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1. Bevezetés

Az Osztrogének a ndi szervezet mikodésében kiemelkedd
szerepet betoltd szteroid hormonok, amelyek a reproduktiv ciklus
szabalyozasa mellett egyéb szervrendszerek miikodését s
meghatarozzak (pl. idegrendszer, sziv- és érrendszer, homeosztazis).
Ezért posztmenopauzaban, amikor az Osztrogén szint lecsdkken,
szamos iddskori megbetegedés megjelenése jellemzé  (pl.
szivinfarktus, memoriazavar). Erre nyujt megoldast az Gsztrogén
alapti, hormonpotld terdpia alkalmazasa, amely azonban novelheti
egyes raktipusok, tk. a petefészekrak kialakulasanak a kockazatat
(Langer és mtsai, 2021). A hormonfiiggd daganatok megjelenésének
esélye az un. xenodsztrogéneknek vald kitettség altal is emelkedik,
amelyek az endogén oOsztrogénekkel megegyezd hatast képesek
kivaltani a szervezetben. Ide sorolhatoak olyan, a természetben
eléforduld molekulak, mint pl. a zearalenon (ZEA), amely a Fusarium
fonalas gombak altal termelt mikotoxin. Ezen gombak szant6foldi és
raktari kartevék révén megfertdzhetik a haszonndvényeket (pl.
kukorica, zab, blza, rizs), igy az altaluk termelt metabolitok nagy
mennyiségben kontaminalhatjak a gabonabol késziilt termékeket, ill.
az allati takarmanyt egyarant (Paterni és mtsai, 2017). A szintetikus
xenodsztrogének csoportjaba tartozik a biszfenol A (BPA), amit tk. a
polikarbonat miianyagok és epoxi gyantak gyartasanal alkalmaznak.
A BPA a miianyagokbol képes kiszivarogni az azokban tarolt
¢élelmiszerekbe, italokba, ezaltal nagy egészségiigyi kockazatnak
kitéve az azokat elfogyasztokat (Urli és mtsai, 2023). Az 6sztrogének
karcinogén hatasa proliferaciot és migraciot indukalo hatasukkal van
Osszefiiggésben, amelyet elsdsorban az Osztrogén receptor o (ERa)
kozvetit. Ezen receptor a ligand kotédését kovetden a sejtmagba
transzlokalodva szédmos, az Osztrogén hatdshoz kothetd gén

A tumorok kialakulasat és terjedését az in. mikroRNS-ek
(miRNS) is befolyasoljak, amelyek kisméretli (~18-22 nt), egyszalu,
nem-kodold6 RNS  molekuldk.  Hatasukat a  mRNS-ek



poszttranszkripcionalis szabalyozasan keresztiil fejtik ki, amely soran
a cél mRNS-hez vald szekvencia specifikus kotédésiiket koveten a
(Ghini és mtsai, 2018). Azon miRNS-ek, amelyek tumor szupresszor
fehérjék képzodését gatoljak onkogén (onkomiR) funkcioval
rendelkeznek. Az onkogén fehérjék szintjét csokkentd miRNS-ek
pedig tumor szupresszorok (Vishnoi és Rani, 2016). A tumoros és
egészséges sejtek miRNS mintdzata nagyban eltér, ezért a
diagnosztikdban igéretes biomarkereknek tekinthetdek. A benniik
rejlé potencialt ndveli, hogy a testfolyadékokban is mérhetéek (Ho és
mtsai, 2022). Emellett szintjiik sejten beliili emelésével (pl. szintetikus
miRNS mimik alkalmazasaval), vagy csokkentésével (pl. antimiR
alkalmazasa révén) a terdpidban is hasznosithatéak Iehetnek
(Contiliani és mtsai, 2021).

