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|. Bevezetés

Az eukariota sejtek ismétlodd novekedési és osztodasi folyamatat, amely soran
orokitéanyaguk megkettézodését kovetden — optimalis esetben — két lednysejtre osztodnak,
sejtciklusnak nevezziik. A sejtciklus folyamatainak pontos, 6sszehangolt miikodése szigort
szabalyozas kovetkezménye, amelyben mind transzkripcios, transzlacios (sejtciklusfiiggd
expressziot mutatd fehérjék) és poszt-transzlacios (aktivalo és deaktivald foszforilacios és
defoszforilaciés folyamatok), valamint lebomlasi folyamatok is kozremikodnek. Az
érzékenyen szabdlyozott sejtciklus szdmos regulatora mutat aberrdns expresszidt a
daganatképz6dés soran. Altalanossagban elmondhatd, hogy a sejtciklust hajtd ciklinek és
ciklinfiiggd kinazok fokozott, mig a ciklinfliggd kindz inhibitorok és egyéb tumor
szuppresszor gének csokkent kifejezddése figyelhetd meg a daganatokban az ¢ép

szovetekhez képest.

A sejteiklusfiiggd folyamatok vizsgalata sordn a leggyakrabban alkalmazott
moddszer a szinkronizalas. Ennek soran — szérum megvonassal vagy sejtciklus gatloszerek
alkalmazasaval — a sejttenyészetek sejtciklusat egy bizonyos ponton felfiiggesztik. A gatlas
megsziintetése utdn a sejttenyészethez tartozd sejtek szinkronizaltan folytatjak
sejtciklusukat, amelybdl egységnyi idokozonként mintat véve vizsgalhatoak a
sejtciklusfiiggd folyamatok. A szinkronizalds és a nagy ateresztOképességl génexpresszios
vizsgalatok Otvozésével sikeresen detektaltdk a sejtciklusfliiggd valtozasokat mutatod
transzkriptumokat (sejtciklusfiiggd transzkripcios program) sarjadzé élesztdgombakban és
human sejtekben is, ugyanakkor a szinkronizdlds moédszerét szamos kritika is érte. A
normadlis, diploid emldssejtek koran elvesztik szinkronizaltsagukat és csupan egy résziik
(50-70%) kotelez6dik el a tovabbi sejtosztodasok iranyaba. Tovabba, a sejtciklus
gatloszerekkel (pl. timidin) torténd kezelés a ciklinek idéelotti expressziojat okozva
novekedési egyensuly eltolodast (growth imbalance) okoz és a DNS szintézisének
gatlasaval kiillonbozo jelatviteli utvonalakat aktival, megzavarva a sejtciklus optimalis

miikodéseét.



A mikroRNS-ek (miRNS-ek) rovid, ~ 21-26 nukleotid hosszu egyszala RNS
molekuldk, amelyek az RNS interferencia jelensége révén csendesitik a bazis
human genom tobb mint felének kifejezddését befolyasolja, és kiemelkedd jelentdséggel bir

a daganatképz6dés soran is.

A mellékvesekéreg-karcindoma (ACC — adrenocortical cancer) a mellékvese
kéregallomanyabdl kiinduld ritka, kiemelten rosszindulati, rossz progndzisu daganat.
Incidencigja 0,7-2,0/milli6 f6/év. Progndzisa rossz, az otéves talélés csupan 22-37%-0s. Az
ACC hisztopatologiai diagndzisa nehéz feladat. A dignitds meghatarozasdban a 9
kiilonb6z6é patomorfologiai tényezdbdl dsszetevddd Weiss score meghatarozasa mellett a
proliferacié immunhisztokémiai markereinek (elsésorban Ki67 index) vizsgalata kiemelt

jelentdségl.



