével is megvalosulhat, melynek soran mMiRNS-ek hatasara a
transzlacidsan inaktiv mRNS-ek citoplazmatikus granulumokban
akkumulalodnakBrenoues2005Eulalio 2007

A mMiRNS-ek hatasa egyben pleiotrop és redundans is: egy miRNS sokféle célgénen
kifejtheti a hatasat, valamint egyazon célgén tobb miRNS szabalyozéasa alatt allhat™a2°%° A

MiRNS-ek nem csupan szabalyoznak, 6k maguk 1is bonyolult folyamatok révén
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szabalyozottak: egyrészt egymas miikodését is szabalyozni képesek, masrészt gének altal is
regulaltak "% C¢lgénjeiket ugyan a miRNS-ek javarészt negativan regulaljak, egyes
esetekben beszdmoltak mar aktivalo MIRNS-ekrl — jsV/udevan2008:zhu2008 - A fant
hatdsmechanizmusok lattdn nyilvanvalo, hogy ezek az apr6 molekulak minden egyes sejtben
egy differencidlt és igen finoman hangolt szabalyozédst visznek végbe ¢és bonyolult
szabalyozasi mechanizmusok révén egy szinte atlathatatlan halozatot képezve biztositjak a

gének megfelel6 mikodését.

1.2.2. A miRNS-ek nevezéktana, miRNS csaldadok

A mMiRNS-¢k érett formajat nemzetkozileg a ,,miR-" el6tag utan feltiintetett arab szammal
jelolik (pl. miR-155). Az eltéré fajokbol szarmazd miRNS-ek azonositasara a ,,miR” el6tag
elé az adott fajt beazonositd, harombetlis rovidités keriil (human/Homo sapiens: hsa;
Caenorhabditis elegans: cel). Bizonyos esetekben ugyanazon fajon beliil, a genom kiilonb6z6
lokuszair6l azonos szekvenciaju, érett mMiRNS-ek irodnak at, mely esetekben a miRNS szama
utan kotdjellel Gjabb arab szamot helyeziink (pl. api-mir-210-2). Amennyiben a bioszintézis
soran az adott MIRNS a prekurzora 5° karjarol keriil kihasitasra, a név utan -5p utotag keriil,
amennyiben a lehasitas a 3’ karrol torténik, a név utan -3p utdtagot applikalunk (pl.: hsa-miR-
126-5p és hsa-miR-126-3p).

Egyes miRNS-ek kozott az atlagosnal tobb hasonlésag mutatkozik érett alakjaik
szekvenciaja, valamint éretlen alakjuk (pre-miRNS) nukleotidsorrendje, vagy szerkezeti
felépitése kozottDn920LKezomara.20ll a5 oovmasra ily médon fokozottan hasonlité miRNS-eket
un. MiRNS-csalddokba soroljak, melyek tagjaira — az atlagosnal nagyobb foku szerkezeti
hasonlésagon til — hasonlé funkciok jellemzBek"@#OWski2009 = A7 ooy csaladba sorolhatd
mMiRNS-eket kodold gének non-random modon helyezkednek el olyan gének koriil, melyek a
fertézésekben, az immunvalaszban, neurodegenerativ betegségekben, vagy daganatos

megbetegedésekben jatszanak kiemelt szerepetManelier2013

. A legismertebb ¢és leginkabb
kutatott human miRNS csaladok kozott emlithetjiik a let-7, a miR-17-92, valamint a miR-
23b/27b/24-1 csaladokat.

A ,legdsibb” miRNS csoportnak a let-7 csalad tekinthetd, hiszen az elséként felfedezett
miRNS-ek (cel-lin-4 és cel-let-7) ebbe a csoportba tartoznak. A nagyfoka konzervaltsagot

(fajok kozotti homologiat) mutatd let-7csalad tagjai kozott szamos human mIRNS is
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azonosithatd (let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let7g, let-7i), melyek kiilonb6z6
szervek malignus folyamataiban jatszanak szerepet“"®"2014Hang.201LMa2014 “pavile [egfontosabb
célpontjuk a KRAS gén, melynek szabalyozasa révén kiemelt jelent6ségiik van a colorectalis,
valamint tiid6 eredetii daganatokban, személyre szabott terapiak kifejlesztésére is lehetdséget
nyGjtyaesinski201kangevin2004 © A R AS ognre kifejtett hatdsaik révén TNBC-k KRAS variansai
kapcsan is felmeriilt mar potencialis terpias célpontként valo alkalmazasuk™2mapPe20LL

A miR-17 (MiR-17-92) csaldd legismertebb tagjai a miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b,
miR-20a, MiR-92, melyek szerepe daganatfajtatol eltéréen valtozhat. Egyes esetekben ezek a
mMIiRNS-ek onkogén, maskor tumor SZuppresszor szerepet toltenek
heChang.2013:Goto 2004;L1,2014Wu2014 - pyntos célmolekulak szabalyozasa révén (CCNDI1, MYC,
BCL2, ERBB2, FGFR2, stb.) ez a miRNS csalad hozzajarulhat szamos daganatféleség

crer

proliferacigjahoz, metasztazis képzéséhez, angiogenetikus folyamatok

Jackstadt,2014;Park,2014;Yin,2012

kialakulasédhoz , €s befolyasolhatja bizonyos daganatok kemoterapiara

valo érzékenységét isS"I%201 A miR-17-92 csalad tagjai az emlédaganatok kiilonbdzd

molekularis alcsoportjainak elkiilonitésében is szerepet jatszhatnak (lasd késébb)“aVa

Filho,2014

1.2.3. A miRNS-ek szerepe élettani és korélettani folyamatokban

A felsorolt mechanizmusokkal, szamos gén kifejez6dését regulalva a miRNS-ek
rendkiviil sokféle élettani folyamatban szerepet jatszanak, igy befolyasoljak a sejten beliili
folyamatokat is regulalnak. A miRNS-ek ismert szabalyoz6i immunologiai folyamatoknak,
valamint az inzulinszekrécidnak is. Osszetett mechanizmusuk révén a miRNS-ek a szervezet
homeosztazisanak kialakitasaban elengedhetetlen résztvevok. A normaltol eltéré miRNS-
expresszio szinte barmely szerv egyensulyat felborithatja, ezaltal szamtalan korélettani
folyamat el6idézéséhez hozzajarul: fontos szerepet toltenek be tobbek kozott iszkémids

. . 2014;S0ng,2014 hung,201
szivbetegségekben2-2014:50n0.2014. Chung 2013

Pandit,2015;Pandit,2011;Wang,2013

kronikus vesebetegségekben
tiidéfibrosisban valamint diabetes mellitusban
jsChen 2014 Figuelra 201412014 A miRNS-ek jelentésége napjainkban vitathatatlanul az egyre
nagyobb szamban megjelend daganatos betegségekben a legnagyobbca"”‘zooe. A normal
szovethez képest a daganatok MiRNS mintazata (sok esetben az adott elvaltozasra specifikus

moddon) megvaltozik, melynek ismeretében a daganatok egymastol, valamint a normal
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szovetektol elkiilonithetokké valnak, lehetéség nyilik a daganatok miRNS-specifikus, célzott

(..., . Garg,2015,Gong,2005
terapidjara is o ond

, valamint sok esetben a daganatok klinikai viselkedése is
megjésolhatéca"”’zoos. Ezen feliil az egyes daganatokban specialis megoszlast mutatd miRNS-
ek altal regulalt célgének felderithetok. A daganatra jellegzetes gének ismerete tovabbi
terapias célpontok azonositasat teszi lehetove.

A daganatokban betoltott szerepiik alapjan a miRNS-ek rendelkezhetnek tumor

keletkezést gatlo (tumor szuppresszor), valamint a tumoros proliferaciot elosegité (onkogén)

funkcioval. Ez utobbiakat onkomir-eknek is nevezziik"""2010:Wang,2015

1.2.4. MiRNS-ek és ACC

Az adenoid cysticus carcinomakban szerepet jatsz6 MiRNS-ekrél kevés irodalmi adattal
rendelkeziink, melyek kozott sajat kozleményeinken kiviil csupan sACC esetek epigenetikali
vizsgalatai szerepelnek, mig bACC esetekben miRNS expresszids vizsgalatokat korabban (a
nyilvanosan elérhetd adatbazisok alapjan) csak munkacsoportunk
Végzettiss20L3Kiss2014iKiss 2015

Az elmult évek soran igazolddott, hogy az ACC-kre jellemzé MYB/NFIB fuzids gén
egyik tagjat, a MYB gént tobb human miRNS is negativan regulalja: miR-15a/16miRNS-eket
fokozottan expresszaldo daganatokban alacsony MYB expressziot talaltak, mig a miR-150-r6l1
igazolodott, hogy a c-MYB-en keresztil a B-sejtek differencidlodasi folyamatait

Xiao.2007:2ha02009 * Nfarta  Persson munkacsoportjaban ezen MIRNS-ek terapias

Persson,2009

szabalyozza
célpontként valo alkalmazhatosaga is felmertilt , mely az ACC-kben magas aranyban
eléforduldo MYB/NFIBfuzios gén jelenléte miatt kiilondsen kiemelt jelentdséggel birhat.
2013-ban Mitani és kutatocsoportja a miR-17/92 csalad fokozott expresszidjanak hatasat
vizsgalta SACC esetekben (lasd késSbb)@"222 gyanebben az évben He és munkatarsai a
miR-181a a MAPK-Snail2 utvonalon keresztiili metasztazis képzést csokkentd funkciojat
igazolta nyalmirigy eredetii ACC esetekben %%, Chen és munkatarsai szintén ebben az
évben nagyfoki metasztazist képzd potenciallal rendelkezd sACC sejtvonalakban harom

fokozottan expresszaloddo (miR-4487, -4430 ¢és -486-3p), valamint harom csokkent
expressziot mutaté (miR-5191,-3131 and -211-3p) miRNS-t azonositott“""20*4,

Ugyan az elmult években nagy elérelépések torténtek az ACC esetekben szerepet jatszo

mMiRNS-ek felderitésében, az imént ismertetett eredmények kezdetlegesek, onmagukban nem
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magyarazzak a sACC esetek bACC-tdl eltérd agressziv klinikai viselkedését. Ahhoz, hogy a
MIRNS-ek ACC-ban betdltott esetleges szerepét jobban feltarjuk, a két szervbdl kiinduld

daganatok egyidejii miRNS-profil vizsgalatara van sziikség.
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2. CELKITUZESEK

Vizsgalatunk két részbdl allt: egy kiindulési, elézetes miRNS expresszids vizsgalatbol,
illetve a kapott eredmények alapjan kivalasztott miRNS-ek expressziojanak vizsgélatabol,
valamint azok lehetséges célgénjei altal kodolt fehérjék mennyiségi meghatarozasabol. Ennek

alapjan a kovetkez6 célokat tiiztiik ki:

2.1 A bevezetd vizsgalat/”screening”:

o  Emlébol és nyalmirigyekbdl kiinduldo ACC (bACC és sACC) és normal emld,
valamint nyalmirigy kontroll szdvetek (bN és sN) miRNS expresszios profiljanak vizsgalata,
kiilonos tekintettel a vizsgalt mintak mindegyikében expresszaloddo miRNS-ek, valamint az

egyes vizsgalati csoportok kozott specidlis eloszlast mutatdé miRNS-ek azonositasara.
o A kivalasztott miRNS-ek lehetséges célgénjeinek, potencidlisan érintett fehérjék,

valamint érintett jelatviteli folyamatok feltérképezése nyilvanos adatbazisok segitségével.

2.2 Sziikitett szamu miRNS-ek és az dltaluk szabdlyozott gének dltal kédolt fehérjék
vizsgdlata:

o A kiindulasi vizsgalat sordn kivalasztott miRNS-ek expresszidjanak meghatarozasa
magasabb esetszamll mintakon és annak Osszehasonlitisa az egyes vizsgalati csoportok

kozott.

o A miRNS-célgén vizsgalat sziikitése a specialis megoszlast mutatd miRNS-ekre és a

legtobb miRNS-célgén interakcidt mutatd gének kivalasztasa.

o A kivalasztott célgének altal kodolt fehérjek expresszidjanak meghatarozasa és

Osszehasonlitasa a vizsgalati csoportok kozott.

o Tumoros mintak (bACC és sACC) ER, PgR ¢és Her2 expresszidjanak vizsgalata.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kiindulasi vizsgalat: miRNS expresszios mintazat feltérképezése

Szovetmintak

Bevezet vizsgalataink soran 6 esetet vizsgaltunk, melyeket a Semmelweis Egyetem II.
sz. Patoldgiai Intézetének archivumabdl valasztottunk ki. Ezek kozott két bACC, valamint két
sACC eset szerepelt. Kontrolljaikként egy-egy normal submandibularis nyalmirigybdl (sN),
valamint emlészovetbdl szarmazod (bN) mintat vizsgaltunk. Az egyik bACC esetet a szolnoki
Hetényi Géza Korhaz, a masikat a székesfehérvari Szent Gyorgy Korhaz Patologiai Osztalya

konziliumi vizsgélat céljabol kiildte intézetiinkbe.

RNS izolalas, minoségellendrzés

Az esetekhez tartozo reprezentativ szdvettani metszetek megfeleld FFPE (formalin-
fixalt, paraffinba agyazott/ formalin-fixed, paraffin embedded/) blokkjainak kivalasztasat
kovetden az RNS izoldldshoz mintanként 10 db 5 um vastag metszetet készitettiink. A tumoros
esetekbdl szarmazod metszetekbdl izoldlas eldtt makrodisszekciot végeztiink, mely sordn a
kornyezd normal szovetet eltavolitottuk. Makrodisszekalashoz az 5 pm vastag metszeteket
kétszer 5 percen 4t xilolban aztattuk, majd szobahdn szaradni hagytuk. A xilol elparolgasa utan
a vizsgalni kivant terlileteket metszeteinkrdl a HE festett metszet alapjan pengével tavolitottuk
el és Eppendorf csbe helyeztiikk. Az RNS izoléalas a Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) segitségével tortént a gyartd Utmutatasa szerint. Az izoladtum mindségellendrzését az
ajanlott protokollnak megfeleléen 6000 Pico Chip Kit (Agilent, Palo Alto, CA, USA; Agilent
2100 Bioanalyzer késziiléken futtatva) segitségével végeztik
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MIRNS expresszios mintazat meghatarozdsa

Az RNS izoldtum mennyiségét fluorometridas méréssel Qubit RNA Assay (Life
Technologies, Gand Island, NY, USA) segitségével hataroztuk meg. Minden mintdbol 1 pg
mennyiséget a Genisphere HSP Labeling Kit (Genisphere, Hatfield, PA, USA) segitségével
biotinnal jeloltiink, a gyartd altal megadott instrukcioknak megfeleléen. A jelolt RNS-
izolatumokat az Affymetrix® GeneChip® miRNA Array-en (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA, AF-901325) talalhatdo komplementer lancokkal hibridizaltattuk (4. dbra). Ez a vizsgélati
feliilet 847 human miRNS, valamint szdmos tovabbi faj miRNS-ének detektalasara alkalmas
egyszerre. A vizsgalt mintaban taldlhato miRNS-ek ¢és a feliileten 1évé komplementer lancok
hibridizacidja streptavidin-phicoerythrin komplex segitségével valtak detektalhatova, mely
lathatova tette a biotinnal jelolt miRNS-eket. A mintdk miRNS expresszigjat a reakciok
fényintenzitasa alapjan hataroztuk meg, mely korrelalt az egyes vizsgalati mintakban talalhatod
MiRNS-ek mennyiségével. A kvantifikacibhoz miRNA QC Tool software-t (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA) hasznaltunk.