A petefészekrak a 7. leggyakoribb, daganatos
megbetegedésre visszavezethetd halalozasi ok a nék korében, melynél
az 5 éves talélési arany minddssze 47,7 % (Stewart és mtsai, 2019).
Ennek egyik oka, hogy a késon jelentkezd, nem specifikus tiinetek
miatt a diagnézis felallitasara gyakran késén, a lll-as, IV-es
stadiumokban keriil sor. A hagyomanyos, fizikalis, valamint
képalkoté (ultrahang, CT, MRI, PET-CT) -eljarasokon alapuld
diagnosztika kiegésziilhet egyes biomarkerek, pl. a CA125 és HE4
meghatarozasaval, melyek azonban nem megbizhatéak a korai
stadiumok meglétekor, ezaltal nem alkalmasak szlirésre sem (Doubeni
és mtsai, 2016). Ezek hatékonysagat novelheti a jovében a
testfolyadékokban mérhetd szabad nukleinsavak (pl. cirkulalé tumor
DNS, mitokondrialis DNS, miRNS) szintjének a meghatarozasa,
amely segithet a pontosabb és gyorsabb diagnozis felallitasdban
(Szilagyi és mtsai. 2020). A petefészekrak terapidjaban alkalmazott
molekulak kore (pl. ciszplatin, karboplatin, paclitaxel, docetaxel)
ugyancsak kiegésziilhet a jovoben a tumorsejtek novekedését, ill.
terjedését gatldo miRNS molekulakkal (Deb és mtsai, 2018).



2. Célkitiizések

Az Osztrogének tumorok ndvekedésére/terjedésére gyakorolt
hatasa jol ismert jelenség mellrdk esetén, azonban hidnyos a
szakirodalom a petefészekrak kialakulasaban betoltott jelentoségiiket
illetden. Ez kiilondsen igaz a xenodsztrogének vonatkozasaban. Az
Osztrogének petefészek tumorokra gyakorolt hatasat tobb megfigyelés
is alatamasztja: i) az 6sztrogének proliferativ hatassal rendelkeznek az
ER-ral rendelkez6 ovarium tumor sejtekre, ii) az ovarium tumorok
jelentds része expresszal ER-t, iii) az ovarium tumorsejtek képesek
Osztrogén szintézisére, iv) az dsztrogének jelatvitelét (pl. tamoxifén),
valamint a szintézisét (pl. aromatdz gatlok) gatldé molekulak
hatékonyak lehetnek a petefészekrak kezelésében. Munkacsoportunk
korabbi eredményei alapjan az E2, ZEA ¢és BPA molekuldk
fiziologiailag relevans dozisban a proliferacid6 ¢és migracio
fokozodasat, valamint jelentés génexpresszioban megfigyelhetd
valtozasokat idéztek el human ovérium sejttenyészetekben, mely
hatas fliggott az ERa jelenlétét6l. Emellett szamos miRNS (miR-200
csalad tagjai, miR-203a, miR-205) expresszidja is elmozdulast
mutatott a kezelések hatasara. Ezen munka folytatasaként célul tliztiik
ki az E2, ZEA ¢s BPA altal kivaltott patofiziologiai, valamint mRNS,
és miRNS expresszioban megmutatkoz6 hatasok 6sszehasonlitd
vizsgalatat.

Ennek érdekében az alabbi vizsgalatokat végeztiik el:

1. Azalacsony, fiziologiailag relevans dozistt E2, ZEA és BPA
kezelések altal kivaltott transzkriptomikai valtozasok
Osszehasonlitd vizsgalatat RNS szekvenalas (mRNS és
miRNS) segitségével.

2. Megvizsgaltuk a magas dozisu E2, ZEA, ill. BPA kezelések
ovarium sejtekre gyakorolt hatasat. A kezelések hatasara
monitoroztuk a sejtek fenotipusos valaszat (életképesség,
apoptozis, sejtlizis), valamint néhany kulcsgén expressziojat.



3. Meghataroztuk a miR-30 csaladba tartozo, tumorszupresszor
funkcioval rendelkez6 miRNS-ek szerepét az ovarium sejtek
Osztrogén valaszaban. Ez magéban foglalta az expresszidjuk
monitorozasat 6sztrogén kezelés hatasara, ill. a miR-30d-5p
szerepének felderitését az ovarium sejtek Osztrogén
jelatvitelére gyakorolt hatasanak vonatkozasaban.

