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CDKi ciklinfiiggd kinaz inhibitor

Chk1l ellenérzépont kinaz 1 (checkpoint kinase 1)

Chk2 ellenérzépont kinaz 2 (checkpoint kinase 2)

CT komputertomografia

DMEM Dulbecco-féle modositott Eagle-féle médium

DMSO dimetil-szulfoxid

DNS dezoxiribonukleinsav

DSB kettésszalu DNS torések
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|. Bevezetés (Irodalmi hattér)

“vagy vedd példanak a piciny fiiszalat:
miért no a fii, hogyha majd leszarad?
miért szarad le, hogyha ujra né? 1

I.1. A sejtciklus és szabalyozasa

1.1.1. A sejtciklus folyamatainak attekintése

Az eukariota sejtek ismétlddé novekedési €s osztodasi folyamatat, amely soran
orokitéanyaguk megkettéz6dését kovetden — optimalis esetben — két leanysejtre osztodnak,
sejtciklusnak nevezziik. A sejtciklus egy szigortan szabalyozott folyamat, amelynek soran
az egymast kovetd fazisok felkészitik a sejtet a sikeres megkettdzédésre, ami a ndvekedés,

fejlodés és differencialodas elofeltétele (1. abra).

Az osztodast kovetden létrejott leanysejt eldszor egy nyugalmi, Gl (growth —
novekedés 1) fazisba keriil, majd a kornyezetébdl szarmazd tapanyagok és mitogén
szignalok hatdsara a restrikcids pontot atlépve elkotelezddik az osztodas iranyaban és belép
az S (szintézis) fazisba [1]. Mitogén szignalok és megfeleld tapanyagok hianyaban a sejt
egy osztodasi potencialjatol idélegesen megfosztott GO fazisba kertil, ahonnan a kdrnyezeti
tényezok valtozasanak kovetkeztében visszaléphet G1 fazisba. Az S fazis soran torténik az
orokitéanyag (dezoxiribonukleinsav — DNS) megkett6z6dése. A sejtosztddas soran a
mitotikus ors6 megszervezésében kulcsfontossagu centroszoma megkettéz6dése is ebben a
fazisban kovetkezik be. A centroszoma nyugalmi sejtben a sejtmag kozelében 1€vo
organellum, amely két mer6legesen kapcsolodo centriolumbdl és az azt koriilvevd, szamos
fehérje alkotta pericentriolaris anyagbdl (pericentriolar material — PCM) all. A
centroszomdk megkettéz0dése ¢és optimalis miikodése a sejtciklussal Gsszehangolt

centroszoma ciklusnak nevezett folyamat révén szabalyozodik [2].

!idézet Babits Mihaly (1883-1941) Esti kérdés (1909) cimii miivébél

12
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Az orokitéanyag sikeres megkett6zodését kovetden a sejt G2 fazisba keriil, melynek
soran felkésziil a kettéosztodasra. A G1, S és G2 fazisokat, amelyek soran az orokitéanyag
— részlegesen — transzkripciora alkalmas, hozzaférhetd allapotban van (eukromatin)

Osszefoglaloan interfazisnak nevezzik.

citokinézis &1 fazis g

>@ @< telofazis

U
]

interfazis

mitozis

%

anafazis
G2 fazis

1. dbra — A sejtciklus sematikus dbrdazoldsa — A fekete ellipszisek és kordk a sejtmembrant, a barna
korok és vonalak a sejtmagmembrdnt, a piros-zold merdleges hengerek a centroszomdt, a
narancssdarga vonalak a mikrotubulusokat, a kék vonalak az ordkitéanyag kiilonbozé dllapotait
(eukromatin, heterokromatin, kromoszoma) jelzik. Eredeti dbra.

Az interfazist kovetdéen a sejt a mitozis folyamataba 1ép, amelynek soran a
profazisban a sejtmaghartya integritdsa megsziinik, az Orokitdanyag kromoszoémakba
szervezddik. A centroszémak tavolodni kezdenek egymastol a sejt két ellentétes polusa

fel¢, kozottiik kialakul a mitotikus orsd. A centroszomakhoz kapcsolédd mikrotubulusok

13
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egy része a két centroszoma tavolodasat szolgalja (polaris vagy nem-kinetokor
Kinetokor komplexhez kotédik (kinetokor mikrotubulusok) [4], mig egy harmadik
csoportjuk a centroszémabol csillagszeriien kisugarozva a centroszémak helybentartasaban
jatszik szerepet (asztralis mikrotubulusok) [5]. A metafazis soran kifejlédik a mitotikus
orso, a kromoszoémak a poléris és kinetokor mikrotubulusok segitségével az osztodas
egyenlitdi sikjaban sorakoznak fel. Az anafazis sordn a mitotikus ors6 miikodése
kovetkeztében a kromoszomak a megfeleld oldali centroszoma felé kozelednek. A
telofazisban kezd kialakulni az 0j sejtmagmembran, a szigortan szervezett kromoszomak
elkezdenek hetero- és eukromatinna alakulni. Ezt kovet6en, a citokinézis 1épésében a két

citoplazma is kiilonvalik és a két lednysejt 6nallé mitkodésbe kezd.

1.1.2. A sejtciklus szabalyozasa

A sejtciklus folyamatainak pontos, O0sszehangolt miikkodése szigoru szabalyozas
kovetkezménye, amelyben mind transzkripcios, transzlacids (sejtciklusfiiggd expressziot
mutatd fehérjék) és poszt-transzlacidos (aktivaldo és deaktivalo foszforilacios és
defoszforilaciés folyamatok), valamint lebomlasi folyamatok is koézremiikddnek. A
szabalyozas alapjainak leirasaért 2001-ben Leland H. Hartwell amerikai, Tim Hunt és Paul
Nurse brit kutatokat orvosi-¢lettani Nobel-dijjal jutalmaztak [6-9]. A sejtciklus szabalyozas
kiemelten fontos faktorai a csupan bizonyos fazisokban expresszalodd (sejtciklusfiiggd
kifejezést mutato) ciklinek [6], amelyek ciklinfiiggé kinazok (CDK) [7, 8] miikodését
regulaljak (2. abra). Bar a sejtciklus szabalyozasaval kapcsolatos vizsgalatok nagy része
¢élesztégombakban tortént és torténik, dolgozatomban elsdsorban a kiilonbozd faktorok

human homologjaival foglalkozom.
Exogén és endogén mitogén szignalok hatdsira intracelluldrisan fokozodik a D-

tipust ciklinek expresszidja, amelyek a CDK4 ¢s CDK6 ciklinfliggé kinazokkal komplexet

képezve, foszforilacid utjan szabalyozzak a retinoblasztoma (pRD) és retinoblasztomahoz

14
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hasonlé (p107, p130) fehérjéket [10, 11]. A hiperfoszforilalas hatasara a pRb megsziinteti
gatlo kapcsolatat az E2F transzkripcios faktor-csalad tagjaival (E2F1-E2F8), amelyek
aktivva valva inicialjak az S fazishoz sziikséges faktorok (példaul a ciklin A és a ciklin E)
transzkripcidjat [12]. A ciklin E-CDK2 komplex az S fazisba Iépést, mig a ciklin A-CDK2
kompex az S fazis tovabbi szakaszait regulalja [13, 14]. A sejtciklus soran a ciklin B
expresszidja fokozatosan novekszik, szintje a mitozis fazisaban éri el a maximumot [15].
Ekkor az — expresszidjaban szintén ekkor tet6z6 — CDK1 enzimmel [8] komplexet alkotva
(MPF — mitosis promoting factor) a mitozis szabalyozasaban tolt be kulcsszerepet. A ciklin
B lebomlasa ugyanakkor a mit6zisbol valo kilépés eléfeltétele is [16]. Megjegyzendd, hogy
ujabb vizsgalatok redundansnak vélik bizonyos CDK-k miikodését [17, 18]. Kimutattak,
hogy mind a ciklin D-CDK4/6, mind a ciklin E-CDK2 komplexek nélkiil végbemehet a
sejtciklus [17, 18].

metafazis ellendrzépont
p21

1 4
e =

—

G2M ellendrzépont

®G2

Wee1
J- pa3
| CDK1 p21
p27
\' — pRb 1

. TGFp

2. dbra — A sejtciklus szabdlyozdisa — A fekete vonalak a sejtmaghdrtyat, a kék vonalak az
orékitéanyagot, a piros korok a ciklineket, a barna téglalapok a CDK enzimeket, a zold téglalapok
a CDKi fehérjéket jelképezik. A piros nyilak aktivaciot mig a zold T-alakii vonalak gatlast
szimbolizalnak. A barna vonalak a sejtciklus ellendrzési pontjait jelolik. Eredeti dbra.

[ _cokz] ® Sex
p27 /\
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A ciklinek altal szabalyozott CDK enzimek miikodését egyéb faktorok is
befolyasoljak. A CDK inhibitorok (CDKi) kozé tartoznak a cip/kip és az INK4a/ARF
csalad tagjai. A cip/kip csalad tagjai koziil a p21 és p27 fehérjék szdmos CDK miikddését
gatoljak (2. abra) [19]. Az INK4A/ARF 16kuszrdl atirddo pl6INK4A és a pl4/pl9ARF
proteinek sejtciklus-inhibitorként képesek megallitani a sejtciklus progresszidjat Gl, illetve
Gl ¢és G2 fazisokban [20]. A CDKi-k mellett szamos mas fehérje is befolyasolja a
sejtciklus miikddését. A CDK1 aktivitasa foszforilaltsagi allapotatol fiigg [21]. A Weel
kin4dz medialta foszforilalas a fehérje Thr14 és Tyrl5 aminosavain a CDK1 inaktivalasdhoz
vezet [22, 23]. A CDC25 altal kozvetitett defoszforilalas ugyanakkor aktiv CDKI-t
eredményez, amely eldfeltétele a mitdzisba 1épésnek [21, 24]. Emellett a kdzismert tumor
szuppresszor p53 indukalja a p21 expresszidjat, lassitva a sejtciklus progressziojat [25]. A
sejtciklus lassitdsanak iranyaba hat a TGF-f (transzformalé novekedési faktor-p) p27-re
gyakorolt aktivalo hatasa is [26].

A sejtciklus optimalis miikodését harom ellendrzOpont is biztositja [9]. A restrikcids
pontot (sarjadzo6 élesztoben START pont) elhagyva, az eddig a pontig beérkezd exogén és
endogén szignalok ereddjeként kotelezddik el a sejt az osztddas iranyaba a “minden-vagy-
semmi” elve alapjan [1]. A DNS sikeres és hibatlan megkettézodése eléfeltétele a G2/M
ellenérzépont sikeres atlépésének. Perzisztaldo egyszali DNS molekula aktivalja az ATR
(ataxia telangiectasia and Rad3 related) jelatviteli utat, ami a Chk1 (checkpoint kinase 1)
serkentésén keresztiil a CDC25 foszforilalasat eredményezi, ami igy inaktivva valik és
képtelen a CDK1 aktivalo defoszforilasat elvégezni [27]. A DNS molekulan talalhato kettds
szalu torések (DSB — double strand break) az ATM (ataxia telangiectasia mutated)
jelatvitelt aktivaljak, amely a CHK2 (checkpoint kinase 2) aktivalasan és ezaltal a CDC25
foszforilalasan keresztiil gatolja a sejtciklus progressziojat [28]. A harmadik, Gn. metafazis
ellenérzOpont a mitdzis metafazisanak soran a kromoszomak optimalis egyenlitdi sikba
rendezését vizsgalja. A kinetokor mikrotubulusok — optimalis esetben — bipolaris er6hatast
gyakorolnak a testvérkromoszoémak kinetokor régidikra. Ezt a kiegyenlitett fesziiltséget

észleli a metafazis ellenérzépont. Amennyiben egy kromoszoma iranyaban csak egy
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centroszoma fel6l 1étesiil htizo hatas, a sejt nem 1ép tGl a metafazis ellenérzOponton.
Kiegyenlitett huzoerék esetén ugyanakkor, az APC/C (anaphase promoting

complex/cyclosome) felszabaditasan keresztiil, az anafazisba 1épéssel folytatddhat a mitozis

[29].

1.L1.3. A sejtciklus regulatorainak megvaltozott Kkifejez6dése és prognosztikai

jelentésége human daganatokban

Az érzékenyen szabalyozott sejtciklus szdmos regulatora mutat aberrans expressziot
a daganatképz3dés soran. Altalanossagban elmondhato, hogy a sejtciklust hajto ciklinek és
CDK-k fokozott, mig a CDKi-k és egyéb tumor szuppresszor gének csokkent kifejezédése
figyelheté meg a daganatokban az ép szovetekhez képest. Az 1. tablazatban — a teljesség
igénye nélkiil — foglalom 6ssze bizonyos sejtciklust szabalyoz6 molekulak (ciklinek, CDK-

k, CDKi-k) daganatokban észlelt megvaltozott kifejezodését.

A sejtciklus regulatorainak megvaltozott kifejezodése gyakran jol korrelal a daganat
egy elvaltozas dignitasanak és prognozisanak diagnozisaban. Korai stadiumu, nem-Kissejtes
tiidorakban az E ciklin expresszioja megfelelden vetitette elére a metasztazis kialakulasat és
a talélést [30]. Az A ciklin fokozott expresszidja a rossz prognoézis indikatoranak bizonyult
vastagbéltumorokban [31] és endometrium karcinomaban [32]. Hasonloan, a fokozott B
ciklin expresszid rossz prognoézist jelzett nyeldcsérakban [33] és nem-kissejtes tiidérakban
[34]. A CDK-k is alkalmasak bizonyos daganatokban a prognozis becslésére. A CDK1
fokozott kifejezédése rossz prognosztikai tényez6 vastagbéltumor [35], nem-kissejtes
tiidorak [36] és petefészek daganat [37] esetében. A CDKI1 és CDK2 expresszidja alkalmas

a korai recidiva eldrejelzésére emlorakban [38].
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1. tablazat — A sejtciklus reguldatorainak megvaltozott expresszioja humdn daganatokban — A
narancs hattér a daganatokban ép szovetekhez képest észlelt emelkedett, a zold hadttér a
daganatokban észlelt csokkent expressziot jelzi. Kék hattérrel jeloltem azokat az eseteket, ahol a
szabalyozo molekula kifejezddésének tekintetében ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre.

regulator | reqylstor daganat
csoport

emlérak [39]

D ciklin | vastagbéltumor [40]
mellékpajzsmirigy adenoma [41]
leukémia [42]

gyomorrak [43]
mellékvesekéreg-karcindma [44]
tidérak [30]

hepatocellularis karcinoma [45]
vastagbéltumor [46]
pajzsmirigy karcindma [47]
ciklinek vastagbéltumor [31]

emlérak [48]

hepatocellularis karcindma [45]
tidérak [34]

endometrium karcinéma [32]
pajzsmirigy karcindma [47]
tidérak [34]

vastagbéltumor [49]
endometrium karcindma [50]
nyel6csérak [33]

emlérak [51]

szajuregi rak [52]
hasnyalmirigy endokrin tumor [53]
CDK4 tidérak [54]

nazofaringealis daganat [55]
endometrium karcinoma [32]
endometrium karcinéma [32]
hasnyalmirigy karcinéma [56]
vastagbéltumor [46]

tidérak [57]

vastagbéltumor [35, 58]

CDK1 emlérak [51]

petefészek daganat [37]
huagyhdlyagrak [59, 60]
petefészek daganat [61]
méhnyakrak [62, 63]
vastagbéltumor [64]
hepatocellularis karcindma [65]
prosztatarak [66]

emlérak [67]

méhnyakrak [62]

E ciklin

A ciklin

B ciklin

CDK

CDK2

p21

CDKi

p27
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A CDKi-k ko6zé tartozd p21 prognozissal vald Osszefiiggése ellentmondasos [68,
69]: egyes vizsgalatok jo prognosztikai faktorként irtdk le hugyhodlyagrakban [59] és
méhnyakrakban [63], ugyanakkor mas vizsgalatok a rossz prognozissal hoztak
osszefiiggésbe ugyanezen daganatok esetében [60, 62]. Osszességében a p21 prognosztikus
markerként valé alkalmazasa ezen daganatok esetén keriilend6 [68, 69]. A p27 expresszid
ugyanakkor jo prognosztikai tényezonek bizonyult; megtartott p27 expresszid jo progndzist
jelent hepatocellularis karcindmaban [70], ugyanakkor a hidnyz6 p27 expresszid rossz
prognoézist vetit elére vastagbéltumorban [71], emlérakban [67] és tiiddérakban [72].

1.1.4. A sejtciklusfiiggé transzkripcié vizsgalata

A sejtciklus transzkripcids programjaba azok a transzkriptumok (MRNS, miRNS,
stb.) tartoznak, amelyek expresszidja biologiailag relevansan valtozik a sejtciklus

kiilonb6z6 fazisaiban. Ebbe a csoportba tartoznak az eldz6 fejezetben targyalt ciklinek is

[73-75].

1.1.4.1. A sejtciklusfiiggd expresszio vizsgdlatanak modszerei

Kezeletlen sejttenyészetekben a kiilonbozd sejtek aszinkronizaltan, a sejtciklus
kiilonboz6é fazisaiban vannak, igy nativ sejttenyészetek expresszids vizsgalataval nem
tudunk betekintést nyerni a sejtciklusfiiggd transzkripcios programba [76]. Ehhez a
sejteknek olyan csoportjai sziikségesek, amelyek azonos sejtciklus fazisban vannak. A
sejtciklusfiiggd transzkripcidos program a kiilonboz6é fazisti sejtcsoportok expressziods
mintazatainak Osszehasonlitasaval irhato le. Ilyen un. fazis-homoldg sejtcsoportok
nyerhetéek (1) szinkronizalassal [76], (2) mitotikus lerazassal, (3) centrifugalis ilepitéssel

¢s (4) aramlasi citométerrel torténd sejtvalogatassal.
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1.1.4.1.1. Szinkronizalas

Sejttenyészetek szinkronizdldsa soran tapanyagok (leggyakrabban szérum)
megvonasaval (serum starvation) vagy kiilonbozo sejtciklus gatloszerek alkalmazéasaval a
sejtciklus egy bizonyos pontjan felfiiggesztjiik a sejtciklus progressziojat. A kezelés
hatdsdra a sejt ezt a pontot elérve sejtciklusat tovabb nem folytathatja. Idovel a
tenyészetben minden sejt ehhez a ponthoz ér, igy a tenyészetben talalhatd Osszes sejt
ciklusa szinkronizalodik. Ezt kovetéen a tapanyagok a sejtek tapfolyadékaba torténd
reintegralasaval, vagy a sejtciklus gatloszerek tapfolyadékbol valo eltavolitasaval a sejtek
meghatdrozott pontrol, szinkronizaltan folytathatjdk a sejtciklust. Ennek sordn a
sejttenyészetbdl iddegységenként mintat véve, a sejtciklus pillanatnyi allapotdhoz
viszonyitva, vizsgalhatova valik a sejtciklusfiiggd transzkripciés program [76], amihez
nagy ateresztoképességii expresszios modszerek (példaul microarray technoldgia) és ezt

kovetden optimalis bioinformatikai elemzés sziikséges [73-75].

A sejtciklus progresszidjanak felfiiggesztésére Szamos kiilonb6zé moddszer
alkalmas. Az exogén mitogén szignalok eliminalasaval a sejt nem tud elkotelezddni a
sejtosztodas iranyaba, nem tudja atlépni a restrikcidos pontot. Ezt a tapfolyadék (a sejt
tipusatol fiiggd, leggyakrabban megkozelitdleg 10%-0S) szérumtartalmanak csokkentésén
(serum starvation — szérum ¢hezés) keresztiil tudjuk elérni. Mas modszerek a DNS szintézis
(timidin, aphidicolin — korai S fazis blokk), vagy a mitotikus orsé gatlasaval (kolhicin,

nokodazol, M fazis blokk) akadalyozzak meg a sejtciklus elérehaladasat [76].

A sejtciklusfiiggd valtozasok vizsgalatara a szinkronizalas a legszélesebb korben
alkalmazott technika, amelyet mind a sejtciklusfiiggé transzkripcié [73-75], mind a
sejtciklusfiiggd transzlacio [77] vizsgalatara is alkalmaznak, a metodikat azonban szamos
kritika is érte. Bar a sejtek tobbsége esetében a szinkronizalasi protokoll optimalizalasa
sikeres lehet, n¢hany érzékenyebb sejttipus esetén a kezelések oOhatatlanul letdlissa
valhatnak [76]. Emellett a normalis, diploid emldssejtek koran elvesztik
szinkronizaltsagukat [75, 78] és csupan egy résziik (50-70%) kotelezodik el a tovabbi
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sejtosztodasok iranyaba [75, 79]. Tovabba, a sejtciklus gatloszerekkel (pl. timidin) torténd
kezelés a ciklinek id6eldtti expresszidjat okozva névekedési egyensuly eltolodast (growth
imbalance) okoz [80, 81] és a DNS szintézisének gatlasaval az ATM/ATR jelatvitelt
aktivalja a G2/M ellenérzéponton keresztiil [82], igy megzavarja a sejtciklus optimalis

mikodését [81, 83].

1.1.4.1.2. Mitotikus lerazas

Letapado6 sejtek mitdzisa sordn az interfazisra jellemzé morfologiaval rendelkezd
sejt kerek format vesz fel, csokken a tenyésztdedény aljzatdhoz vald adhézidja. Ezt a
csokkend fizikai kotdédést hasznalja ki a mitotikus lerazas modszere [76, 84], amelynek
soran - megel6z6 gyodgyszeres szinkronizalast kovetden [76] vagy attol fiiggetlentil [84] - a
sejttenyészetet mechanikus rdzoerdknek kitéve a kevésbé letapadod lekerekedett, M fazist
sejtek szelektalasa torténhet meg. A modszer korlatai kozé tartozik, hogy csak az M fazist
sejtek Kkivalasztasa torténhet meg, illetve, hogy csak letapadd sejteken alkalmazhato.
Ugyanakkor nem torténik a sejtciklus miikodését alapvetden befolydsold gyodgyszeres

kezelés.

1.1.4.1.3. Centrifugalis iilepités

A sejtciklus eldrehaladasaval az egymast kovetd fazisok soran a sejtek mérete
novekszik. A centrifugdlis iilepités sordn az elvalasztds a sejtek nagysaga alapjan torténik
[85, 86]. Az iilepitdkamraban uralkod6 centrifugalis sebesség és az ennek sikjara
merdlegesen bocsatott pumpald erdhatds finomhangolasa teszi lehetdvé a kiillonb6zo méretii
(és kiilonboz6 fazisokba tartozd) sejtek szeparalasat [85]. Bar az iilepitéberendezés
kialakitasa bonyolultabb infrastruktirat igényel, mint az el6z6 metodikak soran hasznalt
gyogyszeres kezelés, vagy a lerdzds, ennek a technikdnak is eldnye az, hogy csupan

minimalis perturbacio torténik a sejtciklus mechanizmusaban [85, 86]. A sejtciklusfiiggd
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transzkripcié szabalyozasat a centrifugalis ilepités alkalmazasaval sikeresen vizsgaltak

élesztégombakban [87, 88].

