DOI:10.14753/SE.2019.2222

MikroRNS eltérések vizsgalata a vastagbéldaganat
kialakuldsa soran

Doktori értekezés

Nagy Zsofia Brigitta

Semmelweis Egyetem
Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

| SEMMELWEIS
, EGYETEM

Témavezetd: Dr. Molnar Béla, az MTA doktora, tudomanyos tanacsado

Hivatalos biralok: Dr. Kiss Andras, az MTA Doktora, egyetemi tanar
Dr. Maléth Jézsef, Ph.D. Tudomanyos munkatars

Szigorlati bizottsag elnoke: Dr. Toth Sara, Ph.D. habil. egyetemi
docens

Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Sebestyén Anna, Ph.D., tudomanyos
fomunkatars
Dr. Toéth Erika, Ph.D., osztalyvezetd
féorvos

Budapest
2018



DOI:10.14753/SE.2019.2222

Tartalomjegyzék
1. ROVIDITESIEGYZEK .....coooviiiiiiieiiireiieseinssiiesessessisssssesssses s 5
2. BEVEZETES ...ttt 8
2.1. A vastagbél szovettani SZErKeZete .......ccccvvvviiiiiiiiiii i 8
2.2. A vastagbél szovettani elVAItOZASAL ........cccvvveiiiiiiiiiiiiie 9
2.2.1. A vastagbél adenomak és daganatok epidemioldgidja .........cccvvveiiirivinnennnn 9
2.2.2. A vastagbél joindulata elvaltozésai, az adendmak ...........ccoceeveiiiieniennnnne 10
2.2.3. A vastagbélrak patologiai StAdIUMAL ....ccvvvviiiiiiiiiiiie 11
2.2.4. A vastagbélrak molekuldris jellemzoi ...........covviiiiieiiiiiiic 12
2.2.4.1. A mikroszatellita stabil (MSS) fenotipusu karcinoma kialakulasa ....... 12
2.2.4.2. Mikroszatellita instabil (MSI) fenotipusu vastagbélrak................... 15
2.2.4.3. Epigenetikai €lVAIt0ZASOK........ccceiieiiiieiiese e 16
2.3. A MIKrORNS-eK (MIRNS) .....cooiiiiiiccece e 16
2.3.1.A MIRNS-€K DIOSZINTEZISE ....vevirveivierierieieiiesie sttt 17
2.3.2. A MIRNS-ek NEVEZEKLANA .....ocvviiiiiiiiiiieieiie e 21
2.3.3. A mMIRNS-ek vizsgalati MOASZETEI ....cvevvivviiiiiiiiiieiee e, 22
2.3.3.1.  miRNS-ek kinyerése szOvetekbOl .........ccovviiriiiiiiiiecce 23
2.3.3.2.  Microarray technolOgia .........ccoveiviiiiiiiiinieic e 25
2.3.3.3. A polimeraz lancreakcid (PCR) alapt vizsgalatoK.............ccovvernininnnns 26
2.3.4. A mikroRNS-¢ek szerepe a daganatos megbetegedésekben....................... 28
2.3.5. A véraramban kering6 extracellularis miRNS-eK ...........cccccovvriiirninnnn, 32
3. CELKITUZESEK ...ttt 34
4. MODSZEREK ......oiiiiiriririmtiiesiiesssesiissssesss st 35
4.1. Klinikai mintagytijtés €s feldolg0Zas ..........ccooiiiiiiiiiiiiii 35
4.1.1. Biopszias és miitéti SZOVEtMINtAK.........ccvviiiiiiiiiiiic 36
4.1.2.  Plazmamintak ...........coooiiiiiiiiiiiiiii e 36
4.1.3.  FFPE MINtAK .......ooiiiiiiiiiciceec e 36



DOI:10.14753/SE.2019.2222

4.2. Vastagbélrdk ¢és adendma szovetmintdk miRNS expresszidés profiljdnak

MEZNALATOZASA ...t 37
4,21, MINEAZYUILES .vveeiiiiieiiiieeiiee ettt sttt ettt sib e s nbb e e e bn e e enses 37
4.2.2.  RNS IZOIAIAS ...ooviiiiiiiiiiecie et 38
4.2.3. A kinyert RNS mindségi és mennyiségi vizsgalata..........c.cccevrvverinnnnnnnn. 39

4.2.4. miRNS expresszios vizsgalat GeneChip miRNA 3.0 array hasznalataval 39

4.2.5. mRNS expresszids vizsgalat Human Transcriptome Array 2.0 rendszeren40

4.2.6. A microarray vizsgalatok statisztikai elemzEse...........ccovveririiniiiiiiinnnnn, 41
4.2.7. A biopsziamintdkon vizsgalt valos-ideji kvantitativ PCR analizise.......... 41
4.2.8. Insilico MIRNA-mRNS target predikcio ........ceovevierienenenininisieeeeeen, 43
4.2.9. Aciklin D1 immunhisztokémiai vizsgalata............ccccoevreniriniininninnennnn, 43
4.3.  miRNS-profil vizsgalat parositott plazmamintdkon ............ccocererereivnienieennen, 44
4.3.1. miRNS izolalas plazmamintdkbOl ...........cccoeriiiiiiiiicie e 44

4.3.2. miRNS expresszios vizsgalat GeneChip miRNA 3.0 array hasznalataval....44

4.3.3. A microarray vizsgalatok statisztikai elemzése...........ccccerviiiiiiiiiiiiiiiiennn. 44
4.3.4. Valos-idejli kvantitativ PCR analizis..........cccoccviiiininiiniic 44

44, miRNS ¢és teljes RNS frakciot izolald moddszerek hatékonysaganak

Osszehasonlitd vizsgalata FFPE szovetmintakon ............ccccviiiiiiiiiciiiie e 45
4.4 1. MINEAZYUJEES ..veeeeeeeieeeee ettt nnee s 45

4.4.2. RNS kinyerése miRCURY ™ RNA - Tissue 1zolalo Kit felhasznalasaval ...45

4.4.3. RNS kinyerése High Pure miRNA 1zolalo6 Kit felhasznalasaval................... 46
4.4.4. RNS izolalasa High Pure RNA Paraffin Kit felhasznalasaval ...................... 46
4.4.5. RNS izolalasa MagNA Pure 96 Cellular RNA LV Kit felhasznalasaval.......47
4.4.6. A Kinyert RNS mindségi és mennyiségi vizsgalata.............coovrvriivnnenennnn, 47
4.4.7. Valos idejli kvantitativ PCR analiziS..........cccooceviiiiiiiiiiiiicce e 47
4.4.8. A referencia miRNS KivAIaSZtaSa ........ccovivviiiiiiiiiiicicc e 47
5. EREDMENYEK .....cooutiiiiiimiiimiiiessiesisessessses st 48

5.1. A miRNS kifejezodés microarray-alapu vizsgalata vastagbél szovetmintakban .48



DOI:10.14753/SE.2019.2222

5.2. In silico célpont mRNS predikcio és validaci6 Human Transcriptome Array 2.0
MICTOAITAY FENASZETEIN .....eveiieiiieteete etttk b bbb 53
5.3. A megvaltozott kifejezési miRNS-ek jelatviteli utvonalakban betoltott
szerepének iN SHHICO VIZSZALAta..........coeiveriiiicie e 54
5.4. A ciklin D1 fehérje kifejezddésének vizsgalata immunhisztokémiai modszerrel 56
5.5. A szdveti- és plazmamintdkban megvaltozo miRNS expresszid vizsgalata ........ 57
5.6. A miRNS expresszios eltérések valos-idejii PCR-rel torténd megerdsitése

Plazmamintakban ...........cccoiiiiiiii 60

crer

vizsgalata FFPE MINtakon .........ccoooiiiiiiiiiiic e 63
5.9. A miRNS profil vizsgalata Exiqon PCR Paneleken a négy kiilonb6z6 modszerrel

tOrténd RINS 1Z0IAIASt KOVELOCTI ...eevvviieiiiiiiiiiesiie e 66
5.9.1. A vastagbél-specifikus miRNS-ek 0sszehasonlito elemzése...........ccccveneennen. 69
6.  MEGBESZELES ......cooiiiiiiiieereiieeieeisessesesssss st sss st sssssans 73

6.1. A kiilonbozé betegcsoportokban kifejez6d6 miRNS-ek vizsgalata microarray
MOASZEITEL ...t 73
6.2. In silico target mRNS predikci6 és validaci6 Human Transcriptome Array 2.0
MICTOAITAY FENASZETEIN .....euiiieiieeeeete ettt b bbbttt bbbt 77
6.3. A ciklin D1 fehérjekifejez6désének vizsgalata immunhisztokémiai modszerrel 77
6.4. A kiilonboz6 diagnosztikai csoportokban megvaltozd miRNS expresszio
vizsgalata plazmamintakban.............ccccoviiiiiiiiii 78

crer

6.5. Az eltér6 modszerekkel izolalt FFPE mintdak RNS koncentracidjanak és

Integritdsdnak VIZSEAlata...........coooiviiiiiii 82
6.5.1. A vastagbél-specifikus miRNS-ek dsszehasonlitd elemzése............c.eveee. 84

6.6. Legfontosabb ) megallapitasok és megfigyelések...........cocrvviiniiiiiiiniinnn, 85

7. KOVETKEZTETESEK ..ottt 87
8. OSSZEFOGLALAS ......oiiviiiiieieieeiesessssssssssssssss s 88
8.1. Magyar 0SSZ€TOZIal0.........cceiiiiiiiiec e 88
8.2, SUMMBIY ...ttt b et b ettt e e b nne s 89
9. IRODALOMIEGYZEK ...coiivimiiiiiiiinieissiesisssisesssesiss s ssssessss s 90
10. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE .....ccooviviiririiiriirinsiissiiesssssssesssesseones 113



DOI:10.14753/SE.2019.2222

10.1. Az értekezés témajaban megjelent eredeti kozlemények ...........cccooveriiernnnne. 113
10.2. Egyéb — nem az értekezés témajaban megjelent — eredeti kozlemények ......... 113
11, KOSZONETNYILVANITAS ..ot 115
12, FUGGELEK ..ottt 117



DOI:10.14753/SE.2019.2222

1. ROVIDITESJEGYZEK

ADT - tubularis adenéma

ADTYV - tubulovillézus adenéma

AGO 1-4 - argonauta csalad

Aktl - AKT szerin/threonin kinaz 1

APC - Adenopolyposis coli

BARX2 - BarH-szerti homeobox 2

BAT - 25,26 - Big Adenine Tract 25 és 26

BAX - BCL2 asszocialt X, Apoptozis Regulator

CCND1 - ciklin D1

CCR4-NOT - C-C motivumu kemokin receptor tipus 4 transzkripcids complex
CDC25A - sejtosztodasi ciklus 25A (Cell Division Cycle 25A)
CDC42 - sejtosztodasi ciklus 42 (Cell Division Cycle 42)
CDKN2B - ciklin dependens kinaz gatlé 2B

cDNS - komplementer DNS

CGH - 6sszehasonlité genomikus hibridizaci6 (comparative genomic hybridisation)
CIN - kromoszéma instabilitas

CLL - kronikus limfoid leukémia

CRC - vastagbélrak

DCC - deleted in colorectal cancer

DGCR-8 - DiGeorge syndrome critical region gene 8
DICER - Dcr-1 homolog

E2F1 - E2F transzkripcids faktor 1

E2F3 - E2F transzkripcids faktor 3

EGFR - epidermalis ndvekedési faktor receptor

elF-4E - eukaridta transzlacids inicidcios faktor 4E
ENTPDS - ektonuklezid trifoszfat difoszfohidrolaz 5
ERK5 /MAPKY - mitogén aktivalt protein kinaz 7

Ex - Exigon miRCURY RNS izolal¢ kit

FFPE - formalin-fixalt, paraffinba agyazott

FMOA4 - flavin tartalmu monooxigenaz 4

FOXOL1 - villasfejii boksz O1 (Forkhead Box O1)
FOXO3A - villasfejii boksz O1 (Forkhead Box O1)
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FSCNL1 - fascin actin-kotegel6fehérje 1 (Fascin Actin-Bundling Protein 1)
GO - gén ontoldgia konzorcium

GSK-3p - glikogén-szintaz-kinaz-3

HIF1A - hipoxia indukélhato6 faktor 1 alfaalegység

hMLH1,3 - MutL homolog 1 és 3

hMSH2,3,6 - MutS homolog 2, 3 és 6

HNPCC - nem-polipos vastagbélrak

HPmM - High Pure miRNA izolalo6 kit

HPp - High Pure Paraffin izolal6 kit

HTLV-I - human T-sejt limfotropikus virus tipus 1

IGF1R — inzulinszerii névekedési faktor 1 receptor

IGF2R - inzulinszerii névekedési faktor 2 receptor

INP1 - 6rokolhetd peroxiszoma fehérje 1 (inheritance of peroxisomes protein 1)
INPP4B - inozitol polifoszfat-4-foszfataz I1.B. tipus

KEGG - Gének és genomok kiotoi enciklopédidja (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes)

KLF4 - kruppel-szerti faktor 4

KRAS - Kirsten rat szarkéma viralis onkogén homoldg
L1CAM - L1 adhézioés molekula

LEF - T-sejt-specifikus transzkripcios faktor 1

LASP1 - LIM és SH3 fehérje 1

LNA - Locked Nuckleic Acid

MAPK - mitogén-aktivalt protein kindz

MMR - mismatch javito gének

MP - MagNA Pure 96 Cellular RNA LV izolal6 Kit

MSI - mikroszatellita instabilitas

MSI-H - magas szintii stabilités

MSI-L - alacsony szintii stabilitas

MSS - mikroszatellita stabil

N - egészséges minta

NPM1 - nukleofoszmin

NRAS - neuroblasztoma RAS viralis (V-Ras) onkogén homolog
O°-MGMT - O°-metilguanin-DNS metiltranszferaz

OREF - nyitott leolvasasi keret
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PCDC4 - programozott sejthalal fehérje 4

PI3K - foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat 3-kinaz

PTEN - foszfataz ¢s tenzin homolog

PTGDR - prosztaglandin D2 receptor

gRT-PCR - kvantitativ, val6s-idejlii polimeraz lancreakcio
RASAL - RAS P21 fehérje aktivator 1

RhoBTB1 - Rho-kapcsolt BTB Domain-t tartalmazé 1 (Rho Related BTB Domain
Containing 1)

RISC - miRNS-indukalt csendesité komplex

RSL1 - retinoschisin 1

RT - reverz transzkripcio

SCS - multipotens Ossejtek

SNORD38 - kis sejtmag RNS (small nuclear RNA)
SNORDA49A - kis sejtmag RNS (small nuclear RNA49A)
T - tumoros minta

TCF - T-sejt-specifikus transzkripcios faktor 1

TGFBR2 - transzformal6 novekedési faktor béta receptor 2
TGFBRIII - transzformal6 ndvekedési faktor béta receptor 3
TP53 - tumor protein P53

TRBP - Tar RNS-kot6 fehérje

U6- U6 kis sejtmag RNS
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2. BEVEZETES
2.1. A vastaghbél szovettani szerkezete

A vastagbél feladata a viz, az ionok és az asvanyi sok felszivasa a lumenbdl. A
vastagbél vakbélre (coecum), felszalld (colon ascendens), harant (colon transversum) és
leszallo (colon descendens) vastagbélre, valamint szigmabélre (colon sigmoideum) és
végbélre (rectum) és végbélnyilasra (anus) oszthatd. A vastagbél falat szerkezete
alapjan tobb részre oszthatjuk. A bél lumene fel6l a nyalkahartya (tunica mucosa), a
nyalkahartya alatti réteg (tunica submucosa), izomréteg (tunica muscularis), savos
hartya alatti réteg (tunica subserosa) és a savos hartya (tunica serosa) kiilonithet6 el. A
nyalkahartyat vérerekben, idegekben és kotdszovetekben gazdag vékony submucosa
réteg veszi korbe. Az izomréteg belsé korkoros és kiilsd hosszanti izmokbol épiil fel. A
viszceralis izomsejtek 0sszehizzdk és mozgatjak a béltraktust. A legkiilsé réteg a

serosa, amely vizes savos folyadékot termel, ezaltal védi a belek kiils6 felszinét.

A nyélkahartya (tunica mucosa) f6 funkcidja a védelem, felszivas és szekrécid; tovabbi
harom rétegbdl épiil fel: lamina epithelialis mucosae, lamina propria mucosae és lamina
muscularis mucosae (1. abra). A hamban nincsenek bélbolyhok, felszinén csillosz6ros
hengerham taldlhat6. A hamréteg kesztyiiujj-szeriien betirédik a bél faldba, az igy
létrejott képzddményt Lieberkiihn-kriptaknak nevezziik. Az epitéliumot enterocytak,
nyalkatermeld goblet sejtek és entero-endokrin sejtek alkotjak. A kriptak sejtjeinek
utanpotlasaért a multipotens Ossejtek (SCS) felelosek. Az aszimmetrikus osztodasuk
soran egyrészt megujitjak onmagukat, masrészt progenitor sejt populaciot hoznak 1étre,
amelyek a kriptak apikalis régidja felé vandorolva tovabb osztodnak és
differencialodnak a bélfal kiilonb6z6 sejttipusaiva [1]. Ez a folyamat fiziologias esetben
egyensulyban van a nyalkahartya feliiletérdl levald és elhald sejtek mennyiségével,
azonban ha a folyamat a sejtosztodas iranyaba eltolodik, Gigy sejtszaporulatok, polipok

alakulhatnak ki, amelyek akar a daganatképzodés kiindulasi allapota lehetnek.
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1. abra. A vastagbél szerkezete. (forras: Chung és Emmanuel nyoman [2])
2.2. A vastaghél szovettani elvaltozasai
2.2.1. A vastagbél adenomak és daganatok epidemioldégiaja

A vastagbélrak a harmadik leggyakoribb raktipus és a negyedik leggyakoribb daganat
okozta elhalalozas vilagszerte, koriilbeliil 1-2 milli6 j megbetegedést és 600 000
halalesetet regisztralnak évente [3]. Az 6tven évnél fiatalabbak esetén az incidencia
alacsonyabb, amely a kor elérehaladtaval fokozodik. A diagnézis median életkora a
fejlett orszagokban 70 év. A legnagyobb eléfordulast Eurdpa orszagaiban, Eszak-
Amerikdban és Oceanidban mérték, mig néhany déli és kozép-azsiai orszagban,
valamint Afrikédban az incidencia alacsonyabb. Az utdbbi években azonban a korabban
alacsony kockazatt orszagokban, mint Spanyolorszadgban vagy kelet-eurdpai és -azsiai
orszagokban is gyors ndvekedést figyeltek meg, amelyet a szakirodalom az étkezési
szokasok megvaltozasaval és az Un. nyugati ¢€letforma kockazati tényezodivel (pl.
mozgasszegény életmdd, fokozott kaloriabevitel) hoz Gsszefliggésbe [4]. A vastagbélrak
komoly népegészségiigyi problémat jelent Magyarorszagon is, évente 9000 Uj

megbetegedést és 5000 0 halalesetet regisztralnak [5].

Az aden6émak a leggyakoribb neoplasztikus elvaltozasok, amelyek a vastagbélben
megtalalhatoak, azonban az irodalomban kevés epidemiologiai adat at rendelkezésre.

Egyes tanulmanyok vizsgaltak mar az adendmak el6forduldsi gyakorisagat 50 évnel
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fiatalabb egyénekben és eredményiikben arrdl szamoltak be, hogy mar a fiatalabb

generacioban is detektalhatoak tubularis adenémak és hiperplasztikus polipok [6].

A vastagbélrak molekularis patogenezise igen heterogén [7]. A vastagbélrak orokletes
formainak molekularis hatterének feltarasa nagy szerepet kapott az utobbi évtizedekben,
amikor a molekularis patogenezis elterjedésével konnyebbé valt a helyes progndzis

felallitasa és a megfeleld terapias valasz kivalasztasa [8].

2.2.2. A vastaghbél jéindulatu elvaltozasai, az adenomak

A vastagbélrakok morfologiai elemzésekor ki kell térniink a vastagbél-nyalkahartya
joindulati daganatos elvaltozasaira is. A makroszkoposan jol elkiiloniilé polipoknak
egyik alcsoportjat képezik a sporadikus adenomak. Szdvettanilag harom tipusa ismert:

tubularis adendéma, villézus adendma, tubulovilléozus adendéma.

A tubularis adendémdk a colon barmelyik részén kialakulhatnak, de leggyakrabban a
szigmaban ¢és a rectumban talalhatoak. Az életkor elérehaladtaval szamuk megnd. Az
esetek felében egy elvaltozas észlelhetd, a fennmaradd részben egyszerre kettdé vagy
tobb 1¢€z16 talalhaté a bélben. Eltérd kiterjedéssel jellemezhetdk, attol fiiggden, hogy
szesszilisek vagy vékony kocsdnyon iild alakzatok. A szdvettani vizsgalatok alapjan a
nyelet €p vastagbél nyalkahartya, a fejet pedig neoplasztikus valtozata boritja, utobbiban
talalhatd eldgaz6dd mirigyek sotéten festddnek, rendezetlenek nyaktermelé vagy
nyaktermelést nem mutatd sejtek bélelik. A diszplazia mértéke és kiterjedése tag
hatarok kozott valtozhat, legstlyosabb vatozataik a szubmukoézat infiltrald invaziv

karcinomak [9].

A villézus adenomdk a nagyobb méretii és veszélyesebb polipok kéz¢ tartoznak. Féleg a
rektumban és a szigmaban lokalizalodnak. Rendszerint szesszilis, maximum 10 cm
atméréju, karfiolszerli idegenszovet-szaporulatok, amelyek az ¢ép nyalkahartya
felszinétél 1-3 cm-re kiemelkedve a lumenbe domborodnak. A diszpldzia mértéke

nagyon valtozo lehet, az invaziv karcinomak el6fordulasa akar a 40%-ot is elérhetik [9].

A tubulovillézus adenémak a tubularis és villozus komponeneseket valtozo ardnyban

tartalmazo poliploid képletek. Jellemzdek a nyeles vagy szesszilis formak jelenléte [9].

10
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2.2.3. A vastagbélrak patologiai stadiumai

A vastagbéldaganatokat differencialtsagi fokuk alapjan osztalyozhatjuk. A klinikai

gyakorlatban hasznalt stadiumokat Dukes [10] leirasa, majd Astler és Coller [11]

atdolgozasa alapjan napjainkban is hasznélatosak:

e Dukes A: a daganat a mukdzat érinti

e Dukes B1: a tumor beterjed a lamina muszkularis propriaba, de nem tori at

e Dukes B2: a tumor beterjed a subszerdzaba, nincs nyirokcsomo érintettség

e Dukes C1: a tumor a muszkularis propria rétegbe ér, nyirokcsomd érintettség

van

e Dukes C2: a daganat attori a szerdzat, nyirokcsomok érintettek

e Dukes D: tavoli metasztazisok kialakulnak

Egy masik javasolt és széles korben hasznalt klasszifikacio a TNM-rendszer, amely a

primer tumor (T0,1,2,3,X) a nyirokcsomdk (NO,1,2,X) és a metasztazisok (M0,X)

alapjan sorolja be a daganatot (1. tablazat).

1. tablazat. A vastagbéldaganatok stddiumai

Astler-
Dukes
TNM beosztas Kritériumok Coller
besorolas
Besorolas
Tis NO MO In situ karcindma, muko6zara - -
korlatozodik
T1NO MO T1 tumor szubmukozaba terjed A A
T2 NO MO T2 tumor muszkularis muké6zaba A B1
terjed
T3 NO MO T3 tumor szubszerozan tul terjed B2
T4 NO MO tumor a kornyezd szervekbe terjed, a B3
viszceralis peritbneumot is eléri
T1-2 N1 MO N1 a kérnyezd nyirokcsomok koziil C C1l
1-3 érintett
T3-4 N1 MO N1 a kérnyezd nyirokcsomok koziil C C2,C3
1-3 érintett, T3, T4
Toirmeric. N2, MO N2 a kérnyezd nyirokcsomok koziil 4 C C1,C2,C3
o vagy tobb érintett, Thsrmelyik
Ttrmetyik Npgrmetyixc M1 M1 tavoli metasztazis, Tosmelyik, - D
) sz’irmelyik
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2.2.4. A vastagbélrak molekularis jellemzoi

Az ép vastagbél nyalkahartya sejtjeiben bekdvetkezd daganatos elvaltozasok hatterében
jelentkezd hipermetilaci6 dallhat. Ezen folyamatok Osszessége szabja meg a
karcinogenezis folyamatat. A fejlddésmenet soran a mutacidok szamanak novekedésével
a genetikai instabilitas is fokozodik. A gyakori mutaciok sokszor a mikroszatellita
instabilitasok (MSI) mellett fordulnak el6. A mikroszatellitak rovid, tandem ismétl6do
DNS-szekvencidk szerte a genomban. Mikroszatellita instabilitasrél akkor beszélhetiink,
amikor replikacios hiba miatt hosszuk megnyulik vagy megrovidiil. A karosodott
sejtekben bekovetkezd jelenséget a mismatch repair gének (MMR) elsédleges
meghibasodasa okozza [12]. A MMR rendszer 7 f6 génjét ismerjik:
hMLH1, hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 és hPMS2 [13]. Helyes miikodésiik
soran a DNS-polimeraz altal generalt hibakat javitjak a mikroszatellita szekvencidkban.
A mikroszatellita statusz a vizsgalt lokuszok (Big Adenine Tract [BAT]-25, BAT-26,
D2S123, D5S346, és D17S250) alapjan az alabbi csoportokra oszthato:

¢ amikroszatellita stabilitds (MSS) esetén a 16kuszokon nincs instabilitas;

e alacsony szinti instabilitas (MSI-L) esetén a l6kuszok kevesebb, mint 40%-a
mutat instabilitast;

e magas szintll instabilitas (MSI-H) esetén az emlitett 10kuszok tobb mint 40%-a

mutat instabilitast.

