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. Bevezetés

A vesesejtes karcinoma (renal cell carcinoma: RCC) az 6sszes rosszindulatu daganat
mintegy 3%-at teszi ki, tobb mint 40%-os halalozasi arannyal rendelkezik. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet adatai szerint, évente tobb mint 140 000 halalesetet eredményezhet [1]. Az
epidemiologiai adatok szerint leginkabb a sziirési és diagnosztikai technoldgiak fejlodésének
koszonhetéen az elmult 6t évtizedben az RCC felismerése gyorsan névekedett [2, 3]. A vilagos
sejtes RCC (clear cell renal cell carcinoma: ccRCC) az RCC leggyakoribb tipusa, az dsszes eset
koriilbeliil 75-88%-at teszi ki [4, 5]. A papillaris RCC (papillary RCC: pRCC) és a kromofob
RCC (chromophobe RCC: chRCC) a vesekarcinoma tovabbi gyakori altipusai, elé6fordulasi
aranyuk 6-15%, illetve 2-5% [6, 7]. A diagnozis felallitasakor az RCC-ben szenvedé betegek
kortlbeliil 20-30%-aban alakul ki metasztazis, tovabba a lokalizalt RCC esetén végzett kurativ
miitét utan, a betegek ujabb 30%-aban jelennek meg attétek az utokovetési vizsgalatok soran
[2]. A jelenlegi rendszer, amelyet a vesedaganatban szenvedd betegek progndzisanak
elorejelzésére hasznalnak, klinikopatologiai paramétereken alapul, azonban nem képes
pontosan megjosolni a betegség természetes kimenetelét, kiilonosen a lokalizalt primer RCC
esetében.

Az angiogenezis, azaz az Uj véredények képzddése, kulcsfontossagu a kiilonbozo
tumorok fejlddésében. A daganatok ndvekedéséhez és terjedéséhez sziikséges oxigént és
tapanyagokat az 01j véredények biztositjak. Emellett az angiogenezis el6segiti a daganatsejtek
véraramba jutasat, novelve a metasztazisok kialakulasanak kockazatat. Az angiogenezis soran
megjelend angiogén faktorok jelentds szerepet jatszanak a tumoros folyamat elérehaladdséban,
a betegség klinikai kimenetelének meghatarozasaban, idében torténd diagnosztizalasaban és a
terdpiaban egyarant [1, 8, 9]. Eppen ezért fontos a teljes angiogenezis folyamat megismerése,
megertése. A vesedaganatok kialakuldsénak €s progressziojanak biologiai alapjainak megértése
lehetséget ad 1j, célzott kezelési stratégiak kidolgozasara, amelyek személyre szabott és
hatékonyabb terdpidkat eredményezhetnek. A megfeleléen torténd angiogenezis gatlasa,
megfékezheti a daganat novekedését és terjedését. A jelenleg alkalmazott terapiak is a
vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF), annak kapcsolodd receptorai, tovabba a
rapamycin emlds célpontja (mTOR) jelatviteli utvonalon alapulnak [1, 8, 9]. A tirozin-kinaz
inhibitorok (TKI), mint a sunitinib, a sorafenib, a temsirolimus, valamint az immun-adjuvans
bevacizumab jelentésen javitottak a klinikai eredményeket a randomizalt vizsgalatokban [10,

11]. A felsoroltakon kiviil azonban még szamos Gjonnan felfedezett molekula 1étezik, amelyek
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crer

(MDR), ami kritikus a sikeres terapia szempontjabol [12-14].

A vesedaganatokat érintd kockazati tényezok még nem teljesen feltartak, azok
alaposabb ismerete segithet a megeldzési stratégidk kialakitdsaban, csokkentve ezzel a betegség
eléfordulasat a populacioban. Eppen ezért a terapias szerek mellett a vesetumorok
kialakulasaban részt vevé patomechanizmusok, az azokat szabalyoz6 molekulak, faktorok
ismerete is nagy jelentséggel bir.

A mikroRNS-ek (miRNS) konzervalt, kis méretti (18-22 nukleotid), nem kdédoldo RNS-
ek, amelyek fontos szerepet jatszanak kiilonb6z6 molekularis tvonalakban a génexpresszio
szabalyozasa révén [15, 16]. Stabil mikrovezikulumokban, apoptotikus testekben vagy
membranmentes hordozokban eléforduld, a humén testnedvekben (vérplazma, vizelet, nyal és
sperma) megtalalhatd miRNS-ek diagnosztikai biomarker szerepet tolthetnek be, valamint
jelezhetik a daganatos betegségek prognézisat is [17, 18]. Aveta és mtsai (2023) egy
Osszefoglaloban bemutattak, hogy a humén veseszovetek miRNS expresszids mintdzata nagy
valosziniiséggel tarsithaté a rosszindulati vesedaganatok diagnosztizalasahoz, ugyanakkor a
human vizeletben mért miRNS-ek hasznosak lehetnek a joindulati vesetumorok, mint példaul
az onkocitoma megkiilonboztetésében [17]. A szakirodalom szerint néhany miRNS, mint
példaul a miR-3648, miR-489, miR-638, miR-3656, miR-3687, miR-25-5p, miR-21-5p ¢és a
miR-663b jelentds potencialis diagnosztikai értékkel bir a ccRCC esetében. Az azonositott
MiRNS-ek koziil sok az RCC tumorgenezisében részt vevé molekularis jelatviteli Gtvonalak
szabalyozasaval is 6sszefliggésbe hozhato [18].

A tumorgenezis tekintetében az is nagyon fontos, hogy a miRNS-ek képesek egyensulyt
teremteni a pro- és antiangiogén folyamatok kozott, és képesek modositani az angiogenezis
lépéseit [5]. Egyes miRNS-ek (miR-23a, miR-21 és a miR-17-92 Klaszter) pro-angiogén
tulajdonsagokat mutatnak, mig masok (miR-29b, miR-29c, miR-192) gatoljak az angiogenezist
[15, 16, 19, 20]. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a miR-210, amelyet hypoxia
szabalyozott miRNS-ként azonositottak, magasabb expressziot mutat RCC-ben [21]. Mas
tanulmanyok azt is igazoltak, hogy a VEGF negativ szabalyozojaként ismert, a miR-29b szintén
erdsebb expressziot mutat az RCC-ben. A miR-126 szintje Osszefiiggésbe hozhato a fo
angiogén markerrel, a VEGF-A-val, ezaltal kapcsolatba hozhaté a tumorgenezissel szdmos
daganat tipus esetében [3, 21, 22].

Az eddig megjelent szamos vizsgalat ellenére a vesedaganatokban feltart miRNS-ek
még nem eléggé ismertek ahhoz, hogy mar 6nmagukban is hatékony eszkdzként szolgaljanak

a vesekarcinoma diagnosztizalasdban, progndzisdban és terapids kezelésében.
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A vesedaganatok kialakulasat érinté angiogenezis, tumorgenezis folyamatanak
megértésén tul kiemelkedd kutatdsok zajlanak a terdpias lehetdségek javitdsanak terén.
Napjainkban egyre fokozottabb figyelem iranyul a természetes eredetii hatdéanyagok kiilonb6z6

A shikonin (5,8-dihidroxi-2-((1S)-1-hidroxi-4-metilpent-3-en-1-il)naftalin-1,4-dion),
egy természetes naftokinon vegyiilet, amelyet a kinai gyogynovény, a Lithospermium
erythrorhizon gyokereibdl izolalnak [12, 14]. Ez a novény vilagszerte megtalalhatd, azonban
legnagyobb mennyiségben Azsidban fordul el [23]. A shikonint tobb ezer éve széles korben
hasznaljak torokfajas, borkititések, kanyard, kelések és égési sériilések kezelésére [12, 24]. Az
ujabban megjelent tanulmanyok azt mutatjak, hogy a shikonin in vitro és in vivo is erds
sejtproiferaciot gatld hatast fejt ki szdmos human daganatos sejtvonalra, mikdzben minimalis
toxicitast mutat a nem rosszindulata human sejtekkel szemben [12, 25-28].

Kiilonb6z6 sejtvonalakat vizsgalva, a shikonin apoptozist, nekrozist vagy nekroptozist
indukal jelatviteli és molekularis célpontok szabalyozasaval, valamint hasonl6 hatékonysagot
mutat a gyogyszerérzékeny és a gyogyszer-rezisztens daganatos sejtvonalakkal szemben. A
shikonin apoptdzis indukal human tiid6 adenokarcindma sejtekben, valamint sejtinvazio és
sejtmigracio csokkentését idézi €16 human emlddaganat sejtek esetén [12, 14, 25, 28]. A
szakirodalom alapjan a shikonin altal kivaltott apoptdzist az AKT (Apoptdzis Szignal-Regulalo
Kinaz 1/p38 Mitogén-aktivalt Protein Kinaz (AKT/ASK1/p38-MAPK)) titvonal aktivalasa és a
ciklin-dependens kinaz inhibitor (p21) csokkenése eredményezi szamos daganat sejtben [25,
29-31].

Egyes tanulmanyok kimutattak, hogy a shikonin human glioblasztoma sejtekre kifejtett
hatasa @ MiIRNS expresszios profilok szabalyozasa altal torténik. Példaként emlitheté a miR-21
¢s a miR-155 [26]. A szakirodalomban alapjan a miR-21 szerepet jatszik a hepatocellularis
karcinoma, a tiid6-, a vastagbél- és a prosztatarak kialakulasaban és elérehaladasaban [32].
Szdmos human daganat tipusban a miR-155 fokozott expressziot és onkogén szerepet mutat,
valamint korabbi vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a miR-155 fontos szerepet kap a
vilagossejtes vesesejtes karcinoma progresszidjaban is [32].

A shikonin, mint potencialis terapids vegyiilet a vesekarcindma kezelésében, izgalmas
¢és érdekes téma lett; azonban a daganatos vese sejtekre gyakorolt hatasat és daganatellenes
mechanizmusat érint6 kutatdsok még nem teljesek.

Ahogyan mar emlitésre keriilt, a vesedaganatok tanulmanyozasa kiemelten fontos,
mivel ez a betegség jelentds egészségiigyi kihivast jelent vilagszerte. Mivel a vesedaganatok

gyakran tiinetmentesen alakulnak ki, és sok esetben csak elérehaladott allapotban keriilnek
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felismerésre, az ezzel a kérdéssel kapcsolatos kutatasok egyre nagyobb jelentéséggel birnak.
Az 1j diagnosztikai modszerek fejlesztése javithatja a betegek talélési esélyeit, valamint az )
terapias lehetdségek kidolgozéasa és a meglévo kezelési modok finomitasa révén novelhetd az
érintettek hosszutavu talélési aranya €s életmindsége.

A vesedaganatokkal kapcsolatosan végzett kutatasok nemcsak a tudomanyos ismeretek
bévitéséhez jarulnak hozza, hanem kozvetlen és jelentGs pozitiv hatassal lehetnek a betegek
¢letére és az egész tarsadalom egészségére egyarant.

Ezen tények és felvetések birtokaban kezdtem el kutatasaimat a vesedaganatok

patomechanizmusat, molekularis hatterét és terapiajat illetden.
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1. Célkitiizések

A vesekarcinoma végzetes kimenetele részben abban rejlik, hogy a betegség
diagnosztizalasara gyakran akkor kertil sor, amikor a daganat mar elérehaladott allapotban van,
vagy akar mar a metasztazis is megtortént. Napjainkban még nem teljesen allnak
rendelkezésiinkre olyan biomarkerek, amelyek segitségével a betegség nem-invaziv modon
lenne diagnosztizalhato, és igy a megfeleld kezelés idejében valo elkezdését kovetden ndvelné
a tulélés esélyét.

A MiRNS-ek expresszidos mintazata eltérhet a normal és daganatos veseszovetekben. Az
ilyen eltérések azonositasa lehetdséget adhat Uj diagnosztikai biomarkerek kifejlesztésére,
amelyek mar a korai stadiumban képesek azonositani a vesedaganatokat, javitva ezzel a betegek
prognozisat. Bizonyos miRNS-ek szintjének valtozasa 0sszefliggésben lehet a vesedaganatok
agresszivitasaval és a beteg talélési esélyeivel. Ezeknek a miRNS-eknek a vizsgalata segithet a
személyre szabott kezelési stratégiak kidolgozasaban. A miRNS-ek szerepének vizsgalata
lehetévé teszi, hogy jobban megértsiik a vesedaganatok kialakuldsanak és progresszidjanak
molekularis mechanizmusait iS. Ezen hattérinformaciok birtokdban a kutatasaink soran a
kovetkezo célokat fogalmaztuk meg:

e Célunk olyan specifikus mikroRNS-ek (hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p, hsa-miR-
181a-5p) azonositasa és szerepének feltarasa, amelyek befolyasolhatjak a vesetumorok
angiogenezisét.

e In silico target adatbazisok segitségével az altalunk vizsgalt miRNS-ek potencialis
célpontjainak azonositasa is a munkank részét képezte.

e Célunk volt az angiogenezis folyamataban szereplé célgének ¢és fehérjék
expresszidjanak vizsgalata az RCC-ben szenvedd betegekbdl szdrmazd tumoros és ép
veseszOvet mintakban.

e Statisztikai modszerek alkalmazasaval korrelaltuk a mikroRNS-ek expresszios
mintazatdt a rendelkezésiinkre 4all6 klinikopatologiai paraméterekkel, beleértve a
patologiai statuszt és a szovettani tipusokat is.

e Célunk volt a hsa-miR-15b-5p, a hsa-miR-99b-5p és a hsa-miR-181a-5p specifikus
angiogenezishez kapcsolédd célmolekulainak azonositasa és a miR-célmolekula

kdlcsonhatasok tanulméanyozasa.

A vesedaganatok kemoterapias kezelését illetden szamos olyan készitmény all
rendelkezésiinkre, melyek, ha az esetek tobbségében hatékonynak is bizonyulnak,

alkalmazasuk sordn szdmos mellékhatas jelentkezhet. Az egyik ilyen készitmény a sunitinib,
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melynek hosszutavi alkalmazasa toxicitasi problémat okozhat, emellett a szervezet képes
rezisztenciat kialakitani ellene. Eppen ezért egyre nagyobb figyelem irdnyul a természetes
eredetli hatdbanyagok vizsgalataira, melyek igéretesek lehetnek a daganatok kezelésében.

A shikonin, mint a vesekarcinoma egyik lehetséges jovébeli terapias lehetésége, a kutatasok
izgalmas ¢és érdekes témajava valt; azonban a vesetumoros sejtekre gyakorolt hatasat és
daganatellenes mechanizmusat eddig még nem vizsgaltak alaposan. Mindezen megfontoldsok

alapjan e névényi hatéanyaggal kapcsolatosan a kovetkezo célkitizések fogalmazddtak meg:

e Jelen tanulmany egyik célja volt annak vizsgalata, hogy a shikonin 6nmagaban képes-e
in vitro gatolni a human vesedaganat sejtek novekedését.

e Tovébbi szandékunkban allt vizsgalni a shikonin hatdsidt a human CAKI-2 és A-498
vesedaganat sejtvonalakra; valamint a shikonin altal kifejtett apopotikus hatas mogott
allo PI3K/AKT ¢és a MAPK/PI3K apoptotikus utvonalak vizsgalata az itvonalban részt
vevo célgének, célfehérjék vizsgalatan keresztiil.

e A korabbi tanulméanyok szerint egyes erds onkogén miRNS-ek, mint példaul a miR-21
és a miR-155 epigenetikai szabalyozast gyakorolhatnak a tumorok kialakuldsanak
folyamatara, ezért célunk volt a miR-21 és a miR-155 epigenetikai szerepének

vizsgalata a shikonin hatasara a human CAKI-2 és az A-498 vesedaganat sejtvonalakon.
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1. Irodalmi attekintés
I11.1. Vesetumorok

A vesetumorok, kiillondsen a vesesejtes karcinoma az egyik leggyakrabban el6forduléd
daganattipus az urologiai megbetegedések teriiletén. El6fordulasat tekintve az RCC az Gsszes
vesedaganatok koriilbeliil 85%-at teszi ki, el6fordulasi ardnya jelentds foldrajzi eltéréseket
mutat, a legmagasabb aranyokat Eszak-Amerikdban és Europaban regisztraltak. Evente
mintegy 400 000 uj esetet diagnosztizalnak vilagszerte, ezen beliil koriilbeliil 175 000 eset vezet
halalhoz. Eldfordulasa férfiaknal gyakoribb, az életkor elérehaladtdval novekszik,
leggyakrabban az 50-70 éves korosztalyban diagnosztizaljak [1, 33].

Hisztologiai szempontbdl jo- és rosszindulati daganatokat kiilonboztetiink meg.
Klinikai jelentdsége altaldban csak a rosszindulati daganatoknak van, melyek kozott az
adenokarcinoma a leggyakoribb, azon beliil is a vilagossejtes, a papillaris és a kromofob
vesedaganat [34]. A patologiai jellemzdk szerint a vesetumorok négy stadiumra oszthatok, a
kategorizalas a TNM rendszeren alapul, ahol a ,,T” betli a tumor méretére és elhelyezkedésére
utal, az ,,N” betli a nyirokrendszer érintettségét jelzi, mig az ,M” betll a metasztazisok
jelenlétérdl és tipusardl nyujt informacidt. A betiik utan szamokkal jelzik a beteg allapotanak

stlyossagat (1. Tablazat), [35].

1. Tablazat: A vesetumorok stadiumainak elnevezése [35]

Rovidités Meghatarozas
T Tumor stadium
Tx primer tumor nem beazonosithatd
TO nincs feltételezett primer tumor
T1 < 7cm, szervre lokalizalt
Tla <4 cm

T1b >4cm,de<7cm

T2 > 7 cm, de a vesére lokalizalt

T2a >7cm, de <10 cm

T2b <10 cm, de a vesére lokalizalt.

T3 A tumor betor a nagyobb vesevénakba és /vagy a perinefrikus zsirszovetet involvalja, de

a Gerota fasciat nem tori at.

A tumor betdr a nagyobb vesevénakba, és/vagy a peripelvikus zsirszovetbe, és/vagy betor

T3a a perinefrikus zsirszovetbe, de a Gerota fasciat nem haladja meg.
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T3b A tumor betor a vena cava inferiorba, de a rekeszt nem haladja meg.
T3¢ A tumor bfetér a vena cava inferiorba és meghaladja a rekesz szintjét, vagy beszliri a vena
cava inferior falat.
T4 A tumor attori a Gerota fascia szintjét és /vagy besziiri a mellékvesét.
N Nyirokcsomo stadium
NX Nincs észlelt nyirokcsomo attét
NO Patologiai feldolgozas soran nem igazolodott nyirokcsomo attét
N1 Regionalis nyirokcsomo attét igazolhatod
M tavoli attét
Mo nem észlelhetd tavoli attét
M1 tavoli attét észlelhetd

A daganat korképe tiinetszegény, az ugynevezett klasszikus triasz (deréktaji fajdalom,
véres vizelet €s deréktaji tapinthato terime) csak ritkan fedezhetd fel a betegekben, amennyiben
mégis, akkor az elérehaladott allapotra utal [36, 37]. A tumor a betegség barmely stadiumaban
képes biologiailag aktiv, hormonszerli vagy citokinszerli anyagokat termelni, amelyek
paraneoplasztikus szindroma kialakuldsahoz vezethetnek. Az ebbdl ad6do tiinetek, mint példaul
a hiperkalcémia, a Cushing-szindroma vagy a magas vérnyomas, azonban csak a betegek 20%-
anal fordulnak el [37]. Az attétképzodés igen gyakori, és a betegek jelentds szazalékanal mar
a diagnozis felallitasakor kimutathatok metasztazisok. Az attétek leggyakrabban a tiid6ben, a

csontokban és az agyban alakulnak ki [38].

I11.2. A vesesejtes karcinéma fajtai
I11.2.1. Vilagossejtes vesesejtes karcinoma (ccRCC)

A vilagossejtes vesesejtes karcinoma megkdozelitéleg a vesesejtes daganatok 70-80%-at
teszi ki, feltehetden a proximalis tubulus epithéliumabol ered [39]. A tiinetek észlelésekor a
nyulvanyokkal. Gyakran bocsat szatellita nodulusokat a kornyezetébe, betorve a vesevénakba
[39]. Makroszkoposan vizsgalva a szine a sargatdl a narancsszinen at valtozhat, gocosan
fellazult vagy bevérzett teriiletekkel és meszesedésekkel. Mikroszkdposan a tumorsejtek

vilagos, optikailag lires vagy granularis citoplazmaval rendelkeznek, eléfordulasuk sporadikus,
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viszont familiris formajat is megfigyelték (1. Abra) [40]. A daganat legjellemzébb genetikai
eltérése a 3-as kromoszoéma rovid karjan talalhatd VHL (von Hippel-Lindau)
tumorszuppresszor gén inaktivacioja [39]. Az autoszomalis dominans 6rokl6désii von Hippel-
Lindau betegségben szenveddknél a VHL gén hibas, ami szamos szerv daganatos elvaltozasat
okozhatja, és életiik soran folyamatosan ki vannak téve a ccRCC kockézatanak [41]. A

genetikai mutaciok fontos metabolikus utvonalak modosuldsat eredményezik, amelyek

e

crcr

sejtes valaszreakciot ellendrzi, amely optimalis oxigén- és vasszint esetén inaktivalodik. A
VHL komplex hidnyaban stabilizalodnak a HIF-a fehérjék, amelyek szamos ndvekedési faktor,
ideértve a vaszkularis endothelidlis novekedési faktor (VEGF), a vérlemezke-eredetii
novekedési faktor (PDGF) és a transzformald novekedési faktor-a (TGF-a) expresszidjat
fokozzak, tovabba szintén serkentik a gliikdz metabolizmust szabalyozd gének expressziojat.
A novekedési faktorok receptorukhoz kotédve angiogenezist és proliferaciot indukalnak, mig a
megndvekedett gliikoz metabolizmus eldsegiti a daganatos sejtek alkalmazkodasat a hypoxias
kornyezethez [40, 41]. A papillaris és kromofob sejtes vesekarcindmahoz képest a ccRCC
érzékenyebb a gyogyszeres kezelésekre, viszont ennek ellenére prognodzisa kedvezdtlenebb, az

Otéves tulélési arany megkozelitéleg 50% [40].
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1. Abra: A vilagossejtes vesekarcinoma szovettani képe (https://www.mypathologyreport.ca/diagnosis-

library/clear-cell-renal-cell-carcinoma/)

111.2.2. Papillaris vesekarcinoma (pRCC)

A vesesejtes daganatok masodik leggyakoribb altipusa a papillaris vesesejtes karcindma
(papillary Renal Cell Carcinoma: pRCC), kétoldali vagy multifokalis el6fordulasu lehet, a
vesesejtes daganatok 10-16%-aért felelds. Makroszkoposan vizsgalva a daganatban eléforduld
1éziok barnasvorosek, jol koriilhatarolt pszeudokapszula boritassal. Mikroszkoppal
megfigyelve papillaris vagy pszeudopapillaris strukturak taldlhatok, tovabba meszesedések,
nekrozisok és infiltralodott makrofagok figyelheték meg (2. Abra). A papillaris vesekarcinoma
szOvettanilag tovabb csoportosithato 1-es €s 2-es tipusra. Az 1-es tipust halvany citoplazmaju
tumorsejteket koriilvevé vékony papillak jellemzik, kis sejtmaggal rendelkeznek, &s
hematoxilin-eozin festéssel bazofilan festdnek. A 2-es tipusnal vastagabb papillak figyelheték
meg, melyek tumorsejtjei nagyobb sejtmaggal rendelkeznek, valamint eozinofil vagy granularis
festodést mutatnak. Az 1-es tipus jobb progndzisu, mig a 2-es tipus esetében a daganat altalaban
nagyobb atmérdji és gyakrabban képez attéteket [40].

Az 1-es altipus kialakulasaért az autoszomalis domindns oroklédést mutato, orokletes
papillaris vesekarcinoma szindroma (Hereditary Papillary Renal Cancer: HPRC) felelds, amely
gént érinti [41]. A MET gén egy tirozin-kinaz aktivitassal rendelkezd, t6bb alegységbdl alld
receptort kodol, amelynek a hepatocyta novekedési faktor (HGF) a ligandja [42]. A HGF
kotddése a MET receptorhoz elinditja a Foszfatidilinozitol-3-kinaz/Protein kinaz B/mTOR
(PIBK/AKT/mTOR) jelatviteli palyat, ami szabalyozza a sejtek ndvekedését, osztodasat, a
fehérjeszintézist, a riboszoma biogenezist, valamint a hirvivd RNS (mRNS) transzkripciot. A
kromoszdma rendellenesség kovetkeztében a MET receptor ligand nélkiil is képes aktivalodni,
melynek kovetkeztében a sejtosztodasi folyamatok ellendrizetlenill zajlanak, ami a tumor
kialakulasat eredményezheti [38].

A 2-es tipusi pRCC-t az orokletes leiomyOomatosis és vesesejtes vesekarcindma
(Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cell Carcinoma: HLRCC) okozza, amely a bor és a
méh leiomyomajaval tarsul. Ebben a betegségben az 1-es kromoszoman taldlhaté fumarat-
hidratdz gén (FH) érintett. Az érintett betegek kdrében beszdmoltak nonszensz és frameshift
mutaciokrol, valamint hibas splicingrol [40]. A hibas géntermék miatt a fumarat nem tud tovabb

alakulni, igy intracellularisan felhalmozodik, gatlodik a Krebs-ciklus, valamint az oxidativ
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foszforilacid sem megy végbe, szdmos metabolikus valtozast eredményezve. A csokkent AMP-
aktivalt protein kinaz (AMPK) szint tovabbi kovetkezményeket von maga utan, ugy, mint a p53
fehérje és a divalens fém-transzporter-1 (DMT1) expresszidjanak csokkenését [43]. A VHL gén
mutacidjdhoz hasonldan, ezek a folyamatok is a HIF-a fehérjék stabilizaciojahoz vezetnek.
Mindkét altipus familidrisan és sporadikusan is eléfordulhat, és az esetek egy részében

az emlitett gének mutacioi kimutathatok [44]. A kissejtes tipus prognozisa kedvezdbb, az 6téves

tulélési arany kb. 90%, mig a nagysejtes tipus esetében minddssze 60% [40].

