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Bevezetés

A vesesejtes karcindma (RCC) egy igen agressziv betegség, amely az dsszes felndttkori
tumorok 2-3%-at teszi ki, és a 10. leggyakoribb daganatos megbetegedés a human
populécidban. Egyben ez a harmadik leggyakoribb urologiai daganat a prosztata- és holyagrak
utan; ennek ellenére a legmagasabb a haldlozasi ardnya, tobb mint 40. A betegek koriilbeliil 20-
30%-4anal tavoli attétek alakulnak ki mar a diagnézis felallitasakor. Az dsszes szovettani tipus
koziil a vilagossejtes vesekarcindma (clear cell renal cell carcinoma: ccRCC) a leggyakoribb
altipus, amely az 6sszes RCC eset 75—-80%-at teszi ki. Korai felismerés esetén a lokalizalt RCC
miitéti ton kezelhetd, és a betegek 5 éves tulélési ardnya megkozeliti a 85%-ot. Az elmult
évtizedben elért terapias fejlesztések ellenére az mRCC kezelése még mindig nagy kihivas a
szakemberek szamara. A miitéti megoldas csak cytoreduktiv jelleggel torténhet, ezenkiviil a
rendelkezésre allo adjuvans terapiak hatékonysaga limitalt.

A szakirodalom a vesedaganatoknak joindulatl elvaltozasait is emliti. Ilyen példaul a
vese angiomiolipoma (AML) ¢és az onkocitoma (oxifil adenoma), melyek a miitéten atesett
betegek jelentds részét érintik.

A vesetumorok kialakuldsanak pontos hattere egyeldre nem teljesen tisztazott. A ccRCC
kolcsonhatast figyeltek meg, amely megvaltozott proteomprofil kialakuldsdhoz vezet. A ccRCC
patogenezisében egyik kozponti genetikai esemény a Von Hippel-Lindau (VHL) gén
inaktivalasa, akar szomatikus mutaciok, akar promoter hipermetilacio kovetkeztében.

Az RCC patogenezisének, genetikai hatterének jobb megértése hozzajarulhat a betegek
egyéni genetikai sajatossagaira épiild, a személyre szabott terapiak megkdzelitéséhez.

A betegek korai felismerése és megfelelé nyomon kovetése befolyasolhatja a betegség
prognoézisat is. Ezért sziikséges az 1) biomarkerek megismerése, amelyek lehetévé teszik a
betegég korai felismerését, a pontos diagnozis felallitasat, valamint akar a nefrektomia utani
korai metasztazisok eldrejelzését, és 11j célzott terapiak kidolgozasat.

A mikroRNS-ek (miRNS vagy miR) kicsi, nem kodold RNS-ek, amelyek fontos szerepet
jatszanak a karcinogenezis szabalyozasaban. A tumorszdvet a megfeleld normal szévetekhez
képest eltéréen expresszal miRNS-eket, melyek fontos célfehérjéket szabalyoznak a
karcinogenezis soran. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy ezek Osszefliggésbe hozhatok
szamos human daganat kialakuldsaval, a miRNS-ek expresszios profilja bizonyos esetekben

informativabb €s pontosabb a kiilonb6z6é daganatok osztadlyozasanal. Nem véletlen az a tény,
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hogy miRNS-ek egyre inkabb a daganatkutatas kozéppontjaba keriilnek. Egyes miRNS-ek mar
ma is, a jovOoben pedig feltehetdleg még tobb miRNS lehet potencialis biomarker jeldlt a human
daganatos megbetegedések, koztilk a vesetumorok diagnosztizaldsaban ¢és kezelésében
egyarant.

A miRNS-ek valtozasa és az emberi betegségek, koztik a rak, kiilondsen a veserdk
el6fordulasa kozotti 6sszefiiggésrél mar a szakirodalomban beszdmoltak. A miR-21 talzottan
expresszalodik szamos human daganatban, és Osszefliggésbe hozhaté a tumoros szdvetben
megvaltozott sejtfolyamatokkal. A humén daganatokban leirt miR-21-rél kimutattdk, hogy
onkogénként hat, mivel szamos, a proliferacioval, apoptdzissal és invazioval kapcsolatos
tumorszuppresszor gént céloz meg. In vivo és in vitro vizsgalatok azt sugalljak, hogy a miR-21
diagnosztikai ¢és prognosztikai markerként szolgalhat az emberi rosszindulati daganatok esetén.
A leglijabb bizonyitékok azt mutattdk, hogy a miR-21 jelentds szerepet jatszik a tumorellenes
gyogyszerrezisztenciaban is. A miRNS-ekkel kapcsolatos szakirodalom azt is mutatja, hogy a
miR-21 fokozott expresszidja vesesejtes karcindmaban Osszefiiggést mutat a betegek
alacsonyabb tulélésével. Egyes human daganatok esetében érdekes modon a betegség stadiuma
is korrelal a miR-21 expressziojaval. A magasabb patologiai gradussal jellemzett betegek
esetében jelentdsen magasabb miR-21 expresszidt irtak le. A human daganatokban egy masik
miRNS, a miR-221 is igen gyakran keriil emlitésre. A miR-221-rdl kimutattak, hogy szamos
tumor esetében fontos onkomiR. Szignifikans 0sszefliggést mutattak ki a miR-221 expresszios
szintje ¢s a klinikopatologiai tumorjellemzok kozott, beleértve a tumor-metasztazist leird
stddiumot (TNM), a lokalis invaziot, az attéteket, a progndzist, a sugarérzékenységet és a

tumorellenes gyogyszerrezisztenciat, példaul vastagbél- és végbélgyulladas esetén.

Célkitlizés

Ebben a tudomdnyos munkaban egy-egy betegcsoportban sor keriilt a bevezetés elején
mar emlitett VHL, PTEN és BAP1 mutéacidinak a vizsgalata alkalmaval kapott eredmények
bemutatasara. Tovabba, egy masik, szintén vesetumorral leirt betegpopulacid ép/tumoros
szovetmintak parjain a miR-21 és miR-221 expressziojat vizsgaltuk. Ugy a genetikai, mint a
miRNS-ekkel torténd vizsgalataink soran célul tiiztiik ki azok klinikopatologiai jelentdségének
elemzését is a betegek klinikopatologiai jellemzdinek birtokaban. Szintén célunk volt VHL,
PTEN, BAPI1 genetikai eltérések, valamint a miR-21 és miR-221 lehetséges szerepének

vizsgalata az RCC tumorigenezisében.



Ahogyan azt az irodalom, de egyben a klinikai gyakorlat is mutatja, sajnos még mindig
nincs egyértelmi bizonyiték a vesedaganatok kialakulasat magyarazé genetikai és epigenetikai
tényezokre. A nagyszamu diagnosztizalt eset ellenére, a kutatok még nem talaltak 6sszefiiggést
a genetikai elvaltozasok, a betegek klinikopatoldgiai allapota, progndzisa vagy klinikai
kimenetele kozott. Ugyszintén feltaratlannak tiinik a vesetumorok kialakulasat befolyasold
epigenetikai tényezok, konkrétan a miRNS-ek szerepe, valamint azok targetjeikkel kialakitott
interakcidinak jelentdsége, melyek szereppel birhatnak a vese tumorigenezis jelatviteli

utvonalainak befolyasolasaban, szabalyozasaban.