2.2.4.1. A mikroszatellita stabil (MSS) fenotipusi karcinéma kialakuldsa

Korabban megfigyelték, hogy a vastagbél karcinomak adenomatdzus diszplaziakon
keresztiil alakulnak ki [14]. Az adenoma stadiumot pedig hiperproliferativ nyalkahartya
elvaltozas elézi meg, amelyet eldre programozott szabalyozé folyamatok vagy
kornyezeti faktorok inditanak el. Fearon és Vogelstein publikaltdk elészor az adenoma-
karcinoma szekvencia Kkifejezést 1990-ben. Tanulmanyukban a vastagbélrak
kialakulasaban akkor ismert molekularis elvaltozasok sorrendjét ismertették [15].
Akkori ismereteik — kiegészitve a legljabb eredményekkel — altalanossagban
alkalmazhatdak az MSS tipusu vastagbélrakokra (2. abra). Az utvonalat mérfoldkdnek
tekintik, ugyanis a kolorektalis karcindmak 80%-aban kimutathatéak. Altaldnossagban

elmondhato, hogy a vastagbélrak kialakulasanak kezdeti 1épése az adenopolyposis coli
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(APC) gén mutacidja, amely egyike a CRC-ben — korai 1épésben — gyakran mutalt
géneknek, amelyeket “kapudrz6” géneknek hivnak. A sporadikus vastagbélrakok tobb
mint 70%-aban kimutathaté mutacidja, beleértve a colitis ulcerosa megbetegedésbol
kialakul6 ,,de novo” daganatokat is [8]. Az ép APC fehérje a Wnt-jelatviteli utvonal
egyik negativ szabalyozo eleme. Az utvonalban az APC a B-cateninnel a glikogén-

szintaz-kinaz-3 p-val (GSK-3p) és az axinnal fehérjekomplexet alkotva szabalyozza a f3-

crer

crer

B-catenin fehérje APC-fliiggd degradaciojat. A PB-catenin olyan citoplazmaban
lokalizalodo fehérje, amelynek tobbféle funkcidja van. A szabad B-catenin bejut a
sejtmagba ahol a T-sejt faktor/lymphoid-enhancer faktor (TCF/LEF) transzkripcios
rendszerrel komplexet képezve aktivalja azt és tovabbi gének atirdsat serkenti. A nem
koéros Wnt-szignal meggatolja az aktin foszforilacigjat, aminek kovetkeztében a f-
catenin kiszabadul a komplexbdl és szabalyozza a sejtproliferaciot. Az APC, axin vagy
a GSK-3f mutécioja fehérjeszerkezet valtozdssal és funkciovesztéssel tarsul, ami
megakadalyozza a [-catenin bekotddését az APC-GSK-3B -axin komplexbe. A
degradacio hianyanak kovetkeztében a B-catenin felszaporodik a citoplazmaban, és a

sejtmagban el6idézi a TCF/LEF-fiiggd transzkripcid szabalyozatlan aktivaciojat.
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Kérnyezeti Colitis
faktorok ulcerosa
.V A A
) Hiper- Envhe Sulyos - .
Ep ham proliferativ|—> | diszplizia | =>| diszplazia | —> | Farcinoma [— | Metasztazis
ham
Tumor- MutAPC |, p16 mutp53
SZUppresszor
i mutk-ras -erb-
Onkogén Tc-mvc Tc erb-B2
Transzkripcios
faktorok
Sejteiklus ,|\ Survini
Szabélyozas és bm]jjilu% )
apoptozis ’|\ ve
Sejtadhézio és &IDCC |, E-cadherin

metasztazis

2. abra. Az MSS vastagbélrak fejlddésmenete és a legfontosabb génelvaltozasok (piros

szinnel jelolve) (Forras: Prof. Dr. Tulassay Zsolt nyoman [17])

Az adenoma-karcinoma szekvencia kialakuldsdhoz sok esetben a Kirsten Rat Sarcoma
Viral Oncogene Homolog (KRAS) onkogén mutacioja is hozzajarul. Az esetek 40-50%-
andl kimutathaté és mar enyhe diszplazids adendémakban is megjelenik (2. abra). A
KRAS egy protoonkogén GTP-k6td fehérje, amely GTP-kotott allapotban aktiv. Szamos
szignaltranszdukcios utvonalat aktival, koztiik a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK)
utvonalat is. Ismert, hogy a mutalt KRAS hiperplasztikus novekedést indukal a vastagbél
epitéliumban (a MEK utvonalon keresztiil) és gatolja a differenciaciot az APC-mutans
vastagbéldaganatokban [18]. Tovabba leirtak, hogy a gén terméke a hamsejtek
polaritasat is képes befolydsolni. A KRAS génben szerzett mutacid csokkenti az

adherens sejtkapcsolo struktrak altal kozvetitett sejt-sejt kapcsolatokat CRC-ben [19].

A survivin expresszidja ép szovetben nem mutathatd ki, fokozott miikodését azonban
szamos raktipusban leirtak, tobbek kozott vastagbéldaganatban is. A survivin a
sejtosztodas alatt a centroszomakhoz kapcsolodva, a kaszpaz-3, kaszpaz-9 fehérjékhez
kotddve fejti ki antiapoptotikus hatasat [20]. Emelkedett kifejez6dése Osszefiiggésben

all az apoptozis gatlasaval, sejtproliferacioval és angiogenezissel is [21].
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A deleted in colorectal cancer (DCC) tumorszuppresszor gén delécidja a 18q22
kromoszoéma régioban lokalizalédik. A vastagbéldaganatok koriilbeliil 70%-aban
kimutathatd allélvesztése [22] (2. abra). A gén az Ig szupercsaldd transzmembran
receptorat kodolja, amely az axonfejlédésben valamint az intracellularis jelatvitelben
jatszik fontos szerepet [23]. A vad tipusi DCC génterméke az apoptdzis soran
aktivalhatja a kaszpéaz-3-fehérjét. Sejtvonalakon végzett kisérletek soran megfigyelték,

hogy fokozott expresszidja a sejtosztodas soran gyors G2/M atmenetet okoz [24].

A p53 fehérjét a TP53 gén kodolja a 17p13.1. 1okuszon. A human tumorok tobb mint
50%-aban abnormalis az expresszioja [25]. Mutacidja vagy funkcidvesztése altalaban az
adendoma-karcinoma atmenetnél jelentkezik a Vogeltsein-modellben (2. abra). A 1ézidk
progressziojaval parhuzamosan a p53-ban is emelkednek az eltérések gyakorisagai. Az
adenomdak 4-26%-aban, invaziv fokuszokkal rendelkezé adenomak 50%-aban és a
CRC-k 50-75%-aban jelentkeznek az eltérései [26]. A p53 fehérje a sejtciklus G1-es
allapotaban leallast indukal, hogy eldsegitse a DNS javitasat a replikalédas soran

fellépd kornyezeti és onkogén stressz hatasokkal szemben [27].

2.2.4.2. Mikroszatellita instabil (MSI) fenotipusu vastagbélrdak

Az MSI tumorokat az ezekben a szakaszokban felhalmozodd muticiok (normal
sejtekhez képest 100-1000x nagyobb rata) jellemzik. Az MSI vagy mas néven mutator
utvonal a sporadikus vastagbélrakok koriilbeliil 15-20%-aban jelentkezik.[28]. Az MSI
fenotipust az 1990-es évek elején fedezték fel mikdzben az 6rokl6do, nem-polipos
vastagbélrak (HNPCC) molekularis genetikai hatterét keresték, amelyet ma Lynch-
szindromanak neveznek [29]. Az MSI mértéke attol is fiigg, hogy milyen gének
metiltaltak a tumorban. Az MSI-H tipust sporadikus CRC leggyakoribb okai a hMLH1
génmutacioja vagy promoterének hipermetilacidja és a hMSH2 génben bekovetkezo
germline mutacidja [30]. Az MSI-H tipusu sporadikus vastagbéldaganatok nem
mutatnak szembetiing citogenetikus eltéréseket és aneuploidia sem jellemz6 rajuk [31].
Az ilyen tipust tumor kialakuldsat az APC, a K-ras és p53 jelatviteli titvonalakban
megvaltozott gének csokkent gyakorisagai, mutacioi vagy allélveszteségei okoznak.
Ezen tumorokban az 5q, a 17p és a 18q kromoszoémakon a heterozigdtasag hianya is
kimutathatd [32]. A vastagbéldaganat kifejlodésében szerepet jatszo gének (mint a
TGFpRIII [33], IGFR2 [34], BAX [35], MSH3 [36], MSH6 [36], pS-catenin [37])
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mikroszatellita szekvenciaikban azonositanak mutacidkat. Tobb sporadikus MSI-H rak

CpG-szigetein DNS hipermetilacié mutathat6 ki a metilator fenotipus miatt [32].

Az MSI-L daganatok hiperplasztikus polipokbol vagy un. fogazott (serrated)
aden6makbol alakulnak ki. Eléforduldsi gyakorisagukat 15%-ra becsiilik. A tumorok
kozos jellemzoi, hogy az 5q, 1p és 8p kormoszoma régiokban heterozigotasag
elvesztését lehet kimutatni. Egy bizonyos DNS-javité gén (O°-MGMT) metilacidval
torténd csendesitése ezekre a tumorokra jellemzd a leginkdbb. A kromoszoma
instabilitas miatt anuploid DNS-tartalom mutatkozik meg. Az MSI-L rakok részben
mikroszatellita instabil és kromoszomalisan instabil kevert fenotipust mutatnak,

biologiai viselkedésiik azonban az MSS tumorokhoz hasonlit [38].

2.2.4.3. Epigenetikai elvaltozdsok

A vastagbélrak kialakuldsdban egyéb epigenetikai folyamatok is szerepet kapnak. A
globalis kromoszoma instabilitds kialakuldsdnak hatterében tobbek kozott a DNS

metilacio allhat. A CRC kialakuldsdban érintett tumorszuppresszor gének promoter

crer

crer

atir6dé nem-kodold RNS-ek szintén befolyasolhatjak a daganatképzddést, koziiliik is a

legismertebb csoportot a miRNS-ek képezik.

2.3. A mikroRNS-ek (miRNS)

Sok éven at a molekularis biologia centralis dogmaja szerint az RNS elsdsorban egy
koztes informaciohordozoé volt a DNS-szekvencia és a kodolt fehérje allapotok kozott.
A modern biologia egyik legnagyobb felfedezése volt, hogy a teljes human genom
szekvencidjanak csupan 2%-at képezik a protein kodolo gének, valamint, hogy a human
genom legalabb 90%-a atirddik RNS-sé. Tehat a human transzkriptom sokkal
komplexebbnek bizonyult annal, mint hogy fehérje kodold gének és splice variansaik
Osszessége legyen. Kezdetben azt feltételezték, hogy ezek a szakaszok a korai gének
felhalmozoddott evoltcids tormelékek maradvanyai. Az Gjabb bizonyitékok azonban azt
sugalltak, hogy a nem-kodold RNS-ek fontos szerepet toltenek be a sejt fejlodésében,
sorolhatjuk a transzkriptum mérete alapjan: rovid-, és hosszi nem-kodoldo RNS-ekre.
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Mindkét osztalyt tovabb lehet csoportositani, amelyekben a mai napig ijabb és ujabb
alosztalyokat (fedeznek fel és) irnak le. Az elmult években a mikroRNS-eknek (miRNS)
nevezett rovid nem-kodoldo RNS-eket tanulmanyoztak a leggyakrabban, amelyrdl a tobb
mint 5000 ezzel foglalkozé citacid is tantskodik a PubMed adatbazisaban (3. abra). A
mMiRNS-eket Victor Ambros irta le elészér Caenorhabditis elegansban. A nem kodold
RNS-ek ezen osztalya olyan 18-25 nukleotid hosszisagu, evolucidésan konzervalt,
egyszali RNS-molekulak csoportja, amelyek legfébb funkcidja a génexpresszid

szabalyozasa eukaridtakban [40].

3000 - W 25000 ¢
b4
'z
w4000 | L 20000
@ Z
- v
come 3000 |- g 15000 }-
- 2 |
= 2000 - &3 10000 }
(&) ~=
1000 24 5000
=
-
=
0 b———R. 3 0
o XX R B
x = = x > o= y
I T T T T S T T S S S T
Ev
mmiRNS
O miRNS+rak

(a) (b)

3. abra. A MIRNS keres6sz6 tartalmi publikaciok szamanak valtozasa az elmult
években. (a) Az alabbi keres6 szavakra kapott taladlatok (Pubmed) szama az adott évben:
fekete oszlop: ,,microRNA” fehér oszlop: ,,microRNA+cancer. (b) miRBase
adatbazisban a keresések szdmanak alakuldsa 2002. decemberétd]l 2014. juniuséig (az

utolso verzidszamig, release 21) [40].

2.3.1.A miRNS-ek bioszintézise

A miRNS-ek biogenezisének folyamata magaban foglalja a nukleuszban zajlo
transzkripcidjukat, a sejtmagbol a citoplazméba torténd exportjukat és az ezt kdvetd

tovabbi processzalasi folyamatokat, amelyek a citoplazmaban zajlanak (4. abra).
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Exportin-5
_export a sejtmaghol

CITOPLAZMA

erett miRNS a
SC-komplexbe:;

$*

4. abra. A miRNS ¢érésének Iépései a  sejtorganellumokban  (Forras:

WWW.invitrogene.com nyoman).

A legtobb esetben a miRNS gének transzkripcidjat az RNS-polimeraz 11 katalizélja,
amely a hajtli szerkezeti primer miRNS-t (pri-miRNS) szintetizalja. A primer allapot
mar dnmagaban tartalmazhatja szamos kiilonb6zd érett miRNS szekvencidjat. A pri-
mMiRNS-ek az mRNS-ckhez hasonldéan rendelkeznek 7-metilguanozin sapkaval és
poli(A) farokkal, amelyek az RNS-polimeraz II traszkriptumaira altalanosan jellemzoek.
Ezek a jellegek azonban a tovéabbi Iépéseket kovetden eltavolitasra keriilnek a
szekvenciarol [41]. A pri-miRNS-ek fiiggetlen miRNS génekrdl, intronok vagy exonok
részeiként irddnak at (5. abra) [42,43].
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5. abra. A miRNS-¢k transzkripcidja az intronikus és exonikus genomialis régiokrol
(Forras: Sevignani és mtsai. nyoman [44]). Azok a miRNS-ek, amelyek a genom
MRNS-ektdl. (A). Az elhelyezkedésiiket tekintve exonikus miRNS-ek a transzkripcid
folyaman irddnak at a ,,gazda” génnel egyiitt, majd a Drosha-DGCRS enzim hasitasat
kovetden pre-miRNS keletkezik (B).

Az emldsoknél az un. ,mikroprocesszald rendszer” a sejtmagban lokalizalodik,
amelynek tagja a Drosha enzim, és kofaktora a DiGeorge syndrome critical region gene
8 (DGCR-8). A pri-miRNS-ré61 a DROSHA-DGCR-8 komplex a nukleuszban egy 70
nukleotid hossziisagu koztes terméket hasit ki, amelyet pre-miRNS-nek neveziink [43].
A felszabadulo pre-miRNS két nukleotid hossza 3°-talnyalo véggel rendelkezik [45]. A
miRNS bioszintézisének kovetkezd 1épéseként a pre-miRNS a Ran-GTPaz aktivitasu
exportin-5 segitségével a citoplazmaba keriil, ahol a Dcr-1 homolég (DICER) és
kofaktora, a Tar RNS-kot6 fehérje (TRBP) hasitja a terminalis hurok eltavolitasaval

egylitt [43].

Az exportin-5 egy olyan nukleocitoplazmatikus transzport faktor, amely fontos szerepet
jatszik a miRNS nukleuszbol a citoszolba torténd exportjaban [46]. Az exportin-5 a pre-
miRNS ,,;minihélix” motivumat ismeri fel, amely egy 14 bazisparnal nagyobb hurokbol
és egy rovid 3’tulnyuld szekvenciabol épiil fel. Miikodése fiigg a kofaktoratol, amely
RAN-GTP-kotott allapotban specifikus kapcsolodast tesz lehetdvé az exportra szant
szubsztrattal [47].
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A citoplazmaba kijutott dupla szali pre-miRNS-t az RNaz-11I csaladba tartoz6 enzim, a
DICER hasitja. A DICER egy evoltuciosan konzervalt fehérje, amelynek jelenlétét
elészor a Drosophila fajban irtak le, majd emlésokben, névényekben és gombakban is
kimutattak [48]. A citoplazmaba kijutott pre-miRNS-b6l egy 22 nukleotid hosszusaga
duplex szerkezetet szabadit fel a terminalis hurok kivagasaval. A stem-loop szerkezetii
pre-miRNS szérain a ,,G:U” nukleotid parok és nukleotid inSzerciok jelenléte miatt
tokéletlen bazisparosodasok jelennek meg a szekvenciaban. A miRNS-miRNS* duplex
a termodinamikai stabilitas szabalyai alapjan vezetd és kovetd szalla (MIRNSY*)
modosul [49,50].

A duplaszalit RNS egyszaluva torténd konvertalasa bonyolult folyamat, amelyben RNS-
fehérje és fehérje-fehérje kolcsonhatasok egyarant érvényesiilnek. A folyamatot
végrehajto ribonukleoprotein kozpont a miRNS-indukalt csendesité komplex (RISC)-en
keresztiil zajlik (5. abra). A cél (target) mRNS-hez torténé kapcsolodas a RISC-
komplexen keresztiil torténik. Emlosokben az Argonauta csalad (AGO 1-4) tagjai
képezik a komplex szerves részét. A Metazoak csoportjan beliil a miRNS-ek részleges
komplementaritdson keresztiil kapcsolodnak a cél mRNS szekvencidval. Az egyediili
kivétel a miRNS mag-régioja (2 és 7 nukleotid a miRNS 5°- végétdl), ezen keresztiil
valosul meg a tokéletes antisense bazisparosodds az mRNS szekvenciaval. Néhany

kivételtdl eltekintve a miRNS kotOhelyek az mRNS 3°-UTR (3°- nem transzlalodo)

crcr

Amint a megfelel6 szalat miRNS a citoplazmatikus RISC-komplexbe épiil, a

poszttranszkripcids géncsendesités végbemehet. Két f6 moddon valdésulhat meg a

crer

miRNS komplex tobb szinten avatkozhat be a transzlacioba. Gatolhatja a transzlaciot az

iniciacid 1épésénél és blokkolhatja a riboszomalis alegység kapcsolodasat az mRNS-re

crer

levalasat is eredményezheti (6. abra) [51].
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C Inicidcio gatliasa D Elongacié gatlasa

S

D

6. abra. A miRNS kozvetitett poszttranszkripciés géncsendesités lehetséges

mechanizmusai emldsokben (Filipowicz ¢és mtsai, 2008 nyoman [43]). A mikro-
ribonukleoprotein komplex (miRNP) 4 kiilonb6zé mechanizmussal kdtddhet az mRNS-
re. A miRNP komplex az mRNS 3’UTR régiojaban 1évo fehérjékkel koleson hatva
deadenilaciot és mRNS degradaciot eredményezhet (A). Transzlacid inicidcio gatlas
bekovetkezhet a 7-metilguanozin sapkat felismerd egység és a 60S riboszoma alegység
blokkolasaval (C). Egy még azonositatlan proteaz altal a keletkezd polipeptid szintjén is
torténhet hasitds (B) valamint a miRNP elongacié gatlasaval (D). A piros kor a 7-
metilguanozin sapkat szimbolizalja. (ORF-nyitott leolvasasi keret, elF-4E-eukaridta
transzlacids iniciacids faktor 4E, CCR4-NOT kemokin receptor tipus 4 transzkripcios

komplex)

2.3.2. A miRNS-ek nevezéktana

A mMiRNS-ek felfedezésének robbanasszerli novekedésével sziikségessé valt egy
egységes nomenklatira megalkotdsa, hogy a nem egyezményes elnevezésbdl szarmazo
félreértések ne mertiiljenek fel. A miRBase
(http://www.mirbase.org/help/nomenclature.shtml) adatbazis alapjan az alabbiak szerint

kiilonboztetjiik meg a miRNS-eket.

Az elnevezésiik egy 'mir/miR’ eldtagot kovetd kotdjelbdl €és egy szambol tevodik dssze

(pl.: mir-19). A csupa kisbetiivel irt 'mir’ az adott miRNS prekurzor allapotat jelképezi.
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Ez a jel6lés nem egyértelmii, hiszen tobb jelentéssel is rendelkezik. Erthetjiik ez alatt a
vizsgalt miRNS genomban koédold 16kuszat, elsddleges trankszriptumat vagy a
prekurzorat mar magaban foglald kiterjesztett hajti szerkezetet. A nagybetlis forma
('miR”) alatt az érett miRNS szalat értjilk. A miR el6tag utani sorszam az idérend

szerinti publikalasukat takarja.

A miRNS-ek konzervaltsaga miatt eléfordulhat, hogy mas organizmusokban is jelen
vannak azonos szekvencidval rendelkezd érett miRNS-ek, ebben az esetben a miRNS-
eket az adott fajra jellemz6 harombetls elétaggal egészitik ki (pl.: mmu-miR-19:Mus

musculus, hsa-miR-19: Homo sapiens).

Eléfordulhat, hogy a genom kiilonb6zd szakaszair6l megegyezd szekvencidju érett
miRNS irodik 4t. Ebben az esetben, a mar fentebb emlitett rovidités utan kotdjellel egy
ujabb sorszam keriil (pl.: hsa-miR-19-1, hsa-miR-19-2). Néhany nukleotid eltérést az

azonositd szamot kovetd kis betl kiilonboztet meg, pl.: hsa-miR-19a, hsa-miR-19b.

A hajtiiszerkezetr6l torténd atirodas lehetdvé teszi, hogy stabil miRNS szintetizalédjon
mindkét szalrol. A két szélat aszerint kiilonboztetik meg, hogy melyik szal irédik at
nagyobb koncentracioban. A kisebb mennyiségben kifejez6dd forma csillag indexet kap
(pl.: miR-19*%). Yang és munkatarsai megfigyelték, hogy a csillaggal jelolt alak is
funkcioképes lehet [52].

Ha a rendelkezésre all6 adatokbol nem dertil ki, hogy melyik szal a dominéns véltozat,
akkor attol fliggden, hogy az atirodas a szensz vagy az antiszensz prekurzorrdl irodik at,

-5p és -3p kiegészitést alkalmazunk (pl.:miR-19-5p) [53].

2.3.3. A miRNS-ek vizsgalati modszerei

A miRNS-ek szamos biologiai folyamat szabalyozasaban vesznek részt, ezért
tanulmanyozasuk gyorsan fejlédd kutatasi teriiletté ndtte ki magat. Mig a
génexpresszios folyamatok vizsgalatara szamos modszert ismeriink, addig a miRNS-ek
analizis€hez leginkdbb a microarray, a RT-qPCR ¢és nagy ateresztoképességii
szekvenalasi modszereket alkalmazzuk. Minden egyes modszernek ismerjiik az elényeit

¢és hatranyai, beleértve a szenzitivitasat, specificitasat és koltségeit.

Egészen 2002-ig kevés ismeretiink volt az egészséges és daganatos sejtekben

megvaltozd6 MIRNS-ek kifejez6désérdl. Ennek egyik oka lehetett, hogy a tobb szaz
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vizsgalni kivant miRNS daganatspecifikus expresszids szintjének megéllapitasa
iddigényes folyamat, tovabbi nehézség volt a kisérletekhez sziikséges nagy mennyiségi

kiindulési total RNS megléte.

A legcélszeriibb megoldas a nagy ateresztoképességli modszerek alkalmazédsa, azon
beliil is az oligonukleotid microarray-k hasznalata, amelyek elénydsnek bizonyulnak, ha
kiilonb6z6 expresszids mintazatokat szeretnénk azonositani akar nagy mintaszam esetén
is. A méréssel olyan célmolekulak valogathatoak ki, amelyek kifejezdése megvaltozik
adott mintacsoportok kozott. Ezeknek a célmolekulaknak tovabbi vizsgalata javasolt,

egyedi meger6sité RT-PCR alapu technikakkal [44].

2.3.3.1. miRNS-ek kinyerése szévetekbdl

Mikozben a miRNS expresszios vizsgalati modszerek jelentds figyelmet kapnak,
kevesebben fokuszdlnak a minta-eldkészitési folyamatokra: a minta kivalasztasra, a
szOveti disszekciora és az RNS izolalasra. Ezek a preanalitikai 1épések azonban szintén
fontosak. A bioldgiai mintakbdl izolalt RNS intaktsaga befolyasolhatja azoknak a
detektdldo modszereknek az eredményét, amelyekkel a transzkripcids eltérések
azonosithatok. A jelenség azzal magyarazhatd, hogy az RNS bomlasabol szdrmazé
rovid fragmentumok befolyasoljak a tovabbi molekuléris bioldgiai reakcidkat, amelyek

a miRNS expresszio alul- vagy tilbecslését eredményezhetik [54].

