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1. BEVEZETES

Eml6bol és nyalmirigyekbdl kiinduld adenoid cysticus carcinoma (breast-
derived adenoid cystic carcinoma/bACC és salivary gland-derived adenoid cystic
carcinoma/sACC) hisztomorfologiailag azonos képet mutat, azonban prognézisuk
jelentdsen eltér. Mig a bACC eseteket kedvezd klinikai lefolyas jellemzi, a SACC
tobb éves tulélése kedvezbtlen. A két szervbdl kiinduldo ACC eltérd prognozisadhoz
hozzajarulhatnak az eltéré szoveti kdrnyezet adottsagai, valamint a SACC sokszor
rejtett lokalizacioju, tlinetmentes fejlodése is. Mindezeken feliil molekuléris,
valamint genetikai elvaltozasok is befolyasolhatjak a biologiai képet. Az ismert
jellegzetességek kozott emlithetjilk az ACC-k jelentds aranyaban kimutathato c-Kit
expressziot, valamint a MYB/NFIB fuzids gén jelenlétét, mely utdbbi egy ismert
transzlokacio (t(6;9)(q22-23;p23-24)) kovetkeztében alakul ki. Az ACC-kban
eddig megismert molekularis és genetikai elvaltozasok jelentds hanyada azonban
vagy csupan egy-egy esetben igazolddott, vagy bACC és sACC esetekben egyarant
kimutathat6. Az eml6b6él és nyalmirigyekbdl kiinduldé ACC eltéré klinikai
kimenetelének hatterében finom szabalyozasi mechanizmusok kulcsfontossagtiak
lehetnek. A mikroRNS-ek (miRNS-ek) rovid, egylancu, szovetspecifikus, fehérjét
nem kodolé molekuldk, melyek szamos sejtélettani folyamatban szerepet jatszanak.
Az expressziojukban mutatkozd valtozasok jelent0s ingadozast okozhatnak a
homeosztazisban, ezzel élettani folyamatok megvaltozasat idézhetik el6. Ma mar
ismert, hogy malignus folyamatokban is jelent6s szerepet jatszanak.

Kutatocsoportunk bACC ¢és sACC esetek eltéré klinikopatologiajanak
hatterében egyes gének milkodését alapvetden befolyasold miRNS-ek szerepét

feltételezte, mivel. génekre kifejtett hatasaik révén az altaluk kodolt fehérjék
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2. CELKITUZES

Bevezet6 vizsgalatunk céljai:

bACC és sACC, valamint normal emlé és nyalmirigy szovetek miRNS
expresszios profiljanak vizsgalata

a vizsgalt mintakban egyarant expresszaloddé miRNS-ek, valamint az
egyes vizsgalati csoportok kozott specialis eloszlast mutatdo miRNS-ek
azonositasa

kivalasztott miRNS-ek lehetséges célgénjeinek azonositdsa nyilvanos
adatbazisok segitségével, valamint kapcsolodo jelatviteli folyamatok és
potencialisan érintett fehérjék feltérképezése nyilvanos adatbazisok

segitségével

Késobbi vizsgalatunk célja:

A késébbi munkafazis soran magasabb esetszamon terveztiik:

a korabbi analizis eredményei alapjan kivalasztott miRNS-ek
expresszidjanak tovabbi vizsgalatat

lehetséges célgének altal kodolt fehérjék szemikvantitativ meghatarozasat
az egyes vizsgalati csoportokban Kapott eredmények sszehasonlitasat, és
bACC és sACC esetek Osztrogén receptor (ER), progeszteron receptor
(PgR), human epidermalis novekedési faktor 2 (Her2) és Ki67

expressziojanak vizsgalatat.