2. Abra: A papillaris vesekarcindma sz6vettani képe

(https://www.sciencephoto.com/media/1184676/view/papillary-renal-cell-carcinoma-light-micrograph)

111.2.3. Kromofob vesesejtes karcinoma (chRCC)

A kromofob vesesejtes karcinoma (chromophobe Renal Cell Carcinoma: chRCC) a vese
rosszindulati daganatainak 5%-at alkotja, mindkét nemben egyforma gyakorisaggal fordul elo,
foként 60 éves kor koriil. Makroszkdposan kiilonalld, nagyméretii, barnds szinli daganatként
jelennek meg, mikroszkopos vizsgalat soran a sejtek jol elkiiloniilnek egymastdl, a
sejtmembranjuk tisztdn kivehetd, citoplazmajuk lehet tiszta vagy eozinofil. A sejtmagokat
gylirii veszi koriil, és eléfordulhatnak kettds sejtmagok is (3. Abra). A chRCC ritkan képez
attétet, és igen jo prognoézissal rendelkezik [40]. Jelent6s delécidk az 1., 2., 6., 10., 13. és 17.
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kromoszoman figyelhetok meg. A 17. kromoszoma rdvid karjan talalhato delécio
kovetkeztében megfigyelhetd Birt-Hogg-Dubé (BHD) szindroma a bér joindulata elvaltozésai
¢és tiidéciszta mellett vesedaganatot is okozhat [41]. Az ebben a régidban kdzponti szerepet
jatszo tumorszuppresszor follikulin (FLCN) gén, amely egy konzervalt fehérjét, a follikulint
kodolja. A follikulin hidnya tobb koros metabolikus folyamatot idéz eld, noveli az mTORC1
komplex aktivitasat, ezzel kedvezve a tumor novekedésének, és fokozza a peroxiszoma-
proliferator-aktivalt-receptor-y koaktivator-lo. (PGC-la) aktivitasat is [41]. A sejtekben a
mitokondriumok szdmat novelve a PGC-1a felelds a reaktiv oxigéngyokok kialakuldsaért. A
sporadikus, nem BHD szindroma fiiggd kromofob vesesejtes karcindma esetében ritkan talaltak
eltéréseket az FLCN génben [40, 41, 45]. Prognodzisa kedvezd, az 6téves tulélési arany 90%
[40].

3. Abra: A kromofob vesekarcinoma szévettani képe

(https://www.mypathologyreport.ca/diagnosis-library/chromophobe-renal-cell-carcinoma/)

111.3. Joindulati vesekarcinoma fajtak
111.3.1. Onkocitéma
Az onkocitoma egy jo indulatu elvaltozas, a vesedaganatok 3-7%-at alkotja. A

gyljtocsatornak interkalaris sejtjeibdl alakul ki, jellemzdje a sok mitokondrium, a vilagos és
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finoman granulalt eozinofil citoplazma, valamint a centralisan elhelyezked¢ csillag alaku heg
[8]. Szamos tulajdonsaga megegyezik a kromofob tipussal, ami arra utalhat, hogy a kromofob

vesesejtes rak az onkocitoma malignus valtozata lehet [39].

111.3.2. Angiomiolipoéma

Egy joindulata daganat tipus, amely a mezenchimabol szarmaztathato, ultrahang és
Komputer Tomografia (CT) felvételek alapjan konnyen diagnosztizalhaté és nyomon
kovethetd. Eléfordulhat sporadikusan vagy a sclerosis tuberosa részeként, ez utobbi esetben
tobbgocu ¢és kétoldali elhelyezkedésti. Klinikai jelentdségét a spontdn bevérzések adjak,
kezelése elsGsorban sebészeti, lehetdleg szervmegtartd miutéttel torténik. A sebészeti
beavatkozast korabban 4 cm feletti méret esetén javasoltak, jelenleg ezt a klinikai kép ¢és a
panaszok alapjan hatarozzak meg. Sclerosis tuberosa esetén gyogyszeres kezelésként az mTOR

gatlo (everolimus) terapia alkalmazott [46].

I11.4. A vesetumorok diagnosztizalasa

A regisztralt vesedaganatos esetek az elmult 3 évtizedben folyamatosan emelkedtek,
ami a modern képalkotd diagnosztikai eljardsok megjelenésének, fejlodésének ¢és
elterjedésének koszonhetd. A korai diagnozist szamos tényezd neheziti, igy altaldban mar
eldrehaladott stadiumban keriil sor az észlelésre, amikor mar a metasztazisok (foként tiidoben
¢és csontokban) tiineteket okoznak [34]. Az egyik akadaly, hogy a vesesejtes karcinoma
sokféleképpen jelentkezhet, sokdig tiinetmentes lehet, és a megjelend tiinetek nem specifikusak.
Hianyoznak a korai felismeréshez és prognozishoz sziikséges biomarkerek, a rutin hasi
ultrahang vizsgalatok is csak az esetek 0,04%-aban mutatjak ki daganat jelenlétét [39, 47, 48].

A vesekarcinoma jelenlétére az un. ,klasszikus triasz” (fijdalmatlan véres vizelet,
tompa deréktaji fajdalom, és tapinthato hasi terime) utalhat [34]. Mivel azonban ez csak az
esetek 10%-aban fordul el6, ekkor a betegség mar gyakran elérehaladott. Az esetek tobb mint
40%-aban egyik sem jelentkezik tlinetként, igy elmondhat6, hogy a fizikalis vizsgalatok,
valamint a rutin laboratoriumi vizsgéalatok igencsak kis szerepet kapnak a korai stadiumu
vesedaganatok észlelésében [39]. A nem invaziv diagnosztikai eljarasok egyre nagyobb
jelentdséggel birnak a vesekarcindma id6ben torténd diagnosztizalasaban. Egyre tobb uj
biomarker €s epigenetikai tényezd azonositasan dolgoznak, amelyek ismerete eldrelépést
jelenthet mind a korai diagnozis, mind a kezelés szempontjabol [48].
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I11.5. A vesetumorok kezelése

A diagnézis felallitdsa sordn, mint minden egyéb daganat esetében, egy szigora
kritériumrendszer alapjan hozzak meg a terapias dontést. Szamos modell all rendelkezésiinkre,
melyek segitségével meghatarozhaté a daganat TNM besoroldsa, Fuhrman statusza, tovabba a
vaszkularizaciot és a posztoperativ talélést is prediktalni lehet [49]. A lokalizalt tumorok
eltavolitdsa sebészileg torténik teljes vagy részleges nefrektomia alkalmazéasaval. A
metasztatikus tumorok csak részlegesen tavolithatoak el sebészileg, a lokalisan kezelt tumorok

a késobbiekben tjra megjelenhetnek [50].

111.5.1. Szervre lokalizalt kezelés

A vesetumorok elsd vonalbeli kezelése sebészeti uton torténik. A T1 stadiumu
vesekarcindma kezelése soran térekednek a szervmegtarté miitétre, vagyis a veserezekciora,
amely soran a sebésznek minden esetben igyekezni kell, hogy a daganatos rész eltavolitasakor
minél kevésbé karositsa az ép szoveti allomanyt. A sikeres beavatkozds eredményeként a
betegek miitét utani vesefunkcidja jobb, mint a radikalis veseeltavolitason atesett betegekeé,
mikdzben az onkologiai kimenetel megegyezik [51].

A részleges nefrektdmidk esetében magasabb a vérveszteség és a szovodmények aranya,
hosszl tavon a T1 stadiumu betegek esetében a sikeres beavatkozas elonyds lehet [52].

A T2 stddiumu vesetumorok esetében a bevett modszer a radikalis veseeltavolitas
(nefrektomia), amennyiben lehetdség van ra, a szervmegtartd miitét alkalmazasa. Ahogy a
veserezekciok esetében, a nefrektomia soran sem allapithatd meg szignifikdns onkolodgiai
kiilonbség a kiilonbozo tipusu eljarasok kozott, mégis a gyakorlatban a laparoszkopos és robot-
asszisztalt radikalis nefrektomia a leggyakrabban alkalmazott eljaras [52].

A lokélisan eldrehaladott (T3) esetekben a radikélis nefrektomia az alapvetd
beavatkozas, azonban a daganat stadiumatol fliggden sziikség van kiegészitd beavatkozasokra
is, mint példaul mellékvese eltavolitds, retroperitonedlis nyirokcsomod disszekcid, vena cava
inferior rezekcid és a tumor thrombus eltavolitasa [53].

Abban az esetben, melyben a beteg miitétre alkalmatlan alternativ beavatkozasok koziil
kell vélasztani, melyek tobbsége még jelenleg is csak kisérleti stadiumban van. Kisméretii
tumorok esetében a tumor ablacid az egyik valaszthatd alternativ eljaras. A tumor ablécio

torténhet mikrohulldmti vagy radiofrekvencids eljarassal, tovabbd a daganatos szdvet
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fagyasztassal torténd roncsoldsa (krioablacio) is szdba johet. Szovettani biopsziat kdvetden
minharom modszer elvégezhetd laparoszkoppal asszisztalt modon [54, 55].

A nem operalhatdo Tla és T1b stadiumi daganatok esetében gyakran alkalmaznak
szterotaxias sugarkezelést, amely sordn nagy erdsségli energiat sszpontositanak a daganatos
teriiletre [56]. Az ugyancsak mitétre nem alkalmas T3 és T4 stadiumu daganatok kezelése soran
gyakran alkalmaznak szelektiv vagy részleges artéria renalis embolizaciot, hogy csokkentsék a

beteg fajdalmait [46].

111.5.2. A metasztatikus tumorok kezelése

Amennyiben a vesedaganatnal kialakult a metasztazis, multidiszciplinaris, a beteg tiineti
kezelésére irdnyuld kezeléseket alkalmaznak, azonban a teljes remisszidban ritkdn lehet
reménykedni. Oligometasztatikus daganatoknal citoreduktiv nefrektomia elvégzése javasolt,
mig a tavoli attétet képz6 daganatok esetében (tiid6, maj, csont) az érintett szerv eltavolitasa
javitja jelentOsen a beteg hossza tava talélését [57], [58].

A metasztazist képzo vesetumorok kezelésében a klasszikus kemoterapia alkalmazasa
nem javasolt, azonban napjainkban egyre tobb biztatd eredmény van az ugynevezett célzott
terapiak kifejlesztésében és alkalmazasaban. A célzott terapidk koziil kiemelendd az tirozin-
kinaz inhibitorok, az mTOR inhibitorok, valamint a monoklonalis VEGF gatl6 antitest terapia
alkalmazasa [59].

111.5.2.1. Tirozin-kinaz inhibitorok

A VHL gén hianya és ennek egyik kovetkezménye a pro-angiogén hatassal rendelkezd
vaszkularis endothelialis novekedési faktor megnovekedett transzkripcidja. A VEGF
receptorok célzott terapiaja a hagyomanyos citokin terdpidval szemben hatékonyabbnak
bizonyul. Ilyen célzott terapidban alkalmazott FDA (Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyez6
Hatosag: Food and Drug Administration) 4ltal jovahagyott hatéanyagok a sorafenib, sunitinib,
pazopanib, axitinib, cabozantinib, és a lenvatinib, melyek a tirozin-kindz aktivitassal
rendelkez6 VEGF receptorok 3 tipusat képesek gatolni [50]. A sunitinib és a pazopanib az els6k
kozott keriiltek jovahagyasra, mindkét készitmény alkalmazasa soran jelentds javulas volt
dokumentélhatd, progressziomentes tiléléssel; sunitinib esetében az interferont kapo csoporttal
szemben, pazopanib esetében pedig a placebo csoporttal szemben. A hosszutavl utan kdvetést
tekintve azonban egyik csoportnal sem volt megfigyelhetd szignifikdns kiilonbség [60].
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Mindkét hatdéanyagot elsOvonalbeli terapiaként alkalmazzak jo- és kozepes prognozisu
vilagossejtes vesekarcindmandl. A tirozin-kindz inhibitorok hosszu tava alkalmazasa soran az
esetek nagy részében rezisztencia alakul ki a daganatos sejtekben az adott készitménnyel
szemben, alternativ jelatviteli Utvonalak felerdsitése révén, példadul fokozott multidrog
rezisztens transzporter expresszio révén képesek csokkenteni a kemoterapias szer intracellularis

A masodvonalbeli terapiaban hasznalt axitinib és a cabozantinib alkalmazasat, melyek
a VEGF receptorok mellett mas tirozin-kinaz receptorokat is képesek gatolni, csak késébb
hagyta jova az FDA. Tobb klinikai vizsgalat is bizonyitotta, hogy ez a két kemoterapias szer
jobb hatast ér el, mint elddjeik, és bar az axitinib sulyosabb mellékhatasokkal bir, jelentos
javulas figyelheté meg azon esetekkel szemben, ahol a rezisztencia kialakuldsa miatt nem

torténik valasz [50].

111.5.2.2. mMTOR inhibitorok

Az mTOR a PI3K/AKT szignalizacids Utvonal végsé eleme, amely szamos effektor
molekulan keresztiil képes szabalyozni a sejtnovekedési és sejtproliferacios folyamatokat.
Terapiasan a rapamycin szdrmazék temsirolimust és everolimust alkalmazzak mTOR géatloként,
melyek az mTOR-kinaz doménjét gatolva leallitjak a sejtciklust a G1 fazisban, csokkentve a
daganatos sejtek osztodasat [62]. Rossz prognozisi RCC-ben szenvedd betegeknél a
temsirolimust els6vonalbeli terapiaként alkalmazzak, tirozin-kinaz terapiat kovetéen pedig
masodvonalbeli kezelésként az everolimus johet széba. Nem vilagossejtes vesekarcindma

crer

PI3K/AKT/mTOR tutvonal valamelyik pontjat érheti karosodas [60, 62].

111.5.2.3. Immunellenérzépont-gatlok (Immun checkpoint inhibitorok)

A daganatos sejtek képesek alkalmazkodni az immunrendszer védelmi
mechanizmusaihoz, képesek kitérni az immunrendszer ugynevezett effektor molekulai eldl. Ezt
ugy érik el, hogy csokkentik bizonyos molekulak, mint a tumor-asszocialt antigének, vagy az
MHC I és MHC 1I szintjét, valamint fokozzdk az immunszupresszalo citokinek és a
transzformald novekedési faktor B (TGFp) termelését [63]. A vesesejtes karcinoma esetében
ilyen modosult immunfolyamatok mikodnek. A célzott terapiakkal ellentétben az ,,immun-
checkpoint” inhibitorok egy, az egész szervezetet érint6, endogén immunvalaszt stimulalnak,
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¢s nem a daganatos sejteken fejtik ki hatasukat kozvetleniil. Az ,,immun-checkpoint”
inhibitorokat els6vonalbeli terapiaként alkalmazzak, mellékhatésaikat tekintve alacsony

toxicitasuak, és nem alakul ki elleniik rezisztencia [64].

I11.6. Jelatviteli itvonalak szerepe a vesedaganatok kialakulasaban

A sejten beliili szignalizacios tUtvonalak jelentds szerepet jatszanak a tumoros
tumorszuppreszorok regulécidja révén. Az ezen szignalizacios Utvonalakban részt vevo gének,
melyeket kiilonb6z6 genetikai és epigenetikai valtozasok befolyasolhatnak, terapias célponként

szolgalhatnak [48, 65].

111.6.1. PI3K/AKT szignalizacids utvonal

A foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) szignalizacios Gtvonal nélkiilozhetetlen szerepet
jatszik a sejtosztodas, a tulélés, a migracid, valamint az angiogenezis szabalyozasaban.
Miikodése soran foszforilaljak az inozitol-foszfolipidek gytirtiinek 3°- végen talalhat6 hidroxil
csoportokat, ezaltal foszfatidil-inozitol-trifoszfat (PIP3) szekunder hirvivé molekulat eléallitva
[66]. A protein-kinaz B, masnéven AKT molekuldk a PIP3 molekulakkal interaktalva
aktivalédnak, ezaltal megvaltoztatva szdmos olyan szubsztrat funkciojat, melyek a sejtek
Szamos tanulmanyban leirtdk, hogy a PI3K/AKT szignaliziciés utvonal elemeiben
bekovetkezett modosuldsok szerepet jatszanak a tumorok fejlédésében, tovabba
hozzajarulhatnak a kemoterapids és sugarterapids kezelésekkel szembeni szerzett rezisztencia
kialakulasdhoz. Az utvonal negativ szabalyozasat a PTEN tumorszuppresszor molekula végzi
(4.Abra) [67, 68].

Az eltér6 szerkezet, a felismert szubsztrat és az aktivacidos mechanizmus alapjan az
emlds sejtekben 1évé PI3K csalad tovabbi 3 osztilyba csoportosithatd, melyek koziil az elsé
osztalyba tartoz6 PI3K-ok jatszanak kiemelkedé szerepet a sejtproliferacios folyamatok
szabalyozasaban. Az aktivaciés mechanizmus alapjan az els6 osztalyba tartozé PI3K-kat két
alosztalyba lehet csoportositani: az I.A. alosztaly a receptor-tirozin-kinaz altal, az I.B. alosztaly
pedig G-fehérje kapcsolt receptor altal aktivalodik [68].

Az els6 osztaly PI3K-ok foszfatidil-inozitol (PI), foszfatidil-inozitol-foszfat (PIP),
valamint a foszfatidol-inozitol-bifoszfat (PIP2) altal aktivalodhatnak, in vivo a PIP2
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foszforilacigjabol keletkezik a PIP3 szekunder jeltovabbité molekula. Az aktivaciot kovetden
a receptor-tirozin-kinaz foszfotirozinjai révén kapcsolodik a PI3K molekula szabalyozo
alegységében 1évé SH2 (Src homolog 2) doménhez. Ennek kdvetkeztében a PI3K katalitikus
alegysége allosztérikusan aktivalodik, ami a sejtmembran intracellularis részén a PIP2-t PIP3-
a foszforilalja [68].

Az AKT szerin-treonin protein kinaz az egyik legfontosabb célpontja a PI3K-nak.
Harom izoformadja ismert, Aktl, Akt2 és Akt3, mindegyik rendelkezik egy pleksztrin homolog
doménnel, melyhez a PIP3 képes kapcsolodni. Az interakciot kovetéen az AKT molekula az
intracellularis membranhoz kotédik, ugyancsak pleksztrin homoldég doménen keresztiil,
tovabba egy konformacidvaltozas kovetkeztében két szabad foszforilacidés helye valik
elérhetdvé. Ezt a két helyet a PDK1 és az mTORC2 foszforildlja, aminek kovetkeztében az
AKT a sejtmagba transzlokalddik, ahol szubsztratjai altal gén szinten képes szabalyozni a

sejtosztodasi folyamatokat [66].
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4. Abra: A PI3K/AKT szignalizacios utvonalak [69]
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111.6.2. A PTEN szerepe a PI3K/AKT szignalizacios atvonalban

A foszfataz és tenzin homolog (PTEN) szerkezetét tekintve, ahogy az elnevezése is
mutatja egy foszfatdz molekula, melynek szubsztratjai lipidek és fehérjék egyarant lehetnek.
Lipid szubsztratja a PIP3 szekunder hirvivd molekula, melyet hidrolizalva PIP2 keletkezik,
ezaltal a PTEN-nek kulcsfontossaga szerepe van a foszfatidil-inozitol homeosztazisban [68]. A
PI3K/AKT tutvonal negativ szabalyozasaval a PTEN gatolja a sejtek novekedését, mikézben az
apoptotikus utvonalak iranyaba tolja a sejtciklust, vagyis tumorszuppresszor szerepe is van. A
PTEN a tumorszuppresszor p53 utan a masodik leggyakrabban mutal6d6 vagy hidnyzo gén. A
mutacio, illetve delécido mellett a PTEN sejten beliili szintje transzkripcionalis gatlasok és
aktivalasok altal is valtozhat, melyekért a poszttranszlacios modositasok, illetve a mikroRNS-
ek felelnek [67].

111.6.3. A VHL/HIF szignalizaciés titvonal

A hypoxia indukalt faktorok (HIF) a sejtek oxigénhianyos kornyezethez torténd
alkalmazkodasat teszik lehetdvé. Hatdsukat transzkripcids faktorként fejtik ki, késleltetik a
csOkkent oxigénszint okozta kéarosoddsok kialakuldsat, és ezzel egyidejlileg eldsegitik a
sértetlen sejtek regeneraldodasat, valamint a nekrotikus teriiletek eltavolitasat. A tumoros
teriiletek vaszkularizalasaval, a tumoros sejtek életben maradasanak szabalyozasaval a HIF-ek
hozzajarulnak a daganatok malignitasanak noveléséhez [70].

A HIF-ek a foszforilalt von Hippel-Lindau tumorszuppresszor fehérje altal
szabalyozottak (pVHL), amely megfeleld oxigénellatottsdg mellett a HIF-a alegység
proteoszomalis lebontasdban vesz részt. A VHL gén mutécidja vagy delécigja kovetkeztében
folyamatosan aktivalodnak a hypoxia-utvonalak, az ennek kovetkeztében felhalmozodott HIF-
ek novelik a tumor malignitasat [70].

A HIF transzkripcios faktorok hypoxia reszponziv elemekhez kotddve (HRE)
szabalyozzak a génexpressziot. A HIF-ek HRE-hez tortén6 kotddésének eredményeként egy
olyan széleskorli transzkripcids valasz jon 1étre, amely az apoptozist, a proliferaciot, a sejtek
novekedését és metabolizmusat, valamint az angiogenezist egyarant szabalyozza [71].

A heterodimer HIF fehérje egy oxigén-szenzitiv o alegységbdl, amely kizardlag
hypoxias koriilmények kozott van jelen, valamint egy hypoxias és normoxias koriilmények
kozott egyarant jelen 1€vo B alegységbdl épiil fel (HIF-B). A HIF o alegységébdl harmat
kiilonboztethetliink meg (HIF-10, HIF-20, HIF-3a), melyek egyarant a VHL fehérje célpontjai
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lehetnek [71]. Normoxias koriilmények k6zott a HIF-1a oxigén hatasara degradalodik, a prolil-
hidroxilaz (PHD) és a HIF-1 Faktor Inhibitor (Factor Inhibitor HIF-1: FIH) hidroxilalja a HIF-
la-t, amit a pVHL poliubiquitinal, ezaltal elésegitve a proteoszomalis degradaciot. A VHL gén
mutacioja vagy delécioja révén a HIF-a stabilizalodik, és a sejtmagba transzlokalodva a HIF-3
alegységgel heterodimert alkotva a p300/CBP transzkripciés ko-faktorok segitségével a

hypoxia valaszelemeket tartalmazd régiok promotereihez kotddve szabalyozza azok
expressziojat (5. Abra) [72].
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5. Abra: A VHL/HIF szignalizacios utvonal [73]

I11.7. A sunitinib alkalmazasa daganatos megbetegedésekben

A sunitinib egy tirozin-kinaz inhibitor, mely hatasmechanizmusat tekintve igen
szerteagazo, egyidejlileg képes gatolni a vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGFRa
PDGFRp), a vaszkularis endothelialis ndvekedési faktor receptorainak (VEGFR-1, VEGFR-2
VEGFR-3), tovabba a proto-onkogén KIT receptorok tirozin-kinaz aktivitasat, vagyis egyszerre
bir anti-tumor és anti-angiogenezis hatassal (6. Abra) [74].

Mivel a sunitinib hatassal van a tumor angiogenezisre, képes kozvetlentil gatolni a tumor

novekedését, emellett eldsegiti a tumorsejtek apoptotikus folyamatait, felerdsiti a

daganatellenes immunvélaszt, igy novelve a teljes talélés esélyét. Elsdsorban olyan a gasztro-

intensztinalis tumorok terapiaja soran alkalmazzak, melyek nem tavolithatok el mitéti uton

31



valamint amikor a tumor mar metasztazisokat képzett. Emellett a sunitinibet a pankreasz
neuroendokrin jellegii daganatai esetén, valamint a metasztatikus vesesejtes karcindoma
(mRCC) kezelésében is alkalmazzak [75]. Mivel tirozin-kinaz receptorokat a tumoros
szoveteken kiviill az ép szovetek is expresszalnak, hosszi tava alkalmazédsa toxicitasi

problémakhoz vezethet, emiatt a terapia intermittaléan alkalmazhat6 [59].

g

6. Abra: A sunitinib szerkezeti képlete (Www.medchemexpress.com)

I11.8. A shikonin szerepe a daganatterapiaban

Habar a sunitinib az egyik leggyakrabban alkalmazott kemoterapias készitmény, mely
az esetek tobbségében sikeresen noveli a betegek hossza tavu talélését, a nem tumoros sejtekre
val6 magas toxicitasa, illetve a tumorsejtek altal sunitinibbel szemben kialakitott rezisztencia
miatt nem minden esetben alkalmazhato [12]. Ebbdl kifolydlag az Gijabb terapias lehetdségek
kutatasa kiemelked6 fontossaggal bir.