A legtobb molekularis vizsgalat elvégzésére a friss fagyasztott szovetmintak lennének
idealisak, azonban ezek nem mindig allnak rendelkezésre. Ebben az esetben az
elemzéseket formalinban-fixalt, paraffinba-agyazott (FFPE) mintdkon végzik. A
szovetek archivalasat sztenderd lépések soran formalin oldatos (10% formaldehid)
fixalassal inditjak, majd felszallo alkoholsorral dehidrataljak, hogy eldsegitsék a minta
paraffinnal torténd tartositasat. A formalin a szovet szerkezete és a sejt fehérjéinek
megorzésében jatszik fontos szerepet, azonban jelentdsen csokkenti az RNS kihozatal
mértékét és mindségét. Az FFPE mintakbol az RNS a fixéalas hatdsara kialakulo RNS-
fehérje térhalos szerkezet miatt nehezebben kinyerhetd, mint a friss fagyasztott
szovetekbdl. A formalin felelos tovabba a bazisok (kiilonosen az adenin) és a mono-
metilol kozott kialakuld reakcidért is [55,56]. Ez a fajta kovalens modositas csokkenti a
reverz transzkripcié hatékonysagat a kvantitativ valds-idejii PCR (qQRT-PCR) sorén, és a

tovabbi vizsgalatokra is hatassal van [57,58]. A génexpresszid vizsgalatanak egy uj
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megkozelitése lehet olyan modszerek (pl. in situ hibridizacio) alkalmazasa, ahol nem
szlikséges az RNS izoldlasa. Ezek az eljardsok azonban nem alkalmazhatdéak nagy

ateresztOképességli analizisekre [59].

Napjainkban elterjedt modszer, hogy a friss szoveteket a mintavételezés utan egy un.
RNAlater (Thermofisher Scientific, USA) konzervaldo folyadékba helyezik. A nem
toxikus ammonia- és cézium-szulfat tartalmanak koszonhetéen denaturdlja az RNaz és
DNaz enzimeket, ezaltal gyorsan stabilizdlja a mintdban taldlhat6 RNS és DNS
molekuldkat, igy a szovetmintak hosszatavu tarolasa megvaldsulhat. Alkalmazéasanal
figyelembe kell venni, hogy a szovetek finom anatomiai és szerkezeti jellemzOinek
megérzésére nem alkalmas [60], ezért inkabb az RNS vizsgalatokra alapuld
modszereknél elterjedt. RNS expressziora alapul6 kisérleteinkben mi is alkalmaztuk ezt

a konzervalo eljarasat.

A formalin-fixalt, paraffinba agyazott szovetekben detektalhato miRNS-ek stabilitasarol
kevés ismeretiink volt a 2000-es évek végéig. Li és mtsai. parositott FFPE és friss
fagyasztott sejtvonalbdl izolalt mintdkon vizsgaltak elszor a kinyert miRNS-ek
felhasznalhatosagat. Osszesen 160 miRNS expresszidjat vetették dssze RT-PCR alapu
megkozelitéssel. Megfigyeléseik szerint tobb miRNS-t detektalhaté az FFPE
mintakban, mint a friss fagyasztott parokban. A jelenséget egyrészt azzal magyaraztk,
hogy ugyanannyi mennyiségli RNS kinyeréséhez tobb FFPE kiinduldsi anyagra volt
sziikség, mint a friss fagyasztott mintaparok esetén. Masrészt a miRNS molekulakat
kevésbeé érintik a fentebb részletezett fixalasi folyamatokban bekovetkezd valtozasok
(pl. metilol- keresztkdtések), ezért konnyebben tarhatoak fel a szovetekbdl. A miRNS-
ek stabil expresszidés szintet mutattak az archivalt FFPE mintdkban is, ezért a
molekularis patologiaban idealis vizsgalati célpontok lehetnek [61]. Ezt tamasztja ala Xi
¢s mtsai. eredménye is, akik a miR-181b expresziojat 10 éves mintakban is ki tudtak
mutatni [62]. Ezen feliil Bovell és mtsai. 6-28 éves FFPE vastagbéldaganatos mintakban
stabil miRNS-ek csoportjat (miR-20a, miR-21, miR-106a, miR-181b, miR-203, and

miR-324-5p) azonositottak, amelyek mar klinikai relevanciaval is rendelkeztek [63].

A miRNS-ek izolalasat a guanidin/fenol/kloroform modszerrel vagy a kereskedelemben
kaphato, oszlopos- vagy magnesesgyongy-alapu izolald kitekkel végezhetjik. A
kiilonb6z6é RNS kinyerési technikak hatékonysaga — tobbek kozott — PCR, microarray-

vagy RNAseq moddszerekkel is 0sszehasonlithatd, azonban szignifikans kiilonbségek
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adodhatnak az RNS kihozatal minéségében az eltérd kiteket hasznalva [64,65,59,54].
Doleshal és mtsai. a miRNS-ek expresszidjaban 5-20-szoros eltéréseket detektaltak
megegyezO kiindulasi anyagmennyiség mellett is kiilonboz6 izolalasi modszereket
hasznalva [59]. Podolska és mtsai. teljes RNS és miRNS frakciot izolalo modszereket
hasonlitottak Gssze microarray alapu vizsgéalatokkal. Eredményeik is a fenti allitasokat
tamasztottak ala, a teljes RNS tartalmu mintdkban a detektalt miRNS-ek magasabb
kifejez6dést mutattak a rovid RNS tartalmi mintakhoz képest [54]. Guo és mtsai.
RNAseq modszerrel vetették Ossze az RNS kihozatal mindségét, amellyel sikeresen
megallapitottdk, hogy az oszlopos-alapu izolalo kittel magasabb read (leolvasasi)
szamot lehetet kinyerni, a hagyomanyos fenol-kloroform izolalasi modszerhez képest

[65].

2.3.3.2. Microarray technolégia

A microarray-k olyan miniatiir rendszerek, amelyek lehetové teszik, hogy egy id6
pillanatban egyszerre tobb ezer gén kifejez6désérdl kapjunk informaciot. Az elsé gén-
chipek DNS-alapuak voltak, id6vel azonban a mddszer tovabb fejlédott és a Human
Genom Projekt befejeztével mar nem csak a teljes genomot érintd génexpresszids
profilok készitésére valt lehetdség, hanem génvariaciok, epigenetikai és DNS-fehérje
kapcsolatok, stb. kimutatasara is alkalmazhatova valt [66,67]. A szilard hordozdokon
(nylon, iiveg, szilikon) tobb ezer ismert sorrenddi nukleinsav szekvenciat kotnek,
amelyek specifikus probdkként funkcionalnak. A legelterjedtebb gyartok (Agilent,
Affymetrix, Illumina) valtozatai az él6lények génallomanyanak egyes szakaszaira
komplementer probdkat tartalmaznak. Amikor a fluoreszcensen jeldlt komplementer
DNS (cDNS) hibridizalddik a probakhoz, a génexpresszio szamszerisithetdvé valik egy
lézeres leolvasast kovetden. A szkenner minden egyes probanal un. fluoreszcens
intenzitds értéket olvas le, amelynek mértéke aranyos az adott szekvencia
abundancigjaval: a gyakori szekvencidkra specifikus fluroflorok intenziv jelet, mig a

ritkabbak gyengébb jelet emittalnak [68].

Az els6 mIRNS microarray kisérletet Liu és mtsai. publikaltak 2004-ben. A chipek
feliiletén tobb szaz prekurzor- €s érett miRNS probait rogzitettek, amelyekkel human
szovetben expresszald miRNS mintazatokat lehetett azonositani [69]. A miRNS-eket
biotinnal jel6lt random primerekkel reverz transzkripcié soran cDNS-sé irtak at, majd a

mintdt ezutan hibridizaltattdk a chip felszinére. A miRNS intenzitasat sztreptavidin-
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jelolt fluoroflorokkal detektaltdk. A technologiaval sikeriilt kimutatni, hogy a miRNS-
ek is jellegzetes mintazatot mutatnak a rakos szovetekben. A szerzék arra is
ravilagitottak, hogy a késdbbiekben a detektalt miRNS profilokkal akar osztalyozhatjuk

a mar meglévo tumoros elvaltozasok differencialodasi stadiumait is [44].

2.3.3.3. A polimeraz lancreakcio (PCR) alapi vizsgadlatok

A miRNS-ek expresszidjanak nagy érzékenységgel és specificitassal torténd

meghatarozasakor az alabbi technikai kihivasok jellemzdek:

o az érett miRNS-ek rovidek (~22 nukleotid hosszusaguak);

. GC-tartalmukat tekintve heterogének, ezért a miRNS populacié nukleinsav
duplexeinek olvadasi hdmérséklete széles skalan mozoghat;

o az érett miRNS-eknek nincs ko6z6s szekvenciabeli tulajdonsaguk, ami
megkdnnyitené a szelektiv izolalasukat (pl. MRNS-ekre jellemz6 poli(A)-farok);

o az ecls6dleges atirat (pri-miRNS) tartalmazza a cél mMRNS, a prekurzor (pre-

crer

A miRNS-ek kvantitativ RT-PCR-rel torténd vizsgalata soran az elsé 1épés, hogy az
RNS-t reverz transzkripcio segitségével pontosan atirjuk komplementer DNS (cDNS)
molekulakka. A hagyomanyos RT-PCR csak a prekurzor miRNS-ek kimutatasara
képes, mig az un. stem-loop kvantitativ RT-PCR-rel az érett miRNS-ek is nagy
érzékenységgel és specificitassal vizsgalhatok. A modszer lényege, hogy az érett,
azonban rovid miRNS-ekhez egy specifikus komplementer primer kapcsolodik, ezaltal a
reverz transzkripcié végbemehet. A kiilonleges oligonukleotid egy dupla szali (stem)
részbdl és egy hurokbdl (loop) all, ami tartalmazza az univerzalis primer-kotd
szekvenciat. A keletkez6é cDNS templatként fog szolgalni az RT-PCR-ben, amely soran
az adott miRNS-re specifikus PCR primer mellett egy — a stem-loop szekvenciara
specifikus — univerzalis primert hasznalunk. A PCR két Iépésben zajlik: az els6
1épésben reverz transzkripcid torténik stem-loop struktirdjii primerekkel, a masodik

1épésben a cDNS templat felszaporitasa valosul meg (7. abra).
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RT primer

1.1épés
Stem-loop

reverz transzkripcié (RT)

cDNS

2. lépés
Real-time PCR
\ Forward primer
—p-

miRNS

—

Reverz
primer

7. abra. A stem-loop RT-PCR Iépései (Forras: Chen és mtsai, 2005 nyoman). A reverz
transzkripcidt valos-ideji PCR [épés koveti. Roviditések: RT-reverz transzkripcio;

cDNS-komplementer DNS;

Ez a technoldgia a kdvetkezO elonyokkel jar: specifikus; képes megkiilonboztetni a
homolog szekvencidkkal rendelkez0 miRNS-eket; széles linedris tartomdnyban
detektalhatd a miRNS koncentracio; rendkiviil érzékeny; kis mintamennyiség is
elégséges a vizsgalathoz (totall RNS 1-10 ng); akar total RNS, tisztitott RNS és

sejtlizatumokon is hasznalhat6 [70].

A PCR technikaval tortén6 miRNS detektalasnak az egyik legigéretesebb, de
ugyanakkor relativ koltséges mddja a modositott nukleinsavak alkalmazasa, amelyek
jelentésen megnovelik az RNS és a proba kozti hibridizacio mértékét [71]. Ennek
koszonhetden nagyon révid oligonukleotidok is tervezhetéek a reakciok sordn. A
Locked Nuckleic Acid (LNA) nukleozidok olyan mddositott nukleotidok, ahol a ribdz-
gyliriit a 2°-O atom ¢és a 4’-C atom kozott egy metilén-hid koti ossze (8. abra).
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8. abra. A Locked Nucleic Acid modositott nukleinsav szerkezete (forras:

WWW.exigon.com)

Az LNA nukleozidok is az RNS és DNS-ben ismert bazisokat tartalmazzak ¢és a
Watson-Crick bazisparosodas szabalyai érvényesek rajuk. Az LNA molekula eldnye,
hogy megnoveli a komplementer bazisok parosodasabdl 1étrejott duplexek stabilitasat.
Az eddig ismert RNS probakkal szemben sokkal érzékenyebben miikodik, reakciojat
nem befolydsolja a target szekvencia GC tartalma, nehezen kezelheté mintatipusok

esetén (pl. testfolyadékok, FFPE blokkok) pedig megndveli a célmolekula specificitasat.

Habér a nukleinsav mennyiségi meghatarozasanak ,,gold sztenderd” médszere az RT-
qPCR technika, egyik nehézsége a megfeleld belsé kontrollok kivalasztasa. Az eddigi
létezik olyan referencia miRNS, amely minden sejttipusban és eltéré kisérleti
kortilmények kozott is stabilan expresszalodna a kiilonb6z6 mintdkban. A szakirodalom
alapjan az alabbi miRNS-ek hasznalatosak referenciaként: miR-16, miR-142-3p, 18S
rRNA, miR-638, let-7a, miR-1249, miR-295, 5SRNA, U6, U6B, RNU38B, RNU43,
RNUG62, és SNORDA43 [72]. A valtozd expressziot mutatd miRNS-ek kisérletes
vizsgalatainak elsé 1épéseként egy olyan referencia miRNS kivalasztasa sziikséges,
amely idedlis esetben a legkisebb szordssal rendelkezik a vizsgalt betegcsoportok
kozott. A normalizalds utan a feldolgozasi eljarasokbol fakadd mérési hibak
eliminalhatoak, igy a valds bioldgiai eltérésekbdl fakado kiilonbségek detektalhatova

valnak [73].

2.3.4. A mikroRNS-ek szerepe a daganatos megbetegedésekben

A leglijabb tanulmanyok kimutattdk, hogy a miRNS-ek koros kifejez0dése szamos

rakos megbetegedésre jellemzd; valamint szerepiik lehet tobbek kozott a tumorok
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kialakulasaban és progresszigjaban is. A MiIRNS-ek viselkedhetnek onkogénekként
(onkomiR) vagy tumorszuppresszorokként, igy befolyasolhatjak a daganatfejlodésben
szerepet jatszo gének expressziojat [74]. Az onkomiR-ek, a tumorszuppresszor gének
gatlasaval és/vagy a sejt differenciacioban, apoptézis szabalyozasaban részt vevo gének
inaktivalasaval szabdlyoznak. Ezzel ellentétben tumorszuppresszornak tekinthetjiik
azokat a miRNS-eket, amelyek alacsony expresszioval detektalhatdbak a tumoros
mintdban, igy a sejtdifferenciacioban ¢és  apoptozisban résztvevé  gének

feliilszabalyozasa megsziinik és a sejtproliferacio felerésodik (2. tablazat) [75].

2.tablazat. OnkomiR és tumorszuppresszor miRNS-ek szerepe a vastagbélrakban

MiRNS validalt target funkcioja CRC-ben referencia
onkomiR-ek (daganatban feliilexpresszaltak)

PTEN, PCDC4, sejtproliferacio, apoptozis, sejtinvazio.
miR-21 TGFBR2, migracid, daganatspecifikus Gssejtek [76-78]
CDC25A (CSC) fenntartasa
miR-29a KLF4 sejtinvazio, attétképzodés [79]
HIF1A seitprolifericio. seitmierdcis. seitinvizid
miR-31 RhoBTBL, Jtprolt o JUnvazio, 1 rgo.82]
RASA1
. sejtproliferacio, sejtmigracio, sejtinvazio,
miR-92a PTEN apoptozis, EMT [83]
TP53INP1,
miR-96 FOXO1, sejtproliferacio [84]
FOXO3A
12&'2&) APC sejtproliferaciod [85]
. MLH1, MSH2, DNS torésre adott valaszreakcio
mIR-155 MSH6 megvaltozasa [86]
tumorszuppresszor miRNS-ek (daganatban alulexpresszaltak)
let-7 KRAS sejtproliferacio [87]
”I'Lg' Eng'FTEAS’ sejtproliferacio [88,89]
miR- RS1 NRAS sejtproliferacio, sejtmigracio, sejtinvazio,
145 | éFlR ’ angiogenezis, tumornévekedés, [89,90]
attétképzodés
miR- sejtproliferacio, sejtmigracio, sejtinvazio,
133 FSCN1, LASP1 tumorndvekedés, metasztazis, ERK/MEK [91]
a foszforilalasa

A daganatokban magas koncentracioban jelenlévé miRNS-ek hatterében a promoter

régid transzkripcids faktorainak amplifikdcioja, koros szabalyozéasa vagy a CpG-
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szigetek DNS metilacios szintjének valtozasa allhat. Az alacsony expresszids szintet
deléciok, epigenetikus csendesitések, transzkripcios faktorok hidnya vagy egyéb nem
kodold RNS-ekkel torténé interakciok okozhatjak [92]. A miRNS mintazat
megvaltozasanak hatterében a kromoszomalis atrendezddés kovetkeztében kialakuld
DNS-képiaszdm megvaltozasa is allhat. Zhang és mtsai. microarray-alapq,
Osszehasonlitd genomikus hibridizacios (CGH-comparative genomic hybridisation)
modszerrel petefészek-, emlékarcinomaban valamint melanomaban vizsgaltak, hogy a
miRNS l6kuszok DNS-kopiaszam valtozasai hogyan feleltethetok meg az altaluk mért
érett miRNS mennyiségeknek. Megallapitottak, hogy azokban a DNS-szakaszokban,
amelyekben kopiaszam valtozas tortént, szintén érintettek voltak a miRNS géneket is
magaban foglald régiok. Igazoltak tehat a kopiaszdm valtozas és miRNS expresszid

kozotti kapcsolatot [93].

Az els6 nem kodolé RNS felfedezését kovetben, az els6 human eredetii miRNS-t is
azonositottak (3. tablazat). A let-7 csalad tagjair6l késébb kideriilt, hogy jelent6sen
csOkken expresszids szintjiik a kiilonbozé daganatos megbetegedésekben (tiido-,
vastagbél-, gyomor- és petefészekrak). Tiidodaganatos betegeknél, alulmikddésének
hatéasara szignifikansan révidebb talélési id6t figyeltek meg, s6t in vitro kisérletekben a
tidorakos sejtek  koloniaképzd képessége fokozodott is. A tapasztalasokat
magyardzhatja az az eredmény, hogy evolucidsan konzervalodott €s mar jol koriilirt let-

7 miRNS egyik célpontja a RAS onkogén (2-3. tablazat) [94].

Az els6 tanulmany, amely a tumoros mintakban megvaltozott miRNS kifejez6dési
kifejez0dését mutatta ki kronikus limfoid leukémiaban (CLL) [95]. Egy évre ra
megjelent az elsé publikacid, amely mar a vastagbélrdkos mintdk miRNS
kifejezédeésbeli valtozasairdl szamolt be. A szerzOk huszonnyolc kiilonb6z6 miRNS
szekvenciat azonositottak adenokarcindmaban, amelyek koziil a miR-143 és a miR-145
csokkent expresszids mintdzatot mutatott €p ham mintdkhoz viszonyitva (3. tablazat)

[96]. A miR-145 tovabbi vizsgalatakor biomarker funkcioja is el6térbe keriilt [97].

Egyre tobb kutatds szamol be arr6l, hogy a miRNS-ek képesek befolyasolni a
szabalyozé Gtvonalak miikodését. A B-catenin/Wnt utvonalban (miR-135a/b, miR-139,
miR,145, miR,17-19), a sejtosztodasban (let-7 csalad, miR-18a, miR-21, miR-126), az
apoptozisban (miR-34a, miR-133b, miR-195), a sejtciklus szabalyozasban (miR-34a,
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miR-192, miR-215, mIR-675), a p53-jelatvitelben (miR-34b/c), a differenciacidban
(miR-141, miR-200c) és a migracio-invazioban (miR-126, miR-143, miR-196a, miR-
200a/b/c) is bizonyitottak szerepiiket (2. tablazat) [98]. Gu és mitsai. parositott
vastagbélrakos €és €ép szovetbdl végzett vizsgalat soran kimutattak, hogy a miR-139
gatolja a sejtosztddast, a sejtciklus G1/S gatlasaval. Tumorszuppresszor funkcidja

alatamaszthato a rak elérehaladtaval csokkend expresszidjaval [99].

3.tablazat. A miRNS felfedezésének ¢s daganatokban betoltott —szerepiik

megismerésének legfontosabb allomasai.

Ev Mérfoldkévek
1993 az els6 nem-kodolé RNS azonositasa: lin-4 C. elegans féregben [100]
2000 elsé human miRNS, a let-7 felfedezése [101]
2001 a miRNS kifejezés elsé bevezetése a szakirodalomban [102]
a rak és a miRNS kapcsolatat el6szor targyaljak kronikus limfoid

2002 leukémiaban [103]

a kolorektalis adenokarcinoma szdvetekben eltéré expressziot mutatd
2008 mMIiRNS-ek publikalasa [96]
2002-
2003 a miRBase (miRNS szekvencia) adatbazis 1étrehozasa [104]
2004 a miRNS, mint molekuléris biomarker tiidérakos betegek tulélésénél

vizsgalva [105]

2005 feltarjak a miRNS-ek pontos funkcidjat a daganatos betegségekben [106]
2005 transzkripcios faktorok szabalyozzak a miRNS-ek expresszidjat [107]
2005- onkogén és tumorszuppresszor halézatokban feltarjak a miRNS-ek
2007 szerepét [108,109]
2007- a metasztazisokban betdltott szerepiik szerint gatolhatjak vagy
2009 serkenthetik az attétek képzodését [110]
2008 keringd miRNS biomarkerek publikalasa [111]
2013 miRNS terapias lehetdségek kialakulasa [112]
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2.3.5. A véraramban kering6 extracellularis miRNS-ek

A miRNS-ek — az mRNS-ekkel ellentétben — stabil szerkezetiiek, ellenallobbak az RNaz
enzimekkel szemben, a hosszantarto tarolas és az extrém koriilmények (pl. magas és
alacsony pH, forralas) soran is megérzik intaktsagukat [113]. Jelentds mennyiségl
daganat-specifikus miRNS detektalhatd teljes vérbol, szérumbol, plazmabol valamint
egyéb testfolyadékokbol is [114]. Jelenlegi hipotézisek szerint a keringd miRNS-ek
szoveti kérosodés soran, passziv modon keriilnek ki a véraramba. Ezt tdmasztja ald a
kizarolag a szivben expresszalodo miR-208 példaja is, amely szoveti sériilés esetén mar
plazmabol is kimutathato. Ugyanilyen nem-specifikus kiaramlas figyelheté meg a
daganatoknal is, mivel a magasfoka proliferacio és a sejtek nekrozisa egyarant
hozzajarul a plazmaban detektalhatd MiIRNS-ek mennyiségéhez [115]. A keringd
mMiRNS-ek stabil komplexekbe, exoszomakba vagy mikrovezikulakba csomagolddva
szallitodnak, igy az RNaz enzimek okozta degradacioval szemben védettek [116]. Ezek
olyan 50-100 nm nagysagu részecskék, amelyek a plazmamembranrol fiizdnek le és
keriilnek ki az extracellularis térbe, majd jelennek meg a véraramban. A mikrovezikulak
kiilonb6z6 sejttipusokbol szarmazhatnak (pl.: retikulocitak, dendritikus sejtek, B-/T-
sejtek, hizosejtek) [117]. Egy masik modjat is leirtdk, a miRNS-ek szallitasanak. Az
argonauta- (Agol, Ago2) ¢és riboszomalis fehérjékhez valamint az Gn.
nukleofoszminokhoz (NPM1) kétddve is stabilan szallitddhatnak az RNaz enzimekben

gazdag extracellularis térben [118].

A szakirodalom alapjan napjainkban egyre tobb miRNS-t azonositanak a kiilonb6z6
testfolyadékokban, ami a vastagbélrak diagnosztizalasaban is egyre fontosabb szerepet
kap [119]. A plazmabdl vagy szérumbodl szarmazd miRNS-ek egyfajta periférias vér
biopsziaként (,,liquid biopsy”) szolgdlva, hasznosak lehetnek a diagnosztikai teriileteken
is [120]. Ng és mtsai. mutattak ki el6szor, hogy a vizsgalt miRNS-ek koziil a miR-17-3p
és a miR-92a szintje vastagbéldaganatos betegek plazmajaban szignifikansan
megemelkedik az egészséges kontrollokhoz képest, a tumorszovet miitéti eltavolitasa
utan pedig latvanyosan csokken az emlitett két miRNS szintje a vérben. Tovabba a
miR-92a jelenlétével el lehet kiiloniteni a vastagbélrakos mintakat mas allapotoktol,
mint példaul a gyomorraktol és a gyulladasos bélbetegségektdl (IBD-Inflammatory
bowel disease) [121]. A miR-92a diagnosztikai értékét még jobban alatamasztja Huang
€s mtsai. megfigyelése, akik szerint a miR-92a segitségével megkiilonboztethetéek a

vastagbélrakos és high-grade adenomas mintak a kontroll csoportoktol. A miR-92a
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hasznos biomarkerré valhat a vastagbélrak korai diagnosztizalasaban [122]. Hét szérum
eredetli exoszomalis miRNS (let-7a, miR-1229, miR-1246, miR-150, miR-21, miR-223
és miR-23a) kifejez6dése szignifikdnsan magasabb szintet mutatott primer vastagbél
tumoros betegekben és mar korai stadiumban is az egészséges kontrollokhoz képest.
Tovabba leirtdk, hogy a daganat sebészeti eltavolitdsa utan szignifikdnsan csokken a
plazmaban mért szintjiik [123]. CRC-s betegekben a miR-27b, miR-148a és a miR-326

magas expresszioja 0sszefiiggést mutatott a daganat kiajulasaval [124].