Anyag és modszer

A miR — el torténd vizsgéalatokhoz 24 tumoros ¢és 24 ép (t6bb mint 3 cm tdvolsagra a
tumoros szdvettdl) szovetminta part hasznaltunk fel. A szekvenalasi vizsgalatainkhoz egy
masik betegcsoport, a 2022-2023-as idészakbol szarmazo mintai keriiltek felhasznaldsra. Ebben
az esetben is 24/24 ép/tumoros szdvetminta parokkal dolgoztunk. A mintdk gylijtése a
Debreceni Egyetem Urologiai Klinikdjan vesetumorral diagnosztizalt betegek miitétje soran
tortént. A vizsgalatok végzése a Debreceni Egyetem Kutatas FEtikai Bizottsaganak
jovahagyasaval végeztik (UD REC/IEC 4831-2017), melyhez minden beteg irasos
beleegyezését adta. Azon betegek, akiknek korabbi vagy mar meglévd masfajta daganata vagy
fertdzése volt, illetve azok, akik sugérterapian, kemoterapian vagy immunterapian estek at, nem
vettek részt a vizsgalatokban. A tumorok az UICC (Union for International Cancer Control)
TNM osztalyozasi rendszere alapjan lettek csoportositva, a szdvettani gradus pedig a WHO
kritériumai szerint lett megadva. A helyi invazido a TNM klasszifikacio segitségével lett
értékelve. Minden human szdvetminta metasztazis nélkiili primer tumorbdl szdrmazott. A
szovetmintak a mitéti eltavolitast kovetden azonnal folyékony nitrogénbe lettek helyezve, majd

-80 °C-on voltak tarolva a tovabbi feldolgozasig.

A szovettani mintak elokészitése és RNS izolalas

A szovetek homogenizélasa a fagyasztott mintakbodl a TissueRuptor homogenizator (IKA
Gmbh, Németorszag) hasznalataval tortént. A homogenizalast RNS izoldlas kovette, amely

soran 20-50 mg tumoros veseszovet €s ezek egészséges parjabol lett teljes RNS izolalva Trizol
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reagens (TR118, Molecular Research Center Inc) vagy NucleoSpin DNS/RNS/Fehérje Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) felhasznalasaval a gyarto leirasa alapjan. Az izolalt
RNS a tovabbi vizsgalatokig RN4z-mentes vizben lett tarolva -80 °C-on. Az RNS mindsége
230 nm ¢és 280 nm, mennyisége pedig 260 nm hulldmhosszon lett meghatirozva az ND-1000
UV Spektrofotométer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) hasznalataval. Amennyiben
a fehérjéktol mentes tisztasagot meghatarozo 260/280 nm-en mért optikai denzitas meghaladta

az 1,9 értéket a mintdkrol cDNS atiratot készitettiink reverz transzkripcidval.

Az izolalt totdl RNS-ekbdl a Tetro-cDNS szintézis kit (Bioline, London, Egyesiilt
Kiralysag) felhasznalasaval cDNS atiratot készitettlink, a gyartd utasitasainak megfeleldlen. A
reakci6 LightCycler {iiveg kapillarisokban ment végbe LightCycler 2.0 thermocycler
késziilékben (Roche GmbH, Németorszag), 42 °C-on 60 percen keresztiil, majd a reakcid

inaktivalasa 95 °C-on 5 percen keresztiil tortént.

A miRNS prekurzorok expressziojat qRT-PCR technoldgiaval vizsgaltuk a LightCycler
480 real-time -PCR késziiléket (Roche GmbH, Németorszag) hasznélva. A reakci6 kivitelezése
96-lyuku plate-en 20 pul végtérfogatban (8 ul RT termék, 10 ul SYBR Green Master mix és 2
ul PCR primer mix) tortént. A miRNS expresszids vizsgalatdhoz sziikséges stem-loop
specifikus primer parok a Tibmolbiol System (Roche) altal lettek megtervezve, majd
szintetizalva a miRNS adatbazisban fellelheté humén-specifikus miRNS szekvencidk alapjan.
Kontroll miRNS-ként a miR-203-as lett valasztva az irodalomban mar korabban leirt stabil

expresszios értékek alapjan.

A PTEN ¢és a BAP1 gének expresszids szintjét gén-specifikus primerekkel vizsgaltuk 25
ul reakcios végtérfogatban. Pozitiv kontrolként MCF-7 human emldkarcindma sejtvonalat
hasznaltunk. Az RT-PCR reakcio 35 ciklusbol allt (95 °C-on 15 masodperc, 60 °C-on 30
masodperc, 72 °C-on 10 masodperc), amit 2 perces extenzios 1épés kovetett 72 °C-on. A PCR
termékek GelRed-et tartalmazd 1,5%-o0s agardz gélen lettek elvalasztva, melyeket UV-alatt
detektaltunk az AlphaDigiDoc™ RT késziilékkel (Alpha Innotech, Santa Clara, CA, USA). A
DNS méretbeli meghatarozasahoz 50 bp-onként azonosithaté DNS 1étrat hasznaltunk (Bioline,

London, UK).

DNS izolalas

A vizsgalatainkhoz haszndlt tumoros veseszovetekbdl a NucleoSpin DNS izolald Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) felhasznalasaval genomi DNS-t extrahaltunk. A DNS

mindsége 230 nm ¢és 280 nm, mennyisége pedig 260 nm hulldmhosszon lett meghatarozva a

7



Nanodrop ND-1000 UV Spektrofotométer (Nanodrop Technologies, Wilmington, USA)
hasznalataval. Amennyiben a DNS 260/280 nm-en mért optikai denzitdsa meghaladta az 1,9
értéket, ugy a mintak tisztasagat megtelelonek tekintettiik, €s alkalmasnak talaltuk a tovabbi

szekvenalasos vizsgalatokhoz.

PCR amplifikacio

A VHL, PTEN és BAPI génmutaciok vizsgalata Sanger féle szekvenalasi modszerrel
tortént, amelyhez exon specifikus primerek lettek tervezve és alkalmazva. Az exon specifikus

primerek tervezése a vizsgalt gének exonok szerinti felépitésén alapult.

VHL

A VHL gén harom exonjanok vizsgalatdhoz 4 féle, intron-alapu primer par lett
alkalmazva. Az 1. — es Exon két atfedé primer parral lett amplifikdlva. Minden 50 pl
végtérfogat reakciokdzeg 100 ng genomi DNS-t, 0,2 mM dezoxinukleotid trifoszfatot, 1 x
Green GoTaq® Reakci6 puffert, 2,5 mM MgCl-ot, 1,25 egység GoTaq® DNS Polimerazt
(Promega) és 10 pmol/ul primert tartalmazott. A PCR reakcio az aldbbi protokoll szerint lett
kivitelezve: 10 perces kezdeti denaturacio 95 C°-on, melyet 40 ciklus kovetett 95 °C-on 1
percig, 56 °C-on (exon 3) és 59 °C-on (exon 1A, 1B, 2) 1 percig, 72 °C-on 1 percig, majd egy

végsO extenzios 1épés zarta a folyamatot 72 °C-on 7 percig.