A shikonin (5,8-dihidroxi-2-((1S)-1-hidroxi-4-metilpent-3-en-1-il)naftalin-1,4-dion),
egy természetes naftokinon vegylilet, melyet a kinai gyogyndvény, a Lithospermum
erythrorhizon gyokerébél izolaltak (7. Abra), [12, 14]. Ahogy az maér a bevezetésben is
emlitésre kertilt, a shikonint és szarmazékait évezredek Ota hasznaljak torokfdjas, borkiiités,
kanyar6, furunkulusok és égési sériilések kezelésére. Izolalasa napjainkban kromatografias
elvalasztassal, ultrahangos modszerrel és ultrahangosan asszisztalt ionos folyadék-szilard-
folyadék extrakcioval torténhet [12, 23, 24]. Szamos, human daganat sejtvonalon végzett
kutatas bizonyitja a shikonin in vitro és in vivo daganatellenes hatasait, mik6zben minimalis
toxicitast mutat az ép human sejtekkel szemben [12, 25-28]. A shikonin kiilonb6z6
daganatellenes hatasat igazoltak korabbi tanulmanyok, beleértve a proliferacio gatlasat, az
apoptozis indukalasat human tidé adenokarcinoma sejteken, valamint az invazio és migracio

csokkentését human emlédaganatos sejteken. A shikoninrél bebizonyosodott, hogy apoptozist,
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nekrozist vagy nekroptozist indukal kiilonb6zé sejtvonalakon, jelatviteli ttvonalak és
molekularis célpontok szabalyozasa révén [12, 14, 25]. Emellett az is ismert, hogy a shikonin
kiilonb6zé molekularis célpontokon keresztiill hat a karcinogenezissel 0Osszefliggd
folyamatokra, és erds sejtproliferaciot gatld hatassal bir még gyogyszer-rezisztens daganatos
sejtvonalakon is [25, 28]. Tovabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a shikonin apoptotikus
hatasan tul autofagias folyamatokat is aktival kiilonb6z6 daganatos sejtekben [12, 28-31, 76].
A shikonin altal kivaltott apoptdzis elsdsorban az AKT/ASK1/p38-MAPK jelatviteli Gtvonal és
a sejtciklus-fiiggd kinaz-gatld (p21) szabalyozasan keresztiil jon l1étre. Azt is kimutattak, hogy
human prosztatardk sejtvonal esetében a shikonin az apoptozist az ER stressz ttvonal és a

mitokondrialis apoptotikus Gitvonal aktivalasaval segiti el [25, 29-31].

OH O OH

OH O

7. Abra: A shikonin szerkezeti képlete (www.medchemexpress.com)

111.9. Tumorok angiogenezise

Az angiogenezis egy olyan folyamat, amely sordn a mar meglévd vérerek Ujakat
képeznek. Ez a fizioldgiai folyamat elengedhetetlen az embriondlis egyedfejlédés soran.
Felndttkorban nyugalmi 4llapotban marad, azonban bizonyos koriilmények kozott, mint példaul
a sebgyogyulas, az ovulacios ciklus vagy a terhesség ujra aktivalodik. Az angiogenezis azonban
olyan koros jelenségekkel is Osszefiiggésbe hozhato, mint példdul a daganatok kialakulésa,
ugyanis egy daganat nem lenne képes 1 mm?-nél nagyobb méretiire néni egy olyan érrendszer
kialakulasa nélkiil, amely szamara biztositja az oxigén és tapanyagellatast. Az angiogenezis

crer

amelyet szamos pro- és anti-angiogén faktor szabalyoz (8. Abra) [77, 78].
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8. Abra: Az angiogenezis folyamata [5]. Az angiogenezis folyamata soran az angiogén ingerek hatisara a mar
meglévo erekbdl 1) erek fejlddnek. Tumorokban a csokkent oxigénkoncentracio a HIF felhalmozodasat idézi eld,
ami a VEGF ¢és mas angiogén faktorok fokozott expresszidjahoz vezet. (). A pro-angiogén faktorok fokozott
expresszidja, beleértve a VEGF-A-t is, stimuldlja a VEGFR-2 receptorokat az erek endothél sejtjein (II). Ez a
pericitak bazalis membranrdl torténd levalasahoz vezet, melynek eredményeként az erek elongacié (I11) iranyitasat
végzb csucssejtek termelddnek. A szarsejtek szaporodnak és megnyulnak a hypoxias sejtek iranyaba (IV), és az 1j

véredényt a PDGFR-t expresszalo (V) pericitak stabilizaljak [5].

Az angiogenezis egyik legfontosabb tényezdje a VEGF-A. Ez a molekula egy hét tagbol
allo csaladba tartozik, amely magaba foglalja a Placentalis Novekedési Faktor (PIGF)-1 és -2,
a VEGF-B, a VEGF-C, a VEGF-D és a VEGF-E faktorokat. Mig a VEGF-A az angiogenezis
kulcs-szabalyozdja, a VEGF-C és -D elsésorban a limfangiogenezist szabalyozzak [78]. A
VEGF-A hatésa az endothelialis sejtekre intracellularis jelatvitel révén valosul meg, miutan
kotodik receptoraihoz (VEGFR-1 és VEGFR-2). A VEGFR-2 az angiogenezis f6 jeltovabbito
molekuldja, mig a VEGFR-1 negativ szerepet jatszik az angiogenezis szabalyozasaban azaltal,
hogy fenntartja a VEGFR-2 aktivacidjanak megfeleld szintjét. A VEGF-A, a VEGFR-2-n
az érrendszeri permeabilitast és az endothelialis progenitor sejtek (EPC) mozgodsitasat. A
VEGFR-1 kotodésén keresztiil a VEGF-A el6segiti a monocitak migraciojat, lehetové teszi az

endothelidlis progenitor sejtek toborzasat és noveli az NK sejtek adhézids tulajdonsagait. A
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VEGFR-3, a VEGF-C receptora sziikséges a vérerek kialakuldsahoz a korai embriogenezis
soran, de késobb a limfangiogenezis kulcsszabalyozojava valik [78].
A hypoxia hatasara csokken a HIF-a transzkripciés faktorok lebomldsa, ami

crer

érképzodését [71].

111.10. A mikroRNS-ek altalanos jellemzoi

A mikroRNS-ek konzervalt, néhany nukleotidbol all6 (~18-22), nem kodold endogén RNS
molekuldk, melyek fontos szerepet jatszanak kiilonb6z6 molekularis utvonalak
poszttranszkripcids szabalyozasaban. Az érett mRNS-ek 3’UTR régiojahoz kotddve a miRNS-
ek vagy megakadalyozzak a transzlacio végbemenetelét, vagy degradaljak az érintett mRNS-t,
¢s ezzel akadalyozzak a transzlaciot [47, 48].

Az egyes miRNS-ek akar 100 kiilonb6z6 mRNS szabalyozasaban vehetnek részt, mely
szabalyozas a sejtfunkciok széles spektrumat érinti [48]. Szerepet jatszanak szamos fiziologiai
¢s patologiai folyamatban, szabédlyozzdk a metabolizaciot, a sejtek ndvekedését,
metasztazis és az angiogenezis folyamataiban [47]. A miRNS-eknek kiemelked6 szerepe van a
tumorok kialakuldsdban, ugyanis amennyiben egy onkogén expresszidjat gatld miRNS
expresszios szintje lecsokken, vagy egy tumorszuppresszor gén expresszidjat gatld miRNS
aktivitasa emelkedik, daganatos elvaltozas alakul ki. A daganatok kialakulasaban, illetve
progressziojaban szerepet jatszo miRNS-eket onkomiR-eknek nevezziik [79].

A miRNS-ek mint biomarkerek is jelent6s elérelépést jelenthetnek az olyan daganatok
korai diagnosztizalasaban, tobbek kozott a vesetumorok esetében is, melyek tiinetei csak
késébben jelentkezhetnek, ezzel hozzajarulva a betegség korai felismeréséhez, a kezelések

id6beni elkezdéséhez, valamint a talélés noveléséhez [48]

111.10.1. A miRNS-ek biogenezise

A mMiRNS-ek endogén és exogén eredetiire oszthatok. A cellularis miRNS-ek tobbsége
endogén eredettl, atirasuk a sejtmagban torténik az RNS polimeraz II altal, amely egy tobb mint
500 nukleotid hosszusagu, hajtii alakt primer miRNS-t (pri-miRNS) hoz 1étre. Ez a splicing-on
atesett pri-miRNS rendelkezik poli-adenin ,,farokkal” és metil-guanin sapkaval, ami védelmet
biztosit az RNazokkal szemben. Még a sejtmagban, a pri-miRNS-t a Drosha RNaz II enzim
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annak kofaktoraval, a DGCR&8-cal hasitja, melynek kovetkeztében 65-75 nukleotid hosszasagu
prekurzor miRNS (pre-miRNS) jon 1étre, ami az Exportin-5/Ran-GTP komplexen keresztiil a
citoplazmaba transzlokalodik [48, 80]. A citoplazméaban a Dicer nevezetli enzim lehasitja a
hajtiikanyarrol a hurkot, egy révidebb, 19-23 nukleotid hosszusagu, dupla szali miRNS-t
l1étrehozva. Egy helikdz enzim a dupla szalit miRNS-t szétcsavarja, majd az igy mar egyszalt
mMiRNS-ek és az Argonauta 2 fehérje (Ago2) létrehozzak az ugynevezett RISC komplexet
(RNA-induced silencing complex — RNS indukalta csendesité komplex), mely a cél mRNS
3°UTR régidjahoz kapcsolodik teljes, vagy részleges komplementaritassal (9. Abra). Teljes
komplementaritas esetén a cél gén mRNS degradacidja, részleges komplementaritas esetén
pedig a fehérjeszintézis gatlasa kovetkezik be (9. Abra), [47, 48, 80].

A sejtekben eléforduld miRNS-ek extracellularis forrasbol is szarmazhatnak. A sejtek
kiilonb6z6 miRNS-eket tartalmazo vezikulakat bocsathatnak a test folyadék tereibe, mint pl. a
vér, nyal, vizelet vagy az anyatej. Ezek az endogén miRNS-ek képesek a vérben keringve tavoli

sejtekhez is elérni, ami egy miRNS medialt sejtek k6zotti kommunikaciot eredményez [80].
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9. Abra: A mikroRNS-ek biogenezise [81]

111.10.2. miRNS-ek szerepe a daganatok kialakulasaban

Mint mar kordbban is emlitésre keriilt, a miRNS-ek onkogénként vagy
tumorszuppresszorként viselkedve befolyasoljak a sejtek novekedését, differencidlodasat, a
sejtproliferaciot, az apoptdzist, valamint részt vesznek az angiogenezis, a sejtinvazio és a
metasztazis folyamataiban [48, 80]. Szamos tanulmany szamol be arrol, hogy az egészséges és

a tumoros szovetek, de akar a kiilonboz0 tipust vesedaganatok eltéréd miRNS profilt mutatnak
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[72, 80]. Az eltér6 miRNS expresszido okozoja, illetve kovetkezménye is Iehet a
karcinogenezisnek [47]. Szamos miRNS mutatott emelkedett expressziot vesedaganatos
mintakban, olyanok, mint a miR-210, a miR-155, valamint a miR-21, melyek emelkedett
expresszios szintjét a sejten beliili hypoxias mikrokornyezet idézheti el. Ezen miRNS-eknek
tobb olyan célpontja van, melyek a PI3K/Akt vagy a VHL/HIF szignalizaciés Utvonalban
helyezkednek el [79].

A miRNS-ek rendellenes expresszidja Osszefliggésbe hozhatdo a betegek teljes
tulélésével, a daganatok stadiumaval, a metasztazis kialakuldsaval, valamint a daganat
kigjulasaval [82]. Annak koszOnhetden, hogy a miRNS-ek nem-invaziv modon akar

vérszérumbol vagy vizeletbdl is kimutathatok igen igéretes biomarkernek is bizonyulhatnak.

111.10.3. Néhany fontosabb miRNS
miR-21

Az onkogén jellegli miR-21 emelkedett expressziot mutat daganatos szovetekben, az
RCC altipusai koziil inkabb a cCRCC, valamint a pRCC expresszalja magasabb szinten [83]. A
miR-21 képes tovabb redukalni a hypoxia altal eleve csokkent pro-apoptotikus szignalizaciot,
szerepet jatszik az invazid és a metasztazis kialakulasaban a PDCD4 (programozott sejthalal 4)
szintjének csokkentésével. A PDCD4 hidnyanak kovetkeztében megsziinik az mTORCI,
eredményezi [82].

A miR-21 gatlasa révén a GO/G1 fazisban rekedt sejtek szama csokken in vitro a
megemelkedett p21 (ciklin-dependens kinaz inhibitor p21) és MAPK szintjének kovetkeztében.
Egyes irodalmak szerint a PTEN ¢és a tumorszuppresszor pS3 gén is a miR-21 célpontja lehet
[83]. Az RCC-ben szenvedd betegek miR-21 szintje negativ korrelaciét mutat a taléléssel, a

legtobb esetben a kiemelked6en magas miR-21 szint elérehaladott stadiumra utal [82].

miR-155

A miR-155 az egyik legjobban tanulmanyozott miRNS, létfontossagi szabalyozo
szerepet tolt be szdmos fizioldgiai folyamatban, ideértve a hematopoetikus vonal
differencialodasat, az immunvalaszt ¢és bizonyos gyulladésos folyamatokat. A megemelkedett

mMIiR-155 szint dsszekapcsolhatd a hypoxias mikrokornyezettel. Szamos gén szabalyozasaban

38



részt vesz, melyek koziil kiemelendé az apoptotikus hatast kivalto TPS3INP1 (tumor protein 53
induced nuclear protein 1: TP53INP1). Habar a tumor mérete és a miR-155 expressziods szintje

kozott osszefiiggést figyeltek meg, ezen korrelacio a taléléssel nem kothetd dssze [47].

hsa-miR-15b

A hsa-miR-15b mikroRNS fontos szerepet jatszik a daganatok kialakulasaban ¢és
progressziodjaban. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a hsa-miR-15b részt vesz olyan
kiilonb6z6 sejtfunkciok szabalyozasaban, amelyek kritikusak a daganat kialakuldsaban, mint
példaul a sejtosztodas, apoptdzis, angiogenezis és a sejt migracidja [84]. Bizonyos
daganatokban onkogénként miikodik, eldsegitve a tumor novekedését és progressziojat, mig
mas daganatokban tumorszuppresszorként viselkedik, gatolva a daganatos sejtek
az antiapoptotikus Bcl2 (B-sejtes limfoma 2) fehérje szintjét, elosegitve ezzel a daganatos sejtek
pusztulasat. Szamos sejtproliferaciét szabalyoz6 génre van hatassal, overexpresszidja
fokozhatja a sejtosztodast, mig gatlasa csokkentheti azt, ami befolyasolja a tumor novekedését

[85].

hsa-miR-99b

A hsa-miR-99b-t szdmos tanulmany tumorszuppresszorként azonositotta, mivel
alacsony expresszidja 0sszefliggésbe hozhatd a daganatok novekedésével és progresszidjaval.
Kiilonboz6 daganatos sejttipusokban kimutattak, hogy a hsa-miR-99b expresszidjanak
kiilonbozé célgének szabalyozasara, amelyek szerepet jatszanak a daganatos sejtek
novekedésében és tilélésében. Az mTOR, mely szabalyozza a sejtnovekedést és -osztodast, a
hsa-miR-99b expresszidjanak csokkenése az mTOR aktivitasanak novekedéséhez vezethet, ami
elésegiti a tumor novekedését. A hsa-miR-99b-nek szerepe van a kemoterapiara vald
érzékenységben is, overexpresszidja novelheti a daganatos sejtek érzékenységét a kemoterapias

gyogyszerekkel szemben, mig a csokkent expresszidja rezisztenciat eredményezhet [87].
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hsa-miR-181a

A hsa-miR-181a funkcidja daganatfiiggd Ichet, bizonyos daganatokban
tumorszuppresszorként miikodik, mig masokban onkogénként viselkedik, eldsegitve a tumor
novekedését ¢és progresszidjat. Szerepet jatszik a sejtdifferencidloddsban ¢és mas
sejtfunkciokban is, amelyek befolyasoljak a daganatok viselkedését. A hsa-miR-181a
expresszioja Osszefiiggésbe hozhaté a hematopoetikus sejtek differencidlodasaval és
funkcidjaval. A hsa-miR-181a befolyasolja az angiogenezist, az 0j vérerek képzédését, amely
kritikus a tumorok vérellatdsaban és novekedésében, szabalyozhatja a VEGF és mas angiogén

faktorok expressziojat [88].
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IV.  Anyagok és modszerek
IV.1. A klinikai szovetmintak gyiijtése

Az angiogenezissel és a miRNS-ekkel kapcsolatos vizsgalatunk a Debreceni Egyetem
Urologiai Klinikajan, a 2021 és 2023 kozotti idészakban a vesetumorral diagnosztizalt és
miitétre érkezd betegekbdl szarmazd szovetmintakat (20-20 tumoros/ép) foglalja magaba. A
vizsgalatainkhoz hasznalt minték vétele a mitétet végzd urologus sebész altal makroszkoposan
tumorosnak itélt teriiletbdl tortént, az ép mintaparok pedig a még tumorosnak vélt teriilettdl
legalabb 3 cm tavolsagra lettek kimetszve a laparoszkdppal vagy nyilt mitéttel végzett rezekcio
soran. A vizsgalt betegcsoportban metasztazis nem volt azonosithatd, a mintdk mindegyike

primer tumorként lett azonositva.

IV.2. Sejtkulturak

Az in vitro kisérleteinket az A-498 és CAKI-2 human vesedaganat sejtvonalakkal
végeztiikk, melyek az American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD, USA)
gylijteménybdl szarmaztak. A sejteket Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)
tapkozegben tenyésztettiik, amelyet 10% FBS (fetal bovine serum) ¢és antibiotikumokkal (100
U/mL penicillin és 100 pg/mL streptomycin) egészitettiikk ki. Mindkét sejtvonalat 37 °C-on,

parasitott atmoszféraban, 5% CO2 mellett miikodd termosztatban tartottuk.

IV.3. Vegyiiletek

Az A-498 és CAKI-2 human vesedaganat sejtvonalakkal végzett in vitro kisérleteinkhez
a tirozin-kinaz inhibitor hatassal bir6 sunitinibet és a novényi eredetli shikonint hasznaltuk,
amely a szakirodalom szerint ugyancsak a tirozin-kinaz utvonal gatlasa révén fejti ki hatasat. A
shikonint (tisztasag > 98%) a Santa Cruz Biotechnology-tdl (Dallas, TX, USA) szereztiik be,
melyet DMSO-ban oldottunk, és porciok formajaban -20 °C-on taroltunk, majd a tovabbi in
vitro vizsgalatainkhoz ezt hasznaltuk. A shikonint és a sunitinibet a sejtproliferacios vizsgalat
esetében a 2,5 - 40 uM kozotti koncentracidban alkalmaztuk. A DMSO-t minden kisérletben
vivéanyagként hasznaltuk. A tovabbi, CAKI-2 és A-498 human vesedaganat sejtvonalakkal
kapcsolatos kisérletekben alkalmazott shikonin koncentraciot a sejtproliferacios gorbék szerint

optimalizaltuk (Iisd az Eredmények részben, 17. Abra).
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IV.4. Sejtproliferacios aktivitas detektalasa

A sejtproliferacios vizsgalathoz a Cell Titer Blue Assay-t (Promega, Madison, WI,
USA) hasznaltuk. A vizsgalathoz az A-498 és CAKI-2 sejteket (10%/sejt) 96-lyuku plate-ekre
helyeztiik, minden sejtet a teljes IMDM ndvekedési médiumban ndvesztettiink 24 ordval a
kisérletek el6tt. Masnap a médiumot eltavolitottuk, és helyette a vegyiileteket (sunitinib vagy
shikonin) novekvé koncentracioban tartalmazd médiumot hasznaltunk a dozis-hatés
analizishez. A kezelések utan a sejteket tovabb inkubaltuk a vegyiiletekkel 72 6ran keresztiil 37
°C-on, 5% CO2-t tartalmazé sejtinkubatorban. A sejtek életképességét 24 oranként mértiik, a
sejtekhez Cell-Titer Blue reagenst (Promega) adva, a plate-eket 2 6ran at inkubaltuk 37 °C-on
sejttenyészt6 inkubatorban. A fluoreszcencia intenzitast BioTek Plate Reader rendszer (BioTek,
Winooski, VT, USA) segitségével mértiik. Minden adat (sejtproliferacios aktivitas), amit az Y-

tengelyen mutatunk be, az 560/590 nm-en mért fluoreszcens intenzitas eredménye.

IV.5. A sejtek koloniaképzo képességének a vizsgalata

A koloniaképzddési sejtproliferacids vizsgalat arra alkalmas, hogy megvizsgéljuk egy
adott terapias szer csokkentheti-e a daganatsejtek koloniaképzddési képességét. A vizsgalatot
az A-498 és CAKI-2 sejteken végeztiikk el sunitinib és shikonin kezelés jelenlétében. A
sejtszuszpenziok elékészitése utan a sejteket 6-lyuku plate-re mértiik szét (3—5 x 102 sejt/well),
amit egy ¢jszakan at tartd inkubalas kovetett. Masnap a sejteket a shikonin (1-20 pM) vagy a
sunitinib (2,540 uM) kiilonb6z6 koncentracioit tartalmazé oldataival kezeltilk, mely
koncentraciokat a sejtproliferacios eredmények alapjan valasztottuk ki. A kontroll csoport
sejtjeit 0,01% DMSO-t tartalmaz6 médiumban novesztettiik. Ezt kovetden a sejteket 14 napig
hagytuk novekedni, a kezeléshez alkalmazott szert tartalmazé6 IMDM médiumot minden
harmadik napon frissre cseréltiik. A 14 napos inkubaciot kdvetéen a médium eltavolitasaval
allitottuk le a kisérletet, a sejteket dvatosan mostuk foszfat-pufferes sooldattal (Phosphate
Buffer Saline: PBS), majd ezt egy metanol: ecetsav (3:1 aranyu) oldattal torténd fixalas kovette.
Az igy fixalt sejteket 0,1% -os kristalyibolya oldattal festettiik (Crystal Violet, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

Minden 6 lyuku, kristalyibolyaval megfestett plate-rél fotot készitettiink, majd a
megfestett kolonidkat vizualisan megszamoltuk. A kolonidk spektrofotometriasan torténd

kvantifikalasahoz a sejteket 2%-0S natrium-dodecil-szulfat (Sodium-Dodecyl-Sulfate: SDS)
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oldatban reszuszpendaltuk, a reszuszpendalt oldat abszorbanciajat a Biotek plate - reader
rendszerrel (BioTek, Winooski, VT, USA) detektaltuk 96 lyuku plate-n.

IV.6. A Kkaszpaz-3 és -7 aktivitasanak vizsgalata

A kaszpaz-3 és a kaszpaz-7 aktivitast a Caspase-Glo 3/7 teszttel (Promega, Madison,
WI, USA) mértiik, a gyart6 altal eloirt utasitasoknak megfelelden. A vizsgalathoz a CAKI-2 és
az A-498 sejtek 10%/ml mennyiségnek megfeleld sejtszuszpenzioit 96-lyuku plate-ekre mértiik,
majd a kezeléshez a shikonint novekvo koncentraciokban (2,5-10 uM) alkalmaztuk. A kezelést
48 ora elteltével allitottuk le, majd friss médiumot mértiink a 96 lyuku plate minden egyes well-
jébe. Ezutan a sejteket 25 pL Caspase-Glo® reagenssel (a reagenst a kit tartalmazza) lizaltuk,
majd a plate-eket szobahdmérsékleten 30 percig razattuk. A lizatumbol 100 uL-t athelyeztiink
egy 96-lyuku (fehér szinii miianyag) plate-re, a lumineszcenciat BioTek plate-reader (BioTek,
Winooski, VT, USA) segitségével 490 nm-en mértiik.

IV.7. RNS izolalas és mindségének meghatarozasa

Az angiogenezis ¢s miRNS vizsgalatainkkal kapcsolatos mérésekhez, valamint az in
vitro vizsgalatainkhoz is teljes RNS-t izolaltunk. A vesetumoros szovettel végzett
vizsgalatainkhoz az RNS izolalasahoz a Qiagen RNeasy Mini izolalo kitet (Invitrogen, Life
Technology, Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk a gyartd6 protokollja szerint. Az RNS
Technologies, Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg. Amennyiben az OD260/280 arany 1,8
feletti jo0 RNS tisztasagot jelzett, az RNS-t tovabbi génexpresszids vizsgalatokhoz hasznaltuk.
Az RNS integritasanak vizsgalatat az Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) segitségével végeztiik. Ebben az esetben a 260/230 nm-es optikai denzitasnal
2,0 vagy nagyobb értéki RNS mintdkat megfelelének taldltuk a cDNS elkészitéséhez
alkalmazott RT-PCR reakciohoz és tovabbi QRT-PCR-el t6rténd génexpresszios elemzésekhez.

A molekularis biologiai vizsgalatok elvégzéséig az izolalt RNS mintékat -80 °C-on taroltuk.

IV.8. Az RNS izoldlasa a CAKI-2 és A-498 sejtekkel végzett in vitro vizsgalatainkhoz

A human vesedaganat sejtvonalakkal a shikonin kezelést kovetden tobb génexpresszids

valtozas mérését is elvégeztiik (NF-kB, p53, CXCR4, MMP-2, MMP-9, E-kadherin, BCRP1,
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ABCC6, ABCBI1 ¢és ABCBS). Ezen gének mRNS-szintl kifejezodésének elemzéséhez az A-
498 ¢és a CAKI-2 sejteket novekvd dozisu shikoninnal (2,5-10 uM) kezeltiik 24, 48 és 72 oras
inkubacios idétartamokon keresztiil, majd a NucleoSpin RNA/Protein kit (Macherey-Nagel,
tisztasagdnak meghatarozasa, valamint taroldsa az ,,Anyagok ¢és modszerek” IV.7. alapjan

tortént.