A véraramban keringd miRNS-ek alkalmazasaval kikiiszobolhetévé valnanak a
daganatos szovetekbdl torténd direkt mintavételezések és a betegség lefutasa soran
megvaltozd szabad, sejten kiviili nukleinsavak expressziés mintdzata nyomon
kovethetdvé valna. A kiilonb6zé testnedvekben jelenlévé miRNS tartalom informéaciot
szolgaltathat a kibocsatd vagy akar a fogadd sejt eredetérdl, valamint annak

heterogenitasardl és malignitasi fokarol.
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3. CELKITUZESEK

PhD munkam célja:

a vastagbélrakban ¢és a rakmegel6z6é tubularis és tubulovillozus vastagbél
adenomakban megvaltozo miRNS kifejez0dési mintazat globalis microarray
vizsgalat segitségével torténd meghatarozasa az ép vastagbélszovetekhez képest;
a MIRNS-mRNS kapcsolatok feltérképezése in silico predikcios vizsgalatokkal,
majd az eredmények megerdsitése expresszio analizissel ugyanazon betegek
vastagbél szovetmintaibol;

a miRNS indukalta mRNS degradacio feltételezett kapcsolatanak elemzése egy
kivélasztott fehérje immunhisztokémiai vizsgélataval;

a vastagbéldaganat kialakuldsa soran a plazméaban megvaltoz6 miRNS mintazat
azonositdsa microarray modszerrel, majd az eredmények megerdsitése valds-
idejli PCR technikéval;

valaszt keresni arra a kérdésre, hogy a plazmaban keringé miRNS-ek
kifejez6dési mintdzata korreldl-e a szovetben mért miRNS eltéréseivel a
betegcsoportok kozott;

a kereskedelmi forgalomban elérhetd miRNS és teljes RNS frakciot izolalo
modszerek hatékonysagénak oOsszevetése FFPE vastagbél szdvetmintdkon

alkalmazva a mennyiségi és mindségi jellemzOk meghatarozasaval.

34



DOI:10.14753/SE.2019.2222

4. MODSZEREK
4.1. Klinikai mintagyiijtés és feldolgozas

A szoveti ¢és plazma microarray  vizsgalatokhoz rutin  kolonoszkopias
mintavételezésekbdl 20 egészséges, 11 tubularis és 9 tubulovillézus adenoma és 20
vastagbél karcinomas, friss fagyasztott vastagbél biopszia mintakat (kb. 3-5 mg)
gyljtottiink. Parhuzamosan K3EDTA (Greiner Bio-One Gmbh, Ausztria) csovekbe
stabilizalt periférids vérmintakat is gyijtottiink (4. tablazat).

Az izolaldo moddszerck Osszevetéséhez formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
mitétileg eltavolitott mintakat vizsgaltunk és a mintak klinikai adatait 0sszegytijtottik.
A szoveti blokkokat ugy valogattuk Ossze, hogy az egy betegb6l szarmazo
vastagbélrakos (Dukes B CRC, n=3) és tumor melletti egészséges (NAT, n=3)
mintablokkok kevesebb, mint 5 évesek legyenek. A betegek 18 éven feliilick voltak
(atlag életkoruk 65,7+7,6 év). A CRC blokkok tumortartalma > 60% volt, amit
hematoxilin-eozin festett lemezek alapjan allapitottunk meg. Minden egyes FFPE

blokkbol 12 metszetet (vastagsag: 10 um; 3 metszet/cs6) készitettlink (4. tablazat).
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4. tablazat. Osszefoglalds a mintakrol, modszerekrdl és vizsgalatokrol. Réviditések: N-
egészséges; AD-adendma; T- tubularis; TV-tubulovillozus; CRC- vastagbélrak; NAT-
tumor melletti ép szovet; FFPE- formalin-fixalt, paraffinba-agyazott. *jel6lés:

csoportonként 6sszedntott (poolozott) mintak.

Minta Vizsgalati AD .
N CRC NAT | Osszesen
tipus modszer T TV
biopszia MIiRNS 20 11 9 20 - 60
microarray
. . mMRNS 7 2 4 7 - 20
biopszia microarray
iopszi MiRNS 10% | 10% | 11* | 9% [ 10* | 10*| - 6
biopszia | pr.pCR panel
plazma MIiRNS 4 4 4 4 - 16
microarray
. . immun- 15 15 10 - 40
biopszia hisztokémia
MIRNS 3 3 3 3 - 12
plazma | o1 peR panel
izolalé
FEP,E. modszerek B - - 3 3 6
muitéti . oy
o0sszehasonlitasa

4.1.1. Biopszias és miitéti szovetmintak

A mintavételt kovetben RNALater (Qiagen, Németorszag) stabilizdlo folyadékba
helyeztikk a biopszidkat ¢és felhasznalasig -80°C-on taroltuk Oket. A sebészileg
eltavolitott miitéti szovetmintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd a mintakat

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.1.2. Plazmamintak

A periférias vérmintakat a paciensek konyokvéndjabol 6 ml-es K3EDTA csdvekbe
gylijtottik. A vérmintdkbol plazma frakciot szepardltunk 4  6rdn  beliil.
Szobahdmérsekleten 12 percen keresztiil 1350 rcf sebességgel iilepitettiik a mintakat,
majd a feliilluszot ) csObe pipettdzva megismételtiik a folyamatot. A hemolizalt

mintakat kizartuk a kisérletekbdl. Felhasznalasig a mintékat -20°C téroltuk.

4.1.3. FFPE mintak

Az FFPE mintdk a rutin patologiaban alkalmazott folyamatnak megfeleléen 4%-0s
pufferolt formaldehidben lettek rogzitve. Egyik mintacsoport sem tartalmazott olyan
betegekbdl szarmazé mintakat amelyek kemo- és radioterapias kezelés alatt alltak a

gyijtés elétt. Minden betegtdl beleegyezd nyilatkozatot kaptunk, a mintagyiijtéshez
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sziikséges etikai engedélyt (ETT-TUKEB 23971/2011) a Regionalis, Intézeti
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag jovahagyta. Minden blokkokbol harom (10 um
vastagsagu) metszet keriilt egy mikrocentrifuga csobe. A deparaffinalas els6 1épéseként
a metszeteket 1 ml xilénben kétszer 10 percig inkubaltuk, majd a feliiltszot 10 percig
13000 rcf-en torténd centrifugalast kovetéen eltavolitottuk. A fenti folyamatot
kétlépéses abszolut etanolos (1 ml) inkubdlési és iilepitési fazisok kovettek. Ezt
kovetden az alkohol teljes mértékii eltavolitasa érdekében 55°C-on 15 percen keresztiil
szabad levegén szaritast végeztiink. A szabad levegén szaritott deparaffinalt mintak

RNS izolalasat ezutan végeztiik el.

4.2. Vastagbélrak és adenéma szovetmintak miRNS expresszios profiljanak
meghatarozasa

4.2.1. Mintagyiijtés

A kisérlet soran 20 egészséges, 11 tubularis, 9 tubulovillozus adendémas és 20
vastagbélrakos beteg biopszias mintait vizsgaltuk miRNS microarray modszerrel (5.

tablazat).
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CRC-vastagbélrak; N/A- nincs adat.

5. tablazat. A kisérletben vizsgalt mintak részletes adatai. Roviditések: AD-adendma;

egészséges | adenoma CRC
(n=20) (n=20) (n=20)
atlag életkor 51£17 64+10 63+14
nem arany, né/férfi 16/4 10/10 8/12
AD/CRC lokalizacio (db)
szigmabél 6 5
leszallo vastagbél - 1
harant vastagbél 1 2
felszallo vastagbél 3 1
vakbél 4 1
végbél 6 9
N/A 1
vastaghélrak TNM stadium,
(db)
I 1
I 7
Il 9
v 2
N/A 1
vastagbélrak Dukes stadium,
(db)
Dukes B 6
Dukes C 9
Dukes D 3
N/A 2
adenoma besorolasa, (db)
tubularis 11
tubulovillézus 9
4.2.2. RNS izolalas

A biopszias mintak tomegének (20mg-30mg) lemérése utan minden mintat egyenként
MagNA Lyser Green Beads (Roche Applied Science, Svéjc) kerdmia gyongyoket
tartalmazd centrifuga csovekbe helyeztiink, majd 400 pl 20%-os koté puffert (High
Pure miRNA Isolation Kit, Roche Applied Science, Németorszag) adtunk hozza. A
homogenizalast 6500 rpm sebességgel 50 masodpercen keresztiil, két kdrben végeztiik a
MagNA Lyzer (Roche Applied Science) homogenizator segitségével. A lizatumbol 150
ul-t tiszta csObe helyeztiik majd teljes RNS frakciot vontunk ki a High Pure miRNS
Izolalo kit (Roche Applied Science) segitségével. A mintakhoz 312 pl kot puffert
(Binding buffer) és 200 pul RNS megkotését eldsegitd reagenst (Binding Enhancer)
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pipettaztunk, majd az elegyet alapos keverés utan a kitben talalhato izolalé oszlopra
(High Pure Filter Tube) oOntottik. A mintdkat 13000 rcf-en 30 masodpercen at
centrifugaltuk. Ezt moso 1épések kovették, eldszor 500 pl majd 300 pl moséd pufferrel
(Wash Buffer), amelyet mindkét esetben centrifugalas kovetett 13000 rcf fordulaton 30
masodpercen keresztiil. Végiil az oszlopot 1 percen keresztiil szaritottuk 13000 rcf
sebességgel centrifugalva. A miRNS frakciot 100 ul eluald pufferrel (Eluation Buffer)

mostuk le egy uj tiszta cs6be. A mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.2.3. A Kkinyert RNS minéségi és mennyiségi vizsgalata

s

Qubit 1.0 fluoriméter (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével mértiik le a gyarto
utasitasai alapjan. A fluorimetrids modszer alapja, hogy a mintaba juttatott fluoreszcens
festék csak akkor emittal, ha a megfeleld cél nukleinsav-szalak k6zé bekot. Az RNS
intaktsagat 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, USA) késziilékkel az Agilent
RNA Pico 6000 kit reagensei segitségével vizsgaltuk. Az input RNS mennyiségét
standardizaltuk, 5 ng RNS/mintat hasznaltunk fel a mérés soran. Az elektroferogram 25
¢s 6000 nukleotid hosszusag kozotti szakaszokat képes kirajzolni, igy a miRNS-ek
varhat6 tartomdnya (22-25 nukleotid) nagy érzékenységgel detektalhaté a modszerrel.

4.2.4. miRNS expresszids vizsgalat GeneChip miRNA 3.0 array hasznalataval

A mIRNS expresszios profilt GeneChip miRNA 3.0 array (Affymetrix) modszerrel
vizsgaltuk. A MiRNS-t is tartalmaz6 szoveti RNS-b6l 1 pg-ot biotin molekulakkal
jeloltiink a Flashtag Biotin HSR RNA Labeling Kittel (Affymetrix, USA). Els6
Iépésben a mintdkhoz belsé kontroll oligonukleotidokat (Spike Control Oligo)
kevertlink, majd az RNS molekulakhoz poli(A)-farkat szintetizaltunk. A reakcié 1,5 pl
reakciopuffer (10x), 1,5 ul MnCl12 (25nM), 1 pul ATP mix és Poli(A)-polimeraz enzim
elegyével 37°C-on 15 percen keresztiil az Eppendorf Mastercycler ep Gradient S PCR
(Eppendorf, Németorszag) késziilekben szintetizalodott. Kovetkezd 1épésben a ligalas
soran a mintdkhoz 4 pl FlashTag Biotin HSR ligacios Mixet és 2 pul T4 DNS ligaz
enzimet pipettaztunk, majd a reakcioelegyet PCR késziilékben 25°C-on 30 percen
keresztiil inkubaltuk (9. dbra).
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5 s
RNS molekula

ATP
PoliA-polimeraz

5
RNS Poli(A)-farokkal

Poli(A)-farok szintetizalas
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9. abra. Az RNS  biotin molekulaval  torténé  jelolése  (forras:

https://www.thermofisher.com nyoman)

A chipeket 15 perccel felhasznalas eldtt szobahdémérsékletre helyeztik (és
beregisztraltuk a GeneChip Command Console [Affymetrix, USA] szoftverbe). Ezt
kovetden a chipeket 130 pl prehibridizacids pufferrel toltottiik fel és 30 percen keresztiil
48°C-on folyamatos forgatas (60 rpm) mellett a GeneChip Hybridization Oven 645
(Affymetrix) gépben inkubéltuk. Mindekozben elkészitettiik a hibridizacios koktélt, ami
a hibridizacids mixen (2x) kiviil tartalmazta a hibridizaci6 belsé kontrolljaként hasznalt
eukariota hibridizacios kontrollokat (bioB, bioC,bioD,cre), 4%-o0s formamidot és 9,7%-
0s DMSO-t. A ligalt mintakat és a hibridizacios koktélt 6sszedntottiik és 99°C-on, majd
45°C-on 5-5 percig inkubaltuk, végiil a chipek kamrajaba toltottiik oket. Az eldkészitett
mintdkat 16 oran keresztiil 48°C-on folyamatos forgatas (60 rpm) mellett a hibridizacios
kamraban inkubaltuk. A chipeket a GeneChip Fluidics Station 450 berendezésen
(Affymetrix) az FS450_0002 elére beprogramozott, gyartd altal ajanlott mosasi
protokollal mostuk ¢és antitest amplifikacids festési modszerrel festettiik. A chipeket a

GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) miiszerrel szkenneltiik.

4.2.5. mRNS expressziés vizsgalat Human Transcriptome Array 2.0 rendszeren

A 20 wvastagbél biopsziabol izoladlt RNS mintabol (7 normdl, 2 tubularis, 4
tubulovillézus adendéma és 7 tumor) mRNS expressziés microarray vizsgalatot

végeztink. Az egyszall cDNS szintézist 100 ng kiindulasi anyagmennyiségbdl
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végeztikk. Kovetkezd 1épésben duplaszali cDNS-t szintetizaltunk, amelyet cRNS-sé
konvertaltunk majd amplifikaltunk. Osszesen 15 pg cRNS-bdl ujra duplaszali cDNS-t
szintetizaltunk, amelyet fragmentaltunk és jeloltiink. A mintdkat GeneChip Human
Transcriptome Array 2.0 chipekre (Affymetrix) vittiik fel, majd 16 6ran keresztiil 45°C-
on 60 rpm fordulaton hibridizaciés kamraban inkubdltunk. Ezt kdvetden a chipeket a
hibridizaciés mosé ¢és jeloloreagensekkel az eldre programozott protokollal
(FS450_0001) a Fluidics Station 450 berendezéssel (Affymetrix) jeloltiik. A chipek

szkennelését a GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix) miiszerrel végeztiik.

4.2.6. A microarray vizsgalatok statisztikai elemzése

A microarray vizsgalatokbodl szarmazo nyers probe cell értékeket az Expression Console
Szoftverrel (Affymetrix) értékeltiik. A nyers eredményeket robust multichip averaging
(RMA) algoritmussal korrigaltuk, amelyekbdl megkaptuk a “proba intenzitas”
értékeket. A  GeneChip miRNA 3.0 array 1733 érett miRNS-re specifikus
oligonukleotidot tartalmaz. A betegcsoportok kozotti Gsszehasonlitasnal az alabbi

szignifikancia értékeket hataroztuk meg: p<0,05 és logFC > |1].

4.2.7. A biopsziamintakon vizsgalt valés-idejii kvantitativ PCR analizise

A biopsziamintakbol izolalt RNS molekulakat betegcsoportonként Osszedntottik a 4.
tablazatban vazoltak szerint. A mintdkat 5 ng/ul koncentraciora higitottuk, majd 3 pl-t
pipettaztunk 6ssze betegcsoportonként. Az egészséges €s tumoros csoportban 10-10,

amig a tubularis és tubulovillozus esetén 11-9 mintafelosztast alakitottunk ki.

A miRCURY™ Universal RT microRNA PCR (Exiqon, Dania) protokoll két-1épcsds
folyamat (10. abra). Els6 1épésben egyszalti cDNS szintézis valosul meg, amelyet valos-
idejii PCR felszaporitas kovet. A reverz transzkripcio reakcioban 40 ng izolalt RNS
mintat hasznaltunk fel és az alabbi modszer szerint jartunk el. Poli(A)-farkat
szintetizaltunk a miRNS molekuldkhoz, amelyet cDNS szintézis kovetett. A
mintankénti reakcidelegyek (40 ul) az aldbbi reagenseket tartalmaztdk: 8 pl
reakciopuffer (5x), 20 ul nukleaz-mentes viz, 4 pl enzim mix és 8 pul RNS minta (5
ng/ul). A reakcid 42°C-on 60 percig, majd 95°C-on 5 percig zajlott Mastercycler EP
Gradient S PCR (Eppendorf, USA) késziilékben.

Ezutan a cDNS templatot miRNS-specifikus LNA-moddositott forward és reverz

primerekkel SYBRGreen jeldléssel felszaporitottunk a gyarilag tervezett Ready-to-use
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microRNA PCR Human Panels | + 11 V2. R (Exigon) paneleken. A paneleket hasznalat
elétt 1500 rcf sebességgel centrifugaltuk, majd Osszemértik a 768 (2x384)
reakciotérben zajlé PCR reakcidokhoz sziikséges reagenseket. A 4000 ul PCR Master
mixet (2x) 3960 ul nukledz-mentes vizzel higitottuk, majd hozzaadtuk az el6z6
reakcidban atirt 40 ul cDNS-t. A wellenkénti mintamennyiséget (10 pl) elosztottuk a
két plate kdzott.

1lépés:Reverz transzkiipcio (RT) Univerzalis RT

érett miRNS )
Al c— AAAAAAAAAAAA AAAAAAAL ' 1 teljes RNS minta
— TTTITTTTTTTTTI 0},
3-degeneriltvig S'amiverzilis primer ¥ 1 RT reakcié
7N

2. lépes: Valos ideju PCR amplifikacio

miRNS-specifitius foraard primer

[

;.iRNS-speciﬁkus T &IZ Primer

384 PCR realcio

10. abra. A miRCURY™ Universal RT microRNA PCR mikddési elve (forras:

WwWw.exigon.com)

A gPCR reakciokat az LC480 (Roche Applied Science) valds-idejii PCR gép
hasznalataval végeztiik el az Exigon cég altal javasolt hdciklusokat alkalmazva:
denaturalas 95°C 10 perc, 45 amplifikacios ciklus 95°C 10s 60°C 1 perc. Az
amplifikacios gorbéket a LightCycler 480 Szoftverrel (Life Science Roche, USA)
értékeltiik. Az altalunk haszndlt dupla 384-es panel Osszesen 768 reakcioteret
tartalmazott, amelyekben 742 miRNS expresszios profiljat analizaltuk. Ezen feliil
minden lemez tartalmazott interplate kalibratorokat harmas ismétlésben, amellyel

kikiiszobolhetové valtak a technikai eltérések és a reakcidokat normalizalhattuk.

A friss fagyasztott biopsziamintak esetén a hsa-miR-423-5p-t hasznaltuk

crcr

modszerrel hataroztuk meg: ACp = (Cpmirns — CPmir-423-5p); AACP=ACPyizsgilt betegesoport™

ACPxontroll csoport-
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4.2.8. Insilico miRNA-mRNS target predikcio

Annak érdekében, hogy a kiilonbozé betegecsoportokban megvaltozott expressziot
mutaté miRNS-ek tovabbi funkcidjat is megvizsgaljuk, harom miRNS-t valasztottunk
Ki: miRNS microarray vizsgalataink eredménye alapjan a miR-31 rendelkezett a
legmagasabb intenzitas értékekkel egészséges és adendma, egészséges és CRC paros
Osszehasonlitasokban; a miR-4417 és a miR-497 pedig olyan miRNS-ek, amelyek az
adendma-karcindbma atmenet soran fokozatos feliil- vagy alulexpressziot mutattak. A
kivalasztott miRNS-ek mRNS targetjeit 5 eltéré target predikcidos algoritmussal
(TargetScan, miRanda, PICTAR2, RNAHybrid, miRWalk a miRWalk 2.0
adatbazisban) hatdroztuk meg. A DAVID rendszert (The Database for Annotation,

Visualizationand Integrated Discovery v6.7) felhasznalva Gtvonal analizist végeztiink.

4.2.9. A ciklin D1 immunhisztokémiai vizsgalata

A ciklin D1 immunhisztokémiai vizsgalatat egészséges (n=15), valamint adenoma
(n=15) és CRC (n=10) diagnoézissal rendelkezé paciensekbdl szarmazé FFPE
metszeteken végeztilk el. A deparaffinalast és a leszallo alkoholsoros rehidrataciot
kovetden mikrohullamt antigénfeltarast végeztiink TRIS EDTA pufferrel (pH 9.0; 900
W/10 perc, majd 340 W/40 perc). Ezutan a mintakat ciklin D1 elleni monoklonalis
antitesttel  inkubaltuk szobahdmérsékleten egy oOran keresztiil (Klon: SP4:
Histopathology Kft, Magyarorszag, 1:100 higitas) ezt kovetéen diaminobenzidin-
hidrogén preoxidaz-kromogén szubsztrattal tettiik lathatova (HISTOLS-DAB,
Histopathology Kft). A metszeteket Pannoramic 250 Flash II berendezéssel
(3DHISTECH Kft., Magyarorszag) archivaltuk, majd Pannoramic Viewer (ver.:1.15.3;
3DHISTECH Kft.) digitalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A kiértékelés szemikvantitativ
moédon, Q-score modszerrel tortént: a pozitiv sejtek aranyat (P; maximum 100%)
megszorozzuk a hozzajuk tartozé intenzitas értékkel (I: +3, +2, +1, 0; Formula: Q=P x
I; a Q maximuma 300). Elsddlegesen kiilon vizsgaltuk a ham, illetve ham eredetii
karcinoma sejteket (epitélialis; EP) valamint a stromalis (ST) komponenseket, majd
Osszeadtuk a kapott értékeket (2Q=Qgp+Qst), igy a fehérje kifejez6dés valtozasa
Osszevethetové valt a biopszidkban mért korabbi miRNS ¢és mRNS expresszios

eredményeinkkel.
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4.3. miRNS-profil vizsgalat parositott plazmamintakon

4.3.1. miRNS izoldlas plazmamintakbol

A miRNS frakciot QIAamp Circulating Nucleic Acid Kittel (Qiagen, Németorszag)
vontuk ki, a plazmamintdkbol az alabbi modositott protokoll szerint: 1ml plazmat 100
ul proteinaz K (Qiagen) és 800 ul ACL pufferrel (Qiagen) vegyitettiik és 60°C-on 30
percig inkubaltuk. Ezt kovetéen 1800 ul ACB puffert (Qiagen) és 3 ml izopropanolt
adagoltunk a mixhez, majd a csoveket Ovatos forgatassal dsszekevertiink. Egy teljes
¢jszakan at -20°C-on inkubaltuk a mintakat, majd a mixet a QIAmp Mini oszlopon a
QlAvac 24 Plus (Qiagen) vakuumszivattyt segitségével engedtiik at. Ezt kdvetden az
oszlopot 1ml 70%-o0s és 1ml abszollt etanollal mostuk, végiil 20000 rcf sebességen
torténd centrifugalas utan az elualast 30 ul AVE pufferrel (Qiagen) végeztiikk. A mintak

crer

meg az RNA High Sensitivity Assay Kit segitségével.

4.3.2. miRNS expresszios vizsgalat GeneChip miRNA 3.0 array hasznalataval

A 4. tablazatban feltiintetett mintafelosztasban a plazmamintak esetén 100 ng teljes
RNS kiindulasi mennyiséget hasznaltunk fel a chipekre. A vizsgalatot a 4.2.3. pontban

részletezett modon végeztiik.

4.3.3. A microarray vizsgalatok statisztikai elemzése

A microarray vizsgalatokbodl szarmazo nyers probe cell értékeket az Expression Console
Szoftverrel (Affymetrix) értékeltik a 4.2.10. pontban részletezett modon. A
betegcsoportok kozotti dsszehasonlitasndl az alabbi szignifikancia értékeket hatdroztuk

meg: p<0,05 és logFC > [0,5|.

4.3.4. Valos-ideji kvantitativ PCR analizis

A PCR vizsgalatokat a miRCURY™ Universal RT microRNA PCR (Exiqon, Dania)
modszerrel végeztiik a 4.2.6. alfejezetben targyaltak szerint. A plazmamintak esetén a
SNORD49A miRNS-t hasznaltuk normalizalashoz.
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4.4, miRNS ¢és teljes RNS frakciot izolald modszerek hatékonysaganak

osszehasonlito vizsgalata FFPE szovetmintakon

4.4.1. Mintagyiijtés

A 3 CRC ¢és parositott 3 NAT FFPE szdvetminta gyijtése a 4.1.2. fejezetben leirtak

szerint tortént. A vizsgalatba bevont szovetmintak adatait az 6. tablazat foglalja 6ssze.

6. tablazat. A kisérlet soran felhasznalt mintak jellemz6i. Roviditések: NAT- tumor

melletti ép szovet; CRC- vastagbélrak.