1.1.4.1.4. Sejtvalogatas aramlasi citométerrel

Az eukariota diploid sejtek sejtciklusa soran a G1 fazisban talalhaté 2N mennyiségii
DNS tartalom az S fazis folyaméan duplazddik meg €s a G2 fazisra 4N mennyiségli lesz. A
DNS tartalom fenti valtozasa specifikus és sztochiometrikus DNS-festés (pl. propidium-
jodid) segitségével aramlasi citométerrel kimutathato. Az ujabb generacios aramlasi
citométerek a detektalas mellett bizonyos — altalunk kijeldlt — fajlagos (egységnyi sejtre
vonatkozatott) kiiszobintenzitasok kozé tartozo fluoreszcens intenzitasii sejteket szét is
tudnak valogatni. Ez adja az alapjat a fluoreszcencia aktivalta sejtvalogatasnak
(fluorescence activated cell sorting — FACS). A propidium-jodid membran-impermeabilis
festék, amelyet az apoptotikus sejtek kimutatdsara széles korben hasznaljak, €16 sejtek
orokitéanyaganak festésére azonban alkalmatlan [89]. A sejtciklusfiiggd transzkripcio
vizsgalatakor olyan DNS festék sziikséges, amely az €16 sejtek orokitbanyagat képes
jeldlni, minimalisra csokkentve a sejt normalis miikodésének barminemii befolyédsolasat
[90, 91]. Ehhez uj festékek kertiltek kifejlesztésre [91]. Hoechst 33342 festék hasznalataval
sikeresen valogattak szét kiillonb6z6 fazisu sejteket human higyholyag tranzicionalis sejtes
karcinéma sejtvonalbol, amelyeken a ciklin B1 kiilonb6zé expresszidjat is demonstraltak
[92]. Vybrant DyeCycle Orange festék alkalmazasaval szétvalogathatoak a sejtciklus

kiilonboz6 fazisaiban 1évo limfoblasztoid sejtek [93].

1.1.4.2. A sejtciklusfiiggd transzkripcios program és szabdlyozdsa

A sejtciklusfiiggd transzkripcié vizsgélata sordn egy konkrét mRNS vagy egyszerre
sok transzkriptum vizsgalata lehetséges. El6szor Northern-blot alapu vizsgalatokkal egy-

egy mRNS esetében igazoltak a sejtciklusfiiggd expressziot [94]. Legkorabban a sarjadzo
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¢leszté hiszton fehérjéinek sejtciklussal korrelald kifejezédését irtak le [94, 95]. A nagy
ateresztoképességli technikdk elterjedésével (pl. microarray vizsgalatok) elérhetové valt a
teljes sejtciklusfiiggd transzkripcios program vizsgalata [94]. A fenti modszer segitségével
szamos tanulmany késziilt a sarjadz6 élesztd sejtciklusfiiggd transzkripcids programjanak
vizsgalatara, amelyek kiilon-kiilon megkdzelitdleg 800-1000 sejtciklusfiiggd kifejezodésti
MRNS-t irtak le [87, 96-98]. Harom vizsgalat Osszehasonlitdo elemzésével 440 olyan
transzkriptumot talaltak, amelyek mindharom esetben sejtciklusfiiggd kifejezédést mutattak
[87, 94, 97, 98]. Hasadé ¢leszté modellorganizmuson végzett tovabbi vizsgalatok a
transzkriptumok kisebb hanyadat talaltak sejtciklusfiiggd expresszidjunak (a harom
vizsgalatbol csupan 171 transzkriptum volt atfedé) [94, 99-101]. Human sejtekben tortént
vizsgalatok 1000 koriili mRNS esetében vetették fel a sejtciklusfiiggd kifejezodést [73-75].

Eukariota sejtekben a sejtciklus egyes fazisaiban kulcsfontossagi reguldtorok és
effektorok kifejezddése egymast kovetden, hullamszerii transzkripcios —aktivitas
eredményeképpen torténik [102, 103]. Az els6é hullam soran a G1/S atmenetben fontos
transzkriptumok kifejezodése torténik meg. Emlés sejtekben a G2/M atmenet transzkripcios
eseményeinek szabalyozasarol kevesebbet tudunk és az M/G1 atmenet esetében is nehéz a

szabalyozott transzkriptumok tanulmanyozasa [102, 104] .

1.1.4.2.1. Transzkripcios szabalyozas a G1 és S fazisokban

A GI1/S atmenet transzkripcids szabalyozéasanak kulcslépése a pRb, a p107 és a
p130 fehérjék fent emlitett modon torténd, aktivalt CDK4 és CDK6 enzimek altali
foszforilalasa. A pRb, a p107 és a p130 fehérjék defoszforilalt allapotban kotédnek az E2F
transzkripcids faktor-csalad tagjaihoz, amely kapcsolat a foszforilacio kovetkeztében
megszlinik [102]. A restrikcios pontot megel6zéen a pRb-hez kotédé E2F1, E2F2 és E2F3
inaktiv [102, 105], mig a p107 és p130 fehérjékkel komplexet alkotd E2F4 és E2F5 aktiv
allapotu, utébbiak a DNS megfeleld régidihoz kotddve gatoljak a G1/S transzkripcios

program expresszidjat [102, 106-109]. A restrikcidos pontot koveté foszforilacio
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kovetkeztében felszabadult E2F1, E2F2 és E2F3 transzkripcids faktorok a DNS-hez
kotédve aktivaljak a G1/S transzkripcios programot (tobbek kozott az E és A ciklinek
transzkripcidjanak fokozasaval) [102, 107, 108].

A restrikcids pontot kdvetden “a minden vagy semmi” elkotelez6dés jegyében a
megkezd6d6 G1/S transzkripcios program elsé transzkriptumai — kiemelend6 koziiliik az E
ciklin — pozitiv visszacsatolassal erdsitik a G1/S transzkripciés programot [102, 110].
Ennek a pozitiv visszacsatolasnak kiemelt jelentésége van a sejtosztddas irdnti
elkotelezédésben [111]. Ugyanakkor, id6ében kissé eltolva, az indukalodott transzkripcios
represszorok és a transzkripcids aktivatorok szintjének csokkenése is szerepet jatszik —
negativ visszacsatolas utjan — a G1/S transzkripcidés program elcsendesitésében [102]. A
G1/S transzkripcidés program soran expresszaldodd E2F6, E2F7 és E2F8 transzkripcios
faktorok - az E2F4 és E2F5-hoz hasonloan - transzkripcios represszorok, amelyek — a p107
és pl30 fehéjéktdl fiiggetleniill — a DNS-hez kapcsolddva gatoljadk az S fazis-fiiggd
transzkripciot [102, 112-116]. Az S fazis leallitasaban szerepe van a ciklin A-CDK2

komplexnek is, amely az E2F1-hez kotédve és azt foszforilalva indukalja annak DNS-rél

------

119].

Lathat6, hogy pozitiv és negativ visszacsatolast korok finomhangoljak a G1/S
transzkripcios programot. A fenti visszacsatolasok id6ben kissé elvalnak, igy a kezdeti
pozitiv visszacsatolas kiteljesiti a transzkripcids programot, mig a késébb induld negativ
visszacsatolas terminalja azt. A visszacsatolasok ezen sorrendisége kiemelten fontos a
sejtciklus optimalis milkodéséhez [102, 110]. Az id6ben eltolodott transzkripciods
szabalyozas molekularis alapjait az E2F csalad tagjainak kiilonb6zé DNS-szakaszok iranti

specificitasa biztositja [102, 120, 121].
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1.1.4.2.2. Transzkripcids szabalyozas a G2 és M fazisokban

A G1/S transzkripcios programhoz képest a G2/M transzkripcids szabalyozas
kevéssé ismert [122]. A G2/M transzkripcids program szabalyozasaban kiemelt jelent6sége
van a Forkhead box (Fox) csaladba tartozd FoxMI transzkripcids faktornak, amely
transzkripcios aktivitasat — a ciklin A-CDK2 komplex altal aktivalt, foszforilalt formaban —
a G2 és M fazisokban fejti ki [122]. A FoxMI1 transzkripcios faktor fazis—specifikus
aktivitasaért a defoszforilalasat végzo, ezaltal inaktivalasat okozo B55a—medialta PP2A

(protein phosphatase 2A) is felelds [123]. A FoxM1 bizonyos mitotikus regulatorok, koztiik

a metafazis ellendrzOpont regulatorainak transzkripcidjat serkenti [122, 124-126].
Transzkripcionalis koaktivatoran (histone deacetylase p300/CREB binding protein —
Ep300/Crebbp) keresztiil a mitdzisba 1épést is szabalyozza [122, 127-130].

1.1.4.2.3. Redundancia a transzkripcios szabalyozasban

Mint ahogy korabban emlitettem, a sejtciklus mind a ciklin D-CDK4/6, mind a
ciklin E-CDK2 komplexek nélkiill — a molekularis mechanizmusok redundanciaja
kovetkeztében — is végbemehet [17, 18]. Mas vizsgalatok azt is kimutattak, hogy az E2F
csalad aktivalo tagjainak (E2F1, E2F2, E2F3) hianyaban is képes osztodni a sejt [131].
Orlando és munkatarsai sarjadzo élesztOben végzett kisérleteikkel ravilagitottak arra, hogy
S-fazist és mitotikus ciklineket egyarant nélkiil6z6 sejtekben is fennmarad a periodikus
expresszio [87]. Bar ezek a sejtek nem tudtak tovabblépni a GI1/S fazisbol, a
sejtciklusfiiggd transzkripcids programba tartozd gének 70%-a tovéabbra is periodikus
expressziot mutatott [87]. Hipotézisiik szerint 1étezik egy transzkripcios faktor halozat,
amelynek tagjai meghatarozott sorrendben torténd aktivitas-fokozodasuk és egymasra
hatasuk kovetkeztében periodikus géntranszkripciot eredményeznek (3. abra). A ciklinek
¢s CDK-k sejtciklusfiiggd expresszidja ennek a halozatnak a kovetkezménye €s erdsiti a

haldzat tagjainak oszcillald expresszidjat. A hipotézis szerint a transzkripcids faktor halozat
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és a ciklinek és CDK-k egyiittmiikodése okozza a robusztus periodikus géntranszkripciot

(sejtciklusfiiggd transzkripcids program) és a sejtciklus optimalis mitkodését [88].

ciklin-CDK — sejtciklus eseményei
komplexek

I\
oszcillalé < iodi

lalo periodikus
transzkripcios _— géntranszkripcié
faktor halézat
3. dbra — Az oszcillilo transzkripcios faktor halozat és a ciklin-CDK  komplexek

egyiittmiikodésének hipotézise Simmons Kovacs és munkatdrsai eredményei alapjin — Az dbra
[88] alapjan késziilt.

1.1.4.3. Sejtciklusfiiggd transzkripcio vizsgdalata human sejteken

A human sejtek transzkripcidés programjanak jellemzését Cho és munkatarsai
munkaja kezdte meg [73]. Szinkronizalt fibroblasztokban végzett kisérleteik soran tobb
mint 700 mRNS transzkriptum sejtciklusfiiggd expressziojat mutattak ki. A sejtciklus soran
észlelt dinamikus expresszids valtozasok hasonlosaga alapjan olyan géncsoportokat
(clustereket) hataroztak meg, amelyek a késéi G1, S, G2 és M fazisokban, fazis-
specifikusan emelkedett expressziot mutatnak. Biologiai funkcioik alapjan a késéi G1 fazis
génjei — tobbek kozott — a DNS replikacidban, a G2 fazis génjei a citoszkeletalis

crer

[73].

Whitfield és munkatarsai a sejtciklusfiiggd génexpressziot HelLLa méhnyakrak-
sejtvonalon vizsgaltak [74]. Tobb mint 850 sejtciklusfiiggd kifejezddésti gént azonositottak,
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amelyeket expresszios dinamikajuk alapjan 5 csoportba soroltak (1. G1/S, 2. S, 3. G2, 4.
G2/M ¢és 5. M/G1 fazisokban expressziés maximumot mutatok). Megallapitottak, hogy a
rosszindulati daganatokban fokozottan expresszalodott gének nagy része megtalalhatd a
sejtciklus transzkripcids programjdban, amelyet azzal magyaraztak, hogy proliferativ
daganatokban feliilreprezentalodnak a sejtciklus késébbi fazisai (S, G2, M) és az azokra
jellemz6 génexpresszios profil [74]. Ugyanakkor, az M/G1 atmenetben tet6z6é expresszidju

gének — amelyek fontos szerepet toltenek be a sejt-sejt adhézidban és az aktin citoszkeleton

e ey

daganatokban [74, 132-134].

Bar-Joseph  munkacsoportja bioinformatikai modszerekkel —tokéletesitve a
szinkronizalast — in silico szinkronizalas — Gjraeclemezte Whitfield és munkatarsai HelLa
sejtekbdl szarmazo adatait és uj méréseket végzett primer fibroblaszt tenyészeten [75]. 362
olyan mRNS-t azonositott, amely ciklikus expressziot mutat mind a HelLa, mind a primer
fibroblaszt sejtek sejtciklusa soran (“k6z6s™ csoport), mig 119 gén csak HeLa és 118 gén
csak primer, nem-transzformalt fibroblasztokban mutat sejtciklusfiiggd expressziot.
Emellett kimutattdk, hogy rakos sejtekben szignifikansan alacsonyabb a csak
fibroblasztokban ciklikus expresszidju gének atlagos kifejezddése a “kozds” csoportba
tartozo gének atlagos expresszidjahoz képest, mig ép, mitotikus aktivitdst nem mutatd vagy
ép, aktivan o0sztodo sejtek esetében nem abrazolddott szignifikans kiilonbség. A fentiek
alapjan a csak ép fibroblasztokban sejtciklusfiiggd kifejezodésii transzkriptumoknak
kiemelked6 jelentéségiik lehet az ép sejtciklus szabalyozasaban, amely karosodik a

malignus transzformacio soran [75].

Cho, Whitfield és Bar-Joseph munkacsoportjainak vizsgalatai szinkronizalast
kovetd microarray mérések alapjan torténtek. Shedden és Cooper ujraelemezte Cho adatait
és Osszehasonlitottak egy — az eredeti mérésekb6l — random Iétrehozott adatsorral,
amelynek soran azt talaltdk, hogy a random adatsor elemei legalabb olyan erds
ciklikussagot mutatnak, mint az eredeti mérés elemei [135]. Felvetették, hogy a

szinkronizalashoz hasznalt eljarasok — jelen esetben timidin — is képesek ciklikus
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génexpressziot indukalni, amely hidnyzik a nem-szinkronizalt tenyészetekben [135].
Korabban emlitettem, hogy a kiilonboz6 szinkronizalasi moédszerek tovabbi hatasait is
leirtak, amelyek megvaltoztatjdk a sejtciklus miikodését, ezaltal az ilyen kisérletekbdl
kapott eredmények nem feltétleniil extrapolalhatoak az ép sejtciklusra [75, 76, 78-83]. A
fenti korlatok elkertilésére Shedden ¢€s Cooper definialta azokat a kritériumokat,
amelyeknek teljesiilnitik kell a sejtciklusfiiggd génexpresszid vizsgalatara iranyulo
kisérletek esetében. Ezek szerint, egy gén esetében sejtciklusfiiggd expressziorol
beszélhetlink, amennyiben (i) a kisérletek soran semmilyen gatloszer adagolasaval jard
(klasszikus szinkronizdlads) vagy ¢&heztetéses (szérum ¢Ehezés) modszer nem kertlt
alkalmazasra, (i) az eredmények reprodukélhatoak, (iii) tobbféle expressziot mérd
modszer is egybehangzo eredményre jutott (pl. microarray és qRT-PCR), tovabba (iv) nem-
szinkronizalt kisérletek és (v) optimalis statisztikai elemzések is megerdsitik az
eredményeket [135]. A fenti kritériumoknak eleget tevé teljes génexpresszids vizsgalatok

ugyanakkor még nem torténtek.

1.1.5. A mikroRNS-ek szerepe a sejtciklus szabalyozasaban

A mikroRNS-ek (miRNS-ek) rovid, ~ 21-26 nukleotid hosszi egyszali RNS

molekulak, amelyek az RNS interferencia jelensége révén csendesitik a

genomialis 16kuszokrol eldszor hosszabb, pri-miRNS formaban irddnak at, majd megfeleld
sejtmagi atalakitdsokat (Drosha és DGCRS 4altal) kovetden pre-miRNS formaban
transzlokalodnak a citoplazmaba. Itt - tovabbi DICER-medialta atalakitasokat kovetden -
két érett, egymassal baziskomplementer forma (miR-XY-5p és miR-XY-3p) alakul ki,
amelyek a tobb fehérje (koztiik az Argonaute proteinek) alkotta miRNS-indukalta
csendesitd komplexbe agyazodva (MIRISC — miRNA-induced silencing complex) fejtik ki
specifikus transzlacio-csendesitd vagy mRNS-degradald hatasukat [137]. A teljesség
kedvéért megjegyzendd, hogy bar a mai napig leirt miRNS-medidlta folyamatok a
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specifikus célszekvencidk csendesitését medialjak, Gjabban leirtak miRNS-kozvetitett RNS
aktivacios (RNAa — RNA activation) folyamatokat is, amelyek soran a miRNS stimulalja a
célzott gén kifejez6dését [138].

A MiRNS-medialta csendesités a human genom t6bb mint felének kifejezodését
befolyésolja, igy szdmos ¢€lettani (pl. fejlodes, sejtciklus) és korélettani (daganatképzddés,
sziv- és érrendszeri, neurologiai megbetegedések) folyamat medialasaban is kiemelt
szerepe van [139, 140]. Dolgozatomban a tovabbiakban a miRNS-eknek a sejtciklus

regulatoraira gyakorolt, daganatképzdést segité hatasaival foglalkozom.

Daganatképz6dés soran a protoonkogéneket célz6 miRNS-ek (TS-miR — tumor
szuppresszor miRNS) csokkent €s a tumor szuppresszor géneket célz6 miRNS-ek (onko-
mIiR — onkogén miRNS-ek) fokozott expresszidjat irtak le [141, 142]. Els6ként a hsa-miR-
kronikus limfoid leukémiaban [143]. Kés6bb igazolodott, hogy a miRNS-eket kodold
gének tobb mint fele olyan kromoszomalis régiokban kodolodik, amelyek a
daganatképzodés soran gyakran kiesnek vagy transzkripcionalisan inaktivva valnak [141,
144]. A 2. tablazatban néhany példat mutatok be olyan miRNS — cél mRNS interakciokra,
amelyeknél a TS-miR-ek csokkent kifejezodése egyiitt jar a célzott protoonkogén sejtciklus
regulator (ciklinek, CDK-k) fokozott expresszidjaval, vagy az onko-miR emelkedett
kifejez6dése kovetkeztében a célzott tumor szuppresszor sejtciklus regulator (CDKi)
csokkent modon fejezoédik ki [140].

A sejtciklus regulatorainak és a miRNS-eknek a kolcsonhatisa nem egyiranyu.
Bueno és munkatarsai szérum sokkot alkalmazva kimutattak, hogy a sejtciklusfiiggd
expresszioju E2F1 és E2F3 transzkripcios faktorok fokozzék az ismerten TS-miR funkciéja
hsa-miR-16 és hsa-let-7 csalad tagjainak kifejez6dését és — a replikacios stressz kivédésén
keresztiil — segitik az E2F-medialta sejtciklus progresszidé finomhangolasat [145]. Ofir és

munkatarsai ezzel egybehangzdan igazoltdk, hogy az E2F1-medidlta miR-15 expresszio-
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fokozodas ciklin E-t csendesité hatdsa negativ elérecsatolas Utjan jarul hozza a G1/S

atmenet finomhangolasahoz [146].

A sejtciklusfiiggéd miRNS transzkripcids program vizsgalatara tovabbi kisérletek is

torténtek. Bueno munkacsoportja mellett Rissland és munkatarsai is a tapfolyadék szérum

2. tablazat — A MiRNS-ek szerepe a sejiciklus reguldatorainak szabdlyozdsdiban daganatképzodés
sordn — A narancs hdttér a daganatokban ép szévetekhez képest észlelt emelkedett, a z6ld hattér a
daganatokban észlelt csiokkent expressziot jelzi. Az egyes MIRNS-mRNS fizikai interakcioi a

hivatkozott cikkekben keriiltek bizonyitasra.

célzott sejtciklus regulator L .
célzé miRNS érintett daganat
csoport regulator
hsa-miR-15b glioma [147]
D1 ciklin hsa-miR-16 prosztatarak [148]
hsa-let-7b melanéma malignum [149]
D2 ciklin hsa-miR-29c gyomorrak [150]
D3 ciklin hsa-let-7b melanéma malignum [149]
ciklinek hsa-miR-132 oszteoszarkdéma [151]
E1 ciklin hsa-miR-7 hepatocellularis karcinéma [152]
hsa-miR-15a emlérak [153]
A ciklin hsa-let-7b melanéma malignum [149]
B1 ciklin hsa-miR-410 gonadotrép hipofizis adendma [154]
hsa-miR-379 emlérak [155]
hsa-let-7b melanéma malignum [149]
CDK4 hsa—m?R-124 emlérak [156]
hsa-miR-195 hugyhdlyagrak [157]
hsa-miR-506 petefészek daganat [158]
hsa-miR-200c vilagossejtes veserak [159]
CDK CDK2 hsa-miR-638 akut mieloid leukémia [160]
hsa-miR-885-5p neuroblasztéma [161]
hsa-miR-372 méhnyakrak [162]
hsa-miR-7 mellékvesekéreg-karcinébma [163]
CDK1 hsa-miR-582-5p hepatocellularis karcindma [164]
hsa-miR-490-3p petefészek daganat [165]
p21 hsa-miR-106b gyomorrak [166]
melanéma malignum [167]
hsa-miR-221 gyomorrak [166]
CDKi hsa-miR-429 prosztatarak [168]
p27 hsa-miR-25 oszteoszarkoma [169]
hsa-miR-452 hepatocellularis karcinéma [170]
hsa-miR-200b vastagbéltumor [171]
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tartalméanak valtozasaival idéztek eld szinkronizalast és vizsgaltak a sz€érumhatasra torténd
miRNS valtozasokat. Megerésitették a hsa-miR-16 csalad expresszidjanak szérum hatasara
torténé dinamikus valtozasat [172]. Tovabbi kisérletek, amelyek HelLa sejteken timidin
szinkronizalast kovetden tortént miRNS-valtozdsokat mértek, 25 sejtciklusfiiggd

kifejez6désti miRNS-t igazoltak [173].

I.2. A mellékvesekéreg-karcinoma (ACC)

A mellékvesekéreg-karcinoma (ACC - adrenocortical cancer) a mellékvese
kéregallomanyabol kiindulo ritka, kiemelten rosszindulatil, rossz prognézist daganat [174].
Incidenciaja 0,7-2,0/milli6 f6/év [174, 175]. Leggyakrabban 40-50 éves kor kortl
manifesztalodik [174], de brazil populacioban viszonylag gyakori az 6roklott TP53 mutacio
okozta Li-Fraumeni szindromahoz tarsul6 gyermekkori ACC is [176]. Prognozisa rossz, az
Otéves tulélés csupan 22-37%-os [177, 178].

1.2.1. Etiologia és patogenezis

Bar a mellékvesekéreg-karcinoma leggyakrabban sporadikus eléfordulasu
megbetegedés, az Ordkletes endokrin tumorszindromakhoz tarsuld6 ACC-k genetikai
hatterének ismerete segitséget nyujt bizonyos koroki tényezok megismerésében, amelyek a
sporadikus esetekben — bar mas mechanizmussal — is megnyilvanulnak. Sporadikus
esetekben a két leggyakoribb patogenetikai eltérés a Wnt/B-katenin utvonal fokozott
aktivacioja és az emelkedett IGF-2 szignalizacio [174].

1.2.1.1. Familiaris szindromakhoz tarsulo ACC-K

ACC-re hajlamositanak a Li-Fraumeni, a Beckwith-Wiedemann és a familiaris

adenomatozus polipozis szindromak. A Li-Fraumeni szindroma aut6szomalis dominans
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oroklédésmenetli, nagy penetranciaji tiinetegyiittes, amelynek a lagyrész- ¢és
oszteoszarkéma, emlérak, kozponti idegrendszeri daganatok és leukémia mellet az ACC is
egy manifesztacidja [179-181]. A betegséget leggyakrabban a p53 altalanos tumor
szuppresszor fehérjét kodold TP53 gén deaktivald mutacidi okozzak [179]. A Beckwith-
Wiedemann szindroma egy ritka, gyermekkorban manifesztalodo tulndvési tiinetegyiittes,
amely — a fokozott IGF-2 jelatvitel kovetkeztében — hasfali defektusokban,
makroglosszidban és szamos daganatféleségben, koztik ACC-ben manifesztalodhat [179,
182]. A betegség hatterében az IGF-2-t kodold kromoszomalis régié genomialis
imprintgjének zavara, gyakran paternalis uniparentalis diszomia talalhato [179, 183]. Az
autoszomalis dominans Oroklodésmentli familiaris adenomatozus polipdzis (FAP)
leggyakrabban a vastagbél polipdzisaban manifesztalodik, de eléfordulhat ACC is [184].
Hatterében az APC gén inaktivald mutéciéi allnak. Ep formaban az APC — egyiittesen mas

crcr

Wnt/B-katenin szignalizacio fokozodasa vezet a daganatképzddéshez [185].