3. Anyagok és modszerek

3.1 Sejttenyésztés

Kisérleteinkhez a PEO1 (ERa-t expresszalo sejtvonal; Merck
KGaA) és az A2780 (ERa-t nem expresszalo sejtvonal; Biofizikai és
Sejtbiologiai  Tanszék, Debreceni Egyetem) human ovarium
sejtvonalakat hasznaltuk. A sejtvonalak fenntartasat 10 % (PEO1), ill.
5 % (A2780) FBS-el és 1 % L-glutaminnal kiegészitett RPMI1640
médiumban végeztiik, 37 °C-os termosztatban, 90 %-os paratartalom,
valamint 5 % CO; koncentracio mellett. A kisérletek kivitelezése
alkalmaval a sejteket a fent emlitett médiumban 24, ill. 96 lyuk plate-
re tapasztottuk majd 24 h-t kovetéen a médiumot 5 % DCC-FBS-el és
1 % L-glutaminnal kiegészitett PRF-RPMI médiumra cseréltiik. Erre
az FBS-ben esetlegesen jelenlévo szteroidok és a phenolred interferalo
hatasanak elkeriilése miatt volt sziikség. Ezutan a sejteket E2, ZEA,
ill. BPA molekulakkal 10 nM-100 uM végkoncentracioban kezeltiik.
Egyes kisérletek alkalmaval a sejteket 10 nM MPP (methyl-
piperidino-pyrazole), 100 nM AZD8835 és 1 puM tamoxifen
kezeléseknek is kitettiik. A kezeléseket kdvetden a sejteket tovabb
inkubaltuk (24 h-48 h). A kezelések hatasat kezeletlen kontroll
tenyészetekhez viszonyitottuk.

3.2 Fenotipusos vizsgalatok

A kezelések hatasara megfigyelhetd fenotipusos valtozasok
vizsgalatakor az életképesség, az apoptozis, ill. a sejtlizis mértékének
valtozasait monitoroztuk. Az életképesség mértékét MTT teszttel
hataroztuk meg (Kumar és mtsai, 2018). Az apoptdzis mértékének



meghatarozasat, a mitokondrialis membran potencial mérésén alapul6d
DilCy(5) assay segitségével végeztiik (Markovics és mtsai, 2019). A
sejtlizis jelenlétének detektalasa a sejttenyészetek feliiluszdjaban
mérhet6 laktat dehidrogendz (LDH) aktivitds mérésén keresztiil, a
CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
felhasznalasaval tortént. A kezeletlen kontrollhoz képest szignifikans
elmozdulas meghatarozasa egyutas ANOVA teszt (posthoc analizis:
Dunnet teszt) segitségével tortént (GraphPad Prism 7.0).

3.3 mRNS izolalas és kvantifikacid

A génexpresszié meghatarozasahoz a sejtekbdl total RNS-t
izolaltunk a Quick-RNA MiniPrep Kit (Zymo Research) segitségével,
majd a Maxima first strand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher
Scientific) segitségével cDNS atiratot készitettiink roluk. A tisztitott
Scientific) késziiléken mértiik le. A génexpresszié mértékét a Maxima
SYBR Green gPCR Master Mix kit (Thermo Fisher Scientific)
segitségével hataroztuk meg a LightCycler 96 (Roche) késziilék
felhasznalasaval. A kezelések hatasara végbemend valtozasok
mértékét a 222 formula segitségével hataroztuk meg, ahol a GAPDH
expresszidja szolgalt referenciaként. A szignifikancia mértékének
meghatarozasa Student t-teszt segitségével, a ACt értékek
felhasznalasaval tortént (GraphPad Prism 7.0).

3.4 miRNS izolalas és kvantifikacid

A miRNS expresszio meghatarozasakor a sejtekb6l a miRNS
frakciot is tartalmazo totdl RNS-t izolaltunk a miRNeasy Kit (Qiagen)
segitségével, majd a miRCURY LNA RT Kit (Qiagen) segitségével
cDNS atiratot készitettiink roluk. A tisztitott RNS és a CDNS
mértiik le. A miRNS szinteket a miRCURY LNA SYBR Green PCR
Kit (Qiagen), valamint a miRCURY LNA PCR (Qiagen) primer
assay-k segitségével hataroztuk meg a LightCycler 96 (Roche)
késziilék felhasznalasaval. A relativ expresszids értékeket a 24



formula segitségével hataroztuk meg, ahol a miR-103a-3p
expresszidja szolgalt referenciaként. A szignifikancia mértékének
meghatarozdsa Student t-teszt segitségével, a ACt értékek
felhasznaldséaval tortént (GraphPad Prism 7.0).

3.5 Transzfektalas miRNS mimikkel

A miR-30d-5p funkcionalis vizsgalatdhoz a PEO1 és az
A2780 sejteket 50 nM és 100 nM végkoncentracioban miR-30d-5p
mimikkel transzfektaltuk a miRIDIAN microRNA Mimic (Horizon)
kit, valamint a DharmaFECT 1 siRNA Transfection Reagent Kit
(Horizon) hasznalati utasitdsait kdvetve. Negativ kontrollként a
miRIDIAN microRNA Mimic Negativ Kontrollt (Horizon)
hasznaltuk.