4.dbra. Az Affymetrix® GeneChip® miRNA array a fényintenzitds alapjan kivetkeztet a mintik
MIRNS tartalmdra (http://www.stemcore.ca/services/microarrays)
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A jelatviteli folyamatok érintettsége az ACC tumor mintikban

Az azonositott miRNS-ek és sejten beliili jelatviteli utvonalak potencialis kapcsolatait
az IPA® (Ingenuity Pathway Analysis) adatbdzis segitségével tartuk fel. Az IPA® utvonal
analizise segitségével lehetségiink nyilt az irodalomban korabban publikalt molekularis
utvonalak azonositasara, melyek ezen publikaciok alapjan kapcsolatba hozhatoak egyes,
altalunk detektalt miRNS-ekkel. Ebben az elemzésben olyan miRNS-ek interakcioit vizsgaltuk,
melyek az Affymetrix® GeneChip® miRNA Array eredményei szerint mind a 6 vizsgalt
mintankban expresszalodtak. Az analizis soran az emldbdl és nyalmirigybdl kiindulé ACC
esetetk miRNS expresszigjat normal szoveteikben kapott miRNS expresszios értékekhez
normalizaltuk. Az adatbazisba az igy kapott értékeket vittiik be, mely alapjan a program
potencidlisan szabalyozott gének érintettségét, miRNS-mRNS interakciok lehetdségét listazta

szamunkra, melyet hal6zatos formaban is megjelenitett.

Az egyes miRNS-ek ¢és az altaluk szabalyozott célgének interakcidinak
meghatarozdsira nyilvanos célgén predikcids adatbizisokat hasznaltunk. A feltételezhetd
MIRNS-célgén interakciok azonositasara miRecords feliiletet alkalmaztuk, mely atfogod

kXiao,ZOOQI Ezen

adatbazisat képezi tobb miRNS-c€lgén interakciot tartalmazod rendszerne
adatbazisok kozott megtalalhatdak a DIANA-microT, a Microlnspector, a miRanda, a
MirTarget, az NBmiRTar, a PicTar, a PITA, az RNA22, az RNAhybrid, valamint a
TargetScan/TargetScanS, melyek a potencidlis miRNS-célgén interakciokat eltérd paraméterek
alapjan azonositjak (2. tablazat). Az egy helyen integralt adatok széles korti célgén elemzésre
adtak lehetdséget. Ugyanakkor a taldlatokat nagy mértékben megerdsitette, ha a vizsgalt

miRNS és célgénjei kozotti interakcidkat publikalt validacios vizsgalatok ala is tamasztottak.
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2. tablazat. A miRecords adatbdzis dltal integralt miRNS-célgén interakcios adatbdzisok,
predikcioik alapja, valamint a rajuk vonatkozo hivatkozasok

Adatbazis neve Célgén predikcié modja Hivatkozas
TargetScan e komplementaritas® Lewis-*">*%%
GrimsonGrimson,ZOO?
FriedmanFriedman,ZOOQ
- - . - ;. : Maragkakis,2009
Diana microT v.4 e mas MiRNS adatbazisok Maragkakis et al.
becslése
PicTar e komplementaritas® Krek et al.<"<?%
Microlnspector e  komplementaritas RusinoyRemov20%
e  specidlis kotodési
tulajdonsagok figyelembe
vétele
Targetminer e 10 kiilonb6z6 célgén Bandyopadhyay®a"@epadhyay, 2009
elemzd algoritmus alapjan
miRanda/microrna.org e komplementaritas Betel®***%%
e  miRNS-mRNS
kotédéskor felszabadulo
szabad energia
miRTarget2/miRDB e komplex algoritmus Wang, El
Naanang,zoos;Wang,ZOOS
RNA22 e nem tamaszkodik a fajok | Miranda™""%20%
kozti konzervacios
mechanizmusokra
o cls6ként az mRNS-ben
keresi a vélt kdtohelyeket,
aztan azonositja a MiRNS-
t
PITA e mag (seed) Kertész 2%
régidparaméterei, az
elégtelen
komplementaritas és
hurkok kizarasaval
RNAHybrid e amiRNS-mRNS Kriiger""%20%
kotddéskor felszabadulo . Rehmsmeier 2004
minimalis szabad energia | Rehmsmeier e

! az mRNS-ek 3’-UTR régidja és a miRNS-ek ,,mag” (seed) régidja kozotti komplementaritas
2 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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3.2. Sziikitett szamu miRNS-ek expressziojanak vizsgalata és az altaluk potencialisan

regulalt fehérjék mennyiségi meghatarozasa

Szovetmintak

A validécios vizsgélatokra 63 esetet valasztottunk ki. A kivalasztott esetek kozott 20
bACC, 22 sACC, kontrolljaikként pedig 11 bN és 13 sN esetbdl szarmazd minta szerepelt. A
validacios vizsgalatok elvégzése egyes mintak esetében nem volt kivitelezhet6, melynek okait
a késobbiekben ismertetem. Az egyes kisérletekben szerepld pontos esetszdmot az adott

modszer leirasa kapcesan ismertetem.

A tumoros esetekhez tartozd szoveti mintaink egy részét a II. sz. Patologiai Intézet
beteganyagabol valasztottuk, a tovabbi mintakat pedig kiilsé patologiai intézetek biztositottak,
melyek a bevezetd vizsgdlathoz esetet szolgaltatd intézményeken kiviil a kistarcsai Flor
Ferenc Koérhaz Patologiai Osztalya, az Orszagos Onkologiai Intézet Molekularis és Sebészeti
Patologiai Osztalya, a sarajevoi Clinical Center of the University of Sarajevo Patologiai
Osztalya voltak. Kontrollcsoportjaink 6sszes mintdja intézetiink beteganyagabol kertilt ki. Az
emld eredetli tumorok 43-83 éves, mig nyalmirigy eredetli tumoraink 31-79 év kozotti
betegekbdl szarmaztak. bACC eseteink harom kivételével jol, valamint kozepesen
differencidlt tumorok voltak, mig SACC esteink kozott rosszul differencidlt esetek nem
szerepeltek (3. tablazat). A klinikopatologiai adatok néhany esetben nem voltak elérhetdek,
igy nem rendelkeziink minden eset TNM statuszara vonatkozo informdaciokkal. A
rendelkezésiinkre 4ll6 adatok szerint vizsgalt eseteink nagy része (emld és nyalmirigy eredetii
daganatok egyarant) korai stddiuimban keriilt felismerésre (T1 és T2 klinikopatoldgiai
stddiumok). Mind bACC, mind sACC esetek kozott ismertek voltak olyan daganatok, melyek
mar a felismerés pillanataban regionalis attétet adtak, azonban a legtobb betegnél a primer
daganat felismerésekor még nem volt azonosithatd nyirocsomd metasztazis. Emld ¢és
nyalmirigy eredetli ACC-k kozott is két-két olyan esetiink volt, akiknél mar a felismeréskor

ismert volt a primer daganat tdvoli metasztazisa.
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3. tablazat: bACC és sACC eseteink klinikopatologiai jellegzetességei

Eset Kor Miitet | Szovettani
jelolése éve gradus
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

bACC g3 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
s1 61 1999 1
2 61 | 2000 2
S3 54 | 2002 1
S4 71 | 2003 2
S5 39 | 2005 2
S6 74 | 2005 1
57 31 | 2006 1
S8 36 | 2009 1
59 61 | 2010 2
510 79 | 2009 2
S11 72 2012 2

SACC S13 62 2000 1
S21 63 | 2003 2
S22 63 | 2004 1
$23 45 | 2004 2
S24 37 2004 1
S25 44 | 2006 1
S26 54 | 2010 2
S27 70 | 2010 1
528 42 2011 2
529 75 | 2011 2
530 31 | 2012 2
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miRNS expresszio meghatarozdsa

A kivalasztott microRNS-ek mennyiségi meghatarozasa a betegek FFPE
szOvetmintaibol tortént. Az esetekhez tartozd reprezentativ blokkokbol 10 db 5 pum vastag
metszetet készitettiink, melyeket a HE festés alapjan makrodisszekaltunk azokban az
esetekben, amelyekben a metszeten latott szoveti struktira a tumor mellett jelentds
mennyiségli normdl szdvetet is tartalmazott (ha a tumorsejtek szdzaléka nem érte el a 80%-
ot).

RNS izolalasat a Life Technologies teljes RNS izolal6 kitjével végeztiik (RecoverAll
Total Nucleic Acid Isolation Kit, kat. szdm: AM1975), a gyartd Gtmutatasai szerint, melyet
kisérleti eredményeink alapjan a legjobb mindségii végtermék elérése céljabol — elsdsorban az
emésztési folyamatok idétartamara vonatkozoan moédositottunk (/d. Fiiggelék, 1. pont). Az
RNS koncentraci6 meghatarozasdhoz NanoDrop 1000 Spektrofotométert (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) hasznaltunk. Azon mintakat, amelyek RNS
koncentracioja az idedlis hatarérték alatt (20 ng/ul érték alatt) volt, a késébbi vizsgalatokbol
kizartuk. Ezek alapjan 6 bACC, 6 sACC eset, valamint egy nyalmirigy kontroll és 2 normal
emldszovet esett ki és véglil a vizsgalatainkba 6sszesen 16 s ACC, valamint 14 bACC eset
keriilt be. A kontroll csoportokba tartozéd esetek mindegyikébdl idedlis mennyiségli RNS volt
izolalhatd, igy a 11 nyalmirigybdl szarmazo6 és 9 emldbdl szarmazé normal szdvet tovabbi
vizsgalatat elvégeztiik.

miRNS expresszids vizsgalatokat a kovetkez6 human (hsa) MiIRNS-ek esetében
terveztiink: 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 korabbi vizsgalatai alapjan kontroll (referencia) miRNS-ként
két kis nukleolaris RNS (sno/small nucleolar RNA), az RNU43 ¢és RNU48 expressziojat
vizsgaltuk.

A kivélasztott miRNS-ek koziil nem nyilt lehetdséglink mindegyik miRNS mennyiségi
meghatarozasara. Az érett miR-768 3p és Sp egymassal részlegesen komplementer szélait egy
SnoRNS-sel (HBI1-239) val6 atfedés miatt kellett kizarni, a miR-1826-ot azért, mert korabban
az 5,8S rRNS egy fragmentjének bizonyult, a miR-1280-at pedig azért, mert kordbban egy
tRNS fragmentumaként azonositottak M2 A [et-7¢ és miR-181a-2* és miR-1234

mennyiségi analizisét azért nem tudtuk kivitelezni, mert specifikus primerek ezekre a miRNS-
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ekre nem szerepeltek a gyartd (Life Technologies®) altal forgalmazott termékek kozott. Két
tovabbi miRNS, a miR-320a és miR-320c esetében kozos primert alkalmaztunk, mivel ezekre
kiilon-kiilon specifikus primert a gyartd szintén nem forgalmazott (késébbiekben: miR-320).
A mennyiségi meghatarozas elsé 1épésében a mintdinkbol szarmazo miRNS-t cDNS-
re irtuk &t miRNS specifikus primerek és TagMan® Reverz Transzkripcios Kit segitségével a
gyartd utasitasai alapjan. Az atir6 kit, az alkalmazott mestermix és az egyes miRNS-ekhez
tartozd primerek pontos azonositoit a 4. tablazat tartalmazza. A 7,5 pl Ossztérfogatu
reakcidelegy 4 upl mestermixet (puffer, dNTP, MultiScribe enzim, RNaz inhibitor,
(ld. Fiiggelék,2. pont). A reverz transzkripciot Eppendorf Mastercycler PCR gép segitségével
végeztiik a kovetkezd hdprofil szerint: 4 perc 4°C-on, 30 perc 16 °C-on, 30 perc 42 °C-on, 5

perc 85 °C-on, végiil 4 °C-ra hiités és tovabbi felhasznalasig 4 °C-on tarolas.
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4. tablazat: A reverz transzkripcio és a gqPCR soran alkalmazott reagensek pontos gyartoi
azonositoi

Termék pontos neve és azonositoja Katalogusszam

TagMan® MicroRNA Reverse 4366597
Transcription Kit, 1000 reactions

TagMan® Universal Master Mix I, 4440047
No UNG

miR-17

miR-20a

miR-24

miR-195

miR-23b

miR-27b

miR-320

miR-193b

miR-1280
TagMan®

MicroRNA miR-1275

Assays INV, S _ 4427975
miR-125a-3p

002308, Human

miR-134

miR-17*

miR-206

miR-379

miR-382

let-7b

let-7e

RNU43

RNU48
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A mintak kozotti miRNS expresszié mértékének dsszehasonlitdsahoz qPCR-t végeztiik
szintétn miRNS specifikus primerek (4. tdblazat) és TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies; katalogusszam: 4366597) felhasznélasaval a gyarto
utasitasai szerint. A 10 pl reakcioelegy 8,84 pl mestermixet (TagMan mix €s nukledzmentes
viz), 0,5 ul primert és 0,65 ul cDNS-t tartalmazott (Id. Fiiggelék, 3. pont). A mintak mérése
triplikdtumban, 96 lyukt PCR plate-en tortént ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems)/LightCycler 480 Instrument II (Roche Applied Science) késziilékkel.
Minden plate-en szerepelt tumoros, valamint normal esetekbdl szarmazé kontrollminta,
valamint egy CcDNS-t nem tartalmaz6é negativ kontroll az esetleges nukleinsav-

szennyezddések kizardsara.

A gPCR-rel azt a ciklusszamot kapjuk meg eredményiil, ahol az adott miRNS kiindulo
kopiaszamatol fliggden és a DNS amplifikalassal aranyosan novekvd fluoreszcens jel eléri a
kiiszobszintet. Az egy mintdhoz tartozd6 Cq (quantification cycle) értékeket atlagoltuk, a
triplikdtumok kozott a 0,5-nél nagyobb kiilonbségi értékeket az atlagndl nem vettiik
figyelembe. A legstabilabb expressziot mutatd6 miRNS-nek, a kisérletet megel6z6
feltételezésiinktdl eltéréen nem az RNU43 vagy RNU48, hanem a miR-125a-3p bizonyult,
melyet a szamolds soran referenciaként hasznaltunk. A relativ expressziot a 2 (ACo-tmor
ACqnormdl) 51apian szamoltuk, ahol a ACq az adott miRNS és a referencia miRNS Cq értékének

kiilonbsége.

