Kering6é mikroRNS-ek valtozasa hormonalis
hatasokra és lehetséges biologiai jelentoségiik

Doktori tézisek
Dr. Igaz Ivan

Semmelweis Egyetem
Klinikai orvostudomanyok Doktori Iskola

.‘;\.\[,\ sis “}__ r
“r ¥
<

( SEMMELWEIS

A .
~ -
=y %
= =)
% | |  EGYETEM
= z '
? S '-
b A PHD

Konzulens: Dr. Patocs Attila, Ph.D., egyetemi docens

Hivatalos biralok: Dr. Pds Zoltan, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Antal-Szalmas Péter, Ph.D.,
egyetemi docens

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Sapi Zoltan, az MTA doktora
egyetemi tanar,

Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Kiss Andras, Ph.D.,
egyetemi docens

Dr. Gundy Sarolta, Ph.D.,
osztalyvezetd

Budapest
2015



1. BEVEZETES

A mikroRNS-ek fehérjét nem kodolo, érett
formajukban egylanct, 17-25 nukleotidbol 4ll6 RNS-
molekuldk, amelyek a ndvények és az allatok génjeinek
poszttranszkripcids szabalyozasaban vesznek részt. A hirvivo
(messenger) RNS-ek (mRNS) 3’ nem kodoloé végéhez kotddve
segitik eld, ezaltal a RNS interferencia (RNSi) endogén
mediatorainak tekinthetok.

A mikroRNS-t kodold gének az ismert gének 1-3%-at
teszik ki, mindazonaltal ez a szam folyamatos novekedést
mutat.

A mikroRNS-ek az 0sszes fehérjét kodolo gén
mintegy 30-60 % —anak befolyasolasaval szamos élettani
folyamatban  szerepet  jatszanak, mint a  sejtek
differencialédasa, migracidja, proliferacidja, illetve a
programozott sejthalal (apoptdzis) szabalyozasa. Szerepet
jatszanak ezen kivill az ontogenezis folyamataiban, az
intermedier anyagcsere szabalyozasaban, az immunrendszer
mikodésében, illetve a  szervezet homeosztazisanak
fenntartasaban is.

A mikroRNS-ek kifejezédésének megvaltozasa

szamos korkép kialakulasaban kulcsfontossagi szerepet

2



jatszik. A daganatképzésben betoltott szerepiik a mikroRNS-
kutatds egyik legintenzivebb teriilete. A mikroRNS-ek a
karcinogenezis szinte valamennyi allomasat befolyasoljak
(sejtndvekedés,  differencialodas,  proliferacio, invazio,
apoptdzis, angiogenezis és metasztazisképzés). A daganatos
szovetben fokozott kifejezodést mutatdé mikroRNS-eket
onkogén (onkomiR), mig a csokkent kifejezdédéstieket tumor
szupresszor mikroRNS-eknek nevezziik, a klasszikus
onkogén-tumor szupresszor megkiilonboztetést kovetve. A
daganatok patogenezisében betoltott szerepiik mellett azonban
a mikroRNS-ek, mint potencialis biomarkerek a daganatok
diagnozisaban is fontosak, mivel a jo- és rosszindulata
daganatokra eltéré mikroRNS mintazat jellemzd.

A szoveti mikroRNS-ek mellett ujabb adatok arra
utalnak, hogy a mikroRNS-ek a testfolyadékokban is jelen
vannak. MikroRNS-ek jelenlétét mutattdk ki a vérben, a
nyalban, az anyatejben, a spermaban, a vizeletben, illetve a
székletben is. Az extracellularis térben talalhatd mikroRNS-ek
kimutatasa, vizsgélata illetve potencidlis biomarkerként
torténd hasznalata napjainkban intenziv kutatas targya.

A keringé mikroRNS-ek daganatképzddésben betdltott
szerepe mellett felmeriil annak kérdése is, hogy az egészséges
egyénekben kimutathato keringd mikroRNS-eknek mi lehet az
élettani szerepe. Munkam soran a keringd mikroRNS-ek

lehetséges diagnosztikai-biologiai szerepét vizsgaltam. Elso
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lépésben az egészséges egyénekben jelenlevd keringd
mikroRNS  pool”-t  térképeztem fel ¢és  esetleges
daganatképz6dést gatlo aktivitasat elemeztem, mig a munkam
masodik részében arra kerestem a valaszt, hogy a
laboratériumi  diagnosztikdban  rutinszerlien alkalmazott
vizsgalatok kozil a hypothalamus-hypophysis-
mellékvesekéreg tengelyt érintd hormontesztek

befolyasolhatjak-e a keringd mikroRNS-ek szintjét.