3.6 Transzkriptomikai analizis RNS szekvenalassal

Az E2, ZEA ¢és BPA kezelések globalis mRNS és miRNS
expresszios szintekre gyakorolt hatasanak monitorozasa RNS
szekvenalassal tortént. A szekvenalas kivitelezését és a nyers adatok
genomra illesztését a Genomi Medicina és Bioinformatikai
Szolgaltato Laboratorium (Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet, Debreceni Egyetem) végezte. A szekvenalas az Illumina
NextSeq500 platform felhasznalasaval keriilt kivitelezésre, referencia
genomként a GRCh38.p13 lett alkalmazva. Az adatok analizise -a
DESeq algoritmussal valdo normalizalasa és az FPKM értékek
generalasa- a StrandNGS szoftver segitségével tortént. A szignifikans
elmozdulasok mértéke moderated T-teszt alkalmazasaval lett
meghatarozva.

A bioinformatikai  analizist az FPKM  értékek
felhasznalasaval végeztiik, mely soran meghataroztuk az expresszids
elmozdulast jelzé LogoFC értékeket, heatmap-eket és MA plot-okat
generaltunk, valamint funkcionalis géndusulési analizist végeztiink az
iDEP.96 szoftver ¢s a GO_BP, KEGG, ill. a Reactome adatbazisok
felhasznalasaval. A megvaltozott expressziot mutatdé miRNS-ek,
valamint a célgénjeik kozotti halozatanalizist és dusulasi analizist a



miRNet szoftverrel végeztiikk. A Venn diagramok készitése a BioVenn
segitségével tortént.
4, Uj tudomanyos eredmények

4.1 Fizioldgiailag relevans dozisu E2, ZEA és BPA kezelések altal
kivaltott transzkriptomikai valtozasok Osszehasonlitasa

Ezen kisérletek soran a PEO1 sejtvonalat alkalmaztuk,
amelyet 10 nM E2, és ZEA, valamint 100 nM BPA kezelésnek
vetettiink ala. Ezen doézisoknal jelentés mértékli elmozdulas volt
mérheté a GREB1, CA12, DEPTOR és AGT gének esetében, valamint
a proliferacio és a migracio fokozddasa volt megfigyelhetd korabbi
vizsgalataink soran. Sejthaldl azonban nem volt jelen ezen
koriilmények kozott (Marton és mtsai, 2020). A mRNS szekvenalas
alkalmaval az E2 kezelés 1847, a ZEA kezelés 2019, a BPA kezelés
pedig 901 gén expresszidjara gyakorolt hatast szignifikans mértékben.
A LogoFC értékek alapjan 308, 288 és 63 gén expresszioja emelkedett
feltehet6leg biologiailag relevans mértékben (Log,FC> 1), mig 292,
260 és 45 gén expresszidja csokkent (LogoFC <-1) az E2, ZEA és BPA
kezelések hatasara. Ezek koziil 83 gén mindharom kezelés hatasara
elmozdulast mutatott, melyek feltehet6en kulcsszerepet tolthetnek be
az ovarium sejtek Osztrogén valaszaban és az ovarium tumorok
Osztrogén érzékenységének vonatkozasaban igéretes diagnosztikus
biomarker jelsltek lehetnek a jovében. Erdemes kiemelni, hogy a ZEA
¢és az E2 altal kivaltott hatds mértéke megegyezett, amely felhivja a
figyelmet a ZEA kontaminacio jelent6ségére esetleges karcinogén, ill.
hormonrendszer mitkodését megzavaro hatasanak vonatkozasaban. A
BPA hatasa azonban gyengébbnek bizonyult, ami ezen molekula
ERoa-hoz valo kisebb affinitasaval lehet 0sszefliggésben (Acconcia és
mtsai, 2015). Eredményeink validaldsahoz 17 gént valasztottunk ki,
melyek expresszidjat qPCR-rel hataroztuk meg. A gPCR, valamint a
szekvenalas soran kapott LogoFC értékek jol korrelaltak egymassal, a
Pearson korrelacios koefficiens értéke az E2, ZEA és BPA kezelések
esetében r=0,95, r=0,96 és r=0,93 volt.