IV.9. Reverz-transzkripcio PCR (RT-PCR)

Az egyes mintakbol 250 ng RNS felhasznalasaval cDNS-t szintetizaltunk a Tetro cDNA
Synthesis Kit (Bioline, London, UK) segitségével, a gyartd Gtmutatdsai szerint. Az RT-PCR
reakciot 20 pl térfogatban végeztiik el véletlenszerli hexamerek hasznalataval (1. Melléklet). A
futtatdas minden alkalommal 35 ciklusbol allt (95 °C-on 15 masodpercig, 60 °C-on 30
masodpercig, 72 °C-on 10 masodpercig, és 72 °C-on két percig zajlottak a PCR 1épései). A

kontaminacio tesztelésére a reakcio RT-NTC-t is tartalmazott.

IV.10. A mikroRNS (miRNS)-ek expressziéjanak mérése specifikus stem-loop primerek
segitségével

A miRNS-elemzések elvégzéséhez az A-498 ¢s a CAKI-2 sejteket novekvod dozisu
shikoninnal (2,5-10 uM) kezeltiik 24, 48 és 72 oras inkubacios peridodusok alatt, majd teljes
RNS-t izolaltunk (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag). Az intracellularis miRNS-ek, a
miR-21 és miR-155 expressziojat miRNS-specifikus Universal Probe Library (UPL) proba
alapu stem-loop RT-qPCR modszerrel mértiik [89, 90]. A primereket és a qPCR vizsgalatokat
a Czimmerer ¢és mtsai (2013) altal kifejlesztett szoftver segitségével terveztiik. A tanulményban
hasznalt oligonukleotidok a 2. Mellékletben szerepelnek [90, 91]. A kvantifikacidés modszer két

1épésbdl allt:

e A miRNS-ek cDNS-re torténé atirasat miRNS-specifikus stem-loop-RT primereket
(500 nM, Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium) alkalmazva reverz
transzkripcioval végeztik el az erre alkalmas TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével a gyartd

leirasa alapjan.
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e A mIiRNS-ek kvantifikaciojat RT-gPCR-rel végeztilk, melyhez miRNS-specifikus
tervezett forward primert (100 nM, Integrated DNA Technologies), univerzalis reverz
primert (100 nM, Integrated DNA Technologies) és UPL probakat (#21, #155: 10 nM,
Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) hasznaltunk. A polimerizaciot a Taq
polimeraz (5 U/uL) és ANTP-k (2,5 mM), (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA)
tették lehetové.

A kvantitativ real-time PCR reakciokat minden alkalommal harom ismétléssel hajtottuk
végre a QuantStudio 12 K Flex qPCR miiszer (Applied Biosystems Waltham, Massachusetts,
USA) segitségével. A reakcio 10 pL végtérfogatban jatszodott le a kdvetkez6 protokoll alapjan:
95 °C-on 1 perc eldinkubalds, majd a PCR reakcido 40 cikluson keresztiil 95 °C-on 15
masodpercig és 60 °C-on 30 masodpercig tartott. A Cr értékek normalizalashoz a RNU43
referencia RNS-t hasznaltuk [89, 90].

IV.11. A miRNS-ek azonositasa TagMan assay alapi valés-idejii kvantitativ PCR-el,
statisztikai analizis

A szovetmintdkban mért miRNS vizsgalatainkat TagMan® assay (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) gRT-PCR segitségével végeztik. A vizsgalt mikroRNS-ekhez tartozo
komplementer DNS-t (cDNS) total RNS-bél (5 ng) szintetizaltuk TagMan® mikroRNS reverz
transzkripcids reagensek (Invitrogen, Life Technology, Carlsbad, CA, USA) és specifikus
reverz transzkripcios primerek (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) segitségével, a valos
ideji PCR-t pedig TagMan® probakkal hajtottuk végre a CFX-96 wvalés ideji PCR-
késziilékben (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) a kovetkez6 paraméterek mellett:
denaturacio 95°C-on 10 percig, majd a DNS polimerizacié 95°C-on 30 masodpercig tartott 40
ismétl6dé ciklussal, az annealing 1épések 60°C-on 1 percig zajlottak le. Minden assay-t 96
lyuku plate-en triplikdtumokban viteleztiink ki. Az alkalmazott hsa-miR-ekhez tartozo Cr
értékeket az SDS szoftver (v3.1.) alapjan kapott automatikus kiiszobértékek (treshold baseline
alapjan) beéllitasaval hataroztuk meg. A miRNS-ek normalizalasdhoz a veseszovetekben (€p €s
tumoros mintdkban egyardnt) stabilan expresszalodd6 RNUG6-ot hasznaltuk, az adatokat az R
statisztikai szoftver segitségével (v.2.14.0, Applied Biosystem, Foster City, Kalifornia, USA)
dolgoztuk fel. A triplikatumbol nyert Ct értékeket atlagoltuk és az RNU6 geometriai atlagdhoz
normalizaltuk, amelyet endogén kontrollként valasztottunk a geNorm27 és NormFinder

(Department of Molecular Medicine, Aarhus University Hospital, Aarhus N, Denmark) alapjan.
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A normalizalt expresszios értékeket logz (272¢T) formaban szamoltuk ki. A 36-nal nagyobb Crt

értékeket a detektalasi hatar alattinak tekintettiik.

IVV.12. Kvantitativ valés idejii PCR (qRT-PCR)

Az egyes angiogenezis markerek mRNS szinten torténd géneXpresszids vizsgalatdhoz
valos idejii qRT-PCR-t alkalmaztunk, melyhez az iTaqgTM Universal SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) elegyet hasznaltuk. A reakciot egy CFX-96
Real-Time miszerrel (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) hajtottuk végre, 20 pul
végso térfogatot alkalmazva: 10 perc eldmelegitéssel 95 °C-on, majd a PCR lancreakciok 45
ismétl6dé ciklusban 95 °C-on 15 masodpercig és 60-65 °C-on 1 percig zajlottak. Az
angiogenezis markerek azonositasahoz hasznalt oligdk szekvenciai a 3. Mellékletben taldlhatok
(ebben az esetben is minden reakciot harom ismétléssel végeztiink el). Ezt kovetden a relativ
mRNS expresszios értékeket a Ct értékek alapjan hataroztuk meg. A harom Cr értékek atlaga
a GAPDH Cp értékére lett normalizalva, amelyet endogén kontrollként valasztottunk. A
normalizalt MRNS expresszios értékeket a logz (272¢T) formaban szamitottuk ki.

Az angiogenezis markerek vizsgalatahoz hasznalt primerek szekvenciait a 3. Melléklet
foglalja Ossze. Az in vitro sejtes vizsgalatainkhoz alkalmazott primerek szekvenciai pedig a 4.
Mellékletben talalhatok.

IV.13. In silico miRNS analizis target és utvonal meghatarozashoz

A tanulmanyhoz kivalasztott hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p és hsa-miR-181a-5p
esetében in silico vizsgalatot végeztiink, amely soran az miRNS-specifikus célpontokat harom
adatbazis segitségével hasonlitottuk Ossze: miRDB, TargetScan ¢és Tarbase. Ennek a
folyamatnak a f6 célja az angiogenezis jelatviteli itvonalhoz kapcsolddo célfehérjék keresése
volt. Az adatbazis-sziirés eredményei alapjan azonositottuk az mMIRNS-célfehérje

kolcsonhatasokat, melyeket a célmolekulakhoz kapcsolodo jelatviteli tvonalalba soroltunk.

IVV.14. Az angiogenezis array Kivitelezéséhez sziikséges szoveti fehérje lizatumok
elkészitése

A vizsgélatainkhoz hasznalt 20 veseszOvetminta parok koziil 8-8 daganatos és

egészséges mintabdl fehérjét izolaltunk lizis pufferek (Lysis buffer 6 és Lysis buffer 17)
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segitségével extrahaltuk, melyek a Proteome profiler Human Angiogenesis Array Kit
(ARYO007, Bio-Techne, McKinley, MN, USA) készletben talalhatok. A mintakat 4°C-on 30
percig inkubaltuk és razattuk, majd 14 000 rpm fordulatszammal 5 percig centrifugaltuk. A
mintdk teljes fehérjetartalmat a Bradford-modszerrel hataroztuk meg. Az izolalas és
kvantifikalds soran a fehérje degradacié elkertilése érdekében a mintakat jégen tartottuk, majd
-80 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. Az array alkalmazasakor a Human Angiogenesis
Array készletében talalhatd membranokhoz 300 pg fehérje extraktumot haszndltunk. A
fehérjéket a Detection Antibody Cocktail oldattal (a kitben mellékelve) kevertiik 6ssze, majd
szobahOmérsékleten egy oran at inkubaltuk. A minta/antitest keveréket az array membranokra
helyeztiik, majd egy ¢jszakdn at 4°C-on inkubaltuk. Masnap az Osszes membrant haromszor
mostuk 1x mos6 pufferrel (Wash Buffer, a kitben mellékelve), majd Streptavidin-HRP-vel
szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk egy keverdvel ellatott asztali razokésziiléken (Biosan
Rocker-Shaker MR-1, Biosan, Riga, Lettorszag). Az inkubalas utan az array-eket egymast
kovetden haromszor mostuk mosé pufferrel, és a fehérje pontokat az array-hez mellékelt
kemilumineszcens reagens segitségével azonositottuk. A jel detektalasahoz a ChemiDoc
Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziiléket hasznaltuk. Az egyes duplikaltan
megjelend array foltok intenzitasi értékének meghatarozasat az Image Lab szoftver (5.2.1.
verzid, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) tette lehetévé az atlagolt intenzitas értékek alapjan az
atlagolt hattérjelet is figyelembe véve. Az egyes fehérje expresszidban valtozast mutatd értéket
a daganatos szovetmintak és az ép mintak 0sszehasonlitasaval kaptuk meg. Az Gsszes antitest

azonositasa és koordinatai az array- készletben mellékelt utmutatdban talalhatodak.

IV.15. Fehérjék detektalasa Western blot technikaval

A shikoninnal végzett kezelések soran célunk volt az egyes, altalunk tanulmanyozott
jelatviteli utvonalak célpont fehérjéinek azonositasa, amelyet Westren blot analizis segitségével
végeztiink el. Az A-498 és a CAKI-2 vesedaganat sejtvonalakat 5 pM shikoninnal kezeltiik 24,
48 és 72 oran keresztiil. A kezelés utan a sejteket PBS-sel mostuk és fehérje lizis pufferben (M-
PER, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) lizaltuk, amely proteaz- és foszfataz-
inhibitorokat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmazott. A sejtlizatum fehérje
mennyiségét Bicinkoninsav (Bicinchoninic acid: BCA) reagenssel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) hataroztuk meg. A mintakat 4x Laemmli pufferrel higitottuk és 95 °C-on
8 percig forraltuk. Minden alkalommal azonos mennyiségli fehérjéket (40 pg) vittiink fel 10%-
vagy 14%-0s natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélre, és elektroforézissel (SDS-PAGE)
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futtattuk. A fehérje lizatumokat molekulatomegiiknek megfeleléen valasztottuk szét a Precision
Plus Protein Kaleidoscope Standard marker (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
alapjan. A gélekrdl a fehérjéket egy polivinilidén-fluorid (PVDF) membranra (Millipore,
Burlington, MA, USA) transzferaltuk, majd a blottokat az 5. Mellékletben felsorolt specifikus
antitestek megfeleld higitasaival jeloltik. Az els6dleges antitestekkel valo inkubaciot torma-
peroxidaz (HRP)-jelolt anti-egér IgG vagy anti-nyl IgG masodlagos antitestekkel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) torténd inkubalas kovette. A jelet kemilumineszcens
technikaval detektaltuk. A vizsgalt mintak tobbségénél a savintenzitasokat B-aktin vagy
hipoxantin-foszforibozil-transzferaz (HPRT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) haztartasi
fehérjékre normalizaltuk. A pERK esetén a teljes ERK (Cell Signalling, Danvers, MA, USA)

jOhetett szoba, mint normalizalashoz hasznéalhat6 haztartasi fehérje.

1VV.16. Statisztikai analizis

Minden, sejtekkel kapcsolatos in vitro kisérletet legalabb haromszor végeztiink el. Az
atlagértékek kiszamitasa és generdldsa, a hozzajuk tartoz6 szoras, valamint a normalizélés
Microsoft Excel (Office Professional Plus 2016, Microsoft, Redmond, WA, USA) segitsé¢gével
tortént. A statisztikai szignifikanciat kéttényezds varianciaanalizissel (two-way ANOVA)
szamitottuk ki a GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
szoftvert alkalmazva.

A TagMan miRNA assay (Life Technology, Carlsbad, CA, USA) segitségével
kvantifikaltuk a hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p és a hsa-miR-181a-5p expresszids szintjeit.
A statisztikai elemzéshez kéttényezOs varianciaanalizist (two-way ANOVA) hasznéltunk,
melyet a Sidak tobbszords Osszehasonlitd teszttel végeztiink el a GraphPad Prism 9.5.1
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) szoftvert hasznalva.

A vesetumoros szovetekben vizsgalt egyes miRNS expressziok és a betegek patologiai
fokozata kozotti kapcsolatot haromféleképpen vizsgaltuk, azaz kiugro értékek (outlier-ek)
azonositasaval és anélkiil (az utobbi esetben a ROUT modszerrel, két kiilonbozo ,,outlier”
szinttel, Q = 1% és Q = 5% tortént). Minden adatcsoport esetében a valtozok (MIRNS-
expresszio és patologiai gradus) kozotti korrelacids egyiitthatot (r) a Spearman (nem
paraméteres) modszerével szamitottuk ki. A korrelacio pontossagat a korrelacios egyiitthato
95%-0s konfidencia intervalluméval jellemeztiik. Amennyiben a korrelacié statisztikailag
szignifikansnak bizonyult, linearis regressziot alkalmaztunk, és annak pontossagat a legjobban

illeszkedd egyenes koriili 95%-o0s konfidenciasavokkal vizualizaltuk. A 0,05 alatti p értéket
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statisztikailag szignifikansnak tekintettiik. A szignifikancia értékek az aldbbiak szerint lettek

csoportositva:

p > 0,05: a kiilonbség nem szignifikans

p <0,05-0,002: egy csillaggal ellatott szignifikancia (*)

p <0,0021 —0,00019: két csillaggal ellatott szignifikancia (**)

p <0,0002 - 0,00011: harom csillaggal ellatott szignifikancia (***)
p <0,0001: négy csillaggal ellatott szignifikancia (***%*)
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V. Eredmények
V.1. A betegek klinikopatologiai jellemzoi

Minden, a tanulmanyunkban hasznalt szovetminta (N=20) hisztopatologiai vizsgalatnak
lett alavetve annak érdekében, hogy a vesetumorok szovettani klasszifikacidja, a patoldgiai
gradusonként torténd elkiilonitése, valamint a mintdk TNM szerinti besoroldsa megtorténjen.
A patologus altal készitett leirasok, jelentések alapjan a tanulményban hasznalt mintak
szovettani szempontbol az alabbiak szerint voltak osztalyozhatok: 16 esetben (78%) ccRCC, 2
esetben (10%) pRCC, és 2 esetben (10%) pedig a chRCC szovettani tipusok lettek azonositva.
A hisztoldgiai tipuson beliil minden szévetminta a Fuhrman-fokozatok szerint lett elemezve: a
mintak 62,5%-at (13 minta) 2-es patologiai gradussal (alacsony fokozatu) osztalyoztak, 20%-
at (4 minta) 1-es gradussal (alacsony fokozatu), valamint a mintak 15%-a (3 minta) 3-as gradust
(magas fokozatl) mutatott. A vizsgalt veseszovetmintak koziil 8 minta (40%) férfi betegektol,
12 minta (60%) pedig ndi betegektdl szarmazott (2. Tablazat).

A daganatok a Nemzetk6zi Rakellenes Unid (Union for International Cancer Control:
UICC) altal készitett TNM stadiumbeosztasi rendszerével lettek osztalyozva, a szdvettani
tipusok a WHO kritériumai szerint lettek meghatarozva [92]. A tumorsejtek helyi invaziojat T
stadium alapjan értékeltiik, a nyirokcsomo allapotot pozitivként vagy negativként rogzitettiik.
A rovid vizsgalati idészak miatt a betegek utan-kovetésére nem volt lehetdség. A mintak
sebészeti eltavolitasat vagy kimetszését kovetden, szallitasig azonnal folyékony nitrogénbe
kertiltek, majd —80 °C-on taroltuk 6ket a tovabbi molekularis biologiai feldolgozasig. A betegek
klinikopatologiai adatai a 2. Tablazatban lathatok.

2. Tablazat: A tanulmanyban szereplé RCC betegek klinikopatologiai adatai

Mintaszam Nem Kor Szévettan Gradus TNM Miitét tipusa
1. nd 65 ccRCC 1 pT1lb Laparoszkopos Radikalis Nefrektomia
*2. férfi 56 ccRCC 1 pT1lb Nyitott Radikalis Nefrektomia
*3. férfi 73 ccRCC 2 pTla Laparoszkopos Veserezekcid
4, né 59 ccRCC 2 pTla Laparoszkopos Veserezekcid
5. nd 76 ccRCC 2 pTla Laparoszkopos Radikalis Nefrektomia
6. férfi 66 pRCC 2 pTla pNx Laparoszkopos Veserezekciod
7. néd 62 ccRCC 2 pTla Laparoszkopos Radikalis Nefrektomia
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*8. férfi 53 pRCC 2 pTla pNx Laparoszkopos Veserezekcio

*9. nd 74 ccRCC 2 pTla Nyitottt Radikalis Nefrektomia
10. férfi 46 chRCC 2 pTlb Laparoszkopos Nefrektomia
*11. nd 64 ccRCC 1 pT3a Laparoszkopos Radikalis Nefrektomia
*12. férfi 78 ccRCC 3 pTlb Laparoszkopos Nefrektomia

13. né 65 ccRCC 2 pTla Laparoszkopos Veserezekcid

14, nd 65 ccRCC 1 pTlb Nyitott Radikalis Nefrektomia
*15. nd 48 ccRCC 3 pT3apN1l Laparoszkdpos Radikalis Nefrektomia
16. nd 68 ccRCC 2 pTla Laparoszkopos Veserezekcid

17. nd 71 ccRCC 3 pT1lb Laparoszkopos Nefrektomia

*18. férfi 51 ccRCC 2 pTla Nyitott Radikalis Nefrektomia

19. férfi 53 ccRCC 2 pT1lb Laparoszkopos Radikalis Nefrektomia
20. férfi 64 chRCC 2 pTlb Nyitott Veserezekcio

ccRCC: clear cell Renal Cell Carcinoma — vilagossejtes vesesejtes karcinoma; pRCC: papillary Renal Cell
Carcinoma — papillaris vesesejtes karcinoma; chRCC: chromophobe Renal Cell Carcinoma — kromofob vesesejtes
karcindma; T1a: a tumor a szerven beliil helyezkedik el, mérete <4 cm; pT1b: a tumor a szerven beliil helyezkedik
el, mérete: 4-7 cm; pT3a: a tumor eléri a vesegyljtd ér agait, athatol a vesemedencébe, a perirenalis és/vagy
veseszinusz teriiletére, de nem haladja meg Gerota-fasciat; CCRCC: vilagossejtes vesesejtes karcinoma; pRCC:
papillaris tipust vesesejtes karcinoma; NO/MO: negativ nyirokcsomd statusz és nincsenek attétek; Nx/MX:
ismeretlen nyirokcsomo statusz; pN1: mikrometasztazisok vagy attétek az 1-3 axillaris nyirokcsoméban; *: az

angiogenezis array-hez hasznalt mintak.

V.2. Az angiogenezishez kapcsolodé miRNS-ek expresszidja

Annak feltarasara, hogy a miRNS-ek hogyan valtoznak a vesetumor progresszidja
soran, a hsa-miR-15b-3p, a hsa-miR-99b-5p és a miR-181a-5p expresszidjat a tumoros és ép
veseszovet mintakban a TagMan RT-gPCR segitségével analizaltuk. Ahogyan a 10. Abran is
lathato, a vizsgalt harom miRNS mindegyike jelentdsen alacsonyabb expresszidt mutatott a
daganatos mintakban a szomszédos ép szovetekhez képest (p < 0,05). A legjelentdsebb
kiilonbség az ép €s a tumoros mintak esetében a hsa-miR-99b-5p (p < 0,0001) és a hsa-miR-
180a-5p (p = 0,0090) expresszidjaban volt megfigyelheté (10. Abra).
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10. Abra: A miRNS-ek expresszidjanak elemzése a daganatos és parositott egészséges (normal) vesetumoros
szovetmintakban TagMan assay segitségével (N=20 minta atlaga). Endogén kontroll miRNS-ként az RNU6-0t
hasznaltuk a cél- miRNS-ek normalizalasahoz. A statisztikai elemzéshez kéttényez6s varianciaanalizist (two-way

ANOVA) és a Sidak t6bbszoros 6sszehasonlito tesztet alkalmaztuk (** p = 0,0090, **** p < 0,0001).

V.3. A vizsgalt miRNS-ek és a patolégiai gradusok kozotti osszefiiggés

A vizsgalt miRNS-ek expresszidjat a tumoros és az ép mintaparokban a betegek
patologiai statusza szerint elemeztiik. Mindharom vizsgalt miRNS esetében az altalunk vizsgalt
mintacsoportban statisztikailag szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a miRNS-ek relativ
expresszioja €s a patoldgiai gradusok kozott. A korrelacio €s a statisztikai szignifikancia akkor
mutatkozott a legszignifikansabbnak és legpontosabbnak, amikor az ,,outlier” azonositasahoz a
»Q”7 -t 1%-0s (kozepes ,agresszivitds”) érékkel valasztottuk (3. Tablazat). A linearis
regresszioval nyert eredmények megegyeztek a korrelacios elemzés eredményeivel (11. Abra).
A Spearman korrelacio szerint a vizsgalt miRNS-ekhez tartozo, a statisztikai szignifikancat
jelold p értékek a kovetkezok voltak: a hsa-miR-15a-5p esetében p=0,033, a hsa-miR-99b-5p
esetében p < 0,0001, a hsa-miR-181a-5p esetében pedig p = 0,0133 (11. Abra).
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A vizsgalt miRNS-ek expresszidja mindharom patoldgiai gradusban szignifikansan
alacsonyabb volt az ép kontroll parjahoz képest, a legjelentdsebb kiilonbséget (p < 0,05) a 2-es
¢és 3-as patologiai gradusokkal azonositott mintak esetében figyeltik meg. Megkdozelitdleg
legalabb haromszoros csokkenés volt megfigyelhetd a vizsgalt miRNS-ek expresszidjaban a
daganatos mintakban a szomszédos ép szOvetekhez képest a 3-as patologiai gradussal
azonositott mintak esetében. Az 1-es és 2-es patoldgiai gradussal azonositott mintdknal a hsa-
miR-99b-5p és a hsa-miR-15b-5p expresszidja harmadara csokkent a tumoros mintakban az ép
mintakhoz képest. A patoldgiai gradusokat tekintve, a hsa-miR-99b-5p (p < 0,0001) és a hsa-
miR-181a-5p (p = 0,0090) szignifikansan alacsonyabb expressziét mutatott a tumoros

mintikban, mint az ép mintaparokban (11. Abra, 3. T4blazat).
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11. Abra: A vizsgalt mikro-RNS-ek (hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p, hsa-miR-181a-5p) relativ expresszidja a
szovetek patologiai gradusahoz viszonyitva, nem azonositott ,,0utlierek” (@), 1%-kal azonositott ,outlierek”
(Q1%), 5%-kal azonositott outlierek (Q5%) esetében. Az abran a harom technikai ismétlés atlaga (= SEM) lathato

(az azonositott ,,outliereket” is figyelembe véve).
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3. Tablazat: A Spearman korrelacids analizis eredménye

has-miR-15b-5p

has-miR-99b-5p

has-miR-181a-5p

outlier 1%

r -0.397 -0.677 -0.479
95% CI -0.686 to 0.001 -0.847 to -0.382 -0.736 to -0.1
p 0.0449 0.0001 0.0133

outlier Q1%

r -0.565 -0.794 -0.479
95% CI -0.789 to -0.206 -0.911 to -0.558 -0.736 to -0.1
p 0.0033 <0.0001 0.0133

outlier Q5%
r -0.544 -0.794 -0.479
95% CI -0.782 to -0.168 -0.911 to -0.558 -0.736 to -0.1
p 0.006 <0.0001 0.0133

A Spearman korrelacios analizis eredményei a harom vizsgalt miRNS (miR-15b, miR-99b, miR-181a) relativ
expresszidja és a mintak patologiai gradusa (0-t0l 3-ig) kozotti 6sszefiiggés; r: a korrelacios egylitthato; Cl: a
konfidencia intervallum; Q: az ,outlier” szintje a kiugro értékek azonositasara (hamis kiugro értékek

azonositasinak megengedett maximalis esélye); p: a statisztikai szignifikancia szintje.

V.4. A vizsgalt miRNS-ek és nyirokcsomok kozotti korrelacio

A betegek tobbsége negativ nyirokcsomo-statusszal rendelkezett, a diagnosztika soran
attét nem volt észlelhetd. A késdbbiekben csupan egy betegnél irtak le regionalis nyirokcsomo
attétet (2. Tablazat), ebbdl kifolyolag nem figyeltiink meg korrelaciot a hsa-miR-15b-5p, hsa-

miR-99b-5p és hsa-miR-181a-5p kifejezddése és a nyirokcsomo statusz kozott.

V.5. Insilico miRNS target adatbazis elemzés

Harom kiilonb6z6 miRNS adatbazis in silico elemzését végeztiik el az angiogenezis-
specifikus célpontok keresése érdekében, beleértve a miRDB (https://mirdb.org/ - 2023.
november 2.), a Tarbase (https://dianalab.e-ce.uth.gr/tarbasev9/interactions - 2023. november
7.), valamint a TargetScan (https://www.targetscan.org/vert 80/ - 2023. november. 9.)
adatbazisokat.

