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I. Bevezetés

A vesesejtes karcinoma (RCC) felnotteknél a vese leggyakoribb daganatos
megbetegedése, az Osszes rosszindulati daganat koriilbeliil 3%-at teszi ki, valamint a
legmagasabb, 40%-ot meghalad6 halalozasi rataval rendelkezik. A diagnézis felallitasakor az
RCC-ben szenvedo betegek koriilbeliil 20-30%-aban alakul ki metasztazis, tovabba a lokalizalt
RCC esetén végzett kurativ miitét utan, a betegek tjabb 30%-aban jelennek meg attétek az
utokovetéses vizsgalatok soran. A jelenlegi rendszer, amely a vesekarcinomaval diagnosztizalt
betegek prognozisanak eldrejelzésére hasznalnak nem josolja meg pontosan a betegség
kimenetelét, ezért szilkség van olyan uj molekularis biomarkerek felkutatasara, amelyek a
jovoben hasznalhatok lehetnek a betegség korai diagnosztizalasara.

A mikroRNS-ek konzervalt, kis méretii (18-22 nukleotid), nem kodolé RNS-ek,

amelyek a génexpresszié szabalyozdsa révén fontos szerepet jatszanak a kiilonbozo
molekularis utvonalak szabalyozasaban. Stabil mikrovezikulak formajaban, apoptotikus
testekben vagy membranmentes hordozokban megjelend, a human testnedvekben talalhato
miRNS-ek diagnosztikai biomarker szerepet jatszhatnak, és jelezhetik a daganatos
megbetegedéseket. Az expresszidos profilok alapjan a miRNS-ek indikatorai lehetnek a
daganatos ¢€s normal szovetek megkiilonboztetésében, sot a daganatok szovettani tipus szerinti
osztalyozasdban is szerepiikk van. Képesek egyensulyt teremteni a pro- és antiangiogén
folyamatok kozott, valamint modositani az angiogenezis eseményeinek lefolyasat. A
szakirodalom alapjan a miRNS-ek potencialis terapias célpontok lehetnek a patologias
neovaszkularizacioval Osszefliggd betegségek kezelésében, mivel szamos utvonalat
befolyasolnak. Mig korabbi tanulmanyok illusztraltdk a miRNS-ek szerepét a
vesedaganatokban, sok funkcidjuk nem teljesen ismert.
A tirozin-kinaz-inhibitorok, a sunitinib, a sorafenib, a temsirolimus valamint a bevacizumab
javitottak a klinikai eredményeket randomizalt vizsgalatokban. Azonban Iéteznek olyan
segithetnek lekiizdeni a gyogyszerekkel szembeni rezisztenciat, ami kritikus a sikeres terapia
szempontjabol.

A shikonin a Lithospermium erythrorhizon kinai gyogynovény gyokereibdl izolalt
hatéanyag, amely szamos human daganatos sejtvonallal szemben bizonyult hatékonynak in
vitro és in vivo, minimalis toxicitds mellett az ép human sejtekre. A shikonin apoptézist,

nekrozist vagy nekroptozist indukal kiilonbozd sejtvonalakban, jelatviteli utvonalak és



molekuléris célpontok szabalyozasdn keresztiil, valamint hasonlé hatdst mutat a
gyogyszerérzékeny és gyogyszer-rezisztens daganatos sejtvonalakkal szemben is.

Egyes vizsgalatok kimutattdk, hogy a shikonin potencialis terdpids szerként
alkalmazhat6 human a glioblasztoma kezelésére, a miRNS expresszios profilok
szabalyozasaval. A legujabb bizonyitékok szerint a miR-21 szerepet jatszik a human daganatok
kialakulasaban és progresszidjaban. A miR-155 fokozottan expressziot mutat szamos daganat
esetében, ami ezen miRNS onkogén szerepére utal. Korabbi vizsgalatok beszamoltak a miR-
155 kiemelked6 szerepérdl a vilagossejtes vesesejtes karcindma progressziojaban.

A shikonin, mint a vesekarcindma potencialis terapias vegyiilete izgalmas és érdekes
témava valt, azonban a daganatos vesesejtekre gyakorolt hatasat és daganatellenes

mechanizmusat még nem vizsgaltak alaposan.



Il. Célkitiizés

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki a hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p, hsa-miR-181a-
5p és mas angiogenezissel kapcsolatos gének expresszidjanak vizsgalatat az RCC-ben szenvedd
betegek tumoros és egészséges ép veseszoveteiben. Célunk volt tovabba, hogy meghatarozzuk
az emlitett MIRNS-ek szerepét a vesedaganatok angiogenezisében, valamint az RCC
progndzisaban. Statisztikai moddszereket alkalmazva korrelaltuk a vizsgalt miRNS-ek
expresszios mintazatait klinikopatologiai paraméterekkel (klinikai stadium, hisztologia),
tovabba vizsgaltuk a miRNS-ek és célpontjaik kozotti kolesonhatasokat, melyek a vese
angiogenezis folyamataiban vesznek részt.

A shikonin vesedaganat sejteken kifejtett hatasat és daganatellenes mechanizmusat még
nem vizsgaltak alaposan. Ezért célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, a shikonin énmagéban
képes-e gatolni a human vesedaganat sejtek novekedését in vitro. Feltételezésiink szerint egyes
erds onkogén miRNS-ek epigenetikai szabalyozast gyakorolhatnak a folyamatra, ezért célunk
volt a shikonin miR-21 és a miR-155 expresszidjara kifejtett hatasanak vizsgalata a két human
vesedaganat sejtvonalon, in vitro. Szandékunkban allt tovabba leirni a shikonin hatasat az

apoptotikus utvonalakban részt vevo génekre, amelyek a daganatos sejtek halalahoz vezetnek.