PTEN

A PTEN gén hirom kiilonb6zd, a vizsgélatainkban célul vett exonok 4 intron-alapt,
kiilonb6zé primer parokkal lett amplifikdlva. Az 5-6s exon két atfedd primer parral lett
amplifikdlva (Minden 50 pl végtérfogatii reakcidokdzeg 100 ng genomi DNS-t, 0,2 mM
dezoxinukleotid trifoszfatot (ANTP), 1 x Green GoTaq® reakcio6 puffert, 2,5 mM MgClz-ot, 1,25
egység GoTaq® DNS polimerazt (Promega, Bio-Science, Egyesiilt Kirdlysag) és 10 pmol/pl
primert tartalmazott. A PCR reakci6 az alabbi protokoll szerint lett kivitelezve: 10 perces
kezdeti denaturaci6 95 °C-on, melyet 45 ciklus kovetett 94 °C-on 30 masodpercig, 55 °C-on 30

masodpercig, 72 °C-on 30 masodpercig, majd egy végso extenzids 1épés 72 °C-on 10 percig.

BAP1 gén szekvenalasa

A BAPI gén négy exon-ja (exon 14-17) 6 intron-alaptl primer parral lett amplifikalva, 3
primer par hasznalataval Minden 50 pl végtérfogata reakciokozeg 100 ng genomi DNS-t, 0,2
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mM dezoxinukleotid trifoszfatot, 1 x Green GoTaq® Reakci6 puffert, 2,5 mM MgCl-ot, 1,25
egység GoTaq® DNS Polimerazt (Promega) és 10 pmol/ul primert tartalmazott. A PCR reakcid
az alabbi protokoll szerint lett kivitelezve: 10 perces kezdeti denaturacio 95 °C-on, melyet 40
ciklus kovetett 95 °C-on 1 percig, 60 °C-on 1 percig, 72 °C-on 1 percig, majd egy végsod

extenzios 1épés 72 °C-on 7 percig.

DNS szekvenalas

A PCR termékek méretét 1,5 %-os agardz gél segitségével ellendriztiik, majd a terméket
tisztitottuk (DyeEx Spin Kit, Qiagen, London, Egyesiilt Kiralysadg) és vakuum segitségével
betoményitettiik (Vacuum Concentrator 5301, Ebbendorf, Hamburg, Németorszag). A PCR
termékek forward ¢és reverz direkt fluoreszcens szekvenaldsat (hagyomanyos Sanger
szekvenalas) az ABI PRISM 3130 DNS szekvenaléval (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA),
valamint a BigDye Terminator v.1.1 Cycle Szekvenalo Kit (Applied Byosystems, Waltham,
Massachusetts, United States) hasznalataval végeztiik el. A szekvencidk a Finch TV szoftver
1.4.0 verzigjaval lettek elemezve (Geospiza Inc., Seattle, WA, USA), az eredményiil kapott
szekvenciakat pedig az NCBI referencia szekvenciaival hasonlitottuk 6ssze: NM_000551.3 a
VHL gén, NM:004656.2 a BAPI gén ¢és NM 0003144 a PTEN gén esetében. A
szekvencidkban taldlhatdé muticiokat a Human Gén Muticios Adatbazis (HGMD) alapjan

azonositottuk.

Eredmények

A vizsgalt polulacioba 24 beteg volt bevonva, akiket a Debreceni Egyetem Urologiai
Klinikajan vesetumorral diagnosztizaltak és mutéti eljarasnak vetettek ala. A kioperalt szoveti
részek hisztopatoldgiai feldolgozasnak lettek alavetve, mely vizsgéalatot gyakorlott klinikai
patologus végezte.

A vizsgalt 24 beteg kozott 12 férfi - (50%) és 12 ndi beteg (50%) volt, atlagos életkoruk
54 évre tehetd (36-72 év). A korabban masodlagos rosszindulatu daganatban, kontrollalatlan
vagy sulyos fert6zésben szenvedd betegeket, valamint sugarterdpian, kemoterapian vagy
immunterapian atesetteket kihagytuk a tanulménybol. A vizsgalatba bevont betegek a mutét
elétt neoadjuvéans terapidban nem részesiiltek. A betegek terdpias ellatasat a sebészeti
beavatkozéassal jard jobb vagy bal nyilt, vagy laparoszkdpos nephrectomia alkalmazasaval

végeztik.



A szovettani vizsgalatok szerint a vizsgalt 24 eset koziil 20 esetben egyértelmiien
vilagossejtes szovettani tipust (ccRCC), 2 esetben angiomyolipomat, 1 esetben onkocitomat ¢s
1 esetben papillaris vesekarcinoma (pRCC) tipust azonositottak. A TNM klasszifikacio €s az
osztalyozasa szerint 8 eset (38,095%) keriilt a G2-es patologiai statuszba, 13 eset (61,53%)
tartozott a G3-as patologiai csoportba. A betegek elézetes szokasairol, mint példaul a dohanyzas

vagy egyéb kornyezeti, szocialis tényezOok nem alltak rendelkezésre adatok.

A BAP1 és PTEN mRNS expresszioja human vesedaganat szovetmintdkban

A BAP1 és PTEN gének mRNS expresszios mintdzatanak vizsgalata érdekében a humén
vesedaganat mintdkat RT-PCR vizsgélatnak vetettiik ala. A templatmentes (NTC: no template
control) és a reverz transzkriptdz mentes kontrollok (RT-NTC) kizartdk a nem specifikus
amplifikacidét és a DNS-szennyezddést. A [B-aktinra specifikus primerekkel végzett PCR
amplifikacié minden mintdban egyetlen terméket eredményezett, ami megerdsitette azt, hogy a
mintdkban nem tortént RNS degradacid. Pozitiv kontrollként humén emlékarcindéma
sejtvonalat (MCF-7) hasznaltunk. A tumoros veseszdvet mintdkkal végzett PCR amplifikacid
aBAP1 és PTEN gének specifikus oligonukleotid primereivel a PTEN esetében 355 bp, a BAP1
gének esetében 700 bp méretli mintat eredményezett. A BAP1 és PTEN gének mRNS szintli
expressziojat mind a 24 vizsgalt primer vesetumoros mintaban kimutattuk. A tovabbiakban a
veseszovet mintakbol izolalalt DNS mintak felhasznalasaval tortént a VHL, PTEN és a BAP1
gének exon szerinti szekvenaldsa a Sagner-féle modszerrel. A veseeltavolitdson atesett, 24
betegbdl nyert friss fagyasztott veseszovet mintagytijtemény felhasznalasaval elemeztiik a VHL
gén (1-3 exon), a BAPI gén (14-17 exon) és a PTEN gén (5-7 exon) muticioit. Ezeket az

eredményeket a tovabbiakban pontr6l pontra mutatjuk be.

VHL mutécidk és IVS1-195 nt G/A polimorfizmus vizsgalata human
vesetumoros mintakban

A vizsgélatban hasznalt 6sszes minta a VHL gén mutdciodira kozvetlen szekvenaldssal lett
analizalva. Vizsgalatunkban 6 kiilonb6z6 VHL mutaciot (3 missense mutdcid, 1 nonszensz
mutacio és 2 kis inszercio) igazoltunk a 24 vizsgalt beteg mintdiban. Az egyik minta IVS1-195
nt G/A polimorfizmust tartalmazott homozigéta formdban, mely a GGAGGAG (54)
ATGgGAGGCCGGGC mutacidval irhato le.
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A Human Gene Mutation Database (HGMD) alapjan mind a 6 mutaci6 patogén és von

Hippel-Lindau szindromat okoz. A 6 féle azonositott VHL mutacid koziil harom az 1. exonban,

kettd a 2. exonban €s egy a 3. exonban talalhato.