3. MODSZEREK

Bevezetd analizisiink alapjaul 2-2 bACC és sACC eset, valamint 1-1 normal
emldszovetbdl és nyalmirigyszovetbdl szarmazo eset szolgalt. A mintak formalin-
fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szovetblokkjaib6l 10-10 db 5 pm-es metszet
késziilt. Sziikség esetén a Hematoxylin-Eosin (HE) festett metszetek alapjan
makrodisszekcidt végeztiink, melyet kovetéen RNS izolalds tortént (Qiagen
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével. Ezek utan mindség-
ellendrzés kovetkezett (6000 Pico Chip Kit (Agilent, Palo Alto, CA, USA);
Bioanalyzer késziiléken futtatva), melyet kdvetden az izolatumokat Affymetrix®
GeneChip® miRNA Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA, AF-901325)
felilletén talalhatd komplementer RNS-szalakkal hibridizaltattuk. A vizsgalt
mintaban jelen 1évé miRNS a kotédés kovetkeztében kibocsatott fényintenzitas
Tool software-t; Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) segitségével végeztik. Ezt
kovetden kivalasztottuk azokat a miRNS-eket, melyek minden vizsgalt mintaban
jelen voltak és azok potencialis célgénjeit az IPA® (Ingenuity Pathway Analysis)
program segitségével azonositottuk. Tovabbi célgén keresés specidlis eloszlast
mutatd miRNS-ek esetében tortént, melyhez egy nyilvanosan elérhetd online
adatbazist, a miRecords feliiletet hasznaltunk.

Tovabbi vizsgdlatunkban egyrészt tovabbi miRNS expresszios vizsgalatokat,
masrészt fehérje szintli vizsgalatokat végeztiink nagyobb esetszamon (16 sACC, 14
bACC, 11 normal nyalmirigy és 9 normal emlészovet esetében). MIRNS
expresszios vizsgdlatok soran a korabbi analizisben kivalasztott miRNS-ek
expressziojat hataroztuk meg. Anyagmintaink ebben az esetben is FFPE
szovetblokkok voltak, melyekbdl RNS izolalast (Life Technologies teljes RNS
izolalo kit; AMI1975) és kvantifikaciot (NanoDrop 1000 Spektrofotométert
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) kdvetéen qPCR vizsgalatot



végeztink miRNS specifikus primerek ¢és TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies; katalogusszam: 4440047) felhasznaldsaval,
LightCycler 480 Instrument IT (Roche Applied Science) késziiléken futtatva.
Fehérje expresszios vizsgdlataink egyrészt az azonositott miRNS-ek
potencialis célgénjei altal kodolt fehérjékre vonatkozoan torténtek, masrészt a
bACC tumorok specifikus klinikopatologiai jellegzetességeibdl adododan, az emld
rosszindulati daganatai diagnosztikaja soran rutinszerlien alkalmazott fehérjék
expresszios vizsgalataira terjedtek ki. Eseteinkben és normal kontroll szoveteikben
is meghataroztuk azok cyclin D1 és Bcl-2 fehérje expresszidjat, valamint tumoros
esetekben vizsgaltunk ER, PgR, Her2, valamint Ki67 fehérje kifejezddést.
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
tekintettiik a kiilonbséget szignifikansnak.
Vizsgalatainkat a Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (TUKEB) 101/2012-es

szamu etikai engedélyben foglaltaknak megfelel6en végeztiik.



4. EREDMENYEK

Bevezetd vizsgdlatunk soran vizsgalt 847 human mikroRNS k6zott 57 olyan
mMiRNS-t azonositottunk, melyek expresszidja minden vizsgalt mintaban
megfigyelhetd volt. Nyolc miRNS sACC esetekben fokozott expressziot mutatott
(miR-17*, miR-125a-3p, miR-134, miR-181a-2*, miR-206, miR-379, miR-382 és
miR-1275), mig a miR-1234 a sACC tumorokban nem expresszalodott, az 9sszes
tobbi vizsgalt mintdban jelen volt. Tovabbi 572 miRNS egyik vizsgalt mintaban
sem volt detektdlhatdo. Egy kovetkezd Iépésben az Osszes vizsgalt mintdban
detektalhaté 57 miRNS egymassal, valamint célgénjeikkel vald interakcidjanak
vizsgalatara IPA® utvonal elemzést végeztink. Ezek alapjan bACC esetekben
elsésorban a TP53, a DGCRS8, a LAMTORS, az AKT, valamint a PRIM1 gének
étintettsége meriilt fel. SACC esetekben ugyanez az analizis a PTEN, a PIK3CA, az
ESR1, az IGFR1, valamint a FOXO1 gének szerepét valoszintsitette.