I1l. Anyagok és médszerek
I11.1. A klinikai szovetmintak gyiijtése

Az angiogenezissel ¢s a miRNS-ekkel kapcsolatos vizsgalatainkat a Debreceni Egyetem
Urologiai Klinikdjan 20 vesetumoros betegbdl szarmazo tumoros/€p veseszovetmintan
végeztilk. A tumorok primer daganatokbol szarmaztak, metasztazisra utald jel a vizsgalt
betegcsoporton beliil nem mutatkozott. A daganatok a Nemzetkozi Rékellenes Uni6 (UICC)
TNM stadium rendszere alapjan lettek osztalyozva, a szdvettani fokozatok az Egészségiligyi
segitségével értékeltiik, és a nyirokrendszeri allapotot pozitivnak vagy negativnak rogzitettiik.
A mintagytjtést kovetoen a szoveteket azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, és —80

°C-on taroltuk a tovabbi feldolgozasig.

111.2. Sejtkultirak

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

parasitott atmoszféraban, 5% CO2 mellett miikodo termosztatban tartottunk.

I11.3. Vegyiiletek

A shikonint és a sunitinibet (tisztasag > 98%) a Santa Cruz Biotechnology-t6l (Dallas,
TX, USA) vasaroltuk, DMSO-ban oldottuk, ¢és porciok forméjaban taroltuk —20 °C-on. A
sejtproliferacids vizsgélat soran a vegylileteket 2,5 és 40 uM kozott alkalmaztuk. Minden

kisérletben DMSO-t hasznaltunk vivéanyagként. A tovabbi sejttenyésztési kisérletekben

crer

I11.4. 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 novekedési médiumaban tenyésztettiink 24 oraval a
kisérletek el6tt. Masnap a médiumot eltavolitottuk, és helyette a vegytileteket (sunitinib vagy

shikonin) ndvekvd koncentracioban tartalmazd6 meédiumot 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
sejttenyésztd inkubatorban. A fluoreszcencia intenzitast BioTek Plate Reader rendszer (BioTek,

Winooski, VT, USA) segitségével mértiik.
I11.5. A sejtek koloniaképzé képességének a vizsgalata

A vizsgélatot A-498 és CAKI-2 sejteken végeztiik el sunitinib és shikonin kezelés
hatasara. A sejtszuszpenziok eldkészitése utan a sejteket 6-lyukt plate-re mértiik szét (3—5 x
10° sejt/well), amit egy éjszakan at tartd inkubalas kovetett. Masnap a sejteket a shikonin (1—
20 uM) vagy a sunitinib (2,540 uM) kiilonb6z6 koncentracidit tartalmazo oldataival kezeltiik,
mely koncentraciokat a sejtproliferacids eredmények alapjan vélasztottuk ki. A kontroll csoport
sejtjeit 0,01% DMSO-t tartalmaz6 médiumban novesztettiik. Ezt kovetden a sejteket 14 napig
hagytuk novekedni, a kezeléshez alkalmazott szert tartalmazdo IMDM médiumot minden
harmadik napon frissre cseréltiik. A 14 napos inkubaciot kdvetden a médium eltadvolitasaval
allitottuk le a kisérletet, a sejteket Ovatosan mostuk foszfat-pufferes sooldattal (PBS: Phosphate
Buffer Saline), majd ezt egy metanol: ecetsav (3:1 aranyu) oldattal torténd fixalast kdvette. Az
igy fixalt sejteket 0,1% -os kristalyibolya oldattal festettiik (Crystal Violet, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). A koloniak spektrofotometriasan torténd kvantifikalasahoz a sejteket 2%
natrium-dodecil-szulfat (SDS: Sodium-Dodecyl-Sulfate) oldatban reszuszpendaltuk, aminek az
abszorbanciajat a Biotek plate - reader rendszerrel (BioTek, Winooski, VT, USA) detektaltuk.

I11.6. A kaszpaz-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 gyarto altal eloirt utasitdsoknak megfelelden. A vizsgalathoz a CAKI-2 és
A-498 sejtek 10*/ml mennyiségnek megfeleld sejtszuszpenzidkat 96-lyiki plate-ekre mértiink,
majd a kezeléshez a shikonint novekvo koncentraciokban (2,5-10 pM) alkalmaztuk. A kezelést
48 ora elteltével allitottuk le, majd friss médiumot mértiink a 98 lyukt plate minden egyes well-
jébe. Ezutan a sejteket 25 pL Caspase-Glo® reagenssel lizaltuk, majd a plate-eket
szobahdmérsékleten 30 percig razattuk. A lizdtumbol 100 pL-t athelyeztiink egy 96-lyukt
(fehér szinli miianyag) plate-re, a lumineszcenciat BioTek plate-reader (BioTek, Winooski, VT,
USA) segitségével 490 nm mértiik.



I11.7. RNS izolalas és mindségének meghatarozasa

Az angiogenezis és miRNS vizsgalatainkkal kapcsolatos mérésekhez, valamint az in
vitro vizsgalatainkhoz teljes RNS-t izolaltunk. A vesetumoros szovettel végzett kisérleteinkhez
a toltal RNS izolalashoz a Qiagen RNeasy Mini izolal6 kitet (Invitrogen, Life Technology,
Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk a gyartd protokollja szerint. Az RNS koncentracidjat és
tisztasagat a NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies, Wilmington,
DE, USA) hataroztuk meg. A molekularis biolodgiai vizsgalatok elvégzéséig az izolalt RNS

mintakat -80 °C-on taroltuk.