Az 1. exonban azonositott VHL mutaciok részletesen megadva a kovetkezdk voltak:

1.

GGAGGAG (54) ATGgGAGGCCGGGC heterozigota formaban: ez egy guanin
inszercid az 54. pozicidban;

Ser68Term heterozigdta formaban: ez egy nonszensz pontmutacid, ahol a szerin-68
aminosav stopkodonnd valtozott;

Asn90lle heterozigota forma: ez egy missense mutacid aminosavcserével
(aszparaginbdl izoleucinba) a 90. pozicidban;

A 2. exonba azonositva volt a Gly1 14Arg heterozigota forma: ez egy misszensz mutacid
aminosavcserével (glicinbdl argininné) a 114. pozicioban;

Leul53Pro heterozigdta forma: ez egy aminosav valtozassal jar6 missense mutécio
(leucin prolinnd) a 153. pozicidban;

A 3. exonban AGTGTAT (157) ACTtCTGAAAGAGC heterozigdta forma: ez egy

timin inszercioja a 157. pozicioban.

Az IVSI-195 nt G/A polimorfizmust heterozigdta formaban 9 esetben, homozigédta formaban

13 esetben igazoltunk. Ez a VHL polimorfizmus (rs779805) egy G/A variaci6 az 1. exon el6tti

crer

PTEN mutaciok és polimorfizmus a vizsgalt humén vesetumoros mintdkban

Vizsgalatunkban egy PTEN mutaciot €s egy polimorfizmust igazoltunk 24 egymastol

fliggetlen betegnél. A PTEN mutéaciét (p.His93Arg) az 5. exonban homozigdta formaban

detektaltuk. Ez egy pontmutécio, aminosaveserével (hisztidinbdl argininné) a 93. pozicidban.

A HGMD adatbazis szerint a His93 Arg mutéci6 patogén, autizmust és makrokefaliat okozhat.

Az IVS5 + 217 nt C/T polimorfizmust az 5. exon utdn, a + 217. poziciéban detektaltuk. Ez egy

heterozigéta formaju C/T variacio.
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A BAP1 gén vad tipusanak megjelenése a vizsgalt human vesetumoros
mintakban

Mintdinkat az irodalmi hattér birtokdban a BAP1 gén hot spot exonjaira (14-17. exon)
szekvenaltuk. A BAP1 gén hot spot exonjain (14-17) beliil egyik elemzett mintaban sem volt

megfigyelheté mutacio.

Ezen betegek csoportjaban hat n6 és két férfi tartozott. A betegek koziil hat viszonylag
fiatalkorua volt, életkoruk 36-57 évre tehetd, két beteg pedig 72 éves volt. Ezeknél a
betegeknél mar az elsé képalkoto vizsgélat alkalmaval a tumor viszonylag nagyméretii volt
(3-10 cm). Mindezen til, a VHL mutacidéban szenvedo betegeknél a korabbi klinikai
korelézményt is figyelembe véve 2 esetben irthaté mas tumorokkal torténd asszocialtsag
(méhnyakrak és holyagrak). A VHL mutéciot leirt betegek esetében a vesetumorok szdvettani
tipusa 3 esetben a vilagossejtes vese karcinoma szdvettani tipust mutatta, 2-es és 3-as Gradus
fokozattal. Egy VHL mutéacidval rendelkez6 betegnél angiomyolipomat, egy masik betegnél
pedig onkocitomat (oxifil adenoma) irtak le. Az egyik VHL-mutacidéban szenvedd betegnél
hasnyalmirigy attétet alakult ki 7 évvel az els6dleges vesetumor megjelenését kovetden. Ez a

beteg tirozin-kindz gatld (Sutent) terapiaban részesiilt.

Egy PTEN mutaciéval jellemezhetd betegnél kis papillaris architekturaji goécokkal
leirhatd vesetumor, azaz a papillaris forma volt jelen (pRCC). A BAP1 gén (14-17. exon)
mutacidja egyik betegnél sem volt megfigyelhet6. A BAP1 gén (14-17. exon) minden vizsgalt

esetben vad tipust mutatott.

A miR-21 és miR-221 expresszidja ccRCC mintdkban

A miR-21 és miR-221 expresszidja mind a 24 vizsgalt tumorszovetben szignifikdnsan
magasabb expressziot mutatott a szomszédos normal szovetekhez képest (a miR-21 és miR-221
esetében p < 0,001 és p < 0,05) (21. Abra, 16. Tablazat). Paros mintakra végzett t-teszt, amely
p-értékeket és 95%-o0s konfidencia intervallumot mutat be minden vizsgalt miRNS-re (miR-21

¢s miR-221), tumoros szovetben a szomszédos normal szovethez képest.

A miR-21 és miR-221 targetjeinek azonositasa

Osszességében 3 adatbazist (miRanda, PicTar és TargetScan) hasznaltunk a miR-21 és

miR-221 mRNS targetjeinek keresésére. Eredményeink és adatbazis-elemzéseink alapjan a
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miR-21 esetén a PTEN-t, a p53-at, a PDCD4-et, a PIK3R1-et, a miR-221-al kapcsolatosan
pedig a PTEN-t ¢s a PDCD4-et adtak meg.

Megbesz¢élés

A humdan vesesejtes karcindma genetikai érintettségét tekintve egy igen heterogén
betegség, ugyanazon hisztotipuson beliil is nagy morfologiai és molekularis, genetikai
heterogenitds fordulhat el6. Ezenkiviil ugyanazon beteg primer ¢s metasztatikus
elvaltozdsaiban intratumor heterogenitds is kimutathatd. Egyes gének esetén, mint példaul a
VHL, a PTEN, a janusz kinaz-3 (Janus kinase 3: JAK3) ¢és a p53-as tumor protein (Tumor
protein P53 :TP53) mar tobb mutacidt is leirtak, azonban az ilyen tipust genetikai elvaltozasok
esetében is eléfordulhatnak egyedi specialis esetek, melyek jelentdsen hozzajarulhatnak a
betegség kialakuldsdhoz és annak klinikai kimeneteléhez. A Cancer Genome Atlas adatbazis
szerint az RCC-ben a leggyakoribb szomatikus mutaciok koziil foként a VHL gén valtozésait
emlitik meg, melyek a megszokott PI3K/AKT/mTOR tutvonalban eredményeznek eltéréseket,
ami egyben befolyasolja a beteg terapiara adott valaszat is. A dolgozat irodalmi attekintésében
mar emlitésre keriilt, hogy a familiaris RCC-ben, valamint a sporadikus RCC-ben a VHL allél
delécioja igen gyakori mutacio mellett jelentds szamban fordul elé a VHL allél aberrécioja is,
ami egyben a funkcionalis fehérje teljes elvesztését is eredményezi.