Tovabbi célgén elemzéshez kivalasztottuk azokat a miRNS-eket, amelyek
megoszlasa normal és tumoros eml6é-, valamint nyalmirigy szovetekben specialis
volt:,,4” alcsoportba soroltuk azokat, melyek expresszidja sajat kontroll
szovetiikhdz viszonyitva emlobdl szarmazd ACC esetekben csdkkent, nyalmirigy
eredetii ACC esetekben pedig nétt: let-7b; let-7c; miR-17; miR-20a; miR-24; miR-
195; miR-768-3p.,,B” alcsoportba azok a miRNS-ek keriiltek melyek expresszioja
emlé eredetl tumorokban fokozott, nyalmirigy eredeti ACC esetekben pedig
csokkent volt sajat kontroll szovetiikhoz képest: let-7e; miR-23b; miR-27b; miR-
193b; miR-320a; miR-320c; miR-768-5p; miR-1280; miR-1826.

Tovabbi potencidlis miRNS-ek célgén interakcidkat a miRecords adatbazis
alapjan kerestiink, kizarolagosan validalt kapcsolatok figyelembe vételével. Ebben
az elemzésben tobb szaz tovabbi lehetséges célgént azonositottunk, melyek kozott
sejteiklust szabalyozd gének (CCND1, CDK4, CDK6, CDC25A), apoptozisban
szerepet jatszo gének (BCL2, BCL2L11), transzkripcids faktorok (E2F1, E2F2,



E2F3) és tovabbi, daganatokban tobbé-kevésbé ismert szerepet betdltd célgén, igy a
VEGFA, HMGA2, NOTCH1, vagy a MYC gének érintettsége meriilt fel.

Magasabb esetszamra kiterjesztett vizsgdlatainkhoz a bevezetd vizsgalatok
eredményei alapjan 19 miRNS-t valasztottunk ki, melyek expresszidjat normal
emld- és nyalmirigy szovetekben, valamint bACC és sACC szdvetekben vizsgaltuk
(let-7b; let-7c; miR-17; miR-20a; miR-24; miR-195; miR-768-3p, let-7e; miR-23b;
miR-27b; miR-193b; miR-320a; miR-320c; miR-768-5p; miR-1280; miR-1826, miR-
17*; miR-379; miR-125a-3p; miR-382; miR-134; miR-1275; miR-206, RNU43 és
RNU48).

Emidbbl  szarmazo tumoros szOvetekben a miR-17 és a miR-20a
expressziojat szignifikdnsan magasabbnak taldltuk kontrolljaikhoz képest (pmir-
17 bN_vs_bAcc=0,017 €s Prmir-20a bN_vs_bacc=0,024). A két miRNS expresszidjaban nem
tapasztaltunk 1ényegi kiilonbséget sem sACC és kontrolljaik, sem eml8bél és
nyalmirigybdl szarmazd ACC esetek, sem pedig a kontroll csoportok kdzott.

Nyalmirigybdl szarmazo mintak 6sszehasonlitasakor két olyan miRNS-t
detektaltunk, melyek expresszidja sACC esetekben szignifikansan alacsonyabb volt,
mint kontrolljaikban: let-7b és miR-193b. (Piet7b_sn_vs sacc=0,032  és  Prir-
193b_sN_vs_sacc=0,023). E két miRNS expresszidjaban nem tapasztaltunk szignifikans
eltérést tovabbi csoportok dsszehasonlitasakor.

Normal eml6- és nyalmirigy szovetek 6sszehasonlitasa soran a miR-23b és a
miR-27b magasabb expressziot mutatott normal nyalmirigyekben, mint normal
emlészovetekben  (Pmir-2ab b vs sN=0.007 €S Pmir-27b_bn_vs sn=0.024).  Tovabbi
betegcsoportok dsszehasonlitasakor ezen két miRNS expresszidja nem kiillonbozott
szignifikansan.

A két tumoros csoport (bACC és sACC) kozott egyik vizsgalt miRNS
tekintetében sem mutatkozott szignifikans kiilonbség.

A validaciés vizsgalatok soran tumoros ¢és normal szovetek kozott

szignifikans eltéréseket mutatdo miRNS-ek (miR-17; miR-20a; let-7b és miR-193b)



mindegyike altal regulalt célgének kozott a miRWalk adatbazis alapjan a MYC, a
CCNDI1 és a BCL2 géneket talaltuk. A miRTarBase adatbazis alapjan a négy
miRNS egyetlen kozds célgénje a CCNDI1 volt. Ezen harom gén altal kodolt
fehérjék: a c-myc, cyclin D1 és Bcl-2 expresszidjanak meghatarozasat terveztik
immunhisztokémiai vizsgdlatokkal. A c-myc fehérje kimutatdsara alkalmazott
immunhisztokémiai reakcidkat a protokoll tobbszords megvaltoztatasa ellenére sem
sikeriilt optimalizalnunk, igy ezen fehérjére vonatkozdan nem sziilettek eredmények.