A megvaltozott expressziot mutatd gének funkcionalis
géndusulasi analizise alapjan a sejtciklushoz, az aminosav-, és
iontranszporthoz, valamint az RNS szintézishez (nem-kddold-,
riboszémalis- €s nuklearis RNS metabolizmus) kothet folyamatok
nagymértékii dusulast mutattak. Ez jo Osszhangban van korabbi
megfigyelésiinkkel, miszerint az E2, ZEA és BPA kezelések a
sejtproliferacio fokozodasat idézték elé (Marton és mtsai, 2020).
Ehhez nyujthat segitséget a sejt fehérjeszintetizald kapacitasanak
novelése a riboszoma genezis, valamint aminosav transzport
fokozasan keresztiil. Azonban az epitelialis fenotipus fenntartasahoz
(epitelidlis sejt differenciacio, epidermisz kialakulds) és a sejt
adhézidohoz (biologiai adhézio, sejt adhézid) kdothetd folyamatok
represszalodtak, ami szintén  Osszefliggésben van  azon
megfigyelésiinkkel, hogy az 0Osztrogén kezelések a migracid
fokozodasahoz vezettek, mely a metasztazis képzést segitheti el
(Marton és mtsai, 2020).

Az E2, ZEA és BPA kezelések hatasara 74, 47 és 73 miRNS
expresszidja valtozott meg szignifikins mértékben. Ezek koziil
bioldgiailag feltehet6leg relevans mértékli valtozas (Log.FC> 1 vagy
LogoFC <—1) 13 (E2), 11 (ZEA) és 10 (BPA) miRNS esetében volt
detektalhat6. Ezen miRNS-ek és a target mRNS-ek kozott kiterjedt
halézatok rajzolodtak ki. A funkcionalis géndtisulasi analizis alapjan
ezen MiRNS-ek a sejtproliferacio, a sejtmetabolizmus, az apoptozis és
a migracid6 szabalyozasaban  jatszhatnak  szerepet. Ezzel
Osszefliggésben tobb — koztikk szamos hormonfiiggd - daganattipus
(tk. prosztatarak, endometriumrak, pajzsmirigyrak) kialakulasaban is
kozremiikodhetnek.

Az azonositott miRNS-ek koziil 6 expressziojat gPCR-el is
meghataroztuk. Ez alapjan sikeriilt megerdsiteniink a miR-501-5p, let-
Ta-2-3p, miR-26a-2-3p és miR-197-5p molekulak represszidjat az E2
kezelés hatasara. Azonban a miR-582-3p esetében a qPCR-es mérés
soran ugyancsak repressziot tapasztaltunk — a szekvenaldssal
ellentétben. A ZEA kezelés hatasra a miR-501-5p és miR-197-5p a
gPCR és a szevenalas eredményei alapjan is represszalodtak. A BPA



kezelés hatasara a miR-197-5p expresszidjaban tapasztalt csokkenést
gPCR-el nem sikeriilt megerdsiteniink.

4.2 Magas dozisti  Osztrogén kezelések ovarium sejtekre
gyakorolt hatdsanak vizsgalata

A xenodsztrogének human sejtekre Kkifejtett komplex
hatasanak pontosabb megértése érdekében megvizsgaltuk a nagy
dozisban (1-100 puM) vald alkalmazasukra adott valaszat. A
fenotipusos vizsgalatakor az alabbi paramétereket monitoroztuk: (i) az
életképesség mértékét; (ii) a mitokondridlis membranpotencial
csokkenését, ami a korai apoptotikus folyamatok markere; valamint
(iii) a sejtlizis el6fordulasat, amelyrdl a sejtek feliiluszojaban mérhetd
LDH aktivitds adott informaciot. Kisérleteinkbe a PEOL sejtvonal
mellett, az ERo-t nem expresszald A2780 sejtvonalat is bevontuk.
Eredményeink alapjan a nagydoézisi  Osztrogén  kezelések
csokkentették az életképesség mértékét, valamint sejthalalt
indukaltak, melynek mértéke jelentGsen eltért a két sejtvonalban. A
PEOL sejtvonal jobban toleralta a nagydozisu E2 kezelést, ugyanis az
¢életképesség csokkenése 30 uM, mig az apoptdzis indukalodasa 10
uM  folott jelentkezett, és sejtlizis 40 pM-t6l kezd6déen volt
megfigyelhetd. Ezzel szemben az A2780 esetében az életképesség
csokkenése mar 1 uM E2 esetében megfigyelhetd volt, raadasul 20
UM kezelés hatasara intenziv sejtlizis volt detektalhat6. A nagydézisu
ZEA kezelés az E2-hoz hasonldo mértékii fenotipusos valtozasokat
idézett el6 a sejtvonalakban. A PEO1 sejtvonalban az életképesség
csokkenése és az apoptodzis indukalodasa 30 uM ZEA hatasara
jelentkezett, 40 uM dézisnal pedig intenziv sejtlizis is megfigyelhetd
volt. Az A2780 sejtvonalban az életképesség csokkenése mar 1 uM
ZEA kezelés hatasara, sejtlizis pedig 30 pM ZEA kezeléskor is
megfigyelhet6 volt. A BPA kezelés azonban joval kevésbe bizonyult
toxikusnak a PEO1 sejtvonal esetében, itt ugyanis az életképesség
csokkenése és a sejtlizis is csak 100 uM BPA kezelés felett
jelentkezett. Az A2780 ugyanakkor szintén érzékenynek bizonyult a
nagy dozisi BPA kezelésekkel szemben, ugyanis az életképesség
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csokkenése mar 1 uM BPA hatasara megfigyelhet volt. Azonban
sejtlizis csak 100 uM BPA alkalmazasakor jelentkezett.