I11.8. Az RNS izolalasa a CAKI-2 és A-498 sejtekkel végzett in vitro vizsgalatainkhoz

Az human vesedaganat sejtvonalakkal a shikonin kezelést kdvetden tobb génexpresszios
valtozas mérését is elvégeztiik. Ezen gének mRNS-szintii kifejezddésének elemzéséhez az A-
498 ¢s a CAKI-2 sejteket ndvekvd dozisu shikoninnal (2,5-10 uM) kezeltiik 24, 48 és 72 o6ras
inkubacios id6tartamokon keresztiil, majd a NucleoSpin RNA/Protein kit (Macherey-Nagel,
tisztasagat szintén a NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg. A molekularis biologiai elemzésekig az RNS-t -80 °C-

on taroltuk.

111.9. Reverz-transzkripcié PCR (RT-PCR)

Az egyes mintakbol 250 ng RNS felhasznaldsaval cDNS-t szintetizaltunk a Tetro cDNA
Synthesis Kit (Bioline, London, UK) segitségével, a gyartd Gtmutatdsai szerint. Az RT-PCR
reakciot 20 pl térfogatban végeztiikk el véletlenszerli hexamerek hasznalatdval. A futtatas
minden alkalommal 35 ciklusbol allt. A kontaminacié tesztelésére a reakcio RT-NTC-t is

tartalmazott.

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

A miRNS-elemzések elvégzéséhez az A-498 és a CAKI-2 sejteket novekvd dozisu
shikoninnal (2,5-10 uM) kezeltiik 24, 48 és 72 6ras inkubacios peridodusok alatt, majd teljes
RNS-t izolaltunk (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag). Az intracellularis miRNS-ek, a
mMIiR-21 és miR-155 expressziojat miRNS-specifikus Universal ProbeLibrary (UPL) proba
alapu stem-loop RT-qPCR modszerrel mértiikk. A miRNS-ek cDNS-re torténd atirasat miRNS-
specifikus stem-loop-RT primereket (500 nM, Integrated DNA Technologies, Leuven,

9



Belgium) alkalmazva reverz transzkripcidval végeztik el az erre alkalmas TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
melyhez miRNS-specifikus tervezett forward primert (100 nM, Integrated DNA Technologies),
univerzalis reverz primert (100 nM, Integrated DNA Technologies) ¢s UPL probakat (#21,
#155: 10 nM, Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) hasznéltunk. A polimerizaciot a
Taq polimeraz (5 U/uL) és ANTP-k (2,5 mM) (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) tették
lehetove.

Az kvantitativ real-time PCR reakciok kivitelezését minden alkalommal harom ismétléssel
hajtottuk végre a QuantStudio 12 K Flex qPCR miiszer segitségével (Applied Biosystems
Waltham, Massachusetts, USA). A normalizalashoz a RNU43 referencia RNS-t hasznaltuk.

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

A szdovetmintdkban mért miRNA vizsgélatainkat TagMan® assay (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) gRT-PCR segitségével végeztik. A vizsgalt mikroRNS-ekhez tartozo
komplementer DNS-t (¢cDNS) total RNS-bdl (5 ng) szintetizaltuk TagMan® mikroRNS reverz
transzkripcids reagensek (Invitrogen, Life Technology, Carlsbad, CA, USA) és specifikus
reverz transzkripcids primerek (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) segitségével, a valos
idejii PCR-t pedig TagMan® probakkal hajtottuk végre CFX-96 valos idejii PCR-rendszerben
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Minden assay-t 96 lyuka plate-en
triplikatumokban viteleztiink ki. Az alkalmazott hsa-miR-ekhez tartoz6 Ct értékeket az SDS
szoftver (v3.1.) alapjan kapott automatikus kiiszobértékek (treshold baseline) beéllitasaval
hataroztuk meg. A miRNS-ek normalizalasahoz a veseszovetekben (ép €s tumoros mintdkban
egyarant) stabilan expresszalodo RNU6-ot hasznaltuk, az adatokat az R statisztikai szoftver
segitségével (v.2.14.0, Applied Biosystem, Foster City, Kalifornia, USA) dolgoztuk fel. A
triplikatumbol nyert Cr értékeket atlagoltuk és az RNU6 geometriai atlagadhoz normalizaltuk,
amelyet endogén kontrollként valasztottunk a geNorm27 és NormFinder alapjan (Department
of Molecular Medicine (MOMA), Aarhus University Hospital, Aarhus N, Denmark). A
normalizalt expresszids értékeket log2|2—ACT| formaban szamoltuk ki. A 36-nal nagyobb Cr
értékeket a detektaldsi hatar alattinak tekintettiik.

10



111.12. Kvantitativ valés idejii PCR (qRT-PCR)

Az egyes angiogenezis markerek mRNS szinten torténd génexpresszids vizsgalatdhoz
valds idejii qRT-PCR-t alkalmaztunk, melyhez az iTaqTM Universal SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) elegyet hasznaltuk. A reakciot egy CFX-96
Real-Time rendszerben (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) hajtottuk végre, 20 pl
végso térfogatot alkalmazva. Ezt kovetden az relativ mRNS expresszios értékeket a Cr értékek
alapjan hataroztuk meg. A harom CT értékek atlaga a GAPDH Cp értékére lett normalizalva,
amelyet endogén kontrollként valasztottunk. A normalizalt mRNS expresszids értékeket a

logz (272€T) formaban szamitottuk ki.

111.13. In silico miRNS analizis target és itvonal meghatarozashoz

A tanulmanyhoz kivalasztott hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p és hsa-miR-181a-5p
esetében az irodalmi adatok alapjan in silico vizsgalatot végeztiink, amely soran az miRNS-
specifikus célpontokat harom adatbazis segitségével hasonlitottuk dssze: miRDB, TargetScan
¢s Tarbase. Ennek a folyamatnak a f6 célja az angiogenezis jelatviteli utvonalhoz kapcsolodo
célfehérjék keresése volt. Az adatbazis-sziirés eredményei alapjan azonositottuk az miRNS-
célfehérje kolcsonhatasokat, melyeket a célmolekulakhoz kapcsolodo jelatviteli ttvonalakba

soroltunk.