Az  eml6bél  szarmazd  szovetek  cyclin D1 expresszidjanak
Osszehasonlitasakor magasabb fehérje expressziot tapasztaltunk bACC-ban mint
kontroll csoportjukban  (Peyciinp1_bn_bacc<0.0001). Nyéalmirigy eredetii szovetek
Osszehasonlitasa soran hasonloképpen magasabb cyclin D1 expressziot tapasztaltunk
SACC-ban, mint normal nyalmirigyekben (Peyciino1_sn_sacc<0.0001).

A Bcl-2 fehérje expressziojanak analizise soran hasonlo tapasztalataink
voltak: emlébdl szarmazé tumormintakban magasabb Bcl-2 expresszié mutatkozott,
mint normal emlészovetekben (pcger-2 by bacc=0.005) és nyalmirigybdl szarmazo
szovetek koziil szintén a tumoros esetek mutattak fokozott Bcl-2 expressziot normal
kontroll csoportjukhoz képest (Pgci-2 sn_sacc=0.042).

A tumoros csoportok (bACC és sACC) Gsszehasonlitasa soran sem a cyclin
D1 fehérje expresszioban (peyciino1 bacc sacc=0,113), sem a Bcl-2 expresszioban
(pBei-2_bacc_sacc=0,110) nem talaltunk jelentds eltérést, ahogyan kontroll csoportok
cyclin D1 és Bcl-2 expresszioja sem kiilonbozott 1ényegesen (Peyciinp1_bn_sn=0,126)
(Peci-2_bn_sn=0,068).

Az elvégzett ER, PgR, Her2 és Ki67 immunhisztokémiai reakciok analizise
soran kapott eredményeink az irodalmi adatoknak megfeleltek. Egy-egy esetben
tapasztaltunk enyhe ER, valamint PgR pozitivitast. Sem bACC, mind sACC
eseteink nem expresszaltak a Her2 fehérjét. Két sACC esettdl eltekintve alacsony

volt a proliferal6 tumorsejtek aranya mind bACC, mind SACC esetekben.



5. KOVETKEZTETESEK

Munkdm soran elséként végeztem parhuzamos miRNS expresszidos profil
meghatarozast eml6- és nyalmirigy-eredetli adenoid cysticus carcinoma esetekben
(bACC és sACC). A vizsgalat bevezet6 fazisdban olyan miRNS-eket azonositottunk,
melyek mind bACC, mind sACC esetekben, mind normal emld és nyalmirigy
szovetekben egyarant expresszalddtak és a kiillonbozo vizsgalati csoportok kozott
specialis eloszlast mutattak. Az azonositott miRNS-ek potencialis célgénjei kozott
IPA® és a miRecords adatbazisok alapjan felmertilt tobbek kdzott a CCND1, CDK4,
CDK6, CDC25A, BCL2, BCL2L11, E2F1, E2F2, E2F3, VEGFA, HMGA2,
NOTCH1 ¢és MYC, gének érintettsége.

Validacios vizsgalataink alapjan a miR-17 és miR-20a fokozott expressziot
mutatott bACC esetekben a normal emlészovetekhez viszonyitva. Tovabba, a let-7b
és miR-193b szintje SACC esetekben alacsonyabbnak bizonyult, mint kontroll
szoveteikben. A miR-23b és a miR-27b expresszidja normal nyalmirigy mintakban
meghaladta a normal eml8szévetekben mért expressziot. A bACC és sACC esetek
miRNS expressziojanak statisztikai elemzése a két tumor kozott nem mutatott Ki
szignifikans eltérést.

A miR-17, a miR-20a, a let-7b és a miR-193b MiRNS-ek mindegyike altal
szabalyozott k6zos célgénként azonositottuk a CCND1-t, a BCL2-t és a MYC-t . A
szoveti mintak cyclin D1 és Bcl-2 expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgalata
soran e két fehérje expresszidjaban nem talaltunk lényeges eltérést bACC és SACC
eseteink kozott, expresszidjuk a tumoros szovetekben egyarant magas volt
kontrolljaikhoz viszonyitva. Tumoros mintdink oJsztrogén receptor (ER),
progeszteron receptor (PgR), valamint Her2 statuszanak vizsgalata az irodalmi
adatokkal egybevagd eredményt adott. Vizsgalt tumoros eseteink tobbségében

alacsony Ki67 kotodési indexet észleltiink.