1.2.1.2. A Wnt/g-katenin itvonal fokozott aktivitisa

A Wnt/B-katenin utvonal konstitutiv aktivitdsa a mellékvese adendmainak és
karcindmainak gyakori jellemz6je [174, 186]. Ennek hatterében leggyakrabban a [3-katenint
kodolo gén (CTNNB1) aktivaldé mutacioi allnak, amelynek kovetkezménye a Wnt
stimulaciotol fliggetlen, konstitutiv B-katenin jelatvitel [174, 187]. Ennek megfeleléen, a
fokozott nuklearis B-katenin expresszié rossz prognosztikai marker ACC-ben [174, 187,
188]. Kimutattak tovabba, hogy a Wnt/B-katenin jelatvitel fokozdsa a mellékvese
kéregallomanyaban hiperplaziat és daganatképzédést indukal [174, 189]. Az utobbi idében
néhany, a Wnt/B-katenin jelatvitelt gatlo hatéanyag keriilt fejlesztésre, amelyek twjabb
farmakologiai lehetdségeket jelenthetnek az ACC kezelésében is [190].
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1.2.1.3. Fokozott IGF-2-jeldatvitel

Az ACC-ben tapasztalhato fokozott IGF-2 jelatvitel oka a 11p15 kromoszoéma régiod
genomialis imprintgjének megvaltozasa — leggyakrabban paternalis uniparentalis diszomia
formajaban, amelyet az ACC szdvetek kétharmadaban leirtak [174, 191]. Ugyan az IGF
jelatvitel fokozodasaval jard IGF-2 aktivacid nem okozott malignus elvaltozasokat egér

mellékvesében [174, 188, 192], a Wnt/B-katenin szignalizacié fokozasa melletti IGF-2

aktivacionak szerepe lehet a daganatképzodésben [174, 188]. ACC sejtvonalakon végzett
kisérletek kimutattak, hogy az IGF jelatvitel gatlasa 6nmagédban és mitotdnnal vagy mTOR
inhibitor  sirolimus-szal kombinalva a proliferacio gatlasan keresztiil igéretes
antineoplasztikus potenciallal birhat [174, 193, 194]. A fenti igéretes in vitro
eredményekkel ellentétben, a kismolekulajuo IGF-1-receptor-gatlo linsitinib egy friss

klinikai vizsgalat tanusaga alapjan hatastalannak bizonyult [195].

1.2.1.4. Nagy dteresztéképességii technologidakkal szerzett informdcio

A nagy ateresztOképességii technikakkal végzett transzkripcids profil vizsgalatok a
mellékvesekéreg daganaitainak molekularis patogenezisének tisztazasaban is fontos
elérelépést jelentettek. 2009-ben harom tanulmanyban is vizsgaltak az ACC malignitas
mintazatat (azon génexpresszios kiillonbségeknek az dsszessége, amely az ACC-ben eltér az
adrenokortikalis adendémahoz — ACA — viszonyitva) [196-198]. De Reynies és munkatarsai
Osszesen 153 adrenokortikélis daganat vizsgdlatdval, szamos génexpresszios kiillonbséget
irtak le adendomak és karcindmak kozott, valamint a karcindémakon beliil — a transzkripcids
profil alapjan — a prognézis fiiggvényében két csoportot kiilonitettek el [196]. Giordano és
munkatdrsainak munkdja 0Osszesen 2875 gént azonositott, amelyek megvaltozott
expresszidjuak ACC-ben ACA-hoz és normalis mellékvesekéreghez képest és igazolta de
Reynies ¢és kollégai észrevételét a génexpresszios mintazatban és klinikai prognozisban is
kiilonbozé két ACC csoportrol [197]. Tombol és munkatarsai teljes gén és miRNS

expresszios profilt vizsgdlva 6 olyan miRNS-t azonositottak, amely megvaltozott
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expressziot mutatott kiilonboz6 mellékvesekéreg daganatokban [198]. Felvetették, hogy a
szoveti miRNS expresszidé mérése segithet — nem egyértelmi hisztopatologiai lelet esetében
— a dignitas meghatarozasaban [198]. A fenti nagy atereszt6képességli tanulmanyok
metaanalizise tobb, kordbban nem tisztdzott, jelentds patogenetikai utvonalat, igy a
sejtciklus, a retinsav jelatvitel, a komplementrendszer ¢és az antigén prezentacio

megvaltozott mikodését irta le [199].

Legujabban, 0j generacios szekvenalasi eljarassal vizsgaltak az ACC-ben eléfordulod
mutacidkat ¢s sikeresen validaltak a mar ismert patogenetikai eltéréseket a TP53, a NF1, a
MEN1, a CTNNBL1, a CDKN2A és a RB1 gének esetében [200, 201]. Emellett, a szomatikus
mutaciokat vizsgalva is igazoltdk a két kiilonb6zd prognédzisa ACC csoport molekularis
hatterét és felvetették ACC-vel még nem asszocialt 0j gének (pl. ZNRF3) gyakori
patogenetikai szerepét a Wnt/B-katenin ttvonalhoz kapcsolodo daganatképzédésben [201].

1.2.2. A mellékvesekéreg-karcindma diagnosztikaja

A European Network for the Study of Adrenocortical Tumors (ENSAT) 2005-6s
ajanlasa ACC gyanu esetén elsdvonalban a beteg széleskorti laboratoriumi kivizsgalasat
(alap, reggeli kortizol, adrenokortikotropin, dehidroepiandroszteron-szulfat, 17-hidroxi-
progeszteron, androszténdion, tesztoszteron, dsztradiol valamint kisdozisu dexametazon
szuppresszios teszt és vizelet szabad kortizol iirités) javasolja [174]. A komplex, vérbdl és
vizeletbdl torténd kivizsgalas célja az adrenokortikalis eredet és az autonom glitkokortikoid
termelés tisztazasa, ami tajékozodast adhat az elvaltozas dignitasara is [174]. A
laboratoriumi diagnosztika kiteljesitésében igéretes lehet az ACC-specifikus keringd
MIRNS-ek plazmabol vald kimutatasa is [202]. A Klinikai diagnozis megerdsitésében az
elsdként valasztando képalkoto eljaras a nativ CT vizsgalat. Az elvaltozas mérete mellett
annak denzitdsa bir komoly diagnosztikus relevanciaval. Mig a legtobb adendma 5 cm-nél
kisebb, a malignus elvaltozasok gyakran 10 cm-nél nagyobbak. Nativ CT vizsgalaton mért

10 Hounsfield unit (HU) egységnél alacsonyabb denzitasu elvaltozas gyakorlatilag kizarja
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az ACC valoszinliségét, ennél magasabb nativ denzitas esetén indokolt a kontrasztanyagos

CT vizsgalat elvégzése, amely megerdsitheti az ACC diagnozisat [174].

Az ACC hisztopatologiai diagnozisa nehéz feladat [174]. Az adrenokortikalis eredet
tisztazasat (SF1 fehérje immunhisztokémiai vizsgalata) kovetéen a dignitas megallapitasa
kovetkezik, amelynek soran a 9 kiilonb6z6 patomorfologiai tényezébdl (koztik pl. a
nukledris morfoldgiai elvaltozasok, a mitdzisok szama és tipusai, a daganat architektaraja, a
nekrozis jelenléte, a tokot, illetve a véredényeket elérd infiltracié jelenlétének vizsgalatai)
Osszetevodd Weiss score meghatdrozasa mellett a proliferacid6 immunhisztokémiai
markereinek (els6sorban Ki-67 index) vizsgalata torténik [174, 203]. A Ki-67 index
meghatdrozasa kiemelt jelentdségli, ugyanis ez szdmit a legerdsebb prognosztikai
markernek [174].

1.2.3. A mellékvesekéreg-karcinéma terapiaja

Az ACC terapigja a daganat lehetséges eltavolitasan és adjuvans kemoterapian
alapul. Mellékvesére lokalizalt, operabilis tumor esetén teljes eltavolitas javasolt. Ennek
formaja altalanosan nyitott adrenalektomia, ugyanakkor, Kisebb daganatok esetén
laparoszkopos eltavolitas is mérlegelhetd. Szubtotalis eltavolitdst kovetden a tumoragy
kovetéen az adjuvans mitotan adasanak javallata a Ki-67 index fliggvénye. A mutétet
kovetéen haromhavonta javasolt kontrollvizsgalat, amelynek sordn a tumormarkerek és
képalkotok segitségével kovethetd az esetleges recidiva. Recidiva esetén ismét
megfontolandd a sebészi eltavolitas és az adjuvans mitotan mellett citotoxikus szerek (pl.
ciszplatin) adasa. Elérehaladott ACC esetében a tumorméretet csokkentd miitét mellett
mitotan terapia és EDP (etopozid, doxorubicin, ciszplatin) protokoll szerinti kemoterapia
adasa javasolt. Az ACC rossz prognozisat remélhetdleg javitani fogjak a jelenleg kutatés

alatt 1évd, a daganat progresszidjban kulcsfontossagu faktorokat célzd hatdanyagok (pl.
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tirozinkinaz-inhibitor szunitinib és szorafenib, VEGF-gatld6 bevacuzimab, EGFR-gatld

erlotinib) [174].

36



DOI:10.14753/SE.2017.2269

Il. Célkitiizések

“We have every right to dream heroic dreams.”*

Doktori munkam soran az alabbi célokat allitottam fel:

1. Célom volt kidolgozni ¢és alkalmazni egy olyan, a sejtek DNS tartalma alapjan
aramlasi citometrias sejtvalogatassal szeparald6 modszert, amelynek segitségével
a szinkronizacid korlatai nélkiil tudjuk nagy ateresztOképességii metodikakkal
vizsgélni huméan primer nem-transzformalt és tumoros (adrenokortikalis és
méhnyakrak eredetll) sejtek sejtciklusfliiggd génexpressziojat. A kiilonb6zo
sejtciklus fazisok teljes génexpresszids profiljanak mérésével vizsgalni
kivantam a sejtciklusfiiggd génexpressziot, €s ezt dssze kivantam hasonlitani a

korabbi, szinkronizacioval nyert eredményekkel.

2. Munkam soran valaszt kerestem arra, hogy a sejtciklusfiiggd génexpresszio

dinamikaja eltér-e a tumoros €és a nem-transzformalt sejtekben.

3. Vizsgalni kivantam, hogy igazolhatoak-e integrativ teljes miRNS expresszios
vizsgalatokkal (microarray, TLDA, kis RNS szekvenalds) sejtciklusfiiggd

miRNS expresszios valtozasok.

4. A mellékvesekéreg-karcinoma  sejtvonal  sejtciklusfiiggd  transzkripcios
programjanak és az  ACC-re jellemz6  malignitds  mintazatnak
Osszehasonlitdsaval 1j, potencidlisan proliferacios markerként hasznosithatd
faktort kerestem. Tovabbi célom volt az igy azonositott ribonukleotid reduktaz
M2 alegysége (RRM2) kifejez6désének vizsgalata kiilonboz6 proliferacios

aktivitasu ACC szoveteken.

2 idézet Ronald Wilson Reagan (1911-2004), az Amerikai Egyesiilt Allamok elnokének 1981. januar 20-an
elmondott beiktatasi beszédébol
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5. Vizsgélni kivantam, hogy a kiilonb6zd antineoplasztikus kezelések hatassal
vannak-e az RRM2 proliferaciés marker kifejezédésére mellékvesekéreg-
karcindbma sejtvonalon. Arra kerestem a valaszt, hogy a daganatos sejtek

kezelése csokkenti-e a proliferaciés marker kifejezédését.
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II1. Modszerek

“Experimentum solum certificat in talibus

I11.1. Sejttenyészeteken végzett kisérletek

111.1.1. Sejttenyésztés

Kisérleteimet human primer sejttenyészeten (borfibroblaszt — human dermal
fibroblast from adult — HDFa, Gibco, Life Technologies) és sejtvonalakon (hormontermeld
mellékvesekéreg-karcinoma sejtvonal — NCI-H295R és méhnyakrak sejtvonal — Hela,
American Type Culture Collection — ATCC) végeztem a forgalmazd protokolljainak
megfeleléen. A HDFa sejtek tapfolyadékaként low serum growth supplement-tel (LSGS)
kiegészitett Medium 106 alkalmaztam (Gibco, Life Technologies). Az NCI-H295R
sejtvonalat Dulbecco’s modified Eagle’s medium és Nutrient Mixture F-12 Ham 1:1 aranyu
keverékében (DMEM:F12) tartottam fenn (Sigma-Aldrich Chemical Co.), amelyet 6,25
ng/ml inzulin, 6,25 ng/ml transzferrin, 6,25 ng/ml natrium-szelenit, 1,25 mg/ml
szarvasmarha szérum albumin, 5,35 ng/ml linolénsav, 1% HEPES, 1% Penicillin-
Streptomycin, 2,5% L-glutamin (Sigma-Aldrich Chemical Co.) és 2,5% Nu-Serum (BD
Biosciences) hozzaadasaval egészitettem ki (a koncentraciok a tapfolyadékban 1évo
végleges koncentraciokat jelolik). A HelLa sejtvonalat 10% magzati szarvasmarha
szérummal és 1% antibiotikus-antimikotikus oldattal kiegészitett DMEM:F12
tapfolyadékban tenyésztettem. Mindharom sejtvonalat 37°C hémérsékleten, parasitott, 5%

CO,-t tartalmaz6 inkubatorban tenyészettem.

% idézet Nagy Szent Albert Domonkos-rendi szerzetes, tudds, egyhazdoktor (1200 koriil-1280) De

Vegetabilibus et Plantis (1260 koriil) cim{i miivébol
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II1.1.2. Aramlasi citometrias médszerek

111.1.2.1. Sejtciklus vizsgalatok fluoreszcencia aktivalta sejtvilogatdssal (FACS)

A HDFa, a NCI-H295R és a Hela sejteket 150 cm®-s tenyésztdedényben 90%-o0s
konfluencia eléréséig tenyésztettem. Ezt kovetden tripszin-EDTA (tripszin és etilén-
diamin-tetraecetsav elegye, Sigma-Aldrich Chemical Co.) segitségével a sejteket
szuszpenzioba vontam, 5 ml PBS (phosphate-buffered saline) hozzaadasaval egy
alkalommal mostam és teljes tapfolyadékban szuszpendaltam. Biirker-kamras sejtszamolast
kéveten, a Sejtszuszpenziot 1x10° sejt/ml toménységiire higitottam és ml-ként 2 pl
Vybrant DyeCycle Orange (Molecular Probes, Life Technologies) DNS-festéket adtam
hozza. Ez a festék sztochiometrikusan képes jelolni a DNS-t a sejtek viablitdsdnak
megvaltoztatasa nélkiil. Az inkubaciét sotétben, 37°C hdmérsékleten, parasitott, 5% CO,-t
tartalmazd inkubatorban 30 percig végeztem. Ezt kovetéen 10 perces, 1000 rpm
fordulatszamon torténd centrifugalds utan a sejteket Ca?* and Mg?* nélkiili, 2% magzati
borjuszérumot tartalmazé Hank’s Balanced Salt oldatban szuszpendaltam (szort puffer),
majd a szuszpenziét FACSAria 11l sejtvalogato késziilékkel (Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) elemeztiik és valogattuk szét. A szétvalogatast megel6z6 elemzéshez 100
000 eseményt detektaltunk, majd a G1 (egyszeres DNS tartalom), S (egyszeres €s kétszeres
DNS tartalom kozotti intenzitas) és G2 fazisoknak (kétszeres DNS tartalom) megfeleld
sejtpopulaciokat kiilonvalogattuk. A sejtvalogatas maximum 30 percig tartott és minden
szétvalogatott populaciot ujabb vizsgalatnak vetettiik ala Ujabb aramlasi citométeres
elemzéssel. Az adatokat BD FACSDiva v6.1.3 szoftverrel értékeltiik ki (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA). A sejtvalogatast kovetd Gjraclemzes utan a sejteket centrifugaltam (10
perc, 1000 rpm) 1 ml jéghideg PBS hozzaadasaval mostam, Gjra centrifugaltam (10 perc,
1000 rpm), majd QIAzol lizis regaensben vagy Western blot lizis pufferben

reszuszpendaltam és -80°C-0s hdmérsékleten taroltam az RNS, illetve a fehérje izolalasig.
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A sejtciklus szerinti szétvalogatas altalunk végzett optimalizalasa magaban foglalta
a szort puffer alkalmazasat, a sejtvalogatas fels idOhataranak alkalmazésat €s az azonnali

¢s minden sejtvalogatast kdvetden elvégzett FACS-jraclemzést.

1I1.1.2.2. Apoptozis és sejtciklus-disztribucios vizsgdalatok

A daganatellenes szerek hormontermeld NCI-H295R sejtek apoptozisara és
sejtciklus fazisainak disztribciojara gyakorolt hatasat aramlasi citometriaval vizsgaltam. A
kezelések utan (melyeket részletesen a I11.1.3. alfejezetben fejtek ki) a sejteket 1 ml PBS
hozzaadasaval mostam, centrifugaltam (5 perc, 1000 rpm), majd jéghideg 70%-0s
etanolban reszuszpendaltam és szobahémérsékleten inkubaltam 20 percig. Ezt kdvetden a
mintékat -20°C-0s hémérsékleten legalabb 30 percig taroltam. A mérést megelézéen a
mintdkat centrifugaltam (50 perc, 1000 rpm) ¢és 100 ng/ml RNéz tartalma extrakcios
pufferben (200 mmol/l Na;HPQO,4, pH=7,8) reszuszpendalva 15 percig szobahdmérsékleten
inkubaltam. Ezt kovetéen propidium-jodidot adtam a szuszpenzidhoz (végleges
koncentracié: 10 ng/ml) és tovabbi 15 percet inkubaltam. A mintakat FACSCalibur
aramlasi citométeren (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) mértem, egy méréshez
legalabb 10 000 eseményt detektaltam. Az eredményeket Cell Quest Pro és Winlist
szoftverek segitségével értékeltem ki. Kezelésenként harom parhuzamos vizsgalatot

végeztem.

I11.1.3. Kezelések daganatellenes szerekkel

Az NCI-H295R hormontermelé mellékvesekéreg-karcinoma sejtvonalon a
gemcitabin (G6423, Sigma-Aldrich Chemical Co.), a mitotan (N12706, Sigma-Aldrich
Chemical Co.) és a 9-cisz-retinsav (sc-205589A, Santa Cruz Biotechnology) 6nalld és
kombinalt adasanak hatésait vizsgaltam. A kiilonbozé kezelésekhez 5x10° sejtet iiltettem ki

egy hatlyuku sejttenyésztéedény egyes lyukaiba (4ramlasi citometrids, gén- és
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fehérjeexpresszios és hormontermelési mérésekhez), illetve 1x10* sejtet iiltettem ki a 96-lyuku
edénybe (proliferacios assay-hez). A gemcitabin, mitotan és 9-cisz-retinsav vegyszereket
dimetil-szulfoxidban (DMSQO) oldottam. A kitiltetést kovet6 24. oraban a sejteknek friss
tapfolyadékot és azonos térfogatt DMSO-t adtam, amely utobbi tartalmazta a kivant
antineoplasztikus szert (gemcitabin, mitotan, 9-cisz-retinsav, gemcitabin+mitotan,
gemcitabin+9-cisz-retinsav, mitotan+9-cisz-retinsav, gemcitabin+mitotan+9-cisz-retinsav).
A kontroll kezelések soran csak az olddszer keriilt alkalmazasra. Az alkalmazott
koncentraciokat a szakirodalomban korabban megjelent ajanlasok alapjan valasztottam ki
(gemcitabin és mitotan: 5x10° mol/dm®; 9-cisz-retinsav: 5x10° mol/dm?®) [204-206]. A
kezeléseket 24, 48 és 72 oraig alkalmaztam. Kezelésenként és idOpontonként harom
(dramlési citometrids, génexpressziés ¢€s hormontermelési mérések), illetve nyolc

(proliferacios assay) parhuzamos mérést végeztem.

I11.1.4. Proliferacios assay

Az egyes antinecoplasztikus szerek proliferaciora gyakorolt hatasat alamarBlue
sejtproliferacios  reagenssel (DAL1025, Thermo Fischer Scientific), 96-lyuka
tenyésztéedényben vizsgaltam. A 0., 24., 48. és 72. o6ranban 10-10 pul alamarBlue reagenst
adtam a tapfolyadékhoz, majd 180 percig inkubaltam 37°C hdmérsékleten pérasitott, sotét,
5% CO,-t tartalmazé inkubatorban. Ezt kovetOen a fluoreszcencia vizsgalatat Varioskan
Flash spectral scanning reader miiszeren végeztem (excitdciés maximum: 560 nm,
emissziés maximum 590 nm). Az egyes lyukakban mért értékeket az azonos lyukban
korabban mért (0. oras) fluoreszcencia-intenzitasara normalizaltam. Kezelésenként és

idépontonként nyolc parhuzamos mérést végeztem.

111.1.5. Kortizol meghatarozas az NCI-H295R sejtek tapfolyadékabol

A kezeléseket kovetden a gemcitabin és a mitotan daganatellenes szerek kortizol

termelésre gyakorolt hatasat vizsgaltuk folyadékkromatografiat kovetd tomegspektrometriai
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modszerrel (LC-MS). A sejtek tapfolyadékat lecentrifugaltam (10 perc, 1000 rpm), majd
tovabbi felhasznalasig -80°C-0s hdmérsékleten taroltam. A mintaelékészités soran a minta
fehérjetartalmat kicsaptuk, majd lecentrifugaltuk (5 perc, 13500 rpm). Az LC-MS mérést
Perkin-Elmer Flexar FX10 UHPLC-hez kapcsolt Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométeren
végeztilk. A kvantitativ elemzést a multiple reaction monitoring mode alkalmazasaval

végeztik.

II1.2. RNS izolalas, gén- és miRNS expresszios vizsgalatok

I11.2.1. RNS izolalas

A Qiazol lizis reagensben szuszpendalt mintakat -80°C-0s hémérsékleten taroltam
az RNS izolalasig. A teljes RNS izolalasa miRNeasy Mini Kittel (Qiagen), a gyarto
protokolljainak megfelelden tortént. A Qiazol lizis reagensben lizalt mintakhoz 140 pl
kloroformot adtam, majd 15 percig centrifugaltam 4°C-n és 12 000 g fordulatszimon. A
vizes fazist eltavolitva azt masfélszeres térfogata 100%-0s etanollal elegyitettem és
kevertem Ossze. A mintat RNeasy Mini oszlopon centrifugaltam, majd — az atfoly6 elegyet
eltavolitva — egy alkalommal 700 ul RWT és két alkalommal 500 ul RPE mosé6folyadékkal
NanoDrop 1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific), integritasat Agilent
Bioanalyzer 2100 miszerrel (RNA 6000 Nano total RNA Kit, Agilent Technologies)

hataroztuk meg.