Megvizsgaltuk néhany gén expresszidjanak valtozasat is a
nagy dozisa Osztrogén kezelések hatdsara. Ehhez az 06sztrogén
valaszhoz (GREB1, CA12) az apopto6zishoz (TP53) és az autofagiahoz
(ATG2B, ATG12, BAG3) kothetd géneket valasztottunk. A kezelések
hatasara a PEO1 sejtvonalban a GREB1 és CA12 gének indukcidja
volt megfigyelhetd, melynek mértéke a dozis novelésével csdkkent.
Ez az ERa-medialt 0sztrogén valasz aktivalodasara utalt. A TP53,
ATG2B, ATG12 és BAG3 gének dozisfliggd indukcidja az apoptdzis
és az autofagia folyamatainak megindulasara utalt, amelyek a
magasabb E2 és ZEA dézisoknal bizonyultak hangstlyosabbnak és
nem jelentkeztek a BPA hatasara. Az A2780-ban elmaradt a GREB1
és CAl12 gének indukcidja, azonban az ATG2B és a BAG3 gének
indukcidja detektalhato volt az E2 és ZEA kezelések hatasara.

Eredményeink alapjan azt feltételeztiik, hogy a PEOI1
sejtvonal nagy dozisti Osztrogén kezelésre mutatott magasabb foku
toleranciaja — legalabbis részben - az ERa-medialt 6sztrogén valasz
elindulasaval allhat osszefiiggésben, amely hozzajarulhatott a
proliferacio fenntartasahoz. Ezen feltevésiink bizonyitasa érdekében a
nagy dozist E2 kezelést a PEO1 sejtvonal esetében 10 nM MPP (ERa
specifikus antagonista) jelenlétében is elvégeztiik. Ekkor az E2
kezelés hatasara a GREB1 és CA12 gének indukcidja - elvarasainknak
megfelelden — elmaradt. Ez azt eredményezte, hogy a PEO1 sejtvonal
érzékenyebben reagalt a nagy dozisu E2 kezelésre: az életképesség
csokkenése mar 1 uM E2, mig a sejtlizis mar 20 uM E2 kezelés mellett
megfigyelhetd volt.

4.3 A miR-30 csalad jelentdségének vizsgalata az ovarium sejtek
Osztrogén valaszaban

Munkank folytatasaban megvizsgaltuk a miR-30 csalad
egyes tagjainak (miR-30a-3p, miR-30a-5p, miR-30d-5p és a miR-30e-
5p) esetleges szerepét az ovarium sejtek Osztrogén valaszaban. Ezen
miRNS-ek feltehetéleg tumor szupresszor funkcioval rendelkeznek és
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mas sejtvonalak esetében Osszefiiggésbe hoztak dket az dsztrogének
hatdsmechanizmusaval (Mao és mtsai, 2018). A vizsgalt miRNS-ek
mindegyike nagyobb alap expresszioval rendelkezett a PEOI1
sejtvonalban, az A2780-nal Gsszehasonlitva, ami arra utal, hogy ezen
miRNS-ek nagyobb bioldgiai relevanciaval rendelkezhetnek az ERa-
t expresszalo, Osztrogén szenzitiv PEO1 sejtvonalban. E2 kezelés (10
NM-100 pM) hatasara a miR-30a-5p, miR-30d-5p és a miR-30e-5p
indukcioja volt megfigyelhet6 50 pM és 100 uM E2 doézisok hatasara
a PEOL1 sejtvonalban, ami alapjan feltételezhet6, hogy ezen miRNS-
ek fontosak lehetnek a nagy dozisu E2 hatasara elinduld sejthalal
szabalyozasaban. Ezt bioinformatikai analizisiink is megerdsitette,
mivel ezen mMiRNS-ek targetjei tobb, a sejtproliferaciohoz és
sejthalalhoz kotheté folyamatban is dusulast mutattak. Kiilon
kiemelném a miR-30d-5p-t, mely targetjei a legnagyobb mértéki
duasulast mutattak a sejthalal szabalyozasahoz kothet6 folyamatokban.
Ezért a miR-30d-5p molekulat részletesebben is megvizsgaltuk.