Eredményeink statisztikai elemzéséhez ANOVA (variancia-analizis/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)
segitségével. A p-érték <0,05 feltétel teljesiilésekor a kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik.
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3.2.1. Célgeének keresése

MIRNS expresszios vizsgalataink eredményeinek statisztikai elemzése utan 4 miRNS-t

valasztottunk ki, melyek esetében részletes célgén keresést végeztiink. A célgének

kaeep,2011 Hsu,2014

azonositasdhoz nyilvanosan elérhetd adatbazisokat, miRWal ¢s miRTarBase
programokat alkalmaztuk, melyek lehetdséget nyujtanak olyan MIRNS-célgén interakciok
szelektiv keresésére, amelyeket validacids vizsgalatok kordbban mar megerdsitettek. A
kizarolag validalt interakciok figyelembe vételével kisziirhetéek a csupan feltételezéseken

alapuld MiRNS-célgén szabalyozasi folyamatok.

3.2.2. Fehérje szintii vizsgalatok

Fehérje szintli vizsgalatainkat két csoportra osztottuk: egyrészt a kivalasztott, legtobb
interakciét mutatd célgének altal kodolt fehérjék mennyiségi analizisére, masrészt olyan
fehérjék mennyiségének mérésére, melyek irodalmi adatok alapjan meghatarozzdk bACC

esetek klinikopatologiai jellegzetességeit.
Lehetséges célgeének altal kodolt fehérjék vizsgalata

A célgén azonositast kovetden az alabbi két fehérje immunhisztokémiai vizsgélatat
végeztiik el: cyclin D1 és Bcl-2 expressziojat vizsgaltuk. Immunhisztokémiai vizsgalatunkhoz
FFPE szovettani blokkokat hasznaltunk. Az egyes mintdkhoz tartoz6 paraffinos blokkokbol 5
um vastag metszeteket készitettiink. Az immunhisztokémiai reakcidkat automata immunfestd
rendszerrel végeztiik. (Ventana ES immunostainer system; VentanaMedical Systems Inc.,
Tucson, AZ, USA). Az epitopok feltarasaTarget Retrieval Solution (DAKO K4001, Glostrup,
Dania) oldattal tortént, chromogénként 2,3-diamino-benzidint hasznaltunk (CMD401;
CellMarque, Rocklin, CA, USA). Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn alkalmazott

antitestek adatait az 5. tablazat tartalmazza.

A cyclin D1 és Bcl-2 immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzésére a validacios
vizsgalatokba besorolt minden minta alkalmasnak bizonyult, ezaltal ezeket a reakcidkat

minden kivalasztott mintan elvégeztiik: 22 SACC, 20 bACC, valamint /3 sN és 11 bN esetben.
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Terveink kozott szerepelt a Myc fehérje expresszidjanak vizsgdlata is. Kisérleteink
soran kétféle Myc antitestet alkalmaztunk (Abcam®, AB32072; Sigma-Aldrich, 9E10) véltozé
koncentracioban, valamint kiillonb6zo feltarasi modszereket is megkiséreltiink, azonban az

immunhisztokémiai reakciokat mindezek ellenére sem sikeriilt megfelelden beéllitanunk.

5.tabldzat: cyclin DI és Bcl-2 immunhisztokémiai reakciok sordn alkalmazott reagensek
tulajdonsagai

Antitest Gyarté Azonosité|  Antigén PA” higitasi

szam feltaras arany

cyclinD1 | Neomarkers | 0329101 | MW~ 90 min 1:120

Bcl-2 Biogenex | 932287M4| MW" 90 min 1:50

" PA: elsédleges (primer) antitest
: mikrohulldmu siit6 (microwave oven)

Az immunhisztokémiai reakcidk eredményeit szemikvantitativ modon elemeztiik.az
intra-, valamint interobszerver variabilitast is figyelembe véve: a reakciokat két megfigyeld

két-két alkalommal értékelte, egymastol fliggetleniil.

Mivel mind a cyclin D1, mind a bcl-2 reakcidk esetében egyazon eseteken beliil is
heterogén intenzitast tapasztaltunk, a kiértékeléshez Hirsch-féle pontozasi rendszert
alkalmaztunk. Az un. Hirsch-scoring egy 0-300 pontos osztalyozd rendszer, mely figyelembe
veszi az eltérd intenzitasi reakcidt ado teriiletek szdzalékos megoszlasat. Az intenzits
er0sségét 3 pontos skalan adtuk meg (1+: gyenge; 2+: kozepes; 3+: Kifezjezett), mig a
szazalékos megoszlast 0-100 kozotti pontszdmmal értékeltiik. Egy-egy esethez tartozo
immunhisztokémiai vizsgalat végsd pontszamat (Hirsch-pontszdm) a kdvetkezd képlet alapjan

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

A végsé pontszamot a két megfigyeld 4ltal tobb izben elvégzett kiértékelések
pontszamainak atlaga adta. A Bcl-2 immunhisztokémiai reakciok értékelése esetében az 1+
erOsségli teriileteket aspecifikus, hattér reakcio jellegli megjelenésiik miatt negativnak

értékeltiik, a Hirsch pontokat ez alapjan adtuk meg.
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A cyclin D1 ¢és Bcl-2 immunhisztokémiai reakcioik kiértékelésének alapjat az 5. és 6. dbrak

szemléltetik.

5.abra.A cyclin DI immunhisztokémiai reakciok kiértékelése sordn a festodés intenzitasat 0-3
pontos skalan adtuk meg — abrankon két-két enyhe (1+), kozepes (2+) és erds (3+) intenzitasu
reakciot nyillal jeloltiink (cyclin D1; 1:120; eredeti nagyitds. 100X)

6. dbra. A Bcl-2 immunhisztokémiai reakciok kiértékelése sordn a festédés intenzitdasat 0-3
pontos skalan adtuk meg — abrankon két-két enyhe (1+), kozepes (2+) és erds (3+) intenzitasu
reakciot nyillal jeloltiink (cyclin D1; 1:50; 10x)
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ER, PgR, Her2 és Ki67 feherjék immunhisztokémiai vizsgalata

Tumoros szdveteinken tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink:
meghataroztuk mind bACC, mind sACC esetek 6sztrogén receptor (ER), progeszteron receptor
(PgR), valamint a Her2 statuszat és proliferacios aktivitdsuk meghatarozasara azok Ki67-
expresszidjat. Az IHC reakciok minden esetben pozitiv kontroll bevonasaval torténtek. Az ER,
PgR ¢és Her2 immunhisztokémiai reakcidkat 20 bACC és 20 sACC esetben végeztiik, mig Ki67
expresszios vizsgalatra 10 bACCés 20 sACC esetben nyilt modunk.

Az ER, PgR és Her2 és Ki67 fehérjék expresszidjanak vizsgalata soran — hasonléan a
cyclin D1 ¢és Bcl-2 immunhisztokémiai reakcidkhoz — FFPE szdvettani blokkokat hasznaltunk,
melyekbdl reakcionként 1-1 5 um vastag metszetet készitettiink. A reakcidkat ebben az esetben
is festdautomata végezte. (Az alkalmazott protokoll a gyartd ajanldsai szerint tortént, a

reagensek tulajdonsagait és a feltaras koriilményeit az 6. tabldzatban tiintettiik fel.)

6.tablazat: ER, PgR, Her-2 és Ki-67 immunhisztokémiai reakciok kapcsan alkalmazott
antitestek tulajdonsagai

Antitest Gyartd | Azonositd | Antigén feltaras PA" higitasi
szam arany
ER Novocastra | 6003537 MW" 90 min 1:100
PgR Novocastra | 6010350 MW" 90 min 1:200
Her2/4B5 Ventana | 8002996 MW" 30 min | higitani nem kell
Ki67/MIB1 Dako M7240 MW~ 30 min 1:100

" PA: elsédleges (primer) antitest
™. mikrohullamu siité (microwave oven)

Az ER és PgR immunhisztokémiai reakciok kiértékelését szemikvantitativan végeztiik,
két megfigyeld altal az Allred-féle pontozo rendszert hasznalva. Eszerint a pozitiv reakciot adod
sejtek szazalékos aranyat, valamint a reakciok intenzitdsanak erdsségét vettiik figyelembe. Az
intenzitas erdssége 1-3 pont kozott valtozhatott (1: enyhe, 2: kdzepes, 3: erés), mig a pozitiv

reakciok szazalékos aranyara 0-5 pont volt adhat6 a kovetkez6 beosztas alapjan:
nincs reakcio: 0 pont

1% pozitiv: 1 pont
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1-10%: 2 pont
11-33%: 3 pont
34-66%: 4 pont és
67-100%: 5 pont.

Az intenzitas erdsségébol kapott és a pozitiv reakciot ado teriiletek szazalékos
aranyabol kapott pontszamokat dsszeadtuk és ezek alapjan egy-egy reakciora 0 vagy 2-8 pont
volt adhato.

A Her2 immunhisztokémiai reakcio kiértékelésére az emldtumorokban rutinszeriien
alkalmazott értékelési sémat hasznaltuk (0: negativ; 1+: enyhe, negativ; 2+: kozepes; 3+:

kifejezett). Vo201

3.2.3. Tulélési adatok

A vizsgalatban részt vevé tumoros betegcsoportjaink (bACC, valamint sACC esetek)
tagjainak teljes tulélését a Kozigazgatasi és Elektronikus Kozszolgaltatasok Kozponti
Okmanyiroda Specialis Szolgéltatasok Osztalya segitségével hataroztuk meg. A vizsgalatban
részt vevo betegek azonositasa pontos sziiletési neviik, édesanyjuk neve, sziiletési datumuk,

valamint tarsadalombiztositasai szamuk alapjan tortént.

Vizsgalatainkat a Semmelwes Egyetem Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottaganak (TUKEB)
101/2012-es szamu etikai engedélyében foglaltaknak megfeleléen végeztiik.
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4. EREDMENYEK
4.1. Bevezet6 vizsgalatunk eredményei

4.1.1. miRNS szelekcié Affymetrix® Gene Chip® alkalmazdsdval

Az Affymetrix® GeneChip® miRNA array segitségével vizsgalhato 847 human miRNS koziil
57 olyan miRNS-t azonositottunk, melyek az alkalmazott software statisztikai szamitasai alapjan az
Osszes vizsgalati mintaban (minden tumoros és mindkét normal szovetbdl szarmazo mintaban) jelen
voltak (7. tdabldzat és Fiiggelék). A szoftver szamitasai alapjan a fennmaradd 790 miRNS koziil 216
miRNS legalabb egy vizsgalt mintaban expresszaldodott. A legalabb egy vizsgalati mintaban
expresszalddé miRNS-ek kozott 8 olyan miRNS-t azonositottunk, amelyek sACC esetekben fokozottan
expresszalodtak (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 expresszalodott, az
Osszes tobbi vizsgalt mintaban el6fordult: bACC esetekben és normal kontrollokban is (miR-
1234). Az Affymetrix® GeneChip® miRNA array éltal detektalhaté human miRNS-ek koziil

0sszesen 572 olyan miRNS-t azonositottunk, amely egyik vizsgalt mintaban sem volt detektalhato.

7. tablizat: Az Affymetrix® GeneChip® miRNA array dltal azonositott 57 miRNS, melyek az
osszes vizsgalt mintaban detektalhatok voltak

let-7a miR-99a miR-296-3p
let-7b miR-103 miR-320a
let-7¢c 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 interakcios vizsgalat IPA® analizissel

Bevezetd vizsgalataink kovetkezd 1épésében az Osszes vizsgalt mintaban detektalhatd
57 miRNS egymassal, valamint célgénekkel vald interakcidjanak vizsgalatara IPA™ ttvonal
elemzést végeztiink. Mivel a kivalasztott 57 miRNS eml6bdl és nyalmirigybdl szarmazo ACC
esetekben és a kontroll szovetekben eltérd mértékben expresszalodott, a vizsgalatot kiilon-
kiilon elvégeztiikk emlébol szarmazo szoveti mintdkon, valamint a nyalmirigy eredetti esetekben

is.

Az IPA" analizis eredményei alapjan az irodalomban fellelheté informaciok szerint
tumoros €s normal emloszévetekben valo eloszlasuk figyelembe vételével a vizsgalt 57 miRNS
els6sorban a TP53, a DGCRS8 (DiGeorge syndroma kritikus régio gén 8), a LAMTORS (kés6i
endosomalis/lysosomalis adaptor), az AKT (PDGF altal aktivalt szerin-treoninkindz), valamint

a PRIM1 (primaz, DNS, polypeptid 1) mRNS-ekkel 4llhat interakcidban.

Ugyanezt az elemzést nyalmirigy eredetli szovetekben elvégezve, az 57 miRNS
nydlmirigyben tapasztalt eltérd eloszlasuk alapjan els6sorban a PTEN (foszfatazés tenzin
homolég), a PIK3CA (foszfatidylinositol-4,5-biszfoszfat 3-kinaz, katalitikus alegység alfa), az
ESR1 (6sztrogén receptor-1), az IGFR1 (insulin-szeriingvekedési faktorl), valamint a FOXO1
(forkhead box O1) mRNS-ekkel allhat kapcsolatban.

Az IPA" utvonal analizis a miRNS-mRNS, valamint az altaluk regulalt és veliik
kapcsolatba hozhatd gének interakcioit halézatok formdjaban &brdzolta, melyeket emld-,
valamint nyalmirigy eredetli szovetek esetében az 7. és 8. dbrdk szemléltetik. Ezeken az
abrakon a fentiekben felsorolt interakciokon feliil mind emld, mind nyalmirigy eredetii

szovetekben tovabbi interakciok is lathatdak.
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FNDCRA
J

miR-185/miR-3473/miR-4306 (includes others)

miR-638miR-100/miR-89a/miR-99b
miR-23b/miR-23a/miR-23¢ (includes others)*

© 2000-2012 Ingenuity Systems, Inc. All rights resernved

7. dbra: miRNS — célgén interakciok emlobdl szarmazo szévetekben (normdal és tumoros) IPA®
utvonal analizis alapjan. A piros szin az adott géen/mikroRNS fokozott expressziojat, a zéld szin
a csokkent expressziot jeloli. A folytonos vonalak a direkt interakciokat, a szaggatott vonalak

az indirekt interakciokat szemléltetik.
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<D

GF 16

miR-100/mifs

(CEFB)

(MEF2D)
iR-193a-3p

DDR

\\,L
25-hydroxy-vitamin D3

© 2000-2012 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

8. abra: miRNS — célgén interakciok nyalmirigybol szarmazo szévetekben (normal és tumoros)
IPA® uitvonal analizis alapjén. A piros szin az adott gén/mikroRNS fokozott expresszidjat, a
zold szin a csokkent expressziot jeloli. A folytonos vonalak a direkt interakciokat, a szaggatott
vonalak az indirekt interakciokat szemléltetik.
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4.1.3. Hierarchizalt cluster analizis alcsoportok meghatarozasara

Tovabbi vizsgalatok megkezdése el6tt az Affymetrix® GeneChip® miRNA Array 4ltal
azonositott 57 miRNS-t, hierarchizalt cluster analizis alkalmazasaval hétérképen is abrazoltuk
(Genesis®)>™2%%2 A hétérképes abrazolds soran az 57 vizsgalt miRNS expressziojat mind
emldbdl, mind nyalmirigybdl kiinduld tumoros esetekben egészséges kontroll szovetek miRNS

expresszidjahoz normalizaltuk.
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hsa-miR-320¢
e T hsa-nmiR-27b
MamiR 185 0

1308 ca-let-7
E:::::'S'%ﬁ:‘: hsa-let-7e
a3 miR-J0 > -
s i 1483 31 hsa-miR-768-5p
MamiR-28a_st
hsa-miR-02a_st
MamiRO0a_st

Subgroup B

9. dbra. hétérkép az Affymetrix® GeneChip® miRNA array dltal azonositott 57 miRNS-rél. Bal
oldali két oszlop (,normbACCI” és ,,normbACC2” jeléléssel): bACC szovetek miR-
expresszioi (egészséges emloszovet miRNS-expresszioihoz normalizalt értékek). Jobb oldali két
oszlop (,,normsACCI1” és ,,normsACC2" jeliléssel): sACC szovetek miRNS-expresszioi
(egészséges nydlmirigy szévetek miRNS-expresszioihoz normalizadlt értékek). Piros szinnel a
kontrolljaikhoz képest csokkent expressziot, zold szinnel a fokozott expressziot jeloltiik. Az ,,A”
és ,,B” alcsoportokat ezen eltérések alapjan hataroztuk meg.
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A miRNS-ek expressziojanak kontroll szoveteikhez képest tapasztalt novekedését, vagy
csoOkkenését a hotérképen zold és piros szinek jelzik (9. dbra). Ezéltal konnyen atlathatd
formaban tudtuk abrazolni, hogy az emld, valamint a nyalmirigy eredetli tumorok esetében az

egyes miRNS-ek expresszidja hogyan valtozott az egészséges kontrolljukhoz képest.