111.2.2. Génexpresszios microarray és tutvonal elemzés

A génexpresszios microarray vizsgalatokhoz 100 ng szétvalogatott G1, S és G2

fazisi HDFa, NCI-H295R és HeLa sejtekbdl szarmazé RNS-t hasznaltunk. Osszesen 24
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mintat vizsgaltam (2 vagy 3 biologiai parhuzamos mintat sejtenként és fazisonként) Agilent
whole human genome 4x44K microarray lemezeken (Agilent Technologies) a gyartd
protokolljainak megfeleléen [198]. Az RNS-t Cy3 festékkel jeldltiikk és Low Input Quick
Amp Labeling Kit segitségével amplifikaltuk, majd Agilent whole human genome 4x44K
microarray lemezekre hibridizaltuk. A mosasi fazis utan Agilent DNA Microarray Scanner-
en végeztik a jeldetektalast. Az adatok kiértékelése és statisztikai elemzése GeneSpring
12.6 szoftverrel (Agilent Technologies) tortént. A szignifikans A(G2-G1) génexpresszios
valtozasok (NCI-H295R és HeLa kisérletek) vagy a fold change>2 (az 6sszehasonlitandd
csoportok — jelen esetben a sejtciklus fazisai kozott — észlelt legalabb kétszeres
expressziovaltozasok) A(G2-G1) génexpresszios valtozasok (HDFa kisérlet) altal érintett
biologiai utvonalak elemzése az Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity Systems)

szoftver alkalmazasaval (IPA core analysis) tortént.

111.2.3. Nagy ateresztéképességii miRNS expresszios mérések

111.2.3.1. Microarray

A mMiRNS expresszids microarray vizsgalatokhoz 100 ng szétvalogatott G1, S és G2
fazisa HDFa és NCI-H295R sejtekbdl szarmazé RNS-t hasznéltunk. Osszesen 16 mintat
vizsgaltunk (2 vagy 3 biologiai parhuzamos minta sejtenként és fazisonként) Agilent
8x15K Human miRNA Microarray Release 12.0. lemezeken (Agilent Technologies) a
gyartd protokolljainak megfeleléen [207]. Az RNS-t Cy3 festékkel jeloltik és Low Input
Quick Amp Labeling Kit segitségével amplifikaltuk, majd Agilent 8<15K Human miRNA
Microarray Release 12.0. lemezekre hibridizaltuk. A mosasi fazis utan Agilent DNA
Microarray Scanner-en végeztiikk a jeldetektalast. Az adatok kiértékelése és statisztikai

elemzése GeneSpring 12.6 szoftverrel (Agilent Technologies) tortént.
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111.2.3.2. Kvantitativ PCR alapi TagMan Low Density Array (TLDA)

Osszesen 8 darab szétvalogatott G1 (2 minta), S (3 minta) és G2 (3 minta) fazisa
NCI-H295R sejtekbdl izolalt RNS mintat kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakciod
(QRT-PCR) alapu TagMan Low Density Array kartyaval (TLDA, Applied Biosystems, Life
Technologies) is vizsgaltunk, a gyartd eldirasainak megfeleléen [208]. A mérés soran
mintanként 30 ng teljes RNS-bél kiindulva reverz transzkripcios és preamplifikacios
lépések utan TagMan Human MicroRNA Array A ¢és B kartyakon (TLDA, Applied
Biosystems, Life Technologies) tortént a miRNS expresszios profil meghatarozasa 7900HT
RealTime PCR miiszeren (Applied Biosystems, Life Technologies). A reverz transzkripcio
Megaplex reverz transzkripcios primerek (huméan A és B pool) és TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit Multiscribe Reverse Transcriptase enzimének felhasznalasaval
7,5 ul végtérfogatban (hdprogram: 40 ciklus: 16°C 2 perc; 42°C 1 perc; 50°C 1 mésodperc;
majd 85°C 5 perc és végiil 4°C-on tarolas) tortént. A preamplifikicio PreAmp Master Mix
¢és Megaplex PreAmp primerek (human A és B pool) felhasznalasaval 25 pl végtérfogatban
(héprogram: 95°C 10 perc, 55°C 2 perc, 72°C 2 perc, majd 12 ciklus: 95°C 15 masodperc;
60°C 4 perc; majd 99,9°C 10 perc és végiil 4°C-on tarolas) tortént. A kvantitativ, valds
idejii PCR TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase, UNG felhasznalasaval
TagMan Human MicroRNA A ¢és B Array kartydin végeztik. A TagMan Human
MicroRNA A ¢és B Array kartyain dsszesen 754 miRNS-re specifikus proba talalhato.

I11.2.3.3. Ujgenerdciés szekvendldissal meghatdrozott miRNS expresszié

Osszesen 9 minta (2-2-2 G1, S és G2 fazisu HeLa sejtekbél és 1-1-1 G1, S és G2
fazistt NCI-H295R sejtekbdl szarmazo RNS, mintanként 300 ng RNS) keriilt vizsgalatra. A
kis RNS szekvenalas Illumina Small RNA Sequencing platformon toértént Hong Kongban
(BGI Tech Solutions, Tai Po, Hong Kong). A konyvtarkészités TruSeq Small RNA library
preparation kittel tortént (Illumina, San Diego, CA, USA). 50 bazispar single end read
szekvenalast végeztiink Illumina HiSeq2000 platformon, majd 10 Mb tiszta read elemzése

tortént (BGI Tech Solutions, Tai Po, Hong Kong).
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I11.2.4. Validalas egyedi kvantitativ PCR mérésekkel

A génexpresszidos microarray eredményeinek megerdsitséhez mintanként 30 ng
RNS-t irtam at cDNS-re SuperScript VILO cDNA synthesis kit (Applied Biosystems, Life
Technologies) segitségével. Az atirashoz Superscript Enzyme Mixet alkalmaztam 20 pl
végtérfogatban (héprogram: 25°C 10 perc; 42°C 60 perc; 85°C 5 perc; végiil 4°C-n tarolas).
A kivalasztott gének expresszidjanak méréséhez TagMan Gene Expression Assay-eket
(katalogusszam: 4331182; ARHGAP11A probe ID: Hs00207575_m1; ASPM probe ID:
Hs00411505_m1; KIF14 probe ID: Hs00208408 m1; GTSE1 probe ID: Hs00212681 m1,
CDCA2 probe ID: Hs00299250 _m1; SKAL probe ID: Hs00179514 m1; CCNAZ2 probe ID:
Hs00996788 m1; AURKA probe ID: Hs01582072_ml; AURKB probe ID:
Hs00945858 g1; CDK1 probe ID: Hs00938777_m1; RRM2 probe ID: Hs00357247 g1;
ACTB probe ID: Hs99999903 m1) hasznaltam (Applied Biosystems, Life Technologies). A
gRT-PCR reakciot TagMan Fast Universal Master Mix alkalmazasaval, 40x higitott
primerekkel, 15 pl végtérfogatban (h8program: 95°C 20 masodperc, majd 50 ciklus: 95°C 3
masodperc; 60°C 30 méasodperc) végeztem.

A kiilonboz6 nagy ateresztoképességli miRNS expresszios mérések validalasahoz 5
ng RNS irtam 4t cDNS-re TagMan microRNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems by Life Technologies) segitségével. Az atirashoz Multiscribe reverz
transzkriptazt és MiIRNS-specifikus reverz transzkripcios primereket alkalmaztam 10 pl
végtérfogatban (h8program: 16°C 30 perc; 42°C 30 perc; 85°C 5 perc; majd 4°C-n tarolas).
A miRNS expressziot TagMan MicroRNA Expression Assay-ekkel (katalogusszam:
4427975; hsa-miR-10b probe ID: 002218; hsa-miR-128a probe ID: 002216; hsa-let-7¢g
probe ID: 002282; hsa-let-7a probe ID: 000377; hsa-let-7e probe ID: 002406; hsa-let-7f
probe 1D: 000382; hsa-let-7i probe 1D: 002221; hsa-miR-21 probe ID: 000397; hsa-miR-22
probe ID: 000398; hsa-miR-222 probe ID: 002276; hsa-miR-16 probe ID: 000391; hsa-
miR-15a probe ID: 000389; hsa-miR-503 probe ID: 001048; hsa-miR-202 probe ID:
002363; hsa-miR-132 probe ID: 000457; hsa-miR-577 probe ID: 002675; hsa-miR-24-2*
probe ID: 002441 és RNU48 probe ID: 001006) mértem (Applied Biosystems, Life
Technologies). A qRT-PCR reakciét TagMan Fast Universal Master Mix alkalmazasaval,
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30x higitott primerekkel, 15 pl végtérfogatban (héprogram: 95°C 20 masodperc, majd 50

ciklus: 95°C 3 mésodperc; 60°C 30 méasodperc) végeztem.

A gRT-PCR méréseket 7500 Fast Real-time PCR miiszeren végeztem (Applied
Biosystems, Life Technologies), a gyartd protokolljainak megfelelden. Minden mérést
harom biologiai és két (génexpresszios mérések), illetve harom (miRNS expresszios
mérések) technikai parhuzamossal végeztem el. A génexpressziot az ACTB (B-aktin), a
miRNS expressziot az RNU48 relativ expressziojara normalizaltam (ACt). Az expresszios
eredményeket a fold changes.gy = 244" = 2TACUS Fizis) ~ ACUGI-Ez) 5 fold changeacs.cr = 2
AMCH = p-{ACUG-fizis) - ACKGI-fizis)] &g 5 fold changeakesettkontron = 2 2ACt = 2 1ACtkezel) = ACi(konioll)]
formulakkal kvantifikaltam, ahol ACt az egyes csoportokban a target és referencia gének és

mMIiRNS-ek kiiszobciklusainak kiilonbségét, fold change a két csoport kozotti expresszios

szintek aranyat jel6lik [208].

111.2.5. A sejtciklusfiiggé transzkripcios program dinamikajanak osszehasonlitasa

primer, nem-transzformalt és tumoros sejttenyészetekben

Szazhuszonnégy, mind a HDFa, mind a HelLa sejtben sejtciklusfiiggd expresszidju
gén atlagos kifejez0désének fazisonkénti, sejttipusok kozotti Osszehasonlitasdval azt
vizsgaltam, hogy ezen, univerzalis sejtciklus-gének kifejez6désében van-e kiilonbség a
tumoros és nem tumoros sejtek kozott. Ezen vizsgdlathoz a hdrom microarray vizsgalat
adatait ujraelemeztem és kozosen normalizaltam. A fenti 124 gén esetében vizsgaltam azt
is, hogy az egyes fazisok kozott (G1/S, S/G2 és G1/G2) — abszolut értékben — atlagosan
hanyszoros expresszid-valtozasok torténnek. Mindkét vizsgalatot ezutdn — ebbdl a 124

génbdl — 10 kivalasztott gén esetében qRT-PCR eredmények alapjan is elvégeztem.
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I11.3. Fehérje izolalas és Western blot vizsgalatok

A Western blot lizis pufferben szuszpendalt és -80°C-0s hémérsékleten tarolt
mintakat jégen felolvasztottam, ultrahanggal szonikaltam, 30 percig inkubaltam, majd
modszere szerint [209], spektrofotometriai méréssel hataroztam meg Varioskan Flash

spectral scanning reader miiszeren (Thermo Scientific) 595 nm-en.

Ezt kdvetden a mintakahoz B-merkaptoetanollal kiegészitett Laemli-puffert adtam
és 99°C-0s hémérsékleten inkubaltam 5 percig. Azonos mennyiségii fehérjét tartalmazo
mintat helyeztem a 10%-os poliakrilamid gél zsebeibe, majd Mini Protean elektroforézis
kadban (Bio-Rad) méretiik alapjan valasztottam szét a fehérjéket. Ezt kovetéen egy
éjszakanyi 4°C-os hémérsékleten torténd blottolas soran polivinildién-fluorid (PVDF)
membranra vittem at a mintat, amelynek sikerességét Ponceau festéssel igazoltam. A
membranokat a blokkolast kovetéen elsédleges nyul anti-foszfo-CDC-2 (Tyrl5) antitesttel
(Cell Signaling Technology, katalogusszam: 9111, higitas: 1:500) vagy kecske anti-RRM2
antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, katalogusszam: sc-10846, higitas: 1:200) inkubaltam
egy éjszakan keresztiil 4°C-0s hdmérsékleten, gyenge razas mellett. A mosasi fazisok utan
60 percig inkubaltam anti-nyul (Cell Signaling Technology, katalogusszam: 7074, higitas:
1:2000) vagy anti-kecske (DAKO, katalogusszam: P0449, higitas: 1:1000) masodlagos,
tormaperoxidaz-konjugalt antitestekkel. A mosasi fazisok utan SuperSignal West Pico
kemilumineszcens szubsztrat (Thermo Scientific) segitségével vizualizaltam a jelet Kodak
Image Station 4000MM miiszeren. A detektalast kovetdéen 45 percig inkubaltam a
membranokat vetkdztetd pufferben (0,2 mol/dm?® glicin, 0,1% natrium-dodecil-szulfat,
0,1% Tween-20, pH=2,2), majd Gjabb blokkolast kdvetéen a betdltést ellendrzendd, nyul
anti-p-aktin antitesttel (Cell Signaling Technology, katalogusszam: 4967, higitas: 1:2000)
inkubaltam a membrant és az ismételt eléhivo 1épések utan detektaltam a [-aktin

mennyiségeét.
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I11.4. Korabbi microarray tanulmanyok in silico elemzése

111.4.1. A sejtciklus szerinti sejtvalogatas eredményeinek Gsszehasonlitasa a korabbi,

szinkronizacio-alapi mérésekkel

Bar-Joseph és munkatarsai primer human fibroblasztok szinkronizacidés modszerrel
vizsgalt sejtciklusfiiggd génexpresszidjanak microarray adatait a European Bioinformatics
Institute Array Express adatbazisabol (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-
TABM-263/) toltottem le [75]. Whitfield és munkatarsai hasonlo, HeLa sejteken végzett
vizsgalatanak eredményeit a http://genome-www.stanford.edu/Human-CellCycle/HeLa/
honlaprél toltdttem le [74]. Az in silico elemzés soran a sejtciklus fazismegoszlasat a
szinkronizalas oOta eltelt id6 fliggvényében reprezentaldé abrak alapjan valasztottam ki a
leghomogénebb G1, S és G2 fazist mintakat, amelyek génexpresszios kiilonbségeit (Agz-c1)
Osszehasonlitottam a sejtciklus szerinti sejtvalogatasi kisérleteimben talalt kiillonbségekkel.
A vizsgalatot a sejtciklus szerinti szétvalogatasi kisérleteimben szignifikansan valtozo

(HeLa), vagy fold change>2 valtozast mutatd (primer fibroblaszt) génekre korlatoztam.

Emellett — HeLa sejtek esetében — dsszehasonlitast végeztem a csak szinkronizalas,
illetve a csak sejtciklus szerinti szétvalogatassal kapott, a sejtciklus fazisai kozott
szignifikans expresszid-kiilonbségeket mutatd, valamint ezek metszetébe tartozo (kozos)
gének altal érintett biologiai folyamatok tekintetében. A fenti vizsgalatomhoz a szabadon
elérheté DAVID Bioinformatics Resources 6.7 verzigjat (https://david.ncifcrf.gov/)
hasznaltam. A betoltott génlistak a Hela sejtciklus szerinti sejtvalogatas modszerre
specifikus (HeLa SZORT \ Hela szinkr.), a HeLa szinkronizalas modszerre specifikus
(HeLa szinkr. \ HeLa SZORT) és a mindkét vizsgalatban atfed6 (HeLa SZORT N Hela
szinkr.) sejtciklusfiiggéd kifejezodésti gének listai voltak. A Bonferroni-korrigalt <0,05 p-

értéki talalatokat tartottam szignifikansnak.
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111.4.2. Az NCI-H295R sejtciklusfiiggé génexpressziés programjanak osszehasonlitasa

az ACC malignitas mintazataval

Az ACC malignitds mintdzatanak meghatdrozasdhoz harom kordbbi microarray
tanulmany (elérhet6ségek: European Bioinformatics Institute Array Express adatbazis ID:
E-TABM-311 ¢és National Center for Biotechnology Information’s Gene Expression
Omnibus ID: GSE10927 és GSE14922) [196-198] kiértékelt adatait [199] elemeztem tjra.
Azokat a géneket hataroztam meg a malignitds mintazat tagjaiként, amelyek legalabb egy
microarray tanulmanyban legaldbb fold change>2 szignifikans kiilonbséget mutattak ACC
¢s ACA szovetek Osszehasonlitasaban. Ezt a listat hasonlitottam O6ssze az NCI-H295R
sejtciklus szerinti sejtvalogatas vizsgalatdban az S és G1 fazisok kozott legalabb fold
change>2 szignifikdns expresszids kiilonbséget mutatdé gének halmazaval. Vizsgalatom a
mindkét listaban el6forduld és — ACC/ACA és S/G1 6sszehasonlitdsban — azonos irdnyba

valtoz6 gének aznositasat célozta.

IIL.5. ACC mintakon végzett immunhisztokémiai vizsgalatok

A ribonukleotid reduktdz 2-s alegységének (RRM2) a mellékvesekéreg-karcindmak
proliferacios aktivitasanak fliggvényében vald kifejez6dését 12 human mellékvesekéreg-
karcinoma szovetmintan vizsgaltuk. A vizsgalatra kivalasztott, a Semmelweis Egyetem I.
sz. Patologiai és Kisérleti Rékkutatd Intézetében Orzott, formalinban fixalt, paraffinba
agyazott daganatok korabbi, rutin szdvettani diagnozisa megerdsitette a mellékvesekéreg-
karcindma diagnoézisat. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a Ki-67 proliferacios
marker és az RRM2 kifejezddését vizsgaltuk. A daganatos blokkokbol 4 pm vastagsagi
metszeteket vagtunk, amelyeket deparaffinaltunk és rehidraltunk. Az endogén peroxidaz
gatlas céljabol 10%-0s H,O,-t tartalmazdé metanol oldatban inkubaltuk a metszeteket 20
percig. Ezt kovetden, az antigének feltarasahoz a mintakat 3 percig inkubaltuk TRS-ben
(target retrieval solution; Osszetétele: 10 mmol/dm® Tris, 1 mmol/dm® EDTA, 0,05%

Tween 20, pH =9) 100°C-0s hémérsékleten. A Ki-67 kifejez8dését a hisztopatologiai
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diagnosztikaban alkalmazott moddszerrel, a Novolink Polymer Detection rendszerrel
(Novocastra Laboratories) vizsgaltuk. A nem-specifikus kotédést 10 perces Novocastra
Protein Blockkal torténé inkubacioval eldztik meg. A kimutatashoz nyul anti-Ki-67
antitesttel torténd, egy éjszakan 4t tartd inkubaciot végeztiink (SP6 klon, katalégusszdm:
RM-9106, Thermo Scientific, higitas: 1:100) 4°C-0s hémérsékleten. Mosast kovetden, az
elsddleges antitestek detektalasara NovoLink polymerrel torténd inkubalast végeztiink (30
perc, szobahémérséklet). Az 10 perces eléhivast DAB Chromogen Kit (Biocare Medical,

katalogusszam: DB801R) alkalmazasaval végeztiik.

Az RRM2 kimutatasdhoz — az el6zdekkel megegyez0 mintaeldkészitést kovetden —
a nem-specifikus blokkoldst 5% szarvasmarha szérum albuminnal végeztik (20 perc,
szobahdmérséklet). A szovetek endogén avidin és biotin kotéhelyeinek blokkolasa az
avidin/biotin blocking kit alkalmazasaval (Vector Laboratories, kataldogusszam: SP-2001,
15-15 perc, szobahd) tortént. Ezt kovetden, kecske anti-RRM2 antitesttel inkubaltuk a
mintakat egy éjszakan keresztiil (Santa Cruz Biotechnology, katalogusszam: sc-10846,
higitas: 1:100, hdmérséklet: 4°C). Ezutan biotinilalt nytl anti-kecske masodlagos antitesttel
inkubaltuk a mintakat (Dako Cytomation, katalogusszam: E0466, higitas: 1:200)
szobahdmérsékleten, 60 percig. A jelamplifikacios 1épést (VECTASTAIN Elite ABC Kit,
Vector Laboratories, katalogusszam: PK-6100) kovetéen, DAB Chromogen Kit (Biocare
Medical, DB801R) alkalmazasaval (10 perc) vizualizaltuk az immunreakciot. Az elkésziilt
metszeteket nagyfelbontasu scanner (Pannoramic Scan, 3DHISTECH Kft.) segitségével
digitalizaltuk és a Pannoramic Viewer 1.15 szoftver (3DHISTECH Kft.) segitségével

elemeztiik.

Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelését és a modositott Weiss score [210]
végezte. Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelését emellett még két tovabbi fiiggetlen
elemz6 is elvégezte. A Ki-67 index meghatarozasanal legalabb 1000 sejt leszamolasat
kovetéen, a pozitivan festddd sejtek ardnyat adtam meg. Az RRM2 festddésének

jellemzéséhez egy korabban sikeresen alkalmazott score rendszert hasznaltunk [211].
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Legalabb 1000 sejt vizsgalata soran az egyes sejtek festddésének intenzitasat kiilon-kiilon
jellemeztiik: 0 — negativ, 1 — enyhe, 2 — kozepes, 3 — er6s festddés, majd az RRM2 score =
1x+2y+3z egyenlet alapjan szdmszerisitettiik az RRM2 festddést, ahol x, y és z a gyengén,

kozepesen és erdsen festddo sejtek aranya [211].

111.6. Statisztikai elemzés

Az mRNS és miRNS expresszios microarray mérések kiértékelését GeneSpring
12.6 (Agilent Technologies) szoftverrel, egyutas ANOVA elemzést kovetden Tukey-féle
Honestly Significant Difference poszt-hoc teszt és Benjamini-Hochberg korrekcid
alkalmazasaval végeztem. A TLDA vizsgalatok kiértékelése Real-Time StatMinerTM
(Integromics, Granada, Spanyolorszag) szoftver felhasznalasaval, egyutas ANOVA
modszerrel tortént. Az 1jgenerdcios szekvenaldsi eredmények kiértékelését edgeR
programcsomag (3.8.6 verzid) hasznalataval, exact T-tesztet kovetd Benjamini-Hochberg
korrekcio alkalmazasaval végeztiikk. Az univerzalis sejtciklus-gének kiilonb6z6 fazisokban
vald expresszidjanak, illetve a fazisok kozotti dinamikus expresszio-valtozasainak
Osszehasonlitdsahoz Student-féle T-probat alkalmaztam. Az egyedi qRT-PCR validacios
vizsgélatok eredményeinek kiértékelése soran az egyes csoportok kozotti dsszehasonlitasra
Student-féle T-tesztet alkalmaztam. A korrelacios vizsgalatokra Pearson- és Spearman-féle
modszereket hasznaltam. A sejttenyészeteken végzett kezelések hatasat a proliferaciora, a
médium kortizol koncentraciora, az apoptdzis ardnydra, valamint a sejtciklus fazisainak

eloszlasara vonatkozoan Student-féle T-teszttel vizsgaltam.

Minden Osszehasonlitisban a p-érték < 0,05 eredményt fogadtam el statisztikailag

szignifikansnak.
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IV. Eredmények

... a scholar’s positive contribution is measured
by the sum of the original data that he contributes.
Hypotheses come and go, but data remain.

IV.1. A sejtciklusfiigg6 génexpresszio vizsgalata

IV.1.1. Az optimalizalt sejtciklus szerinti sejtvalogatas sikeresen szétvalasztotta a

sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban 1évé populaciokat

Az optimalizalt sejtciklus szerinti sejtvalogatas sikeresen €s nagy tisztasaggal
1zolalta a sejtciklus kiilonbozd fazisaiban 1évo sejteket HDFa, NCI-H295R ¢és HelLa sejtek
esetében egyarant (3. tablazat és 4. abra). Az egyes fazisok specifikus kivalogatasa a
kiilonboz6 sejttipusokban valtozod hatékonysagu volt, de minden esetben meghaladta a
korabbi szinkronizalasi modszerek hatasfokat (3. tablazat). Minden sejttipusban a G1 fazis
izoléalasa sikeriilt a legnagyobb tisztasaggal. NCI-H295R ¢és HeLa sejtek esetén az S fazisu

populacidk tisztasdga meghaladta a G2 fazisu populaciok tisztasagat.