1. Célkitizés

1. Célom volt kidolgozni ¢és alkalmazni egy olyan, a sejtek DNS tartalméanak
meghatarozasan alapuld aramlasi citometrias sejtvalogatassal szepardld modszert,
amelynek  segitségével a  szinkronizacid korlatai nélkiil tudom nagy
ateresztOképességli  metodikdkkal vizsgalni human sejtek  sejtciklusfiiggd
génexpressziojat. A kiilonbozo sejtciklus fazisok teljes génexpresszios profiljanak
mérésével vizsgalni kivantam a sejtciklusfiiggd génexpresszidt, és ezt ssze kivantam
hasonlitani a korabbi, szinkronizacidval nyert eredményekkel. Munkam soran valaszt
kerestem arra, hogy a sejtciklusfiiggd génexpresszid dinamikaja eltér-e a tumoros
(adrenokortikalis és méhnyakrak eredetli) és nem-transzformalt (primer fibroblaszt)

sejtekben.

2. Vizsgalni kivantam, hogy igazolhatoak-e integrativ teljes miRNS expresszios
vizsgalatokkal (microarray, TLDA, kis RNS szekvenalas) sejtciklusfliggd miRNS

expresszios valtozasok.

3. A mellékvesekéreg-karcinoma sejtvonal sejtciklusfiiggd transzkripcids programjanak
¢s az ACC-re jellemz6é malignitas mintazatnak Osszehasonlitasaval 1, potencialisan
proliferacidés markerként hasznosithato faktort kerestem. Tovabbi célom volt az igy
azonositott ribonukleotid reduktaz M2 alegysége (RRM2) kifejez6désének vizsgélata

kiilonboz6 proliferacios aktivitasi ACC szdveteken.

4.  Vizsgalni kivantam, hogy a kiilonboz6 antineoplasztikus kezelések hatassal vannak-e
az RRM2 proliferdcios marker kifejezddésére mellékvesekéreg-karcindma

sejtvonalon.



111. Modszerek
IT1.1. Sejttenyészeteken végzett kisérletek

Kisérleteimet human primer sejttenyészeten (borfibroblaszt — human dermal
fibroblast from adult — HDFa) és sejtvonalakon (hormontermelé mellékvesekéreg-
karcinoma sejtvonal — NCI-H295R és méhnyakrak sejtvonal — Hela) végeztem a

forgalmaz6 protokolljainak megfelelden.

111.1.1. Aramlasi citometrias modszerek

A szuszpendalt sejteket viabilis DNS festékkel jeldltem (Vybrant DyeCycle Orange,
Molecular Probes, Life Technologies), majd a sejtek DNS tartalma alapjan szegregéltam a
Gl1, S és G2 fazisba tartozo sejteket (sejtciklus szerinti sejtvalogatas) fluoreszcencia
aktivalta sejtvalogatassal (FACS) FACSAria III sejtvalogaté késziiléken (Becton-
Dickinson). A szétvalogatott sejtpopulaciok tisztasdgat ismételt aramlési citometrids

analizissel validaltam. Az adatokat BD FACSDiva v6.1.3 szoftverrel értékeltem ki

A daganatellenes szerek hormontermelé NCI-H295R sejtek apoptozisara ¢€s
sejtciklus fazisainak disztribucidjara gyakorolt hatasat is aramlasi citometridval vizsgaltam.
A kezelések utan a sejteket propidium-jodiddal jeloltem ¢és FACSCalibur aramlasi
citométer (BD Biosciences) segitségével analizaltam. Az eredményeket Cell Quest Pro és

Winlist szoftverek segitségével értékeltem ki.

I11.1.2. Kezelések daganatellenes szerekkel

Az NCI-H295R hormontermeld mellékvesekéreg-karcindma sejtvonalon a
gemcitabin (G6423, Sigma-Aldrich Chemical Co., végkoncentracio: 5x10° mol/dm®), a
mitotan (N12706, Sigma-Aldrich Chemical Co., végkoncentracio: 5x10°° mol/dm?®) és a 9-



cisz-retinsav (sc-205589A, Santa Cruz Biotechnology, végkoncentracio: 5x10° mol/dm?)
onallé és kombinalt adasanak hatasait vizsgaltam. Nyolc kezelési protokollt (kontroll,
gemcitabin, mitotan, 9-Cisz-retinsav, gemcitabin+mitotan, gemcitabin+9-cisz-retinsav,
mitotan+9-cisz-retinsav, gemcitabintmitotan+9-cisz-retinsav) alkalmaztam 24, 48, ill. 72
ora hosszan, id6épontonként és kezelésenként 3 biologiai parhuzamossal. Vizsgaltam a

crer

nézve, emellett gén- és fehérjeexpresszids méréseket is végeztem.