Az abrazolt hoétérkép segitségével valasztottuk ki azokat a mMiRNS-eket, amelyek

megoszlasa normal és tumoros emld-, valamint nyalmirigy szovetekben specialis volt:

,,A” alcsoportba keriiltek azok a miRNS-ek, amelyek expresszioja emlébél szarmazd ACC
esetekben csokkent, nyalmirigy eredeti ACC esetekben pedig nétt sajat kontroll

szovetiikhoz viszonyitva (9. abra: ,,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 expresszioja az ,,A” alcsoport
tagjaival ellentétben valtozott eml6 és nyalmirigy eredeti szovetek esetében: emld eredetii
tumorokban fokozott, nydlmirigy eredeti ACC esetekben pedig csokkent expressziot

mutattak sajat kontroll szovetiikhoz képest. (9. dbra: ,,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. Potencialis célgének azonositisa miRecords adatbazis segitségével

Tovabbi célgén elemzéshez a fent kivalasztott miRNS-eket vettiik alapul. A miIRNS-ek
célgén interakciokat a miRecords adatbdzis alapjan azonositottuk (kizarolag a wvalidalt

kapcsolatokat figyelembe véve - 8/4 és 8/B, valamint 9. tablazatok).

Az Anyag és modszerek miRNS expresszios vizsgalatok alfejezetében ismertetet okoknal
fogva a miR-768-3p, miR-768-5p, miR-1280, miR-1826 és miR-320c expresszidjat nem tudtuk
lemérni, célgén elemzést csupan a fennmaradd6 miRNS-ek esetében végeztiink: 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. tabldzat: Az ,,A” alcsoport tobb tagja dltal is szabdlyozott gének listdja (,+”: az adott
MIRNS és célgén kozotti validalt interakcio, ,,-,,: az adott miRNS és célgén kozotti interakcio
nem ismert/nem validalt)

CELGEN GENTELJES let-7h let-7¢ [ miR-17 | miR-20a | miR-24 | miR-195
NEVE

BCL2 B-cell CLL/lymphoma i} _ + + _ B
BIM/BCL2L11 | BCL2-like11 2 5 4 B j R
BMPR2 bone morphogenetic

proteinreceptor, type

i - - + + - -
CCND1 cyclinD1 A R + + ~ i
CDC25A cell divisioncycle 254 + B} } R " j
CDK6 cyclin-dependent

kinase 6 + 2 £ % s +
IL-8 interleukin 8 _ R 4§ e R R
TJAK1 Januskinase 1 - - + + _ _
MAP3K12 mitogen-activated

proteinkinase kinase

kinase 12 - - + + - -
MEF2D myocyte enhancer

factor 2D 5 2 + + . 2
MYC v-myc avian

myelocytomatosis

viral oncogene

homolog . + - - + -
RUNX1 runt-related

transcription factor 1 - - + + - -
VEGFA vascularendothelial

growth factor A - - + + 2 2
NOTCH1 notch 1 - - - - + B
HMGA2 high mobility group

AT-hook 2 + # & = = 3

8/B. tdabldzat: A ,,B” alcsoport tébb tagja dltal 1S szabdlyozott gének listdja (,+”. az adott
MIRNS és célgén kozotti validalt interakcio; ,,-,: az adott miRNS és célgén kozotti interakcio
nem ismert/nem validalt)

S CELGEN TELJES
CELGEN NEVE let-7¢ | miR-23b | miR-27b | miR-193b | miR-320a
NOTCH1 notch 1 4 + + 5
HMGA?2 high mobility group AT-
hook 2 + - - R
PLAU plasminogen activator,
urokinase = - + }
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9.tablazat: Az ,,A” és ,,B” alcsoport egy-egy tagja altal potencialisan szabdlyozott gének I. (,,+”:
az adott miRNS és célgén kozotti validalt interakcio, ,,-,,: az adott miRNS és célgén kozotti
interakcio nem ismert/nem validalt)

»A” alcsoport »B” alcsoport

CELGEN (_jI_EEII“j:SN let- I?t miR- miR- miR- miR- let- miR- miR- miR- miR-
7b 17 20a 24 195 Te 23b 27b 193b 320a
NEVE 7c

IACVR1B [ctivin A +
receptor, type
B

AURKB  jurora kinase B +

BCL7A  B-cell +
CLL/lymphoma
7A

BRCA1  preast cancer +
antigen 1

CCNA2  yclin A2 +

CDK4 cyclin- +
dependent
kinase 4

CDKN1A yclin- +
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/  sphingosine-1- +
phosphate

S1PR1 receptor 1
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EIF3S1  leukaryotic
translation
initiation factor
3

FEN1 flap structure- +
specific
endonuclease 1

KRT/ keratin126
pseudogene

KRT126P

LIN28/  [lin-28 homolog

LIN28A

MAPK14 mitogen- +
activated kinase
14

MED28  mediator
complex 28

MKK4/  mitogen- +
activated

MAP2K4 protein kinase
kinase 4

NCOA3  |nuclear receptor
coactivator 3

p21/ cyclin-
dependent

CDKNIA kinase inhibitor
1A

RTCD1 IRNA 3°-
terminal
phosphate
cyclase

TGFBR1 transforming
growth factor,
beta receptorl

TRIM71  fripartite mot
containing 71

VIM \vimentin

IADORA2 jadenosine A2b

B 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-
loncogene

MMP13

matrix
metallopeptidas
e13

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 esetszaimon végzett vizsgalataink eredményei

A nagyobb esetszamra kiterjesztett vizsgalatunk sordn a bevezetd vizsgalat eredményei
alapjan kivalasztott miRNS-ek expresszidjat hataroztuk meg az egyes mintdkban qPCR

technikaval, kiegészitve a célgén-expresszido immunhisztokémiai mérésével.

A validalas soran az alabbi 19 miRNS mennyiségi analizisét végeztiik 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 expresszalodo miRNS-ek:

miR-17* miR-379
miR-125a-3p miR-382
miR-134 miR-1275
miR-206
Kontroll miRNS-ek:
RNU43 RNUA48
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4.2.1. Az egyes vizsgalati csoportok miRNS expressziojanak osszehasonlitasa

Az eredetileg kontrollnak szdnt miRNS-ek (RNU43 ¢és RNU48) kizardsa utan
fennmaraddé 17 mMIRNS expressziojat Osszevetettiik egyes vizsgalati csoportok kozott:
Osszehasonlitottuk emldszovetek (bACC és bN), nyalmirigy szovetek (SACC és sN), tumoros
(bACC és sACC), és normal szovetek(bN és sN) miRNS-profiljat.

4.21.1. DbACC esetek és normal emldszovetek miRNS mintazatanak

O0sszehasonlitasa

EmlIGbol szarmazd tumoros szovetekben két olyan miRNS-et azonositottunk, amely
normal kontrolljukhoz viszonyitva jelentdés expresszios kiillonbséget mutattak. Mindkét
miRNS, a miR-17 és a miR-20a expresszidja szignifikdnsan 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 expressziojat a 10/4 és 10/B dbrak szemléltetik.

A miR-17 ¢és miR-20a mMIiRNS-ek expresszidos szintjében a tobbi csoport
Osszehasonlitdsakor nem talaltunk jelentds kiilonbséget: sem sACC és kontrolljaik (pmir-
17_sN_vs_sAcc =0,050 €s pmir-20a_sN_vs_sacc =0,422), sem emldbdl és nyalmirigybdl kiindulé 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 €S Pmir-20a bN_vs sn =0,851) nem mutattak szignifikans eltérést a két

mMIRNS expressziojaban.

A miR-17 és miR-20a-n kiviil a tobbi vizsgalt mMiRNS expresszidjanak tekintetében az
emlobdl szdrmazd tumoros €s €p szovetek kozott nem talaltunk szignifikans eltéréseket (1d.

Fiiggelék, 5. pont).
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10. dbra. A miR-17 (A) és miR-20a (B) relativ expresszioja a vizsgalt szévetekben. Mindkét
miRNS statisztikailag szignifikans eltérést mutatott a bACC és bN mintaik kozott. sN: normal
nyalmirigy, sSACC: nyalmirigy eredetii ACC, bACC: emlo eredetii ACC, bN: normal emlo
szovet.

53



DOI:10.14753/SE.2016.1890

4.2.1.2. A sACC esetek és kontrolljaik miRNS expressziojanak dsszehasonlitasa

Nyalmirigybdl szarmaz6 mintdk Osszehasonlitdsakor validacids vizsgalataink soran két
olyan miRNS-t detektaltunk, melyek expresszidja jelentds eltérést mutatott tumoros és normal
szovetek kozott: SACC esetekben szignifikdnsan alacsonyabb mértékii expressziot mértiink
let-7b és miR-193b MIRNS-ek mennyiségi analizise soran (piet-7b sN_vs_sacc=0,032 €s pmir-
193b_sN_vs_sacc=0,023). A let-7b és miR-193b expresszidjanak megoszlasat az egyes vizsgalati

csoportok kozott a 11/4 és 11/B abrak szemléltetik.

E két miRNS expresszidjaban szignifikans eltérést nem tapasztaltunk sem bACC és kontrolljaik
(Pret-7b_bN_vs_bacc=0,694 €s Prmir-1930_bN_vs_bacc=0,057), sem emldbdl és nyalmirigybdl szarmazé ACC
esetek kOzott (Piet-7b_bacc vs sacc=0,421 €s Pmir-1030_bacc_vs sacc=0,995), sem pedig a kontroll csoportok

kOzOtt (Pret-7_sN_vs bN=0193, €S Pmir-1930_sn_vs_bon=0,969).

Nyalmirigyb6l kiindulo6 ACC és kontroll szoveteik kozott tovabbi miRNS-ek tekintetében
szignifikans eltérést nem detektaltunk (Id. Fiiggelék, 5. pont).

hsa-let-7b A

10004  _ 0032
S 800- —_
£
c
8 600-
% e
£ a400{ |_
5 A
< 200- 1
N

O | | | |
sN SACC bN bACC
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11. dbra. A let-7b (A) és miR-193b (B) relativ expresszidja a vizsgalt szévetekben. Mindkét
miRNS expresszidja szignifikans eltérést mutatott sN és sACC kozott. sN: normal nydlmirigy,
SACC: nyalmirigy eredetii ACC, bACC: emlo eredetii ACC, bN: normal emlé szovet.

4.2.1.3. bACC és sACC miRNS expresszios mintazatanak dsszehasonlitasa

A vizsgdlt 17 miRNS expressziojaban emld, valamint nyalmirigy eredeti ACC

esetekben statisztikailag értékelhetd eltérést nem talaltunk (1d. Fiiggelék, 5. pont).

4.2.1.4. Normal emld és nyalmirigy szovetek miRNS mintazatanak

Osszehasonlitasa

A kontroll csoportok miRNS expresszidja két miRNS tekintetében mutatott jelentds
eltérést. A miR-23b és a miR-27b kifejezodése nyalmirigy eredetii kontroll szoveteinkben
magasabbnak bizonyult normal emldszovetekéhez képest (Pmir-23b bN vs sN=0.007 €S Pmir-
27b_bN_vs_sn=0.024). A miR-23b és miR-27b expresszidjanak megoszlasat az egyes vizsgalati

csoportok kozott a 12/4 és 12/B abrak szemléltetik.
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A miR-23b és miR-27b miRNS-ek expresszios szintje statisztikailag nem bizonyult
kiilonbozének sem az emlébdl szdrmazd tumoros ¢€s  kontroll szdvetek  (pmir-
23b_bN_vs_bAcC=0.545 €s pmir-27b_bN_vs bacc=0.410) sem nyalmirigybdl kiindul6 ACC esetek és
kontrolljaik (Pmir-23b_sn_vs sacc=0.072 és pmir-27b_sn_vs sacc=0.099), sem a két szervbdl kiinduld
tumoros esetekbdl szdrmazoé mintak (pmir-23b_bacc_vs_sacc=0.957 €s pmir-27b_bacc_vs_sacc=0.981)

Osszehasonlitasakor.

Tovabbi miRNS-ek expresszidja nem mutatott szignifikans eltérést a két normal szovet

kozott (Id. Fiiggelék, 5. pont).
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12. dbra. A miR-23b (A) és miR-27b (B) relativ expresszidja a vizsgalt szovetekben. Mindkét
miRNS statisztikailag szignifikans eltérést mutatott a sN és bN mintak kézott. sN: normal
nyalmirigy, sACC: nyadlmirigy eredetii ACC, bACC: emlo eredetii ACC, bN: normal emld
szovet
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4.2.2. A miRNS-célgén kapcsolat tovabbi vizsgadlata, a célgének sziikitése

A validacios vizsgalat sordn négy olyan miRNS-t talaltunk, melyek expresszioja
tumoros esetekben szignifikansan eltért normal kontrolljaikhoz képest: miR-17 és miR-20a
bACC-ban, valamint a let-7b és miR-193b SACC-ban. A korabban mar validalt miRNS-célgén

interakcidkat az egyes esetekben a 10. és 11 tablazatokban tiintettiik fel.

A miRWalk adatbazis alapjan 3 olyan gént azonositottunk, melyek az altalunk vizsgalt
négy miRNS mindegyike altal reguléltak. Ezek a MYC, a CCND1 ¢és a BCL2 gének voltak. A
miRTarBase adatbazis informaciéi szerint a CCNDI1 bizonyult mind a négy miRNS Aaltal

szabalyozott génnek. E géneket a 10. és 11. tablazatokban piros keret jelzi.
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10. tabldzat: A miRWalk adatbazis adatai alapjan a kivdlasztott miRNS-ek koziil legaldabb kettd
altal regulalt célgének listaja (,+”: az adott miIRNS és célgén kozotti interakcio, nincs jel: az
adott miRNS és célgén kozotti validalt interakcio nem ismert). Piros keretben azok a gének

lathatok, melyeket mind a 4 vizsgalt mMiIRNS szabdlyoz.