* idézet Santiago Ramon y Cajal (1852-1934) Nobel dijas (1906) spanyol patologus, neurologus Advice to a
Young Investigator (MIT Press, 1999, forditotta: Neely Swanson és Larry W. Swanson) cimii miivébol
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3. tablazat — A sejtciklus szerint szétvdalogatott populiciok jellemzése a kiilonbozd sejttipusokban
— A sejtciklus szerinti sejtvilogatas tisztasdgat az alapjan hataroztuk meg, hogy a szétvilogatott
populaciok ismetelt FACS elemzése soran a sejtek mekkora aranya birt az adott fazisnak megfeleld
fluoreszcencia intenzitissal. A tablazatokban a HDFa (A), NCI-H295R (B) és HelLa (C) sejtek
esetében négy biologiai parhuzamos mérés eredményei szerepelnek. Az adatokat atlag + standard
devidcio formaban adtam meg. Tablazat forrasa:[212]

A
HDFa
szétvalogatott RNS koncentracié
tisztasag (%) sejtek (x1000 sejt) (ng/uL)
G1 99,5 + 0,550 58,0 + 10,5 3,25+ 1,26
S 72,9 +5,89 42,5+6,24 5,75 + 1,50
G2 85,7 + 3,80 58,5+11,4 8,50 + 3,87
B
NCI-H295R
szétvalogatott RNS koncentracié
tisztasag (%) sejtek (x1000 sejt) (ng/uL)
G1 96,9 +1,70 250 + 57,7 5,50 + 1,29
S 93,4 + 3,82 205 + 74,1 6,00 + 2,58
G2 80,7 +2,78 225 + 50,0 8,25 + 1,26
C
HelLa
szétvalogatott RNS koncentracié
tisztasag (%) sejtek (x1000 sejt) (ng/uL)
G1 96,4 + 0,826 350 + 173 41,0 + 20,5
S 90,8 + 4,25 200 + 0,00 39,3+11,8
G2 72,3 +4,61 200 + 0,00 48,3+ 16,2

A cdc-2 fehérje Tyrl5S foszforilaltsiga szigortan szabalyozott a sejtciklus
folyamataban; a foszforilaltsag folyamatosan fokozodik a sejtciklus elérehaladtaval a G2-
fazisig, a mitozisba 1épéshez ugyanakkor defoszforilalt allapot sziikséges [21]. Ez alapjan a
foszforilaltsag szintje a sejtciklus aktualis allapotanak indikatora. A levalogatott
populéaciokon végzett Western blot vizsgalatok sikeresen megerdsitették a sejtciklus szerinti

sejtvalogatas modszer eredményességét fehérje szinten is (4. abra).
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4. dabra - A sejtciklus szerinti sejtvalogatas és validdlasa - A-C: Reprezentativ sejtvdlogatas elotti
(elsG hisztogram) és utani (Gl-fazis: madsodik, S-fazis: harmadik, G2-fazis: negyedik hisztogramok)
FACS elemzések HDFa (4), NCI-H295R (B) és HeLa (C) sejteken. D-E: A p-cdc-2 (Tyrl5) Western

e

sejteken. A p-cdc-2 relativ denzitisat elészor p-aktinra, majd Gl fazisra normalizdaltam és
dbrazoltam a D és E paneleken. Abra forrasa: [212]

IV.1.2. Sejtciklusfiiggé expresszioju gének azonositasa a kiilonbozé sejtciklus fazisu

sejtpopulaciok osszehasonlito génexpresszios microarray vizsgalataval

A kiilonbozd fazist sejtpopulaciokbdl izolalt RNS mindsége ¢és mennyisége
megfeleld volt nagy atresztéképességii microarray vizsgalatok elvégzéséhez (3. tablazat és

5. abra).
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5. dbra — Az izoldlt RNS mindségi jellemzése sejttipusonként és a sejtciklus fazisaiként - A
reprezentativ Bioanalyzer 2100 kapillaris gélelekroforézis képei HDFa (A), NCI-H295R (B) és
HelLa (C) sejtekbol kivont teljes RNS esetében. Az abran a 10 ng/ul koncentracio feletti toménység
eseten szamitott, az RNS integritasat jellemzé RIN (RNA integrity number) is feltiintetésre keriilt. L
— létra. Abra forrdsa: [212]

A génexpressziés microarray vizsgalatok NCI-H295R sejtvonal esetén 55, mig
HelLa sejtek esetében 252 szignifikansan sejtciklusfiiggd kifejezédésii transzkriptumot
igazoltak (6. abra és 1. és 2. kiegészito tablazatok). A sejtciklusfiiggd expresszioju gének

tobbségének MRNS szintje a sejtciklus elérehaladtaval egyre fokozodik.
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6. abra - A sejtciklusfiiggd transzkriptumok azonositasa microarray modszerrel és megerdsitése
gRT-PCR modszerrel — A és B: a szignifikansan sejtciklusfiiggo kifejezédésii gének hotérképei NCI-
H295R (4) és HeLa (B) sejtekben. 4 hétérképen szereplé gének megnevezése az 1. és 2. kiegészitd
tablazatban talalhaté. A  hétérképek felett feltiintettem a sejtciklus  fazisok hierarchikus
csoportositasat is. Panel C-E: A microarray elemzés alapjan kivdlasztott 6 gén sejtciklusfiiggd
expresszidjanak megerésitése HDFa (C), NCI-H295R (D) és HeLa (E) sejteken.* p<0,05. Abra

forrasa: [212]

A hierarchikus csoportositas kimutatta, hogy ezen gének S és G2 fazisokban észlelt
expresszios szintjei kozelebb allnak egyashoz, mint a G1 fazisban mért kifejez0dési
szintekhez. HDFa sejtekben a rigordzus statisztikai elemzés nem eredményezett
szignifikansan eltéré kifejezodésti gént. Ugyanakkor, a HDFa sejtekben a kiilonbdzo
fazisok kozotti Osszehasonlitasok legalabb egyikében legaldbb kétszeres expresszio-
valtozast mutatd (FC2 génlista) gének Gtvonal-elemzése a sejtciklussal szorosan 6sszefiiggd
folyamatok detektalasaval igazolja, hogy ezeknek az expresszio-valtozasoknak szerepiik
van a sejtciklus szabalyozasaban (7. abra). Az FC2 génlistaba tartozo gének a sejtciklus
soran észlelt expresszio-valtozasai szignifikdnsan korrelalnak a kordbbi, szinkronizalason

alapulé modszerekkel kapott sejtciklusfiiggd transzkripcios programmal (8. abra).

A microarray vizsgélatok alapjan kivalasztott hat gén sejtciklusfiiggd expresszidjat

sikeresen megerdsitettem gRT-PCR vizsgalattal mindharom vizsgalt sejttipusban (6. abra).
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7. dabra — A sejtciklusfiiggé expressziot mutato gének dltal befolydsolt jelatviteli utvonalak
vizsgdlata — Az dbran az ot legalacsonyabb p-értékkel jellemzett utvonal keriilt feltiintetésre HDFa
(A), NCI-H295R (B) és HeLa (C) sejtekben. p-érték=0,05 -log(p-érték)=1,301-nek felel meg. Abra
forrasa: [212]

A harom vizsgalt sejttipus sejtciklusfiiggd transzkripcidos programjan végzett
bioinformatikai utvonal-elemzés mindharom esetben a sejtciklussal szorosan Osszefiiggd
biologiai utvonalakat verifikalt. Mindharom esetben a “sejtciklus”, a “sejtszintli
Osszeszerelés €s elrendezés” valamint a “DNS replikaciod, rekombinacid és javitas” voltak a

leginkabb érintett Gitvonalak (7. abra).
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IV.1.3. A sejtciklus szerinti sejtvalogatas modszerrel kapott sejtciklusfiiggo
transzKkripcios program osszehasonlitasa a korabbi szinkronizalason alapulé mérések

eredményeivel

Mivel korabban szamos kifogast fogalmaztak meg a szinkronizalasi modszerek
sejtciklusfiiggd transzkripcids program vizsgalatdban vald alkalmazasaval kapcsolatban
(részletesen kifejtve a Bevezetés fejezetben) [80, 83, 135], a kovetkezdkben sejttipusonként
Osszehasonlitottam a sejtciklus szerinti sejtvalogatds modszerrel nyert eredményeket a
korabbi, szinkronizalasi moddszerekkel nyert eredményekkel. Az Gsszehasonlitds soran
jelentds atfedést talaltam a sejtciklus szerinti sejtvalogatas és a szinkronizalasi modszereken
alapul6 eredmények kozott, valamint — mind primer fibroblaszt, mind HeLa sejtek esetében

— szignifikans korrelaciot talaltam a két modszer eredményei kozott (8. abra).
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8. dabra — A szinkronizdlds és a sejtciklus szerinti sejtvdalogatds eredményeinek dsszehasonlitisa a
sejtciklusfiiggd transzkripcios program tekintetében és a sejtciklusfiiggd transzkripcios program
dinamikdjanak osszehasonlitisa  primer, nem-transzformdlt és tumoros sejtekben —
Sejtciklusfiiggd  expresszioju gének Venn diagramja primer fibroblaszt (sejtciklus szerinti
sejtvalogatas — HDFa SZORT és szinkronizdlason alapulo korabbi eredmények — PF szinkr. [75])
és Hela (sejtciklus szerinti sejtvalogatas — HelLa SZORT és szinkronizalason alapulo kordabbi
eredmények — Hela szinkr. [74]) sejteken (A). Pearson-féle korreldcios elemzés a szinkronizdldassal
és a sejtciklus szerinti sejtvalogatassal detektalt génexpresszios kiilonbségek osszehasonlitasara
primer human fibroblaszt (B, szinkronizalasi modszer: szérum éheztetés) és Hela (C,
szinkronizaldasi modszer: dupla timidin blokk) sejteken. D-E: A sejtciklusfiiggd gének normalizalt
expresszios szintjei az egyes fazisokban és sejttipusokban microarray (D) és gRT-PCR (E)
eredmények alapjan. F-G: A sejtciklusfiiggd gének expreszios szintjei valtozasainak nagysdga S/G1,
G2/S és G2/Gl fazisok kozott a kiilonbozé sejttipusokban microarray (F) és qRT-PCR (G)
eredmények alapjan. Az adatok atlag + standard devidacio formaban vannak dabrazolva. Roviditések:
DT — dupla timidin blokk, SS — szérum éheztetés, PF — primer fibroblaszt.* p<0,05. Abra forrdsa:

[212]

Emellett, HeLa sejtekben vizsgaltam a sejtciklusfiiggd transzkripcids program
szinkronizalasra (HeLa szinkr. \ HeLa SZORT), sejtciklus szerinti sejtvalogatasra (HelLa
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SZORT \ HeLa szinkr.) specifikus, valamint a fenti két halmaz metszetéhez tartozé (HeLa

SZORT N HeLa szinkr. — a halmazelméleti miiveletek a 8. dbra A paneljén abrazolt Venn

diagramon értenddek) gének altal meghatarozott bioldgiai folyamatokat (4. tablazat).

4. tablazat — A Hela sejt sejtciklusfiiggd transzkripcios programja dltal befolydsolt biolégiai

utvonalak vizsgalata — A DAVID program alkalmazasdval vizsgadltuk a HeLa SZORT \ Hela szinkr.
(A), a HeLa szinkr. \ HeLa SZORT (B), valamint a HeLa SZORT N HeLa szinkr. (C) halmazokhoz

tartozo genek dltal érintett biologiai utvonalakat. A tabldzatban a Bonferroni-korrigdlt p < 0,05

értékii biologiai folyamatokat tiintettem fel. Az A és B panelen Kiemelve dbrdzoltam a C panelen

nem szerepld, a vizsgalt modszerre specifikus biologiai folyamatokat. Tabldazat forrdsa:[212]

A — eredmények a HeLa SZORT csoportra specifikus génekre

GO (Gene Ontology) bioldgiai folyamat azonositoja és érintett gének -6rték Bonferroni-
neve szama p korrigalt p-érték
G0:0007049 sejtciklus 19 4,62x10° 3,32x10°
G0:0000280 sejtmag osztddasa 10 1,99x10° 1,42x1072
G0:0007067 mitozis 10 1,99x10° 1,42x10%
G0:0000087 sejtciklus M-fazisa 10 2,29x10° 1,64x107
G0:0048285 sejtszervecskék hasadasa 10 2,73x10° 1,95x107
G0:0051301 sejtosztodas 11 3,41x10° 2,43x107
G0:0007017 mikrotubulus-alapu folyamatok 10 5,94x10° 4,19x10?
B — eredmények a HelLa szinkr. csoportra specifikus génekre
GO (Gene Ontology) biolégiai folyamat azonositéja és érintett gének -érték Bonferroni-
neve szama P korrigalt p-értek
G0:0006259 DNS anyagcsere folyamatai 15 1,20x10°® 7,35x10°
G0:0007049 sejtciklus 17 5,65%x10° 3,45%x10°
G0:0006281 DNS javitas 10 2,23x10° 1,36x10°
G0:0006974 DNS karosodasra adott valasz 11 2,59x10° 1,58x10°
G0:0022403 sejtciklus fazis 11 6,53x10° 3,99x10°
G0:0006260 DNS replikacié 8 1,25x10° 7,63x10°
G0:0033554 sejtszintii stressz-valasz 12 1,67x10° 1,02x107
G0:0000278 mitotikus sejtciklus 10 1,89x10° 1,15%107
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s s s PP . . Bonferroni-
GO (Gene Ontology) biolégiai folyamat azonositdja és ermte’tt gének p-6rték Korrigalt p-
neve SzZama
érték

G0:0022403 sejtciklus fazis 46 2,21x10™ 1,40x10
G0:0000279 M-fazis 43 1,12x10™ 7,09x10™°
G0:0000278 mitotikus sejtciklus 44 3,69x10™ 2,33x10™%
G0:0022402 sejtciklus folyamatai 48 2,39x10™° 1,51x10%
G0:0007049 sejtciklus 52 6,85x10™ 4,33x10*
G0:0007067 mitozis 37 3,87x10™% 2,45x10™
G0:0000280 sejtmag osztddasa 37 3,87x10™% 2,45x10™
G0:0000087 sejtciklus M-fazisa 37 7,76x10% 4,90x10%
G0:0048285 sejtszervecskék hasadasa 37 1,81x10™* 1,15x10™
G0:0051301 sejtosztodas 32 3,01x10™% 1,90x10%
G0:0007017 mikrotubulus-alapu folyamatok 23 7,87x10% 4,97x10™"®
G0:0000226 mikrotubulus-citoszkeleton szervezédés 17 7,86x10™" 7,02x10™
G0:0007346 mitotikus sejtciklus szabalyozasa 15 8,68x10™ 548x10™
G0:0051726 sejtciklus szabalyozasa 19 1,68x10™" 1,06x10™°
G0:0007051 mitotikus ors6 szervezédése 10 2,28x10™" 1,44x10°
G0:0007059 kromoszémak szétvalasa 11 2,02x10™"* 1,28x10°
G0:0010564 sejtciklus folyamatainak szabalyozasa 12 2,90x10™" 1,84x10°
G0:0007010 citoszkeleton szervezédése 18 1,70x10™° 1,08x10”
G0:0051783 sejtmag osztddasanak szabalyozasa 6,98x10™° 4,41x107
G0:0007088 mitozis szabalyozasa 6,98x10™ 4,41x107
G0:0000070 testvérkromatidak szétvalasa mitozisban 8,88x10™° 5,61x107
G0:0000819 testvérkromatidak szétvalasa 1,09x10° 6,89x107
G0:0051276 kromoszémak szétvalasa 17 7,07x10° 4,47x10°
G0:0000075 sejtciklus ellenérzépont 3,58x10° 2,26x10°
G0:0040001 mitotikus orso lokalizacidja 6,00%x10® 3,79x10°

sejtszervecskék lokalizacidjanak
G0:0051656 szervezddése 8 9,92x10° 6,27x10°

metafazis/anafazis atmenet
G0:0030071 szabalyozasa 1,12x107 7,07x10°
G0:0007093 mitotikus sejtciklus ellenérzépont 1,23x107 7,76x10°
G0:0051653 mitotikus orso lokalizacidja 1,78x107 1,13x10"

mitotikus orsé lokalizaciéjanak
G0:0051293 szervezése 1,78x107 1,13x10"
G0:0048015 foszfoinozitol-medialta jelatvitel 8 5,37x107 3,39x10™
G0:0008283 sejtproliferacio 14 6,95%x10” 4,39x10™
G0:0051640 sejtszervecskék lokalizacioja 8 7,28x107 4,60x10™
G0:0007052 mitotikus ors6 szervezédése 5 1,14x10° 7,17x10"
G0:0051329 mitotikus sejtciklus interfazisa 8 1,57x10° 9,90x10™
G0:0051325 interfazis 8 1,90x10° 1,20x10°
G0:0007018 mikrotubulus-alapti mozgas 8 2,92x10° 1,85x10°
G0:0000910 citokinézis 6 2,93x10° 1,85x107

sejtszervecskék szervezddésének
G0:0033043 szabalyozasa 10 2,99x10° 1,89x10°
G0:0010948 sejtciklus negativ szabalyozasa 5 1,01x10° 6,36x107

mitotikus sejtciklus metafazis
G0:0007094 ellendrzépont 4 2,62x10° 1,64x10”
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metafazis/anafazis atmenet negativ

G0:0045841 szabalyozasa 4 2,62x10° 1,64x107

G0:0031577 metafazis ellendrzépont 4 3,47x10° 2,17x102

G0:0045839 mitézis negativ szabalyzozasa 4 3,47x10° 2,17x107
sejtmag osztédasanak negativ

G0:0051784 szabalyozasa 4 3,47x10° 2,17x102

ubiquitin-protein ligaz tevékenység
szabalyozasa a mitotikus sejtciklus

G0:0051439 soran 6 4,48x10° 2,79x10%
ubiquitin-protein ligaz tevékenység

G0:0051438 szabalyozasa 6 7,05x10° 4,36x10”
kromoszémak lokalizacidjanak

G0:0051303 szervezddése 4 7,10x10° 4,39x10”

G0:0050000 kromoszdmak lokalizacioja 4 7,10x10° 4,39x107

Mindharom vizsgalt csoport génjei szignifikans Osszefliggést mutattak kiilonbozo,
sejtciklushoz kotddd biologiai folyamatokkal. A két halmaz metszetéhez tartozd gének
mutattdk a legszorosabb 0Osszefiiggést ezekkel a folyamatokkal, kereszt-validdlva a
sejtciklus szerinti sejtvalogatas €s a szinkronizalasok alapjan is sejtciklusfiiggének talalt
gének kiemelt fontossagat a sejtciklus folyamataban. Mig a sejtciklus szerinti
sejtvalogatasra specifikus gének altal meghatarozott bioldgiai folyamatok mindegyike
megtalalhatd volt a két halmaz metszete altal meghatarozott folyamatok kozott, addig a
szinkronizalasra specifikus gének altal meghatarozott folyamatok tobbsége (5/8) nem volt
megtalalhatd a kozos gének altal meghatarozott funkciok kozott (4. tablazat). Ezen,
szinkronizalasra specifikus bioldgiai folyamatok koziil kiemelenddéek a "DNS javitas”,

”DNS karosodasra adott valasz” €s a sejtszintli stressz-valasz” folyamatok.

IV.1.4. A sejtciklusfiiggé transzkripcios program dinamikajanak osszehasonlitasa

primer, nem-transzformalt és tumoros sejttenyészetek kozott

A microarray eredmények qRT-PCR moédszerrel torténd validalasa (6. abra) soran
szembetlind volt, hogy - bar mindhdrom sejttipusban kiilonbségek mutatkoztak a
génexpresszios szintekben a fazisok fiiggvényében - a génexpresszios valtozasok nagysaga
kiildonbséget mutatott a sejttipusok kozott: a primer fibroblaszt esetében joval nagyobbak
voltak a transzformalt sejtekhez (NCI-H295R ¢és Hela) viszonyitva. Ebbdl kiindulva

vizsgaltam, hogy a sejtciklusfiiggd gének milyen expresszids szinteket mutatnak
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fazisonként az egyes sejttipusokban, valamint, hogy — abszolut értékben — mekkora
nagysagli expresszio-valtozasokat mutatnak a S/G1, a G2/S valamint a G2/G1 fazisok
kozott az egyes sejttipusokban. Megallapitottam, hogy primer fibroblaszt sejtekben a
sejtciklusfiiggd gének atlagos expresszios szintje minden fazisban alacsonyabb volt a
transzformalt sejtekéhez képest, ugyanakkor ezen gének expresszidjanak atlagos valtozasai
Iényegesen meghaladtak a transzformalt sejtekben tapasztalt mértéket. Ez utobbi kiilonbség

leginkabb a G1/S atmenetben volt szembet{in6 (8. abra).

IV.2. A sejtciklusfiiggé miRNS expresszio vizsgalata

Harom nagy ateresztoképességii technikat (microarray, qRT-PCR alapti TLDA,
[llumina kis RNS szekvenalas) alkalmaztam a sejtciklusfiiggd mMIRNS expresszio
vizsgalatara® (9. abra). Ezek kozill a microarray eredmények mutattak a legkisebb
valtozasokat, amelyek koziil egy sem bizonyult statisztikailag szignifikansnak. A qRT-PCR
alapi TLDA moédszerrel 8 miRNS mutatott szignifikans expresszios eltérést a sejtciklus
fazisai kozott, amelyek koziil a hsa-miR-10b, a hsa-miR-128a és a hsa-miR-890 esetén
nagyobb, mint kétszeres expresszids valtozasokat tapasztaltam a fazisok kozott, melyeket
azonban nem sikeriilt egyedi qRT-PCR assay-k alkalmazasaval megerdsiteni (10. abra). A
kis RNS szekvenalds bizonyult a legszélesebb dinamikus mérési tartomannyal rendelkezo
modszernek. Ezzel a modszerrel HelLa sejtekben 11 szignifikdns miRNS-expresszids
kiilonbséget talaltam, amelyek koziil a hsa-miR-146b, a hsa-miR-577, a hsa-miR-877 és a
hsa-miR-193b* esetében nagyobb, mint kétszeres expresszids valtozasok is abrazolddtak
(9. abra). A fenti valtozasok szintén nem voltak igazolhatok egyedi qRT-PCR modszerrel
sem HelLa, sem NCI-H295R sejtekben (10. abra és 1. kiegészit6 abra).