I11.1.3. Proliferacios assay

Az egyes antineoplasztikus szerek proliferaciora gyakorolt hatasat alamarBlue
sejtproliferacios  reagenssel (DAL1025, Thermo Fischer Scientific), 96-lyuku

tenyésztéedényben vizsgaltam.

I11.1.4. Kortizol meghatarozas az NCI-H295R sejtek tapfolyadékabol

A kezeléseket kovetden a gemcitabin €s a mitotan daganatellenes szerek kortizol
termelésre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk folyadékkromatografiat kvetd tomegspektrometriai
modszerrel (LC-MS). Az LC-MS mérést Perkin-Elmer Flexar FX10 UHPLC-hez kapcsolt
Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométeren végeztiik.

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

A teljes RNS izolalasa miRNeasy Mini Kittel (Qiagen), a gyartd protokolljainak

megfelelden tortént.

111.2.1. Nagy ateresztéképességii gén- és miRNS expresszios mérések



A Gl1, S és G2 fazisu HDFa, NCI-H295R és HeLa sejtekbdl izolalt teljes RNS-bol
génexpresszios microarray vizsgalatot végeztiink Agilent whole human genome 4x44K
microarray lemezeken (Agilent Technologies) a gyartd protokolljainak megfeleléen. Az
adatok kiértékelése és statisztikai elemzése GeneSpring 12.6 (Agilent Technologies)
szoftverrel, az érintett biolodgiai Utvonalak analizise Ingenuity Pathway Analysis (IPA,

Ingenuity Systems) programcsomaggal tortént.

Harom nagy ateresztoképességli metodikaval (microarray, kvantitativ, valos ideji
PCR - gqRT-PCR - alapti TagMan alacsony denzitasu array: TLDA és kis RNS szekvenalas)
vizsgaltuk a sejtciklusfiiggd miRNS-expresszids valtozasokat G1, S és G2 fazisu HDFa,
NCI-H295R ¢és HeLa sejtekbdl izolalt teljes RNS mintdkon. A microarray vizsgalatokat
Agilent 8x15K Human miRNA Microarray Release 12.0. lemezeken (Agilent
Technologies) HDFa ¢és NCI-H295R sejtekbOl nyert mintakon, a TLDA vizsgalatokat
TagMan Human MicroRNA Array A ¢és B kartyakon (Applied Biosystems, Life
Technologies) NCI-H295R sejtekbdl nyert mintakon végeztiik, a kis RNS szekvenalas
[Mlumina HiSeq2000 platformon tortént NCI-H295R ¢és HeLa sejtekbdl nyert mintdkon. Az
adatok kiértékelése ¢€s statisztikai elemzése GeneSpring 12.6 (Agilent Technologies), Real-
Time StatMinerTM (Integromics, Granada, Spanyolorszag) és edgeR (3.8.6 verzid)

programcsomagok hasznalataval torténtek.

A gén- ¢és mikroRNS expresszidos mérések eredményeit egyedi TagMan probakkal

végzett QRT-PCR mérésekkel is vizsgaltuk.

II1.2.2. A sejtciklusfiiggé transzkripciés program dinamikajanak o6sszehasonlitasa

primer, nem-transzformalt és tumoros sejttenyészetekben

Szazhuszonnégy, mind a HDFa, mind a HeLa sejtben sejtciklusfiiggd expresszioj
gén atlagos kifejez0désének fazisonkénti, sejttipusok kozotti Osszehasonlitasaval azt

vizsgaltam, hogy ezen, univerzalis sejtciklus-gének kifejez6désében van-e kiilonbség a



tumoros €és nem tumoros sejtek kozott. A fenti 124 gén esetében vizsgaltam azt is, hogy az
egyes fazisok kozott (G1/S, S/G2 és G1/G2) — abszolut értékben — atlagosan hanyszoros
expressziovaltozasok torténnek. Mindkét vizsgalatot ezutan — ebbdl a 124 génbdl — 10

kivalasztott gén esetében qRT-PCR eredmények alapjan is elvégeztem.