GEN GEN TELJES NEVE let- | miR- | miR- | miR-
7b | 193b 17 20a | Interakciok
szama
SN>sACC bN<bACC
BCL2 B-cell CLL/lymphoma + + + + 4
CCND1 cyclin D1 + + + + 4
MYC V-myc avian myelocytomatosis + + + + 4
viral oncogene homolog
AKT1 v-akt murine thymoma viral + + + 3
oncogene homolog 1
CDKN1A/ cyclin-dependent kinase + + + 3
inhibitor 1A
p21
COX8A cytochrome oxidase subunit 8A + + + 3
DDX20/ eukariotic translation initiation + + + 3
factor 4A1
EIF4AL
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 + + + 3
sarcoma viral oncogene
homolog
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene + + + 3
homolog
MCL1 myeloid cell leukaemia 1 + + + 3
PAK3 p21 protein activated kinase 3 + + + 3
PTEN phosphatase and tensin + + + 3
homolog
RNASEN/DROSHA (drosha ribonuclease type 11l + + + 3
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RUNX1

runt-related transcription factor
1

STAT3

signal transducer and activator
of transcription 3

TP53

tumor protein p53

VEGFA

vascular endothelial growth
factor A

ZNF167

zinc finger protein 167

ZNF512B

zinc finger protein 512B

BCL2L11

BCL2-like 11

BMPR2

bone morphogenetic protein
receptor type Il

BRAF

B-Raf proto-oncogene

BRCA1

breast cancer antigen 1

BRCA2

breast cancer antigen 2

C170rf91/MIR22HG

MIR22 host gene

CD4 ICD4 molecule

CDKN2A cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A

CEBPB ICCAAT/enhancer binding
protein (C/EBP), beta

CEBPZ ICCAAT/enhancer binding
protein (C/EBP), zeta

CXCR4 ckemokine (C-X-C motif)
receptor 4

DGCRS8 DGCR8 microprocessor complex
subunit

DICER1 DICER1, ribonuclease type 111

EGFR epidermal growth factor

EIF2C2 eukariotic translation initiation
factor 2C, 2

EIF2C2/ argonaure risk catalytic
component 2

AGO2

ERBB2 erb-b2 receptor tyrosine kinase
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2

FBXW?7

F-boksz and WD repeat domain
containing 7

FH

fum arate hydratase

FNDC3

fibronectin type 111 domain
containing 3A

FOXP1

forkhaed boksz P1

GEMIN4

gem (nuclear organell)
associated protein 4

H2AFX

H2 histone family, member X

HNRNPA1

heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Al

IMPACT

impact RWD domain protein

JAK2

janus kinase 2

JUN

jun proto-oncogene

LARP6

Laribonucleoprotein domain
family, member6

LIN28

lin-28 homolog A

LYPLA3/

PLA2G15

phospholipase A2, group XV

MAPK14

mitogen activated protein
kinase 14

MEF2D

myocyte enhancer factor 2D

MET

MET proto-oncogene

NPAT

nuclear protein, ataxia-
teleangiectasia locus

NPC1

Niemann-Pick disease, type C1

NPM1

nucleofosmin (nucleolar
phosphoprotein B23, numatrin)

NRAS

neuroblastoma RAS viral (v-
ras) oncogene homolog

PIK3CA/

PIK3K

phosphatidilinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase, catalytic
subunit alpha
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PRDM1

PR domain containing2, with ZNF
domain

RAB14

RAB14, member RAS
oncogene family

RB1

retinoblastoma 1

ROS1

ROS proto-oncogene 1

SOCSs1/

CISH

cytokine inducible SH2-
containing protein

SOX2

SRY (sex determing region Y)-
box 2

STMN1

stathmin 1

TGFB1

transforming growth factor beta
1

TGFBR2

transforming growth factor beta
receptor 11

THBS1

thrombospondin 1

TIMMSA

translocase of inner
mitochondrial membrane 8
homolog A

TNF

tumor necrosis factor

TWIST1

twist family bHLH transcription
factor 1

ULK1

unc51-like autophagy activating
kinase 1

ZEB1

zinc finger E-box binding
homeobox 1
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11. tablazat: A miRTarBase adatbdzis adatai alapjan a kivalasztott miRNS-ek koziil legaldbb
kettd altal regulalt célgének listaja (,,+”: az adott miRNS és célgén kozotti interakcio; ,,-,,: az
adott miRNS és célgén kozotti validalt interakcié nem ismert). Piros keretben azok a gének

lathatok, melyet mind a 4 vizsgalt miRNS szabalyoz.

let-Th mik- miR- miRk-17 .
. . } Interakciok
GEN GENTELJES NEVE 193b 20a .
SN=gA C(C hIN=hA Szatna

CCND1 cyclin D1 + + + + 4
CUNDE cyclin D2 + - + + 3
AFPP amyloid beta (A4) precursor protein - - + + 2
BCL2 B-cell CLL/lymphoma - - + + 2
BMFR2 bone morphogenetic protein receptor,

type I - - + + 2
CDENI1A |cyclin-dependentkinase inhibitor 14 - - + + 2
E2F1 EZ transcription factor 1 - - + + 2
E2F3 E2 transcription factor 2 - - + + 2
MAP3K12 |mitogen-activated protein kinase

kinase kinase 12 - - + + 2
MAPK? |mitogen-activated protein kinase9 - - + + 2
MEF2D |myvocyteenhancerfactor 2D - - + + 2
MUCL17 mucin 17, cell surface associated - - + + 2
MY vy c avian myelocytomatosisviral

oncogene homolog - - + + 2
PTEN phosphatase and tensin homolog - - + + 2
REB1 retinoblastorna 1 - - + + 2
RBL1 retinoblastoma-like 1 - - + + 2
RBL2 retinoblastoma-like 2 - - + + 2
RUNX1 runt-related transcription factor 1 - - + + 2
SMAD4 SMAD family member 4 - - + + 2
TGFBR2 |transforming growth factor, beta

receptor I - - + + 2
VEGFA  |vascularendothelial growth factor & - - + + 2
WEE1L WEE1 32 checkpoint kinase - - + + 2
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4.2.3. Immunhisztokémiai vizsgadlatok eredmeényei

Els6ként azon fehérjék expresszidjat vizsgaltuk, amelyek a validacido sordn szignifikans
kiilonbségeket mutatd6 miRNS-ek potencialis célgénjei altal kodoltak, vagyis a cyclin D1 és

Bcl-2 fehérjék expressziojat.

A tovabbiakban nem a miRNS-ekhez kothetd, hanem a klinikopatologiai jellegzetességeket
meghatarozo fehérjék, ER, PgR és HER2 expressziojat vizsgaltuk, majd meghataroztuk a
tumoros csoportok (bACC és sACC) Ki67-tel mérhet6 proliferacios indexét.

4.2.3.1. cyclin D1 és Bcl-2 kimutatasa

A cyclin D1 és Bcel-2 fehérjék mennyiségének meghatarozasat kovetden az expresszio

mértékét a kovetkezdképpen vetettiik ssze a csoportok kozott:
- normdl emld és nyalmirigyszdvetek (bN vs. sN),
- tumoros emld és nyalmirigyszdvetek (bACC vs. sACC),

- tumoros és normal eml6 (bN vs. bACC), valamint

tumoros és normal nyalmirigy szovetek (sN vs. SACC) kozott.

Az bACC és sACC, valamint normal kontrolljaik cyclin D1 expresszidjanak osszehasonlitasa

cyclin D1 és Bcl-2 immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzésére ugyan minden
kivalasztott eset alkalmasnak bizonyult, egyes esetekben értékelhetetlen reakciot adott,
melynek oka tobbnyire anyaghiany volt, mely 2 sACC és 7 bACC esetben volt megfigyelhetd.
Ezekben az esetekben az immunhisztokémiai vizsgalatok kiértékelésétol el kellett tekinteniink,
melynek eredményeképpen 20 SACC, valamint 13 bACC esetbdl, valamint /3 normdl
nyalmirigybdl és 11 normal emlomirigybdl szarmazd esetek szovettani reakcidinak eredménye

képezte a statisztikai vizsgélataink alapjat.
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Az eml6bdl szarmazd szovetek cyclin D1 expresszidjanak Osszehasonlitdsakor
magasabb fehérje expressziot tapasztaltunk bACC-ban mint kontroll csoportjukban
(Peyclinp1_bN_bacc<0.0001).

Nyalmirigy eredetli szovetek Osszehasonlitdsa soran — hasonléan az eml6 szoveteihez -,
a cyclin DI expresszidja magasabbnak bizonyult SACC-ban, mint kontroll szdveteikben

(pcyclinDl_sN_sACC<O-0001).

A cyclin D1 expresszidjanak vizsgalata soran emld €s nyalmirigy tumorok kozott nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget (Peyciino1_bacc_sacc=0,112), ahogyan a kontroll szévetek sem
mutattak  jelentés  eltérést egymashoz  viszonyitva ezen fehérje  tekintetében

(pcyclinDl_bN_sN:0,125).

Az egyes vizsgalati csoportokbdl szdrmazo esetek cyclin D1 immunhisztokémiai reakcidjanak
mikroszkdpos képét a 13. abra szemlélteti, az egyes esetek cyclin D1 immunhisztokémiai
vizsgalatanak kiértékelésekor kapott Hirsch-pontszamokat a 14. dbran lathaté grafikonon

szemléltettiik.

13. abra. Cyclin D1 immunhisztokémiai reakcio mikroszkopos képe normal emloszovetben (A),
bACC esetében (B), normal nyalmirigy szévetben (C) és sACC esetében (D) (cyclin DI, 1:120;
20x-o0s nagyitas, Panoramic 250 Flash I1 scan)
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14. dbra. Cyclin DI fehérje expresszioja a szévetekben. bN: normal emlészévet;, bACC:
adenoid cysticus emld carcinoma; SN: normal nyalmirigy szovet;, sACC: adenoid cysticus
nyalmirigy carcinoma

A bACC és sACC, valamint normal kontrolljaik Bcl-2 expresszidja

A Bcl-2 fehérje expressziojanak megoszlasa az egyes vizsgalati csoportok kozott a

cyclin D1 fehérjéhez hasonl6 eredményt adott.

Emlébol szarmazo szovetekben bACC-ban mutatkozott magasabb Bcl-2 expresszio a

kontroll csoportjukhoz képest (peacl-2 bn_bacc=0.005).

Hasonloképpen, tumoros ¢és normal nyalmirigyszovetek Bcl-2 expresszidjat Osszevetve

SACC-ban mértiink fokozott expressziot (Pacl-2 sn_sacc=0.042).

A két tumoros betegcsoport és a két kontroll csoport kdzott — hasonldan a cyclin D1
expresszidhoz - Bcl-2 kifejezodésre vonatkozoan sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (Pgcl-

2 bacc_sacc=0,109, valamint pgei-2 by sn=0,067).

Az egyes csoportok Bcl-2 expresszidjat a 15. és 16. dbrdak szemléltetik: elébbi az egyes
csoportok Bcl-2 immunhisztokémiai reakcidinak mikroszkopos képét mutatja, mig az utobbin a

Bcl-2 fehérje expresszidjanak megoszlasa lathato grafikonon szemléltetve.
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15. abra. Bcl-2 immunhisztokémiai reakcio mikroszkopos képe normal emldszovetben, (A),
bACC esetében (B), normal nyalmirigy szévetben (C) és sACC eseteben (D) (Bcl-2; 1:50;
eredeti 200x-os nagyitas; Panoramic 250 Flash Il scan)
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16. dbra. Bcl-2 fehérje expressziojanak megoszlasa a szovetekben. bN: normal emlészévet,
bACC: adenoid cysticus emlé carcinoma; sN: normal nyalmirigy szovet; sACC: adenoid
cysticus nyalmirigy carcinoma
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bACC és sACC tumorok cyclin D1 és Bcl-2 expressziojanak osszehasonlitdsa

Ellentétben a tumoros és normal szovetek dsszehasonlitdsakor tapasztaltakkal, bACC és
SACC  Osszehasonlitaisa  soran sem a  cyclin D1  fehérje  expresszidban
(Peyctinp1_bacc_sacc=0,113), sem pedig a Bcl-2 expresszioban nem talaltunk jelentGs eltérést
(PBeci-2 bacc sacc=0,110). Az immunhisztokémiai reakciokrol késziilt Osszehasonlito

felvételeket lasd a Fiiggelék 6. pontjaban.

Normal emlé6 és nyalmirigy szovetek cyclin D1 és Bcl-2 expresszidja

Hasonloan a tumoros csoportok Osszehasonlitdsakor tapasztaltakkal, sem a kontroll
csoportok cyclin D1, sem Bcl-2 expresszidjanak tekintetében a két csoport kozott nem
tapasztaltunk  jelentOs eltérést (Peyclinp1_bn_sn=0,126) (PBcl-2 bN_sn=0,068). Az
immunhisztokémiai reakciokrol késziilt Osszehasonlitdo felvételeket lasd a Fiiggelék 7.

pontjaban.

4.2.3.2. ER, PgR, HER2 ¢és Ki67 immunhisztokémiai reakciok eredményei

Az elvégzett ER, PgR ¢és Her2 immunhisztokémiai reakcidok analizisét kovetden, az
értékelhetd reakciok kozott a bACC és sACC eseteink jelentds tobbsége a vizsgalt antitestekre
negativ volt. Egy esetben tapasztaltunk enyhe ER pozitivitast (Quick score 3), amely minta
szovettanilag rosszul differencidlt bACC-nak felelt meg. Szintén egy esetben enyhe PgR
pozitivitast talaltunk (Quick score 3), mely minta jol differencialt bACC-nak felelt meg.

Ki-67 immunhisztokémiai reakcidink kiértékelése soran, az értékelhetd reakciok kozott
mind bACC, mind sACC esetekben alacsony proliferaciot tapasztaltunk (1-15%). Két SACC
mintaban 30%-o0s Ki67 pozitivitast figyeltlink meg, melyek egyike jol differencialt carcinoma
szoveti képét mutatta, a masik SACC eset kozepesen differencialt daganat volt. bACC
mintdink kozott két esetben 50%-os proliferacids aranyt tapasztaltunk. A magas proliferacios
arany mindkét esetben rosszul differencialt bACC esetbdl szarmaz6 mintdban mutatkozott.