> Az NCI-H295R sejtvonal kis RNS szekvenalasi eredményeit és a validacios
probalkozasokat -, mivel csoportonként csupan egy minta volt vizsgalva és igy statisztika
ebbdl a mérésboél nem volt elérhetd — az 1. Kiegészité abran mutatom be.
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Ezzel szemben, négy, a nagy ateresztOképességli méréseken stabil expressziot
mutatd miRNS expressziojanak egyedi qRT-PCR assay-kel torténd mérése megerdsitette

ezen miRNS-k sejtciklustol fliggetlen kifejezédését (10. abra).
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9. dbra — Sejtciklusfiiggd miRNS expresszio vizsgalata nagy dteresztoképességii technikakkal és a
hsa-miR-16 csaldd néhdany tagja expressziojanak vizsgdlata qRT-PCR mddszerrel — MIRNS
expressziok log2-transzformalt fold change értékei S/GI1 G2/S és G2/GIl osszehasonlitasokban
kiilonboz6é nagy dteresztoképesséQii mérések alapjan NCI-H295R sejtekben microarray (A) és
TLDA (B) mddszerrel, HDFa sejtekben microarray modszerrel (C) és HeLa sejtekben kKis RNS
szekvendlassal (D).Sziirke hatter jeldli a fold change < 2 eltérések teriiletét. Szinezett négyzetek
Jjelolik a szignifikansan (p<0,05) vdltozé expresszidju MiRNS-eK szintjének valtozasdt, mig szinezett
korok jelolik a hsa-miR-16 csalad néhany tagjinak valtozdasat, amennyiben volt rajuk adat. A miR-
16 csalad néhany tagjanak expresszioja a sejtciklus kiilonbozé fazisaiban qRT-PCR mérések
alapjan HDFa (E), NCI-H295R (F) és HelLa (G) sejtekben. Az adatok dtlag + standard devidcio
formdaban vannak abrdzolva. * p<0,05. Abra forrdsa: [212]

Mivel a hsa-miR-16 csalad szamos tagja bir igazolt sejtciklust befolyasold hatassal

és kifejezett expresszid-valtozasukat igazoltdk nyugalmi GO és aktivan proliferald
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sejttenyészetek kozott [172], gRT-PCR vizsgalatokat végeztem a hsa-miR-16, a hsa-miR-
15a és a hsa-miR-503 sejtciklusfiiggd expresszidjanak tanulmanyozasara mindharom
vizsgalt sejttipuson (9. abra). Az eredmények néhany kis amplituddju valtozast igazoltak,

kiilondsen a hsa-miR-15a esetében.
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10. abra — A nagy dteresztoképességii miRNS vizsgalatok megerdsitési eredményei qQRT-PCR
modszerrel HDFa (A), NCI-H295R (B) és HeLa (C, D) sejteken — A hsa-miR-10b, a hsa-miR-128a
és a hsa-let-7g a TLDA mérések alapjan, a hsa-let-7a, a hsa-let-7e, a hsa-let-7f a kis RNS
szekvenalasi eredmények alapjan keriiltek kivdlasztdsra. A hsa-let-7i, a hsa-miR-21, a hsa-miR-22
és a hsa-miR-222 miRNS-k stabil, sejtcikiustol fiiggetlen expressziot mutattak a nagy
dteresztéképességii vizsgadlatokban és a stabil miRNS expresszio megerdsitése céljabol lettek egyedi
gRT-PCR assay-kel vizsgalva. Emellett — a kis RNS szekvendlas eredményeibdl kiindulva —,
vizsgaltam a hsa-miR-577 miRNS expressziojat HeLa sejtekben is, amely nem igazolta ennek
sejtciklusfiiggd expressziojat (D). Az adatok dtlag + standard devidcio formdaban vannak dbrazolva.
Az elvégzett statisztikai elemzések egyetlen esetben sem igazoltak szignifikans (p<0,05) eltérést.
Abra forrdsa: [212]

66



DOI:10.14753/SE.2017.2269

IV.3. Uj, sejtciklusfiiggd expressziot mutaté proliferaciés marker

kimutatasa mellékvesekéreg-karcinomaban

IV.3.1. A mellékvesekéreg-karcinoma malignitas mintazatanak osszehasonlitasa az

NCI-H295R sejtciklusfiiggoé transzkripcios programjaval

A harom in silico Gjraelemzett microarray tanulmany [196-199] atlagaban 1752 gén
mutatott szignifikans, legalabb kétszeres expresszios kiillonbséget ACA és ACC kozott. Az
S/G1 0Gsszehasonlitasban 29 gén bizonyult szignifikans, legalabb kétszeres expresszios
kiilonbséget mutatonak NCI-H295R human ACC sejtvonalon. A két lista metszetét a 11.

abra és az 5. tablazat részletezi.

ACC vs. ACA

11. abra — Az ACC malignitis mintazatinak és az NCI-H295R sejtciklusfiiggd transzkripcios
programjdnak \enn diagramja — Piros nyilak a szignifikansan fokozott expressziot, zold nyilak a
szignifikansan csokkent expressziot, a mellettiik lévé szamok a valtozo kifejezédésii gének szamat
jelolik. A metszetben a dupla nyilak a ACC vs. ACA valtozast (bal nyil) és a S vs. G1 valtozast (jobb
nyil) jelolik. A metszethez tartozé gének az 5. tabldzatban vannak részletezve. Abra forrdsa: [213]

Az S vs. Gl 0Osszehasonlitasban valtozd kifejezddésti gének tobbsége része a
malignitas mintazatnak is. A két halmaz metszetének tagjai koziil az RRM2 (ribonukleotid
reduktaz M2 alegység) és az ASPM (abnormalis ors6-homoldg, microcephalia-asszocialt)
gének mutattak fokozott expressziot mindharom ACC vs. ACA microarray tanulméanyban,
emellett az RRM2 adta a legmagasabb génexpresszios kiilonbséget S vs. Gl
Osszehasonlitasban (5. tablazat). Tovabbi kutatasaim az RRM2 részletesebb vizsgalatat

céloztak.
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5. tablazat — Az ACC malignitis mintazatinak és az NCI-H295R sejtciklusfiiggd transzkripcios
programjanak metszetéhez tartozo gének — A 11. abran bemutatott Venn diagram metszetéhez
tartozo gének és azok expresszio-valtozdasainak bemutatasa. A hianyzo adatok nem szignifikans vagy
FC < 2 szignifikans eltérések. A malignitds mintdzathoz tartozé gének Szabo Péter és munKatarsai
kozlése [199] alapjan. Tabldzat forrdsa: [213]

) fold change (ACC vs. ACA) fold change
genek de Reynies és | Giordano és Tombél és atlag S-vs. G1-fazis
mtsai. [196] mtsai. [197] mtsai. [198]
RRM2 5,245 12,662 9,586 9,164 5,365
HIJURP 2,709 7,373 5,041 5,120
SPC24 8,543 8,543 5,022
WDR62 2,597 2,597 4,414
RTKN2 7,382 7,382 4,410
CDCAZ2 3,084 13,485 8,285 4,068
SKAl 7,462 7,462 3,638
GTSE1 3,949 6,678 5,314 3,614
STIL 2,671 3,114 2,893 3,415
ASPM 3,466 11,213 28,779 14,486 3,307
IQGAP3 2,169 2,169 3,296
ARHGAP11A 8,580 8,580 3,283
PLK4 2,201 2,279 2,240 3,086
CDKN2D 4,593 4,593 2,733
SMC2 2,571 2,571 2,676
KIF14 4,031 9,100 6,566 2,472
COL1Al1 2,680 2,680 -3,805
HOXB13 10,458 10,458 -3,615

IV.3.2. Az RRM2 sejtciklusfiiggo expressziéjanak igazolasa

A kivalasztott RRM2 sejtciklusfiiggd expresszidjat sejtciklus szerint levalogatott
NCI-H295R mintakon mRNS ¢és fehérje szinten egyarant megerdsitettem (12. abra). A
korabban leirt észrevételeknek megfeleléen, a G1-fazisban alacsony expresszids szint S-
fazisban megn6, ahol az RRM2 a ribonukleotid reduktiz enzimkomplex részeként
kulcsfontossagt a ribonukleotid-dezoxiribonukleotid atalakulasban [214].
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12. abra — Az RRM2 sejtciklusfiiggd expressziojanak igazoldasa sejtciklus szerint szétvdlogatott
NCI-H295R sejteken — Igazolas mRNS szinten gRT-PCR modszerrel (4) és fehérje szinten Western
blot médszerrel (B). Az adatok dtlag + standard devidacio formaban vannak abrdzolva.* p<0,05.
Abra forrdsa: [213]

IV.3.3. Az RRM2 expresszidjanak vizsgalata human ACC szioveteken

Tizenkét, szovettanilag igazolt humidn ACC-n végeztiink immunhisztokémiai
vizsgalatokat az RRM2 és Ki-67 fehérjék meghatarozasa céljabol. A daganatok jellemzdit a
6. tablazat, az immunhisztokémiai reakciok eredményeit a 13. abra szemlélteti.
Eredményeink szignifikans, szoros pozitiv korrelaciot mutattak a Ki-67 index és az RRM2

score kozott (13. abra).

6. tablazat — A vizsgalatokba bevont ACC mintak jellemzése - N: nd, F: férfi, abra forrasa: [213]

sorszam | nem életkor | legnagyobb mc}dositott _ Ki-67 RRM2
(év) | atmérd (mm) | Weiss score | index (%) score

1 N 62 85 5 14,8 23,3
3 N 46 200 6 36,9 56,7
4 F 25 100 6 14,1 17,5
5 N 50 120 5 14,6 18,6
6 N 55 90 6 21,2 28,0
7 N 69 110 6 21,8 448
8 N 61 80 5 16,8 26,8
9 N 54 80 5 18,5 30,2
10 N 62 130 6 4,2 15,7
11 N 61 120 5 18,6 27,6
12 N 47 140 5 37.1 86.2
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1. minta
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RRM2 score
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13. dabra — A Ki-67 és RRM?2 expresszio vizsgdalata humdan ACC mintikon — 3 reprezentativ minta
ugyanazon teriiletének Ki-67 (bal oszlop) és RRM?2 (jobb oszlop) festédése (A). A kék skala 200 um-
nek felel meg, nagyitdas: x100. A Ki-67 index és az RRM2 score korreldcidjanak vizsgalata (B).* p
< 0,005. Abra forrdsa: [213]
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IV.4. Daganatellenes szerek hatdasanak vizsgalata human ACC

sejtvonalon

IV.4.1. Az alkalmazott daganatellenes szerek hatasa az NCI-H295R sejtek

erer

eloszlasara

Az NCI-H295R hormontermeld mellékvesekéreg-karcindbma sejtvonalon a
gemcitabin, a mitotan és a 9-cisz-retinsav 6nall6 és kombinalt adasanak hatasait vizsgaltam.
A daganatellenes szerrel nem kezelt kontroll mintdk mellett 7 kiilonb6z6o kezelést
(gemcitabin, mitotan, 9-cisz-retinsav, gemcitabintmitotan, gemcitabin+9-cisz-retinsav,
mitotan+9-cisz-retinsav, gemcitabin+mitotan+9-cisz-retinsav) alkalmaztam 24, 48, illetve

72 6ra hosszan.

A 72 éoras kezelés soran mindegyik alkalmazott daganatellenes szer csokkentette az
NCI-H295R sejtek proliferaciojat. A gemcitabin rovidebb kezelési id6tartam (24, 48 oras)
esetén is csokkentette a proliferaciot, és a csokkenés mértéke is nagyobb volt, mint a masik
két daganatellenes szerrel kiilon-kiilon kezelve. A gemcitabin-medialta proliferacio-
csokkenés hatterében szerepe volt a — a 72 dras kezelés sordn kifejezetten nagy mértékii —

apoptozisnak is (14. abra).

Az elvartaknak megfelelden a mitotan kezelés nagymértékben csokkentette az NCI-
H295R sejtek kortizoltermelését, ugyanakkor a gemcitabin alkalmazasa nem befolyésolta a

sejtek kortizoltermelését (14. abra).

A gemcitabin alkalmazasa novelte a G1-fazisu sejtek aranyat mindhdrom kezelési
id6tartam esetén. A mitotan és a 9-cisz-retinsav, valamint kiilondsen a kett6 kombinalt
alkalmazésa szignifikdnsan emelte a G2-fazisu sejtek ardnyat a 24 oras kezelés soran (14.

abra).
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14. dabra — Az alkalmazott kezelések hatisa az NCI-H295R sejtek proliferdacidjdra, apoptozisara,
kortizoltermelésére és sejtciklusara — Az abra a proliferaciora (A), az apoptozira (B), a
kortizoltermelésre (C) valamint a sejtciklus fazisainak megoszlasara vonatkozo 24 (D), 48 (E) és 72
(F) ords kezeléseket kovetéen mért értékeket mutatja be. K — kontroll, G — gemcitabin, M — mitotdn,
R — 9-cisz-retinsav. Az adatok dtlag + standard devidcio formaban vannak dbrazolva. A csillagok
(A-C) és a fehéren pontozott oszlopok (D-F) a kontrolltol valo szignifikans (p<0,05) eltérést jelolik.
Abra forrdsa: [213]

IV.4.2. A daganatellenes szerekkel tortént kezelések RRM2 expressziora gyakorolt

hatasai

A gemcitabin — a kezelési id6tol fliggetleniil — haromszorosara emelte az RRM2
mRNS szintjét NCI-H295R sejtekben. A gemcitabin kombinaciéja mas szerekkel nem

modositotta a gemcitabin hatasat (15. abra). A 48 o6ras mintak fehérjelizatumain végzett
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Western blot vizsgalatok igazoltdk a gemcitabin RRM2 expressziot fokozd hatasat

fehérjeszinten is (15. abra).
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15. dabra — Az alkalmazott kezelések hatisa az NCI-H295R sejtek RRM?2 expresszidjara — Az
RRM?2 mRNS expresszidja a kiilonbozo kezelések hatasara (A). Az adatok atlag + standard deviacio
formaban vannak abrazolva. Az RRM?2 fehérje expresszioja a kiilonbozo kezelések hatasara (B). K —
kontroll, G — gemcitabin, M — mitotdn, R — 9-cisz-retinsav. * p<0,05. Abra forrdsa: [213]
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V. Megbeszélés

“If you're going to be a good and faithful judge,
you have to resign yourself to the fact that you're
not always going to like the conclusions you reach.
If you like them all the time,

you're probably doing something wrong.

V.1. A sejtciklusfiiggo génexpresszios program

A nagy ateresztoképességli transzkripcios vizsgalatok elterjedésével lehetové valt a
kiilonbozo €lettani allapotokra jellemzd génexpresszids mintazatok leirasa és vizsgalata. A
génexpresszios microarray vizsgalatokat sikeresen alkalmaztak a sejciklus vizsgalataban is.
A sejtciklusfiiggd transzkripcidos program leirdsdhoz a megelézéen szinkronizalt
tenyészetekbdl meghatdrozott idokozonként mintdt véve vizsgéltdk a periddikus

géntranszkripciot mind primer, nem-transzformalt, mind tumoros sejtekben [73-75].

A szinkronizalds alkalmazasa a nativ sejtciklus leirdsdra ugyanakkor kétségeket
¢bresztett [135]. A szinkronizalasi modszerek novekedési egyensuly eltolodast (growth
imbalance) és a ciklinek expresszidjanak idéelétti fokozodasat okozzak [80, 81], valamint —
bizonyos gatloszerek (pl. timidin) esetén — a DNS szintézis gatlasanak eredményeképpen
aktivalodik a G2/M ellendrzopont és az ATM/ATR jelatvitel [82]. Az ennek hatasara
indukéalodo génexpresszio fiiggetlen a sejtciklus optimalis miikodésekor végbemend
programtol ¢és elfedheti, mesterségesen megvaltoztathatja azt. Emellett a korabban
szinkronizalt sejtek hamarosan elveszitik szinkronizaltsagukat, amely szintén tovabb
neheziti a sejtciklusfiiggd transzkripcié pontos leirasat. A fenti korlatoknak a
kikiiszobolésére Shedden és Cooper egy szigorti kritériumrendszert dolgozott Ki

(részletesen lasd 1.1.4. fejezetet) [135], amelyben foglaltak teljesitése szerintiik el6feltétele

® idézet Antonin Gregory Scalia (1936-2016) az Amerikai Egyesiilt Allamok néhai (1986-2016) legfelsébb
birajanak 2005. augusztus 29-én a Chapman Egyetemen elmondott beszédébol
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a nativ sejtciklus sejtciklusfiiggd transzkripcios programja jellemzésének. Ezen kritériumok

teljesitéséhez 1) modszerek kidolgozasara €s alkalmazasara volt sziikség.

A centrifugalis iilepités [85] és a sejtciklus szerinti sejtvalogatas [90, 92, 93] két, a
shedden-cooperi kritériumoknak eleget tevé modszer a sejtciklusfiiggd transzkripcio
vizsgalatara, ugyanakkor — tudomasunk szerint — ezekkel a modszerekkel még nem
vizsgaltak a sejtciklusfiiggd transzkripciot human sejtekben. Amig a centrifugalis iilepités
soran a sejtek nagysaga alapjan [85], addig a sejtciklus szerinti sejtvalogatas soran [92, 93]
a sejtek DNS-tartalma alapjan torténik a kiilonboz6 fazisu sejtek szétvalogatasa, amely
mindkét esetben sikeresen szegregalta a sejtciklus kiilonbozo fazisaiban 1évo

sejtpopulaciokat [85, 87, 88, 92, 93].

Jelen munkdmban sikeresen alkalmaztam az optimalizalt sejtciklus szerinti
sejtvalogatas modszerét a sejtciklusfiiggd transzkripcids program leirasara mind primer
fibroblaszt sejteken, mind transzformalt (méhnyakrak és mellékvesekéreg-karcindma)
sejtvonalakon. A sejtciklus  szerinti  sejtvalogatas megfeleléen  fazis-homolog
sejtpopulaciokat eredményezett, amit igazolt a levalogatott sejtek ujraclemzése FACS
vizsgalattal, valamint a levalogatott sejtek fehérjelizatumain Western blot modszerrel

végzett p-CDC-2 meghatarozas is.

Szamos, a sejtciklusban és annak szabalyozdsdban kulcsfontossagi gén
sejtciklusfiiggd expresszidjat sikeriilt validalnom. Ezek koziil kiemelend6ek a ciklinek
(példaul a CCNA2, a CCNB1, a CCNB2 ¢és a CCNE2) ¢és mas fontos effektor fehérjék (az
AURKA és AURKB auréra kinazok és a DNS-topoizomeraz 2a) génjei. A sejtciklus
fazisok kozott eltérd expressziot mutatd gének funkciondlis bioinformatikai elemzése

megerésitette a fenti gének meghatarozo szerepét a sejtciklus szabalyozasaban.
Ezt kovetéen kivancsi voltam arra, hogy a sejtciklus szerinti sejtvalogatas

modszerrel észlelt fazisok kozotti génexpresszids kiilonbségek hogyan korreldlnak a

korabbi, szinkronizalas alapti mérésekkel. Ezen vizsgalatomhoz felhasznaltam a primer
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fibroblaszt és HeLa sejtek szabadon elérheté génexpresszios adatsorait [74, 75], és a G2 és
Gl fazisok kozotti génexpresszios eltéréseket hasonlitottam 0Ossze. A vizsgalatom
szignfikans korrelaciot adott a két modszer eredményei kozott, kereszt-validdlva a
sejtciklus szerinti sejtvalogatas és a szinkronizalas modszereivel kapott sejtciklusfiiggd

transzkripcids programot.

Vizsgalatokat folytattam annak felderitésére is, hogy van-e kiilonbség a
szinkronizalassal, illetve a sejtciklus szerinti sejtvalogatassal detektalt transzkripcios
program kozott? Ehhez a sejtciklus szerinti sejtvalogatasra, valamint a szinkronizalasra
specifikus  sejtciklusfiiggd génlistak  altal meghatarozott bioldgiai  folyamatokat
hasonlitottam Ossze a két lista metszete altal meghatarozott biologiai folyamatokkal. A
sejtciklus szerinti sejtvalogatasra jellemzO sejtciklusfiiggd génlista altal meghatarozott
biologiai folyamatok mindegyike megtalalhat6 volt a metszet altal meghatarozott biologiai
folyamatok kozott, addig a szinkronizalasra jellemzd sejtciklusfiiggd gének altal
meghatarozott folyamatok tobbsége specifikus volt a szinkronizaldsra és nem volt
megtalalhatd a metszet altal meghatarozott sejtfolyamatok kozott. A ”DNS javitas”, a
”DNS karosodasra adott valasz” és a “’sejtszintli stressz-valasz” folyamatok érintettsége
igazolja a szinkronizalas korabban leirt replikacios stresszt okozé kovetkezményeit [80, 83,
215]. A fenti eredményem alapjan azt allithatjuk, hogy a sejtciklus Szerinti sejtvalogatas a
szinkronizaldsnal specifikusabban, a sejt élettani folyamatainak megvaltoztatdsa nélkiil

képes vizsgalni a sejtciklusfiiggé folyamatokat (7. tablazat).

Miutan sikeresen igazoltam a sejtciklus szerinti sejtvalogatds  kitling
alkalmazhatdsagat a sejtciklusfiiggd folyamatok vizsgalatdban, tovabbi elemzéseket
végeztem a sejtciklusfiiggd transzkripciés program dinamikajanak tanulmanyozasara
primer, nem-transzformalt fibroblasztok és tumoros sejtek dsszehasonlitasaval. Whitfield és
munkatarsai korabban azt taldltdk, hogy a sejtciklusfiiggd expressziot mutatdé gének
fokozottan fejez6dnek ki a rosszindulati daganatokban és igy a daganatok malignitas
mintazatanak részét képezik [74]. Ezt azzal magyaraztak, hogy a rosszindulati daganatok

nagyobb aranyban tartalmaznak osztodo sejteket [74]. A malignus transzformacioé soran a
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7. tablazat — A szinkronizdlds és a sejtciklus szerinti sejtvdlogatds modszereinek dsszehasonlitisa

szinkronizalas

sejtciklus szerinti sejtvalogatas

kivitelezéshez sziikséges technikak

altalanos
sejttenyésztés

altalanos sejttenyésztés és ujabb
generacios aramlasi citométer

homogén sejtpopulaciok nyerése

kivitelezhet6
(idéaranyosan
csoOkkeno tisztasag)

kivitelezhet6

a gen-es m!RNS, expresszio alkalmas alkalmas
nyert vizsgalat
minta fehérje expresszié vizsgalat alkalmas alkalmas
korabbi alkalmazasa széleskorl korlatozott
. magasabb (féleg ritka
anyagi vonzata alacsonyabb sejtpopulaciok kivalogatasanal)
sejtciklus élettani folyamatainak : .
Y igazolt nem igazolt
befolyasolasa
shedden és cooperi kritériumok [135] nem felel meg megfelel

sejtciklus kiilonboz6 fazisainak hossza egyenlétleniil rovidiil [216]. A HRAS, az SRC, a
MYC, a CCND1 protoonkogének aktivacidja [217-219], valamint a PTEN tumor
szuppresszor kiesése [220] a Gl fazis rovidiilését eredményezi [216]. Emellett a
kulcsfontossagii M fazis regulator LZTS1 és LATS2 gének hidnya az M fazis rovidiiléséhez
vezet [216, 221, 222]. Mivel az S és G2 fazisok hossza Iényegesen nem valtozik, igy — a

malignus transzformacié soran megvaltozott sejtciklus-dinamika kovetkeztében — az S é€s
G2 fazist sejtek aranya viszonylagosan megné. Bar-Joseph és munkatarsai tanulmanya
kimutatta, hogy bizonyos géncsoportok specifikusan a primer, nem-transzformalt, mas
géncsoportok pedig specifikusan a malignus transzformécion atesett sejtekben mutatnak
sejtciklusfiiggd kifejezodést [75].