I11.14. Az angiogenezis array kivitelezéséhez sziikséges szoveti fehérje lizatumok
elkészitése

A vizsgalatainkhoz hasznalt 20 veseszOvetminta parok koziil 8-8 daganatos és
egészséges mintabol fehérjét izolaltunk lizis pufferek (Lysis buffer 6 és Lysis buffer 17)
segitségével extrahdltuk, 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 hatiroztuk meg. Az izolalas és
kvantifikalds sordn a fehérje degradacio elkeriilése érdekében a mintakat jégen tartottuk, majd
-80 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. Az array alkalmazdsakor a Human Angiogenesis
Array készletében talalhaté membranokhoz 300 pg fehérje extraktumot hasznaltunk a gyarto
utasitasainak megfeleléen. A membranokon elhelyezkedd fehérje pontokat az array-hez
mellékelt kemilumineszcens reagens segitségével azonositottuk. A jel detektdlasdhoz a
ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziiléket hasznaltuk. Az egyes

duplikaltan megjelend array foltok intenzitasi értékének meghatarozasat az Image Lab szoftver
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(5.2.1. verzid, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) tette lehetévé az atlagolt intenzitas értékek alapjan
az atlagolt hattér jelet is figyelembe véve. Az egyes fehérje expresszidban valtozast mutatd

értéket a daganatos szovetmintak és az ép mintak 0sszehasonlitasaval kaptuk meg.

I11.15. 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 uM shikoninnal kezeltiik 24,
48 és 72 6réan keresztiil. A kezelés utan a sejteket PBS-sel mostuk ¢és fehérje lizis pufferben (M-
PER, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) lizaltuk, amely protedz- és foszfataz-
inhibitorokat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmazott. A sejtlizaitum fehérje
mennyiségét 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 mennyiségii fehérjéket (40 ng) vittiink fel 10% vagy
14%-0s natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélre, és elektroforézissel (SDS-PAGE)
futtattuk. A fehérje lizatumokat molekulatomegiiknek megfelelden 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 specifikus els6dleges antitestek
megfeleld higitasaival jeloltiik. Az elsddleges antitestekkel valo inkubaciot torma-peroxidaz
(HRP)-jelolt anti-egér IgG vagy anti-nytl IgG masodlagos antitestekkel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) torténé 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 normalizélashoz hasznalhat6 haztartasi fehérje.

111.16. Statisztikai analizis

Minden, sejtekkel kapcsolatos in vitro kisérletet legalabb haromszor végeztiink el. Az
atlagértékek kiszamitasa és generaldsa, a hozzajuk tartozo szoras, valamint a normalizalds
Microsoft Excel (Office Professional Plus 2016, Microsoft, Redmond, WA, USA) segitségével
tortént. A statisztikai szignifikanciat kéttényezOs varianciaanalizissel (two-way ANOVA)
szamitottuk ki a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)

segitségével.
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A TagMan miRNA assay (Life Technology, Carlsbad, CA, USA) segitségével kvantifikaltuk a
hsa-miR-15b-5p, a hsa-miR-99b-5p és a hsa-miR-181a-5p expresszios szintjeit. A statisztikai
elemzéshez kéttényez0s varianciaanalizist (two-way ANOVA) hasznaltunk a Sidak tobbszoros
Osszehasonlito teszteket alkalmazva a GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA) szoftvert segitségével.

A vesetumoros szovetekben vizsgalt egyes miRNS expressziok és a betegek patoldgiai
fokozata kozotti kapcsolatot tobbféleképpen vizsgaltuk, azaz kiugré értékek azonositasaval és
anélkiil. Minden adatcsoport esetében a valtozok (expresszio és gradus) kozotti korrelacios
egylitthatot (r) Spearman (nemparaméteresnek itélt) modszerrel szamitottuk ki. A korrelacio
pontossagat az ,,I”” 95%-os konfidencia intervallumaval jellemeztiik. Amennyiben a korrelacio
statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult, linearis regresszidt alkalmaztunk, és annak
pontossagat a legjobban illeszkedd egyenes kortili 95%-os konfidenciasavokkal vizualizaltuk.

Az 0,05 alatti p értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.
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IV. Eredmények
IV.1. A betegek klinikopatologiai jellemzoi

Minden, a vizsgalatainkban hasznalt szovetminta (N=20) hisztopatologiai vizsgalatnak
lett alavetve annak érdekében, hogy a vesetumorok szdvettani klasszifikacidja, a patologiai
gradusonként torténd elkiilonitése, valamint a mintdk TNM szerinti besoroldsa megtorténjen.
A patologus altal készitett leirdsok, jelentések alapjan a tanulmanyban haszndlt mintdk
szovettani szempontbol az alabbiak szerint voltak osztalyozhatok: 16 esetben (78%) ccRCC, 2
esetben (10%) pRCC, chRCC 2 eset (10%). A hisztologiai tipuson beliil minden szdvetet
Fuhrman-fokozatok szerint elemeztek: a mintak 62,5%-at (13 minta) 2-es patologiai gradussal
(alacsony fokozatu) osztalyoztak, 20%-at (4 minta) 1-es gradussal (alacsony fokozatl),
valamint a mintak 15%-a (3 minta) 3-as gradust (magas fokozatu) mutatott. A vizsgalt
veseszOovetmintak koziil 8 minta (40%) férfi betegektdl, 12 minta (60%) pedig ndi betegektdl

szarmazott.