I11.3. Fehérje izolalas és Western blot vizsgalatok

A Western blot lizis pufferben szuszpendalt és -80°C-os hdmérsékleten tarolt
mintdkat jégen felolvasztottam, ultrahanggal szonikaltam, 30 percig inkubaltam, majd
meg. A 10%-os poliakrilamid gélen elektroforézis segitségével szétvalasztott fehérje
extraktumot polivinildién-fluorid (PVDF) membranra blottoltam. A blokkolast kovetden a
membranokat nyul anti-foszfo-CDC-2 (Tyrl5) antitesttel (Cell Signaling Technology,
katalogusszam: 9111, higitas: 1:500) vagy kecske anti-RRM2 antitesttel (Santa Cruz
Biotechnology, katalogusszam: sc-10846, higitas: 1:200) egy éjszakan keresztiil
inkubaltam, majd tormaperoxidaz-konjugalt masodlagos antittesttel inkubaltam. A
vizualizaciot SuperSignal West Pico kemilumineszcens szubsztrat (Thermo Scientific)
hozzaadasat kovetéen Kodak Image Station 4000MM miiszeren végeztem. Az egyenld
mennyiségli fehérje betoltését nytl anti-p-aktin antitesttel (Cell Signaling Technology,

katalogusszam: 4967, higitas: 1:2000) torténo6 inkubalast kovetd el6hivassal igazoltam.

I11.4. Korabbi microarray tanulmanyok in silico elemzése

A sejtciklusfiiggd transzkripcids program sejtciklus szerinti sejtvalogatassal nyert
eredményeit Osszehasonlitottam két korabbi, a sejtciklusfiiggd transzkripcids programot
szinkronizalas moédszerével vizsgald tanulmany eredményeivel. Emellett — Hela sejtek
esetében — Gsszehasonlitast végeztem a csak szinkronizalas, illetve a csak sejtciklus szerinti
szétvalogatassal kapott, a sejtciklus fazisai kozott szignifikans expresszio-kiillonbségeket

mutatd, valamint ezek metszetébe tartozod (kozos) gének altal érintett biologiai folyamatok



tekintetében. Tovabba, Osszehasonlitottam a mellékvesekéreg-karcindma génexpresszios
malignitds mintdzatdt (a rosszindulati karcindmak és a joindulati adendmak kozotti
génexpresszids kiillonbségek Osszessége) az NCI-H295R  sejtvonal sejtciklusfiiggd

transzkripcids programjaval.

IIL.5. ACC mintakon végzett immunhisztokémiai vizsgalatok

A ribonukleotid reduktdz 2-s alegységének (RRM2) a mellékvesekéreg-karcinomak
proliferacids aktivitasdnak fliggvényében valo kifejezodését 12 szdvettanilag igazolt human
mellékvesekéreg-karcindma szovetmintan vizsgaltuk. A daganatos blokkokbol 4 pum
vastagsagl metszeteket vagtunk, amelyeket deparaffinaltunk és rehidraltunk. Az endogén
peroxidaz gatlasat kdvetden antigénfeltarast végeztiink, majd blokkoltuk a nemspecifikus
kotohelyeket. A Ki67 (SP6 klon, Thermo Scientific, katalogusszam: RM-9106, higitas:
1:100) és az RRM2 (Santa Cruz Biotechnology, kataldgusszam: sc-10846, higitas: 1:100)
fehérjék jelolését egy €jszakan keresztiil végeztiik. Az immunreakcid vizualizalasat DAB

Chromogen Kit (Biocare Medical) alkalmazasaval végeztiik.

Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelését harom fliggetlen elemzd végezte. A
Ki67 index meghatdrozasanal legalabb 1000 sejt leszamolasat kdvetden, a pozitivan festddod
sejtek aranyat adtam meg. Az RRM2 festddésének jellemzéséhez egy korabban sikeresen

alkalmazott score rendszert hasznaltunk.

I111.6. Statisztikai elemzés

Az mRNS ¢és miRNS expressziés microarray mérések kiértékelését egyutas
ANOVA elemzést kovetéen Tukey-féle Honestly Significant Difference poszt-hoc teszt €s
Benjamini-Hochberg korrekci6 alkalmazasaval végeztem. A TLDA vizsgalatok

kiértekelése egyutas ANOVA modszerrel tortént. Az Ujgeneracios szekvenalasi

10



eredmények kiértékelését exact T-tesztet kovetdé Benjamini-Hochberg korrekcio
alkalmazasaval végeztik. Az univerzalis sejtciklus-gének kiilonb6z0 fazisokban vald
expressziojanak, illetve a fazisok kozotti dinamikus — expresszio-valtozasainak
Osszehasonlitasahoz Student-féle T-probat alkalmaztam. Az egyedi qRT-PCR validacios
vizsgalatok eredményeinek kiértékelése sordan az egyes csoportok kozotti dsszehasonlitasra
Student-féle T-tesztet alkalmaztam. A korrelacios vizsgalatokra Pearson- és Spearman-féle
moddszereket hasznaltam. A sejttenyészeteken végzett kezelések hatasat a proliferaciora, a
feliiliszo kortizol koncentracidra, az apoptozis aranyara, valamint a sejtciklus fazisainak

eloszlasara vonatkozoan Student-féle T-teszttel vizsgaltam.

Minden 6sszehasonlitdsban a p-érték < 0,05 eredményt fogadtam el statisztikailag

szignifikansnak.
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IV. Eredmények

IV.1. A sejtciklusfiiggo génexpresszio vizsgalata

Az optimalizalt sejtciklus szerinti sejtvalogatds sikeresen és nagy tisztasaggal
izolalta a sejtciklus kiilonbozo fazisaiban 1évo sejteket HDFa, NCI-H295R és HeLa sejtek
esetében egyarant. A sejtciklus szerinti sejtvalogatdst kovetd FACS analizis és a
szétvalogatott populacidkon végzett, a p-CDC-2 expresszidjat kimutato6 Western blot

vizsgélatok validaltak a szétvalogatas sikerességét.

A génexpresszios microarray vizsgalatok NCI-H295R sejtvonal esetén 55, mig
HeLa sejtek esetében 252 szignifikansan sejtciklusfiiggd kifejezddésti transzkriptumot
igazoltak. HDFa sejtekben a rigorozus statisztikai elemzés nem eredményezett
szignifikdnsan eltérd kifejezédést mutatd gént, ebben a sejttipusban a kiilonb6z6 fazisok
kozotti  Osszehasonlitdsok legalabb egyikében legalabb kétszeres expresszid-valtozast
mutaté (FC2) gének listajat vizsgaltam tovabb. A microarray vizsgalatok alapjan
kivalasztott hat gén sejtciklusfiiggd expresszidjat sikeresen megerdsitettem qRT-PCR
vizsgalattal mindhdrom vizsgalt sejttipusban. A harom vizsgalt sejttipus sejtciklusfiiggd
transzkripcids programjan végzett bioinformatikai itvonal-elemzés mindharom esetben a

sejtciklussal szorosan 6sszefiiggd bioldgiai utvonalakat verifikalt.

A korabbi, szinkronizalassal nyert és a sejtciklus szerinti sejtvalogatas modszerével
kapott eredmények Osszehasonlitasa soran jelentds atfedést talaltam a génlistak kozott,
valamint — mind primer fibroblaszt, mind HeLa sejtek esetében — szignifikans korrelaciot

talaltam a két modszer eredményei kozott.