Eredményeim tamogatjdk a malignus transzformacié kovetkezményeként
megvaltozd, a sejtciklus transzkripcios szabdlyozasara vonatkozo megfigyeléseket. Mivel
csupan harom sejttipust vizsgaltam, ezért eredményeimbdl nem vonhatok le 4altaldnos
érvényll kovetkeztetéseket a sejtciklusfiiggd transzkripcidos program dinamikajanak a
transzformaci6  kovetkeztében megvaltozasara, ugyanakkor

malignus 1étrejovo

eredményeink alapjan felallithatunk egy hipotézist (16. abra).
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16. abra — A sejtciklusfiiggd transzkripcios program dinamikdjarol alkotott hipotézis sematikus
dbrazoldasa — Az abran a nem-transzformalt, primer (A) és a tumorosan transzformalt (B) sejtekben
egy-egy reprezentativ, sejtciklus-gén (kék vonal) és miRNS (z6ld vonal) expresszidjanak dinamikus
valtozasat abrazoltuk. A kék kettosnyil jeloli a sejtciklus-gén expresszio-valtozasanak amplitudojat
a sejtciklus soran. A sejtciklusfiiggd transzkripcios programhoz tartozo mRNS-ek expresszioja
minden fazisban alacsonyabb a nem-transzformalt, primer sejtekben a tumorosan transzformalt
sejtekéhez képest, mig expressziojuk a kiilonbozo fazisok kozétt nagyobb amplitudoju valtozasokat
mutat. A miRNS-ek ugyanakkor nem mutattak sejtciklusfiiggd valtozdasokat. Abra forrdsa: [212]

Hipotézisiink szerint a sejttipustol fliggetlen, univerzalis human sejtciklusfiiggd
transzkripcidés program dinamikdja megvaltozik a malignus transzformacid hatdsara: a
sejciklusfiiggd transzkripcids program génjei minden fazisban magasabb kifejez6déstiek a
transzformalt sejtekben a primer, nem-transzformalt sejtek megfelelé fazisaiban észlelt
expressziojukhoz képest. Igy a fent emlitett — a sejtciklus egyes fazisai idStartamanak
valtozasaibol adodo —, fazisfiiggd mod mellett egy fazisfiiggetlen expresszio-novekedés is
jellemzi a malignusan transzformalt sejteket. Emellett a G1/S és az S/G2 fazisok kozott a
sejtciklus-gének expresszio-valtozasai joval alacsonyabbak tumorosan transzformalt
sejtekben, mint a primer, nem-transzformalt sejtekben. Ez utdbbi kiilonbségért a nem-
transzformalt, primer sejtekben jellemzé hosszabb és jobban szabalyozott Gl fazis ¢és
kiilonésen a szigoribban szabalyozott G1/S atmenet lehet a felelos [216]. A tumoros
atalakulasban szerepet jatszo Myc-amplifikacio kovetkeztében stimulalodd E2F expresszio-
fokozodas is szerepet jatszhat a G1 és S fazisok kozott észlelt alacsonyabb génexpresszios
valtozasokban, mivel a Myc-amplifikaci6 kovetkeztében fokoz6dd E2F expresszid eldsegiti

a G1/S atmenet transzkripcios programjat [223, 224].
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V.2. A miRNS expresszio vizsgalata a sejtciklus fiiggvényében

A miRNS-ek szamos ponton befolyasoljak a sejtciklus miikodését [140]. A
szovetspecifikusan onkogén (onko-miR) és tumor szuppresszor (TS-miR) mIRNS-ek
expresszidinak megvaltozasa — a sejtciklus folyamatainak gyorsitasan keresztiil [141, 142]
— hosszu tavon szamos daganat kialakulasaban jatszik szerepet [140, 143, 148, 225-227]. A

daganatokra jellemz0 miRNS expresszids valtozasok mellett a mitogén stimulusok
kivaltotta nyugalmi GO fazisbol aktivan osztddo sejtciklusba vald atmenet is miRNS-
medialta folyamatok altal befolyasolt [140, 172]. A mitogén stimulusok kivaltotta E2F-
csalad expresszio-fokozodasa — egyebek mellett — a hsa-miR-16 és a hsa-let-7 csaladhoz
tartoz6 miRNS-ek kifejez6dését is novelik [145, 146, 172]. A fenti miRNS-ek szamos
kulcsfontossagli sejtciklus-regulatort (pl. ciklin E) céloznak [146]. A 1étrejové E2F-

mMiRNS-ciklin tengely egy el6rehatdé csendesité hatas kialakulasaval finomhangolja a

sejtciklus szabalyozasat [145, 146].

Doktori munkam soran a sejtciklus szerinti sejtvalogatas modszerével vizsgaltam a
sejtciklusfiiggd miRNS expresszio-valtozasokat. A miRNS expressziot hdrom nagy
ateresztOképességli modszerrel (microarray QRT-PCR alapa TLDA ¢és kis RNS
szekvenalas) mértem. A microarray modszerrel végzett vizsgalataim a sejtciklus soran
stabil mMIRNS expressziot mutattak, ezért vizsgalatomat Kiterjesztettem a gRT-PCR alapu
TLDA ¢és a kis RNS szekvenalas mddszereire is. A fenti modszerek nagyobb expressziods
kiilonbségeket detektaltak, amelyek koziil néhany szignifikdnsnak is bizonyolult. Kordbbi
tanulmanyok — tapasztalatainkkal egybevagdan — az Ujgeneracids szekvenaldsi eljardsok

nagyobb dinamikus mérési tartomanyat igazoltak [228-230].

A TLDA ¢és a kis RNS szekvenalas soran kimutatott szignifikdins mIiRNS
expresszios kiilonbségek megerdsitésének céljabol végzett egyedi qRT-PCR mérések
ugyanakkor egyetlen esetben sem igazoltak a sejtciklusfiiggd expressziot. Mivel a hsa-miR-
16 csalad tobb tagjanak expresszid-valtozasat korabban mar leirtdk a nyugalmi GO fazis és

az aktivan osztodo allapot kozott [172], egyedi qRT-PCR méréseket végeztem a hsa-miR-

79



DOI:10.14753/SE.2017.2269

16, a hsa-miR-15a és a hsa-miR-503 sejtciklusfiiggd expresszidjanak vizsgalatara. A hsa-
miR-15a esetében ugyan igazolddott néhany szignifikans expresszios kiilonbség a sejtciklus
fazisai kozott, ezen kis amplitidoju kiilonbségek nem mutattak hasonld dinamikat a

kiilonb6z6 sejttipusok kozott, igy ezekbdl messzemend kdvetkeztetést levonni nem tudok.

A miRNS expresszios vizsgalatok eredményeit 6sszevetve azt allithatom, hogy a
vizsgalt sejttipusokban a G1, S és G2 fazisok kozott nincs relevans miRNS expresszios
kiilonbség, a miRNS-ek kifejez6dése stabil (16. abra). Ez kiilonésen érdekes a robusztus
mRNS expresszios kiillonbségek fényében, amelyek a sejtciklusfiiggd transzkripcios
programot alkotjak. Eredményeink alapjan azt tartjuk valoszintinek, hogy az ép és tumoros
sejtciklus transzkripcids programjanak irdnyitdsdban az 1.1.4.2. alfejezetben részletesen
kifejtett oszcillalé transzkripciés faktor halézat és a ciklin-CDK komplexek

egylittmikodése a meghatarozo [88].

A miRNS-ek sejtciklust befolyasold hatasai sokrétiiek ugyan €s szamos miRNS
vesz részt szovetspecifikusan a malignitds mintazat kialakitasaban, eredményeim alapjan
azt valoszintsitjiilk, hogy ezen miRNS expresszios valtozasok a daganatképzddés soran,
hosszabb id6 alatt alakulnak ki. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés is, hogy szamos miRNS
leukémia kialakulasa soran [143, 144]. A tartds transzkripcids csendesités vagy a miRNS
gének delécioja is valoszinlitlenné teszi ezen MIRNS-ek expresszidjanak dinamikus
valtozasait a sejtciklus folyamataiban. Hausser és munkatarsai - a miRNS expresszios
valtozasok transzlaciora gyakorolt hatdsaival kapcsolatos matematikai és kisérletes
eredményeik alapjan - arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fenti folyamatok lassabbak a
korabban feltételezettnél [231]. Ennek hatterében a miRNS-ek Osszetett biogenézisét és
érését, valamint az Argonaute fehérjékkel valdo komplex kialakuldsdnak dsszetettségét irtak
le [231]. Felvetették, hogy a miRNS-ek lebomlasanak gyorsan végbemend, jol szabalyozott
volta eléfeltétel bizonyos, gyorsan végbemend bioldgiai folyamatok — napszaki valtozasok,
sejtciklus — mMiRNS-medialta regulalasahoz [231]. Jelen eredményeim ezeket a gyors

miRNS expresszids valtozasokat nem tudtak igazolni.
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V.3. Uj, sejtciklusfiiggd proliferaciés marker vizsgilata mellékvesekéreg-

karcinomaban

A tumorosan transzformalt sejtciklus folyamatai a daganatellenes kezelések régota
célzott tAmadaspontjai. Tanulmanyozasuk szamos alkalommal sikeres, 11j, antiproliferativ
hatasu gyogyszerek kifejlesztéséhez és alkalmazasahoz jarult hozza [232]. A kiilonb6zo
daganattipusok specifikus driver génjeinek vizsgalataval 0j molekularis tamadaspontok

azonosithatoak.

crer

mitotan [174], mig a betegség elérehaladott allapotaban szamos citosztatikus Szer
alkalmazasaval probalkoznak, korlatozott eredménnyel [174, 204, 206, 233, 234]. Az ACC
alacsony incidenciaja miatt az j gyogyszerek megfeleld klinikai vizsgalata igen komoly

kihivas [174].

Doktori munkam soran az ACC malignitas mintazatanak és az NCI-H295R human
ACC sejtvonal sejtciklusfiiggd transzkripcids programjanak Osszehasonlitasaval olyan uj
proliferaciés biomarkert kerestem, amely megkonnyitheti az ACC hisztopatologiai

crer

tamadaspontjait is jelenthetik.

Eredményeim alapjan az NCI-H295R sejtciklusfiiggd transzkripcids programjanak
tobb, mint 60%-a részt vesz az ACC malignitds mintazatanak kialakitasaban. Ennek
hatterében a tumoros transzformacié kovetkeztében megvaldsulo, a sejtciklusgéneket érintd
fazisfiiggd és fazisfiiggetlen expresszio-fokozodasok allnak [74, 212]. A sejtciklusgének
fazisfiiggd expresszid-emelkedését az okozza, hogy az S és G2 fazisu sejtek ardnya
magasabb a tumoros sejtek tenyészeteiben, és — ennek kovetkeztében — a fenti sejtciklus
fazisokra jellemzd gének kifejezddése is megnd a tenyészet egészének vizsgalata soran

[74]. A sejtciklusgének fazisfiiggetlen expresszio-fokozodasa viszont ezen gének minden
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sejtciklusfazisban megfigyelt — jelen dolgozat 1V.1.4. alfejezetében bemutatott — magasabb

expresszidjanak kovetkezménye [212].

Az ACC malignitas mintazatanak és az NCI-H295R ACC sejtvonal sejtciklusfiiggd
transzkripcids programjanak metszetébe tartozd gének koziil a ribonukleotid reduktaz M2
alegységét kodold6 RRM2 gén mutatta a legnagyobb expresszids valtozast S és G1 sejtciklus
fazisok kozott. A metszetbe tartozod gének koziil az RRM2 és az ASPM gén kifejezddése
fokozodott ACC-ben ACA-hoz viszonyitva mindharom microarray tanulmany esetében
[196-198]. Amig az ASPM (abnormal spindle-like microcephaly-associated) megvaltozott
formait autdszomalis recessziv primer microcephaliaval hoztak Osszefiiggésbe, emelkedett
expresszidjat szamos daganattipusban, ACC [196-198] mellett emlérakban [235] és
gliobasztomaban [236] is leirtdk. Az aromataz-gatlo terapia kovetkeztében észlelt ASPM
expresszio-valtozasnak jo prediktiv értéke van emldérakban [235]. Horvath és munkatarsai a
kiilonboz6 jelatviteli Gitvonalak elemzésével azonositotta az ASPM-t mint a glioblasztoma
patogenezisében kulcsfontossagl faktort [236]. Tanulmanyuk szerint az ASPM a muténs
EGF-receptortol induld jelatviteli utvonal kiemelt tagja, amely potencialisan gatolhat6 az
EGF receptor tirozin-kinaz-gatl6 erlotinib alkalmazasaval [236]. Az erlotinib alkalmazésa
ugyanakkor csupan korlatozott eredménnyel birt progressziv. ACC terapiarefrakter
eseteiben [234].

Tovéabbi vizsgéalatokat az RRM2-vel kapcsolatban végeztiink. Az RRM2 a
ribonukleotid reduktaz (RR) enzimkomplex alkotoja, amely a ribonukleotid-
dezoxiribonukleotid atalakulas katalizalasan keresztiil [237] a DNS szintézis sebességének
egyik meghatarozoja [238]. Génje evollciosan egy transzlaciosan szigortian szabalyozott
szakaszon kodolt [239], amelynek komoly szerepe van az RRM2 S-fazis-fliggd
aktivitasanak kialakitasaban [214, 240]. A transzlacido szabalyozasa mellett az RRM2
viszonylag rovid féléletideje is hozzajarul a fehérje sejtciklusfiiggé aktivitasahoz [240].

A fentiek alapjan — immunhisztokémiai modszerrel — vizsgaltuk az RRM2 mint az

0sztodo alakokra jellemz6 fehérje expresszidjat human ACC szovetekben. A korlatozott

82



DOI:10.14753/SE.2017.2269

esetszamon végzett vizsgalatunkban erés pozitiv korrelaciot tapasztaltam a Ki-67 és az
RRM2 fehérjék kifejez6dése kozott az egyes ACC-s mintak esetében. A fenti
megfigyelések — nagyobb esetszamon végzett hasonlé megerdsité eredmények esetén —
felvetik az RRM2 fehérje kifejez6dés vizsgalatanak jelentdségét az ACC hisztopatologiai
diagnozisaban. Korabbi vizsgalatok igazoltdk az RRM2 mint proliferdcios marker
fontossagat vastagbélrakban [241, 242], eml6rakban [243, 244], nem-kissejtes tiidérakban
[211] és hepatocellularis karcindmaban [245]. Az emlitett tanulmanyok megerdésitették a
magas RRM2 expresszid a betegség rosszabb prognozisaval valo Osszefiiggését is [211,
242, 244].

V.4. Daganatellenes gyégyszerek hatasa NCI-H295R human ACC

sejtvonalra

Mivel igazoltam, hogy az RRM2 expresszio kitlind proliferacios marker ACC-ben
¢s korabbi eredmények a daganatellenes kezelések egyik molekularis célpontjaként
azonositottak az RRM2-t [243, 244], megfigyeléseim kiterjedtek néhany daganatellenes
szer hatdsanak vizsgéalatira NCI-H295R human ACC sejtvonalon. Tanulméanyoztam a

gemcitabin, a mitotan és a 9-Cisz-retinsav 6nallo és kombinaciés adagolasanak az NCI-

crer

crer

nagyobb mértékben vetette vissza a sejtproliferaciot. Ennek hatterében a gemcitabin
apoptozist serkentd szerepe allhat [204]. Munkacsoportunk korabbi eredményeit
alatamasztva, igazoltuk a mitotan és a 9-Cisz-retinsav sejtproliferaciot csokkenté hatasait

[205, 206, 246]. Mivel egy korabbi, a gemcitabin hatasait az NCI-H295R sejtvonalon

vizsgalo kozleményben nem elemezték a gemcitabin szteroid termelésre gyakorolt hatasat,
ezért megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a gemcitabin az NCI-H295R sejtek
kortizoltermelését. Mig a mitotan esetében sikeriilt kimutatnunk a korabbiakban mar igazolt

adrenolitikus hatast [205], a gemcitabin nem befolyasolta az NCI-H295R sejtvonal
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kortizoltermelését. A sejtciklus fazisainak eloszlasat célzo vizsgalataim a G1 fazisu sejtek
aranyanak megnovekedésével igazoltak a gemcitabin korai S-fazist gatlo hatasat [204]. A
mitotan és a 9-cisz-retinsav emelte a G2 fazisu sejtek aranyat, a kombinalt, 24 o6ras kezelés
hatdsdra a sejtek majdnem 30%-a tartézkodott a G2 fazisban. Ez az eredmény is
egybecseng a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a mitotan a G2 fazist gatolja [247, 248],
mig a 9-cisz-retinsav a sejtciklus G2/M atmenetet modulalé szerepe is hozzajarul a
daganatellenes hatasanak kialakitasahoz [199, 206].

A kovetkezd 1épésben az emlitett daganatellenes szerekkel torténd kezelések RRM2
expressziora gyakorolt hatasat vizsgaltam. A gemcitabin esetében ennek kiilon jelentéséget
adott az a tény, hogy a gemcitabin kifejezetten a ribonukleotid reduktdz enzimkomplex
gatlasan keresztiil is fejti ki antiproliferativ hatasat [249]. A G1 fazisu sejtek aranyanak
novekedése ugyan az RRM2 kifejezédés csokkenésének iranyaba hat, a gemcitabin
alkalmazasa egyediil és kombinacioban mRNS és fehérjeszinten is szdmottevden emelte az
RRM2 expressziot. Ez a megfigyelés is alatamasztja azokat korabbi adatokat, amelyek egy
masik RR alkotorész, az RRM1 expresszio ndvekedését irtdk le gemcitabin kezelés hatasara
NCI-H295R sejtvonalon [204]. Nakamura és munkatarsainak korabbi eredménye szerint a
kezelést megel6z6 magasabb RRMI1 expresszid a gemcitabinra adott terapids valasz
korlatozottabb hatékonysagat vonja maga utan az epeutak rosszindulati daganataban [250].
Emellett, a kis interferald6 RNS (small interfering RNA — SiRNS) és miRNS medialta
RRM2-csendesités visszaallitja a daganatok gemcitabin-szenzitivitasat
hasnyalmirigyrakban [251, 252]. A fentiek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a gemcitabin
kezelés kovetkeztében 1étrejové RRM2 expresszio-fokozodas egy gemcitabinnal szemben
kialakulo kemorezisztencia kovetkezménye. Ez magyarazhatja a gemcitabin relativ
alkalmazasaval) eléfeltétele a gemcitabin sikeres alkalmazhatosaganak ACC-ben. A
mitotan és a 9-Cisz-retinsav alkalmazasa ugyan csokkentette a proliferaciot, de nem
valtoztatta az RRM2 kifejez6dését ezen viszonylag rovid idotartamu kezelések hatisara. A

jovében érdemes lehet az RRM2 kifejezddés vizsgalata hosszabb tavli xenograft
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modelleken is annak megallapitasa c€ljabol, hogy a proliferacié milyen mérvii és mennyi

ideig tartd csokkenése esetén figyelheté meg az RRM2 expresszid csokkenése.
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V1. Kovetkeztetések

Doktori munkam sordn végzett vizsgalataim eredményeibdl az alabbi

kovetkeztetéseket lehet levonni:

1. A sejtciklus szerinti sejtvalogatas segitségével — a korabbi, szinkronizaldson
alapuld modszerekhez képest kevesebb miiterméket okozva — a sejtciklus
miikddését optimdlisan tudtam vizsgalni. Megfigyeléseim aldtdmasztottak a
sejtciklusfiiggd transzkripciés program mar ismert tagjainak expresszios
valtozésait tobb sejttipusban is. Kordbban mar leirtdk, hogy a sejtciklusfiiggd
transzkripcids program génjei a daganatok malignitds mintazataban fokozottan
expresszalodnak. Eredményeim alapjan ennek hatterében fazisfiiggd és
fazisfiiggetlen expresszio-fokozodast is valdszintsitek. Azt is feltételezem,
hogy a tumoros sejtekben észlelt, a sejtciklusfiiggd transzkripcids programot
érint0, a sejtciklus fazisai kozott észlelt alacsonyabb expresszios kiillonbségek a

malignus transzformacié kdvetkezményei lehetnek.

2. A vizsgalt harom sejttipus kiillonb6z6 fazisti sejtjein végzett hdrom nagy
ateresztoképességii €s egyedi miRNS expresszios méréseink eredményeibdl arra
kovetkeztetiink, hogy dinamikus miRNS expresszios valtozasok nem jatszanak

szerepet a sejtciklus szabalyozasaban a G1/S és S/G2 atmenetekben.

3. Az ACC malignitds mintdzatanak és az NCI-H295R human ACC sejtvonal
sejtciklusfiiggd transzkripcids programjanak osszehasonlitdsaval azonositottam
az RRM2-t mint az ACC 1j proliferaciés markerét. Immunhisztokémiai
vizsgalataink megerdsitették az RRM2 proliferaciéos markerként vald

alkalmazhatosagat ACC-ben.
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4. A gemcitabin citotoxikus és a sejtciklusra gyakorolt hatasait sikeriilt
validalnunk NCI-H295R sejtvonalon. A gemcitabin egyik molekularis
célpontjaként azonositott RRM2 kifejez6désének a gemcitabin kezelés
kovetkeztében kialakuld kifejezett emelkedése feltételezhetéen egy kialakuld
kemorezisztencia jele. Ennek a kemorezisztencianak a letdrése el6feltétele a

gemcitabin sikeres alkalmazhatosaganak ACC-ben.
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VII. Osszefoglalas

A sejtciklusfiiggd transzkripciés program vizsgdlatdban a legelterjedtebben
alkalmazott mddszer, a szinkronizalds sordn a sejttenyészeteket a sejtciklus gatloszereivel
kezelik és a sejtek 1dofiiggd, ciklikus valtozasait vizsgaljak. A szinkronizalds azonban
szamos stressz-folyamatot indukal, igy a fiziologids sejtciklus optimalis vizsgalatahoz 1j
modszerekre van sziikség. Ph.D. doktori munkdmban vidbilis DNS-festék alkalmazésaval, a
sejtek DNS-tartalma alapjan valogattam szét a sejteket fluoreszcencia aktivalta aramlasi
citometria modszerrel, amely a sejtek élettani folyamatait kevésbé befolyasolja. A
szétvalogatott mintdkon végzett nagy ateresztoképességli mRNS és miRNS expresszids
mérésekkel megerdsitettem a szinkronizalassal leirt humén sejtciklusfiiggd génexpresszids
programot és ravilagitottam a sejtciklus eddig ismeretlen dinamikai tényezdire. A human
primer nem-transzfromalt fibroblasztok és a tumorosan transzformalt human sejtvonalak
(HeLa méhnyakrak és NCI-H295R mellékvesekéreg-karcinoma (ACQ))
Osszehasonlitdsaval azt tapasztaltam, hogy az univerzalis sejtciklusgének expresszidja
minden vizsgalt fazisban magasabb, €s az expresszid-valtozasok nagysaga kisebb a
tumorsejtekben, mint a primer, nem-transzformalt sejtekben. A sejtciklus fazisai kozott a
miRNS expresszidban nem mutatkoztak validalhat6 kiilonbségek, igy a G1/S és S/G2 fazis-
atmeneteket valdsziniileg stabil miRNS expresszids mintdzat jellemzi. Az ACC
génexpresszids malignitds mintazatanak és az NCI-H295R ACC sejtvonal sejtciklusfiiggd
transzkripcids programjanak Osszehasonlitdsaval 0 proliferacidos biomarkert és potencialis
gyogyszer tamadaspontot azonositottam. A két halmaz metszetébe tartozo ribonukleotid
reduktaz M2 altipusa (RRM2) fehérje kifejezédése és a Ki-67 index kodzott erds pozitiv
korrelacid6 mutatkozott human ACC mintdkon, igy felvetddik az RRM2 expresszid
vizsgalatanak lehet6sége az ACC hisztopatoldgiai diagndzisaban. In vitro kisérleteim soran
megallapitottam, hogy a ribonukleotid reduktdz komplexet is célz6 gemcitabin
valamint a G1 fazisa sejtek aranyat, és noveli az RRM2 expressziot. Utdbbi
feltételezhetden egy, a gemcitabinnal szemben kialakulé kemorezisztencia kovetkezménye,

ami alatimasztja a gemcitabin korlatozott klinikai hatékonysagat ACC-ben.
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VIIl. Summary

Synchronization is the most widely used method for analyzing the cell cycle
dependent transcription program. After removal of the synchronization agent, time course
gene expression data followed by bioinformatics analysis is needed for the description of
cell cycle dependent mechanisms. However, synchronization results in molecular stress and
alteration of the cell cycle machinery, therefore novel methods are needed for the optimal
analysis of the cell cycle. In my Ph.D. thesis, | have presented a cell cycle sorting method,
an optimized DNA content based fluorescence activated cell sorting procedure for the
proper analysis of the cell cycle. High-throughput gene expression profiling confirmed the
previously detected cell cycle dependent transcription program, moreover, some novel
aspects regarding the dynamics of cell cycle dependent gene expression have been found.
In particular, universal cell cycle genes are characterised with higher levels of expression in
all cell cycle phases, and lower levels of dynamical gene expression changes between cell
cycle phases in human cancer (NCI-H295R — adrenocortical cancer (ACC) and HelLa —
cervical) compared to primary, untransformed (fibroblast) cells. Comparative analysis of
three high-throughput miRNA expression methods failed to detect any cell cycle
dependently expressed miRNAs, therefore we may conclude that miRNA expression is
quite stable during cell cycle phases G1/S and S/G2. Upon the comparative analysis of the
ACC malignancy signature with the cell cycle dependent transcription program of human
ACC cell line NCI-H295R, | have identified ribonucleotide reductase M2 (RRM2), a
member of the ribonucleotide reductase (RR) complex as a novel biomarker of proliferation
in ACC. Immunohistochemical analysis confirmed the strong positive correlation between
RRM2 expression and Ki-67 proliferation index in human ACC samples. During an in vitro
approach, | have established that gemcitabine targeting the RR complex significantly
inhibited the proliferation of NCI-H295R cells, and increased the rate of apoptotic and G1
phase cells. It also increased the expression of RRM2, which might be a consequence of an
emerging chemoresistance against gemcitabine explaining its limited therapeutical effect in
ACC. This chemoresistance should be overcome for successful clinical utilization of

gemcitabine in ACC.
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XIII. Mellékletek