A PTEN gén exonokat érintd kiilonb6zé mutdcidoi mindenképpen prognosztikai
jelentdséggel birnak a vesetumorokat illetden. Egyértelmii, kifejezetten a kiilonb6zd exonokat
érinté PTEN mutaciok prognosztikai jelentdségét az RCC-vel kapcsolatban egyetlen korabbi
tanulmanyban sem irtak le. Ugy szintén, csupan korlatozott szamu tanulmany olvashato a
vesekarcinomakkal osszefliiggésbe hozhaté PTEN mutaciokrol. Eppen ezért nagyon értékesnek
veéljiik, hogy jelen tudomanyos értekezésben a BAP1 és PTEN gének mRNS szinten torténd
expressziojat vizsgaltuk 24 vesetumoros mintaban, egyben a sebészi ton nyert tumoros €s
ennek megfeleld ép szOvetminta parokat vizsgalva. Ebben az esetben a szovetmintdk 50 %
férfiaktol, a masik 50% pedig néktol szarmazott. Igen fontosnak tartottuk, hogy igazoljuk a
BAPI1 és PTEN gének jelenlétét, éppen ezért tortént meg ezen gének vizsgélata elsésorban
mRNS szinten PCR technikdval. Ily modon a BAP1 és PTEN mRNS expresszigjat minden
vizsgalt mintaban sikeresen azonositottuk. Ezek az eredmények arra utalhatnak, hogy mindkét
génnek lehet tumorszuppresszor funkcioja a vesekarcinéma kialakuldsaban.

Egyik célkitizéslink a tanulmanyban 3 tumorszuppresszor funkcidt betolté gént (VHL,

BAP1, PTEN) érintd mutaciok vizsgalata volt, a leginkabb érintett exonokban. Kisérleteink
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soran a VHL gént az 1-3. exonokban, a BAP1-et a 14—17. exonokban, valamint a PTEN gén
mutacidanalizisét az 5—7. exonokban végeztiik el a vizsgalatba vont vesetumoros mintakkal a
Sanger szekvenalo platform segitségével. A BAP1 és a PTEN gén esetében az irodalmi hattérrel
Osszhangban elsdsorban a mutacioval leggyakrabban érintett, ugynevezett ,hot spot”
exonokban eléfordulé mutaciokat, illetve ezen mutdciok esetleges prognosztikai szerepét
vizsgaltuk az RCC esetekben, melyre a vizsgalatba bevont betegek klinikopatoldgiai adatainak
¢s az eléforduld mutaciok tipusainak dsszevetése enged kdvetkeztetni.

A VHL mutéci6 a vizsgalt mintdk 25%-aban fordult el6. Mutaciokat talaltunk a VHL gén
1-3. exonjaban. A hat VHL-mutaciobol harom missense mutacio, egy nonszensz mutacio, kettd
pedig kisméretli inszercioként volt felismerheté. A HGMD adatai alapjan, korabbi betegségek
leirdsat megvizsgalva, mind a 6, altalunk azonositott VHL muticié Von Hippel-Lindau
szindromat okoz. Az IVS1-195 nt G/A polimorfizmust heterozigota formaban 9 esetben,
homozigota formaban 13 esetben igazoltuk. A VHL mutacidval azonositott betegek koziil
harom a ccRCC hisztotipusba tartozott, kettét angiomiolipomanak, egyet pedig oxifil
adenomanak irtak le a patologiai értékelés soran. Ezek az eredmények ellentétben allnak azzal
a korabbi vélekedéssel, hogy a VHL mutaciok kizarolag a ccRCC-re korlatozodnak, és
hasonloak a korabbi tanulméanyokban leirt eredményekkel. Teh és mtsai (1998) egy olyan
esetrdl szamoltak be, amikor egy beteg kétoldali tobbszords onkocitdmajaban és cisztdjaban
fordult eld, transzlokacidval és ritka missense szubsztiticioval jar6 VHL mutacio.

A HGMD adatbazis elemzéseit kovetve, valamint a szakirodalomra tamaszkodva
kijelenthetjiik, hogy az altalunk vizsgélt mintdkban azonositott 6sszes VHL mutacio, tipustol
fiiggetlentil, a fehérje funkcionalis valtozéasait vonja maga utan.

Részletesebben elemezve, egy esetben azonositott VHL Ser68Term mutéacio
mechanizmusat tekintve megallapithato, hogy ez a mutacioé egy olyan stopkodonnak felel meg,
melynek eredménye egy csonka, funkciovesztett VHL fehérje. A VHL Asn90lle mutécio6
szintén funkcidvesztését okozza a VHL fehérjének, amint azt a HIF-1o ubikvitinacidjanak és
Leul53Pro helyeken is lettek azonositva mutaciok. Az HGMD adatbazis szerint a Gly114Arg
pontmutacid okozta funkcidvesztését a VHL fehérjének a strukturalis valtozésa is jelzi, melyet
elsésorban a CCT komplexhez valé kotddés hidnya jelez. A Leul53Pro-t még biokémiai
szempontbol nem jellemezték a HGMD adatbazisban; igy a VHL fehérje miikodésére gyakorolt
hatdsa nem ismert. Vizsgalatunkban két inszercid tipusu mutacidt is azonositottunk, konkrétan

egy guanin és egy timin megjelenésével jaro6 VHL-mutanst az 54. és 157. pozicidkban. Ez
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kereteltolodast (frame shiftet) eredményezhet, amely megvaltoztatja a kovetkezé kodonok
leolvasasat, és egyben a mutacio helyét koveto teljes aminosavszekvenciat is.

Az irodalomban leirt funkcionalis elemzések arra utalnak, hogy az altalunk vizsgalt
klinikai esetekben mind a hat VHL-mutécio nagy valdszintiséggel pVHL-vesztéshez vezet. A
VHL tumorszuppresszor génmutacios inaktivalasa pedig a HIF nem megfeleld felhalmozddasat
okozza, ami elésegiti a vesetumorok kialakulasaval kapcsolatba hozhato tumorigenezist. igy
elmondhat6, hogy ezekben a mintdkban a jelen tudomanyos munkaban elemezett mutaciok,
azaz genetikai eltérések beindithatnak vagy akar hozzdjarulhatnak a maés tényezdk folytan
kialakult tumoros folyamatokhoz. A tumorméreteket is figyelembe véve arra is
kovetkeztethetiink, hogy a mintdinkban azonositott tipust VHL mutdciok a daganat
novekedését kedvezden befolyasoljak, ezaltal ugyszintén elémozditva a tumorigenezist.
Mindenképpen figyelmet érdemel az a VHL mutacioval dsszefliggésbe hozhato eset, amit egy
72 éves ndbetegben irtunk le, akinél a vesetumornak a joindulatu forméja, egy 10 cm-es
onkocitoma lett diagnosztizalva.

A tovabbiakban ratérnék a BAP1 génnel kapcsolatos vizsgalatokra. Elmondhato, hogy az
altalunk hot spot-nak kivalasztott (14-17) exonokban a vizsgalatunkhoz hasznalt valamennyi
minta vad tipusinak mutatkozott, BAP1 muticié nem volt megfigyelhetd egyetlen altalunk
vizsgalt vesetumoros mintaban sem a vizsgalt exonokban. A szakirodalomban ezen exonokban
vesetumorok esetén mutaciot még nem irtak le, sdt ezen exonok mutaciot érintd vizsgalatokkal
még nem is foglalkoztak a vesetumorokat érintden, igy Osszehasonlitast mas kutatok
eredményeivel ebben az értelemben nem tudunk végezni. A szakirodalom szerint az altalunk
vizsgélati modszerként hasznalt Sanger szekvenalas nagyon megbizhat6 és reprodukalhaté a
BAPI1 pontmutéciok és kis deléciok kimutatdsara. Ez a technika azonban valdsziniileg nem
alkalmas a nagy delécidk észlelésére. Az altalunk vizsgalt BAP1 14-17-es exonok pedig az
atlagos exonnal nagyobb méretlick. Ez lehet az egyik oka annak, hogy az altalunk vizsgalt
vesetumoros szovetmintdinkban nem talaltunk mutaciot a vizsgélt 14-17. hot spot exonokon
beliil. A BAP1 génmutécios vizsgalataival kapcsolatban arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
az exonok nagy mérete miatt ennek a génnek a vizsgalata valdsziniileg egy sokkal érzékenyebb
modszert igényel. A nagy exonok delécidinak pontos kimutatdsdhoz leginkabb a Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) mddszer lenne alkalmas, mely jelen az
altalunk vizsgalt VHL és PTEN gének révidebb exonjaink egyiittes vizsgalata miatt ez esetben
nem volt kivitelezhetd.