Emellett, HeLa sejtekben vizsgaltam a sejtciklusfiiggd transzkripcidos program

szinkronizalasra, sejtciklus szerinti sejtvalogatasra specifikus, valamint a fenti két halmaz

12



metszetéhez tartozé gének altal meghatarozott biologiai folyamatokat. Mig a sejtciklus
szerinti  sejtvalogatasra specifikus gének altal meghatarozott biologiai folyamatok
mindegyike megtalalhatd volt a két halmaz metszete altal meghatarozott folyamatok kozott,
addig a szinkronizaldsra specifikus gének altal meghatarozott folyamatok tobbsége (5/8)

nem volt megtalalhat6 a kozos gének altal meghatarozott funkciok kozott.

Megallapitottam, hogy primer fibroblaszt sejtekben a sejtciklusfiiggd gének atlagos
expresszios szintje minden fazisban alacsonyabb volt a transzformalt sejtekéhez képest,
ugyanakkor ezen gének expresszidjanak fazisok kozotti atlagos valtozasai 1ényegesen

meghaladték a transzformalt sejtekben tapasztalt mértéket.

IV.2. A sejtciklusfiigg6 miRNS expresszio vizsgalata

Harom nagy atereszt6képességii technikat (microarray, QRT-PCR alapu TLDA, kis
RNS szekvenalas) alkalmaztam a sejtciklusfiiggé miRNS expresszio vizsgalatara. Ezek
koziil a microarray eredmények mutattdk a legkisebb valtozasokat, amelyek koziil egy sem
bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. A qRT-PCR alapi TLDA modszerrel 8 miRNS
mutatott szignifikans expresszios eltérést a sejtciklus fazisai kozott. A kis RNS szekvenalas
bizonyult a legszélesebb dinamikus mérési tartoméannyal rendelkezé médszernek. Ezzel a
moddszerrel HeLa sejtekben 11 szignifikans miRNS-expresszios kiilonbséget talaltam. A
nagy ateresztoképességli technikakkal taldlt szignifikans kiilonbségek nem voltak

validalhatoak qRT-PCR modszerrel egyik vizsgalt sejttipusban sem.
IV.3. Uj, sejtciklusfiiggé expressziot mutaté proliferaciés marker
kimutatasa mellékvesekéreg-karcinomaban

Harom korabbi microarray tanulmany in silico ujraclemzésével definialtam az ACC
génexpresszios malignitds mintdzatat, melyet Osszehasonlitottam az NCI-H295R humén

ACC sejtvonal sejtciklusfiiggd transzkripcios programjaval. Megéllapitottam, hogy az S vs.
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G1 0sszehasonlitasban valtozo kifejezodésti gének tobbsége részt vesz a malignités
mintazat kialakitdsaban is. A két halmaz metszetéhez tartozo gének koziil az RRM2 mutatta
a legmagasabb génexpresszios kiillonbséget S vs. G1 0Osszehasonlitasban, ezért a
tovabbiakban ezzel a génnel foglalkoztam részletesebben. Az RRM2 (ribonukleotid
reduktaz M2 alegység) a ribonukleotid reduktdz (RR) enzimkomplex alkotoja, amely a
ribonukleotid-dezoxiribonukleotid atalakulas Kkatalizalasan keresztiil a DNS szintézis

sebességének egyik meghatarozdja.

A kivalasztott RRM2 sejtciklusfliggd expresszidjat sejtciklus szerint szétvalogatott
NCI-H295R mintdkon mRNS ¢s fehérje szinten egyarant megerdsitettem. A Gl-fazisban
alacsony expresszios szint S-fazisban megnd, ahol az RRM2 a ribonukleotid reduktaz
enzimkomplex  részeként  kulcsfontossaigt a  ribonukleotid-dezoxiribonukleotid

atalakulasban.

Tizenkét, szovettanilag igazolt humidn ACC-n végeztiink immunhisztokémiai
vizsgéalatokat az RRM2 ¢és Ki67 fehérjék meghatdrozasa céljabol. Eredményeink

szignifikans, szoros pozitiv korrelaciot mutattak a Ki67 index és az RRM2 score kozott.