NAT-CRC parok (Dukes B)
esetszam (f6) 3
nem arany (né/férfi) 2/1
atlag életkor (év) 67,6+7,6

4.4.2. RNS kinyerése miRCURY ™ RNA - Tissue Izolalé Kit felhasznalasaval

A deparaffinalt mintakb6l RNS mintat a miRCURY™ RNA Isolation Kit (Exigon,
Dania) szovetbdl izolald modszerével nyertiik ki. A gyarto leirasa szerint a teljes RNS
frakcioval egyiitt izolalhatd a miRNS frakcio is. A szovetmintakat lizis pufferbe (300
ul) helyeztiik és 600 ul RNaz-mentes vizzel kiegészitettiik. Ezutan proteinaz K
enzimmel (20 pl) torténé emésztést 55°C-on 15 percen keresztiil végeztiink. A
feliiluszot 96%-0s etanollal (450 ul) kicsapva a mintakat az izolaldé oszlopra vittiik,
amelyet 14000 rcf-en centrifugaltunk. Ezt kdvetéen az oszlopot mosoé pufferrel (Exigon)
tisztitottuk. Ezt kovette az oszlopon torténd DNaz emésztés. Az enzimet €s az
inkubacios puffert a High Pure RNA Paraffin izolaldé Kkitben (Roche, Németorszag)
talalhato reagensekkel végeztiik a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A mintakhoz 95 uL
inkubacios puffert (1x) + 5 uL DNaz I enzimet adtunk, majd a DNaz elegyet 25°C-on
15 percig inkubaltuk az oszlopon. Az emésztést kétszeres mosasi 1épés kovetett 400 pl
kitben talalhat6 moso6 puffert hasznalva. Végiil a tisztitott RNS-t egy 0j gylijtdcsdben 50
ul eluald pufferrel (Exigon) oldottuk le. A mintakat tovabbi felhasznalasig -80°C-on

taroltuk.
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4.4.3. RNS kinyerése High Pure miRNA Izolalo Kit felhasznalasaval

A High Pure miRNA Isolation Kit (Roche) miRNS frakcidé kinyerésére fejlesztett
modszer. A dusitott miRNS frakciot kétoszlopos eljarassal és a formalin-fixalt
paraffinba dgyazott szoveti mintdkra optimalizalt médszerrel kaptuk meg. A szovetek
emésztését a kitben talalhato lizis pufferben (100 pl), 10 pl 10%-os natrium dodecil
szulfattal (SDS) és 40 ul proteinaz K enzim hozzaadasaval egy teljes ¢jszakan at 55°C-
on végeztik. Ezutdn az RNS oszlophoz kotédés hatékonysaganak novelésére kotod
puffereket (Bindig buffer, Roche) adtunk a lizatumhoz, majd lecentrifugaltuk az
oszlopot. Ezt kovetéen az atfolyd tartalmat Osszegyiijtottik egy tiszta csébe és egy
Ujabb izolald oszlopon atfolyatva Ujracentrifugéltuk. A 2. oszlop éltal megkotott RNS
frakci6 mar csak a kis RNS szekvencidkat tartalmazta. Ezutdn moséasi lépések
kovetkeztek kétszer ismételve 700 pl moso pufferrel (Roche). Az RNS-t 100 ul eluald
pufferrel tisztitottuk. A DNaz kezelést PCR tisztasagl viz (49,5 ul) inkubécios puffer
(19,5 pl) és 2 ul DNaz I (5 U/uL) reagensek hozzaadasaval végeztiik 30 percig 37°C-
on. A mar DNS-mentes eluatumot egy jabb oszlopon atengedve a fentebb részletezett
mosasi 1épések utan ujra elualtuk egy 0j csébe 50 pul végtérfogatban. A mintdkat tovabbi

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.4.4. RNS izolalasa High Pure RNA Paraffin Kit felhasznalasaval

A deparaffindlast kovetéen az emésztést szintén 10%-os SDS, proteinaz K és lizis
puffer keverékével végeztiikk 85°C-on 30 percen keresztiil, amely 1épést ujabb proteinaz
K emésztés kovetett tovabbi 30 perc inkubalassal 55°C-on. Paraffin-koto puffer (Roche)
és abszolut etanol hozzdadisaval vortexelést kovetden lecentrifugaltuk a csovek
tartalmat az oszlopon. Az atfolyot kiontve oszlopon torténd DNaz kezelést végeztiink.
90 pl DN4az inkubacids pufferrel (1x) és 10 pul Dndz I enzimmel (5 U/ul) kezeltiik a
mintdkat 15 percen keresztiil szobahdmérsékleten. Ezt kovetden kétféle moso pufferrel
(Roche) 0sszesen haromszor mostuk az oszlopokat. Az oszlopok magas fordulatszamon
(20000 rcf) torténd szaritasat kovetden 50 ul végtérfogatban elualtuk a mintakat, majd

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.
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4.4.5. RNS izolalasa MagNA Pure 96 Cellular RNA LV Kit felhasznalasaval

A kézi izolalasi modszer mellett az RNS kinyerést parhuzamosan egy nukleinsav izolalo
automataval is elvégeztiik. A deparaffinalt mintakbol torténd RNS izolalast a MagNA
Pure 96 (Roche, Németorszag) izolalo automatan végeztiik: a mintdkhoz 110 pl MagNA
Pure DNA szovet lizis puffert (Roche) és 50 pul proteindz K reagenseket adtunk, majd
alapos vortexelést kovetden a mintakat 55°C-on egy teljes €jszakan at emésztettiik. 150
ul-t athelyezve az automata feldolgozoé talcajaba (processing catridge) az RNA FFPET
LV 0.21 protokollt kivalasztva elinditottuk az izolalast. Az eluatumot a felhasznalésig -

80°C-on taroltuk.

4.4.6. A kinyert RNS mindségi és mennyiségi vizsgalata

Qubit 1.0 fluoriméter (Thermo Fisher Scientific) segitségével mértik le a gyartd
utasitasai alapjan. Az RNS intaktsagat 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, USA)
késziilékkel az Agilent RNA Pico 6000 Kit reagensei segitségével vizsgaltuk a 4.2.3.

pontban leirt részletek alapjan.
4.4.7. Valos ideji kvantitativ PCR analizis

A kiilonbozo eljarasokkal izolalt miRNS-ek expressziojat a kétlépéses miRCURY™
Universal RT microRNA PCR (Exiqon) moédszerrel végeztik. Az RNS mintakbol
minden esetben 40 ng kiinduldsi mennyiségbdl szintetizdltunk cDNS mintat. A

folyamatot a 4.2.6. alfejezet alatt részletezett modon végeztiik el.
4.4.8. A referencia miRNS Kkivalasztasa

El6zetes ismereteink szerint az irodalomban hasznalt kiilonb6z6 referencia miRNS-ek
nagymértékben befolyasoljak a vizsgalt miRNS-ek relativ kifejez6dését. Ezért a tesztelt
1zolalo moddszerek Osszevetésének vizsgalata soran tobb, a gyari Exiqon plate-en
megtalalhatd referencia RNS-t is Osszehasonlitottunk: U6small nuclear RNA (U6),
small nuclearRNA 49A (SNORD49A), small nuclear RNA (SNORD38), miRNA-490-
3p (Hsa-miR-490-3p).

47



DOI:10.14753/SE.2019.2222

5. EREDMENYEK
5.1. A miRNS kifejez6dés microarray-alapu vizsgalata vastagbél szovetmintakban

A mIiRNS microarray elemzést egészséges, adenémas (tubularis és tubulovillozus) és
CRC-s betegek biopszias szovetmintdin végeztik. A microarray vizsgalatainkra
alapozva a vastagbél adendma-karcinoma atmenet sordn 19 miRNS-t valasztottunk ki,
amelyek expresszidja folyamatos emelkedést vagy csokkenést mutatott a betegség
progressziojaval parhuzamosan (11. abra). A miR-4417 esetében 2,8-szoros expresszio
novekedést mértiink adendmakban az egészséges mintdkhoz viszonyitva, majd
kifejez6dése CRC mintakban kozel kétszeresre (1,9-szeresére) fokozodott. A nyolc
csokkent kifejez6désit miRNS (kivéve a miR-378 csalad) szintje 29-60%-kal csokkent
adendomaban az ép szovethez viszonyitva, majd kifejezOdésiik tovabb csokkent (34-

66,8%-kal) a vastagbélrakos mintakban.
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11. abra. A folyamatosan novekvd (A) és csokkend (B) expressziot mutatd miRNS-ek
kifejezddése a vastagbélrak kifejlddése soran szovetmintdkban microarray eredmények
alapjan. A zold szin az egészséges mintdkat, a sarga az adendma, a piros a CRC

mintékat jelképezi (p<0,05, logFC > |1|). Roviditések: CRC-vastagbélrak.

A 12. 4dbra a microarray vizsgalatokbol szarmazo miRNS expresszids profilt mutatja
hétérképeken dabrazolva. Az 12/A. abra az egészséges mintdkban kimutathatod
kifejez6dést jeleniti meg a rakel6zo allapotokhoz és a rosszindulati elvaltozasokhoz
képest. Huszonharom miRNS (ebb6l 11 csokkent, 12 fokozott expresszioji)
KifejezOdése egészséges vastagbélszovetekben szignifikans eltérést mutatott a rakel6z6
adendma és a tumoros mintakhoz viszonyitva. A 12 emelkedett szintli miRNS esetében

minimum kétszeres expresszid novekedést mértiink az ép-adendma-karcinoma

szekvencia sordn. A legmagasabb expressziot a miR-31 esetében figyeltiik meg, az ép
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szovetekhez viszonyitva nyolcszoros emelkedést észleltiink mind adenéma, mind CRC

mintakban.

i
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miR-493*
miR-223
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12. abra. A: Az eltér6 miRNS expresszidos mintdzat vizualizdlasa hotérképen az
egeszseges ¢s a kiilonbozd betegesoportok kozott. A zold szin az alacsony expresszids
intenzitast, mig a piros szin a magas expresszios értékeket jelképezi. Minden sor egy
MiRNS-t, minden oszlop egy mintat jelent (p<0,05, logFC > |1|). B: A tubularis,
tubulovillézus adenéma és a vastagbélrakos mintdk kozotti miRNS expresszios
eltérések megjelenitése (p<0,05, logFC > [1|). C: A két adenoma betegcsoport szdveti
miRNS kifejez6dés eltéréseit abrazolja (p<0,05, logFC > |1]). D: A korai és
eldérehaladott vastagbélrakos mintdkban (a Dukes besorolés alapjan) eltérd expresszidval

jellemezheté miRNS-ek csoportjai (p<0,05, logFC > [1]).

Az adendéma ¢€s vastagbélrakos mintakat Osszehasonlitva 24 miRNS felelt meg az
altalunk felallitott szignifikancia kritériumoknak (p <0,05, logFC > |1|), ezek koziil
Osszesen 6t miRNS mutatott emelkedett expressziot CRC-ben (12/B abra). Tizenegy
olyan miRNS-t azonositottunk, amelyek segitségével a tubularis és a tubulovillozus

adenomak elkiilonithetéek voltak. Tubulovillézus adendméban a legnagyobb, tobb mint
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4,5-szeres expresszid novekedést a miR-489 esetén mértilk a tubuldris adendémahoz
képest (12/C 4&bra). A vastagbélrakos mintadkat Dukes-stddium beosztas alapjan is
megvizsgaltuk, és 12 eltéréen expresszald miRNS-t azonositottunk (12/D é&bra). A
mMiRNS-ek tobbsége fokozott kifejez0dést mutatott elérehaladott, Dukes D stadiumu
vastagbélrakban. Erdekes modon a miR-378 csalad tagjai magasan reprezentaltak ebben
az Osszehasonlitasban, hasonléan, mint az adendéma - karcindma progresszid soran
fokozatosan novekvé és csokkend expresszios intenzitdst mutatd miRNS-ek

csoportjaban.

Az adendéma versus karcindma Osszehasonlitasban az eltéréen expresszald6 miRNS-ek
nagyobb hanyada az adendéma mintdkban mutatott magasabb kifejezédést a CRC
mintakhoz képest (12/B abra). Ezért az adenoma-specifikus miRNS-ek csoportjara
fokuszaltunk, és kivalasztottuk azokat, amelyek adendmaban az egészséges mintadkhoz
képest magas expresszioval jellemezhetdek, de a kifejez6désiik CRC mintakban
szignifikansan lecs6kken. A 13. 4bra négy olyan miRNS-t 4brazol, amelyek a
legnagyobb kifejez6dést mutattak az adenéma mintakban. A miR-182, a miR-183*, a
miR-96 és a miR-34a expresszidja 29%-kal csokkent a rakos mintakban az adendéma

mintakhoz hasonlitva.
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13. abra. Az adenoma-specifikus mMiRNS-ek Kkifejez6dése a szovetmintakban.
Roviditések: N-egészséges; ADt- tubularis adenoma; AD+y- tubulovillozus adenéma;
CRC- vastagbélrak. *Szignifikans eltérés (p<0,05): N vs. ADt +ADry; N vs. CRC
p<0,05; ** Szignifikans eltérés (p<0,05): ADt +ADy vs. CRC p<0,05.

Azon miRNS-ek csoportjan, amelyek kifejezodésének eltérését sikeresen kimutattuk
microarray modszerrel a kiilonbozd betegesoportok kozott, valos idejli PCR validécios
vizsgalatokat végeztink (14. abra). Az RT-PCR eredmények aldtamasztottdk a
microarray elemzés megallapitasainak jelentds részét, a miR-4417 és a miR-183*

kivételével, amelyek nem voltak reprezentalva a PCR paneleken.
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14. abra. A neoplasztikus elvaltozdsok sordn megvaltoz6 miRNS expresszios

eredmények megerdsitése valds-idejii PCR modszerrel. A bal oldali hotérkép a
microarray modszerrel kapott miRNS expresszios intenzitasokat, a jobb oldali pedig a
val6s-idejii PCR eredményeket abrazolja megegyezé mintafelosztasban. Roviditések:
N-egészséges; ADT - tubularis adendma; ADTV- tubulovillozus adenéma; CRC-

vastagbélrak.

5.2. In silico célpont mRNS predikcio és validacio Human Transcriptome Array

2.0 microarray rendszeren

Harom miRNS-t vizsgaltunk: a paros Gsszehasonlitasban (normalis - CRC) a miR-31
mutatta a legnagyobb expresszios intenzitds érték eltéréseket. Emellett két tovabbi
MIRNS-t (MmiR-4417 és miR-497) valasztottunk ki, amelyek kifejez6dése folyamatosan
novekedett vagy csokkent az ép - adendma - karcindma atmenet soran. A fenti miRNS-
ek mRNS célmolekulait a miRWalk 2.0 felhasznaloi feliileten hataroztuk meg in silico

elemzéssel.

A Human Transcriptome Array 2.0 microarray hasznalataval parhuzamos vizsgalatokat
folytattunk, amely segitségével tobb, mint 245,000 kodolo transzkriptum kifejez6dését
tudtuk tanulméanyozni. A microarray eredmények alapjan kivalasztottuk az alacsonyan
expresszalodo mRNS-eket. A kivalasztott miRNS-ek célpontjai a 15. abran lathatoak.
Az mRNS-ek kifejez6dési mintazata ellentétes irany( volt a miRNS-ek esetében

megfigyelt expresszioval.
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15. abra. Harom kivalasztott miRNS (miR-31, miR-4417, miR-497) és feltételezett
célpont mRNS-ik ellentétes iranya kifejezddése microarray eredmények alapjan
ugyanazon mintakban vizsgdlva. Roviditések: N- egészéges; A- adendéma; ADr-

tubularis adenéma; ADy- tubulovillézus adendma; CRC/C- vastagbélrak;

5.3. A megvaltozott Kkifejezésii miRNS-ek jelatviteli utvonalakban betoltott

szerepének in silico vizsgalata

A 11. ébran bemutatott, a CRC progresszidja soran folyamatosan ndvekedést vagy
csokkenést mutatd miRNS-ek prediktalt célmolekulai az aldbbi ttvonalakban lehetnek
érintettek (16. dbran). A legtobb talalatot a rak kialakulasaban szerepet jatszd utvonalak
kaptak, tobb mint 10%-os érintettséggel, majd a szabalyozd utvonalak koziil a rakos
elvaltozasokban szerepet jatsz6 PI3K-Akt (ID: hsa04151) és MAP Kinéz (ID: hsa0401)
jelatviteli utvonalakat azonositottuk. A GO adatbéazisban fellelhetd biologiai

folyamatok elemzése szerint az altalunk vizsgalt miRNS-ek a transzkripcid és a
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sejtproliferacio szabalyozasaban fontosak (16. abra). Az ttvonal analizist azon mMiRNS-
ek prediktalt mRNS célmolekulaira is elvégeztiik, amelyeknél eltérd kifejezodést
mértiink adendémas és vastagbélrakos szovetmintakban az egészségesekhez hasonlitva
(12/A. abra). A prediktalt célpont miRNS-ek a rak kialakulasaban érintett szabalyozasi
haldézatokban (ID: hsa05200), a PI3K-Akt (ID: hsa04151), a MAP Kinaz (ID: hsa0401)
jelatviteli utvonalakban ¢€s a transzkripcioval kapcsolatos szabalyozési folyamatokban

kaphatnak jelentds szerepet (17. abra).

Rk kialakulisiban érintett dtvonalak ‘I_ 10,7
PI3K-Akt jelatviteli dtvonal ;_ 9
MAPK jelitviteli itvonal | D 7.9
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CAMP jelitviteli itvonal I- 6,7
Rik kialakulisiban érintett miRNS-ck | S 6.6
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Ras jeldtviteli iitvonal — 6.4
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Biologiai folyamatok (GO BP)

16. abra. Azon jelatviteli utvonalak listdja (kék grafikon), amelyek az altalunk vizsgalt
MiRNS-ek prediktalt mRNS-ei altal érintettek. Az emlitett miRNS-ek az adenoma-
karcindma szekvencia sordn folyamatosan emelkedett expresszidot mutattak vastagbél
szovetmintakon. A piros grafikonon a prediktalt miRNS-ek biologiai funkcidit

abrazoltuk a GO algoritmus segitségével.
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17. abra. Azon Utvonalak listaja (kék grafikon), amelyek az altalunk vizsgalt miRNS-ek
prediktalt mRNS-ei 4ltal érintettek. Az emlitett miRNS-ek az egészséges vs.
neoplasztikus  elvaltozas sordn megvaltozott expressziot mutattak vastagbél
szovetmintakon. A piros grafikonon a prediktalt miRNS-ek biologiai funkcidit

abrazoltuk a GO algoritmus segitségével.
5.4. A ciklin D1 fehérje kifejez6désének vizsgalata immunhisztokémiai moédszerrel

A miR-497 esetében kivalasztottuk az egyik prediktalt mRNS célmolekulajat és a
feltételezett mRNS-miRNS funkciondlis kapcsolatot fehérjeszinten is vizsgaltuk a
vastagbélszovetben. Az egészséges ham alacsony, sejtmagi ciklin D1 expressziot
mutatott (reprezentativ score értékek: 0; +1; Q-score: 26,66+8,16), a stromasejtek koziil
viszont csak néhanyban tapasztaltunk erds immunreakciot (reprezentativ score értékek:
+2 és +3; Q-score: 12,67£3,19;). A stroma ciklin D1 fehérje expresszidja kis mértékben,
de szignifikansan (p <0,05) emelkedett adenomaban (Q-score: 17,50+5,77) és CRC-ben
(Q-score: 19,00+7,34). Heterogén, szignifikansan ndvekedd ciklin D1 kifejez6dést
mértiink az adenoma és CRC mintdk hdmsejtjeiben (reprezentativ score értékek: +2 és
+3; adenoma Q-score: 80,00+ 17,88; CRC Q-score 129,5+45,85; 18/B-C abra).

Ahogyan az 18/D grafikonon is lathatd, az ép-adendma-karcindma atmenet soran mért
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teljes ciklin D1 fehérje szintvaltozas (normalis £Q score: 39,324+8,63; adendma XQ-
score: 96,2+18,75; CRC XQ-score: 147,00£48,94) az hamban mért, megnovekedett
ciklin D1 mennyiségébdl adodik. Szignifikans ciklin D1 fehérje kifejezédésbeli (p
<0,05) kiilonbséget talaltunk az ép-adendma és az adendéma-CRC hdm és stréma

Osszehasonlitas soran. A részletes Q-score adatok a 18. abran lathatoak.

100 4
g 80
] B epitélium
L
g 60 m stroma
40
20 4 .
0

egészséges adenéma CRC

18. abra. A ciklin D1 fehérje expresszioja normalis (A), adenoma (B) és CRC (C)
mintakban. Mérték: 50 pm. A D abran a betegcsoportokban, a hdmban (kék oszlopok)
¢és a stromaban (piros oszlopok) mért Q-score értékeket abrazoltuk. Roviditések: CRC-

vastagbélrak.
5.5. A sziveti- és plazmamintikban megvaltozo miRNS expresszio vizsgalata

Tubularis, tubulovillézus adenéma és vastagbélrakos betegek plazmamintaibol miRNS
microarray vizsgalatot végeztiink. Az Expression Console Szoftver (Affymetrix) és az
intenzitas értékek alapjan meghataroztuk a mintdkban megjelend miRNS-ek szamat. Az
egészséges kontrollokban 306 miRNS, az adendmas betegekben 334, mig a CRC-s
mintdkban 321 miRNS kifejezddését tapasztaltuk (19/A. abra). A kapott eredményeket
Osszehasonlitottuk a biopszids microarray vizsgalatok soran kimutatott miRNS-ek

szamaval (19/B. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a vastagbélszovetben — fiiggetleniil a
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betegcsoportoktdl — egy idOpillanatban kifejez0d0 miRNS-ek szdma 350-500,
plazmaban 150-450 tartomanyban van. Lényeges megemliteni, hogy adott szoveten
beliil a vizsgalt betegcsoportokban kifejezodott miRNS-ek szaméban nem tapasztaltunk

szignifikans eltérést.
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19. abra. A parositott plazma (A) és biopszia (B) mintakban kifejez6d6 miRNS-ek
szama az eltérd betegcsoportokban. Osszesen 1733 miRNS-t vizsgaltunk GeneChip
miRNA 3.0 array modszerrel. Szignifikans (p<0,05) eltérést nem tapasztaltunk egyik
mintatipusnal sem. Roviditések: N-egészséges; ADT- tubuldris adenoma; ADTV-

tubulovillozus adendma; CRC- vastagbélrak.

Habar a kifejez0dott miRNS-ek szamdban nem észleltiink szignifikdns eltéréseket, a
kiilonb6z6 klinikai csoportok kozott eltérd miRNS expresszios profilokat taldltunk,
amelyeket a 21. abra mutatja. Az egészséges ¢s vastagbélrakos plazmamintak kozott 14
miRNS szignifikans (p<0,05) eltérését mértiik (20/A é&bra). A szignifikans kiilonbségek
tobbségét ebben az Osszehasonlitdsban talaltuk. A szdveti microarray vizsgalatokhoz
képest a plazmamintdk vizsgéalatanal alacsonyabb intenzitds értékeket kaptunk (a leirt
mMiRNS-ek nagy része 1-1,5-szeres expresszios intenzitas értékeket mutatott), azonban a
mMiR-933 esetén majdnem 1,6-szoros novekedést mutattunk ki CRC mintakban az
egészségesekhez képest. Nem figyeltink meg szignifikdns expresszios eltérést a
tubularis adenoma és az egészséges mintak kozott (20/B abra), de két miRNS (miR-
2116, miR-548p) esetén a tubulovillozus adenéma csoportban megndvekedett

expressziot tapasztaltunk a normalis mintdkhoz képest. A neoplasztikus és egészséges
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mintdk kozott is eltérd kifejezddéstit miRNS-eket azonositottunk. Nyolc miRNS
mutatott jellegzetes eltérést a betegcsoportok kozott (p<0,05) az egészséges mintakhoz
képest (20/C abra). A miR-4723-3p, a miR-203 és a miR-3689f esetén csokkent
kifejezodést észleltiink a CRC progresszidja soran. Tovabbi 16 miRNS-t azonositottunk,
amelyek elkiilonitik a tubulovillozus adenomat a CRC csoporttol, amelybdl 11 miRNS
esetében szignifikansan (p<0,05) magasabb expressziot figyeltink meg a CRC
mintadkban (20/D &bra).
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20. abra. A plazmamintadkban kifejez0d0 miRNS-ek eltérései a vizsgalt klinikai
csoportok kozott hotérképen abrazolva. A piros szin az emelkedett, a zold szin az
alacsonyabb miRNS kifejezddést reprezentalja. A: Az egészséges €s vastagbélrdkos
mintakban szignifikans eltérést mutaté miRNS-ek csoportja (p <0,05, logFC > |0,5]|). B:
Az egészséges ¢€s rakel6zO (tubuléris, tubulovillozus) adendma 4allapotok kozott
megvaltozé miRNS kifejez6dés (p <0,05, logFC > |0,5|). C: Az ép-adenéma-carcinoma
szekvencia soran eltéré expresszioval jellemezhet6 miRNS-ek csoportja (p <0,05,

logFC > [0,5]). D: Az adendéma szovettani alcsoportok kozott megvaltozé miRNS
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kifejez6dés eltérései (p <0,05, logFC>|0,5|). Roviditések: N-egészséges; AD- adenéma;
ADT- tubuléris adendéma; ADTV- tubulovillézus adenéma; CRC- vastagbélrak.