IV.2. Az angiogenezishez kapcsolodé miRNS-ek expresszioja

A vizsgalt harom miRNS mindegyike jelentdsen alacsonyabb expressziot mutatott a
daganatos mintdkban a szomszédos ¢ép szovetekhez képest (p < 0,05). A legjelentdsebb
kiilonbség az ép és a tumoros mintak esetében a hsa-miR-99b-5p (p < 0,0001) és a hsa-miR-
180a-5p (p = 0,0090) expresszidjaban volt megfigyelhetd.

IV.3. A vizsgalt miRNS-ek és a patolégiai gradusok kozotti sszefiiggés

A vizsgalt miRNS-ek expresszidjat a tumoros €s az ép mintapatokban a betegek
patologiai statusza szerint elemeztiik. Mindharom vizsgalt miRNS esetében az altalunk vizsgalt
mintacsoportban statisztikailag szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk a miRNS-ek relativ
expresszioja €s a patologiai gradusok kozott. A korrelacio é€s a statisztikai szignifikancia akkor
mutatkozott a legszignifikansabban és legpontosabbnak, amikor az outlier azonositasdhoz a Q
= 1%-ot (kOzepes ,,agresszivitas”) valasztottuk. A linedris regresszidval nyert eredmények
megegyeztek a korrelacids elemzés eredményeivel. A Spearman korrelacid szerint a vizsgalt
mMIRNS-ekhez tartozo, a statisztikai szignifikancat jelold p értékek a vizsgalt miRNS-enként a
kovetkezok voltak: a hsa-miR-15a-5p esetében p=0,033, a hsa-miR-99b-5p esetében p < 0,0001
¢s a hsa-miR-181a-5p esetében pedig p = 0,0133.

IV.4. A vizsgalt miRNS-ek és nyirokcsomok kozotti korrelacio
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A betegek tobbsége negativ nyirokcsomo-statusszal rendelkezett, mivel attétet nem
¢észleltek. A késébbiekben csupan egy betegnél irtak le regionalis nyirokcsomo attétet, ebbol
kifolydlag nem figyeltiink meg korrelaciot a hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p és hsa-miR-

181a-5p kifejezddése €s a nyirokcsomo statusz kozott.

IV.5. In silico miRNS target adatbazis elemzés

Hérom kiilonb6z6 miRNS adatbazis in silico elemzését végeztiik el az angiogenezis-
specifikus célpontok keresése érdekében, beleértve a miRDB, a Tarbase valamint a TargetScan
adatbazisokat, melyekben a hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-99b-5p és hsa-miR-181a-5p potencialis
célpontjait azonositottuk. Az adatbazis-eclemzések szerint a hsa-miR-181a-5p esetében 32
koz0s targetet talaltunk, beleértve a VEGF-et, a TIMP-eket és az MMP-ket. Hasonloan, a hsa-
mMiR-15b-5p esetében a keresésiink 21 validalt célmolekulat azonositott, kozottiik relevansnak
talaltuk a VEGF-et, FGF-1-ct és FGFR-1-et. Emellett a hsa-miR-99b-5p esetében a VEGF és a
TIMP-ek kozosen validalt célpontként keriiltek azonositasra. Ezek az adatbazis elemzések arra
utalnak, hogy mindharom vizsgalt miRNS epigenetikai tényezOként részt vehet a veserak

angiogenezisének patoldgiai folyamataban.
IV.6. Az angiogenezis array-el kapott eredmények értékelése

Az angiogenezis folyamatat érint6 legfontosabb markerek sziirésére ,,proteome profil”
analizist alkalmaztunk. A kemilumineszcens detektalast kovetden az egyes pontok intenzitasa
mutatta az array-en elhelyezett specifikus, immobilizalt antitestekhez kotddott fehérjék
mennyiségét. Az altalunk vizsgalt 8-8 ép és tumoros veseszovetmintdhoz kapott ,,fehérje
pontok™ intenzitasat a Chemidoc Image Analyser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével
elemeztiik ki és kvantifikaltuk. Az angiogenezis array-ek alapjan kapott eredmények szerint az
egyes angiogén fehérjék, mint példaul az ANG expresszidja emelkedést mutatott a tumoros
mintakban, mig az MMP-9 expresszidja enyhe csokkenést jelzett. A tumoros szdvetekben a
TIMP-1 expresszidja szintén enyhe csokkenést mutatott az egészséges mintdkhoz képest. A
fehérje array-k elemzése alapjan az egyik legjellemzObb angiogén marker, a VEGF nagyon
alacsony expresszids szintet mutatott (szinte nem is volt észlelhetd az expresszidja) az
egészséges szovetekben, ugyanakkor a tumoros mintdkban a VEGF jelentds expressziojat

figyeltiik meg (p = 0,0402).
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IV.7. Valoés idejii qRT-PCR —el kapott eredmények

Mind a 20 parositott egészséges és tumoros veseszovetmintak génexpresszios elemzését
elvégeztiik a kovetkez6 génekre: VEGF-A, FGF-1, ANG, MMP-9, TIMP-1, HIF-10, MMP-2,
TIMP-2. A fizioldgias és patologias angiogenezis folyamatok allapotjelzdi, 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
keriiltek. Az ANG, VEGF és HIF-1a expresszidja szignifikdnsan emelkedett (p < 0,05) a
tumoros mintdkban, és szignifikdnsan csdkkent (p < 0,05) az ép szdveti mintaparokban. A qRT-
PCR és az angiogenezis array eredményeiben tapasztalt kis eltérés az angiogenezis markerek
szlirése soran valoszintileg a sziiréshez hasznalt alacsony mintaszambol adodhat.