Talan ez lehet az oka annak is, hogy az RCC-t érinté BAP1 mutéciot leiré kozlemények

szama is szinte elenyész0. Egyetlen és talan az elsd ezzel a témaval kapcsolatos publikacid
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Minardi nevéhez fiizédik, aki az ccRCC-t érintd6 BAP1 kapcsan elsdsorban a gént érintd
mutaciok és a betegek klinikopatologiai statuszdval kereste az Osszefiiggést. Vizsgalati
eredményeirdl tett jelentésében arrdl olvashatunk, hogy a BAP1 igen erds 0sszefiiggést mutatott
a betegek pTles klinikai statuszdval ccRCC-ben. A pT1 ccRCC-ben szenvedd betegektdl
szarmaz6 mintak egyike sem mutatta a magban lokalizalodo BAP1 festddés teljes elvesztését.
Szignifikans negativ korrelaciot mutattak ki a nukledris BAP1 expresszid a tumor mérete,
valamint a magi BAP1 expresszid €s a patoldgiai gradusok kozott. Viszont a magi BAP1
festddés nem volt Osszefiiggésben a betegség-specifikus 5 éves tuléléssel. Az
immunhisztokémia magfestés ugy tlinik a legmegbizhatobb modszere a sejtmagvesztéssel jard
BAPI kimutatasara ccRCC-ben. Ugy véljiik, hogy a mutacié exon szerint torténé azonositasara
viszont ez a modszer sem alkalmas.

A tovéabbiakban ra szeretnék térni a PTEN gént érintd vizsgéalatainkra az RCC mintakban.
Vizsgalatunk sordn PTEN muticiét mindossze egy mintdban észleltiink, mig egy masik
betegbdl szarmazd minta genetikai polimorfizmussal volt jellemezhetd. A HGMD adatbazis
szerint a vizsgalatunkban megfigyelt mutacié (His93Arg) az eddig leirt betegségek koziil
elsésorban autizmust €s makrokefaliat okoz. Ilyen pontmutacié esetén egy aminosavcsere
megemliteni, hogy a rezidudlis hisztidin er6sen konzervalt, és van egy kis, fehérje szinten
funkcionalis eltérést okozo kiilonbség is a hisztidin és az arginin k6zott. Human daganatok
kapcsan toliink fliggetleniil, ezt a tipusii mutaciot hamartoma tumor szindromaban szenvedd
egyéneknél irtdk le. A PTEN polimorfizmussal jellemezhetd altalunk azonositott eset egy,
ccRCC-vel diagnosztizalt, G3-as patologids stadiumban levd beteget érintett, a His/Arg
cserével leirt PTEN mutacié pedig egy G2-vel papillaris RCC-nek mindsiilt.

A PTEN p.His93Arg mutécidt (az 5. exonban) egy 46 éves férfi betegnél volt jellemzo,
akinek a papillaris RCC-je 2-es fokozata patologiai Gradusu volt, és T1, NO, MO klinikai
stadiummal volt azonosithatd. A daganat mintavételkor mar elérte az 5 cm-t. Ezt a mutaciot a
gén foszfatdz doménjében, annak a helynek kozelében volt kimutatva, amely a fehérje
enzimatikus funkciojat végzi. Valoszinlileg a PTEN gén ezen mutacioja a PTEN foszfataz
aktivitdsanak csokkenését eredményezi. A fokalis adhézids kindz (FAK) defoszforilacidja és
inaktivaldsa magaban foglalja a PTEN protein foszfataz aktivitdsat is. Ez a mechanizmus
kapcsolja 0ssze az extracellularis matrix és a citoszkeleton miikodését. A PTEN az integrin altal
kozvetitett invazié negativ szabdlyozdja. Azt is feltételezziik, hogy az ilyen tipusi PTEN

mutacid a PI3K/AKT utvonal inaktivalasahoz vezet, és eldsegitheti a daganatképzddést.
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Tovabba elemezve az eredményeket, a PTEN IVSS + 217 nt C/T polimorfizmusat az 5.
exon utan, a + 217. poziciéban detektaltuk. A HGMD adatbazis szerint ez egy joindulati C/T
variacio (rs35560700) heterozigota formaban; igy feltételezziik, hogy az érintett betegben a
betegség kialakuldsa és progndzisa nem kizéarolag az ilyen tipusu genetikai elvaltozasokhoz
kothetd. A jelen tanulményban azonban nem volt szignifikans 0sszefiiggés a PTEN expresszio
¢s a szovettani klasszifikacid6 kozott. Mindazonaltal adataink arra utalhatnak, hogy a
tumorszuppresszor PTEN elvesztése valdsziniileg az RCC karcinogenezisének korai eseménye.

A tény, hogy primer daganatként diagnosztizalt esetek szdma viszonylag alacsony volt,
valamint az, hogy a vizsgalt mintdk kozott nem szerepelt egyetlen metasztatikus eset sem,
végleges kovetkeztetéseket nem enged levonni a VHL, PTEN és BAP1 mutaciok vese
karcinogenezisben betoltott szerepérdl. Eredményeink alapjan azonban arra a kdvetkeztetésre
juthatunk, hogy ezek a mutaciok nem zarjak ki egymast, és valtozo szamu 16kuszt érinthetnek.
Ezen talmenden mutacids analizisiinkbdl kimaradtak a nem ,,hot spot” - nak vélt helyek is,
melyek leginkabb a ,,hot spot” mutaciok altal érintett gének vizsgalt exonokon kiviili részeire
esnek. Azt gondolhatjuk, hogy az RCC-vel azonositott genetikai aberracidval érintett esetek
kimenetele valoszintileg a 3. és 10. kromoszoma elvesztésével jar; azonban az Osszesitett
mutacids rata alacsony volta miatt az elemzésbe bevont mintdk esetében, és ezen kis
mintaszdmmal kaott eredmények alapjan a betegség kialakuldsa és prognozisa onmagaban nem
ezeknek a tipusu genetikai rendellenességeknek lehet az eredménye. A tumoron beliil, mas
genetikai eltérések altal okozott intratumor heterogenitas, valamint epigenetikai tényezdok
sokkal jelentdsebben hozzajarulhatnak a betegség kialakulasdhoz. Az RCC genetikai
elvaltozasainak tumoron beliili heterogenitasanak tisztazasa érdekében azonban mindenképpen
nagyobb mintaszamu vizsgalatra van sziikség, amely az 6sszes RCC hisztotipust nagyobb
szammal lefedi, egyben a primer tumorok, valamint a metasztazisos esetek lehetséges
mintaival.