5.6. A miRNS expresszios eltérések valds-idejii PCR-rel torténé megerdésitése

plazmamintakban

A microarray moddszerrel kapott eredményeink megerdsitésére ugyanazon mintdkon
miRCURY Human Panel I+11I valos-idejii PCR moédszert alkalmaztunk. A PCR panelek
Osszesen 742 miRNS primert tartalmaztak. A microarray vizsgalatokra alapozva a CRC
vs. egészséges mintak Osszehasonlitasdban a 14 eltérést mutatdé miRNS koziil a miR-
187, a miR-612, a miR-1296, a miR-933, a miR-937, a miR-1207, a miR-146a ¢és a
miR-675 specifikus oligonukleotidjai talalhatdak meg a paneleken. A fent emlitett
MIRNS-ek koziil a miR-675 kivételével mindegyik esetben kimutattunk PCR terméket,

¢s a plazmamintdkon végzett microarray vizsgéalat eredményei korreldltak a RT-PCR

eredményekkel (21. abra).
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21. abra. Az egészséges €s vastagbélrakos betegek plazmamintaiban észlelt miRNS-ek

expresszioja két eltérd6 modszerrel (microarray, valds-ideji PCR) vizsgélva.
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Roviditések: N- egészséges; CRC- vastagbélradkos minta; Cp-attorési pont.

*Szignifikans eltérés (p<0,05): N vs. CRC p<0,05
5.7. Plazmaspecifikus miRNS expresszio a parositott szovetmintakban

A parositott szovetmintakon miRNS expresszidos profil vizsgalatot végeztiink és a
plazma frakcidban eltérést mutatd miRNS-eket tovabb elemeztiik. A miR-612, a miR-
1296, a miR-933, a miR-937 ¢és a miR-1207 esetében a miRNS-ek azonos iranya
eltérést mutattak az egészséges vs. CRC Osszehasonlitdsban, azaz novekvo intenzitast

mértiink a CRC mintakban az egészségesekhez képest a szovet- €s plazmamintdkban is
(22. 4bra).
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22. abra. A megegyez$ iranyu kifejez6dést mutatd miRNS-ek szoveti és
plazmamintdkban microarray vizsgalatok alapjan. Roviditések: N- egészséges, CRC-

vastagbélrakos minta. *Szignifikans eltérés (p<0,05): N vs. CRC p<0,05

Az adendma vs. egészséges Osszehasonlitasban a kivalasztott miRNS-ek nem mutattak
megegyez0 irdnyu expresszios valtozdsokat a szdveti parositott mintdk esetén

tapasztaltakkal 6sszehasonlitva (23. abra).
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23. abra. A plazmaban észlelt miRNS-ek expresszids profiljai (bal oldali hotérkép) és
szoveti parjukban mért kifejez6désiik (jobb oldali hodtérkép). Roviditések: N-

egészséges; ADT-tubularis adenéma; ADTV-tubulovillézus adenéma.

A miR-3689f, a miR-4723-3p és a miR-203 egészséges mintakban fokozott expressziot
mutatott a neoplasztikus betegcsoporthoz képest, habar ezek a kifejezddések
alacsonyabb intenzitasuak voltak, mint az egészséges szoveti parositott mintajukban

(24. abra).
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24. abra. A plazmamintakban az ép-adendma-karcindma szekvencia soran szignifikans
(p<0,05) eltérést mutatdé miRNS-ek expresszios profilja (bal oldali hétérkép) és szoveti
parjukban mért kifejezddésiik (jobb oldali hotérkép). Roviditések: N-egészséges; AD-
adendoma; CRC-vastagbélrak.

A miR-548d-3p volt az egyetlen miRNS, amelyik az adenoma vs. CRC
0sszehasonlitasban mind szoveti mind plazma mintakban azonos expresszids mintdzatot

mutatott (25. abra).
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25. abra. A tubulovillozus adenoma ¢és vastagbélrakos betegecsoportok kozott
plazmaban eltéré expresszioval jellemezhet6 miRNS-ek (bal oldali hétérkép)
kifejezoddése a szoveti parositott mintajukban (jobb oldali hotérkép). Roviditések:

ADTV-tubularis adenoma; CRC-vastagbélrak.

5.8. Az eltéro modszerrel kivont RNS mintak Kkoncentraciojanak és

integraltsaganak vizsgalata FFPE mintakon

A klinikumban konyebben kezelhetd ¢és tarolhatdé FFPE szovetmintikbdl feltarhato
MIRNS-ek vizsgalatat is elvégeztiik. A kiilonbozo eljarasokkal tisztitott RNS mintak
abran lathatoak. A négy izolalasi mddszer eltérd RNS mennyiségeket eredményezett. A
High Pure RNA Paraffin Kittel izolalt mintdk magasabb koncentracié értékeket
mutattak, mint a MagNA Pure 96 Cellular RNA LV Kit-tel izolalt mintak (26/A abra.).
A kizar6lag miRNS frakciot kivon6 modszerek nukleinsav kihozatalat tekintve
alacsonyabb RNS mennyiséggel voltak jellemezhetdek a teljes RNS spektrumot izolald
eljarasokhoz képest. A High Pure miRNS izolalé kit (Roche) nagyobb mennyiségii
miRNS kinyerésére volt képes az Exiqon cég altal gyartott izolald kithez viszonyitva
(26/B abra), annak ellenére, hogy a Roche termék altalunk tesztelt protokolljat

elsésorban a paraffinos mintakbdl torténd miRNS izolalasra ajanljak.
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26. abra. Az egészséges (N1-N3) ¢és tumoros FFPE mintakbol (T1-T3) kiilonbozo
izolalasi eljarasokkal kinyert teljes RNS-t (A) és miRNS-t (B) tartalmazé mintak
koncentracioi. Roviditések: N- egészséges; T-vastagbélrak. Roviditések: N- egészséges;

T- tumoros minta.

A 27-28. abran lathatéak a miRNS és teljes RNS eluatumok elektroforetikus diagramjai
az FFPE szOvetmintakbol. Varakozasainknak megfeleléen a miRNS-t izolalo
moddszerekkel (miRCURY RNA ¢és High Pure miRNA Isolation Kit) torténd izolalast
kovetden a mintakban a rovid (20-200) nukleotid hosszisagh RNS fragmentumok
voltak jellemzdek nagyobb aranyban (27. abra). A teljes RNS frakciot izolalo
modszerek elektroferogramjain (28. abra) jol lathato, hogy a kinyert RNS toredezett,

elsésorban a rovid nukleotid-hosszlisagl szakaszok jellemzoek.
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27. abra. A kis molekulatomegii RNS mintak elektroferogramjai az izolalasi modoktol
fliggden. Egészséges mintak N1-N3, a tumoros mintak T1-T3 jelolést kaptak. A gérbek
a rovid RNS fragmentumokat rajzoljak ki, amelyek feltehetben miRNS-eket is
tartalmaznak a miRCURY RNA ¢és High Pure miRNA izolalo kitekkel tortént tisztitast

kovetden. Roviditések: N- egészséges; T- tumoros minta; nt-nukleotid hosszisag.
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28. abra. A teljes RNS frakciot tartalmazé mintak elektroforetikus gorbéi. Egészséges
mintdk N1-N3, a tumoros mintdk T1-T3 jelolést kaptak. A gorbék a széttort teljes RNS
frakciokat rajzoljdk ki, amelyek a rovid nukleotid tartomanyokban leolvashatok.

Roviditések: nt-nukleotid hosszasag.

5.9. A miRNS profil vizsgalata Exiqon PCR Paneleken a négy Kkiilonbozé

modszerrel torténo RNS izolalast kovetoen

informaciot. A masodik plate-re — az elsdvel szemben — a kevésbé abundans miRNS-ek
primerei kertiltek. A PCR eredmények alapjan a 40 ciklus alatti értékekkel jellemezhetd
mMiRNS-eket pozitiv kifejezédésiinek értékeltiik a mintakban. Mind a négy izolald
modszer esetén elmondhatd, hogy tobb miRNS-t tudtunk kimutatni az elsé panelen,
mint a masodikon (29. abra). Az abrarol az is leolvashatd, hogy a rovid RNS frakciot

izolalé modszerek mintai nagyobb szamban tartalmaznak miRNS-eket, mint a teljes
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RNS izolalo kitek hasznalataval tisztitott mintak. Az egyes mintakban észlelt miRNS-ek

szamat tekintve a miRNS frakciot izolaldo modszerek koziil is a Roche kit mutatkozott a

legjobbnak.
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Tzolalo modszerek

29. abra. Azonos mintakbol kiindulva, eltéré modon izolalt miRNS-ek expresszidja az
Exigon PCR Human Panel I + II rendszeren. Az oszlopok felett a mintdkban
expresszald miRNS-ek szamat jelenitettiik meg. Roviditések: HPm - High Pure miRNA
izolalo kit; Ex- mMIRCURY RNA- Tissue izolalo kit; HPp - High Pure Paraffin izolalo
kit; MP - MagNA Pure 96 Cellular RNA LV Kit; N -egészséges minta T-tumoros

minta; | - 1. szam PCR panel; II - 2. szamu PCR panel.

A 7. tablazatban részleteztiik az egyes mintakban kifejez6dott miRNS-ek szazalékos
aranyat az 6sszes mérheté miRNS-ek szdmahoz viszonyitva. Négy csoportot allitottunk
fel az alapjan, hogy a pozitiv jelet ad6o miRNS-ek harom, kett, egy vagy egyik
mintaban sem fejezddtek ki az RT-PCR mérések alapjan. A kizarolag miRNS-t izolalo
modszerek és a teljes RNS frakciot izolalo eljarasok kozott jelentds kiillonbségeket
tapasztaltunk. Kétszer annyi miRNS adott jelet az Exiqon és a Roche rovid RNS
frakciot izolald6 modszerei (egészséges €s tumoros mintdk esetében is) esetén, mint a
teljes RNS tisztité eljarasokkal kivont mintdk esetén. Az egészséges mintakban az
Exiqon paneleken megtalalhaté 742 miRNS 57%-a (n=477), mig a tumoros mintdkban a
MIRNS-ek 72%-a (n=534) volt kimutathatdo az Exiqon izolalé moddszer hasznalatat
kovetéen. A Roche High Pure miRNS izolal6 modszerrel a normalis mintadkban a
MIiRNS-ek 69%-a (n=511), mig a tumoros mintakban a miRNS-ek 64%-a (=474) adott
értékelheto kifejezodést. A teljes RNS-t izolaldo modszerek esetén a vizsgalt miRNS-ek
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expresszidja a fentieknél joval kisebb aranyban (25-38%-ban) bizonyult

kimutathatonak.

7. tablazat. Az egészséges és tumoros mintdkban kifejez6d6 miRNS-ek szazalékos
aranya az 0sszes mérheté miRNS szamahoz viszonyitva. Roviditések: HPm- High Pure
MIiRNA izolal6 kit; Ex- mMIRCURY RNA- Tissue izolalo kit; HPp- High Pure Paraffin
Kit; MP- MagNA Pure 96 Cellular RNA LV Kkit; N - egészséges minta T-vastagbélrakos

minta

HPm Ex HPp MP

cpraiamivsa | 69% | 64% | 57% | 72% | 28% | 38% | 25% | 32%

ardnya

Két mintiaban
expresszilids miRNS-ek 11% 9% 11% 8% 11% 15% 14% 21%

arinya

Kizardlag egy mintaban
expresszilids miRNS-ek 9% 10% 13% 9% 16% 20% 24% 21%

aranya

A mintikbannem

expresszilods miRNS-ak 1 1% 1 7% 1 9% 1 2% 460/0 27% 37% 26%

ardnya

Ahogy a scatterplot abrazolason is latszik, a legnagyobb korrelaciot (r* = 0,89) a High
Pure miRNA izolald6 modszer (HPm) mutatta az Gsszes tobbi RNS kivonasi modszerhez
képest, (30. abra). A teljes RNS izolald6 moddszerek esetén magasabb Cp-értékeket
figyeltiink meg, ami azzal magyarazhatd, hogy a teljes RNS frakcionak csak kis
hanyadat képezték a miRNS-ek.
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30. abra. Az eltér6 moddon izoldlt miRNS mintdk nyers Cp-értékeinek paros
Osszehasonlitasa valds-idejii PCR modszerrel. Roviditések: HPm- High Pure miRNA
izolalo kit; Ex- mMIRCURY RNA- Tissue izolalo kit; HPp- High Pure Paraffin Kit; MP-
MagNA Pure 96 Cellular RNA LV Kit.

5.9.1. A vastagbél-specifikus miRNS-ek 6sszehasonlito elemzése

A mintakban kifejez6d6 miRNS-ek relativ kvantifikacidjahoz referencia miRNS-eket
alkalmaztunk. A 8. tabldzat mutatja az irodalom szerint leggyakrabban hasznalt (U6,
SNORD38B, SNORD49A) és az altalunk valasztott, a mintacsoportok kozott a
legkisebb szorast mutatdé miR-490-3p referencia miRNS atlagos nyers Cp-értékeit

harom parhuzamos mérés esetében.
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8. tablazat. A referencia miRNS-ek kifejezodése a kiilonb6zé modon izolalt mintakban. Roviditések: HPm- High Pure miRNS izolalo kit;
Ex-miRCURY RNA- Tissue izolal6 kit; HPp- High Pure Paraffin RNS izolalé kit; MP- MagNA Pure 96 automata Cellular RNA LV Kit;

Cp-attorési pont.

m{!:do:::ek HPm Ex HPp MP

mintak N T N T N T N T
Kifejezd- Kifejezd- Kifejezd- Kifejezd- Kifejezd- Kifejezd- Kifejezd-
Referendia dés3 N".r'ers Cp| dés3 N'l.r'erst dés3 Hvrersl:p des3 N".rrersl:p deés3 H".rrers Cp| dés3 H'l.rrers Cp| dés3 N".r'ers Cp| dés3 N'l.r'erst
miRNS-ek |mintdban atlag |mintdban| &tlag |mintdban| atlag |mintdban| &tlag |mintdban| &tlag |mintdban| 4tlag |mintdban| atlag |mintdban| atlag

Kifejezd-

uUs 2/3 |34,65:0,1| 2/3 |3574+1,2| 0/3 NA 1/3 NA 2/3 |20,44:0,9| 3/3 |28,96+1,3| 3/3 [32,75:34| 3/3 |32,01+18

SNORD3SB 3/3 28,61%0,3 3/3 29,82:0,9| 3/3 |28,03+1,10( 3/3 24,86%0,8 3/3 26,8503 3/3 26,15%0,5 3/3 29,1+0,2 3/3 29,0821,0

SNORDagA | 3/3 [2552:07| 3/3 (27,05:1,1] 3/3  |30,24:2,2| 3/3 (26,18:1,7| 3/3 |28,68:0,2| 3/3 |27,94:1,0| 3/3 [30,56:0,5| 3/3 (30,93:1,9

miR-490-3p 3/3 32,1620,5 3/3 31,6516 3/3 32,6218 3/3 32,8520,2 3/3 32,59+0,8| 3/3 32,67:0,2 3/3 33,17:0,7 3/3 33,0420,5
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Annak a kérdéskornek a tanulmanyozasahoz, hogy a normalizacié céljabol alkalmazott
kiilonb6z6 referencia miRNS-ek kifejezddése befolydsolja-e a betegcsoportok kozotti
expresszios eltéréseket, két vastagbélrakra specifikus miRNS-t valasztottunk ki, és
megvizsgaltuk az eltéré referencia miRNS-ekb6dl adodd ACp-értékeket a kiilonb6zo

RNS/miRNS izolalasi mddszerek esetén.

Korabbi tanulményok eredményei alapjan a miR-21 CRC-s szdvetmintdkban fokozottan
expresszalodik, valamint a miR-34 miRNS csaldd tagjai szintén kimutathatéak
gasztrointesztinalis szovetekbdl és vastagbélrakos sejtvonalakbol. A miR-21 és a miR-
34 nyers Cp-értékeit a SNORD38B ¢és az altalunk valasztott miR-490-3p referenciak
hasznalataval normalizaltuk. A miRNS izolal6 kitekkel kinyert mintdkban alacsonyabb
Cp-értékeket kaptunk, mig a teljes RNS mintak magasabb Cp-értékeket mutattak, azaz a
ACp-értékek attol fliggden, hogy miRNS vagy teljes RNS moddszert alkalmaztunk,
eltéré tartomanyba estek (31. abra). Masrészrdl a klinikai csoportok kozotti AACp-
értekek az alkalmazott referencia miRNS fliggvényében is valtoztak. A miR-490-3p
alapti normalizalas esetén a tumormintakban a miR-21 és a miR-34 expresszioja
fokozodott mind a négy izolalasi modszer esetében (31/A2-B2. dbra). Amennyiben a
normalizaciét a SNORD38B rovid RNS-sel végeztiik, ezek a kiillonbségek kisebbek
lettek (31/A1-BL1. abra).
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31. abra. A miR-21 és a miR-34a vastagbél-specifikus miRNS-ek kifejez6dése a
kiilonbodzd 1zolaldé modszerekkel tisztitott mintakban. Elsé 1épésben minden esetben
kivontuk a maximalis ciklusszambol (45 ciklus) a nyers Cp-értékeket és ezutan
normalizaltuk. Az Al1-Bl boxplot 4dbrdkon az adott miRNS expresszids értékeit a
SNORD38B referencia miRNS értékeivel, az A2-B2 abrakon az altalunk valasztott
miR-490-3p értékeivel normalizaltuk. Roviditések: HPm- High Pure miRNS izolalo kit;
Ex-miRCURY RNA-Tissue izolalé kit; HPp- High Pure Paraffin RNS izolalo kit; MP-
MagNA Pure 96 automata Cellular RNA LV Kit. *Szignifikans eltérés (p<0,05): HPm
N vs. HPm T p<0,05; ** Szignifikans eltérés (p<0,05)
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6. MEGBESZELES
6.1. A Kiilonboz6é betegcsoportokban Kkifejezodé miRNS-ek vizsgalata

microarray modszerrel

PhD munkam soran nagy ateresztOképességli miRNS expresszids elvaltozasokat feltard
szlirést végeztem microarray technologiaval vastagbéleredetii egészséges, tubularis és
tubulovillozus adenoma, valamint adenokarcinoma mintdkon. A  kiilonb6z6
betegcsoportokban osszesen kifejez6d6 miRNS-ek szama azonos tartomanyba esett
(koriilbeliil 350-500 miRNS) (20. abra). Slattery és munkatarsai hasonlo kisérleti
elrendezésben szintén kevesebb, mint 600 expresszalt miRNS-t detektalt a kiilonbozo
vastagbélszoveti mintaikban microarray technikaval (Agilent) [125]. Leidinger és
munkatarsai az altaluk vizsgalt 1205 miRNS-bdl 331 miRNS-t azonositottak a kontroll
csoportbdl szarmazd plazmamintakban, a tiidérdkos betegek plazmaiban azonban csak

264 és 364 kozotti szamokat tapasztaltak [126].

A szakirodalomban taldlhat6  publikaciok, amelyek genomszintli, nagy
ateresztOképességli miRNS expresszids vizsgalatokat alkalmaznak tobbnyire az ép-
adenéoma vagy ép-adenokarcindma  betegparositasokat  vizsgaltak  [127,128].
Kisérleteink soran emiatt nagy hangsulyt fektettiink az adenomak vizsgalatara, tovabba
egészseéges VS. rakel6zd ¢€s neoplasztikus 1€ziok (adendmak és tumoros mintak)
Osszehasonlitasara is sor keriilt. A klasszikus paros 6sszehasonlitasokon (Fiiggelék 1. és
2. tablazat) felill azokra a miRNS-ekre fokuszaltunk, amelyek vagy folyamatosan
emelkedd, vagy folyamatosan csokkend expresszioval jellemezhetéek az adenoma-
karcindma szekvencia soran (11. abra). A korfolyamat elérehaladasaval parhuzamosan
folyamatos csokkenést mutatdé miRNS-ek koziil a miR-375-6t, a miR-378-at, a miR-
139-5p-t, a miR-133a-t és a miR-422a-t mar egyéb kutatocsoportok eredményei alapjan
is valtozo kifejezOdéssel birtak a vastagbél kialakulasa soran [129-136]. A miR-378-r6l
ismert, hogy részlegesen képes gatolni a vastagbéldaganat novekedését és elterjedését
célmolekuldja, a vimentin fehérje altal [132]. A miR-133a funkcionalis vizsgalata soran
kidertilt, hogy a LIM és SH3 fehérje alegységeket kodolo mMRNS-ek targetalasan
keresztiil gatolja a vastagbélrakos sejtek novekedését és az attétképzodést [137]. Az
altalunk is alkalmazott KEGG utvonalelemzé-algoritmus szerint a MAPK szabalyozo
utvonal egyik elemét is képes gatolni [135]. A miR-422a tumorszuppresszor szerepét

elérehaladott vastagbéldaganatban megfigyelt alacsony expresszidjaval ismerték fel
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[136]. Liu és mtsai. a vastagbélrakban csokkent kifejezddést mutatd miR-375 funkcidjat
tarta fel és megallapitottak, hogy a miRNS a sejtosztodast kdzvetetten képes gatolni az
SP1 cink-ujj alegységet kodold transzkriptum szabalyozasa altal, amely a rakos
sejtekben proliferacioért, differenciacioért €s apoptozisért felelds szabalyozé struktura
[138]. A miR-139 kozponti szerepet tolt be a daganatos megbetegedések szabalyozasi
folyamataiban, vastagbélrakban ¢s mellrdkban egyarant alacsony expresszidjat mérték

[139,140].

Vizsgalataink szerint a miR-503, a miR-4417, a miR-18a, a miR-431, a miR-1246, és a
miR-18b voltak az egyediili olyan miRNS-ck, amelyek szignifikansan emelkedett
expressziot mutattak az ép - adenéma - diszplazia atmenet soran. A koérfolyamat soran
linearisan novekvo kifejezodéssel jellemezhetd miRNS-ek koziil a miR-503 emelkedett
expresszi®jat bebizonyitottdk mar normalis vs. CRC klinikai szovetmintdk
Osszehasonlitasanal, expresszidjanak mértéke pedig korrelal a tumor méretével [141]. A
tumorprogresszidoban betoltott szerepe szerint a miR-503 kozvetlentil célozza az L1
adhézios molekula (LLCAM) [142] és E2F transzkripcios faktor 3 (E2F3) [143] mMRNS-
eket, amelyek ¢érintettek a vastagbéltumor kialakulasban. A miR-17/92 klaszter
tagjaként ismert miR-18a tumorszuppresszor szerepe vastagbélrakban a sejt-osztodasi
ciklus 42 (CDC42) transzkriptum gatlasan keresztiil érvényesiil [144]. Egy amerikai
kutatocsoport egy olyan CRC-specifikus plazma miRNS panelt allitott 6ssze, amelynek
egyik tagja az altalunk is vizsgalt miR-431 volt. A panelen talalhatd miRNS-ek
kifejez6dése alapjan IV. stadiumu radkos ¢és egészséges mintdkat tudtak nagy
érzékenységgel elkiiloniteni egymastdl [145]. A betegcsoportokban novekvo
expresszioval mérhetdé miR-1246 szintje nemcsak vastagbélszovetekben, hanem
szérumban is emelkedett CRC-s betegekben, amelynek szintje a reszekcios miitéteket
kovetden lecsokkent [123]. A miR-18a expressziojat gyomorrakban, valamint
végbélrakos betegek plazmdjaban sikeriilt kimutatni, ahol keringé koncentracidja erésen

korreralt a kemoterapias kezelést koveto nyirokcsomostatusz allapotaval [146].

Eredményeink publikaldsaval szinte egy idoben jelent meg a Sayagués és mtsai. altal irt
tanulmany, ahol a mintdk (egészséges ¢és CRC szdvet), valamint az alkalmazott
technologia (GeneChip miRNA 3.0 microarray) tekintetében is atfedés mutatkozott
vizsgalatainkkal [147]. A két vizsgalat eredményeinek Osszevetését a 32. abra mutatja.

A legnagyobb eltéréseket mutatd6 miRNS-ek mindkét csoportndl megegyeztek.
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Esetiinkben a megengedébb feltételek (p <0,05, logFC > |1]) miatt tobb miRNS-t

azonositottunk a betegcsoportok kozott.

Sayagués és mtsai.

PhD munkam

miR-1246 miR-4741 miR-30e miR-378

o miR-130 mik-106a mllR-].(la m{R-S ‘f“

miR-503 ' - miR-17 miR-299 miR-375

miR-3687 miR-215 R 4;568 miR-149 iR 10b

miR-502 miR-133a miR.46e0  ME154 w1062

. miR-422a m . miR-10a* ,,;p 150

miR-183 miR-375 miR-232* miR-145 | ) ope

miR21 | miR-31 miR-133h miR-708 miR-196b
miR-424 | miR-4417 miR-133 MRS iR-300*
z miR 143 miR-493 miR-30a%
miR-1290 | miR-224 miR-378c/d/fi/g/e | miR-3591 miR-194*
miR-18a miR-195

iR+ miR-272* miR-183+ m}R-49:

miR 3647 miR-29-1h* miR-34b miR-342

miR-424* miR-431 miR-20b/a mR1

miR-4731 miR-3613 miR-31* miR-192*

miR-3687 miR-18b miR-584 MiR-200*

miR-106b* miR-3185 miR-182 miR-664*

miR-4674 miR-3663 miR-376¢
miR-4734 miR-4476 miR-4645

32. abra. Egészséges vs. CRC szovetmintakon vizsgalt miRNS expresszids eltérések
abazolasa Venn-diagrammon Sayagués és mtsai. [147] és sajat eredményeim alapjan. A
klinikai csoportok és mddszerek hasonlosdga miatt atfedd eredményeket kaptunk a CRC
mintakban megndvekedett vagy csokkent kifejezodést mutatdé miRNS-ek tekintetében.
A pirossal jelolt miRNS-ek emelkedett, a zold szinnel jeloltek csokkent expressziot

mutattak a vastagbéldaganatos mintdkban az egészséges kontrollokhoz viszonyitva.