Ekkor megnéztiik, hogy a miR-30d-5p sejten beliili
szintjének emelése milyen hatast gyakorol a PEO1 és az A2780
sejtvonalakra. A sejteket 50 nM és 100 nM koncentracioban miR-30d-
5p mimikkel transzfektaltuk. Eredményeink alapjan a miR-30d-5p
mimik csokkentette mindkét sejtvonal életképességét. Megvizsgaltuk
tovabba, hogy a miR-30d-5p mimik hatasara valtozik-e a korabban
vizsgalt GREB1, CA12, TP53, ATG2B, ATG12 és BAG3 gének
expresszidja. Ezen gének koziil csak a TP53 expresszidjaban
tapasztaltunk csokkenést, ami nem meglep6, hiszen a TP53 a miR-
30d-5p validalt target génje (Kumar és mtsai, 2011). Ezen feliil
megvizsgaltuk a SOX4 expresszios szintjét is, amely szintén a miR-
30d-5p validalt target génje (Xu és mtsai, 2021). A gPCR-el végzett
vizsgélatunk alapjan, ezen gén esetén is expresszios szint csokkenést
detektaltunk a PEO1 sejtvonalban.

A tovabbiakban megvizsgaltuk a miR-30d-5p esetleges
hatasat a nagy dozisu E2 altal indukalt sejthalalra a PEO1
sejtvonalban. Ekkor a sejteket a miR-30d-5p mimikkel valo
transzfektalast (50 nM) kovetden nagydozisa E2 (1-100 pM)
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kezelésnek is alavetettiik. Eredményeink alapjan a miR-30d-5p mimik
jelentdsen csokkentette a PEO1 sejtek tolerancidjat. Ugyanis mar 1
uM E2 az ¢életképesség csokkenését idézte eld, valamint 10 pM E2
hatdsara intenziv sejtlizis volt megfigyelhetd. Ez azzal lehet
Osszefiiggésben, hogy csokkent az ERa-medialt Osztrogén valasz
intenzitdsa, amit a GREB1 és CAl12 gének indukcidjanak az
elmaradéasa jelzett. A SOX4 expresszidja ugyancsak nagyobb
mértékben csokkent, ugyanis az onmagaban alkalmazott E2 kezelés
50 uM ¢és 100 uM dozis mellett csdkkentette ezen gén expresszidjat,
ami az E2 és a miR-30d-5p mimik egyiittes alkalmazasakor mar 10
uM E2 mellett megfigyelhetd volt. Mivel a miR-30d-5p a SOX4
expresszidjanak szabalyozasan keresztil a PI3K/Akt utvonal
mikodésére gyakorol hatast (Xu és mtsai, 2021) - mely Gtvonal az
ERa-medialt 6sztrogén valaszt is befolyasolja (Khatpe és mtsai, 2021)
- ezért feltételeztiik, hogy a miR-30d-5p a PI3K/Akt utvonalra
gyakorolt hatasanak eredményeként zavarhatta meg az ERa-medialt
Osztrogén valaszt és ez allhatott a nagy dozisa E2-lal szembeni
tolerancia  csokkenésének  hatterében a  mimikkel  kezelt
tenyészetekben. Ennek bizonyitasara kisérleteinket elvégeztik az
AZD8835 (PI3K inhibitor) jelenlétében is. Eredményeink alapjan az
AZD8835 (100 nM) alkalmazasa a miR-30d-5p mimikhez hasonlo
hatast fejtett ki: @ PEO1 sejtek tolerancigja lecsokkent a nagydozisu
E2 kezelésekkel szemben, a GREB1 és CA12 gének indukcidjanak a
mértéke alacsonyabb volt, ugyanakkor az ATG2B és az ATG12 gének
expresszidja fokozodott. Ez felveti a miR-30d-5p esetleges
vagy kombinalt terapia részeként. A kombinacios terapianak egyik
jeloltje lehet a tamoxifén, amelyet antiosztrogénként alkalmaznak az
bizonyitanddé megvizsgaltuk ezen két molekula egyiittes hatasat a
PEO1 sejtekre. Eredményeink alapjan a tamoxifén (1 pM), a miR-
30d-5p (50 nM), valamint az AZD8835 (100 nM) egyarant gatolta a
10 nM E2 proliferativ, valamint a GREB1 és CA12 génekre kifejtett
induktiv hatasat. Emellett a tamoxifén kezelés miR-30d-5p mimikkel,
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vagy AZD8835-¢l valo kombinadlasa markansabb inhibiciot fejtett ki
az ¢életképességre.