Ezeknek az adatbazisoknak a segitségével a hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p és hsa-
miR-181a-5p potencialis célpontjait azonositottuk. A mindharom adatbazisban megtalalhato
célpontokat a 4. Tablazat szemlélteti. A Venn-diagram (12. Abra) a harom fent emlitett
adatbazisban talalt miRNS-ek leggyakoribb angiogenezis Utvonalhoz kapcsolddd célpontjait

mutatja. A talalatok szdmszerii dbrazolasaval az adatbazisok kozotti atfedések szamos olyan
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célpontot fednek le, amelyek szerepet jatszhatnak az angiogenezis folyamataban. Ilyen
célmolekulanak bizonyult a fibroblaszt novekedési faktor-1 (FGF-1), a Vaszkularis-
endothelialis novekedési faktor-A (VEGF-A), a Serpin peptidaz inhibitor-Al (SERPIN-AL), a
kiilonb6zé Matrix metalloproteinazok (MMP-0k), a Hypoxia-indukalhat6 faktor 1-alfa (HIF-
la), valamint a metalloproteinazok szoveti inhibitorai (TIMP-ek). A beazonositott
célmolekuldk teljes listaja a 6. Mellékletben talalhatd. A két vagy mindhdrom adatbézisban
kozos célpontok a 12. Abran talalhato szamok jelolik. Az adatbazis-elemzések szerint a hsa-
miR-181a-5p esetében 32 kozos célmolekulat talaltunk, beleértve a VEGF-et, a TIMP-eket és
az MMP-ket. Hasonldan, a hsa-miR-15b-5p esetében a keresésiink 21 validalt célmolekulat
azonositott, kozottiik relevansnak talaltuk a VEGF-et, FGF-1-et és FGFR-1-et. Emellett a hsa-
miR-99b-5p esetében a VEGF és a TIMP-ek kozdsen validalt célpontként kertiltek azonositasra
(12. Abra). Ezek az adatbazis elemzések arra utalnak, hogy mindhdrom vizsgalt miRNS

epigenetikai tényezOként részt vehet a veserak angiogenezisének patologiai folyamataban [17].

hsa-mfR-le-SD miRDB Targetscan
hsa-miR-99b-5p %
hsa-miR-181a-5p " ‘

/

~

Tarbase

12. Abra. TagMan RT-qPCR validalt miRNS-ek és az angiogenezis lehetséges célpontjai. Harom kiilonbozé
adatbazisban végzett elemzés soran az egyes miRNS-ek potencialis célpontjai keriiltek azonositasra. A Venn-
diagramban lathatok a vizsgalt miRNS-eknek az egyes adatbazisokban talalt targetjei, valamint a harom
adatbazisban kozos targetek szamszer(i abrazolasa. A mindharom adatbazisban megtalalhat6 targetek a 4.

Tablazatban talalhatok.
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4. Tablazat: Az adatbazis elemzés soran mindhdrom adatbazisban az egyes miRNS-ek azonositott specifikus

célpontjai
Adatbazis X e
i miRDB, TargetScan, Tarbase kozds targetek
miRNS

FGF2, RECK, SPRED1, AKT3, PTPN3, HIPK2, VEGFA, MYBL1,

hsa-miR-15b-5p PLXNA4, SOCS6, AMOTLL, AMOT, FGF9, RORA, E2F7, LATS2,
UNCS5B, GLCE, RNF213, FGFR1, ACVR2A,

hsa-miR-99b-5p MBNL1, AGO2, VEGFA, TIMP2

S1PR1, PROX1, ACVR2B, ATP2B1, UBP1, AKT3, IL1A, KLF6,

HSP90B1, ETS1, B4GALT1, MYBL1, KDM5A, RORA, RECK, E2F7,

hsa-miR-181a-5p PIK3R3, MAP3K2, MBNL1, ITGB8, SERPINE1, SRPK2, TIMP3,

HIPK1, MMP14, PTEN, FLT1, PDPK1, SIRT1, SPAGO, EGR3,
PIK3C2A,

V.6. Az angiogenezis array-el kapott eredmények értékelése

Az angiogenezis folyamataban szdmos olyan molekularis markert azonositottak,
amelyek szerepet jatszanak a vesetumorok kialakuldsdban. Munkank célja volt, hogy feltarjuk
a fo angiogenezis faktorok és az ezekhez kapcsolodd miRNS-ek kozotti kapcsolatot. Az
angiogenezis folyamatat érintd legfontosabb markerek szlirésére ,,proteome profil” analizist
alkalmaztunk. A sziirést parhuzamosan néhany ép és tumoros szévetmintaparon (8-8 minta)
végeztiik el az 6sszehasonlitas érdekében a Human Angiogenesis Array (ARY007, Bio-Techne,
McKinley, MN, USA) segitségével, mely fehérje profil elrendezése a korai angiogenezis
jelatviteli események tanulmanyozésara ad lehetdséget.

A kemilumineszcens detektalast kovetden az egyes pontok intenzitdsa mutatta az array-
en elhelyezett specifikus, immobilizalt antitestekhez kotodott fehérjék mennyiségét. Az
altalunk vizsgalt 8-8 egészséges €s daganatos vese szovetmintahoz kapott ,,fehérje pontok”
intenzitasat a Chemidoc Image Analyser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével
elemeztiik ki és kvantifikaltuk. Az oszlopdiagrammon az sszes vizsgalt 8-8 parositott tumoros
és ép veseszovetmintdk kombinalt eredményei lathatok (17./A Abra). Egy ép/ tumoros
mintaparhoz tartoz6 reprezentativ elemzést a 17./B Abra mutatja be. Az Gsszes, altalunk
vizsgalt 8-8 ép/tumoros mintdhoz tartoz6 membranokon detektalt eredményt pedig a 7.

Mell¢klet foglalja 6ssze.

56



3,000,000

Bl Normal

2,000,000
@ Tumoros

1,000,000

Atlagos Pixel Intenzitas

Normal Tumoros
0 [ oe T T (1]
Y X D 1) ' |
‘ : DHELEL]
[T} ee] 8] [ ] Hu . oy
L [
1 - Referencia pont 11 — Angiogenin (ANG)
2 — Coagulation Factor Il 12 — IGFBP-1
1 11 21 3 — Referencia pont 13 - Endoglin
2 6 13 | 16 | 17 || 19 4 - MMP-8 14 - IGFBP-2
— g 12 | 14 5 —Serpin E1 15 — Thrombospondin-1
| 417 6—DPPIV 16 - Endostatin
(s [8Tw] [1s] 2 7—MMP-9 17 - Endothelin-1
3 8 — Serpin F1 18 —uPA
9 — HGF 19 - FGF-1
Humén Angigenezis Array Koordindtak 10— TIMP-1 20 — VEGF
TNMmT e 2o RDI02 DE2R SARKRS 21 - Referencia pont

- mon® =

13. Abra. Fehérje expresszi6 analizis ép (normél) és tumoros human veseszoveteken a Huméan Angiogenezis Array
Kit segitségével. Az array ,,fehérje pontjait” a gyarto altal mellékelt felhasznalasi utmutatot kdvetve vizualizaltuk.
Az adatok a 8 normal és 8 tumoros minta atlagos intenzitasat mutatjak (A), valamint a fehérjék helyzetét egy

reprezentativ membranon a tumoros €s a szomszédos €p (normal) szovetmintak esetében (B).

Az angiogenezis array-ek alapjan kapott eredmények szerint az egyes angiogén
fehérjék, mint példaul az ANG expresszioja emelkedést mutatott a tumoros mintakban, mig az
MMP-9 expresszidja enyhe csokkenést jelzett. A tumoros szévetekben a TIMP-1 expresszioja
szintén enyhe csokkenést mutatott az egészséges mintakhoz képest. A fehérje array-k elemzése

alapjan az egyik legjellemz6bb angiogén marker, a VEGF nagyon alacsony expresszios szintet
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mutatott (Szinte nem is volt észlelhetd az expresszidja) az egészséges szovetekben, ugyanakkor

a tumoros mintakban a VEGF jelent6s expresszidjat figyeltiink meg (p = 0,0402).

V.7. Valés idejii qRT-PCR —rel kapott eredmények

Annak megbizonyosodasara, hogy a Human Angiogenezis array-el megfigyelt
valtozasok upstream vagy downstream szabalyozasbol erednek-e, valamint, hogy mintanként
megerdsitsiik a specifikus génexpressziot mRNS szinten, szekvencia-specifikus primer alapt
gRT-PCR analizist végeztiink. Mind a 20 parositott egészséges ¢és tumoros veseszdvetmintak
génexpresszios elemzését elvégeztiik a kovetkez6 génekre: VEGF-A, FGF-1, ANG, MMP-9,
TIMP-1. Vizsgaltuk a HIF-la, MMP-2, TIMP-2 expresszigjat is valos ideji qRT-PCR
segitségével. Az fiziologids és patologias angiogenezis folyamatok allapotjelzéi a vaszkularis
endothelialis novekedési faktor receptor-1 (VEGFR-1) és a vaszkularis endothelialis
novekedési faktor receptor-2 (VEGFR-2), mint alap angiogenezis markerek, szintén mérésre
kertiltek.

Az ANG, a VEGF ¢s a HIF-1a expresszidja szignifikansan emelkedett (p < 0,05) a
tumoros mintakban, és szignifikansan csokkent (p < 0,05) az ép szdveti mintaparokban (14-15.
Abra). A gRT-PCR és az angiogenezis array eredményeiben tapasztalt kis eltérés az
angiogenezis markerek szlirése sordn valdsziniileg a szliréshez hasznalt alacsony mintaszdmbol
adodhat.

Az FGF-1 és a VEGFR receptorok expresszidja szintén vizsgalatra keriilt, mivel
mindkét receptor részt vesz az RCC angiogenezisében. A valds idejii PCR elemzések
megerdsitették a Human Angiogenezis Array eredményeit, az FGF-1 downregulacidja volt
megfigyelhet6 a tumoros szovetekben, valamint a VEGFR-1, -2 és -3 receptorok kifejezodése

Gigy a tumoros, mint a szomszédos ép szdvetekben is a vizsgalt RCC esetekben (14. Abra).
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14. Abra. Az angiogenezis folyamatdban szereplé gének expresszidjanak vizsgalata az ép (normal) és tumoros
veseszovetekben: ANG (A), VEGF (B), HIF-1a (C) és FGF-1/VEGFR-1-2-3 (D-G) expresszidjanak elemzés a
vizsgalt mintakban (p = 0,0011 **).

Tovabba, az eredményeket a mintak patologiai gradusanak fényében vizsgalva, az RCC
mintdk magasabb HIF-la expressziot mutattak, mint az alacsonyabb patoldgiai gradussal
jellemzett ép mintak. Intenziv VEGF expressziot figyeltiink meg az alacsony gradusu (1-es és
2-es gradus) RCC mintak esetében, valamint a magasabb fokozata (3-as gradus) RCC
mintakban is (1-es gradus: p = 0,0014, a 2-es gradus és a 3-as gradus: p < 0,0001) (15. Abra).
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15. Abra. A VEGF és a HIF-1a expresszioja a vizsgalt tumoros és a szomszédos ép szovetekben patologiai gradus
szerint abrazolva. A statisztikai elemzéshez kéttényezdés varianciaanalizist (two-way ANOVA) és a Sidak-féle
tobbszords Osszehasonlitast végzo tesztet alkalmaztuk (1-es gradus: p = 0,0014, a 2-es gradus és a 3-as gradus: p
< 0,0001).
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Az MMP-k és TIMP-ek expressziojat illetden a kvantitativ RT-PCR eredmények tobbnyire
Osszhangban voltak a Human Angiogenesis Array eredményeivel. A génexpresszié elemzések szerint
az MMP-9 expressziojaban enyhe csokkenés mutatkozott, valamint novekedés volt megfigyelhet6 az
kapcsolodd TIMP-1 esetében a tumoros mintdkban a szomszédos ép szdovetekhez képest, ami
Osszefiigghet ezen fehérjék expresszidjanak az emelkedésével (16. Abra). Tovabba, ebben a
tanulmanyban vizsgaltuk az MMP-2 és TIMP-2 expressziojat, miszerint mindkét gén alacsonyabb
expressziot mutatott a tumoros szdvetekben, mint a szomszédos ép veseszovet mintakban (16. Abra).
Az MMP-2 (20./A Abra) és az MMP-9 (20./B Abra) nem mutatott szignifikéns kiilsnbségeket (p >
0,9999), azonban a TIMP-1 (*p = 0,0328) és a TIMP-2 (*p = 0,0371) expresszidjaban szignifikans
eltérés mutatkozott (20./ C-D Abra).
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16. Abra. Az MMP és TIMP expresszi6 elemzése human ép és tumoros veseszovetekben.

Ezen tanulmény célja volt az angiogenezis célpontok tanulmanyozasa, illetve ezen
célpontok valtozasanak, jelatviteli utvonalakhoz torténd kapcsolatainak feltdrasa a terapias
alkalmazasként szoba johetd vegyliletek, mint akar a hagyomanyos terdpias szerként hasznalt

sunitinib, vagy az egy¢b alternativ megoldasként emlithetd shikonin esetén.
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A kovetkezokben részletesen ismertetem a human vesetumoros sejteken a sunitinibbel

és shikonin-nal végzett in vitro vizsgalatok eredményeit.

V.8. A shikonin dézis- és idéfiiggé médon gatolja a sejtek proliferaciojat

A tanulmanyban két kiilonbozo, vilagossejtes vesedaganat sejtvonalat, az A-498 és a
CAKI-2 sejteket hasznaltuk a shikonin sejtproliferacié gatld hatdsanak vizsgalatahoz. A
shikonin hatasos dozisanak meghatarozasa az ,,Anyagok és modszerek™ I'V.4. fejezete alapjan
tortént. A 17. Abran lathato, hogy a shikonin antiproliferativ hatast mutatott az A-498 és CAKI-
2 sejtekre, és dozisfiiggé modon jelentdsen gatolta a sejtszaporodast (21./A, C Abra). A
shikonin hatékonysaganak Osszehasonlitdsa érdekében a sejteket a hagyomanyos terapids
szerrel, a sunitinibbel kezeltiik (21./B, D Abra). Az eredmények azt mutattak, hogy a shikonin
minddssze 24 ora elteltével, mar 2,5 uM koncentracional jelentésen gatolta az A-498 és a
CAKI-2 sejtek szaporodasat is. Azonban a sunitinib altal indukalt jelentds sejtszaporodas-gatlas
az A-498 sejtekben csak 20 pM koncentracional volt megfigyelheté (21./B Abra), valamint a
CAKI-2 sejtszaporodas gatlasat mar csak a 40 pM-nal és csak a vegyiilet alkalmazéasat kovetd
48 oraval késébb (21./D Abra) észleltiik. A shikonin gatlé hatisa az id6 elSrehaladtéval
fokozatosan novekedett, ami a shikonin vesesejtes karcindmara gyakorolt idofiiggd hatasat
jelzi. Az inverz mikroszkoppal (Nikon Eclipse TS 100, Melville, NY, USA) végzett morfologiai

megfigyelés szintén a shikonin rendkiviil kifejezett hatdsat mutatta mindkét sejtvonalon.
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17. Abra. A shikoninnal vagy sunitinibbel kezelt A-498 (A, B) és CAKI-2 (C, D) humén vesedaganat sejtvonalak
sejtproliferacios aktivitasa.

Ezt kdvetden a sejtek koloniaképzo, talélésiiket mutatd vizsgalatokat végeztiink abbol a
célbol, hogy megvizsgaljuk a shikonin gatlo hatasat a kivalasztott vesedaganat sejtek klonképzd
képességére. A proliferacios aktivitas vizsgalati eredményei alapjan a sejteket két hétig
novekvo dozisu shikoninnal (1-20 uM) és sunitinibbel (1-40 uM) kezeltiik, hogy teszteljiik és
Osszehasonlitsuk a shikonin és a sunitinib hatdsat a CAKI-2 és az A-498 sejtek koloniaképzd
képességére. Amint az a 18. Abran lathat6, a shikonin hatékonyan gatolta a koléniak képzddését
mindkét sejtvonalnak, ugy a CAKI-2, mint az A-498 sejteken (22./C, D Abra). A shikonin
koloniaképzodést gatld képessége hatékonyabbnak bizonyult az A-498 sejtek esetében, mint a
CAKI-2-ben. Az A-498 sejtek esetében a kolonidk szama koriilbeliill harmadara csokkent,
amikor 1 uM shikonint hasznéltunk a kontroll csoporthoz képest, és koriilbeliil nyolcszorosara
csokkent a 2,5 uM shikonin koncentracional. A CAKI-2 sejtekben a hatas csak 2,5 uM-nal volt
kifejezett (~hatszoros). A sejtszaporodasi vizsgalat eredményeivel 6sszhangban a shikonin
sokkal alacsonyabb koncentracional (1 uM) gatolta a daganatos sejtek koloniaképzddését, mint

a sunitinib, ami csak 20 uM-nal fejtette ki hasonlé hatasat a koloniaképzddésre (18. Abra).
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18. Abra. A CAKI-2 és A-498 human vesedaganat sejtek kolonia képzddésének gatlasa shikonin kezelés hataséra.
A 6-lyuku plate-re mért sejteket (A, B) sunitinibbel és (C, D) shikoninnal kezeltiik egyidejiileg. A 2% SDS
oldatban reszuszpendalt kolonidkat az abszorbancia értékek 570 nm-en torténé meghatarozasaval kvantifikaltuk
(E, F). A sunitinibbel és shikoninnal kezelt sejtek altal képzett koloniak kvantifikalasa a két kiillonboz6 sejtvonal

esetében az alabbi szignifikansnak jelolhetd értékeket kaptuk: ** p < 0,0021; *** p < 0,0002.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a shikonin dozis- és 1d6fliggd modon gétld hatast
fejthet ki a human CAKI-2 és A-498 vesedaganat sejtvonalak életképességére (18. Abra)

Mindezen tul a shikonin nagyobb mértékii gatlast mutatott az A-498 sejtek szaporodasara, mint
a CAKI-2 sejtekére.
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V.9. A shikonin iltal indukalt apoptézis a CAKI-2 és az A-498 human vesedaganat
sejtvonalakon

A shikonin és szarmazékai altal indukalt apoptdzist szamos mas sejtvonalon is
kimutattak. A kaszpazokat az apopt6zis kritikus modulatorainak tekintik [93]. Mivel a kaszpaz-
3 és -7 proteazok aktivalasa kulcsfontossagl az apoptotikus sejthaldlban; ezért a kaszpaz-3 €s -
7 aktivitasat a shikoninnal kezelt CAKI-2 és A-498 sejteken is vizsgaltuk. A shikoninnal térténd
kezeléseket kovetden azt figyeltiik meg, hogy 48 ora elteltével ezekben a sejtvonalakban a
kaszpaz-3 €s -7 aktivitasaban koriilbeliil hatszoros ndvekedést mutatott a kontroll sejtekhez
képest. Tehat a kaszpaz-3 és kaszpaz-7 aktivitas szignifikansan novekedett a shikonin kezelés

hataséara, a maximalis aktivitas 10 pM koncentracional tetézott (19. Abra).
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19. Abra. A shikonin a CAKI-2 és A-498 human vesedaganat sejtvonalak apoptézisara kifejtett hatasa (* p < 0,05)

A kaszpaz-fiiggd apoptozis altalaban befolyasolja mas fehérjék hasitasat is (példaként
emlithet6 a poli (ADP-rib6z) polimeraz (PARP)), ezért a PARP expresszidjat is elemeztiik a
shikonin kezelés hatasara [29]. Ahogyan azt a 20. Abra mutatja, a PARP szintjét Western blot
segitségével mértiik, ami szerint a PARP jelentdsen fokozott expressziot mutatott 24 draval a
kezelés utan, amely tovabb ndvekedett 48 ora elteltével a shikoninnal torténd kezelést kdvetden.
Az A-498 sejtekben a PARP expresszio koriilbeliil hatszorosara nétt, mig a CAKI-2 sejtekben
mintegy négyszeresére a kezeletlen kontroll csoporthoz képest (20./C, D Abra).
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20. Abra. Apoptotikus fehérjék expressziojanak vizsgalata a CAKI-2 és az A-498 sejtekben a shikonin kezelést
kovetden (5 pnM) Western blot technikdval. (A) Shikonin hatasa kiilonb6zd fehérjék expresszidjara az A-498
sejtekben. (B) A shikonin kezelés éltal érintett fehérjék expresszios szintje a CAKI-2 sejtekben. (C, D) Az
oszlopdiagramok mutatjak a fehérjék kvantifikalt eredményeit a B-aktin vagy tERK-hez viszonyitva (C: az A-498
sejtek a bal oldali oszlopban, D: a CAKI-2 sejtek a jobb oldali oszlopban) (* p < 0,05).

Az Wesern blot technikaval kapott eredmények kimutattdk, hogy a fokozott kaszpaz-3
¢s kaszpaz-7 szintek csokkent anti-apoptotikus fehérjeként funkcionaldé B-sejtes limfoma 2
(Bcl-2) szintekkel jartak egyiitt; azonban a proapoptotikus fehérje, a Bcl-2-asszocialt X-fehérje
(Bax) kifejezddésére vonatkozdan a shikoninnak nem volt észlelheté hatdsa a kezeletlen

kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva (20./A, E Abra).

V.10. A shikonin hatasa az apoptozisra és a tumorszuppresszor gének kifejezédésére

A Foszfatidil-inozitol 3-kinaz/AKT (PI3K/AKT) utvonal alapvetd szerepet jatszik a
fehérjeszintézisben és a sejtszaporodasban, emellett szabalyozo szerepet tolt be az apoptozisban
is. Ez az itvonal olyan faktorok altal aktivalodik, amelyek a PI3K-t indukaljak, ezzel aktivalva
az mTOR utvonalakat, ezért fontosnak tartottuk tanulméanyozni az utvonal célpontjainak
valtozasait a shikonin kezelést kovetben [94].

A human CAKI-2 és A-498 sejtvonalakban vizsgaltuk a PI3K és a foszforilalt-AKT (p-
AKT) fehérjék expressziojat shikonin kezelés hatasara (,,Anyagok €s modszerek” IV.15). A
Western blot elemzések alapjan a CAKI-2 sejtekben a PI3K és a p-AKT expresszios szintjének
novekedése volt megfigyelhetd, amely a kezelés utan 48 oraval érte el a legmagasabb szintet
(21./A Abra). Az A-498 sejtekben a PI3K expresszi6 folyamatos novekedést mutatott a kisérlet
soran, de a p-AKT fehérje szintjében egyértelmii csdkkenés volt megfigyelheté (21./B Abra).
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21. Abra. Az apoptotikus és tumorszuppresszor fehérjék expresszidjat mutatdo Western blot analizis a (A) CAKI-
2 és (B) A-498 human vesedaganat sejtvonalakban (* p < 0,05).

A Foszfataz és Tensin Homoloég (PTEN) mint multifunkcionélis tumorszuppresszor
gatolja a foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat (PIP3) sejten beliili expressziojat, valamint
negativan szabalyozza az AKT/Protein Kinaz B (AKT/PKB) jelatviteli titvonalat, emellett
megfigyelhetd, hogy fontos szerepet jatszik a shikonin altal indukalt apoptdzisban is [94].

A PTEN fehérjeszinten torténd kimutatasat human vesedaganat (CAKI-2 és A-498)
sejtvonalakon Western blot technikaval vizsgaltuk (,,Anyagok és modszerek” IV.15.). A 22./A,
B Abra eredményei szerint mindkét sejtvonal esetében mar igen koran jelentés csokkenést

figyeltiink meg a PTEN expresszigjdban, majd a kezelés id6tartama alatt enyhe ndvekedeést

tapasztaltunk.
A. B.
saioa WD W s —y T so: (D — — — T
25kDa 4 S SN A HPRT 25kDa VNGNS SRS SR — HPRT
0 24 a8 72 0 24 a8 72
PTEN (CAKI-2 sejtek) PTEN (A-498 sejtek)
1.59 1.5
8 4
£ 1.0 2 1.0
E 3
w '3
ZTE: 0.5- * % 0.5
E E *
* 5 *
zo * g *
0.0- 0.0-
0 24 48 72 0 24 43 72
Inkubalasi idé (6ra) Inkubalasi id& (ara)

22. Abra. A PTEN fehérje kimutatasa Western blot technikaval a human (A) CAKI-2 és (B) A-498 vesedaganat
sejtvonalakban (* p < 0,05)
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V.11. A MAPK/PI3K utvonalak szerepe a shikonin altal indukalt apoptézisban

A mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK-k) és a PI3K/AKT utvonalak kulcsszerepet
detektalasara, hogy a shikonin képes-e modositani az extracellularis jelatviteli kindzok (ERK)
altal szabalyozott jelatviteli utvonalakat, megvizsgaltuk a shikonin hatdsat a p44/42 MAPK
(tErk) foszforilacidjara. Ahogyan a 20. Abran lathatd, az A-498 és CAKI-2 sejtek esetében a
2,5 uM shikoninnal torténd 24 oras kezelése jelentés mértékben gatolta a foszfo-p44/42 MAPK
(pErk) expresszios szintjét a teljes p44/42 MAPK fehérje expresszios szintj¢hez képest. Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy a shikonin idofiiggdé moddon csokkentheti ezeknek a
fehérjéknek a foszforilacigjat.

Osszességében az eredmények azt mutatjak, hogy a shikonin az apoptotikus sejthalal
is utalnak, hogy a shikonin altal indukalt apoptozis a vesedaganat sejtekben feltehetdleg egy
mitokondrium-fiiggé tton keresztiil valosulhat meg [93].