Az adendmak vizsgalatanal azokra a miRNS-ekre fokuszaltunk, amelyek akar a
rakeldz6 allapotot is eldjelezhetik, kiugrod expresszids értékeik miatt. A négy adenoma-
specifikus miRNS (miR-34a, miR-96, miR-182, miR-183%*) koziil a miR-96 ¢s miR-182
expresszios eltéréseit mar Wang és mtsai. is dokumentaltadk adenoma és karcinoma
mintdkban nagy lefedettségli szekvenaléassal €s valosidejii PCR-mddszerrel megerdsitve
[148]. Tovabba a miR-182-r6l ismert, hogy az ektonuklezid trifoszfat difoszfohidrolaz 5
(ENTPD5) mRNS-t targetalja, amely a metabolikus folyamatokban kap szerepet [149].
Perilli és mtsai. egy korabbi tanulmanyaban az ENTPDS mRNS és fehérje
alulmiikodését is leirtak vastagbél adenoma-karcinoma atmenet soran [150]. A kinai
populacioban a miR-183* emelkedett expresszidjat irtak le tiid6 adenokarcindmas ndi
betegekben [151], valamint egyik bizonyitott célmolekulaja a — vastagbélszovetekben is
fontos barrier funkciot ellatdo — claudin-1, a tight junction sejtkapcsolo strukturak egyik
ismert fehérjéje [152]. A miR-183/96/182 klaszter egy masik tagja is eltérést mutatott az
adendma mintdk vizsgalata sordn, amely alkalméval dallatkisérletekben érdekes

kapcsolatot fedeztek fel a reszveratrol és a miR-96 kozott. A miR-96 egyik
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célmolekuldja az egyik legismertebb onkogén, a KRAS, alacsony expressziojat
detektaltak hasnyalmirigy rakban. Azonban az allatkisérlet soran a reszveratrollal a
miR-96 szintek megemelhetdek voltak a szervezetben, ami a tumorndvekedés
csOkkenését eredményezte a KRAS gatlasan keresztiil [153]. Vastagbél adendmas és
polipos betegek plazmamintdinak vizsgalati eredményei alapjan az altalunk is vizsgalt

miR-34a hatékonyan kiiloniti el a két fent emlitett betegcsoportot egymastol [154].

A Dukes-féle besorolas alapjan is Osszehasonlitottuk a vastagbélrakos mintainkat.
Tobbnyire fokozott expressziot mértiink a Dukes D stddiumu rdkos mintdkban a Dukes
B allapotiakhoz viszonyitva. Hasonlo Osszevetést végzett egy brit kutatocsoport is,
Dukes A, B és C allapoti daganatok vizsgalata soran azt talaltak, hogy a miR-135b
képes volt elkiiloniteni az alacsony kockazati B csoportot a magas kockazatu B
stadiumtdl, azonban a tobbi csoport kozotti expresszios kiilonbségeit nem irtak le [155].
Ez a miRNS a mi mintdinkban alacsony intenzitas értékek mellett nem mutatott
szignifikans eltérést a Dukes stddiumok kozott. A vizsgalataink soran Dukes D
mintdkban legmagasabb expresszids novekedéssel detektalt miR-647 megvaltozott
expresszidjat mar tobb raktipusban (gyomor [156], Kkissejtes tiidérak [157],
petefészekrak [158]), is leirtdk, azonban napjainkig még nem targyaltak kifejezOdését
vastagbélrakos mintakban. A miR-196b* (leglijabb nevezéktan szerint miR-196b-3p) a
prekurzor RNS-¢ér6l kisebb mennyiségben atirddd valtozata, amelyet Jeong és mtsai.
vizsgaltak  részletesebben  kasztracid-rezisztens  prosztatardk  sejtvonalon  és
allatkisérletekben is. Feltartak, hogy az NF-kB transzkripcios faktor serkenti a miR-
196b* expresszidjat, fokozott kifejez6dése pedig eldidézte a rak kialakulasat in vitro és
in vivo kornyezetben is [159]. A vastagbéldaganatokban el6fordulasait még nem

vizsgaltak mas kutatocsoportok.

Tanulméanyunkban nagy hangstlyt fektettiink a rakmegel6z6 joindulati elvaltozasok, az
adenoma altipusokban megvaltozO miRNS eltérések feltérképezésére. Tobb mint
kétszeres csokkenést mértiink az alabbi miRNS-ek esetében tubulovillézus
adendémakban a tubularisokhoz képest: miR-3175, miR-720, miR-4508 és miR-4492.
Irodalmi adatok alapjan a miR-3175 c¢sokkend expresszidjat mar gyomor
adenokarcinoma sejtvonalakban is leirtdk [160]. Erdekes modon a miR-720 szintje
mindkét adenoma altipusban megemelkedett az egészséges szovetmintakhoz képest,
valamint a tubularis és tubulovillozus esetek kozott is szignifikans eltérését mértik.

Mindezeken feliil a miR-720 kifejez6désének kezdeti ndvekedését figyeltiik meg az
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egészséges - adendma atmenet soran, majd ez az emelkedett koncentracid felére
csokkent tubularis adendma ¢és tubulovillozus adendéma kozott. Schopen és mtsai. arrol
szamoltak be, hogy a miR-720 valojaban egy tRNS fragmense, és CRC-s betegek
szérummintaiban is kimutathaté [161,162]. Az adenoma altipusok Osszehasonlitasa
soran megallapitottuk tovabba, hogy a miR-489 mutatta a legnagyobb expressszids
eltérést a két csoport kozott, azonban a kifejezédésének csokkenését figyeltilk meg CRC
mintdkban. Ezt a miRNS-t is leirtdk mar mas tumor tipusokban is [163,164]. A 24
miRNS koziil, amelyek elkiilonitették az adenoéma mintakat a karcinomaktol, a
feliilexpresszalt miR-223-at mar validaltak CRC-ben onkomiR-ként, és a funkcidjat a
tumorsejtek invazidjahoz ¢€s metasztazis képzéshez is kapcsoljak [165]. A
vastagbéldaganatok vizsgalatanak tekintetében eddig nem feltdirt miRNS-ként
azonositottuk a miR-4492-t az irodalomban. A miR-4508 — eddigi informacidink szerint

— a kutatécsoportunk altal eldszor vizsgalt miRNS a szakirodalomban.

6.2.  Insilico target mRNS predikcio és validacio Human Transcriptome Array
2.0 microarray rendszeren

A miR-4417 vastagbéldaganatokban betoltott szerepének hianya miatt valamint a
vastagbél tumorok és egészséges mintak kozott a legnagyobb expresszios kiilonbséget
mutatd miR-31-et tovabbi vizsgalatok ala vetettiik. A miR-31 és miR-4417 tumorban
felillexpresszalt miRNS-ek [166,167] mMRNS célmolekulaikat in silico modon
prediktaltuk. Az altaluk potencialisan szabalyozott mRNS-ek (Flavin tartalmu
monooxigenaz 4 [FMOA4], ciklin dependens kinaz inhibitor 2B [CDKN2B] és
prosztaglandin D2 receptor [PTGDR]) kifejez6dési mintazata ellentétes iranyt mutatott
a Human Transcriptome Array 2.0 microarray eredményeink alapjan. Az FMO4 a miR-
31 altal szabalyozott transzkriptum, ami a NADPH-fiiggé oxidativ metabolizmusban
jatszik fontos szerepet, és csokkent expresszigjat figyelték meg karcindma sejtekben
[168]. A miR-4417 a CRC-ben alulexpresszalt PTGDR-t célozza, de az alulmikodés

lehetséges okat egyes tanulmanyok a promoter hipermetilaciojanak tulajdonitjak [169].

6.3. A ciklin D1 fehérjekifejez6désének vizsgalata immunhisztokémiai
modszerrel

Korabbi tanulmanyok beszamoltak mar a konzervalt miR-195/497 klaszter szignifikans

crer

175]. A laboratériumunkban nem volt lehetéségiink a miR-497 és prediktalt targetjének
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a CCND1 mRNS funkcionalis vizsgalatdhoz, azonban irodalmi adatok szerint a
kiilonb6z6 tumor tipusokon végzett funkcionalis vizsgalatok — luciferaz alapu
modszerek — ravilagitottak arra, hogy a miR-497 (és a miR-195) kozvetleniil targetalja a
ciklin-D1 3’UTR régidjat [176-178]. Habar maig nincs kisérletes adat a miR-497-
CCNDI kapcsolatarol vastagbéldaganatban, feltehetéen a ciklin D1 mRNS emelkedett
expresszidjat a miR-497 alulmiikodése okozhatja a posztranszkripcidos modositas

eszkozével. Tovabbi vizsgalatok megerdsithetnék ezt a hipotézist.

6.4. A Kkiilonb6zé diagnosztikai csoportokban megvaltozo mMiRNS expresszio
vizsgalata plazmamintakban

A periférids vérben keringd miRNS-ek az alabbi jellemzdk miatt lehetnek jo
biomarkerek: ellenalldak az RNaz enzim aktivitassal szemben, hossza tavu tarolas és
tobbszori fagyasztas-olvasztasi periddusok sem befolyasoljak 6ket. A plazmaban
megvaltozé miRNS koncentracié korrelalhat a kiilonb6zo betegségekkel €s patologias
stadiumaikkal [179]. Kisérleteink soran a keringd miRNS-eket vizsgaltunk
plazmamintadkban vastagbéldaganatos ¢és két eltérd adendmds (tubularis és
tubulovillozus) betegcsoportok kozott nagy ateresztOképességli microarray modszerrel.
Az eredményeinket valos-idejii PCR modszerrel erdsitettiik meg. Sikeriilt olyan
mMiRNS-eket azonositanunk, amelyek mind a két modszerrel ugyanolyan expresszios

valtozasbeli tendenciat mutattak a plazmakban.

CRC plazmaban az egészséges mintdkhoz viszonyitva ot emelkedett kifejezddésii
mMiRNS-t (a miR-612-t, a miR-1296-ot, a miR-933-at, a miR-937-et és a MiR-1207-et)
detektaltunk mindkét moddszerrel megerdsitve, majd ezeket a valtozésokat
szovetmintdkban is ki tudtuk mutatni. Erdekes modon, Sheng és mtsai. a miR-612
alulmiikddésérdl szamoltak be CRC szdvetben az egészséges mintakhoz hasonlitva
[180]. Emlérakban leirtak, hogy a miR-612 gatolja a miozin Il foszforilacidjat és a
metasztazis képzést is [181]. Korabbi tanulmanyok szerint a miR-1296 feliilexpresszal
CRC plazmaban, amelyet a mi eredményeink is alatimasztanak [182]. Emelkedett
szemben Shan ¢és mtsai. gyomorrdkban tumorszuppresszor funkciot rendeltek
miikodéséhez [184]. Vizsgalati eredményeink szerint a miR-933 expresszidja is
fokozodott CRC plazmamintakban, azonban az irodalomban ezt a tendenciat csak

pajzsmirigyrakban és melanomaban irtak le [185-187]. A miR-937 szintén a CRC-ben
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felillexpresszalt miRNS-ek csoportjahoz tartozott. Zhang és mtsai. tiidorakban azt
talaltak, hogy célzott terapids modszerek egyik célmolekuldja lehetne, mert gatolja az
inozitol polifoszfat-4-foszfataz I1.B. tipust (INPP4B) gén miikodését [188]. A miR-933
¢s miR-937 miRNS-ekrdl kevés informacio talalhaté a szakirodalomban. A KEGG
algoritmusa szerint a fent emlitett miRNS-ek prediktalt célmolekulai in silico
modszerekkel meghatarozva a ,,daganatos utvonalakban” (ID: hsa05200), a
,vastagb¢élrak” (ID: hsa05210) valamint a MAPK (ID: hsa04010) és ErbB (ID:
hsa04012) jelatviteli utvonalakban kapnak szerepet. A miR-519¢ alulmiikodését (p
<0,05) figyeltiik meg a CRC mintdkban az egészséges plazmamintdkhoz képest. Habar
a miR-519¢ csokkenését sikeriilt kimutatnunk microarray-vel, valos-ideji PCR
modszerrel ezt nem sikeriilt igazolnunk. A szakirodalmi megfigyelések alapjan ez idaig
gyomorrakos szdvetmintdkban azonositottak ezt a miRNS-t, ahol expresszidja hasonlo
tendenciat mutatott az altalunk megfigyeltekkel [189]. Periférias vérben jelenlétét egy
esetben publikaltak. Egy HIN1 virustorzs alapti megbetegedést vizsgald kutatdocsoport
azt talalta szérum miRNS profilozast kovetden, hogy az emlitett miRNS képes

elkiiloniteni a fert6zott és az egészséges egyéneket egymastol [190].

Az adendma hisztoldgiai csoportositasanak tovabbi elemezése soran megéllapitottuk,
hogy tubulovillézus adenémaban fokozodik a miR-2116 és miR-548p expresszidja, az
egészséges ¢s tubularis adendma mintakhoz hasonlitva. Tovabbi harom miRNS (a miR-
mMiR-4723-3p és a mIiR-203) alulmikodését figyeltik meg adendoma - karcindma
tranzicié folyaméan az egészséges mintakhoz viszonyitva. Li és mtsai. leirtdk, hogy a
mMiR-548p az akut mieloid leukémia kialakulasaért felelés gének szabalyozasaban
jatszik fontos szerepet [191]. A mIiR-570 expresszidja (egyéb miRNS-ek
kombinéciojaval) a talélés mértékével erds korrelaciot mutatott vastagbél- és
végbéltumoros mintakban [192]. Wang és mtsai. tanulmanya szerint a miR-570 tobbek
kozott a CD274 molekulat szabdlyozza a bélszovetekben. A molekulat kddold gén
gyakran mutalodik gasztrointesztinalis rakokban és hozzajarul bizonyos daganatok
kialakulasahoz [193]. A miR-1205 fokozott miikodésének hatterében az allhat, hogy
gén szekvenciaja tobb mas miRNS-sel egyiitt a plazmocitdma varidns transzlokacio 1
(PVT1) fehérjét nem kodolo lokuszon talalhaté — a c-myc mellett — amelynek onkogén

tulajdonsagat mar bebizonyitottak [194].
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Az adendéma ¢és CRC plazmamintdk Osszevetése soran karakterisztikus miRNS
eltéréseket figyeltink meg. Tizenkettd miRNS feliilexpresszalt CRC-ben, mig o6t
csokkent expressziot mutatott ezekben a mintdkban az adenomakhoz képest. A
micoarray Vizsgalatok soran a legnagyobb szignifikans eltérést szintén ebben az
Osszehasonlitasban talaltuk, amelyet viszont valos idejii PCR-rel nem sikeriilt igazolni.
A jelentés novekedés mutatdé miRNS-ek nagy része mas jellegli megbetegedésekben is
kiilonbségeket mutatott a vérmintakban. Az altalunk is detektalt miR-149*-r6l Sheikh ¢és
mtsai. leirtdk, hogy korona artériaval kapcsolatos megbetegedésekben egy ismert
keringd prognosztikus biomarker miRNS. Ez a miRNS tumor-asszocialt miRNS-ként is
viselkedhet apoptozist indukalva azaltal, hogy gatolja az AKT Szerin/Threonin Kinaz 1
(Aktl) és az E2F Transzkripciés Faktor 1 (E2F1) géneket a rakos sejtekben [191].
Magas koncentracioja CRC-s betegek plazmamintiiban bizonyitékul szolgalhat
tumorszuppresszor szerepére. A miR-3196 plazmaban detektalhato jelenlétét mar Ma és
mtsai. is leirtak, akik nem kis sejtes tiidérakos betegeket vizsgaltak és azt talaltak, hogy
a miRNS koncentracidja lecsokken azon betegek plazmajaban, akik rezisztensek a
betegséget gyogyitdo Epidermalis Novekedési Faktor Receptor (EGFR) tirozin kinaz
korabban mas kutatdcsoport is detektalta plazmamintdkban. Ding és mtsai. kettes tipusu
cukorbetegségben szenveddk vérszérumaban is eltéré miR-3960 kifejez0dést mértek
egészséges paciensek véréhez hasonlitva [197]. A plazmaban detektalhatd miR-4516
jelenlétét tobbek kozott a koszoruér-betegségekben [198], HIV virus okozta
neurokognitiv betegségekben és amiotrofias lateralszklerdzisban szenveddknél is [199]
leirtak mar. A miR-371b periférialis vérben torténd detektaciojar6l még nincs
ismeretlink, azonban szdveti kifejez6dése a kondroszarkémas betegeket az
egészségesekt6l hatékonyan elkiilonitette [200]. A miR-4539 CRC-specifikus
jelenlétérdl Pellatt és mtsai is emlitést tettek, eredményeik alapjan alkalmas a colon és a
rektalis mintak elkiilonitésére [201]. Az altalunk CRC plazma mintakban detektalt
csokkent kifejezddéslti miR-197 B-sejtes limfomaban is csokkend tendenciat mutatott az
egészséges mintakhoz viszonyitva [202]. Yan és mtsai. exoszoma-eredetet is igazoltak
[203]. Vastagbélszovetben detektalt kifejezOdésérél Xu ¢és mtsai. irtak, miszerint
expresszidja erésen korrelal a betegek tulélési ratajaval [204]. Habar a plazma
mintdkban jelentds eltérést mértiink a tubulovillézus adendéma és CRC plazma mintdk
kozott ez a kiilonbség nem volt fellelhetdé a szdveti szinten. A miR-24-2-rdl

vérmintadkon tesztelve kimutattdk, hogy a CRC egy un. negativ biomarkere lehet,
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ugyanis szintje negativan korrelal kiilonb6z6 vér kémiai paraméterek (szuperoxid-

diszmutdz, glutation, aszpartat-transzaminaz, alanin-transzaminaz, kolesszterin,

crer

Kisérletes eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a cirkulald miRNS-ek
expressziojanak valtozasa nem minden esetben tiikr6zodik a szovetmintakban. Emellett
bar kisebb hanyadban, de sikeriilt olyan miRNS-eket is azonositanunk (a miR-187-et, a
mMiR-675-6t és a miR-3591-3p-t), amelyek CRC esetén mindkét mintatipusban
feliilexpressziot mutattak. A miR-187 alulmiikodését CRC szovetben Wang és mtsai. is
valamint csokkent miikodését rovidebb tuléléssel hoztak Osszefliggésbe [206]. Masik
szalrol atirodo valtozatat (miR-187*) gyomorrakos betegek vérszérumaban vizsgaltak,
ahol a betegségben megndvekedett koncentracidja potencionalis biomarker funkcidkkal
birt [207]. Lin és mtsai. a miR-187-r6l bizonyitottak be, hogy fejnyaki daganatos
betegekben szdveti kifejezddése megemelkedik. Ismert target mRNS-ét a BarH-szerti
Homeobox 2 (BARX2) gén kodolja, amely az attétképzodésben és sejtvandorlasban kap
szerepet [208]. Egy masik tanulmany szerint a miR-675 fokozott expressziot mutatott
CRC szovetben és plazmaban is [209]. A miR-3591-3p szdveti és vérben detektalhato

kifejezddésérdl nem talaltunk informacidt a szakirodalomban.

A miR-548d-3p volt az egyetlen olyan miRNS, amely ugyanolyan iranyta — csokkené—
elvaltozast mutatott adendma ¢s CRC Osszevetés soran plazma- és szovetmintak esetén
is. A miR-548d-3p kifejez6dését vastagbélmintakon eddig még nem vizsgaltak, azonban
a szakirodalomban leirtdk, hogy szerepe van a melldaganatok és hasnyalmirigyrak
kialakulasaban [210]. Mellrakos szovetmintakban eredményeinkkel ellentétben
emelkedett DNS kopiaszdmot figyeltek meg az egészséges mintakhoz viszonyitva. A
kutatok megallapitottak, hogy kozvetleniil apoptozis gatlast €s sejtproliferaciot indukal

rakos sejtekben [211].

Az eredményeink azt mutattdk, hogy a miRNS-ek szdveti €s plazma kifejezddése kozti
atfedés minimalis. A sajat adatainkkal egybehangzoan Larrea és mtsai. is azt a
megallapitast tették, hogy a keringd miRNS-ek nem feltétleniil csak a tumor szovetbdl
szarmazhatnak [212]. A keringési rendszeriinkben megjelend daganat-specifikus
mMiRNS-ek feltehetéen mas szovettipusokbol (mint példaul az immunsejtekb6l vagy

metasztatizalo tavoli szovetekbdl) és nem kizardlag a primer tumorbol szdrmaznak
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[212,213]. A cirkulald6 miRNS-ek elvaltozasa fontos kapcsolodasi pont lehet a célzott
terapia €s rak kozott [179,214].

6.5. Az eltéréo modszerekkel izolalt FFPE mintak RNS koncentracidjanak és
integritasanak vizsgalata

Az FFPE szovettani technika alkalmazasaval a szovetek megdrzik szerkezeti
integritasukat azonban az eljaras egyik fO0 korlatja, hogy a beldle izolalt RNS
mennyisége és mindsége alul marad a friss fagyasztott szovetmintakhoz hasonlitva [58].
Mar bizonyitott, hogy a paraffinos blokkokbodl is sikeresen izolalhaté miRNS [61],
azonban az eltér6 izolalé modszerekkel kinyert miRNS tartalmu mintdkban a mintakban
detektalhatd miRNS-ek expressziojat tekintve kiilonbségeket lehet felfedezni. A 9.
tablazatban talalhatoak azokat az izolalo kitek, amelyekkel kiilonb6z6 kutatocsoportok
FFPE mintatipusokbdl sikeresen izolaltak miRNS-eket a kisérlet tovabbi vizsgalataihoz.
A feltiintetett kutatocsoportok tobb alkalommal teljes RNS izoldld6 modszereket
alkalmaztak feltehetden azért, hogy a miRNS-ek szabdlyoz6 mechanizmusair6l
informaciot szolgalé, nagyobb fragmenshossziisaigh mRNS célmolekulak is

kinyerhetévé valjanak ugyanabbdl a mintabdl.

9. tablazat. A szakirodalomban talalhatd RNS izolal6 modszerek, amelyekkel miRNS
frakciot tisztitottak tovabbi vizsgalatokhoz. Roviditések: FFPE- formalinban-fixalt,
paraffinba-agyazott.

szovettipus izolalo kit és gyartd megnevezése referencia
FFPE TRIzol moédszer [215]
FEPE RecoverALL teljes RNS izolalo kit (Ambion, [216-
USA) 219,61,220]
FEPE High Pure mlI_{NS 1201,310 kit (Roche Applied [221,222]
Science, Németorszag)
FEPE High Pure RNA Paraffin izolalo kit (Roche [223]

Applied Science, Németorszag)

A PhD munkam soran négy kereskedelemben elérhetd izoldlé mddszert hasonlitottunk
0ssze a miRNS frakcio kinyerésének mindségi és mennyiségi szemszogébol. Tovabba
annak érdekében, hogy vizsgaljuk a tesztelt mddszerek tovabbi alkalmazhatdsagat
valds-idejli PCR expresszids vizsgalatokat végeztiink az Exiqon altal gyartott Human
Panel | + Il hasznalataval. A kivalasztott izolald kitek koziil tobb tanulmanyban is
alkalmaztdk mar miRNS-ek kinyerésére a High Pure miRNS izoldld6 moddszert
[221,222], valamint a teljes RNS tartomanyt tisztitdé High Pure RNA Paraffin Kitet is
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[223]. Minden esetben elégséges mennyiségli RNS-t tudtak kinyerni a mintakbdl a
tovabbi vizsgalatokhoz. Az Exiqon cég miRNS izolalé termékei koziil a legelterjedtebb,
a testfolyadékokra fejlesztett miRCURY biofluid izolalé kit [224], szévetre optimalizalt
valtozatat elvétve hasznaljak az irodalom szerint. Eredményeinkben az RNS tartalom
magasabbnak mutatkozott a tobbek altal hasznalt High Pure miRNA izolalo kit
esetében, mint az Exigon maddszerrel izolalt mintakban. Az egészséges mintak elemzése
soran azt tapasztaltuk, hogy a High Pure miRNA izolalo kit hasznalata utina
detektalhatd MiRNS-ek szama magasabb volt annak ellenére, hogy az izolalt RNS
mennyisége szignifikansan alacsonyabb volt az miRCURY RNA izolal6 kithez mérve.
A teljes RNS frakcio mennyisége a High Pure RNA Paraffin Kitet alkalmazva
magasabb volt, mint a MagNA Pure 96 Cellular RNA LV Kit automata rendszer

hasznalata esetén.