(Kiegészitd immunhisztokémiai vizsgalatunk eredményeit a 12. tablazatban tiintettiik fel.)
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12. tablazat: ER, PgR, Her?2 és Ki67 immunhisztokémiai reakciok eredményei

ER PgR Her2 Ki67 (%)

Bl negativ negativ negativ 1
B2 negativ negativ negativ 1
B3 negativ negativ negativ 50
B4 negativ negativ negativ NE*
B5 negativ negativ negativ 50
B6 negativ negativ negativ 3
B7 negativ negativ negativ 2
B10 negativ negativ negativ 3
B1l1 negativ negativ negativ 1
B12 negativ negativ negativ 2
B13 negativ negativ negativ 1
B21 negativ pozitiv negativ -
B22 negativ negativ negativ -
B23 negativ negativ negativ -
B24 negativ negativ negativ -
B25 negativ negativ negativ -
B26 negativ negativ negativ -
B27 pozitiv negativ negativ -
B28 negativ negativ negativ -
B29 negativ negativ negativ -
S1 negativ negativ negativ 1
S2 negativ negativ negativ 3
S3 NE* negativ negativ 7
S4 negativ negativ negativ 10
S5 negativ negativ negativ 3
S6 negativ negativ negativ 1
S7 negativ negativ negativ 2
S8 negativ negativ negativ 30
S9 negativ negativ negativ 5
S10 negativ negativ negativ 30
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S11 negativ negativ negativ 15
S12 negativ negativ negativ 2
S21 negativ negativ negativ NE*
S22 negativ negativ negativ 1
S23 negativ negativ negativ 1
S24 negativ negativ negativ 1
S25 negativ negativ negativ 3
S26 negativ negativ negativ 1
S28 negativ negativ negativ 5
S29 negativ negativ negativ 2
*NE: nem értékelhetd reakcio; ,,-,,: nem tortént immunhisztokamiai reakcio
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4.3. Tualélési adatok

Tualélési adatok a Kozigazgatasi és Elektronikus Kozszolgaltatasok Kozponti
Okmanyiroda Specialis Szolgaltatasok Osztalya adatai alapjan 10 bACC-ban, valamint 21
SACC-ban szenvedd beteg esetében alltak rendelkezésiinkre. Tovabbi 10 bACC-ban szenvedd

beteg tulélési adatait Dr. Semir Vranic (University of Sarajevo) szolgaltatta szdmunkra.

Ezen adatok alapjan bACC-ban szenvedd betegek koziil a diagnozis felallitdsa, valamint
a mutét lezajlasa ota egy beteg elhaldlozasardl tudunk, a tobbi 19 beteg koziil 2 esetében

ismert a betegség jelen fennallasa is, 17 beteg tumormentes.

A 21 sACC-ban szenvedd beteg koziil 8 beteg hunyt el a diagndzis feléllitasa ota. Ezen
betegek atlagos teljes tilélése 5,625 év (1-9 év) volt. A fennmarado 13 beteg koziil egy
esetében a betegség jelenleg is perzisztadl, a tobbi betegrol azonban pontos klinikai

informacionk nincsen.

Betegségmentes tuléléssel, valamint betegség specifikus elhaldlozéssal kapcsolatban

nem rendelkeziink informacioval.
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5. MEGBESZELES

Az ACC-k molekularis és genetikai vizsgalataval kapcsolatosan az elmult évek soran
szamos kozlemény sziiletett, azonban epigenetikai jellegzetességeikr6l igen kevés irodalmi
adattal rendelkeziink. Teljes MIRNS expresszidos profil meghatarozast SACC esetekben
korabban csupan Mitani munkacsoportja folytatott, akik magas tumoros esetszam mellett igen
alacsony szamu kontroll eset elemzését végezték elMian2013 Ty domasunk szerint bACC

esetekben korabban nem végeztek még miRNS profil meghatarozast.

Munkénk kiindulasi vizsgalata soran alacsony esetszdmon emld és nyalmirigy eredetii
ACC-k, valamint normal szoveti kontrolljaik miRNS profil meghatarozasat végeztiik
Affymetrix® GeneChip® miRNA Array segitségével. Az eredmények bioinformatikai
elemzését kovetden 57 olyan mIRNS-t azonositottunk, melyek mind bACC, mind sACC,
mind pedig normal kontroll szoveteinkben expresszalodtak. A detektalt miRNS-ek potencialis
célgénjeit tobb adatbazis segitségével azonositottuk. Az egyes szovetekben mutatott
expresszios mintazat alapjan az IPA® analizis bACC és sACC esetekben eltéré gének
érintettségét valdszinisitette. Emloben a TP53, DGCRS, LAMTOR3, AKT ¢és a PRIM1 gének
lehetséges szerepe meriilt fel, mig sACC-bana PIK3CA, PTEN, ESR1, IGFR1, valamint
FOXO1 gének szabalyozasa volt valosziniisithetd. A felsorolt célgének kozott emld és
nyalmirigy eredetii szovetekben is fellelhetdek a sejtciklus szabalyozasaban kdzponti szerepet
jatszo elemek (PIK3CA, AKT, PTEN). Az AKT aktivalasa a PIK3CA/AKT jelatviteli
utvonalban foszforilacid révén torténik a PI3K altal, melynek kovetkeztében az AKT a
sejtmembranba lokalizalodik. Az AKT szamos folyamatban jelentds szerepet tolt be:
indukalja a sejtek novekedését, a proliferaciot, valamint gatolja az apoptdzist. Mindemellett
angiogenezist el8segité hatdsai is ismertek™eMaN2000TASANIS2000 A, AKT  sz4mos
»downstream” célponttal rendelkezik, melyek kozott talaljuk az mTOR (mechanistic target of
rapamycin), valamint a FOXO géneket is. Az mTOR szerepét figyelték meg a DNS
karosodasra adott valaszban, valamint a transzlacié elésegitésében®02013Wane2013 - AFQX 01

Zhang,2015

gént tumor szupresszorként tartjdk szamon , mely az AKT aktivalas hatasara

ubiquitinizalodik és lebomlik. Sejtciklust gatlo és DNS hibajavitast serkentd transzkripcios

Huang,2007;Yamagata,2008

faktorként ismert . Tovabbi funkcidi kozott emlithetjiik az endothelsejtek

miikodésében jatszott szerepét a sziv és a vaszkularis strkturak fejlédése soran>"9"P@2012 Az
altalunk vizsgalt 57 miRNS koziil egyesek nyalmirigy eredetli szovetekben a PTEN gén

szabalyozasat végezhetik, mely a PIK3CA/AKT jelatviteli folyamat gatlojaként ismert és
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szamos daganatféleségben kdzponti szerepet jatszd elem>®™™?%%® A PTEN és a PIK3CA
gének ACC-ban betoltott szerepét Vranic és munkatarsai egy ritka, metasztatikus bACC eset

crcr

ezek a gének kozponti szerepet tolthetnek be az igen ritka eléfordulasu, agressziv korlefolyast

mutatd bACC esetekben V™"¢2%07

IPA® analizisiink altal azonositott tovabbi potencialis célgén, a TP53 szerepét szintén
vizsgaltadk mar kordbban: sACC esetek egy részében kimutathaté a TP53 gén mutacidja,
amely korabbi tanulmanyok alapjan 0Osszefliggésben 4all rosszul differencialt (szolid)
megjelenésiikke] 2Pk 1996, i6j4
nyilvanos adatbazisok alapjan nem 4ll rendelkezésiinkre irodalmi adat. Az IPA® analizis sordn
felmeriilt a LAMTORS3 gén érintettsége is, amely egy masik jelatviteli utvonal, az ERK

crer

LAMTOR3 polimorfizmusanak szerepét ugyan vizsgaltdk mar kordbban rosszindulati

eml8daganatokban, annak jelentéségét még nem sikeriilt igazolni®® A™402013,

Bevezetd vizsgalatunk altal azonositott MiIRNS-ek lehetséges célgénjeinek keresésére
online elérheto, nyilvanos adatbadzisok informacioit is felhasznaltuk. Ebben az elemzésben
olyan miRNS-ek vettek részt, amelyek expresszioja specialis megoszlast mutatott az egyes
vizsgalati csoportok kozott. A kivalasztott miRNS-ek egy része bACC esetekben csokkent,
mig sACC esetekben fokozott expresszidt mutatott kontroll csoportjaikhoz képest (,,A”
alcsoport), mig masik résziikben ezzel éppen ellentétes megoszlast talaltunk: bACC esetekben
emelkedett, SACC esetekben pedig csokkent mértékben expresszalodott kontroll szoveteikkel
Osszehasonlitva (,,B” alcsoport). Az elemzés soran szdmos tovabbi gén érintettsége is
felmeriilt 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 k6zott szamos ismert, sejtciklusban, apoptdzisban, valamint
angiogenezisben szerepet jatszo gént azonositottunk. Részletes irodalomkutatast a legalabb
két miRNS altal potencialisan szabalyozott célgének kapcsan végeztiink. Igy vizsgaltuk, hogy
az ,,A” alcsoport altal szabalyozott BCL2, BIM, BMPR2, CCND1, CDC25A, CDKS6, IL-8,
JAK1, MAP3K12, MEF2D, MYC, RUNX1 és VEGFA gének, valamint a ,,B” alcsoport
tagjai altal potencidlisan regulalt PLAU célgének és az ACC kapcsolatat. Annak is
megprobaltunk utanajarni, hogy ismert-e mar az ,,A”, valamint ,,B” alcsoport tagjai altal

egyarant potencialisan szabalyozott gének (NOTCH1 és HMGAZ2) szerepe ACC tumorokban.
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A felsorolt gének egy részét korabban mar kapcsolatba hoztak ACC esetekkel, mely
vizsgalatok szinte kizarolag nyalmirigy eredetli tumorokra terjedtek ki. A korabbi
tanulmanyok egyike szerint az apoptozist aktivaldo fokozott BIM (mas néven
BCL2L11/BCL2-like 11), valamint az anti-apoptotikus hatasu csokkent BCL-2 expresszio
ACC daganatokban terapias célpontként szolgalnak a flavokawain kezelés soran?™®%,
Hoffmann munkacsoportjanak vizsgalataiban az IL-8 altal kodolt interleukin SACC tumoros

betegekben magas szérum koncentréciét mutatottHmmann-2007

. Az ,,A” alcsoport tovabbi
lehetséges célgénjei kozott talaljuk a RUNX1-t (runt-related transcription factor 1) is, amely
MYB jelenlétében extracellularis matrix elemek aktivalasaban jatszhat szerepet sACC
tumorokban®®?™ A miR-17 és miR-20a 4ltal szabalyozott VEGFA-t szamos tanulmanyban
vizsgaltdk mar, melyek alapjan szerepe ACC tumorokban ellentmondasos. Mig egyes
esetekben nem mutathatd ki szignifikans Osszefliggés a VEGFA és a sACC-ban szenvedd

Lee,2012

betegek nyirokcsomd statusza, vagy tulélése kozott , addig mas tanulmanyokban a

VEGFA szintje egyértelmiien korreldl a sACC metasztatikus hajlaméval, a fokozott

: ol R 1.1, »1H20,2010:Kondo,2014;Zhang,2007
angiogenezissel és a rossz tilélési mutatokkal "*° ondo ang.=oor,

A két alcsoport altal egyarant potencialisan szabalyozott NOTCH1 Su és munkacsoportja
szerint ACC-ban osszefiiggést mutat a sejtek novekedésével, anti-apoptotikus folyamatokkal

és fokozott metasztazis-képz6é hajlammal® 2

. Més tanulmanyban a NOTCHI1 szerepe
kiemelendd a  gamma-szekretdz  inhibitorokra adott pozitiv  terdpias  valasz
kialakitasaban®*®?* A HMGA2 szerepét jéindulati nyalmirigydaganatokban, pleomorf

Fehr,2009;Stenman, 1986

adenomaban tobb kozlemény is megerdsitette , azonban ACC-kben betoltott

szerepével kapcsolatban nem talaltunk irodalmi adatot.

A CCND1, BCL-2 ¢és MYC gének ACC-ban betoltott potencialis szerepérdl szamos
kozlemény latott mar napvildgot, melyekrol bdvebben validacidos vizsgalataink

eredményeinek elemzését kovetden tajékozodtunk (lasd alabb).

Bevezetd vizsgalatunknak szdmos korlatja volt, melyek kozott els6sorban a kiindulési
esetszam alacsony voltat kell megemliteniink. Ezen vizsgalat soran alkalmazott modszerek
ugyan igen érzékeny és specifikus eredményekkel szolgaltak, melyek statisztikai elemzése (az
Affymetrix® GeneChip® miRNA array altal) az alacsony esetszdm miatt feltehetSen
irrelevans. Ezen vizsgéalatok jelent0sége kimeriil a validacios vizsgalatok megkezdéséhez
sziikséges iranyvonalak feléllitasaban, melynek soran sok szdz miRNS koziil kivalaszthattuk

azokat, amelyek jelentds szerepet jatszhatnak a két eltérd szervbdl kiindulo ACC-k esetében.
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Kiindulasi vizsgalatunkkal kapott miRNS-ek célgén-elemzését tajékozodo jelleggel végeztiik
el, ezért az eredmények, a validalasi kisérlet atfedést mutatd célgén-predikcios eredményei

ellenére, valosziniileg nem lehetnek teljes mértékben reprezentativak.

Kiindulasi vizsgalatunk utan megnovelt esetszdmi bACC ¢és sACC mintakat vizsgaltunk
az eltérd jellemzok felderitésére. Els6ként qPCR-rel hataroztuk 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 RNU4S)
szintjét/expresszidjat bACC, sACC esetekben, valamint normal kontroll széveteikben. Az
eredetileg kontrollnak szant RNU43 és RNU48 helyett végiil a miR-125a-3p miRNS szolgalt
kontrollként (/d.: Anyagok és médszerek).

A validécios vizsgélataink soran szdmos eltérést detektaltunk a bevezetd vizsgalathoz

képest:

- Az DACC esetekben elézetes vizsgalatunkban csokkent expressziot mutatdé (,A”
alcsoportba sorolt) két miRNS, a miR-17 és a miR-20a ezuttal szignifikinsan magasabb
mértékben fejezddott ki kontroll emldszdvetekhez viszonyitva. Ezzel szemben validacio
soran SACC tumorok ¢és kontroll szoveteik kozott e két miRNS expresszidjaban nem
talaltunk szignifikans eltérést, habar a kiinduldsi vizsgalatok eredményei alapjan

jelentdsen magasabb szintjiiket mértiik normal nyalmirigy szovetekhez képest.

- A ,,B” alcsoportba sorolt miR-193b validacios vizsgalatanak elvégzése utan a kiindulasi
vizsgalattal megegyezden is € miRNS alacsonyabban expresszalodott sSACC esetekben,
mint normal nyalmirigy szovetekben. Hasonlé megoszlast tapasztaltunk a let-7b esetében
is, mely alacsonyabb expressziot mutatott SACC-ban a korabbi vizsgalatunkkal szemben,

ahol magasabb szintet talaltunk sACC esetekben a kontroll szoveteikhez képest.

- Tovabba a ,,B” alcsoportba tartozo két miRNS, miR-23b és miR-27b, expresszidja a
korabbi vizsgalattol eltéréen normal nyalmirigy szovetben mutatott statisztikailag fokozott

expressziot a normal emld szovetekhez képest.