IV.4. Daganatellenes szerek hatasanak vizsgalata human ACC

sejtvonalon

Az NCI-H295R hormontermeld mellékvesekéreg-karcindbma sejtvonalon a

gemcitabin, a mitotan és a 9-cisz-retinsav 6nall6 és kombinalt adasanak hatasait vizsgaltam.

A 72 6rés kezelés soran mindegyik alkalmazott daganatellenes szer csokkentette az

crer

csokkentette a proliferaciot, és a csokkenés mértéke is nagyobb volt, mint a masik két

daganatellenes szerrel kiilon-kiilon kezelve. A gemcitabin-medialta proliferacio-csokkenés
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hatterében szerepe volt a — a 72 oras kezelés soran kifejezetten nagymértékii — apoptdzisnak

is.

Az elvartaknak megfelelden a mitotan kezelés nagymértékben csdkkentette az NCI-
H295R sejtek kortizoltermelését, ugyanakkor a gemcitabin alkalmazdsa nem befolyasolta

ezt.

A gemcitabin alkalmazasa novelte a G1-fazisu sejtek ardnyat mindharom kezelési
idOtartam esetén. A mitotan és a 9-Cisz-retinsav, valamint kilonosen a kettd kombinalt

alkalmazasa szignifikansan emelte a G2-fazisu sejtek aranyat a 24 oras kezelés soran.

A gemcitabin — a kezelési id6tdl és mas daganatellenes szer szimultan adasatol
fiiggetleniil — haromszorosara emelte az RRM2 mRNS szintjét NCI-H295R sejtekben. A 48
6ras mintak fehérjelizatumain végzett Western blot vizsgalatok igazoltdk a gemcitabin

RRM2 expressziot fokozo hatasat fehérjeszinten is.
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V. Kovetkeztetések

A sejtciklus szerinti sejtvalogatas segitségével — a korabbi, szinkronizalason alapuld
modszerekhez képest kevesebb miiterméket okozva — optimalisan tudtam vizsgalni a
sejtciklus  mikodését. Megfigyeléseim  alatamasztottdk a  sejtciklusfiiggd
transzkripcids program mar ismert tagjainak expresszios valtozasait tobb sejttipusban
IS és megerdsitettem, hogy a sejtciklusfiiggd transzkripciés program génjei a
daganatok malignitds mintazataban fokozottan fejez6dnek ki, amelynek hatterében a
sejtciklus fazisaitol fiiggd és fazis-fliggetlen expresszio-fokozodast is valdszinisitek.
Azt is feltételezem, hogy a tumoros sejtekben észlelt, a sejtciklusfiiggd transzkripcids
programot ¢érintd, a sejtciklus fazisai kozott észlelt alacsonyabb expresszios

kiilonbségek a malignus transzformacid kovetkezményei lehetnek.

A vizsgalt harom sejttipus kiilonbozé fazisu sejtjein végzett hdrom nagy
ateresztoképességi és egyedi miRNS expresszids méréseim eredményei arra utalnak,
hogy dinamikus miRNS expresszids valtozasok nem jatszanak szerepet a sejtciklus

szabalyozasaban a G1/S és S/G2 atmenetekben.

Az ACC malignitds mintdzatdnak ¢és az NCI-H295R human ACC sejtvonal
sejtciklusfiiggd transzkripcids programjanak oOsszehasonlitdsdval azonositottam az
RRM2-t mint az ACC uj proliferacidos markerét. Immunhisztokémiai vizsgéalataink

megerdsitették az RRM2 proliferacios markerként valo alkalmazhatosagat ACC-ben.

A gemcitabin citotoxikus €s a sejtciklusra gyakorolt hatasait sikeriilt validalnom NCI-
H295R sejtvonalon. A gemcitabin egyik molekularis célpontjaként azonositott RRM2
kifejezddésének a gemcitabin kezelés kovetkeztében kialakuld kifejezett emelkedése
feltételezhetoen egy kialakuld kemorezisztencia jele. Ennek a kemorezisztencidnak az

attorése elofeltétele a gemcitabin sikeres alkalmazhatosaganak ACC-ben.