A miRNS mennyiségi meghatdrozasat szamos tanulmany spektrofotométerrel végzi
[225,226,61,222], amely viszont a szovetmintakban mérhetd miRNS tartomany
alacsony koncentracidja miatt nem megbizhato miRNS kvantifikacidos modszer, mivel a
lehetséges DNS ¢és RNS kontamindcié miatt a technika tilbecsiilheti a molekulak
mennyiségét. Ennek a probléménak a kikiiszobolésére, kisérleteinkben a fluorimetrias
RNS meghatarozast hasznaltuk, amely sokkal specifikusabb detekciot eredményez a
koncentracid mérések soran és hasznalata egyre elterjedtebb a miRNS kutatas teriiletén
is [227,223]. Az RNS és miRNS mindségére vonatkozo vizsgalataink azt mutattak,
hogy a High Pure miRNA izolalo kit és az Exiqgon miRCURY RNA izolalo kit egyarant
sikeresen ki tudta nyerni a miRNS frakciot. Az elektroforetikus diagramon lathato
karakteres cstucs a 200 bazispar méretii tartomany alatt a mintdkban talalhatd rovid RNS

tartalmat mutatta (27. abra).

A 28. abra elektroferogram képe alapjan a teljes RNS-t izolalé6 modszerek esetén is
feltételezhetd a miRNS frakcio jelenléte a mintdkban, amit a valos-ideji PCR
modszerrel is visszaigazoltunk, azonban hatékonysaguk alul marad a miRNS-frakciot
1zolalo modszerekkel szemben (7. tablazat). Az RNS integritds tovabbi vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy miRNS és teljes RNS frakciot tartalmaz6 mintdink alacsony RIN
értekkel jellemezhetdek. Egyrészt ez a jelenség a formalinban-fixalt, paraffinba-
agyazott szovet feldolgozasi eljarasbol fakadhat [61], masrészt a rovid RNS-t tartalmzo
mintakb6l hianyoznak a — RIN-érték meghatarozasahoz sziikséges — hosszabb

nukleotidfragmentumok. A kés6bbi valds-ideji PCR vizsgalataink eredményeit
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tdmasztja ald Jung ¢és munkatarsainak megallapitdsai, amely szerint az mRNS
molekuldak bomlasa nem jar egyiitt a miRNS-ek destabilizacidjaval. Tovabba azt is
leirtak, hogy az RNS mindségét jelz6 RIN érték nem sziikséges a miRNS-ek

intaktsaganak meghatarozasahoz [226].

Eredményeink szerint a miRNS kinyerése részben sikeres volt a teljes RNS frakciot
izolalé High Pure RNA Paraffin Kit és az automata MagNA Pure 96 Cellular RNA LV
Kit moédszerekkel is. AZ FFPE mintakbol elegendd RNS mennyiséget sikeriilt
izolalnunk, és megallapitottuk, hogy a révid RNS fragmentum tartomény tartalmazott
miRNS-eket is, amiket valos-idejii PCR modszerrel is alatamasztottunk. Li és mtsai.
eredményei szerint robusztus miRNS profil mérhetd a paraffinos mintdkbol, amelyeket
teljes RNS izolalé modszerrel nyertek ki [61]. Kisérleteink azt mutattak, hogy kevesebb
miRNS kimutathaté a mintdkban, ha teljes RNS izolal6 kitet hasznalunk, mint ha
MiRNS-specifikus kittel tessziik ugyanezt. A valds ideji PCR modszerrel kapott
eredményeinket Osszehasonlitva a négy moddszer tekintetében altalanossdgban
elmondhatd, hogy a miRNS izoldl6 moddszerekkel magasabb miRNS expresszios
értékeket kaptunk mind a két panelen, mint a teljes RNS-t izoldlokkal. Ezzel
ellentétben, a teljes RNS mintdkban magasabb volt a PCR-rel mért sikertelen/sikeres

reakciok aranya (8. tablazat).

6.5.1. A vastagbél-specifikus miRNS-ek dsszehasonlité elemzése

Annak érdekében, hogy az izolalt miRNS mintdkat tovabbi kvantifikacids vizsgalatok
ala vegylink, kivalasztottunk két az irodalomban gyakran vizsgalt vastagbélrak-
specifikus miRNS-t (a miR-21-et és a miR-34-5p-t). Az expresszids intenzitasuk
meghatarozasahoz referencia miRNS-eket alkalmaztunk. A megfeleld referencia
miRNS kivélasztasa kritikus a miRNS expresszios tanulményok szempontjabol, mert a
miRNS kifejez6dés nagymértékben fiigg a normalizacié soran alkalmazott referencia
MiRNS-t6l. Mas kutatocsoportok is célul tizték ki, az idealis referencia miRNS
felkutatasdt CRC mintdkban. Boisen €s mtsai. is nagy figyelmet forditottak egy olyan
univerzalis referencia miRNS kivalasztasara, amellyel a vastagbélrakos FFPE tipusu
szovetmintak bioldgiai replikatumai kozott csokkenteni lehessen a kiilonbségeket.
Tanulmanyukban a miR-103a-3p-t valasztottak ki erre a célra [222]. Lehetdségiink volt
megvizsgalni a fent ajanlott miRNS kifejezddését a mintdinkban és azt talaltuk, hogy a

miR-103a-3p nemcsak az egészséges és tumoros szovetmintakban mutat eltéréseket,
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hanem a kiilonb6z6 izolald modszerek is befolyasoljak kifejez6dését az Exiqgon Human
Panel 1+I1 plate-eken detektalva. Kisérletiinkben az altalanosan elfogadott és széles
korben hasznalt U6 RNS-t is vizsgaltuk ebbdl a szempontbol [105,228]. Erdekes modon
kisérletiinkben a mintakban mérhet6 hianyos kifejez6dése miatt nem volt alkalmas
normalizalasra. Hasonl6 eredményekrdl szamolt be Peltier és Latham is, akik 12
kandidans referencia miRNS vizsgalata soran az U6-ot talaltak az egyik legkevésbé
megbizhatd referencia miRNS-nek. Eredményeik szerint a miR-191, a miR-103 és a
miR-17-5p jel6ltek voltak a legidealisabbak a mintak kozotti expresszios kiillonbségek
kiegyenlitésére [229]. Masik két elterjedten alkalmazott referencia RNS, a SNORD 38B
¢és -49A viszonylag nagy szorassal expresszaltak mintainkban [230,231] (8. tablazat). A
fent emlitett megfigyelések miatt vizsgalataink soran referencia miRNS-ként kijeloltiink
egy olyan miRNS-t (miR-490-3p), amely a legkisebb eltérést mutatta a betegcsoportok
kozott. A miR-21-et irodalmi adatok alapjan valasztottuk ki vizsgalatainkra, amely
szerint a vastagbélrakban fokozott expressziot mutat [128]. A miR-490-3p referencia
miRNS normalizacidjaval a miR-21 erds kifejez6dését a CRC-s mintdkban mi is
alatamasztottuk. A SNORD 38B (mas néven U38B vagy RNU38B) rovid RNS-t
szamos tanulmanyban hasznaljak referencia RNS-nek, habar az altalunk kapott nyers
adatok ezzel torténd normalizalasa mar nem mutatta a nagyfoku eltérést a normal és
CRC mintak kozott [232,233]. A tovabbi vizsgalatok ala vetett vastagbélrak-specifikus
miR-34a-5p-r6l tobb kutatocsoport is beszamolt. Tobbféle raktipusban és CRC-ben is
csokkent kifejez6désrél szamoltak be [234-236], amely sajat tapasztalatainkkal
Osszhangban volt. A mi eredményeink is ezeket az eredményeket tamasztottak ala.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a referencia miRNS helyes kivalasztasa kritikus 1€pés
annak érdekében, hogy a megbizhatdo eredményeket kapjunk a miRNS expresszios

profil vizsgalatok soran.

6.6. Legfontosabb uj megallapitasok és megfigyelések

- megallapitottam, hogy az  egészséges, adendmas ¢és  adenokarcindmas
vastaghélszovetben és parositott plazmamintakban kimutathato miRNS-ek szamaban
nem talalhatd szignifikans eltérés;

- négy adenoma-specifikus miRNS-t (a miR-182-t, a miR-183*-t, a miR-96-t és a miR-

34a-t) azonositottam, amelyek koziil a miR-183* eltérd kifejezddését elsdként figyeltem

meg vastagbél adenéma szovetmintakban;
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- korai (Dukes B stadiumu) és az eldrehaladott (Dukes D stadiumil) vastagbélrakos
szovetmintak kozott eltéré miRNS expresszios mintazatot hatdroztam meg, ezek koziil
is a MiR-647-et és a miR-196b*-0t ¢lészor azonositottam vastagbélrakos mintakban;

- vastagbéldaganatban el6szor vizsgaltam a miR-497-ciklin D1 kapcsolatat, amely soran
bebizonyitottam a ciklin DI mRNS emelkedett expressziojat ¢és a miR-497
alulmtkodését, és a feltételezett kapcsolatot a ciklin D1 fehérjeszint ndvekedésével
sikeriilt alatamasztanom;

- a vastagb¢l adenémak szoOvettani altipusait (tubularis €s tubulovillozus adendmakat)
elkiilonité miRNS mintazatot irtam le szoveti és periférids vérmintdkban egyarant. A
mMiR-4492-t els6ként azonositottuk vastagbél szovetmintakon;

- 6t olyan miRNS-t (a miR-612-t, a miR-1296-t, a miR-933m-t, a MiR-937-t és a miR-
1207-t) azonositottam plazmamintdkban, amelyek vastagbéldaganatban fokozott
kifejezodést mutattak az egészséges mintdkhoz viszonyitva, magas szintjik a
vastagbélszovetekben is kimutathatonak bizonyult;

- az alkalmazott miRNS frakciot izolalo modszerek koziil a High Pure miRNA izolalo
kit hasznalataval nyertem ki a legnagyobb mennyiségli miRNS-t a szovetmintakbol;

- két tumorspecifikus miRNS (miR-21, miR-34a-5p) vizsgalataval bebizonyitottam,
hogy a betegcsoportok kozti miRNS expresszios eltérések torzulhatnak, ha nem a
megfeleld referencia miRNS-sel normalizalunk. Kisérleteimben ravilagitottam arra,
hogy a miR-490-3p a vastagbél szovetmintak PCR alapu vizsgalatakor idealis referencia
mMiRNS lehet.
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7. KOVETKEZTETESEK

A szakirodalomban elsdsorban az egészséges ¢és a vastagbélrakos szovetmintdk miRNS
mintdzatanak 6sszehasonlitdsa jellemz6. PhD munkam soran a CRC-s mintakon kiviil
nagy mintaszamu adendma mintacsoportban is sikeriilt miRNS expresszios eltéréseket
kimutatnom, amelyeket valos-idejli PCR modszerrel is megerdsitettem. Kisérleteim
soran adendma-specifikus mMiRNS-eket azonositottam, amelyek a legmagasabb
expresszios szinttel jellemezhetéek ebben a betegcsoportban. Megfigyeléseim szerint
adendémakban altalanossagban nagyobb mértékben fejez6dnek ki a miRNS-ek a
vastagbélrakos mintdkhoz viszonyitva. Munkam sordn az adenéma szOvettani
alcsoportokat (tubularis és tubulovillozus) elkiilonité miRNS-eket is meghataroztam.
Egy kivalasztott miRNS, a miR-497 szabalyozé funkcidjanak tanulmanyozésa soran a
ciklin D1 fehérje poszttranszkripcionalis gatladsanak eredményét fehérjevizsgalatokkal is
alatdmasztottam.

Periférias vérben a fenti betegcsoportok kozott megfigyelheté miRNS eltéréseket
azonositottam. A miR-187, a miR-612, a miR-1296, a miR-933, a miR-937, a miR-1207
¢s a miR-146a esetében megallapitottam, hogy kifejez6désiik CRC szoveti és
plazmamintakban egyarant eltérést mutat az éphez viszonyitva.

PhD munkém soran formalinban fixalt, paraffinba agyazott vastagbélszovet mintakbol
eltérd 1zolalasi modszereket alkalmazva miRNS, illetve teljes RNS frakciot nyertem ki.
Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a teljes RNS kivondssal kapott mintdkban
jelenlévé miRNS-ek Kkoncentracidja elmarad a kizardlag miRNS frakciot izolalo
modszerekhez képest. Az irodalomban javasolt referencia miRNS-esek vizsgdlataim
sordn nagy szOrast mutattak az eltérd betegcsoportok kozott, ezért egy altalunk
valasztott 0j, az irodalomban még nem kozolt miRNS-t, a miR-490-3p-t alkalmaztuk
referenciaként, amely az egészséges és vastagbéldaganatos betegekbdl szarmazo
mintdkban is legkisebb szorast mutatta. A betegcsoportok kozotti eltérések elemzése
soran fontos szempontként jeloltem meg a referencia miRNS megfontolt kivalasztasat,
ugyanis a normalizacios 1épés nagymértékben befolyasolja a vizsgalni kivant miRNS-ek

expresszigjat.
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8.  OSSZEFOGLALAS

8.1. Magyar osszefoglalo

A mikroRNS-¢k olyan rovid, fehérjét nem kodold6 RNS molekuldk, amelyek
poszttrankripcidés modositason keresztiil befolyadsoljak célmolekulaik kifejezodését.
Adott miRNS-ek expresszios mintazatanak valtozasa informacioval szolgalhat vastagbél
a vastagbélrak kialakulasa soran megjelend miRNS expresszids eltéréseket tubularis,
tubulovillozus adendémakban, ¢és CRC-s mintdkban. A betegcsoportok paros
Osszehasonlitadsdval stddiumspecifikus miRNS profilokat allapitottam meg. A miR-497
feltételezett szabalyozasi folyamatdt a ciklin D1 fehérjeszint vizsgélataval
bizonyitottam. Plazmaminték elemzése soran is eltéré6 miRNS kifejez6dési mintazatokat
irtam le. A miR-187, a miR-612, a miR-1296, a miR-933, a miR-937, a miR-1207 és a
miR-146a fokozott kifejezodését tobbféle modszerrel is igazoltam vastagbélrakos
betegek plazmamintaiban. Az elézoekben emlitett miRNS-ek kifejezédésének
valtozasat szovetmintdkban is megfigyeltem. Tobb mint 700 miRNS egyidejli
vizsgalataval kiilonb6z6 RNS izolald6 modszereket vetettem Ossze. A vizsgalat sordn
arra kerestem valaszt, hogy a teljes RNS, valamint a miRNS frakciora specializalt
nukleinsav tisztitd eljarasok milyen hatékonysaggal tudnak révid, nem-kodold6 miRNS-
eket kinyerni. A miRNS izoldlé moddszerek elemzése soran azt tapasztaltam, hogy a
High Pure miRNA izolal6 kittel feldolgozott mintdkban magasabb volt a kimutathato
mMIRNS-ek szama az Exiqon cég altal forgalmazott izolald kit eredményeihez képest.
Vizsgalataim azt mutattak, hogy kevesebb miRNS kifejezddése észlelhetd a teljes RNS-
t tartalmazo6 mintadkban, mint a kizarolag rovid RNS frakcidkat tartalmazokban. Tobb, a
szakirodalom altal javasolt referencia miRNS-t megvizsgalva azt tapasztaltam, hogy
kifejezddésiik nagy szorassal jellemezhetd, és olykor nem is fejez6dnek ki vastagbél
szovetmintakban. Ezért referenciaként egy 10j, mas kutatdécsoportok altal még nem
alkalmazott referencia miRNS-t alkalmaztunk (miR-490-3p), amely a normalis és
daganatos vastagbél szovetek kozt nem mutatott expresszids kiilonbséget.
Megfigyeléseim szerint a tumor aktivan kommunikal a kérnyezetével, amely folyamat
szerves részét képezik a véraramban keringd miRNS-ek is, A miRNS-ek ezaltal
eljuthatnak tavoli szovetekbe is, ahol kifejthetik géncsendesitd hatasukat. A keringésben
talalhato miRNS-ek tovabbi vizsgalata tehat nemcsak diagnosztikai, hanem a tumor és
tavoli szovetek kommunikacidés folyamatinak megértése szempontjabol is nagy

jelentdségli lehet.
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8.2. Summary

MicroRNAs (miRNA) are small non-coding RNAs that control posttranscriptional
expression of target genes. Changes in the expression of selected miRNAs can provide
more information about the progression of colorectal adenoma-carcinoma transition. In
my PhD work | have analyzed the miRNA expression changes in tubular and
tubulovillous adenoma samples during colorectal cancer progression. MiIRNA
expression patterns were determined between different patient groups. Moreover, the
predicted cyclin D1 mRNA target of miR-497 was proved at the protein level by
immunohistochemistry experiments. Matched plasma samples were also investigated
and altered miRNA expression profiles were detected in tubular, tubulovillous adenoma
and colorectal cancer (CRC) samples compared to normal. According to the microarray
and real-time PCR results, upregulation of miR-187, miR-612, miR-1296, miR-933,
miR-937, miR-1207 and miR-146a was detected in CRC plasma and matched tissue
samples, as well. More than 700 miRNAs were analyzed by real-time PCR in order to
compare the samples extracted by different RNA isolation methods. During my
experiments | have analyzed the efficiency of total RNA and miRNA purification
methods regarding to miRNA content. Based on real-time PCR results, | have found
that higher amount of miRNAs could be detected in samples isolated with High Pure
miRNA isolation kit compared to samples that were purified by miRCURY RNA
isolation kit. I have established that less miRNA could be observed in total RNA
samples compared to samples containing only short RNAs. Focusing on reference
miRNAs | have analyzed well-known candidates, but none of them were ideal for
normalization in colon tissues. Therefore, miR-490-3p was selected as a new potential
reference miRNA for downstream analyses of colon tissue samples. The results of my
PhD work have demonstrated that tumor cells can communicate with the environment
by circulating miRNAs and its gene silencing mechanisms could occur in distant
metastatic sites. Further analysis of circulating miRNAs could be important in
diagnostic approaches and moreover it also helps us to understand the mechanism of

tumor cell communication between other metastatic regions.
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12.  FUGGELEK

1. Tablazat. A megvaltozott kifejezddést mutatd6 miRNS-ek listdja egészséges és

vastagbélrakos

szovetmintak  Osszehasonlitasat

érvényesiilése mellett: p <0,05; log,FC > [1]

miRNS azonosito fgf:gls{éges ‘]:sog(;lll:g
hsa-miR-31 8,6E-07 -3,02
hsa-miR-4417 1,6E-07 -2,45
hsa-miR-503 3,2E-09 -2,23
hsa-miR-3647-5p 2,4E-04 -1,67
hsa-miR-18a 2,3E-07 -1,64
hsa-miR-4730 2,2E-04 -1,58
hsa-miR-223 4,8E-04 -1,42
hsa-miR-424* 3,6E-07 -1,40
hsa-miR-27a* 4,2E-07 -1,39
hsa-miR-29b-1* 2,2E-05 -1,39
hsa-miR-431 3,1E-07 -1,39
hsa-miR-183* 1,4E-05 -1,36
hsa-miR-224 9,8E-07 -1,34
hsa-miR-3687 5,2E-04 -1,33
hsa-miR-1246 2,8E-04 -1,30
hsa-miR-21* 1,1E-06 -1,26
hsa-miR-182 4,3E-05 -1,23
hsa-miR-106b* 5,7E-07 -1,19
hsa-miR-4734 7,3E-04 -1,19
hsa-miR-3613-3p 2,8E-03 -1,18
hsa-miR-18b 1,0E-05 -1,17
hsa-miR-3663-3p 1,2E-03 -1,17
hsa-miR-4446-5p 2,2E-02 -1,14
hsa-miR-3185 2,0E-03 -1,12
hsa-miR-34b 2,1E-03 -1,12
hsa-miR-584 6,1E-05 -1,11
hsa-miR-31* 1,1E-03 -1,10
hsa-miR-20b 4,5E-06 -1,09
hsa-miR-20a 5,0E-07 -1,08
hsa-miR-4674 8,2E-04 -1,08
hsa-miR-4741 7,4E-04 -1,08
hsa-miR-106a 9,8E-07 -1,06
hsa-miR-17 1,1E-06 -1,05
hsa-miR-4668-5p 1,7E-03 -1,05
hsa-miR-4640-5p 1,5E-04 -1,04
hsa-miR-23a* 4,7E-06 -1,04
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hsa-miR-708 5,8E-03 -1,03
hsa-miR-3178 6,0E-04 -1,01
hsa-miR-493 5,8E-06 -1,01
hsa-miR-3591-3p 5,6E-03 -1,01
hsa-miR-145 1,5E-04 1,01
hsa-miR-138 3,4E-03 1,02
hsa-miR-10a* 2,9E-03 1,02
hsa-miR-154 9,2E-04 1,05
hsa-miR-149 3,8E-04 1,07
hsa-miR-299-5p 4,4E-03 1,08
hsa-miR-10a 4,9E-05 1,09
hsa-miR-30e* 1,5E-07 1,10
hsa-miR-4645-5p 4,9E-06 1,10
hsa-miR-376¢ 8,2E-03 1,13
hsa-miR-664* 1,7E-06 1,19
hsa-miR-29c* 1,7E-04 1,26
hsa-miR-192* 1,3E-04 1,27
hsa-miR-1 1,1E-04 1,28
hsa-miR-147b 5,4E-07 1,30
hsa-miR-342-5p 1,8E-05 1,31
hsa-miR-497 6,1E-06 1,33
hsa-miR-378 3,3E-07 1,35
hsa-miR-195 1,3E-06 1,38
hsa-miR-194* 3,2E-05 1,44
hsa-miR-378c 2,9E-07 1,47
hsa-miR-378g 2,6E-08 1,52
hsa-miR-378* 3,6E-08 1,53
hsa-miR-30a* 3,9E-06 1,54
hsa-miR-378f 1,3E-07 1,55
hsa-miR-378d 2,6E-08 1,56
hsa-miR-196b 1,5E-04 1,57
hsa-miR-378i 1,2E-07 1,58
hsa-miR-378e 8,4E-07 1,58
hsa-miR-10b* 2,8E-09 1,65
hsa-miR-422a 1,6E-07 1,66
hsa-miR-150 7,6E-09 1,67
hsa-miR-196a 8,0E-04 1,70
hsa-miR-133b 5,8E-08 1,80
hsa-miR-10b 1,2E-08 1,90
hsa-miR-139-5p 1,0E-09 1,95
hsa-miR-215 1,6E-05 2,08
hsa-miR-133a 9,8E-08 2,17
hsa-miR-375 4,2E-05 2,21
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2. Tablazat. A megvaltozott kifejezddést mutatdé miRNS-ek listaja tubularis
adenoéma és tubulovillozus adenéma szovetmintak Osszehasonlitasat kdvetden az alabbi
feltételek érvényesiilése mellett: p <0,05; log,FC > |1|. Roviditések: ADT- tubularis

adenoma; ADTV- tubulovillézus adenoma.

miRNS azonosito p 2_2;; vs. ?:I(?g-l;\llz C
hsa-miR-489 3,0E-03 -2,26
hsa-miR-183 1,0E-02 -1,58
hsa-miR-374b 9,3E-03 -1,22
hsa-miR-335 2,0E-03 -1,18
hsa-miR-338-5p 5,1E-03 -1,16
hsa-miR-96 1,2E-02 -1,15
hsa-miR-552 1,4E-02 -1,13
hsa-miR-138-1* 3,2E-02 -1,08
hsa-miR-183* 1,5E-02 -1,08
hsa-miR-3175 5,6E-03 1,38
hsa-miR-720 2,6E-02 1,37
hsa-miR-4492 1,9E-02 1,10
hsa-miR-4508 2,1E-02 1,02
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3. Tablazat. A megvaltozott kifejezodést mutatd6 miRNS-ek listdja egészséges és
adenéma szdévetmintdk Osszehasonlitdsat kovetden az alabbi feltételek érvényesiilése

mellett: p <0,05; log,FC > |1]. Roviditések: N- egészséges; AD- adenoma.

miRNS azonosito Nvs. AD
p érték Log2 FC
hsa-miR-31 3,1E-05 -3,05
hsa-miR-183* 1,3E-09 -2,10
hsa-miR-182 7,6E-11 -1,93
hsa-miR-31* 2,8E-03 -1,57
hsa-miR-183 7,6E-05 -1,57
hsa-miR-584 8,6E-09 -1,51
hsa-miR-4417 5,7E-04 -1,50
hsa-miR-96 1,9E-06 -1,45
hsa-miR-34a* 3,0E-06 -1,34
hsa-miR-29b-1* 1,3E-04 -1,31
hsa-miR-27a* 7,5E-08 -1,31
hsa-miR-34a 3,2E-09 -1,25
hsa-miR-21* 4,1E-09 -1,17
hsa-miR-592 4,5E-03 -1,15
hsa-miR-4449 9,6E-05 -1,13
hsa-miR-625 1,2E-07 -1,10
hsa-miR-3663-3p 5,8E-04 -1,05
hsa-miR-224 1,7E-05 -1,04
hsa-miR-720 1,1E-02 -1,02
hsa-miR-181c* 1,1E-05 -1,01
hsa-miR-135b* 5,6E-08 -1,00
hsa-miR-299-5p 1,1E-05 1,62
hsa-miR-376¢ 6,4E-06 1,53
hsa-miR-215 1,1E-07 1,52
hsa-miR-10b 2,7E-08 1,48
hsa-miR-133b 4,7E-06 1,42
hsa-miR-133a 4,3E-05 1,38
hsa-miR-1 5,1E-05 1,36
hsa-miR-139-5p 3,7E-09 1,31
hsa-miR-195 4,4E-07 1,29
hsa-miR-150 1,6E-06 1,23
hsa-miR-10b* 8,0E-07 1,21
hsa-miR-381 1,1E-06 1,20
hsa-miR-99%a 5,8E-05 1,07
hsa-miR-154 8,1E-06 1,06
hsa-miR-9* 9,1E-06 1,02
hsa-miR-199b-3p 6,7E-08 1,01
hsa-miR-199a-3p 6,6E-08 1,00
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