- Kiindulasi és validacids vizsgalataink eredményei kozotti kiillonbségek hatterében a
megnovelt esetszamot és az ezaltal pontosabb eredményeket add statisztikai elemzést
feltételezziik. Bevezetd ¢és novelt esetszdmon végzett analizisiink eredményeinek

kiilonbsége ezen feliil szarmazhat a két modszerben alkalmazott, eltéré normalizalasi
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moddszerekbdl, valamint abbol is, hogy ezen moédszerek érzékenysége feltehetden nem

azonos mértéki.

A validacios vizsgalatok soran azonositott MIRNS-ek kozott ismert MiRNS-csaladok
tagjait talaljuk. Példaul a miR-17 és a miR-20a a miR-17/92 csalad egy-egy tagja, melyek az
altaluk szabalyozott kulcsfontossagu gének révén szamos malignus tumorban jelentds szerepet
toltenek be (lasd korabban). Egy sACC esetek kapcsan végzett kordbbi tanulmanyban a miR-
17/92 csaladba sorolhatd miRNS-ek fokozott expresszidja és a kedvez6tlen klinikai kimenetel
kozott jelentds Osszefiiggést talaltak™ ™20 Ugyan a miR-17/92 csalad szerepét bACC
esetekben kordbban még nem vizsgaltdk, tripla-negativ emlétumorokban (TNBC) tobb
kutatocsoport is megerdsitette fokozott expresszidjukat”vey Kieida20l4de Rinaldis.2013 - pajs Filho
munkacsoportja felvetette a miR-17/92 csalad differencial diagnosztikai szerepét az

., . - 1. s a1 Calvano Filho,2014
emlécarcinomak molekuléris alcsoportjainak elkiilonitésében™"e" ™Mo,

Kontroll szdveteikhez képest nyalmirigy tumorokban alacsonyabban expresszal6do
MiRNS-ek, a let-7b és miR-193b szintén ismert MiRNS csaladok képvisel6i (a let-7 és a miR-
193b csalad tagjai). A miR-193b és nyalmirigy kiinduldsu daganatok 0Osszefiiggésérdl a
szakirodalomban nem talaltunk adatokat, mig rosszindulati emlddaganatok kapcsan tobb
kutatocsoportban is felmeriilt mar a miR-193b potencidlis tumor szuppresszor

Leivonen,2011;Yang,2014

szerepe . Korabbi tanulméanyok szerint a let-7b megitélése rosszindulata

Hu,2013;Ma,2014

emlddaganatokban ellentmondasos , mig a let-7b nyalmirigyekben betoltott

szerepeérdl eddig még nem kozoltek adatokat.

A miR-23b és miR-27b mMiRNS-ek expresszidjaban a nyalmirigyek javara tapasztalt
kiilonbségeket a miRNS-ek szovetspecificitasanak tudjuk be. Ez a két miRNS szintén egy
ismert miRNS csalad (miR-23b/27b/24) tagja, melyek szerepét tobb kutatocsoport is vizsgalta

Pellegrino,2013;Wu,2011

mar rosszindulati emlddaganatokban . Jin és munkatarsai a miR-23b/27b

onkogén szerepét azonositottak, melynek hatterében HER2/neu (ERBB2), EGF ¢és TNF-a altali

aktivalast talaltak’™?0%3,

A miRNS-ek egymassal és a génekkel igen bonyolult halozatot alkotva, bonyolult
szabalyozasi rendszereken keresztiil fliggnek 6ssze. Ugyan a komplex szabalyozasi folyamatok
teljes feltarasa még a jovo feladata, egyes Osszefliggések azonositasa kdzelebb vihet benniinket
az egyes szovetek, valamint daganattipusok jellegzetességeinek feltardsahoz. A legtobb
irodalmi adat alapjan a miRNS-ek negativan regulaljak a gének miikodését (lasd korabban).

Ezt feltételezve, a munkank soran igazolt fokozott miR-17 és miR-20a expresszio bACC-ban a

76



DOI:10.14753/SE.2016.1890

regulalt génjeik csokkent expresszidjahoz vezethet, mely altal tumorszupresszor miR-eknek
tekinthetk. Hasonlo elmélet szerint, a let-7b és miR-193b csokkent expresszidja sACC
esetekben éppen az altaluk regulalt gének gatlas aldli felszabadulasat okozhatja, tehat onkomiR
hatast miRNS-ekként viselkedhetnek. Amennyiben elméletiink helytall, a miR-17 és miR-20a
célgénjeik altal kodolt fehérjék expresszidjanak csokkenése varhaté bACC esetekben,
ugyanakkor a let-7b és miR-193b célgénjei altal kodolt fehérjék novekedése varhatdo sACC
esetekben. A fentiek alapjan a nyilvanos adatbazisok altal azonositott, potencialis MiRNS-
célgén interakcidok ismeretében elsddleges szempontunk volt olyan mRNS-ek kivalasztasa,
amelyek a fenti négy miIRNS (miR-17, a miR-20a, a let-7b, miR-193b) mindegyike altal
egyarant regulaltak. Epigenetikai szintli szabalyozas révén azok a gének, amelyek a négy
mMIRNS altal egyarant szabalyozottak, hozzajarulhatnak az emlébdl és nyalmirigyekbdl
kiindulo6 ACC-k eltéré6 molekularis mintazatahoz és ezaltal a két szervbol kiinduldé ACC-k

eltéré prognozisanak megértéséhez.

Részletes elemzést kovetden harom olyan potencidlis célgént azonositottunk, melyek
megfeleltek a fenti kovetelményeknek: a miRTarBase alapjan a MYC, a CCND1 és a BCL2 is
korabban mar validalt célgénjei a vizsgalt miRNS-eknek. Fontos megemliteniink, hogy ezen
gének érintettsége mar kiindulasi vizsgalatunk eredményeinek elemzése soran is felvetddott. A

miRWalk adatbazis informéacioi alapjan a fenti kritériumoknak a CCND1 gén felelt meg.

A CCND1 nevii gén egy fontos sejtciklus szabalyozoé fehérjét, a cyclin D1-et kddolja, mely
ciklin-dependens kinazokkal (cyclin-dependent kinases/CDKs) egyiittmiikodve a G1/S atmenet
progressziojat segiti el6. A normal sejtciklust felgyorsitdo fehérje szamos daganatféleségben
kozponti szerepet jatszik, melyek kozott — a teljesség igénye nélkiil emlithetjiik a maj, a vese,
vagy a nyelécsd rosszindulatu elvaltozasait’"999%Leroy.20142hang.1993 = A ouclin D1 szerepét
emldrakokban is kiterjedten vizsgaltak, melyek szerint fokozott expresszidja noveli a tumorok
invazivitqsat®ho200LDai 2013;Erickson 2000:Wong 2000 o ¢CND1 fokozott expresszidja sACC-ban
sszefiiggést mutat az elérehaladott stadiummal®eueires Santage2004 g i15nhs76  szervekbdl
kiindul6 ACC-k cyclin D1 expresszidjanak Osszehasonlitdsa soran Lin és munkatarsai nem

talaltak lényeges kiilsnbséget-"20*2,

A BCL2gén egy anti-apoptotikus hatasu fehérjét, a Bcl-2-t kodolja, mely — elsdsorban
nyirokcsomok  rosszindulatd  elvaltozdsaiban — hozzdjarul a  daganatos  sejtek
proliferaciojahoz<rsmeyen1992:Reed 1987 Tsujimoto 1989 - o)y gltal  terdpids  célpontként  is

szolgal""9% A Bcl-2 SACC esetekben betoltott szerepével kapcsolatos tanulményok
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ellentmondasosak: egyes munkacsoportok szerint ezekre altalaban alacsony Bcl-2 expresszios

statusz jellemz&™ @210 mig masok a fokozott Bcl-2 expressziot a jobb prognézissal hoztak

osszefliggésbe Y208,

A CCNDI1 és BCL2 gének altal kodolt két fehérje, a cyclin D1 és a Bcl-2 expressziojanak
parhuzamos vizsgalatit bACC ¢és sACC esetekben, valamint kontroll emlé és nyalmirigy
szovetekben elséként végeztik**?™®. Immunhisztokémiai vizsgalatunk eredményei alapjan
mindkét fehérje expresszigjat szignifikdnsan magasabbnak taldltuk a tumoros szdvetekben —
emld- és nyalmirigy eredetli ACC-kben egyarant. A két fehérje fokozott expresszidja — ismert
sejten beliilli hatdsaik révén —feltehetben hozzajarul az ACC-k kialakulasdhoz ¢és
2 expresszidja kozott nem mutatkozott szignifikéns eltérés. Ezek alapjan feltehetéen nem
expresszidjukban keresendd a vélasz a bACC és sACC esetek eltérd klinikai viselkedésére,
illetve e két gén expresszidjanak szabalyozasaban minden bizonnyal nem kizarolagosan az
emlitett miRNS-ek vesznek részt, hanem feltehetéen vannak magasabb, erételjesebb

szabalyozok is (pl a proliferaciot serkentd jelatviteli utak).

A DACC esetek ismert molekularis jellegzetességeinek figyelembe vétele alapjan —
miszerint azok a rosszindulati emlédaganatok TNBC alcsoportjaba tartoznak — tovabbi
immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. Ezek sordan meghataroztuk bACC és sACC
eseteink ER, PgR, valamint HER2 statuszat, valamint Ki67-tel mért proliferacios aktivitasat.
Hormonreceptorok tekintetében mindkét szerv ACC esetei — egy-egy kivételtdl eltekintve —
negativnak bizonyultak, mely eredményeink tiikr6zik az irodalomban ezzel kapcsolatos
tanulmanyok eredményeit. Az emld és a nyalmirigy kiindulasi ACC eseteink proliferacios
aktivitasa tobbnyire alacsony volt, azonban 2-2 bACC és sACC esetben emelkedett Ki-67
expressziot detektaltunk"™?%® A legmagasabb, 50%-os proliferacios aktivitast két bACC
esetben figyeltiink meg, mindkeét eset rosszul differencialt ACC volt. A két szervbdl kiindulo
ACC esetek proliferacios aktivitasa kozott a fentiek alapjan lényeges kiilonbség nem volt

igazolhato.

Tekintve, hogy az ACC-K nyalmirigyben és emldben ritkan eléforduld daganatféleségek,
a validacios vizsgélatunkban elemzett betegcsoportokat kelléen reprezentativnak tartjuk. A
legtobb ACC-vel kapcsolatos kdzleményben csupan esettanulmanyokrol olvashatunk, igy a
vizsgalatunkba bevont esetek szama elsésorban a bACC-kat tekintve irodalmi ritkasagnak

szamit.
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Validécios vizsgalatunk korlatja, hogy az azonositott miRNS-mRNS interakciok korabbi
vizsgalatok sordn mar validalt kapcsolatokat szemléltetnek, és ezek kozott ACC esetek nem
fordulnak el6, ezért elképzelhetd, hogy emldben, valamint nyalmirigyben az altalunk
azonositott miRNS-célgén szabalyozas esetleg nem jellemz6. Azonban ugy véljiik, hogy

munkank hozzéjarult az ACC-k miRNS expresszids szintjeinek megismeréséhez.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Munkam sordan elséként végeztiink parhuzamos miRNS expresszios profil
meghatarozast eml6- és nyalmirigy-eredetli adenoid cysticus carcinoma esetekben

(bACC és sACC).

2. Kiindulasi vizsgalatunkban els6ként azonositottunk olyan miRNS-eket, melyek mind
bACC, mind sACC esetekben, mind pedig normal emld és nyalmirigy szovetekben
(bN ¢és sN) egyarant expresszaldodtak és a kiilonbozo vizsgalati csoportok kozott

specialis eloszlat mutattak (57 miRNS).

3. Szintén kiindulasi vizsgalatunkban azonositottunk olyan miRNS-eket, melyek csupan
sACC esetekben expresszalodtak (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 vizsgalati mintaban detektalhat6 volt (miR-1234).

4. A fentiek alapjan azonositott miRNS-ek esetében alkalmazott kiterjedt célgén elemzés
alapjan (IPA® és nyilvanos miRNS-célgén interakciokat tartalmazé adatbézisok) a
kovetkezd gének érintettsége meriilt fel: BIM, BMPR2, BCL2, CCND1, CDC25A,
CDKG®, IL8, JAK1, MAP3K12, MEF2D, MYC, RUNX1, VEGFA, HMGA2, NOTCHL1 ¢és
PLAU.

5. Validacios vizsgalataink soran két miRNS (miR-17 és miR-20a) bACC esetekben
mutatott fokozott expressziot, mig két miRNS (let-7b és miR-193b) szintje csokkent
SACC esetekben. Két miRNS pedig (miR-23b és a miR-27b) a normal nyalmirigy és
emld szovetekben mutatott eltérd expressziot. A bDACC és sACC esetek miRNS

expressziojanak statisztikai elemzése a két tumor kozottszignifikans eltérést nem talalt.

6. A miR-17, a miR-20a, a let-7b és a miR-193b mMiRNS-ek mindegyike altal
szabalyozott kdzos célgénként azonositottuk a CCND1, a BCL2 és a MYC mRNS-eket
(a miRWalk és miRTarBase adatbazisok adatai alapjan).

7. A miRNS expresszidban tapasztalt eltérés ellenére a szoveti mintak cyclin D1 és Bcl-2
expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgéalata e két fehérje expresszigjaban lényeges

eltérést nem talalt, detektalhat6 szintjiik a tumoros szovetekben egyarant magas volt.

8. bACC mintaink 6sztrogén receptor (ER), progeszteron receptor (PgR), valamint Her2

statuszanak meghatdrozasa sordn bACC eseteink szinte kivétel nélkiil tripla-negativ
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emlétumoroknak bizonyultak. Kozottik 1-1 esetben gyenge ER, valamint PgR
expressziot detektaltunk. sACC eseteink kivétel nélkiil negativ ER-, PgR-, valamint

Her2-expressziot mutattak.

néhany kivételtdl eltekintve mind bACC, mind sACC eseteink alacsony proliferacios
aktivitast mutattak. A legmagasabb proliferacios aktivitast két mintdban, mindkét

esetben rosszul differencialt emld eredetii adenoid cysticus carcinoma esetében lattunk.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az eml6bdl és nyalmirigyekbdl kiinduld, azonos hisztopatologiai jellegzetességeket
hordoz6é ACC progndzisa eltérd, melynek okat az eddigi molekularis és genetikai vizsgalatok
nem tartadk fel. Munkank sordn az epigenetikai szabalyozas egy kis szegmensét vizsgaltuk,
mivel feltevésiink szerint a miRNS-ek génekre gyakorolt szabéalyozasi mechanizmusai
befolyasolhatjak az egyes szervekbdl kiindulé ACC-k prognézisat.