Az FGF-1 és a VEGFR receptorok expresszidja szintén vizsgalatra keriilt, mivel

mindkét receptor részt vesz az RCC angiogenezisében. A valos ideji PCR elemzések
megerdsitették a Human Angiogenezis Array eredményeit, megfigyelhetd volt az FGF-1
downreguléciodja a tumoros szovetekben, valamint a VEGFR-1, -2 és -3 receptorok kifejezédése
ugy a tumoros, mint a szomszédos ép szovetekben is a vizsgalt RCC esetekben.
Tovabba, az eredményeket a mintak patologiai gradusanak fényében vizsgalva, az RCC mintak
magasabb HIF-1a expressziot mutattak, mint az alacsonyabb patologiai gradussal jellemzett ép
mintak. Intenziv VEGF expressziot figyeltiink meg az alacsony gradust (1-es és 2-es gradus)
RCC mintak esetében, valamint a magas fokozatu (3-as gradus) RCC mintakban is (1-es gradus:
p = 0,0014, a 2-es gradus és a 3-as gradus: p < 0,0001).

Az MMP-k és TIMP-ek expressziojat illetden a kvantitativ RT-PCR eredmények
tobbnyire 6sszhangban voltak a Human Angiogenesis Array eredményeivel. A génexpresszid
elemzésének eredményei enyhe csokkenést mutatnak az MMP-9 expresszidjaban és novekedést
a kapcsolodo TIMP-1 esetében a tumoros mintakban a szomszédos ép szovetekhez képest, ami
Osszefiigghet ezen fehérjék expresszidjanak az emelkedésével. Tovabba, vizsgaltuk az MMP-2
¢s TIMP-2 expressziojat, miszerint mindkét gén alacsonyabb expresszidt mutatott a tumoros
szovetekben, mint a szomszédos €ép veseszovet mintakban. Az MMP-2 ¢és az MMP-9 nem
mutatott szignifikans kiilonbségeket (p > 0,9999), azonban a TIMP-1 (*p = 0,0328) és a TIMP-

2 (*p = 0,0371) expresszidjaban szignifikans eltérés mutatkozott.
IV.8. A shikonin dozis- és idofiiggé modon gatolja a sejtek proliferaciojat

A tanulmanyban két kiilonboz0, vilagossejtes vesedaganat sejtvonalat, az A-498 és a

CAKI-2 sejteket hasznaltuk a shikonin sejtproliferacio gatld hatasanak vizsgalatara. A shikonin
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crer

eredmények azt mutattdk, hogy a shikonin minddssze 24 ora elteltével, mar 2,5 uM
koncentracional jelentdsen gatolta az A-498 és a CAKI-2 sejtek szaporodasat is. Azonban a
sunitinib altal indukalt jelent0s sejtszaporodas-gatlds az A-498 sejtekben csak 20 uM
koncentracional volt megfigyelhetd, valamint a CAKI-2 sejtszaporodas gatlasat mar csak a 40
uM-nal és csak a vegyiilet alkalmazasat kovetd 48 oraval késobb észleltiik. A shikonin gatld
hatésa az id6 eldrehaladtaval fokozatosan ndvekedett, ami a shikonin vesesejtes karcinomara
gyakorolt id6fliggd hatasat jelzi. Az inverz mikroszkoppal (Nikon Eclipse TS 100, Melville,
NY, USA) végzett morfologiai megtigyelés szintén a shikonin rendkiviil kifejezett hatasat
mutatta mindkét sejtvonalon.

Ezt kovetéen a shikonin géatld hatasat a kivalasztott vesedaganat sejtek klonképzo
képességére vizsgaltuk. A proliferacids aktivitas vizsgalati eredményei alapjan a sejteket két
hétig novekvé dozist shikoninnal és sunitinibbel kezeltiik (140 puM), hogy teszteljiik és
Osszehasonlitsuk a shikonin €s a sunitinib hatdsat a CAKI-2 és az A-498 sejtek koloniaképzd
képességére. A shikonin koloniaképzodést gatldo képessége hatékonyabbnak bizonyult az A-
498 sejtek esetében, mint a CAKI-2-ben. Az A-498 sejtekben a koloniak szama koriilbeliil
harmadéra csokkent, amikor 1 uM shikonint hasznaltunk a kontroll csoporthoz képest, és
kortlbeliil nyolcadara csokkent 2,5 uM koncentracional. A CAKI-2 sejtekben a hatas csak 2,5
uM-nal volt észlelhetd (~hatszoros). A sejtszaporodasi vizsgalat eredményeivel 6sszhangban a
shikonin sokkal alacsonyabb koncentraciondl (1 pM) gatolta a daganatos sejtek
koloniaképzddését, mint a sunitinib, ami csak 20 pM-ndl fejtette ki hasonld intenziv gatld

hatasat a koloniaképzddésre.

IV.9. A shikonin altal indukalt apoptozis a CAKI-2 és az A-498 human vesedaganat
sejtvonalakon

Mivel a kaszpdz-3 és -7 protedazok aktivalasa kulcsfontossagu az apoptotikus
sejthalalban, ezért a kaszpaz-3 és -7 aktivitasat a shikoninnal kezelt CAKI-2 és A-498 sejteken
is vizsgaltuk. A shikoninnal torténd kezeléseket kovetéen azt figyeltik meg, hogy 48 ora
elteltével ezekben a sejtvonalakban a kaszpdz-3 ¢és -7 aktivitdsdban koriilbeliil hatszoros
novekedést mutatott aktivitasaban a kontroll sejtekhez képest. Tehat a kaszpaz-3 és kaszpaz-7
aktivitas szignifikdnsan novekedett a shikonin kezelés hatdsara, a maximalis aktivitds 10 pM
koncentracional tetdzott.