II. CELKITUZESEK

Egészséges  egyének  keringd  mikroRNS
kifejez6dési  mintazatanak  elemzése  soran
bioinformatikai  és  irodalmi  eredmények
felhasznalasaval arra kerestem a valaszt, hogy a
keringé tumor szupresszor mikroRNS-eknek

lehet-¢ ,,tumor surveillance” aktivitasa

A keringd mikroRNS-ek kifejez6dését
befolyasoljak-e a  klinikai gyakorlatban
alkalmazott, hypothalamus-hypophysis-
mellékvesekéreg tengelyt befolyasolo
hormontesztek (Dexametazon szuppresszid ¢€s
ACTH-stimulaci6)? Ezek kozott a
mellékvesekéreg-carcinoma diagnodzisadban
igéretes keringd mikroRNS-ek kifejezddését is
vizsgaltuk, hiszen  esetleges valtozasuk

hormonhatasokra alkalmazasuk gatja lehetne.



III. MODSZEREK

Egészséges egyének keringé mikroRNS mintazatanak
bioinformatikai elemzése
Metaanalizis keretében a Gene Expression Omnibus
adatbazisbol (GEO, www. ncbi.nlm.nih.gov/geo) 5
adatallomanyt toltottiink le Osszesen 61 egészséges egyén
keringé mikroRNS expresszios adataival.

A mikroRNS-eket kifejezodési értékiik alapjan
rangsoroltuk és a 20 legmagasabb kifejezddést mutatot, a 20.-
hoz viszonyitva fejeztiik ki. A PubMed adatbazisbodl letoltott

irodalmi adatokat is elemeztiink (www.pubmed.org).

Betegek és hormonvizsgalatok

A Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinikajan 10
hirzutizmus, hipertonia ill. mellékvesekéreg incidentaloma
miatt vizsgalt betegeknél Cushing szindroma gyandja miatt
végeztink kis dozisu (1 mg) egy éjszakas (overnight)
Dexametazon szuppresszios tesztet.

Masik 10 betegnél mellékvesekéreg elégtelenség
(Addison kor), illetve kongenitalis adrenalis hiperplazia (21—
hidroxilaz defektus) gyantja miatt ACTH stimulacios tesztet
veégeztiink, 250 mikrogramm tetracosactide (Cosyntropin,
Sandoz Inc.) adasaval. Ezen betegek gyengeség, szekunder

oligomenorrhea, infertilitds vagy hirzutizmus miatt keriiltek
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vizsgalatra. A vizsgéalatok eredményei alapjan a
hypothalamus-hypohysis-mellékvese  tengely funkcionalis

zavara mind a husz esetben kizarhat6 volt.

RNS izolalas a plazmamintakbol

Az RNS izolalas Qiagen miRNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH)

felhasznalasaval tortént.

Kvantitativ valds idejii reverz transzkripcio-polimeraz
lancreakci6o (RT-qPCR)

A RT-qPCR vizsgalatok TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) és TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x)
(Applied Biosystems) felhasznalasaval torténtek. A mintakat
96-lyuku plate-n, 7500 Fast Real-Time PCR System
késziiléken amplifikaltuk az eldirt homérsékletértékek és
idétartamok mellett. Minden minta esetén harom parhuzamos
mérést végeztiink.

A kovetkezd probakat hasznaltuk: hsa-miR-27a
(000408), hsa-miR-200b (002251), hsa-miR-214 (002306),
hsa-miR-483-5p  (002338),  hsa-miR-503  (001048),
referenciagénként a cel-miR-39-t (000200) hasznaltuk. A
félkovéren kiemelt mikroRNS-eket javasoltak

mellékvesekéreg-carcinoma markerének.



Sejtvonal és in vitro kezelések, és molekularis vizsgalatok

Az NCI-H295R mellékvesekéreg carcinoma sejtvonalat az
American Tissue Type Culture Collection-bdl szereztiik be és
az ajanlott kdzegben taroltuk. A vizsgilathoz hormonmentes
magzati marhaszérumot (hormone-free fetal bovine seum,
FBS) hasznaltunk.