Osszefoglalva, ez a tanulmény azt jelzi, hogy a VHL, PTEN és BAP1 génvaltozasok nem
kapcsolodnak szignifikdnsan az RCC-ben szenvedd betegek koros jellemzbihez vagy
tuléléséhez. Nagyszabast vizsgalatokra van sziikség ezen gének mutacios altipusainak

prediktiv vagy prognosztikai szerepének feltdrasahoz RCC-ben szenvedd betegekben.

A megbeszélés tovabbi részében a miRNS vizsgalatokkal kapcsolatos eredményeimet

szeretném értelmezni.
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Az irodalmi attekintésben mar sor Kkeriilt a miRNS-ek bemutatasara, azok
tumorszuppresszor, onkogén szerepének ismertetésére. Ebben a részben az altalanos részen tal
inkabb szeretnék kitérni a miR-21 és miR-221-gyel kapcsolatos eredmények értelmezésére,
annak esetleges klinikai jelentdségére.

Ahogyan mar korabban emlitésre keriilt a mikroRNS-ek a kisméretii, nem kodolé RNS-
ek egy csoportja, melyek a fehérjét kodold gének mRNS-ét megcélozva szabalyozzak a
fehérjeexpresszidt, igy szamos biologiai funkcidban jatszanak szerepet. A miRNS-ek
feltételezett tumorszuppresszorként vagy onkogénként is miikodnek. Mivel a becslések szerint
a miRNS-ek szinte az 6sszes gén atirdst szabalyozzak, nagyon valdszinii, hogy legtobb esetben
az aberrans expressziojuk mindenképpen hozzajarulhat a ccRCC kialakuldsahoz azaltal, hogy
az egyensulyt az onkogén funkcié megjelenése fel¢ toljak inkabb el, kozben gatolva a
tumorszuppresszor gének miikodését. Ilyen esetben, a tumorokban az onkogén miRNS-ek
tulzottan upreguldlodhatnak, mig a tumorszuppresszor gének downreguldlodnak. Az
irodalomban eddig a letobbszor a miR-21 irtdk le, mint a leginkabb upregulalt miRNS-t a
kiilonb6z6 human daganatos megbetegedéseket illetden, beleértve a vesetumorokat is. Részben
ez az, ami felkeltette az érdeklddésiinket a miR-21 - el torténd vizsgalodas kapcsan, az irodalom
alapjan a miR-21 egy igéretes biomarker és terapids célpont lehet az RCC, de akér maga a
ccRCC esetében is. A miRNS-21 t6bb tumorszuppresszorral is kolcsonhatasba 1¢ép, igy példaul,
a 10-es kromoszoman lokalizalt PTEN tumorszuppresszor génnel, majd ezt kdvetheti a p53 és
a PDCD4 tumorszuppresszorokkal és egyben apoptotikus génekkel vald kolcsonhatdsa is. A
Ras (PI-3K)/PTEN/AKT apoptozis kaszkad az egyik legfontosabb jelatviteli Gitvonal, amely
akadalyozott lehet a ccRCC tumorigenezisben. A miR-21 ezt az Gtvonalat célozza meg, ami
arra utal, hogy elnyomhatja az apoptozisban szerepet jatszd tumorszuppresszor géneket, ezaltal
eldsegitve a tumorigenezis folyamatat. Feltehetdleg mas onkogén miRNS-el kozremiitkodve
teszi ezt az altalunk is érdekeltnek vélt miR-21, de az is lehet, hogy az RCC tumorigenezisben
szerepet jatszo miRNS-ek egymads hatasat erdsitve érik el azt az erés onkogé-+n hatést, ami
akar a teljes apopototikus ttvonal gatlasahoz is vezethet.

A masik igen gyakori onkogén miRNS, a miR-221, melynek talzott expressziojat mar
szamos rosszindulatu daganatban leirtak, beleértve itt az ccRCC-t is. Hasonldéan a miR-21-hez
szoros Osszefliggés van a miR-221 expresszios szintje és a betegség klinikopatologiai jellemzoi
kozott, beleértve a TNM stadiumot, a lokalis invazidt, a metasztadzisokat, a prognozist, a
sugarérzékenységet ¢és a tumor ellenes gyogyszerrezisztenciat. A miR-221 a miR-21-hez
hasonldéan olyan tumorszuppresszor géneket céloz meg, mint a PTEN és a PDCD4. A miR-221-

rol kimutattak, hogy szintén hatassal van a PIK3-ra, konkrétan annak a szabalyoz6 alegységére,
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a PIK3R1-re. Szintén befolyasolja a tumorszuppresszor szerepet betoltd p53-at, valamint az
olyan sejtciklus-fehérjéket, mint a p27 és a p57, amelyek bizonyitottan részt vesznek a ccRCC
tumorigenezisében.

Az altalunk végzett miRNS vizsgalatokban hasznalt vesetumoros betegek mintdiban
mutatott magas upregulaltsag ugy a miR-21 mint a miR-221 esetében, ezen onkogén miRNS-
ek vese tumorigenezisében betdltott szerepére utal. A miR-21 és a miR-221 mintanként
mutatott koexpresszidja pedig arra enged kovetkeztetni, hogy ezen onkogének valoszintileg
Ez azt is sejteti, hogy a miRNS adatbézisban fellelhetd targetek egységes képet mutatnak
mindkét miRNS-re nézve. Ahogyan mar kordbban emlitésre keriilt, gy a miR-21 mint a miR-
221 az apoptotikus utvonal fehérjékkel mutatnak interakciodt, ezaltal géatolva az apoptdzis
folyamatat és eldsegitve a tumorigenezist.

Ahogyan az mar tobbszor is emlitésre keriilt az RCC megjelenése gyakran dsszefliggésbe
hozhaté a VHL gén inaktivalasaval is, ami egyben a hipoxia-indukalhato transzkripcios HIF-
la emelkedett szintjét eredményezi. Irodalmi adatok alapjan a VHL/HIF tengely és az
epigenetikai szabalyozéasban részt vevo miR-21 szerepe lehet az RCC tumorgenezisében. Egy
kbzlemény szerint a teljesen funkcioképes VHL-val leirt RCC esetekben a miR-21 és miR-221
upregulaltnak mutatkozott. Ugyanakkor az is fontos tényezd, hogy VHL/HIF tengely és a PTEN
egylittes deregulacidja még nagyobb sullyal jarulhat hozza az RCC kialakuldsahoz. A miR-221
szabalyozasa ¢s a VHL/HIF tutvonal kozotti interakciordl egyeldre korlatozott informacio all
rendelkezésre. A mi eredményeink viszont mindenképpen arra is utalhatnak, hogy a miR-21 ¢és
a miR-221 expresszioja a VHL/HIF ttvonalon keresztiil szabalyozhato. Azt is sejthetjiik, hogy
ez a miR-target interakcié kdlesondsen, forditva is miikodik, igy a VHL/HIF utvonalat maguk
az altalunk vizsgalt miR-21 és miR-221 indukaljak. Ugy véljiik, hogy mindenképpen tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a miR-21 és miR-221 ebben a szabélyozasban betdltott szerepének
tisztazasdhoz. Eredményeink alapjan viszont feltételezhetjiik, hogy a miR-21 és a miR-221
fontos szerepet jatszhat a rosszindulata daganatok, igy az ccRCC kialakulasaban is. A vizsgalt
tumoros mintakban emelkedett miR-21 és miR-221 szint pozitiv korrelaciét mutatott a
vizsgalatba vont betegek patologodgiai stadiumaval. Az is feltételezhetd, hogy mindkét miRNS
a daganatképzddés korai szakaszaban jelenik meg, és ezek koziil az egyik (vagy miR-21 vagy
a miR-221) onkogén miRNS expresszalodik eldszor a sejtfejlodés soran, ezzel indukalva
tovabbi miR-ek expresszidjat. Erdsen feltételezhetd, hogy a miR-21 €s a miR-221 a sejtciklus