Osszegezve, tanulmanyunkban bizonyos miRNS-k expresszidjanak eltéréseit
taldltunk mindkét szerv ACC tipusu daganataiban a normal szovetekhez képest,
azonban a két szervbdl kiindulé ACC-k miRNS expresszidja — legalabbis a
vizsgdlatunk targyat képez6 miRNS-ek tekintetében — nem kiillonbozott
szignifikansan. Reményem szerint eredményeink - ha szerényen is -
hozzajarulhatnak a bACC és sACC esetek eltérd klinikopatologiai tulajdonsagainak

hatterében rejlé epigenetikai jellegzetességek pontosabb megismeréséhez.

6. UJ EREDMENYEK

1. Munkdm soran elséként végeztem parhuzamos miRNS expresszids profil
meghatdrozast eml6- és nyalmirigy-eredetti adenoid cysticus carcinoma
esetekben (bACC és sACC).

2. Kiindulasi vizsgalatunkban els6ként azonositottunk olyan miRNS-eket,
melyek mind bACC, mind sACC esetekben, mind normal emld és
nyalmirigy szovetekben (bN és sN) egyarant expresszalodtak ¢és a
kiilonboz6 vizsgalati csoportok kozott specialis eloszlast mutattak.

3. Szintén kiindulasi vizsgalatunkban azonositottuk azokat a miRNS-eket,
melyek csupan sACC esetekben expresszalodtak (miR-17*, miR-125a-3p,
miR-134, miR-181a-2*, miR-206, miR-379, miR-382 ¢s miR-1275),
valamint egyetlen miRNS-t, amely sACC esetek kivételével minden
vizsgalati mintaban detektalhatd volt (miR-1234).

4. A fentiek alapjan azonositott miRNS-ek esetében alkalmazott kiterjedt
célgén elemzés alapjan (IPA® és nyilvanos miRNS-célgén interakcidkat
tartalmaz6é adatbazisok) a kovetkezd gének érintettsége meriilt fel: BIM,
BMPR2, BCL2, CCND1, CDC25A, CDK®6, IL8, JAK1, MAP3K12,
MEF2D, MYC, RUNX1, VEGFA, HMGA2, NOTCH1 és PLAU.
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Validacios vizsgalataink soran kapott eredményeink alapjan elséként
bACC esetekben, mig a let-7b és miR-193b szintje SACC esetekben
alacsonyabbnak mutatkozott normal kontrolljukhoz képest. A miR-23b és a
mMiR-27b a normal nyalmirigy és emld szovetekben mutatott eltérd
expressziot. bACC és sACC esetek miRNS expresszidjanak statisztikai
elemzése soran nem talaltunk szignifikans eltérést a két tumor kozott.

A miR-17, a miR-20a, a let-7b és a miR-193b miRNS-ek mindegyike altal
szabalyozott kozos célgénként a miRWalk és miRTarBase adatbazisok
alapjan azonositottuk.

Ezen célgének altal kodolt fehérjék immunhisztokémiai vizsgalatai soran a
cyclin D1 és a Bcl-2 fehérjék expresszidjanak meghatdrozasara nyilt
modunk: a tumoros szovetekben mindkét fehérje expresszidja egyarant
magasnak mutatkozott kontrolljaikhoz viszonyitva.

bACC mintaink Osztrogén receptor (ER), progeszteron receptor (PgR),
valamint Her2 statuszanak meghatarozasa soran bACC eseteink szinte
kivétel nélkiil tripla-negativ emlétumoroknak bizonyultak. SACC eseteink
kivétel nélkiil negativ ER-, PgR-, valamint Her2-expressziot mutattak.
Egyes esetekben meghataroztuk tumoros mintaink Ki67-expressziojat is,
mely alapjan néhany kivételtol eltekintve mind bACC, mind SACC eseteink
alacsony proliferacios aktivitdst mutattak. A legmagasabb proliferacios
aktivitast két mintaban, mindkét esetben rosszul differencialt emlé eredetti

adenoid cysticus carcinoma esetében lattunk.
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