A teljes RNS-t miRNeasy Kit (Quiagen GmbH,
Hilden, Germany) felhasznalasaval izolaltuk. A Dexametazon
kezelést négy alkalommal megismételtiik.

A teljes RNS-t a sejtekbdl és a tenyésztéfolyadékbol
miRNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével vontuk ki a gyartd
eldirasainak megfeleléen a munkacsoport korabbi munkajanak
megfeleld0 modositasokkal. A wvalés ideji PCR reakciot
Tagman miRNA Assays (Applied Biosystems) utjan végeztiik
specifikus primerekkel: Asa-miR-27a (000408), és a cel-miR-
39 (000200) itt is referenciagénként szolgalt.

Statisztikai modszerek

A szignifikdns  kifejez0dést mutatdé  mikroRNS-ek
azonositasahoz a Shapiro-Wilks normalitas teszt eredményétol
fliggéen Student vagy Mann-Whitney tesztet hasznaltunk
munkacsoportunk korabbi munkéjanak statisztikai elemzését
kovetve. Az RT-qPCR adatok statisztikai analizisét Statistica
7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) szoftverrel végeztiik.



IV.EREDMENYEK

Egészségesek mikroRNS-profiljanak vizsgalata

Kutatasunk sordn az egészséges egyének vérmintdiban
leggyakrabban el6fordulé mikroRNS-ek in silico analizisét
végeztilk el. A mikroRNS-eket kifejezddési értékiik alapjan
rangsoroltuk és a 20 legmagasabb kifejez6dést mutatot, a 20.-
hoz viszonyitva fejeztiik ki. Emellett szakirodalmi adatokat
tanulmanyoztunk.

Egy onkényes hatarvonalat huzva (a rangsorban 20.
leggyakoribb mikroRNS-hez viszonyitott legalabb 10-szeres
kifejezodés) a 20 legmagasabb kifejez6désli mikroRNS-t
elemeztiik. Ezek koziil a Asa-miR-451 (106-szoros kifejezddés
a rangsorbeli 20.-hoz képest), a hsa-miR-223 (11-338-szoros),
hsa-miR-16 (11-20-szoros) ¢és a hsa-let-7f (16-szoros)
érdemelnek kiilon emlitést. Két tovabbi mikroRNS: a hsa-
miR-486-5p harom fiiggetlen tanulmanyban szerepelt (28.8-
szoros kifejezodéssel), ¢€és a hsa-miR-92, amely egy
tanulméanyban csaknem 200-szoros kifejezédést mutatott.

E mikroRNS-ek onkogén-tumor szupresszor funkcioit
elemezve egy hipotézist allitottunk fel a keringd mikroRNS-ek

lehetséges tumor feliigyeleti hatasaval kapcsolatban.



Kering6 mikroRNS-ek valtozasa a Dexametazon és ACTH-
tesztek soran

Kutatasunk soran a kivalasztott 6t mikroRNS koziil minddssze
egy esetében (hsa-miR-27a) tapasztaltuk azt, hogy
kifejezddése Dexametazon illetve Tetracosactide hatdsara
szignifikdnsan valtozik. A Dexametazon és a Tetracosactide
kezelések hatasara a hsa-miR-27a kifejezdédésében ugyanakkor
ellentétes valtozast tapasztaltunk: amig a Dexametazon
hatasara annak szintje nétt, Tetracosactide hatasara csokkent
kifejezddést tapasztaltunk.

Annak meger0Ositésére, hogy a  hsa-miR-27a
keringésben igazolt valtozadsa mellékvesekéreg eredetii lehet,
in vitro Xkisérleteket végeztink human mellékvesekéreg
carcinoma NCI-H295R sejtvonalon. Dexametazon kezelést
kovetéen szignifikansan nétt a  szekretalt Asa-miR-27a

kifejezddése a NCI-H295R sejtek tenyésztéfolyadékaban.
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V. MEGBESZELES