5. Osszefoglalis

Munkénk soran az E2, ZEA és BPA petefészekrakban
betoltott  jelentdségét vizsgaltuk human ovarium sejtvonalak
segitségével. Els6 1épésben a PEO1 (ERo+) sejteket alacsony,
fiziologiailag relevans dozisu E2 (10 nM), ZEA (10 nM) és BPA (100
nM) molekulakkal kezeltilk, majd a transzkriptomban bekdvetkezd
valtozasokat mRNS és miRNS szekvenaldssal monitoroztuk. A
kezelések hatasara 308, 288 és 63 gén indukalodott (Log2FC > 1),
valamint 292, 260 és 45 gén represszalodott (Log2FC < —1). Ezen
felil 13, 11 ¢és 10 miRNS expresszidja mutatott szignifikans
elmozdulast (Log2FC > 1, vagy Log2FC < —1). A funkcionalis
géndusulasi analizis alapjan szamos, a sejtproliferaciohoz és
migraciohoz kothetd folyamat indukalodasa volt megfigyelhetd, ami
j6 6sszhangban van korabbi eredményeinkkel. Az E2 és a ZEA hatésa
azonos mértékiinek bizonyult, 407 gén mozdult el a 2 kezelés hatasara.
Azonositottunk tovabba 83 gént, amely mindharom kezelés hatasara
génexpresszios  valtozast  mutatott. Ezek  expresszidjanak
monitorozasa diagnosztikus jelentéséggel birhat az ovarium tumorok
Osztrogén érzékenységét illetden. Megerdsitettiik tovabba a miR-501-
5p, let-7a-2-3p, let-7g-3p, miR-26a-2-3p, miR-197-5p és miR-582-3p
expresszios valtozasat a qPCR-es vizsgalataink soran is.

Munkéank folytatasaként megvizsgaltuk a nagydézisu (1-100
uM) E2, ZEA és BPA kezelések PEO1 (ERa+) és A2780 (ERa-)
ovarium sejtvonalak fenotipusara gyakorolt hatasat. Az E2 és a ZEA
kezelések mar 30 uM dozisban az életképesség csokkenését és a
sejthalal indukalasat valtottak ki a PEO1 sejtvonalon, amely hatés
kifejtéséhez a BPA esetében 100 puM kezelésre volt sziikség. A
GREB1 ¢s CA12 gének indukalodasa alapjan az E2 és a ZEA 1-10 pM
dozisban is képesek voltak az ERa-medialt Osztrogén valasz
elinditasara, nagyobb dozisban azonban a sejthalal dominalt, melyben
szerepe lehetett a TP53, ATG2B, ATG12 ¢és BAG3 gének
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indukcidjanak. Az ERa- medidlt 6sztrogén valasz hianyaban csokkent
a sejtek nagy dozisi E2-lal szembeni talélése, mivel az A2780
sejtvonal, valamint a PEOL1l sejtvonal MPP-vel (ERa szelektiv
antagonista) torténd kezelése esetén mar 1 pM dozis is az €életképesség
csokkenését és a sejthalal indukalodasat vonta maga utan. A PEO1
sejtvonal esetében a PI3K/Akt utvonal mitkodésének megzavarasa az
AZD8835 (PI3K inhibitor), vagy miR-30d-5p mimikkel (a SOX4
targetalasaval befolyasolja a PI3K/Akt miikodését) valo transzfektalas
altal ugyancsak csOkkentette a nagy dozisi E2-lal szembeni
toleranciat, valamint a tamoxifénnel szembeni érzékenységet,
feltehetden az ERa-medialt szignalizacié megzavarasan keresztiil. Ez
felveti hasonld kombinaciés kezelések klinikumban vald
alkalmazasanak lehet6ségét petefészekrak esetén.
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