16



V1. A disszertacio témajahoz kotodo sajat publikaciok jegyzéke

1. Grolmusz VK, Toth EA, Baghy K, Liko I, Darvasi O, Kovalszky I, Matko J, Racz
K, Patocs A. (2016) Fluorescence activated cell sorting followed by small RNA
sequencing reveals stable microRNA expression during cell cycle progression.
BMC Genomics, 17(1): 412.

2. Grolmusz VK, Karaszi K, Micsik T, Toth EA, Mészaros K, Karvaly G, Barna G,
Szabé PM, Baghy K, Matké J, Kovalszky I, Toth M, Racz K, Igaz P, Patocs A.
(2016) Cell cycle dependent RRM2 may serve as proliferation marker and

pharmaceutical target in adrenocortical cancer. Am J Cancer Res, 6(9): 2041-2053.

17



VII. A disszertacio témajatol fiiggetlen sajat publikaciok

jegyzéke

1. Takacs E, Grolmusz VK, Vértessy BG. (2004) A tradeoff between protein stability
and conformational mobility in homotrimeric dUTPases. FEBS Letters, 566(1-3):
48-54.

2. Kender Z, Torzsa P, Grolmusz K V, Patocs A, Lichthammer A, Veresné Balint M,
Racz K, Reismann P. (2012) A metilglioxal metabolizmus szerepe 2-es tipusu

cukorbetegségben és szovodményeiben. Orvosi Hetilap, 153(15): 574-85.

3. Feldman K, Szappanos A, Butz H, Grolmusz V, Majnik J, Liké I, Kriszt B, Lakatos
P, Toth M, Racz K, Patocs A. (2012) The rs4844880 polymorphism in the promoter
region of the HSD11B1 gene associates with bone mineral density in healthy and

postmenopausal osteoporotic women. Steroids, 77(13): 1345-51.

4. Feldman K, Liko6 I, Nagy Z, Szappanos A, Grolmusz VK, Toth M, Racz K, Patocs
A. (2013) A 11-B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzim jelentdsége klinikai
korképekben. Orvosi Hetilap, 154(8): 283-93.

5. Grolmusz VK, Stenczer B, Fekete T, Szendei G, Patocs A, Racz K, Reismann P.
(2013) Lack of association between C385A functional polymorphism of the fatty
acid amide hydrolase gene and polycystic ovary syndrome. Experimental and
Clinical Endocrinology & Diabetes, 121(6): 338-42.

6. Kender Z, Fleming T, Kopf S, Torzsa P, Grolmusz V, Herzig S, Schleicher E, Réacz
K, Reismann P, Nawroth PP. (2014) Effect of metformin on methylglyoxal
metabolism in patients with type 2 diabetes. Experimental and Clinical
Endocrinology & Diabetes, 122(5): 316-9.

18



7. Grolmusz VK, Acs OD, Feldman-Kovacs K, Szappanos A, Stenczer B, Fekete T,
Szendei G, Reismann P, Racz K, Patocs A. (2014) Genetic variants of the
HSD11B1 gene promoter may be protective against polycystic ovary syndrome.
Molecular Biology Reports, 41(9): 5961-9.

8. Patécs A, Igaz P, Toke J, Lendvai N, Sarkadi B, Grolmusz V, Butz H, Téth G,
Németh K, Glaz E, Kiss R, Pusztai P, Sarman B, Reismann P, Sziics N, Téth M,
Racz K. (2016) Orokletes phaechromocytomdk és paragangliomdk molekuléris

genetikai vizsgalataval szerzett hazai tapasztalatok. Magyar Belorvosi Archivum,

69: 83-92.

9. Patocs A, Lendvai NK, Butz H, Liko I, Sapi Z, Szucs N, Toth G, Grolmusz VK,
Igaz P, Toth M, Racz K. (2016) Novel SDHB and TMEM127 Mutations in Patients
with Pheochromocytoma/Paraganglioma Syndrome. Pathology and Oncology
Research, 22(4): 673-9.

19