A nuklearis faktor-kappaB (NF-kB) egy indukalhato transzkripcids faktor, amely a
sejtekben kozvetiti a jelatvitelt a citoplazma €s a sejtmag kozott. Az aktivalt NF-kB upregulalja
azoknak a kulcsgéneknek az expresszigjat, amelyek részt vesznek a tumor progresszidjaban €s
a metasztazis eldsegitésében [95]. Szamos tanulmany beszamolt mar a shikonin NF-kB DNS-
kotodési aktivitasat gatld hatasarol [96]. Ez a hattérismeret arra késztetett minket, hogy
megvizsgaljuk, vajon a shikonin gatolja-e az NF-xB expresszidjat az A-498 és CAKI-2
sejtekben.

A CAKI-2 és A-498 sejtekben a novekvo dozisu shikoninnal (2,5-10 uM) végzett 24,
48 és 72 oras inkubacids periodusokat kdvetden elvégeztiik az a NF-kB gén expresszidjanak
gRT-PCR-el torténd elemzését is. Ahogyan a 23. Abran lathaté, koriilbeliil 5todére csokkent az
NF-kxB mRNS expresszidja a shikoninnal kezelt A-498 és CAKI-2 sejtekben a kezeletlen
kontroll csoporthoz képest. A qRT-PCR adatokkal (23./A Abra) 6sszhangban az NF-kB fehérje
szintjének jelentds csokkenését (~kétszeres) észleltiik 48 ordnal a Western blot analizissel

(23./B-E Abra).
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23. Abra. A shikonin hatasa az NF-kB expresszidjara. (A) Az NF-kB mRNS expressziojat 48 éras shikonin
kezelést kovetden qRT-PCR-rel kvantifikaltuk. (B) A-498 sejtek és (C) CAKI-2 sejtek az NF-kB mRNS
expressziojat mutatjak a kezelt sejtekben a kezeletlen kontroll csoporthoz (DMSO) képest. (D, E) Az NF-«xB
fehérje expresszidjanak kvantifikéalt adatai a shikonin kezelést kovetéen (* p < 0,05, ** p < 0,0021 és *** p <

0,0002).

Célunk volt tovabba az NF-kB és az apoptdzissal kapcsolatos faktorok, mint példaul a
p53 kozotti Osszefiiggés vizsgalata, amelyek hatassal lehetnek a tumorgenezisre, és szerepet

jatszanak a sejtciklus szabalyozasaban, a kialakulé vagy mar meglévé gyogyszer-
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rezisztenciaban ¢és apoptozisban, valamint a gyakran eldforduld feln6tt vesedaganatok
progressziojaban [95].

A p53 expresszigjat mRNS szinten tanulmanyoztuk a CAKI-2 és A-498 sejtekben
shikonin kezelés hatasara (,,Anyagok és modszerek” IV.8.) gRT-PCR segitségével. A 24./A
Abra a p53 jelentds csokkenését mutatjia a CAKI-2 sejtekben (p < 0,05) a 24 6ras shikonin
kezelést kovetden. Az A-498 sejtekben a p53 expresszidjaban viszont enyhe csokkenés volt
kimutathatd 24 oras shikoninnal val6 inkubacio elteltével, mig 72 o6ras kezelés utan mintegy
haromszoros névekedés volt megfigyelhetd a kontroll sejtekhez viszonyitva (p < 0,05) (24./B

Abra).
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24. Abra. A p53 gén expresszidjanak elemzése a human (A) CAKI-2 és (B) A-498 vesedaganat sejtvonalakban (*
p <0,05).

V.12. A shikonin hatisa a multidrog-transzporter gének expressziojara

A multidrog rezisztencia (MDR) egyedi és kritikus pontot képvisel a gyogyszer-
rezisztencia kialakulasaban, stlyos terapias kovetkezményekkel jar, melynek lekiizdése még
mindig kihivas a tumorok kemoterapiaja esetén [97]. A MDR-ek fokozott expresszioja
multidrog rezisztenciat jelenthet a tumoros sejtek szamara, ugyanakkor a tumorsejt effluxanak
gatlasa hatékonyan novelheti a tumoros sejtek érzékenységét a kemoterapids szerekkel szemben

[97].
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Ezen megfontolasbodl volt célunk megvizsgalni a leggyakoribb multidrog-transzporter
gének (Breast Cancer Resistance Protein 1 (BCRP1), ATP Binding Cassette Subfamily C
Member 6 (ABCC6), ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1 (ABCB1), ATP Binding
Cassette Subfamily C Member 5 (ABCB5)) expresszidjat a shikoninnal kezelt A-498 és CAKI-
2 sejtekben. A shikoninnal torténd 24 6ras kezelést kovetden koriilbeliil kétszeres ndvekedést
figyeltiink meg a BCRP1 gén expresszidjaban tigy az A-498, mint a CAKI-2 sejtekben, amelyek
eléz6leg csokkent expressziot mutattak a kontroll sejtekben a 72 6ras shikonin kezelés utan
(25./A, B Abra). Szignifikans kiilonbségeket (p < 0,05) figyeltink meg a BCRP1 gén
expressziojaban mindkét sejtvonal esetében a 24 oras kezelést kovetden. Az ABCC6
expresszidja szignifikansan (p < 0,05) csokkent a 24 oras shikoninnal torténé inkubacid
elteltével az A-498 sejtekben, ami 72 6ra utan visszatért a kontroll szintre (25./A, B Abra). Az
ABCC6 transzporter gén expresszioja nem volt kimutathatd sem a kontroll, sem a shikoninnal
kezelt a CAKI-2 sejtekben. Az ABCBL1 expresszioja szignifikansan (p < 0,05) csokkent
mindkét sejtvonalban mar 24 o6raval a kezelés utin. Az ABCBS expresszidja szinte teljesen
lecsokkent a shikoninnal kezelt CAKI-2 sejtekben. Az A-498 sejtek ABCBS expresszioja 24
6ra utan kb. 50%-kal csokkent, majd a shikonin kezelést kovetéen 48 oraval majdnem

haromszorosara nétt a kontroll, kezeletlen A-498 sejtekhez viszonyitva (25./A, B Abra).
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25. Abra. Transzporter gének expresszidja a shikoninnal kezelt (A) CAKI-2 és (B) A-498 human vesedaganat
sejtvonalakban. A shikoninnal kezelt mintik expresszios szintjeit a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitottuk

(* p < 0,05).
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V.13. A shikonin hatasa az extracellularis matrix fehérjék expressziojara

A metasztazis Iépései soran sziikség van az extracellularis matrix (ECM)
alkotoelemeinek  proteolitikus  enzimek  altali  lebontdsara, ideértve a  matrix
metalloproteinazokat (MMP-k), mint f6 ECM-lebontdé enzimeket [98]. Mivel az MMP-k
expresszioja €és aktivacioja kritikus a sejtinvazidhoz sziikséges ECM lebontasaban, ezért a
shikonin hatasanak vizsgalatakor kitértiink a Kadherinek, valamint a C-X-C Motif Chemokine
Receptor 4 (CXCR4) és az MMP-k expresszidjanak elemzésére is.

Az RT-qPCR eredményeink azt mutattdk, hogy a shikonin kezelés szignifikdnsan (p <
0,05) csokkentette a CXCR4, az MMP-2, az MMP-9 és az E-kadherin expressziojat a CAKI-2
sejtekben (26./A Abra). A CXCR4, az MMP-2 és az E-kadherin kifejezddésének csokkenése
volt megfigyelhetd az A-498 sejtekben is (26./B Abra), azonban a CXCR4 expresszidjaban
mintegy kétszeres novekedést lehetett megfigyelni a 72 oras kezelés utan a kezeletlen kontroll
sejtekhez viszonyitva. Az MMP-9 enyhe névekedést mutatott mar alig 24 ora elteltével, majd

csokkent a shikoninnal torténd 48 6ra inkubaciot kovetden (26./B Abra).
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26. Abra. Az extracellularis matrix gének expresszioja a shikoninnal kezelt (A) CAKI-2 és (B) A-498 human

vesedaganat sejtvonalakban (* p < 0,05).

Az E-kadherin és CXCR4 expressziojat fehérje szintjén is elemeztiik. A CAKI-2 sejtek
esetében szignifikans csokkenést észleltiink az E-kadherin expresszidjaban, és minddssze
enyhe csokkenést a CXCR4 szintjében. A kezelés utan 72 oraval hirtelen jelentkez6 emelkedést
figyeltiink meg mindkét fehérje expressziojaban a 24 és 48 6ras mintakhoz képest (27./A Abra).
Az A-498 sejtekben az E-kadherin expresszidja szignifikans novekedést mutatott 24 ora
shikonin kezelés utan, azonban 48—72 6ra shikoninnal torténd inkubacid esetén az E-kadherin

expresszioja a kontroll sejtekben mért szint ala csokkent. A CXCR4 expresszidja mar 24 oraval
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a shikoninnal t6rténd kezelés utan szignifikdnsan csokkent, és nem mutatott novekedést a 48 ¢és

72 oras kezelés utan sem (27./B Abra).
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27. Abra. Western blot analaizis alapjan végzett extracellularis matrix fehérjék expresszidjanak vizsgalata a (A)
CAKI-2 és (B) az A-498 human vesedaganat sejtvonalakban a shikonin kezelést koveten. (A savok intenzitasanak
kiértékelése soran a shikoninnal kezelt mintakban mért savintenzitast viszonyitottuk a kezeletlen kontroll
mintakhoz (* p < 0,05)).

V.14. A shikonin hatasa a miR-21 és a miR-155 expressziojara

A mikro-RNS-ek (miRNS-ek) a kiilonb6z6 daganatokban onkogénként vagy
tumorszuppresszorként mitkddhetnek, és szabalyozhatjak a bioldgiai folyamatokat, beleértve a
sejtciklust és az apoptozist is [99]. Ahogyan a miR-155, tigy a miR-21 is onkogén miRNS-ként
szolgalhat, melyek széles korben fejezédnek ki kiillonb6zé human szovetekben, és szamos
daganat tipusban mutattak mar Ki a fokozott expresszidjukat. Feltehetéleg szabalyozzak a
sejtosztodast, a migracidt és invaziot, valamint gatolhatjak az apoptézist [32, 100, 101]. Ezen
irodalmi hattér alapjan kiilonosen érdekelt minket, hogy a miR-21 és miR-155 viselkedését
vizsgaljuk a CAKI-2 és az A-498 sejtekben a shikonin kezelés hatasara. A CAKI-2 és az A-498
sejteket 48 oran keresztiil shikoninnal kezeltiik, majd a kezelt és kontroll sejtekb6l RNS-t
izolaltunk, ¢és a miRNS-ek expresszids szintjét qRT-PCR segitségével vizsgaltuk. Az
eredményeket a 28. Abra prezentalja, mely szerint érdekes médon szignifikans véltozas nem

volt megfigyelhetd a vizsgalt miRNS-ek expresszids szintjében a kezelt sejtek esetében.
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28. Abra. A shikonin hatisa @ miR-21 és miR-155 expresszidjara az A-498 és a CAKI-2 human vesedaganat
sejtvonalakban. A vizsgalt miR-ek expresszios szintje QRT-PCR segitségével detektaltuk (A, B) A-498 és (C, D)
CAKI-2 huméan vesedaganat sejtekben.

Az eredmények leirasat kovetden ezek értelmezését, megbeszélését és ezzel kapcsolatos

kovetkeztetéseket szeretném bemutatni a kovetkezo fejezetben.
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VI.  Megbeszélés

Ahogyan az irodalmi részben mar emlitésre keriilt, a vesesejtes karcinoma (RCC) a vese
leggyakoribb daganata, az Osszes rosszindulatii daganatoknak kb 3%-at teszi ki, és magas
halalozasi rataval (40%) rendelkezik [1,2]. Az elmult néhany évben az RCC el6éfordulasa még
rohamosabban megemelkedett, ami a nem megfelel6 idében torténd diagndzis és terapia
eredménye. A vesetumorok jobb terapidja, progndzisa és eredményesebb klinikai kimenetele
érdekében a diagnosztikai értékii biomarkerek azonositdsanak nagy szerepe van. Az
angiogenezis kialakulasat jelz6 markerek ¢és ezeket befolyasol6 miRNS-ek potencialis
lehetéséget mutatnak ezen a téren mar a betegség kialakulasanak kezdeti stadiumaban is [6,
102-104]. Nemcsak biomarker szereppel birnak, de terapias célpontnak is tekinthetok, ami még
inkabb arra utal, hogy az ezzel a kérdéssel foglalkozd kutatasoknak a vesetumorok
diagnosztikaja és terapia szempontjabol mindenképpen jelentdsége van [1,2].

Ezen kulcsgondolatok megfogalmazasaval —szeretnék ratérni az eredményeim

értekelésére, megbeszélésére €s a kovetkeztetésekre.

Az angiogenezis egy Osszetett folyamat, amely magaban foglalja a kiilonb6z6 pro- és
antiangiogén faktorok szinkron aktivitasat [6, 102-104]. Létfontossagu szerepet jatszik az RCC
kialakulasaban és annak szovettani tipusait iS meghatarozza [102, 105, 106]. A vese
tumorgenezise soran kialakuld angiogenezis genetikai és epigenetikai szinten is szabalyozott
lehet [102]. A tumoros sejtekben egyes gének (VHL, PTEN, BAP1, MET, stb.) inaktivacioja
genetikai eltérések, mutaciok eredménye lehet. Az epigenetikai szinten kialakuld valtozasok
upregulalhatjdk ezen tumorszuppresszor géneket vagy éppen inaktivalhatja ezen gének
onkogén funkciodit, ami igen fontos szerepet jatszik a tumor fejlédésében tigy a korai, mint a
késdi stadiumban [102, 105, 106]. Az irodalomban az RCC angiogenezisének szabalyozasi
mechanizmusa még nem teljesen tisztazott. A diszregulalt angiogenezishez kapcsolodo gének,
az angiogenezishez kapcsolodd specifikus markerek és az ezeket szabalyozd miRNS-ek
azonositasa igen kulcsfontossagu a vesetumorgenezis teljes folyamatanak szabalyozasaban
betoltott szerepiik megértéséhez [104, 105]. Az RCC miRNS expresszios profiljanak ismerete
1) prognosztikai tényezOk meghatarozasara ad lehetséget, €s magyarazatul szolgalhat a
betegség kialakulasaban €s progresszidjaban szerepet jatszé molekularis mechanizmusokra [5,
22]. Az angiogenezis folyamataban részt vevo fontosabb gének egy vagy akar tobb miRNS

aktivitasaval is szabalyozhatéak [2]. Bar jelentdés szamu miRNS-t irtak mar le a
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szakirodalomban, azonban a miRNS expresszios profilok és az RCC patologias allapota vagy
prognozisa kozotti osszefliggést még nem sikeriilt teljesen igazolni [5, 19, 22].

A hsa-miR-15b-5p, a hsa-miR-99b-5p és a hsa-miR-181a-5p szerepe az angiogenezis
folyamataban még szintén nem teljesen tisztazott. A vizsgalatainkban tanulméanyozott 20-20
vesetumoros és az egészségesnek vélt, kontroll szovetként szolgald ép mintak alapjan kapott
eredményeink egyértelmiien azt mutattdk, hogy az Osszes vizsgalt mintdban a figyelmiink
kozéppontjaba keriil6 és vizsgalt miRNS-ek expresszidja szignifikansan csokkent a tumoros
szovetekben a szomszédos ép parokban mutatott expressziohoz képest. A miRNS-ek
expresszios szintje ¢és a betegek patologiai gradusa kozotti negativ korrelaciot a linearis
regresszids analizis is aldtdmasztotta. Osszességében véve a vizsgalt miRNS-ek mindegyike
alacsony expressziot mutatott az 6sszes patologiai gradusban (1-es, 2-es és 3-as gradusok).

A vizsgalt miRNS-ek mindegyikét kiilon-kiilon megvizsgalva azt talaltuk, hogy a hsa-
miR-15b-5p szignifikdnsan downregulalt. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak Kumar és
mtsai 2022-es jelentésével, amely szerint a nem-kissejtes tiidérakban (Non-Small Cell Lung
Cancer: NSCLC) diagnosztizalt betegek szoveteiben a miR-15a-5p szignifikans csokkenését
figyelték meg [107]. Kao és mtsai (2017) kimutattak, hogy a miR-15a kozvetleniil szabalyozza
a Programozott sejthalal ligand 1 (Programmed Cell Death-Ligand 1: PD-L1) expresszijat
rosszindulat pleuralis mesotheliomaban [108]. Mas jelentések alapjan a miR-15a
tumorszuppresszor szerepét is leirtak [107-110].

A daganatos veseszOvetmintakon végzett vizsgalatunkban a hsa-miR-99b-5p szintén
szignifikansan csokkent a vizsgalt ép mintakhoz képest. Ezek az eredmények Osszhangban
vannak Cui és mtsai (2012) vizsgalataival [4].

A hsa-miR-181a-5p-r6l korabban kimutattak, hogy 1étfontossagu szerepet jatszik a human
daganatos megbetegedésekben [111]. A jelenlegi tanulmanyban a hsa-miR-181a-5p elemzése
egyértelmii downregulaciét mutatott a tumoros mintakban, ami dsszhangban van azokkal a
korabbi tanulményokkal, amelyek a miR-181a-5p downregulaciojat igazoltak agressziv human
eml6- és vastagbélrakban, ahol a miR-181a-5p expresszidja az MMP-14 expresszios szintjével
forditottan korrelalt [111, 112].

Yulin Lai és mtsai (2024) kimutattak, hogy a miR-181a-5p upregulalt az RCC-vel
azonositott betegek mintaiban és a human vesedaganat sejtvonalakban, ami 0sszefiiggésben all
a sejtmigracioval, proliferacioval és apoptozissal. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a miR-
181a-5p onkogénként vagy tumorszuppresszorként milkodhet egy, vagy tobb jelatviteli

utvonalon keresztil kiilonboz6 tipust daganatokban [111, 112].
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Az angiogenezis egy tobblépcsds folyamat, amelyben egy angiogén inger hatdsara uj
vérerek fejlédnek ki a mar meglévo erekbdl [6, 111]. Ezenkiviil a csokkent oxigénkoncentracid
a HIF felhalmozodasat idézi eld, és a VEGF fokozott expressziojahoz vezet. A HIF, a VEGF,
a PDGF ¢és az FGF felhalmozodasa fokozott angiogenezissel és az RCC metasztazisaval jar [3,
22, 102, 104, 113, 114]. A VEGF-A molekula a VEGFR-1, a VEGFR-2 és a VEGFR-3-hoz
kotédve intracellularis jelatviteli mechanizmusokat kozvetit az endothél sejtekben. A VEGFR-
2 az angiogenezis folyamatara jellemzd receptor. Mig a VEGFR-1 gatolja az angiogén
folyamatokat, addig a VEGFR-2 az angiogenezist szinten tartja. A VEGFR-3, mint a VEGF-C
receptora a korai embrionalis fazisban vesz részt a vaszkularizacidban (29. Abra), [5].
Mindharom receptor expresszidja az altalunk vizsgalt mintakban mar 6nmagaban is olyan

eredmény, amely alatamasztja a kialakul6 angiogenezist [5, 20, 115].

[ : I : I : v : v

LU
P

' '
& L} . . L}
% . . .
mimm| < " % v H : H
hsa-miﬂ-ﬁbl =0 !~ Hypoxias ! Hypoxias ! Hypoxias ’
" sejtek ' sejtek L sejtek &
VEGF, ANG T g H : H : g
“**  -Angiogenezis ¥ ' . . a
-Proliferacié & H : ‘ e y \,J
“Tilélés : ' ' ' 4 Vv
: : : \ PDGF‘,‘% //7
H H . S P 4 p 4
- . VEGF 1 . : : === 5
R ¢ E. | : ' \3\)\ [
v ' " TGFB . : : \ R
p F1 . . ' . AN
RDGEB: ¢ ' ,. : | N
: ¢ o : / -
H ' &N H | y 4
LS . i Szarsejt ' F /_/
. ' ' R | H Y | y
Pe_rlmta ' i ] L i y | [‘,’
sejtek VEGFR2 : ! £\ : /4 \
N ;
: /—VEGFRZ N : © \

Bazélis
membran

Endotél
sejtek

'
tEndotelialis
Cstics sprogenitor sejt s

R R

ey

Angiogenik'us ér

29. Abra. Az angiogenezis folyamatanak szabalyozasa. Az angiogén ingerek hatdsara a mar meglévé erekbdl uj

rrrrrr

t is, stimulalja a VEGFR-2 receptorokat az erek endothél sejtjein (II). Ez a pericitak MMP-k altali bazalis
membranrdl torténd levalasahoz vezet, melynek eredményeként az erek elongacid (III) iranyitasat végzé
csucssejtek termelddnek. A szarsejtek szaporodnak és megnyulnak a hypoxias sejtek iranyaba (IV), és az 1j
véredényt a PDGFR-t expresszald (V) pericitak stabilizaljak [5]. (Ez az dbra mar az Irodalmi attekintésben is
bemutatasra keriilt. Ebben a fejezetben a vizsgalt miRNS-ek és angiogenezis faktorok kozotti kapcesolatat hivatott

bemutatni).
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A VEGEF expresszidja tovabbi angiogenezishez kapcsolddo gének, példdul MMP-k és az
MMP-ket gatlo fehérjék, a TIMP-1 és TIMP-2 expresszidjanak diszregulaciojat is eldsegiti (29.
Abra). A VHL/HIF1 vonalon torténd jelatvitel a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)
valaszelemkoto fehérje (CREB) szintjének novekedéséhez vezet. Ez egy olyan transzkripcios
faktor, amely a VEGF expresszidjanak elésegitésével fokozza a pro-angiogén miRNS-ek
expresszidjat [3, 5, 20, 115-119].

Az altalunk vizsgalt harom kiilonb6z6 miRNS adatbazisokkal torténé in silico elemzése
egyértelmilen olyan kozos célpontokat tart fel, amelyek Kulcsszerepet jatszhatnak az
angiogenezisben: a HIF-1a, a VEGF, a FGF-1, az MMP-k és a TIMP-ek (30. Abra) [120].
Vizsgalatunkban ezen célpontok expresszidjat kezdetben sziirés céljabol fehérje szinten csupan
néhany (8-8 ép/tumoros) mintan teszteltik, majd ezutdn az egyes gének expressziojat
mintanként mRNS szinten elemeztiik. A csokkent oxigén koncentracio elsésorban a HIF-1a
felhalmozodasat idézi eld, ami a VEGF-A fokozott expresszidjahoz vezet [5, 115, 117, 120].
Ezzel 6sszhangban, a vizsgalt human RCC mintakban szignifikans novekedést figyeltiink meg
a VEGF-A expressziojaban a tumoros szovetekben a szomszédos ép szovetmintakhoz képest.
Ez a novekedés korrelal a hasonld funkciot betoltd fehérjék, példaul az ANG fokozott
expresszidjaval, amely szintén intenziven hozzajarul a vesetumorok angiogeneziséhez [121].
Ezen torténések lehetnek elsdsorban a miRNS downregulacid f6 okai [112]. Majd a
downregulalt miRNS-ek, a hsa-miR-15b-5p, a hsa-miR-99b-5p és a hsa-miR-181a-5p
specifikus miRNS-célpont kolcsonhatasok révén feltehetdleg az angiogenezis késobbi
1épéseiben atvehetik az angiogenezis epigenetikai szabalyozasanak szerepét a korai, primerként
azonositott tumorokban, ahogyan feltehetdleg az altalunk vizsgalt esetekben is ez torténhetett
(30. Abra). Azt is feltételezziik, hogy a vizsgalt miRNS-ek valésziniileg angiomiR-ként
miitkodnek, elésegitve az angiogenezis elorehaladasat 0j erek képz6désén keresztiil [3, 16, 109].
Az 1s elképzelhetd, hogy mindharom vizsgalt miRNS specifikus kdlesonhatasba 1€p olyan erds
angiogenezis-induktorokkal, mint az ANG és a VEGF, ami 10j vérerek kialakulasahoz vezethet.
Ezen angiogén faktorok tovabba olyan kolcsonhatasba keriilnek az endothélidlis és
simaizomsejtekkel, amely lehetdvé teszi szamukra, hogy tovabb aktivaljak az angiogenezis
folyamatat, ujabb véredények keletkezésével, melyek tovabb fejlodnek és érett tubularis
struktirakat alakitanak ki (29-30. Abra), [5, 115, 118-120, 122]. A VEGF expresszios
mintazatat értékelve a vizsgalt mintdinkban, feltételezhetjiik, hogy leginkabb az upregulalt
VEGF lehet kulcsfontossagu szabalyozo az 10j erek képzodésében ¢és a miRNS-ek
downregulaciojaban [5, 115]. Chun-Yan Sun (2013) szerint a hsa-miR-15a feltételezett
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tumorszuppresszorként hat az onkogén B-sejtes limfoma sejtekre (BCL-2), igy az apoptozisban
¢s a sejtproliferacidban is szerepet jatszik. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a miR-15a
méhen kiviili talzott expresszidja a daganatos sejtek pro-angiogén aktivitasanak csokkenéséhez
vezetett, valamint azt is igazoltdk, hogy a miR-15a jelentés szerepet jatszik a
daganatképzddésben, ha nem is teljesen, de legalabb részben az angiogenezis modulacidja
révén a VEGF-A-t célozza meg és interakciot alakit ki vele [15]. A programozott sejthalal
ligand 1 (PD-L1), a VEGF, az MMP-9 ¢s a Ki-67 expresszidja kozotti kapcsolatot korabban
gliomaban tanulmanyoztak [16, 109]. A PD-L1 expresszios mértéke pozitivan korrelalt a
tumorok patologiai gradusaval és a VEGF szinttel, ami arra utal, hogy a PD-L1 szerepet jatszik
az angiogenezisben és a sejtproliferacioban egyarant [110]. Szamos tanulmany szamolt mar be
arr6l, hogy a miR-15a alacsonyabb expresszioja rossz prognézissal korrelal mas human
daganatok esetében [107]. Azt is kimutattak, hogy a miR-99a bizonyos mértékig térténd
deregulacioja felelés az RCC tumorgenezisért azaltal, hogy kozvetleniil az mTOR utvonalat
célozza meg. Ez arra utal, hogy a miR-99a igéretes diagnosztikai és terapias célpontként

szolgalhat a vesetumorokat illetéen [3, 109, 110, 113].
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30. Abra. A miRNS-¢ek és az angiogenetikus célpontok kozotti lehetséges kolcsdnhatasok a vizsgalt vesetumoros
mintdkban. Az egyes pontokat 0sszekotd vonalak a vizsgalt miRNS-ek és a feltételezett célpontok kozotti
kolcsonhatasokat mutatjak. A vastagabb vonalak a mindharom adatbazisban taldlhatdé kozos célpontokat

azonositjak.
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A hypoxia-indukalhat6-1a faktor, a VEGF-et kovetéen, az érrendszer kialakulasanak
masik kulcsszerepldje, més pro-angiogén faktorokat upregulal, amelyek magasabb expressziot
mutattak a daganatos szovetekben, mint az ép szomszédos szovetmintak az altalunk végzett
vizsgalatban. Feltételezhetjiik, hogy a vizsgalt miRNS-ek hozzajarulnak az angiogenezis
kezdeteleges, igynevezett ,,csirazo” folyamatahoz, és raadasul ezen miRNS-ek expresszidja a
VEGEF ¢és a HIF-1a fokozott expresszidjahoz vezet [16, 120]. A hypoxia kulcsszerepet jatszik
az angiogenezisben azaltal, hogy csokkenti a HIF-1a transzkripcios faktor ubikvitinaci6 altali
lebomléasat, ami a pro-angiogén faktorok, példaul a VEGF-A expresszidjanak indukciojat
eredményezi [5, 122].