Vizsgalatunk kezdeti szakaszédban kis esetszdmon végeztiink miRNS expresszios profil
vizsgalatot bACC ¢és sACC, valamint normdl szoveti kontrolljaik esetében. Ebben a
vizsgalatban az Affymetrix® GeneChip® miRNA array segitségével 18 miRNS-t valasztottunk
ki tovabbi analizisre. A késObbi vizsgalatok soran qRT-PCR technikdval magasabb
esetszdmon hataroztuk meg a miRNS-ek expressziojat. Eredményeink szerint a miR-17 és
miR-20a fokozottan expresszalddott bACC esetekben kontroll szoveteikhez képest, mig a let-
7b ¢és a miR-193b csokkent mértékben fejezddik ki sACC szovetekben, mint normal
nyalmirigyekben. A miR-17, miR-20a, let-7b és miR-193b miRNS-ek kozos célgénjei kozott
azonosithatéak a CCND1 és a BCL2. Mivel a miRNS-ek legtobbszor negativ szabalyozo
hatast fejtenek ki az altaluk reguldlt génekre, azt feltételeztiik, hogy a CCNDI1 és BCL altal
kodolt cyclin D1 és a Bel-2 fehérjék eltéré modon expresszalodnak bACC, valamint sACC
esetekben. Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan kontroll szdveteikhez képest mindkét
fehérje fokozott expresszidja volt detektalhato a két szervbdl kiinduld ACC-ban. A bACC és
sACC esetekben elvégzett ER, PgR, Her2 ¢és Ki67 immunhisztokémiai vizsgalataink
eredményei lényegében tiikrozték az irodalmi adatokat.

Munkam soran bACC ¢és sACC esetek eltéré miRNS expresszios mintazatat talaltam bACC és
sACC esetekben, amennyiben azt normal emld- és nydlmirigy szovetek miRNS szintjével
vetettem Ossze. A specidlis eloszlast mutatd6 miRNS-ek potencidlis célgénjei altal kodolt
cyclin D1 ¢és Bcl-2 fehérjek expresszidja azonban nem kiilonbozott jelentdsen a két szervben:
normdl szoveteikhez képest bACC és sACC esetekben is magasabb cyclin D1 és Bcl-2
kifejezddést tapasztaltam. Feltehetden a két szervbdl kiinduldo ACC eltérd klinikai lefolyésa
nem a vizsgalt két fehérje miikodésében keresendd, azonban az eltérd expresszidt mutatd

mMiRNS-ek tovabbi célgénjeinek szerepe nem zarhato 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
gRT-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 sSACC 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 | found different miRNA expression pattern in bACC and sACC cases,
when | 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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FUGGELEK

1. RNS izolalasi protokoll a validacids vizsgalatok soran

Minden mintdhoz 1 ml xilolt pipettaztunk, melyet 5 percig inkubaltunk. Az inkubécid
eltelte utan minden mintat alaposan felraztunk (vortexeltiink), majd 13000 rpm
fordulatszamon szobahdmérsékleten 2 percig centrifugaltuk. Centrifugéalast kdvetéen a
xilolt a mintakrdl ledntdttiik, majd 1 ml 100%-os ethanult adtunk hozzd. A mintékat
ujabb vortexelést kovetden ismételten 13000 rpm fordulatszdmon centrifugaltuk, majd az
ethanol lepipettazasat kovetden ez utdbbi folyamatot (1 ml 100%-0s ethanol, vortex,
centrifugalas, ethanol lepipettazasa) megismételtiik. Kovetkezd 1épésben a maradék
ethanolt szobahdn hagytuk elparologni (15-20 perc). Mintainkat ezutan a kitben talalhato
emésztéenzimbdl ¢és DNazbol 4ll6 oldatban szuszpendaltuk a kithez mellékelt
protokollnak megfeleléen (mintanként 200ul Digestion Buffer+4 pl proteaz oldatot
alkalmaztunk, vortexelést kovetden mintainkat 50°C-on inkubaltuk 150 percen
keresztiil). Az emésztOenzimek leéllitdisdhoz a mintdkat 15 percen keresztiil 80°C-on
inkubaltuk. 240 ul izolal6 oldat (Isolation Additive) hozz4adasat és vortexelést kdvetden
mintdinkhoz 550 pl 100%-o0s ethanolt adtunk, majd azokat pipettazassal elegyitettiik. A
kithez mellékelt 2 ml-es csovekbe a — kit altal szintén tartalmazott — filtereket
helyeztiink, majd az izolalo oldatot €s ethanolt tartalmaz6 mintadinkat 700 pl-enként
rapipettaztuk a filterre. Mintainkat 700 pl-enként 10000 rpm fordulatszdmon
centrifugdltuk 30 masodpercig. Az atszlirddott folyadékot ledntottiikk, a filtert ujra
visszahelyeztilk a csdbe és a fennmaradd oldatot rapipettdztuk a filterre, melyet
ismételten 10000 rpm fordulatszamon 30 percig centrifugaltunk. Az atszlirddott
folyadékot ismételten ledntottiik, a filtert ismét visszahelyeztiik és mintainkhoz 700 pl
mosofolyadékot adtunk (Wash 1). 10000 rpm 30 masodperces centrifugalast kovetéen az
atszlrddott folyadékot ismét ledntottiik, majd 500 pl masik mosofolyadékot (Wash 2/3)
pipettaztunk mintdinkhoz. Ujabb 10000 rpm 30 masodperc centrifugalast kovetden
mintainkat 30 percig DNazt tartalmazé oldatban emésztettiik. (Az emésztdoldat 6 pl
DNaz puffert (DNase Buffer), 4 ul DNazt és 50 pl nucledz mentes vizet tartalmazott, igy
mintanként 60 pl emésztdoldatot hasznaltunk). Fél ora eltelte utan Gjabb mosés
kovetkezett (700 ul Wash 1 oldat, centrifugaléds, majd 500 ul  Wash2/3  oldat, majd

centrifugalas). Filteriinket ekkor egy ujabb 2 ml-es csdbe helyeztiik at és minden 30 ul
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mosoéoldatot (Elution Solution) pipettaztunk a filterek kozepére, mellyel mintdinkat 5

percig inkubaltuk. Ujabb centrifugilas kovetkezett (1 percig 13000 rpm fordulatszdmon).

crer

1000 spektrofotométerrel hataroztuk meg. Mérést kovetéen mintainkat a tovabbi

felhasznalas idejéig -80°C-on taroltuk.
2. Reverz transzkripcio protokoll

Reverz transzkripciohoz sziikséges anyagmennyiségek reverz transzkripciohoz Stiikséges
négyszeres mennyisegben:

Egy reverz transzkripcio
reakciohoz sziikséges
anyagmennyiségek
10X RT Puffer (10X 0,750 pl
Reverse Transcription
Buffer)
100mM dNTP (with 0,075 pl
dTTP)
MultiScribe™ Reverse 0,500 pl
Transcriptase, S0 U/pl
RNase Inhibitor, 20 U/pul 0,095 ul
Nuclease-free water 2,58 ul
Osszesen 4 pul

3. gRT-PCR protokoll

gPCR reakcidkhoz sziikséges reakcids oldat anyagmennyiségei triplikaitumonként:

Mennyiség (nl)
gPCR Mix 16,8
H,O 12,94
Primer* 1,68
CDNS** 2,23

*triplikatumonként 1-1 micro-RNS primert alkalmaztunk
**mivel a reverz transzkripcio6 soran egy-egy triplikdtumban kétféle miRNS atirasat
végeztiik, ugyanazon cDNS-bdl két triplikatumhoz adtunk 2,23-2,23 ul mennyiséget
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4. Affymetrix® GeneChip® miRNA array - eredmények

Az Affymetrix® GeneChip® miRNA array statisztikai szamitdsai alapjdn minden
mintaban expresszalodo (bN, bACCI, bACC2, sN, sACCI és sACC2) miRNS-ek,
hozzajuk tartozo jeladasi értékekkel I. (,, 17 az adott miRNS a mintaban jelen van).

Vizsgalt
MiRNS bN* bACC1* bACC2* SN* SACC1* SACC2*
neve

hsa-let- | 11,6735077 | 12,6448708 | 11,3704643 | 12,84664 12,8457651 | 13,2766447
7a_st

hsa-let- | 11,6069822 | 12,9148312 | 11,4785614 | 12,6318235 | 13,2824411 | 13,213912
7b_st

hsa-let- | 11,1887894 | 11,9736643 | 10,7559929 | 12,5300159 | 12,4965143 | 12,6896935
7c_st

hsa-let- | 10,558672 11,5208168 10,2141809 11,462882 11,4126472 11,9123907
7d_st

hsa-let- | 9,42948 10,579833 9,312275 11,0164089 | 10,8941612 | 10,7829933
Te_st

hsa-let- | 8,511496 9,216158 8,143291 10,1740475 9,642245 10,1485519
7f st

hsa-let- | 8,436794 9,439601 7,925148 10,2545156 | 9,168972 10,0231266
79_st

hsa-let- | 9,018677 11,1819153 | 9,248895 10,492507 10,8518934 | 11,5316868
7i_st

hsa- 9,293724 11,42094 8,494539 10,8739119 11,4928274 11,7677927
miR-
103 st

hsa- 9,296203 10,904685 8,003281 10,6582289 10,9660664 11,2520781
miR-
107_st
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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 vizsgdlat dltal meghatarozott miRNS expressziok
kontroll miRNS-Aez vonatkoztatott relativ expresszioja alapjan. (1: SACC esetek; 2:
normadl nyalmirigy szovetek; 3: DACC esetek; 4: normdl emld széovetek; VAROL: az
éppen vizsgalt betegcsoport szammal feltiintetve (1-4); VAR02:az adott vizsgadlati
csoporttal (VAROI) oOsszehasonlitott vizsgdlati csoportok szammal feltiintetve (1-4);
narancssdrga szinnel a szignifikdns kiilonbségeket jeloltiik.):

Dependent | J Mean Difference Sign.
Variable (VARO1l) (VARO02) (1-J) Std. Error (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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1 -102,21 50,45| ,193
2 -42,80 53,11| ,851
3 -147,58 49,78 | ,024
let-7e 2 81,01 106,35| ,871
3 242,29 93,30 | ,059
4 209,91 139,12 ,441
1 -81,01 106,35| ,871
3 161,28 103,92 | ,416
4 128,91 146,46 | ,815
1 -242,29 93,30 | ,059
2 -161,28 103,92 | ,416
4 -32,37 137,27| ,995
1 -209,91 139,12 ,441
2 -128,91 146,46 | ,815
3 32,37 137,27 ,995
miR-320 2 91,35 40,50 ,124
3 38,22 35,53 | ,706
4 18,38 52,97 ,985
1 -91,35 40,50 ,124
3 -53,13 39,57 | ,541
4 -72,97 55,77| ,562
1 -38,22 35,53 | ,706
2 53,13 39,57| 541
4 -19,84 52,27| ,981
1 -18,38 52,97 | ,985
2 72,97 55,77| ,562
3 19,84 52,27 ,981
miR-17* 2 0,36 0,21| ,344
3 0,09 0,19| ,963
4 0,81 0,28| ,029
1 -0,36 0,21| ,344
3 -0,27 0,21| ,573
4 0,45 0,30 ,433
1 -0,09 0,19| ,963
2 0,27 0,21| ,573
4 0,72 0,28 ,058
1 -0,81 0,28 ,029
2 -0,45 0,30 ,433
3 -0,72 0,28| ,058
miR-1275 2 1,16 2,04| 941
3 1,65 1,79 ,792
4 4,53 2,67| ,337
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 12,76 509 072
3 2,27 4,46 957

4 11,04 6,66 ,357

2 1 12,76 500 072
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-105 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 22,82 19,81 ,999
2 0,92 21,951,000

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 2 0,33 0,40| ,849
3 0,72 0,36| ,203
4 0,28 0,52 ,950
1 -0,33 0,40| ,849
3 0,40 0,40| ,753
4 -0,04 0,551,000
1 -0,72 0,36| ,203
2 -0,40 0,40 ,753
4 -0,44 0,52| ,832
1 -0,28 0,52 ,950
2 0,04 0,551,000
3 0,44 0,52| ,832
miR-27b 2 -14,93 6,32| ,099
3 -2,04 5,70 ,984
4 10,88 8,27 | ,558
1 14,93 6,32| ,099
3 12,90 6,32| ,189
4 25,81 8,70 | ,024
1 2,04 5,70 ,984
2 -12,90 6,32| ,189
4 12,92 8,27| ,410
1 -10,88 8,27 | ,558
2 -25,81 8,70 ,024
3 -12,92 8,27| ,410
miR-206 2 1,93 1,54 ,599
3 2,70 1,39 227
4 2,73 2,02| ,536
1 -1,93 1,54 ,599
3 0,77 1,54 ,959
4 0,80 2,13| ,982
1 -2,70 1,39 | 227
2 -0,77 1,54 ,959
4 0,03 2,02|1,000
1 -2,73 2,02| ,536
2 -0,80 2,13| ,982
3 -0,03 2,02|1,000
miR-24 2 38,08 121,92| ,989
3 141,93 110,05| ,574
4 133,92 159,48| ,835
1 -38,08 121,92 ,989
3 103,85 121,92 ,829
4 95,84 167,89 | ,940
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1 -141,93 110,05| ,574
2 -103,85 121,92 829
4 -8,01 159,48 | 1,000
1 -133,92 159,48 | ,835
2 -95,84 167,89 | ,940
3 8,01 159,48 | 1,000

miR-379 2 6,79 6,07| ,680
3 9,44 548| ,325
4 9,00 7.94| 671
1 6,79 6,07| ,680
3 2,64 6,07| ,972
4 2,20 8,36| ,994
1 -9,44 548| 325
2 -2,64 6,07| ,972
4 -0,44 7,941,000
1 -9,00 7.94] 671
2 -2,20 8,36| ,994
3 0,44 7,941,000

miR-382 2 1,08 1,07 ,745
3 2,15 0,97| ,132
4 1,30 1,40| ,788
1 1,08 1,07 ,745
3 1,07 1,07| 749
4 0,22 1,47| ,999
1 2,15 0,97] 132
2 -1,07 1,07| 749
4 -0,85 1,40| 930
1 -1,30 1,40| ,788
2 -0,22 1,47| ,999
3 0,85 1,40| 930

miR-1280 2 -21674,94 3521,27 | ,000
3 1955,96 3178,54| 927
4 2204,24 4606,15| ,959
1 21674,94 3521,27| ,000
3 23630,90 3521,27| ,000
4 23969,19 4849,00| ,000
1 -1955,96 3178,54| 927
2 -23630,90 3521,27| ,000
4 338,29 4606,15 | 1,000
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 Bel-2 expresszio bACC-ban és sACC-ban

Cyclin D1 immunhisztokémiai reakcio mikroszkopos képe bACC (A), sACC esetekben (B)
valamint Bcl-2 reakcio mikroszkdpos képe bACC-ban (C) és sACC-ban (D) (cyclin D1, 1:120;
Bcl-2, 1:50; eredeti 200x-os nagyltas Panoramlc 250 Flash II scan)

o’q&

7. cyclin D1 és Bcel-2 expresszio bN és sN esetekben

Normadl emlébdl szarmazo szévettani metszetek cyclin D1 (A) és Bcl-2 (B) immunhisztokémiai
reakciojanak valamint normal nyalmirigy szévetek cyclin D1 (C) és Bcl-2 (D) immunhisztokémiai
reakciojanak mikroszkopos képe (cyclin D1, 1:120; Bcl-2, 1:50; eredeti 200x-os nagyitds;
Panoramic 250 Flash Il scan
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