kozel azonos szakaszaban expresszalodnak, igy részt vesznek a ccRCC tumorigenezisében.
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Osszefoglalva, az altalunk vizsgalt onkogén miRNS-eknek (miR-21 és miR-221) huméan
ccRCC tumorszovetmintaiban a szomszédos, nem daganatos szovetekhez viszonyitott
upregulacioja arra utalhat, hogy mindkét altalunk vizsgalt miRNS részt vesz az RCC, illetve a
ccRCC kialakulasaban. Klinikai szempontbdl torténd értelmezésiikh6z mindenképpen tovabbi
in vitro vizsgalatokra van sziikség. Az is elmondhat6, hogy feltételezett biomarker szerepiik
igazolasahoz vesetumoros betegekbdl szarmazé human szérum mintakkal torténd vizsgalatokra
lenne sziikség.

Dolgozatom témajaként a genetikai és epigenetikai faktorok lehetséges szerepét jeldltem
meg a vesetumorokat érintden. A genetikai vizsgalatainkhoz hasznalt vesetumoros mintaparok
egy adott beteg populdcobol szarmaztak. A miRNS vizsgalatainkat egy masik beteg populacio
mintaival végeztiik el. Két kiilonb6zé tanulmény, két kiilonb6z6é mintacsoport. Mindettdl
fiiggetlentil szeretnék kapcsolatot teremteni az 4ltalunk kapott eredmények kozott.
Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a vesetumorok kialakuldsdban ugy genetikai, mint
epigenetikai faktoroknak, azaz a miR-eknek is szerepe lehet. Mindkét faktor méar 6nmagaban is
elegendd lehet a tumoros folyamat indukalasahoz, ugyanakkor egymassal valo kolcsonhatasuk
révén fokozzak ezt a hatdst. A genetikai érintettsége az altalunk vizsgalt tumorszuppresszor
géneknek (VHL, PTEN, BAP1) mintaszamra nézve alacsonyabb volt, mint a vizsgalt miR-21
¢s miR-221-gyel pozitiv expresszios eredményt mutatd mintdk esete, igaz eltérd beteg
populacdban vizsgalddva. Ehhez természetesen a vesetszoveten beliili intratumor heterogenitas
i1s mindenképpen hozzajarul, valamint az exonokra korlatozott szekvenalasi vizsgalataink is.
Mindezeket figyelembe véve ugy véljiik, hogy az epigenetikai faktorok genetikai eltérések
nélkiil jelentds befolyassal lehetnek a tumor kialakulasara, amit egyidejlileg jelenlévé genetikai
eltérés még csak megerdsit vagy differencial. Ezen fejtegetéssel 6sszhangban azt probalndm
érzékeltetni, hogy a genetikai és epigenetikai faktorok, azaz miRNS-ek egyiittes vizsgalata
jelentds szereppel birhat az RCC diagnosztikdban, valamint annak személyre szabott

Osszességében igy gondolom, hogy jelen tudomanyos értekezés segithet megismerni a
vesetumorok hatterében allé genetikai, epigenetikai tényezoket, valamint a jovobeli kutatasok

szamara informacioként szolgalhat ezen tényezdk klinikai és terapias szerepének feltarasaban.

Osszefoglalas
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Ebben a tudomanyos munkaban a vesetumorok kialakuldsédban szerepet jatszd egyes genetikai
¢s epigenetikai faktorok (miRNS-ek) jelenlétét vizsgalatuk a Debreceni Egyetem Uroldgiai
Klinikdjan vesetumorral diagnosztizalt betegek mintain. A VHL, PTEN és BAP1 gének
mutacids vizsgalatai alapjan feltételezziik, hogy a VHL ¢és PTEN gének valtozasai
szignifikansan nem fiiggenek dssze a vesedaganatos betegek koros jellemzdivel vagy taléléssel.
Az 0sszes altalunk azonositott VHL-mutacio a pVHL elvesztéséhez vezethet, ami tovabbi
tumorigenezist indukal. A leirt VHL genetikai polimorfizmusa (rs779805) szintén patogénnek
tekinthetd, és hozzdjarulhat a vesedaganatok kialakuldsdhoz. Noha a VHL mutéci6 ritka az
AML-ben, vizsgélatunkban két fiatal, AML-ben szenvedé ndbetegnél a VHL gén mutaltnak
mutatkozott. VHL mutéciot figyeltink meg egy 72 éves ndnél, akinél onkocitomat
diagnosztizaltak. Tanulmanyunkban el6szér szamolunk be PTEN His93Arg mutaciérol
papillaris RCC-ben szenvedd betegben. Feltételezziik, hogy a VHL és a PTEN elvesztése
egylittesen jarulhat hozza a vesetumorok felgyorsult progresszidjahoz. A BAP1 gén hot spot
régidiban végzett muticidanalizis alapjan ugy tlinik, hogy ez a gén nem vesz részt a
tumorigenezisben az altalunk vizsgalt betegmintak esetében. Osszefoglalva, feltételezziik, hogy
a genetikai aberracioval azonositott vesetumoros betegek klinikai prognozisa a 3. és 10.
kromoszéma elvesztésével is Osszefliggést mutat. Mivel a VHL, PTEN és BAP1 gének
Osszesitett mutacios ratdja a vizsgalt mintdkban alacsony volt, igy a betegség kialakuldsa és
prognoézisa a vizsgalt beteg csoportban nem kizarélag az ilyen tipusu genetikai elvaltozasokkal
hozhato6 6sszefiiggésbe.

Az epigenetikai, az a miRNS-eket érintd vizsgalataink soran két onkogén miRNS-t, a miR-21
¢s a miR-221 tanulmanyoztuk a vesetumorral diagnosztizalt betegekbdl szarmaz6 tumoros €s
ép szOvetminta parokon. Vizsgalataink eredményeként az onkogén miR-21 ¢és miR-221
szignifikdnsan magasabb expresszidt mutatott a tumoros veseszovetekben, mint az egészséges
minta parokban. Ezeknek az onkogén miRNS-eknek (miR-21 és miR-221) a human ccRCC
esetekben mutatott upreguldcidja arra utalhat, hogy mindkettd miR részt vesz a ccRCC
kialakulasdban. Tovabbi in vitro vizsgalatokra van sziikség annak bizonyitasara, hogy a tilzott
miR-21 ¢és miR-221 expresszido Osszefiiggésbe hozhatd a fokozott proliferacioval és
sejtmigracioval.

Remélhetbleg jelen tudomanyos munkéval részben hozzédjarultunk a vesetumorok hatterében
allo genetikai, epigenetikai tényezOinek megismeréséhez, mely informacio segitségiil

szolgalhat a j6v6 kutatoinak ezen tényezok klinikai €s terapias szerepének feltarasaban.
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