Mivel a kaszpaz-fliggd apoptozis altalaban befolydsolja mas fehérjék hasitasat is

(példaként emlithet6 a poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)), ezért a PARP expresszidjat is
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elemeztiik a shikonin kezelés hatasara. A PARP szintjét Western blot segitségével mértiik, ami
szerint a PARP jelentdsen fokozott expresszidjat mutatta 24 oraval a kezelés utan, amely tovabb
novekedett 48 ora elteltével.

Az immunoblotting eredmények kimutattak, hogy a fokozott kaszpaz-3 és kaszpaz-7
szintek csokkent antiapoptotikus fehérjeként funkcionald B-sejtes limfoma 2 (Bcl-2) szintekkel
jartak egylitt, azonban a proapoptotikus fehérje, a Bcl-2-asszocidlt X-fehérje (Bax)
kifejezddésére vonatkozdan a shikoninnak nem volt észlelhetd hatdsa a kezeletlen kontroll

sejtekkel 6sszehasonlitva.

IVV.10. A shikonin hatdsa az apoptozisra és a tumorszuppresszor gének kifejezédésére

A human CAKI-2 és A-498 sejtvonalakban vizsgaltuk a PI3K és a foszforilalt-AKT (p-
AKT) fehérjeexpressziokat is. A Western blot elemzések alapjan a CAKI-2 sejtekben a PI3K
¢s a p-AKT expresszio szintjének ndvekedése volt megfigyelhetd, amely a kezelés utdn 48
oraval érte el a legmagasabb szintet. Az A-498 sejtekben a PI3K expresszid folyamatos
novekedést mutatott a kisérlet soran, de a p-AKT fehérje szintjében egyértelmii csokkenés volt
megfigyelhetd.

A Foszfatdz és Tensin Homoldg (PTEN) fontos szerepet jatszik a shikonin altal indukalt
apoptodzisban is. Mindkét sejtvonal esetében mar igen koran jelentds csokkenést figyeltiink meg

a PTEN expressziojaban, majd a kezelés id6tartama alatt enyhe ndvekedést tapasztaltunk.

IV.11. A MAPK/PI3K ttvonalak szerepe a shikonin altal indukalt apoptézisban

Annak értékelésére, hogy a shikonin képes-e modositani az extracelluldris jelatviteli
kinazok (ERK) altal szabalyozott jelatviteli utvonalakat, megvizsgaltuk a shikonin hatasat a
p44/42 MAPK (tErk) foszforilacigjara. Az A-498 és CAKI-2 sejtek 2,5 uM shikoninnal torténd
24 6ras kezelése jelentds mértékben gatolta a foszfo-p44/42 MAPK (pErk) expresszios szintjét
a teljes p44/42 MAPK fehérje expresszios szintjéhez képest. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a shikonin 1d6fiiggé modon csokkentheti ezeknek a fehérjéknek a foszforilacigjat.
Osszességében az eredmények azt mutatjidk, hogy a shikonin az apoptotikus sejthalal
is utalnak, hogy a shikonin altal indukalt apoptézis a vesedaganat sejtekben feltehetéleg egy
mitokondrium-fiiggé Gton keresztiil valosulhat meg.

A CAKI-2 és A-498 sejtekben a novekvd dozisu shikoninnal (2,5-10 pM) végzett 24,
48 és 72 oras inkubaciods periddusokat kovetden elvégeztik az NF-kB gén expresszidjanak

gRT-PCR-rel torténd elemzését is. Megkdzelitdleg 6tszords csokkenést figyeltiink meg az NF-
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kB mRNS expressziojaban a shikoninnal kezelt A-498 és CAKI-2 sejtekben a kezeletlen
kontroll csoporthoz képest. A qRT-PCR adatokkal 6sszhangban az NF-«kB fehérje szintjének
jelentds csokkenését (~kétszeres) észleltiik 48 6ranal a Western blot analizissel.

Célunk volt tovabba az NF-«xB ¢és az apoptdzissal kapcsolatos faktorok, mint példaul a
p53 kozotti Osszefliggés vizsgalata, amelyek hatassal lehetnek a tumorgenezisre, €s szerepet
jatszanak a sejtciklus szabalyozasaban. A p53 jelentds csokkenését mutatja 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 6ras shikoninnal val6 inkubacio elteltével, mig 72
oras kezelés utdn mintegy haromszoros novekedés volt megfigyelhetd a p53 gén

expresszidjaban a kontroll sejtekhez viszonyitva (p < 0,05).

IV.12. A shikonin hatasa a multidrog-transzporter gének expresszidjara

A MDR-ek fokozott expresszidja multidrog rezisztenciat jelenthet a tumoros sejtek
szamara, ugyanakkor a tumorsejt effluxanak gatlasa hatékonyan novelheti a tumoros sejtek
érzékenységét a kemoterapias szerekkel szemben.

Célunk volt megvizsgalni a leggyakoribb multidrog-transzporter gének (BCRPI,
ABCC6, ABCBI1, ABCBS5) expressziojat shikoninnal kezelt A-498 és CAKI-2 sejtekben. A
shikoninnal torténd 24 6rés kezelést kovetden koriilbeliil kétszeres ndvekedést figyeltiink meg
a BCRP1 gén expresszidjaban ugy az A-498, mint a CAKI-2 sejtekben, amelyek el6zdleg
csokkent expresszidt mutattak a kontroll sejtekben a 72 6ras shikonin kezelés utan. Szignifikans
kiilonbségeket (p < 0,05) figyeltiink meg a BCRP1 gén expresszidjaban mindkét sejtvonal
esetében a 24 oOrds kezelést kovetden. Az ABCC6 expresszidja szignifikdnsan (p < 0,05)
csOkkent a 24 6ras shikoninnal torténd inkubdacio elteltével az A-498 sejtekben, ami 72 6ra utan
visszatért a kontroll szintre. Az ABCC6 transzporter gén expresszidja nem volt kimutathatod
sem a kontroll, sem a shikoninnal kezelt CAKI-2 sejtekben. Az ABCBI expresszio
szignifikansan (p < 0,05) csokkent mindkét sejtvonalban mar 24 oraval a kezelés utan. Az
ABCBS expresszidja szinte teljesen lecsokkent a shikoninnal kezelt CAKI-2 sejtekben. Az A-
498 sejtek ABCBS5 expresszidja 24 ora utan 50%-kal csokkent, majd a shikonin kezelést
kovetden 48 oraval majdnem haromszorosara nétt a kontroll, kezeletlen A-498 sejtekhez

viszonyitva.