Az angiogenezis soran a meglévd, endothéllel bélelt erekbdl Gj erek fejlédnek Ki,
hozzéjarulva az érhaldzat alapmembranjanak lebomlasahoz és az extracellularis matrix (ECM)
atalakuldsdhoz, amit az MMP-k részvétele segit. A specifikus MMP-k fokozzak az
angiogenezist azaltal, hogy segitik a pericitdk levalasat az angiogenezis soran megjelend
erekrél. Ezen tilmenden az MMP-K csokkentik az 0j erek képzddését endogén angiogenezis-
gatlok 1étrehozasa révén [5, 115, 123, 124].

Vizsgalatunkban specifikus MMP-k és TIMP-ek, nevezetesen az MMP-9/MMP-2 ¢és
TIMP-1/TIMP-2 egyiittes expresszidjat figyeltik meg. Az MMP-k esetében az MMP-9
expresszidjanak enyhe csokkenése és a TIMP-1 szintjének emelkedése volt tapasztalhato;
azonban az MMP-2 és TIMP-2 alacsonyabb szintjeit mutattuk ki a vizsgalt tumoros
szovetekben, mint a szomszédos ép szovetmintakban. Feltételezhetd, hogy az MMP-k részt
vesznek a tumor neovaszkularizacidjdban és a metasztazisok kialakuldsaban. Masrészt a
metalloproteinazok szoveti inhibitorai (TIMP-ek) gatoljak az MMP-k aktivitasat [117, 124].

Figyelembe véve az angiogenezis teljes folyamatat a vizsgalt RCC-mintakban, az MMP-
k kozremiikodésével kialakulo események a hsa-miR-15b-5p, a hsa-miR-99b-5p, a hsa-miR-
181a-5p hatasanak tulajdonithatok. A vizsgalt miR-ek interakciot képeznek az MMP-kkel,
kiilonosen az MMP-9-cel és az MMP-2-vel val6 tumorszuppresszorként valo interakcidjuknak
lehet kifejezett szerepe az angiogenezis folyamataban (30. Abra). Az RCC angiogenezis soran
az 1j érhalozat bazalis membranjanak kialakuldsakor és az extracellularis matrix (ECM)
atalakulasakor a miRNS-ek specifikus szerepet jatszhatnak kiilondsképpen az extracellularis
matrix lebontasaban, igy gatoljak az 0j érképzodést [5, 92, 104, 115].

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a specifikus MMP-k, példaul az MMP-14 (MT1-
MMP) szintjének emelkedése rossz prognozissal hozhatdo Osszefiiggésbe a daganatos
betegeknél. Azt is leirta mar az irodalom, hogy agressziv human eml6- és vastagbélrakban a

miR-181a-5p szignifikansan lecsokken, és szintje forditottan korreldl az MMP-14
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expressziojaval. A klinikai mintakban magasabb MMP-14 expresszidt figyeltek meg a
daganatok invazivabb szakaszain, amikor a miR-181a-5p szintje mar lecsokkent a szomszédos
¢ép sejtekhez képest [112]. Feltételezhetjiik azt is, hogy Yiyi (2015) kdzleményében leirtakhoz
hasonldéan, a mi tanulmanyunkban a vizsgalt miRNS-ck kismértékben csokkentik az MMP-9
expresszios szintjét. A megnovekedett TIMP-1 szint gatolja az MMP-k aktivitasat, mig a TIMP-
2 alacsony szintje nagy valdsziniiséggel az MMP-k aktivitasat probalja stabilizalni, elsegitve
a sejtinvaziot és az angiogenezist [5, 112, 115]. Azt is érdemes megjegyezni, hogy mindezen
feltételezések leginkabb az RCC kialakult metasztazisai esetén teljesiilnének. Az RCC-vel
diagnosztizalt vese daganatos részének nefrektomidja és rezekcidja azonban
megakadalyozhatja a betegben ezen koros allapotnak kialakulasat [20, 110].

Az szakirodalomban azt is kozolték, hogy a hsa-miR-181a expresszidja emelkedett
gliomakban [16, 21, 92]. Egy korabbi, human kolorektalis karcinomaval (CRC) kapcsolatos
vizsgalatban a magas miR-181a expresszios szint szignifikdnsan Osszefiiggott a vastagbélrakos
betegek rosszabb talélésével, ¢és negativ Osszefiiggést mutatott az elérehaladott
majmetasztazisokkal rendelkez6 CRC-s betegek teljes tulélésével [16, 112]. Mindezek az
eredmények arra utalnak, hogy a tanulméanyban vizsgalt miRNS-ek feltételezett célpontjaik
révén szabalyozzak az angiogenezis folyamatat, ami befolyasolja a betegek klinikai allapotanak
kimenetelét. Ezt a feltevést tamasztja ala a miRNS-ek és a vizsgalatunk sordn a betegek
patologiai gradusa kozott megfigyelt statisztikai 6sszefliggés is.

Az eredményeinket Osszehasonlitva az irodalomban korabbi, mar jol megalapozott
eredményekkel, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tanulméanyunkba vizsgalt miRNS-
eknek tumorszuppresszor szerepe lehet.

Osszességében ez a vizsgalat sikeres volt a hsa-miR-15b-5p, a hsa-miR-99b-5p és a hsa-
miR-181a-5p expresszidjanak elemzésében. Ezen miRNS-ek downregulacidja arra utal, hogy
hozzajarulva a folyamat epigenetikai szabalyozasahoz. A kéros allapot és a vizsgalt miRNS-ek
expresszioja kozotti statisztikailag szignifikans negativ korrelacié arra utal, hogy az RCC
kialakuldsanak koros folyamatdban mindharom vizsgalt miRNS szerepet jatszhat. A hadrom
mMiRNS-adatbazisban kozos célpontok atfogd keresésével adathalmazt hoztunk Iétre a
potencialis angiogenezishez kapcsolodd célgénekrdl, és egyes célpontokat illetden
meghataroztuk lehetséges szerepiiket az RCC angiogenezisében. Feltételezziik, hogy ez a
tanulmany segitett ramutatni a hsa-miR-15b-5p, a hsa-miR-99b-5p és a hsa-miR-181a-5p
lehetséges szerepére az RCC angiogenezisének mechanizmusaban. Minden bizonnyal

mindenképpen sziikség van olyan tovabbi, a specifikus miRNS-eket érintd és validalo kisérletes
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¢és funkcionalis vizsgalatokra, amelyek azok angiogén célpontjait vizsgaljak. A jovobeli
kisérletek a miRNS-célmolekula kolcsonhatasokat is tovabb tisztazhatjak, igy példaul a TIMP-
ek szerepét az angiogenezis folyamataban.

jatszo jelatviteli utvonalakban, az in vitro kezelések hatasara bekovetkezd valtozasok
tanulmanyozasa, ujabb lehetséges terapias célpontok keresése.

Ahogyan mar korabban tobbszor is emlitésre keriilt, a vesesejtes karcinoma (RCC)
eléfordulasa vilagszerte novekszik. Egészen a kozelmultig, az RCC igen nagy kihivast jelentd
betegség volt a korlatozott terapias lehetéségek miatt [1, 34]. A betegek nagy csoportja a
hagyomanyos kemoterapids szerekkel és sugarterapias terapidkkal szembeni rezisztencidban
szenved [1, 8, 9]. Azonban vannak olyan ijonnan felfedezett molekulak, amelyek a jovoben
rendkiviil hatékonyak lehetnek a veserak kezelésében [8, 9, 12-14]. Szamos természetes,
alacsony toxicitdsi novényi kivonat, koztiik a kurkumin és a shikonin, in vitro gatolja a
jelatviteli utvonalak indukalasaval vagy elnyomasaval a tumoros sejtek novekedését [29, 125].
Egyes tanulmanyok azt mutatjak, hogy a shikonin dézis- ¢és idéfliggd modon gatolta a
hogy szdmos daganat tipusban antiproliferativ és proapoptotikus hatést fejtenek ki, beleértve a
glioblasztomat, a 180-as szarkomat (S-180), a gyomorrakot, a vastagbél adenomakarcindémat és
a szajiregi daganatos elvaltozasokat [12, 28, 126, 127]. A korabbi eredményeket is figyelembe
véve, a shikoninnal a human vesedaganat sejteken végzett vizsgalatokat a sejtproliferacio
gatlds, valamint az apoptdzis indukaldsara kifejtett hatdsanak tanulméanyozéasa érdekében
végeztikk [76, 128]. A shikonin a sejtproliferacio szignifikans gatlasat 2,5 uM in vitro
koncentracional mutatta. A szer dozisfliggd sejtproliferacio-gatlast fejtett ki mindkét vizsgalt
sejtvonalon, és ezek az eredmények Osszhangban vannak a szakirodalomban leirtakkal is.
Markowitsch és mtsai (2022) tanulmanya szerint a shikonin sejtproliferaciora gyakorolt hatasa
kevésbé volt kifejezett, de a novekedés gatlasaban a dozisfiiggd lefolyast kovette a terapiara
érzékeny és a terapiara rezisztens CAKI-1, 786-O, valamint a KTCTL-26 és az A-498 RCC
sejtek esetében [129]. A shikoninnal torténé kezelés a prosztata karcinoma sejtek dozisfiiggd
proliferacio-gatlasa nyilvanvalo volt a glioma sejteken és az MCF-7 emlérak sejtvonalon is [27,
129, 131].
hatasanak mogdttes mechanizmusara. Jelen tanulményunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a

shikonin mogott meghuzédd molekularis mechanizmusokat és hatasait. Ebbdl a célbdl a
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shikonin hatasara a f6 multidrog transzporterek expresszidjaban bekovetkezo valtozasokat is
megfigyeltik. Erdekes megjegyezni, hogy tigy a BCRP1, mint az ABCC6 szignifikans
csokkenést mutatott a shikoninnal kezelt A-498 sejtekben kdzvetleniil a 24 6ras inkubdacid utan.
Ezek az eredmények arra utalhatnak, hogy a shikonin az ABC transzporter expressziojanak
gatlasaval fokozza a daganatellenes hatasokat. Ezen MDR gének ndvekvl expresszidja
hozzajarulhat néhany mas gyogyszer daganatellenes hatasahoz, vagy magyarazatot adhat arra,
hogy a shikonin miért 1éphet tal a sejtek sunitinib-rezisztenciajan, amelyet Markowitsch és
munkatarsai (2022) is mar korabban leirtak [129]. Az ABCC6 transzporter hidnyanak
valosziniileg genetikai hattere is van a CAKI-2 sejtekben, ami egyben okozhatja ennek a
sejtvonalnak az A-498 sejtvonaltol mutatott eltéré viselkedését a shikonin kezelés és mas
terapias gyogyszerek hatasara. Az A-498 sejtvonalban igazolt ABCC6 aktivitas magyarazatot
adhat a shikoninnal kezelt sejtek hosszabb talélésére, valamint a szer apoptotikus hatasanak
novekedésére [132, 133]. Az ABCB5 multidrog transzporter expresszioja a shikonin kezelés
hatasara mindkét sejtvonalban csokkent. Ez a transzporter szabalyozza azt a gyogyszereffluxot,
amely kemorezisztenciat biztosit a human vesedaganatos sejtek esetében [134].

A shikonin sokkal alacsonyabb koncentracidban gatolja a vesedaganatos sejtek
telepképzddését, mint a sunitinib. Kordbbi tanulmanyok azt taldltdk, hogy a shikonin
apoptotikus sejthalalt indukal kiilonféle tumoros megbetegedések esetén, amelyek tobb,
specifikus, célpontot érintenek [25, 30]. Leukémiaban, hugyholyag- és méhnyakrakban végzett
vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy a shikonin apoptdzist indukalhat a kaszpaz-3 aktivalasaval,
ami az altalunk végzett kisérletek soran is igazolddott [76, 128]. A shikonin gatolja a
topoizomeraz Il és az NF-kB aktivitasat, amelyek potencidlis célpontok lehetnek a
kemoterapidban. Igen figyelemremélto, hogy a shikonin tumorellenes aktivitasat az
antiapoptotikus fehérjék, koztiik a Bcl-2 és a Bel-xL upregulacioja kovette. FeltehetSleg ez a
szer mindenekel6tt a Bel-2 mikodését gatolja, majd felszabaditja a citokrom-c-t, ami a kaszpaz-
3 és a kaszpaz-7 aktivalasa révén apoptozishoz vezet [135]. Szamos mas tanulmany is igazolta,
hogy a shikonin altal kivaltott apopt6zis a kaszpaz-3 és a PARP aktivalodasaval jart egylitt, ami
végiil apoptozist eredményezett [29]. Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a shikonin hatasara
az MCF-7 és HeLa sejtekben bekovetkezo kaszpaz-3 aktivacio és a PARP hasitasa alatamasztja
az A-498 ¢és CAKI-2 sejtekben ezzel kapcsolatban kapott eredményeinket is [29, 131].

Jelen tanulméanyunkban a sejtproliferacios vizsgalat eredményei és a kaszpaz-3-aktivitas
mérése alapjan kimutattuk, hogy a shikonin in vitro apoptdzist indukalt a human CAKI-2 és A-

498 vesetumoros sejtekben. A shikonin azonban erdsebb hatast fejt ki az A-498-ra, mint a
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CAKI-2 sejtekre. A shikonin jelentésen fokozza daganatellenes hatasat az NF-xB - Bcl-2 és
ezen génekhez kapcsolodo utvonalak modulalasaval [31].

A P53 fehérje tumorokban altalaban nagyon alacsony szintli expresszioval rendelkezik,
vagy egyaltalan nem mutathat6 ki. Funkcidja van a sejtciklus szabalyozasaban, a gyogyszer-
rezisztenciaban és az apoptdzisban. A vad tipusu p53 a sejtciklus szabalyozéasaban részt vevo
gének transzkripcids szabalyozdjaként milkddik; azonban a mutans p53 ,eldnydsebb”
viselkedést mutat a sejtekben hypoxias koriilmények kozott, ugyanis a mutans pS53-mal
rendelkez6 tumorsejtek hosszabb ideig képesek fenntartani a sejtproliferaciot [136].
Vizsgalatainkban a p53 expresszidjanak szignifikans csokkenése volt megfigyelheté a CAKI-2
sejtekben (p < 0,05) kozvetleniil a 24 6ras shikonin kezelés utan. Az A-498 sejtek azonban
enyhe csokkenést mutattak a p53 expresszidjaban 24 6ras shikoninnal végzett inkubéciot
kovetden, mig a 72 6rés kezelés a p5S3 gén expresszidjanak ~ haromszoros novekedését valtotta
ki (p < 0,05), osszehasonlitva a kontroll sejtekkel. A p53 valtozasaira a CAKI-2 és A-498
sejtekben a shikoninnal val6 inkubaci6 utan az lehet a magyarazat, hogy a PI3K/AKT utvonalon
az AKT szabalyozza a p53 expressziojat. A PI3K kozvetiti az AKT aktivalasat a Thr308-on és
a Ser473-on a piruvat-dehidrogenaz kinaz 1 (PDK 1) és a PDK2 foszforilacidjan keresztiil, majd
a tovabbiakban a P53 fehérje szabalyozza a Bcl-2 fehérjecsalad szintjét és allapotat. A
proapoptotikus ¢€s antiapoptotikus Bcl-2 csaldd fehérjék szintje kozotti egyensuly pedig
pozitivan szabalyozza a tovabbi proapoptotikus faktorok felszabadulasat a mitokondriumokbol,
melyek felszabadulasa utan a citokrom-c el8szor a kaszpaz-9-et, majd a kaszpaz-3-at, -6-ot és
-7-et is aktivalja [76, 137].

A shikoninnal kezelt A-498 ¢s CAKI-2 sejtekben az NF-«kB expressziojanak nagymértékii
csokkenésének oka (MRNS-szinten az NF-kB nagyfoku csokkenése) egyik feltevés alapjan az
lehet, hogy a nem kezelt kontroll csoporthoz képest a shikonin indukélja a Ras/MAPK ¢és
PI3K/AKT jelatviteli utvonalakat. Normal sejtekben az NF-kB aktivalasa fokozza a célgének
transzkripcidjat. A daganatos sejtekben a kiilonbozd tipustt molekuléris valtozasok az NF-kB
aktivacié szabdlyozasdnak karosodasat eredményezhetik. Egyes esetekben az NF-«xB elveszti
indukalhatosagat és konstitutivan aktivalodik, ami az NF-kB kontroll alatt 4116 gének deregulalt
expresszidjahoz vezet [95].

A CAKI-2 és A-498 sejtvonalakban a kaszpaz-3 és -7 aktivitast figyeltilk meg a kontroll
sejtekkel szemben. Mivel a kaszpaz-dependens apoptozis a PARP hasitasaval fiigg Ossze, a
PARP expresszios szintjét is vizsgaltuk a shikonin kezelést kovetden. A PARP szignifikansan
megnovekedett fehérje expressziot mutatott a kezelés utan 24 o6raval, 48 ora elteltével pedig

jelentdsen nétt. Hasonlo eredményekrdl szamoltak be Soon Yang és mtsai (2014) [76]. Ebbol
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arra kovetkeztethetiink, hogy a shikoninnak a CAKI-2 és A-498 human daganatos sejtekkel
szemben kifejtett daganatellenes aktivitadsat az antiapoptotikus fehérjék, koztik a Bcl-2,
downreguléltsagan keresztiil kozvetitheti. A Bcel-2 gatlasa citokrom-c felszabadulasat
eredményezi, és a kaszpaz-3 és -7 aktivalasa révén apoptdzishoz vezet. Ez hozzajarulhat a p53
¢s NF-kB gének proapoptotikus aktivitisihoz. Azonban a 48 6ras shikoninnal kezelt A-498 és
CAKI-2 sejtekben az NF-kB mRNS expresszidjanak qRT-PCR-rel kimutatott gatlasa azt jelzi,
hogy a shikonin a kaszpdz-3 és -7 aktivaciot indukal a mitogén protein kinaz (MAPK) tGtvonal
révén, ami dozisfliggd valtozasokat eredményezhet az NF-kB és Bcl-2 apoptotikus génekben
[138]. Feltételezziik, hogy a shikonin altal kivaltott apoptozis a MAPK jelatvitelen keresztiil is
befolyasolhatja a sejtciklust [10].

A shikonin hatasanak mogottes jelatviteli mechanizmusok tovabbi tisztazasa érdekében
vizsgaltuk a shikonin hatasat a PTEN/PI3K/AKT jelatviteli utvonal célpontjaira. A tirozin-
kinaz-gétlokat (TKI-ket) altalaban a veserdk kezelésére hasznaljdk; a gydgyszer-rezisztencia €s
a metasztatikus esetek azonban korlatozzak a TKI-k klinikai alkalmazasat. A shikonin
indukalhatja a PTEN/PI3K/AKT jelatviteli tutvonalat specifikus célpontjain keresztiil.
Vizsgalatainkban a shikonin id6- és dozisfiiggé modon csokkentette az A-498 ¢s CAKI-2 sejtek
proliferacidjat és eldsegitette a sejtek apoptozisat. Ezenkiviil a shikonin 48 6ras inkubaci6 utan
intenziven novelte a PI3K és p-AKT szintet a CAKI-2 sejtekben. Az A-498 sejtek novekvo
tendenciat mutattak a PI3K esetében, de egyértelmi csokkenést mutattak ki a p-AKT fehérjék
expresszidjaban. Az eredmények szerint a shikonin a legnagyobb valdszinliséggel gatolja a
CAKI-2 ¢és A-498 proliferaciot és migraciot a PTEN/PI3K/AKT utvonal célpontjaira hatva,
ezaltal feltarva a shikonin lehetséges terapias célpontjait és arra kifejtett hatasait a vesetumorok
viselkedését Yu Chen és mtsai (2018) irtak le egy kronikus myeloid leukemia (CML)-sejtekkel
foglalkoz6 tanulmanyban [139].

A PTEN egy multifunkciondlis tumorszuppresszor, amely altalaban elvész a human
tumorok fejlédése soran. A 24, 48 és 72 6ras 5 uM shikoninnal végzett inkubacid esetén a
PTEN fehérje expresszidja szignifikans csokkenést mutatott ugy a CAKI-2, mint az A-498
sejtvonalban, majd enyhe ndvekedés jelentkezett a PTEN expressziojaban a kezeletlen
sejtekhez képest. A Western blot analizis fehérjeszinten is igazolta eredményeinket. A PTEN
valdszintileg negativ hatassal van a foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat intracellularis szintjének
szabalyozasara a sejtekben, €s tumorszuppresszorként miikodik az AKT/PKB jelatviteli utvonal

negativ szabdlyozasaval, igy kulcsszerepet jatszik a shikonin- indukalt apoptozisban.
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A PTEN szint emellett inaktivalta a PI3K/AKT jelatviteli ttvonalat, majd ezt kdvetéen a
Bcl-2 és Bax szintjét is downregulalta a CAKI-2 és A-498 sejtekben. Az extracellularis matrix
fehérjék, példaul a CXCR4, az MMP-9 ¢s az E-kadherin egyértelmii csokkenése arra utalhat,
hogy az apoptotikus és gatld hatas mellett a shikonin valdsziniileg blokkolhatja a sejtmigraciot.
A CXCR4/sztroma sejtbdl szarmazo 1-es faktor (CXCR4/Stromal cell-Derived Factor 1 (SDF-
1)) altal képzett jelatviteli szabalyozo tengelyen keresztiil a shikonin jelent6sen gatolja a
ahogyan ez torténik a kronikus myeloid leukémids (CML) betegekbdl izolalt sejtek esetén
[139].

A p-ERK expresszios szintjének szignifikans csokkenése az ERK teljes fehérje
expresszios szintj¢hez képest az A-498 és CAKI-2 sejtek 5 uM sikoninnal torténd 48 oras
kezelést kovetden arra utalhat, hogy a shikonin ezen fehérjék foszforilaciojat idéfliggé modon
csokkentheti [29, 138].

A MAPK Altal torténd jelatvitel és a mitokondrialis apoptotikus ttvonalak szabalyozasa
bizonyos onkogén miRNS-ek jelenlétét is magukba foglalhatjak. Az irodalom alapjan a miR-
21 részt vesz a karcinogenezis valamennyi fazisaban, beleértve az iniciaciot, a promoéciot, a
progressziot €s a metasztazisokat. Tanulmanyok kimutattdk, hogy az upreguldlt miR-21 a
MAPK jelatviteli utvonalan keresztiil képes indukalni a reaktiv oxigén szintetdz (reactive
oxygen synthetase: ROS) termelddését, és részt vesz a kemoterapias szerekkel szembeni
rezisztencia kialakulasaban is [140].

Az eml6-, prosztata- és hepatocellularis karcindmaban azt talaltak, hogy a miR-21 a PTEN
altal szabalyozza a migraciot és sejtinvaziot [L00]. A miRNS-ekkel kapcsolatos eredményeink
arra utalnak, hogy a MAPK nem kozvetlen célpontja a miR-21-nek a shikonin altal kivaltott
apoptozisban. Ha a miR-21 expresszidos mintdzatait a PTEN expressziojaval egyiittesen
értekeljiik, arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a miR-21 valdsziniileg nem tartozik azon
MiRNS-szabalyozok ko6zé, amelyek sejtmigraciot és sejtinvazidot okozhatnak a PTEN
tumorszuppresszor gént célozva [100].