Kiegészito abrak és tablazatok

1. kiegészit6 abra — A sejtciklusfiiggdé miRNS expresszio vizsgalata kis RNS
szekvenalassal NCI-H295R sejtekben — A miRNS expresszié log2-transzformalt fold
change értékei S/G1 G2/S és G2/G1 0Osszehasonlitasokban NCI-H295R sejtekben (A).
Sziirke hattér jeldli a fold change < 2 eltérések teriiletét. Szinezett haromszdgek jeldlnek
két kivalasztott, G2/G1 Osszehasonlitasban legalabb kétszeres expresszios kiilonbséget
mutatd miRNS-t (hsa-miR-132 és hsa-miR-202), amelyeket kivalasztottunk a validalasra,
mig szinezett korok jelolik a hsa-miR-16 csalad néhany tagjanak expresszios valtozasat. B:
A gRT-PCR megerdsitési kisérletek eredményei. Az adatok atlag + standard deviacio
formaban vannak abrazolva. A statisztikai eclemzés egyetlen esetben sem igazolt
szignifikans (p<0,05) eltérést. Abra forrasa: [212]
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1. Kkiegészité tablazat — A sejtciklus kiillonbozé fazisaiban szignifikansan eltéré
expresszioju transzkriptumok NCI-H295R sejtekben a génexpresszios microarray
vizsgalat alapjan - A tablazatban az egyes fazisok normalizalt expresszids értékeinek
atlagai szerepelnek. A tdblazatban az egyes transzkriptumok sorrendje megfelel a 6. abra A
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paneljén abrazolt hotérképen szerepld transzkriptumok sorrendjének.

préba név gén G1 atlag S atlag G2 atlag

A_24 P13041 RTKN2 -2,374 0,009 0,250
A_32 P471485 RTKN2 -1,849 0,000 0,617
A_33 P3807062 HIJURP -2,356 0,000 0,411
A_23 P345707 TICRR -1,960 0,000 0,448
A_23 P385861 CDCA2 -2,024 0,000 0,786
A 24 P322354 SKAl1 -1,773 0,091 0,056
A 24 P296254 ARHGAP11A -1,930 0,000 1,318
A 33 P3254606 WDR62 -1,854 0,288 0,090
A 23 P57588 GTSE1 -1,853 0,000 0,668
A_ 23 P420551 CIT -1,550 0,000 0,404
A 24 P214231 STIL -1,708 0,064 0,067
A 24 P314571 SPC24 -1,629 0,699 0,142
A_ 23 P52017 ASPM -1,752 0,000 1,181
A 33 P3288159 ASPM -1,699 0,000 1,316
A 23 P49459 LOC81691 -1,528 0,002 0,047
A 33 P3321293 IQGAP3 -1,721 0,000 0,492
A_23 P89941 CDKN2D -1,373 0,077 0,118
A_23 P155969 PLK4 -1,582 0,044 0,042
A 33 P3378334 SMC2 -1,378 0,042 0,112
A_23 P386241 FAM110A -1,499 0,000 0,935
A_23 P80008 MYLK2 -1,446 0,000 0,748
A 33 P3210363 TMPO-AS1 -1,273 0,188 0,039
A_33 P3339361 ARHGAP11A -1,462 0,000 0,752
A 32 _P96692 POLH -1,148 0,000 0,317
A_33 _P3230548 KIF14 -1,306 0,000 1,412
A_33 P3327165 CCDC18 -0,958 0,000 0,579
A_33 P3377691 C4orf46 -0,885 0,081 0,082
A_24 P194714 UBALD2 -0,735 0,000 1,037
A_33 P3691860 FAM122B -0,836 0,000 0,177
A 24 P945000 SKA2 -0,657 0,000 0,308
A 23 P127522 HYLS1 -0,776 0,000 1,079
A 23 P257043 GEM -0,562 0,000 2,024
A 24 P225616 RRM2 -0,576 1,848 0,114
A 23 P367899 EPOR -0,626 0,000 1,084
A 23 P71830 ZBTB26 -0,466 0,000 0,108
A 23 P338505 C190rf40 -0,464 0,451 0,443
A 33 P3289426 ZNF775 -0,384 0,119 0,004
A 33 P3268368 FZR1 -0,249 0,000 0,767
A 33 P3230017 AURKAPS1 -0,502 0,000 1,260
A 33 P3302428 TNRC6C -0,224 0,067 0,006
A_33 P3304668 COL1A1 -0,065 -1,993 0,595
A_33 P3272558 NCAPH2 -0,172 0,740 0,027
A_24 P941336 TSR1 0,007 0,301 -0,126
A 23 P75889 PSMD13 0,010 0,355 -0,118
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A_23 P370989 MCM4 0,017 0,464 -1,062
A_23 P93823 RFC2 0,036 0,658 -0,667
A 23 P80032 E2F1 0,045 0,639 -0,947
A 24 P305662 TRMT2A 0,280 0,000 -0,424
A 23 P259344 CECRG6 0,345 0,000 -1,709
A_24 P365015 HOXB13 0,215 -1,639 -0,017
A_33_P3350074 SLC25A19 0,247 0,000 -0,611
A_33_P3407895 RINL 0,469 -0,502 -0,015
A 23_P145485 ULBP2 0,601 0,000 -0,810
A 23_P28120 SIX2 0,730 0,000 -0,272
A 24 P91991 NATS8L 1,037 -0,378 -0,048
A 33_P3237784 PORCN 0,792 -0,751 -0,034
A 23_P78608 DENND1C 0,948 -0,259 -0,078
A 23 P155376 CRELD1 1,055 -0,597 -0,085
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2. kiegészitd tablazat — A sejtciklus kiilonb6zo fazisaiban szignifikansan eltéro
expressziot mutato transzkriptumok HeLa sejtekben a génexpressziés microarray
vizsgalat alapjan - A tablazatban az egyes fazisok normalizalt expresszios értékeinek
atlagai szerepelnek. A tdblazatban az egyes transzkriptumok sorrendje megfelel a 6. dbra B
paneljén abrazolt hotérképen szerepld transzkriptumok sorrendjének.

préoba név gén G1 atlag S atlag G2 atlag

A_24 P297539 UBE2C -2,557 0,000 0,834
A_23 P416468 PIF1 -2,466 0,000 1,403
A_23 P323751 FAM83D -2,653 0,000 0,940
A_24 P218979 CDCA3 -2,088 0,000 0,482
A_33 P3333187 -2,143 0,000 0,683
A 33 P3807062 HJURP -2,150 0,075 0,207
A 23 P46539 PSRC1 -2,141 0,067 0,602
A 23 P130182 AURKB -2,383 0,150 0,116
A 23 P118834 TOP2A -2,253 0,000 0,293
A 24 P413884 CENPA -2,257 0,000 0,740
A 32 P198731 NEURL1B -2,567 0,007 0,682
A 23 P388146 -2,000 0,000 0,908
A 32 _P151800 FAM72D -1,900 0,000 0,798
A 23 P116387 INCENP -2,076 0,011 0,251
A 23 P138507 CDK1 -2,088 0,137 0,481
A 24 P193592 CCNF -2,248 0,000 0,410
A 33 P3256738 ARHGEF39 -1,730 0,000 0,273
A 23 P50108 NDC80 -2,028 0,141 0,130
A_33 P3242952 FAM72A -1,972 0,000 0,733
A 23 P131866 AURKA -1,943 0,000 1,057
A 23 P70249 CDC25C -1,899 0,000 0,546
A 33 P3374205 MKI67 -1,678 0,000 0,201
A 23 P57588 GTSE1 -1,713 0,000 0,387
A 23 P150935 TROAP -1,716 0,000 0,822
A 23 P375 CDCAS8 -1,723 0,000 0,529
A_23 P48835 KIF23 -1,757 0,000 0,315
A_23 P34788 KIF2C -1,754 0,000 0,470
A_23 P385861 CDCA2 -1,904 0,052 0,222
A_33 P3230548 KIF14 -1,768 0,000 0,632
A 23 P100127 CASC5 -1,630 0,000 0,254
A 23 P52017 ASPM -1,527 0,000 0,692
A 33 P3230254 NCAPG -1,590 0,176 0,175
A 24 P227091 KIF11 -1,528 0,000 0,121
A_23 P58321 CCNA2 -1,803 0,000 0,474
A 23 P35219 NEK2 -1,474 0,000 0,811
A_23 P388812 CKAP2L -1,732 0,097 0,124
A 23 P88331 DLGAP5 -1,631 0,000 0,607
A_33 P3311755 KIF23 -1,866 0,000 0,276
A 32 P186474 RACGAP1 -1,569 0,051 0,317
A 23 P70007 HMMR -1,566 0,000 0,959
A 23 P259586 TTK -1,602 0,000 0,448
A 33 P3288159 ASPM -1,449 0,000 0,688
A 24 P346855 MKI67 -1,584 0,180 0,199
A 23 P25626 BORA -1,675 0,000 0,741
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A_23 P253752 MTFR2 -1,594 0,041 0,169
A_23 P411335 SGOL2 -1,531 0,000 0,404
A_33_P3350488 NUSAP1 -1,350 0,076 0,346
A_23 P32707 ESPL1 -1,646 0,234 0,094
A_33_P3401621 CCNB1 -1,377 0,000 1,339
A_23 P125265 KPNA2 -1,501 0,000 0,962
A_23 P118174 PLK1 -1,466 0,000 1,041
A_33_P3321293 IQGAP3 -1,451 0,000 0,178
A 23 P51085 SPC25 -1,609 0,649 0,051
A 33 P3298387 PLK1 -1,465 0,000 0,920
A 23 P89509 SPAG5 -1,417 0,075 0,157
A 23 P68610 TPX2 -1,379 0,000 0,565
A 23 P65041 RACGAP1P -1,455 0,000 0,304
A 23 P124417 BUB1 -1,380 0,000 0,690
A 23 P155765 HMGB2 -1,306 0,111 0,302
A 24 P813147 TUBBS -1,300 0,000 0,383
A 23 P145016 BRDS -1,299 0,018 0,329
A 23 P356684 ANLN -1,475 0,000 0,219
A 23 P115872 CEP55 -1,371 0,000 0,560
A 24 P319613 NEK2 -1,511 0,000 0,760
A 23 P163481 BUB1B -1,264 0,104 0,323
A_33_P3224105 KNSTRN -1,333 0,000 0,892
A 24 _P296254 ARHGAP11A -1,320 0,000 0,225
A_23 P361419 DEPDC1B -1,438 0,000 0,333
A_32_P62997 PBK -1,344 0,256 0,053
A_33_P3411025 ARHGAP19 -1,423 0,065 0,190
A_23 P253524 CENPE -1,240 0,000 0,592
A_24_P99090 CKAP2 -1,120 0,000 0,596
A_33_P3230017 AURKAPS1 -1,081 0,000 0,990
A_24_P941759 G2E3 -1,058 0,000 0,681
A_24 P322354 SKAL -1,099 0,351 0,050
A_23_P148475 KIF4A -1,088 0,000 0,360
A_33 P3327165 ccDC18 -1,229 0,000 0,254
A 23 P387630 STARDS -1,315 0,000 0,834
A 23 P200310 DEPDC1 -1,227 0,000 0,709
A 23 P133956 KIFC1 -1,426 0,089 0,080
A 23 P345707 TICRR -1,007 0,275 0,026
A_33 P3376116 SPC24 -0,986 0,422 0,069
A_33_P3306024 SIGLEC16 -1,140 0,000 0,373
A 23 P118150 ARL6IP1 -1,361 0,000 1,131
A_33_P3300800 GUCY2EP -1,097 0,000 0,439
A 33 P3339375 ARHGAP11B -1,109 0,000 0,239
A_33_P3340468 CENPI -1,022 0,252 0,081
A 33 _P3242649 KIF18A -1,082 0,000 0,915
A_23 P44684 ECT2 -1,083 0,000 0,346
A 23 P151405 CKAP2 -1,179 0,000 0,768
A_23 P206901 NDE1 -1,024 0,000 0,510
A 33 P3716128 SMC4 -1,039 0,159 0,009
A 33 P3261182 POCS5 -1,081 0,041 0,175
A_23 P420551 CIT -1,033 0,000 0,262
A_23 P66777 CcDC27 -0,925 0,020 0,131
A_23 P401 CENPF -0,952 0,000 0,529
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A_23_P99604 G2E3 -1,052 0,000 0,384
A 24 P923381 -0,907 0,000 0,386
A 23 _P256956 KIF20A -0,775 0,000 1,168
A 23 _P206059 PRC1 -1,063 0,082 0,365
A 23 P126120 CENPL -0,837 0,136 0,042
A_33_P3406090 -1,105 0,219 0,051
A 23 _P66732 GSG2 -1,056 0,151 0,024
A 24 P314571 SPC24 -1,027 0,509 0,074
A _32_P96719 SHCBP1 -1,066 0,255 0,086
A _33_P3360718 CDC27 -0,822 0,009 0,144
A 23 P122197 CCNB1 -0,792 0,000 1,170
A 23 P151150 FOXM1 -1,044 0,221 0,148
A 33 _P3221313 CENPI -0,925 0,285 0,035
A 33 P3413523 DBF4 -1,007 0,000 0,211
A_24 P397489 GCNT2 -0,999 0,000 0,656
A_33_P3281716 -0,923 0,053 0,166
A_23_P94422 MELK -0,665 0,545 0,037
A_23 P386241 FAM110A -0,776 0,000 0,641
A_23_P4944 CALMS3 -0,733 0,000 0,209
A_33_P3257558 CNTRL -0,866 0,000 0,818
A_23_P137586 GMEB1 -0,725 0,210 0,033
A_23_P209619 ATL2 -0,731 0,000 0,357
A_23_P502312 CD97 -0,793 0,000 0,429
A_23 P9761 CNTROB -0,779 0,065 0,151
A_23 _P127522 HYLS1 -0,829 0,000 0,613
A_23_P65757 CCNB2 -0,716 0,000 0,783
A 24 P13041 RTKN2 -0,815 0,638 0,116
A _23_P429491 DDIAS -0,648 0,099 0,085
A 23 _P342727 STARD13 -0,786 0,000 0,412
A 23 P201979 CREM -0,775 0,289 0,111
A 23 P211428 SMTN -0,953 0,000 0,752
A 23 _P149200 CDC20 -0,783 0,000 0,897
A _33_P3419735 -0,760 0,051 0,099
A _23_P209394 CFLAR -0,625 0,003 0,126
A 24 P135406 KCTD9 -0,734 0,001 0,121
A 23_P106127 KIAA0586 -0,585 0,000 0,464
A _33_P3358037 -0,632 0,033 0,180
A 23 P145134 FGFR1OP -0,756 0,100 0,012
A _33_P3286218 DLEU2L -0,527 0,067 0,021
A _23_P83110 CDK5RAP2 -0,554 0,034 0,083
A_33_P3240229 CREBBP -0,575 0,021 0,057
A 23 _P133133 ALPK1 -0,558 0,000 0,531
A_33_P3308905 CEP57L1 -0,537 0,174 0,018
A_23_P86599 DMBT1 -0,559 0,497 0,075
A_24 P323598 ESCO2 -0,577 0,988 0,050
A_33_P3359753 CCSAP -0,545 0,000 0,567
A_33_P3342957 STK17B -0,772 0,000 0,385
A_24 P403244 PILRB -0,557 0,015 0,039
A_33_P3502640 DTX2 -0,492 0,003 0,115
A_33_P3306352 -0,482 0,211 0,037
A 23 _P254271 TUBB6 -0,537 0,024 0,113
A 24 P137897 IFRD1 -0,543 0,279 0,048
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A 33 _P3361202 CCSAP -0,534 0,000 0,629
A_33_P3405500 SACS -0,466 0,000 0,268
A 23 P218131 INF2 -0,523 0,395 0,061
A 23 P153197 TGIF1 -0,450 0,299 0,034
A 33 _P3374723 ZEB1 -0,477 0,000 0,203
A _23_P28953 DNMT3B -0,562 0,000 0,379
A_33_P3888365 RSBN1 -0,557 0,002 0,111
A_33_P3340404 SCLT1 -0,409 0,000 0,785
A _33_P3286372 C20rf48 -0,536 0,592 0,104
A _23_P21473 CEP70 -0,494 0,000 0,515
A 23 _P307328 WHSC1 -0,437 0,031 0,105
A 33 _P3234118 FAM122B -0,467 0,070 0,039
A _23_P41476 SHISA3 -0,572 0,000 1,481
A 23 _P113803 KATNAL -0,476 0,000 0,284
A_23_P96209 REEP4 -0,527 0,000 0,742
A_23 P23074 IF144 -0,426 0,436 0,015
A_23 P37391 CCDC85C -0,271 0,000 0,910
A_33_P3256685 TTF2 -0,429 0,016 0,116
A_33_P3267814 MICAL3 -0,466 0,000 0,265
A_24 P925664 MDM2 -0,441 0,018 0,124
A_24 P86868 METTL10 -0,347 0,000 0,254
A_23_P204436 GIT2 -0,344 0,231 0,033
A_23 P134835 CSGALNACT1 -0,357 0,000 0,257
A_33_P3217103 RBFOX2 -0,412 0,058 0,035
A_32_P106732 FANCM -0,246 0,235 0,006
A_33_P3222218 NEURL1B -0,394 0,000 0,698
A _23_P19291 TUBB2A -0,408 0,000 0,321
A 23 P141738 SS18 -0,232 0,000 0,442
A 23 P13663 FAMG0A -0,241 0,000 0,416
A 23 P593 GPBP1L1 -0,230 0,000 0,173
A 33 _P3577671 DPP8 -0,251 0,030 0,039
A 24 P313822 PAK4 -0,247 0,000 0,277
A 24 P148043 FAM20B -0,201 0,004 0,037
A _23_P372467 AHSA2 -0,189 0,343 0,013
A 23_P305938 ZNF75D -0,255 0,000 0,221
A _33_P3398922 MBD1 -0,196 0,066 0,018
A 32_P72341 TRIM59 -0,186 -0,019 0,859
A 32_P222684 PRDM6 -0,089 -0,092 0,598
A 24 P222997 ZRANB3 -0,156 0,000 0,244
A _23_P81408 MAT2B -0,140 0,000 0,080
A_33_P3346302 UBAP2 -0,142 0,000 0,228
A _23_P257593 LOH12CR1 -0,033 -0,100 0,394
A _23_P108823 OSBPL6 0,051 0,092 -0,592
A_24 P208345 SLC45A3 -0,037 -0,529 0,478
A_33_P3285545 CLDN4 -0,026 -0,222 0,557
A_33_P3390643 MMACHC -0,021 -0,165 0,261
A_23 P70328 CENPQ 0,030 0,415 -0,242
A_23 P74115 RAD54L 0,018 0,962 -0,104
A_23_P23303 EXO1 0,036 0,536 -0,643
A_23 P318581 KIAA1430 -0,016 -0,331 0,106
A 24 P100517 SAPCD2 -0,089 -0,092 1,263
A 24 P173754 Clorf21 0,009 0,620 -0,109
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A_23 P359277 ELOVLY 0,031 0,238 -0,663
A_24_P56270 DYRK2 -0,012 -0,188 0,132
A_23_P208013 ZNF407 -0,014 -0,338 0,086
A_33_P3358312 OTUD6B -0,004 -0,091 0,258
A_33_P3214884 KPNA3 -0,010 0,016 0,237
A_23_P41327 LYAR -0,016 0,101 0,373
A_23_P25403 HCFC2 0,020 0,610 -0,096
A_32_P184279 CCDC6 -0,015 -0,031 0,150
A 33 P3217238 ATAD? 0,009 0,669 -0,245
A 33 P3258612 PCNA 0,226 0,001 -0,648
A 23 P65741 DIS3L 0,131 -0,332 -0,030
A 23 P129956 DUSP3 0,208 -0,275 -0,027
A 32 P104478 FGD6 0,175 0,000 -0,602
A 33 P3287502 MSH2 0,226 0,000 -0,408
A_24 P33156 AFMID 0,230 -0,284 -0,015
A 23 P38677 SLMO1 0,127 -0,323 -0,018
A_32_P84009 CMTM4 0,230 0,221 -0,022
A _32_P5276 ARHGEF26 0,151 0,079 -1,041
A 33 P3222892 SLC10A3 0,269 -0,055 -0,003
A 23 P383278 PYCRL 0,188 -0,666 -0,029
A 33 P3327961 ZNF615 0,297 0,128 -0,014
A 23 P23639 MCOLN2 0,323 0,179 -0,018
A_33_P3370832 FAM117B 0,302 -0,582 -0,026
A_24 P19810 PPCS 0,360 0,000 -0,055
A_32_P215938 GPSM1 0,384 -0,296 -0,019
A 33 P3371564 FAMS6B3P 0,311 -0,301 -0,041
A 32 P151782 XLOC_010709 0,405 -0,067 -0,021
A_33_P3238280 ESYT3 0,343 0,000 -0,569
A_24_P30194 IFITS 0,380 -0,508 -0,044
A_33_P3382412 ZNF468 0,425 0,170 -0,050
A_23_P80032 E2F1 0,481 0,000 -0,480
A_24_P234732 MXD4 0,577 -0,351 -0,018
A 23 P132175 RTN4R 0,562 0,000 -0,414
A 24 P91991 NATSL 0,396 -0,468 -0,031
A 23 P94762 ZNF354B 0,378 -0,073 -0,015
A 33 P3247022 CCNE2 0,587 0,000 -0,910
A 24 P16214 LINC00665 0,560 -0,302 -0,044
A 24 P734953 TRNP1 0,480 0,000 -0,154
A_33_P3280965 SNHG9 0,420 0,000 -0,115
A_33_P3252359 BDH1 0,509 -0,278 -0,045
A 33 P3414389 SH2B2 0,523 -0,127 -0,049
A 33 P3219591 RNF213 0,587 -0,252 -0,019
A 23 P143935 PIGZ 0,601 0,000 -0,479
A 23 P423695 MXD4 0,568 -0,214 -0,022
A 24 P129277 NOD1 0,503 -0,047 -0,067
A 33 P3242234 F8A2 0,596 0,000 -0,142
A_23 P251421 CDCA7 0,641 -0,516 -0,039
A_23 P125078 SLC26A11 0,599 -0,008 -0,089
A_23 P311640 AGFG2 0,675 0,473 -0,012
A_23_P80839 MAP6D1 0,733 0,000 -0,135
A 23 P414273 SMIM3 0,600 0,000 -0,125
A 23 P314250 FAM78A 0,813 0,376 -0,067
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A_23 P397347 MCM9 0,763 -0,020 -0,047
A 33 P3427239 LOC100134937 0,824 -0,105 -0,058
A_32_P79492 0,889 -0,134 -0,058
A 23 P110882 TSPYL4 0,726 -0,071 -0,040
A 24 P118011 PRORSD1P 0,971 -0,231 -0,075
A_23 P74449 HPDL 1,129 -0,890 -0,150
A 33 P3234521 DIS3L 0,862 -0,390 -0,040
A_33_P3270657 FAM111B 0,866 0,000 -0,643
A 23 P397341 PAQR4 0,839 0,000 -0,291
A 33 P3394140 ZMIZ1-AS1 1,035 -0,020 -0,041
A 23 P344531 SYNPO 0,942 -0,162 -0,093
A_32_P46840 LOC729680 1,010 -0,327 -0,052
A 32 _P6172 LINC01003 1,106 -0,568 -0,082
A 23 P76071 B3GNT4 0,986 0,000 -0,356
A 24 P181254 OLFM4 1,361 -0,538 -0,053
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