IV.13. A shikonin hatasa az extracellularis matrix fehérjék expressziéjara

Az RT-qPCR eredményeink azt mutattdk, hogy a shikonin kezelés szignifikansan (p <

0,05) csokkentette a CXCR4, az MMP-2, az MMP-9 ¢és az E-kadherin expresszidjat a CAKI-2
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sejtekben. A CXCR4, az MMP-2 ¢és az E-kadherin kifejez6désének csokkenése volt
megfigyelhetd A-498 sejtekben is, azonban a CXCR4 expresszidjaban mintegy kétszeres
novekedést lehetett megfigyelni a 72 oras kezelés utdn a kezeletlen kontroll sejtekhez
viszonyitva. Az MMP-9 enyhe ndvekedést mutatott mar alig 24 ora elteltével, majd csokkent a
shikoninnal torténd 48 ora inkubaciot kdvetden.

Az E-kadherin és a CXCR4 expresszidjat fehérje szinten is elemeztiik. A CAKI-2 sejtek
esetében szignifikans csokkenést észleltiink az E-kadherin expressziojaban, és minddssze
enyhe csokkenést a CXCR4 szintjében. A kezelés utan 72 oraval hirtelen jelentkez6 emelkedést
figyeltiink meg mindkét fehérje expressziojaban a 24 ¢s 48 oras mintakhoz képest. Az A-498
sejtekben az E-kadherin expresszioja szignifikans ndvekedést mutatott 24 6ras shikonin kezelés
utan, azonban 4872 o6ra shikoninnal torténd inkubacid esetén az E-kadherin expresszidja a
kontroll sejtek szintje ala csokkent. A CXCR4 expresszioja mar 24 oraval a shikoninnal torténd
kezelés utan szignifikdnsan csokkent, és nem mutatott novekedést a 48 és 72 oras kezelés utan

sem.

IV.14. A shikonin hatasa a miR-21 és a miR-155 expresszidjara

Mind a miR-155, mind a miR-21 onkogén miRNS-ként szolgal, melyek széles korben
fejezédnek ki kiillonb6z6 human szovetekben, és szamos daganat tipusban mutattdk mar ki a
fokozott expresszidjukat. Feltehetdleg szabalyozzdk a sejtosztodast, migracidt és invaziot,
valamint gatolhatjdk az apoptozist. A CAKI-2 és A-498 sejteket 48 oran keresztiil shikoninnal
kezeltiik, majd a kezelt és kontroll sejtekbdl RNS-t izolaltunk, és a miRNS-ek expresszios
szintjét qRT-PCR segitségével vizsgaltuk. Eredményeink alapjan szignifikans valtozas nem

volt megfigyelhetd a vizsgalt miRNS-ek expresszios szintjében a kezelt sejtek esetében.

20



V.  Osszegzés

Munkank soran a vesetumorok kialakuldsdban szerepet jatszd egyes epigenetikai
faktorok (miRNS-e¢k) expresszios mintazatat vizsgalatuk a Debreceni Egyetem Urologiai
Klinikajan vesetumorral diagnosztizalt betegek mintain. A hsa-miR-15b, a hsa-miR-99b
valamint a hsa-miR-181a expresszios szintjeit vizsgalva nemcsak azt figyeltilk meg, hogy a
tumoros szovetmintak szignifikdnsan alacsonyabb szinten expresszaljak az emlitett miRNS-
eket, hanem azt is, hogy ezen miRNS-ek expresszidjanak mértéke dsszefiigg a tumoros mintak
patologiai gradusaval. Szamos miRNS kapcsolodik az RCC tumorképzddésében részt vevo
molekularis jelatviteli itvonalak 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 potencialisan szerepet vallalo targetjeit in silico
adatbaziselemzéssel azonositottuk. A targetek expresszios szintjeit qRT-PCR-al vizsgalva
megfigyeltik az ANG, a VEGF ¢s a HIF-1a emelkedését a tumoros mintakban, tovabba a
VEGF receptorai koziill a VEGFR-1 és a VEGFR-3 is novekedett expressziét mutatott.
Megallapitottuk tovabba, hogy a VEGF ¢és a HIF-1a erésebb expressziot mutat a daganatos
szovetekben a patoldgiai gradus elérehaladasaval. A matrix metalloproteindzok és inhibitorai
koziil az MMP-9/MMP-2 és TIMP-1/TIMP-2 ko-expressziojat figyeltiik meg, melyek szerepet
vizsgaltuk egy természetes hatdanyag, a shikonin sejtproliferaciora és apoptdzisra kifejtett
hatdsat human vesedaganat sejtvonalakon. A shikonin a mar terapidban alkalmazott
sunitinibhez hasonldan tirozin-kindz inhibitorként fejti ki hatasat, és mint az a vizsgéalatainkbol
kideriilt, a sunitinibbel ellentétben joval alacsonyabb koncentracioban is hatdsos. Az
apoptodzisra kifejtett hatasat a PI3K/AKT és MAPK utvonalak szabalyozdsan 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 jovOben jelentdsen hozzdjarulnak az vesedaganatok
korai diagnozisdnak felallitdsdhoz, a sziikséges biomarkerek vagy akdr 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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