A miR-155 az egyik legjelentésebb MIiRNS, olyan létfontossagh szabalyozo tényezo,
amely szdmos fiziologiai folyamatban vesz részt, beleértve a hematopoietikus vonal
differencialodasat, az immunvalaszt és a gyulladasos folyamatokat. A miRNS-profilt célzo
vizsgalatok azt mutatjak, hogy a miR-155 szintje a human rdkos megbetegedések kiilonb6zo
tipusaiban inkabb upregulalt, és rossz tilélési arannyal jar, ezért onkogén miRNS-ként miikodik
[101]. Bar a miR-21 és miR-155 egy er6s onkogén miRNS-ek, egyik sem lehet kozvetlen

célpontja a MAPK jelatviteli Gitvonalanak a shikonin altal kivaltott patologiai folyamatban. A
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miR-155 és a miR-21 viszonylag alland6 szintje a shikoninnal kezelt sejtekben arra enged
kovetkeztetni, hogy tgy a CAKI-2, mint az A-498 sejtek erds genetikailag szerzett gyogyszer-
rezisztenciaval rendelkeznek, ami valdsziniileg magyarazat lehet a sejtek magas TKI-
rezisztencia jellegli viselkedésére. Ezt a feltevést néhany korabbi irodalom is mar megerdsitette,
amelyek szerint az erésen expresszalodo miR-155 és a szerzett gyogyszer-rezisztencia szoros
Osszefliggését figyelték meg szamos human daganattipusban, beleértve az emlékarcinomat, a
B-sejtes limfomat, a vastagbél-, a tiid6-, a prosztata- és a méhnyakrakot is [141].
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a shikonin tigy a PI3K/AKT, mint a RAS/MAPK
jelatviteli Gtvonalat indukalja azaltal, hogy szabalyozza a jeléatviteli utvonalak specifikus
célpontjait, valosziniileg a CXCR4/SDF-1 jelatviteli tengelyen keresztiil. A miRNS expresszios
analizis eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a miR-21-nek és a miR-155-nek jelen
esetben nincs szignifikans szerepe a vizsgalt human vesedaganat sejtekben a shikonin altal
szabalyozott itvonalban, és itt ebben az esetben ezen miR-ek nem nyilvanvalo epigenetikai
szabalyozoi a shikonin altal kivaltott apoptozisnak. Ugyanakkor mas tipusu human vesedaganat
sejtek reakcidja a szerre valoszintileg eltérd lehet, valamint tovabbi, altalunk nem vizsgalt, de
onkogén jelleggel bir6 mMIRNS-ek is részesei lehetnek a shikonin altal szabalyozott
utvonalaknak. Ezen megfontolasok viszont tovabbi vizsgalatok, kisérletek elvégzését igénylik.
Erdekes modon szamos, az apoptézist szabalyozé miRNS-ré] kimutattak, hogy befolyasoljak a
tumorok kialakulasat. Az apoptdzis szabalyozasanak altalanos folyamataban korabbi
szakirodalmak elsdsorban a miR-15b-t, a miR-16-ot és a miR-17b-t emlitik [142]. Azt is meg
kell jegyezniink, hogy a vesesejtes karcinoma patofizioldgidja els6sorban a von Hippel-
Lindau/hypoxia-indukalhat6 1-a faktor (VHL/HIF) jelatviteli itvonalon alapul. Mind a VHL,
mind a HIF-1a génekrdl kimutattdk, hogy a miR-17-5p kozvetlen célpontjai lehetnek
vesetumorokban. Ez tekinthet6 az egyik kiemelkedd miRNS-nek az apoptézis folyamatanak
szabalyozasaban. Ezenkiviil a miR-138 a HIF-1a-t célozza meg és gatolja annak expresszidjat,
ezaltal befolyasolja az apoptdzist és a ccRCC sejtek migraciojat is [48]. A miR-708, amelyet
RCC tumorszuppresszorként is leirtak, fontos szerepet jatszik a sejtndvekedésben, a
klonozhatdsagban, az invazidban, a migracioban és az apoptozisban egyarant [143].
Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a shikonin egyben erés antiproliferativ és
apoptotikus hatassal rendelkezik. Tanulmanyunk Iényegében bizonyitja, hogy a shikonin
potencialisan rakellenes és antiangiogén gyogyszerként tovabbfejlesztheté a vesetumorok
sejteken, de rendkiviil alacsony citotoxicitast mutatott olyan human normal hamsejteken, mint

példaul a nazalis epithelium [12, 29]. Mindezek alapjan feltehetdleg a jovoben a shikonin és
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szarmazékai kivald gyogyszerjelltnek tekinthetok az elsddleges és attétes tumorok, akar a
veserak kezelésében. Figyelemre méltd az is, hogy a shikonin ) megkdzelitést kinalhat az
apoptozis altal kdzvetitett gyogyszer-rezisztencia lekiizdésére a human vesetumoros sejtekben.
Korabbi tanulmanyok szerint a shikonin RGD-moédositott (arginin-glicin-aszparaginsav
tripeptid) liposzémalis formaban torténd alkalmazasa hatékony stratégiat jelenthet az emlérak
elleni terapiaban, ¢és valosziniileg mas tumorok esetében is [12]. A shikonin ezen tulajdonsaga
is azt sugallja, hogy a jovOben a shikonin mas kemoterapias szerekkel kombinalva hatékony
terapias lehetdséget kinal a kiilonb6z6 human daganatok, és igy akar vesetumorok kezelésére
egyarant [14].

Végezetiil szeretném 0Osszegezni a munkam Ilényegét. A munkdm egy részében
betegmintakkal, azaz vesetumoros betegekbdl szarmazd tumoros ¢és ép szovetmintakkal
foglalkoztam. Vizsgalataim soran a vesetumoros mintak és azok ép parjaiban sikeriilt igazolni,
hogy a vizsgalt miRNS-eknek a vesetumorokat illetéen diagnosztikai és prognosztikai szerepiik
lehet. A jovOben tervezett human szérum mintakkal végzett kisérletek pedig még inkabb
novelik ezen kisérletes eredmények értékét. Az in vitro sejtes vizsgalatokkal kapott
eredményeink mindenképpen ravilagitottak egy novényi eredetli szer, pontosabban a shikonin
terapiaban esetlegesen betoltott szerepére, melynek a sejtproliferacot gatlo és apoptozist kivaltd
hatasan tul akar angiogenezist gatlo szerepe is lehet. Talan tovabbi nanotechnologiai
fejlesztések lehetdvé tennék a shikonin megfeleld gydgyszermolekulava torténd fejlesztését
akar mono- vagy kombinalt terapids alkalmazasban.

Itt érdemes megemliteni, hogy a szer angiogenezist gatlo hatasara iranyul6 ko-kultaras (a
HUVEC sejtvonallal egyiitt kialakitott ko-kultdra) in vitro, valamint in vivo kisérletek
elvégzése mindenképpen fontos.

Osszességében véve, remélem, hogy ezen tudomanyos munkaval bizonyos mértékben
sikerlil hozzajarulni a vesetumorok idében torténd diagnosztikai tovabbfejlesztéséhez és a

célzott, akar személyre szabott terapia fontossaganak megértéséhez egyarant.

88



VII.

Uj megallapitasok

A hsa-miR-15b, a hsa-miR-99b, valamint a hsa-miR-181a alacsonyabb expressziot
mutat a tumoros mintdkban, tovabba ezen miRNS-ek expresszidjanak mértéke
Osszefiigg a tumoros minték patoldgiai graduséaval.

A hsa-miR-15b, a hsa-miR-99b és a hsa-miR-181a angiogenezisben potencialisan
résztvevo targetjeit in silico adatbaziselemzéssel azonositottuk.

Megfigyeltiik az ANG, a VEGF és a HIF-1a emelkedését a tumoros mintdkban, tovabba
a VEGF receptorai koziil a VEGFR-1 és a VEGFR-3 emelkedett expressziojat.
Megallapitottuk tovabba, hogy a VEGF ¢és a HIF-1la erésebb expresszidt mutat a
daganatos szovetekben a patoldgiai gradus elérehaladasaval.

Az MMP-9/MMP-2 ¢és TIMP-1/TIMP-2 ko-expresszidjat figyeltik meg, melyek
szerepet jatszhatnak a tumorok vaszkularizaldsaban.

A mar terapiaban alkalmazott sunitinibhez hasonldan, in vitro a shikonin a sunitinibbel
ellentétben joval alacsonyabb koncentracioban fejti ki tirozin-kinéz inhibitor szereppel
bird hatésat.

A shikonin sokkal alacsonyabb koncentracidban gatolja a vesedaganatos sejtek
telepképzodését, mint a sunitinib.

A shikonin jelentésen fokozza daganatellenes hatasat az NF-«xB, a Bcl-2, valamint ezen
génekhez kapcsoldodo ttvonalak modulalasaval.

A shikonin az apoptozisra kifejtett hatasat a PI3K/AKT és MAPK tutvonalak
szabalyozéasan keresztiil éri el.

A shikonin az extracellularis matrix fehérjék (CXCR4, MMP-2/-9, E-kadherin)
Megfigyelésiink szerint a shikonin kezelés eredményesen csokkenti egyes multidrog
transzporterek expresszigjat, ezaltal jelentds szerepe lehet a kialakult gyogyszer-

rezisztencia ,,athidalasaban”.
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VIII. Osszegzés

Munkank soran a vesetumorok kialakuldsdban szerepet jatszd egyes epigenetikai
faktorok (miRNS-ek) expresszios mintazatat vizsgalatuk a Debreceni Egyetem Urologiai
Klinik4jan vesetumorral diagnosztizalt betegek mintain. A hsa-miR-15b, a hsa-miR-99b
valamint a hsa-miR-181a expresszids szintjeit vizsgalva nemcsak azt figyeltik meg, hogy a
tumoros szovetmintak szignifikansan alacsonyabb szinten expresszaljak az emlitett miRNS-
eket, hanem azt is, hogy ezen miRNS-ek expressziojanak mértéke dsszefiigg a tumoros mintak
patologiai gradusdval. Szamos miRNS kapcsolodik az RCC tumorképzddésében részt vevo
molekuléris jelatviteli Gtvonalak szabalyozasahoz, mely miRNS-ek alapot szolgaltathatnak az
képesek szabalyozni az angiogenezis egyes 1épéseit. A hsa-miR-15b, a hsa-miR-99b és a hsa-
miR-181a angiogenezisben potencidlisan szerepet vallalo célmolekulait in silico
adatbaziselemzéssel azonositottuk. A célpontok expresszios szintjeit qRT-PCR-al vizsgalva
megfigyeltiik az ANG, a VEGF ¢és a HIF-1a emelkedését a tumoros mintakban, tovabba a
VEGF receptorai koziil a VEGFR-1 és a VEGFR-3 is novekedett expressziot mutatott.
Megallapitottuk tovabba, hogy a VEGF és a HIF-1a erdsebb expresszidt mutat a daganatos
szovetekben a patoldgiai gradus elérehaladdsaval. A matrix metalloproteindzok és inhibitorai
koziil az MMP-9/MMP-2 ¢és TIMP-1/TIMP-2 ko-expressziojat figyeltilk meg, melyek szerepet
vizsgaltuk egy természetes hatdéanyag, a shikonin sejtproliferaciora és apoptozisra kifejtett
hatdsdt human vesedaganat sejtvonalakon. A shikonin a mar terdpiaban alkalmazott
sunitinibhez hasonl6an tirozin-kinaz inhibitorként fejti ki hatasat, és mint az a vizsgalatainkbol
kideriilt, a sunitinibbel ellentétben joval alacsonyabb koncentracioban is hatasos. Az
apoptozisra kifejtett hatasat a PI3K/AKT és MAPK utvonalak szabalyozasan keresztiil fejti ki,
az extracellularis matrix fehérjék (CXCR4, MMP-2/-9, E-kadherin) expresszidjanak
eredményesen csokkenti egyes multidrog transzporterek expressziojat, ezaltal jelentds szerepe
lehet a kialakult gyogyszer-rezisztencia ellen.

Remélhetdleg eredményeink a jovében jelentdésen hozzajarulnak az vesedaganatok
korai diagnézisanak felallitasahoz, a sziikséges biomarkerek vagy akar angiogén markerek
idében torténd azonositasdhoz, tovabba az in vitro kisérleteink alapjan eredményes
hatéanyagnak bizonyult shikonin fontos szerepet kaphat a jovében elsésorban kombinalt-, de

akar monoterapias alkalmazasként is.
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IX.  Summary

In the course of our work, we investigated the expression pattern of certain epigenetic
factors (miRNAs) that might play a role in the development of kidney tumors in the samples of
patients diagnosed with kidney tumors at the Urology Clinic of the University of Debrecen.
Examining the expression levels of hsa-miR-15b, hsa-miR-99b and hsa-miR-181a, we not only
observed that the tumorous tissue samples express the mentioned miRNAs at a significantly
lower level, but we also could see that the level of expression is related to the pathological grade
of the tumorous samples. Several miRNAs are related to the regulation of molecular signaling
pathways involved in RCC tumorigenesis, which miRNAs can provide a basis for RCC therapy,
as they can balance pro- and antiangiogenic processes and regulate individual steps of
angiogenesis. Targets of hsa-miR-15b, hsa-miR-99b and hsa-miR-181a potentially involved in
angiogenesis were identified by in silico database analysis. Examining the expression levels of
the targets by gRT-PCR, we observed an increase in the expression of ANG, VEGF and HIF-
la in the tumorous samples, and among the VEGF receptors, VEGFR-1 and VEGFR-3 also
showed increased expression. We also found that VEGF and HIF-1a show stronger expression
in tumorous tissues as the pathological grade progresses. Among matrix metalloproteinases and
their inhibitors, we observed the co-expression of MMP-9/MMP-2 and TIMP-1/TIMP-2, which
may play a role in tumor vascularization.

Regarding the therapy of metastatic kidney tumors, we investigated the effect of a
natural active ingredient, shikonin, on cell proliferation and apoptosis in human kidney tumor
cell lines. Similarly to sunitinib, which is already used in therapy, shikonin exerts its effect as
a tyrosine kinase inhibitor, and as it turned out from our studies, unlike sunitinib, it is also
effective at a much lower concentration. It exerts its effect on apoptosis through the regulation
of the PIBK/AKT and MAPK pathways, and by reducing the expression of specific extracellular
matrix proteins (CXCR4, MMP-2/-9, E-cadherin) that may inhibit cell invasion. We have
observed that shikonin treatment effectively reduces the expression of some multidrug
transporters, thus it can play a significant role against existing drug resistance.

It is hoped that our results will contribute to the identification of biomarkers necessary
for the early diagnosis of kidney tumors, and shikonin, which has proven to be an effective
active ingredient based on our in vitro experiments, may play an important role as a therapeutic

application in the future (whether used as a monotherapeutic or combination therapy agent).
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X. Mellékletek

1. Melléklet: Az RT-PCR protokollja

Sorszam Osszemért reagensek Mennyiség
1. Total RNS n pl (mintanként eltér)
2. Primer: Random Hexamer 1 ul
3. 10mM dNTP mix 1l
4. 5x RT puffer 4 ul
5. RiboSafe RNaz Inhibitor 1l
6. Tetro Reverz Transzkriptaz 1l
7. DEPC-kezelt viz 20 - (n+8) ul
Végtérfogat Osszes reagens 20 ul
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2. Melléklet: A reverz transzkripcidhoz hasznalt miRNS szekvenciak és primerek

miRNS Erett miRNS szekvencia Stem-loop primerek
5 - 5'-
hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUG GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA
A-3 TTCGCACCAGAGCCAACTCAACA -3’
5 - 5'-
hsa-miR-155-5p UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGG GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA
GU-3 TTCGCACCAGAGCCAAC ACCCCT - 3'

hsa-RNU-43

5 -

5'-
gﬁiigﬁéﬁgﬁégggigggggi GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA
CGUUCUGAUU - 3' TTCGCACCAGAGCCAAC AATCAG -3

93



3. Melléklet: A gRT-PCR reakciohoz hasznalt primer szekvencidk a szovetekkel végzett

Reverse

vizsgalatokhoz
Primerek Forward
Timp-1 GGAGAG TGTCTGCGG ATACTTC
Timp-2 ACCCTCTGT GACTTCATCGTGC
Angiogenin TGG CAA CAA GCG CAG CAT CAAG
MMP-2 TACTGG ATCTACTCAGCCAGCA
MMP-9 GCC ACT ACTGTGCCTTTGAGTC
VEGF TTGCCTTGCTGC TCT ACCTCCA
HIF-1a ATC CAT GTG ACC ATG AGG AAATG
FGF-1 ATG GCA CAG TGG ATG GGA CAAG
VEGFR-1 CTTTTACCG AAT GCCACCTC
VEGFR-2 ACC CAC CCC CAG AAATAA AA
VEGFR-3 GTCCTT TGG GGT GCT TCT CT

GCA GGT AGT GAT GTG CAAGAG TC
GGA GAT GTA GCA CGG GAT CAT G
GCA AGT GGT GAC CTG GAA AGA AG
CTT CAG GTAATAGGCACCCTTG
CCCTCAGAG AATCGCCAGTACT
GAT GGC AGT AGC TGC GCT GAT A
TCG GCT AGT TAG GGT ACACTTC
TAA AAG CCC GTC GGT GTCCAT G
ACA GCCCCGACTCCTTACTT
CAT ACA CAA CCAGAG AGACCACA

ATCCTTGTGCCGTCT CTCA
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4. Melléklet: A gRT-PCR reakcidhoz hasznalt primer szekvencidk a sejtekkel végzett

vizsgalatokhoz
Primer Forward Reverse
NF-kp 5’>-GCAAAGGGAACATTCCGATAT-3’ 5’-GCGACTCACATGGAAATCTA-3’
p53 5’-CCTCAGCATCTTATCCTAGTGG-3* 5-TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC-3’

MMP-2 5’-TACTGGATCTACTCAGCCAGCA-3> 5-CTTCAGGTAATAGGCACCCTTG-3”
MMP-9 5’-GGGCTTAGATCATTCCTCAGTG-3’ 5’-GCCATTCACGTCGTCCTTAT-3’
E-cadherin 5’-GAAAGCGGCTGATACTGACC-3’ 5’-CGTACATGTCAGCCGCTTC-3’
BCRP1 5’-GTTCTCAGCAGCTCTTCGGCTT-3>  5-TCCTCCAGACACACCACGGATA-3’
ABCC6 5’-AGGCTTTCCTGCCCTTCCCCAT-3* 5’-CCAGAGGAACTTGAGTCTACGAC-3’
ABCB1 5’-GCTGTCAAGGAAGCCAATGCCT-3>  5’-TGCAATGGCGATCCTCTGCTTC-3’
ABCB5 5-TTTGCCTATGCGGCAGGGTTTC-3* 5-CAAAACGAGCGTTTCTCCGATGG-3’

GAPDH 5’-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3’ 5’-ACATCGCTCAGACACCATG-3’

95



5. Melléklet: A Western blot kisérletekhez hasznalt antitestek listaja

Antitest Szarmazas, kataldgus szam Alkalmazott higitas
PARP (46D11) nyul mAb Cell Signalling, #9665 1:1000
NF-kappabB p65 (D14E12) X nyl Cell Signalling, #8242 1:1000
mAB
Bcl-2(D5568) nyal mAb Cell Signalling, #4223 1:1000
Bax (D2E11) nyal mAb Cell Signalling, #5023 1:1000
Phospho-p44/42MAPK (ERK1/2) . .
1:1
Thr202/Tyr 204 nytl mAb Cell Signalling, #9101 000
p44/42MAPK (ERK1/2) . .
11 #9102 1:1
Thr202/Tyr 204 nytl mAb Cell Signalling, #910 000
AKT (pan) (11E7) nyal mAb Cell Signaling #46855 1:1000
Phospho-AKT (5473) (D9E) nyul Cell Signaling #4060S 1:1000
mADb
al
PI3K pl10alpha (C73F8) nyd Cell Signaling #4249S 1:1000
mADb
PTEN (D4.3) XP(R) nyal mAb Cell Signaling #9188L 1:1000
CXCR4 (771) nyul mAb Affinity Biosciences #AF5279 1:1000
Anti-HPRT HPRT1 (P00492) nyul BOSTER Biological Technology 1:2000
mAb #M00668 ’
Anti -actin egér mAb Sigma #A5316 1:2000
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6. Melléklet: Az Ossze angiogenezishez kapcsolhatd célpont, melyeket az adatbazis elemzés

soran azonositottunk

Adatbazis

miRNS

has-miR-15b-5p

has-miR-99b-5p

has-miR-181a-5p

miRDB TargetScan

Tarbase

FGF2, ATG14, EPHB2, RECK, SPREDI,
APLN, AKT3, TMEM100, PTPN3, HIPK2,
VEGFA, MYBL1, PLXNA4, SOCS6, HSPG2,

AMOTL1, MEOX2, PCDH17, CLOCK,
AMOT, PARVA, EGLNT, NRP2, PDE3B, o) "0 %o et e
TARBP2, CDKS8, RSPO3, ACVR2B, FGF9,

RGMA, RORA, E2F7, DLL4, HPSE2, FGF18, oF 0% RSPO3, ACVR2A, ACVR2B, FGF9,
LATS2, SCUBE3, PPMID, UNC5B, CD40, | O 2 FGF18 RGMA, RORA, E2F7, DLL,
HPSE2, LATS2, SCUBE3, PPM1D, UNC5B,

SAMDA4A, GLCE, ADORA2A, PTPRM,

EPHA1, VEGED, PTPN14, NRARP, DCN, _ > MID4A, GLCE, ADORA2A, PTPRM,
¢ . ’ ’ " EPHAI, VEGFA, NRARP, EFNB2, CAPN6,

CXCR3, EFNB2, CAPNG, PIK3C24, PIK3C2A, RNF213, HOXA3, MACCI,
RNF213, HOXA3, FBX022, MACCI, IDH3A. MMP24. FOFRL
IDH3A, PTEN, MMP19, FGFR1, ACVR2A, ’ ¢ ¢

FGF2, ATG14, RECK, SPRED1, APLN,
AKT3, TMEM100, PTPN3, HIPK2, VEGFA,
MYBL1, PLXNA4, SOCS6, HSPG2,
AMOTL1, MEOX2, PCDH17, CLOCK,

FZD8, FZD5, VEGFA, CTDSPL, MBNL]I,
AGO?2, FGFR3, TIMP2, RASGRP3,

FZD8, TIMP2, CTDSPL, MBNL1, AGO2,
VEGFA,

S1PR1, PROX1, ACVR2B, ATP2B1,
TGFBRI, UBP1, ADGRB3, AKT3, IL1A,
KLF6, BCLAF1, HSP90B1, ETS1, IGF2BP2,
B4AGALT1, MYBL1, KDM5A, RORA,
ADAMTS18, DCN, CNOT2, PBX3, TNSI,
RASSF8, RECK, AKIRIN?, E2F7, ESM1,
DEPTOR, PIK3R3, MAP3K2, METAP2,
PSG9, MBNL1, SGK3, ITGBS8, SERPINE1,
MEF2A, HDACY, SRPK2, TIMP3, HIPK1,
MMP14, VCAN, GREM], RIN2, VHL,
EROIA, PTEN, PF4V1, TGFBI, FLT1,
CACNA2D2, PDPK1, CCN1, ANTXRI,
SIRT1, ADM, HK2, ITGA6, HECW?2,
SPAGY, CLOCK, GPLD1, EGR3, SRSF10,
CDKS8, NAA15, JCAD, PIK3C2A, PAK4,
PLG, PPP3CB, PDGFRA,

S1PR1, PROX1, ACVR2B, ATP2B1,
TGFBRI, UBP1, AKT3, IL1A, KLF6,
BCLAF1, HSP90B1, ETS1, IGF2BP2,
BAGALTI, MYBL1, KDM5A, RORA,
ADAMTS18, CNOT2, PBX3, TNS1, RECK,
E2F7, ESM1, DEPTOR, PIK3R3, MAP3K2,
METAP2, MBNL1, SGK3, ITGBS,
SERPINE1, MEF2A, HDACY, SRPK2,
TIMP3, HIPK1, MMP14, VCAN, RIN2,
VHL, PTEN, FLT1, CACNA2D2, PDPK1,
SIRT1, ITGA6, HECW2, SPAGY, CLOCK,
EGR3, SRSF10, CDK8, NAA15, PIK3C2A,
PAK4, HGF, PDGFRA,

FGF2, RECK, SPRED1, PTPN3, HIPK2,
VEGFA, MYBL1, PLXNA1, SOCS6,

AMOTLI1, ACVR2A, FGF9, LATS2, UNC5B,

RNF213, ACVR1B, ADAMTS5, CXCL5,

GFRA1, HGF, PDGFA, PDGFC, SERPINB9Y,

TIMP3, AGO1, AKT3, AMOT, B4GALT1,
E2F7, RORA, GLCE, FGFR1, S1PR1,

MBNL1, AGO2, FGFR3, FGF5, VEGFA,
ATP2B1, VEGFA, TIMP2, MMP7, MMP9,
VCAN, TIMP2,

S1PR1, PROX1, ACVR2B, ATP2B1, UBP1,
AKTS3, IL1A, KLF6, HSP90B1, ETS1,
BAGALTI, MYBL1, KDM5A, RORA,

AKIRIN2, E2F7, PIK3R3, MAP3K2, MBNL1,
SERPINEI1, SRPK2, TIMP2, HIPK1, MMP14,

PTEN, TGFBR2, FLT1, PDPK1, SIRTI,
ADM, HK2, EGR3, AGO1, AMOT,
AMOTLI, ANGPT2, PIK3C2A, PPP3CB,
RECK, SPRED1, TIMP3, ITGBS, SPAGY,
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7. Melléklet: Az angiogenezis array vizsgalat soran detektalt mebranok
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XIl.  Targyszavak

human vesekarcindma, human renal cancer

vildgossejtes vesekacindoma, clear cell renal cell carcinoma
mikroRNS-ek, microRNAs

hsa-miR-15b, hsa-miR-99b, hsa-miR-181a

angiogenezis, angiogenesis

természetes hatdéanyag, natural products

onkogén, oncogene

tumorsuppresszor, tumorsuppressor

apoptdzist érintd jelatviteli ttvonalak, signaling pathways of apoptosis
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