Munkam els6 részében elemeztem egészséges egyének
esetében a keringésben jelen 1évé mikroRNS-eket sajat in
silico vizsgalatok és a szakirodalmi adatok tanulmanyozisa
révén. Fredményeim alapjan ezen mikroRNS-ek kozott a
predominansan tumor szuppressziv hatasi mikroRNS-ek
relativ feliilreprezentacidja all fenn. Felmerdl, hogy a keringg,
tumor szupresszor aktivitasu mikroRNS-ek a transzformalodo
sejtekbe jutva, azok szaporodasat gatolhatjak, illetve
apoptozisat serkenthetik. Ezek alapjan feltehetd, hogy ezen
mikroRNS-ek a szervezet tumorfeliigyeleti rendszerében
vehetnek részt a jol ismert immunfeliigyeleti rendszert
kiegészitve. A  keringd mikroRNS-ek altal medialt
tumorfeliigyelet a daganatos transzformacié korai fazisdban
jatszhatna szerepet. E hipotézissel szemben szamos ellenérv is
felhozhatd, tobbek kozott a  mikroRNS-ek  kettds,
szovetspecifikus hatasa, a keringd mikroRNS-ek alacsony
koncentracidja, €s a sejtekbe jutas kérdései is. Mindazonaltal
azt gondoljuk, hogy e hipotézis egy érdekes, 11j megvilagitasba
helyezheti a keringd mikroRNS-ek egészségesekben
szObajovo funkcidit. Egy masik hipotézisiink szerint, a
mikroRNS-ek szdvetspecifikus hatasa szintén szerepet jatszhat

a szervezet daganatok elleni védekezésében, amelynek révén a
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daganatok altal szekretlt, novekedést eldsegitd mikroRNS-ek
hatasa mas szovetekben nem tudna érvényesiilni.

Munkam masodik részében irodalmi adatok alapjan
kivalasztott, allatmodellekben hormonkezelésekre valtozo,
valamint a  mellékvesekéreg-carcinoma  diagndzisaban
hasznalhat6 potencialis biomarker mikroRNS-ekre
fokuszaltam. Mivel ezekben a betegekben rutinszerlien
alkalmaznak hormonstimulacios teszteket, felvet6dott, hogy a
mikroRNS-ek  vérben mérhetd koncentraciojat esetleg
befolyasolhatjak az alkalmazott hormontesztek. Tudomasunk
szerint a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg tengelyt
érintd6 hormonalis valtozdsok és a keringd mikroRNS-ek
kozotti osszefliggést emberben, in vivo munkakat megel6zéen
még nem vizsgaltak.

A vizsgalt, irodalmi adatok alapjan kivalasztott
mikroRNS-ek koziil csak a hsa-miR-27a expresszidja
valtozott, Dexametazon fokozta, Tetracosactid csokkentette
kifejezodését. In Vitro mellékvesekéreg-carcinoma
sejtvonalon, a Dexametazon szintén fokozta a hsa-miR-27a
expressziot a sejtek feliiliszojaban. Mindezek alapjan a hsa-
miR-27a in vivo valtozo szintjeinek mellékvesekéreg eredete
valoszinli. A mellékvesekéreg-carcinoma diagndzisaban
igéretes mikroRNS-ek, kiillondsen a  Asa-miR-483-5p

expresszidja a hormontesztek hatdsara nem valtozott, ami
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aldtdmasztja diagnosztikai alkalmazhatosdgat ebben a

betegcsoportban.

13



VL. KOVETKEZTETESEK
Eredményeinket az alabbi fobb pontokban foglalhatjuk

0ssze:

1. Az egészséges egyének vérében keringd mikroRNS-ek
vizsgalata kapcsan a tumor szupresszor mikroRNS-ek,
relativ talsulyat figyeltik meg, ¢és ezek alapjan
felvetettiik, hogy ezen mikroRNS-ek az epigenetikai
informaci6  kozvetitésével a sejtek  malignus
atalakulasat gatoljak, ezaltal részt vehetnek a szervezet

tumor feliigyeleti rendszerében (tumor surveillance).

2. A mikroRNS-ek szovetspecifikus hatdsa szintén a
daganatképz6dést gatld védelmi mechanizmus részét

képezheti.

3. A hypothalamus-hypophyis-mellékvesekéreg tengelyt
érint6 hormonvizsgalatok (ACTH és Dexametazon)
soranigazoltuk a keringd hsa-miR-27a

kifejezodésének megvaltozasat in vivo emberben.
4. A Dexametazon in vitro is fokozta a szekretalt hsa-

miR-27a szintjét mellékvesekéreg-carcinoma sejtek

feliiluszojaban.
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5. A mellékvesekéreg rosszindulatu daganatdban jelenleg
legigéretesebb keringd mikroRNS marker a Asa-miR-
483-5p szintjét a hormonkezelések nem befolyasoltak,
ami annak potencidlis biomarkerként torténd

hasznalhatosagat alatamasztja.
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