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1. Bevezetés

1.1. A Kissejtes tiidorak.

A rakos megbetegedések kozott vilagszerte a tiidérdk okozta mortalitas a
legmagasabb. A tiidé neuroendokrin tumorjai 4 altipusba sorolhatdak: tipikus és atipikus
karcinoid tumorok, nagysejtes neuroendokrin tumorok (LCNEC) és kissejtes tiidérak (SCLC).
Ez a 4 altipus morfoldgiai és immunhisztokémiai jellemzdik, illetve jellegzetes kromoszoma-
aberracioik alapjan kiilonbdztetheté meg. A globalis génexpresszios mintazat viszont csak 2
prognosztikailag kiilonbozé altipust azonositott, a karcinoid tumorokat ¢s a magas kockazata
neuroendokrin tumorokat (HGNT); ez utdbbiak kozé tartoznak a nagysejtes neuroendokrin
tumorok és a kissejtes tiidorak is.

Az SCLC a tiidédaganatok 20 %-at teszi ki, gyors progresszioval és korai metasztatizalo
pro-proliferativ szignalutvonal, valamint a tumor altal termelt neuropeptidek autokrin és
parakrin modon stimulaljdk. A legfontosabb riziké faktor az SCLC kialakuldsaban a
dohényzas - a dohanyzoknal 20-30-szor magasabb az esély az SCLC kialakulasara, mint a
nemdohanyzoknal.

A SCLC érzékeny a kezdeti kemoterapiara, viszont a legtobb beteg gyors visszaesést mutat €s
rezisztens¢ valik barmilyen terapids alkalmazdssal szemben. A kemoterapids és radioterapids
kezelések egylittes alkalmazasa ellenére is az 5 éves tlélés is csupan 5 % koriil mozog. A
rossz tulélési mutatokhoz az is hozzajarul, hogy az SCLC-t majdnem minden esetben késoi

stadiumu tumorként diagnosztizaljak.

1.2. Génmutaciok és aberrans szignalutvonalak a Kissejtes tiidérakban.

Az SCLC sejtek szamos neuroendokrin markert fejeznek ki; ezek koziil a NCAMI
sejtfelszini protein, neuronspecifikus enzimek és neuropeptid hormonok az SCLC tumorok
szinte 100%-aban kimutathatd, dsszehasonlitva az NSCLC-vel (nem kissejtes tiidérak), ahol
ezek a markerek nagyon kis szazalékban mutathatéak ki (0-20%). Az SCLC-ben
leggyakrabban el6forduld genetikai aberraciok kozé tartozik a retinoblastoma gén
inaktivacidja, a p53 ¢és FHIT tumor gitld gének mutacidi, melyek hozzajarulnak a
kontrollalatlan sejtosztddashoz. Tobb mas genetikai elvaltozas is eléfordul az SCLC-ben,

mint az anti-apoptotikus BCL-2 gén megemelkedett expresszidja, a telomerdz enzim
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megnovekedett aktivitdsa, a matrix metalloproteinaz inhibitorok csokkent expresszidja,
valamint a vaszkularis ndvekedési faktorok emelkedett expresszios szintje. A C-MYC gén
amplifikdcidja és az anti-apoptotikus kaszpdz-8 gén hipermetilacidja szinte kizardlagosan
csak az SCLC-re jellemzo.

SCLC-ben szamos receptor tirozin kindz magas szintli expressziojat is megfigyelték, mint
példaul a c-Kit, c-Met és GRP receptorok emelkedett expresszidjat. Ezek a receptorok
inditanak be, tobbek kozott a PI3K/Akt és mTOR utvonalakat. A PI3K—Akt—-mTOR tutvonal
aktivalasa eldsegitheti a tumorok kialakuldsat és részt vehet a terapia elleni rezisztencia

kialakulaséaban.

1.3. RNS interferencia.

Az RNS interferencia egy szekvencia-specifikus, poszt-transzkripcionalis

géncsendesitési mechanizmus, melyben dupla szala RNS molekuldk vesznek részt azaltal,

crer

crer

ek, mint a mikroRNS-ek (miRNS), melyek egy tobblépéses érési folyamat soran keletkeznek.
Az elmult évek kutatdsai is bizonyitjak hogy a miRNS-ek szamos sejtbiologiai folyamatban
vesznek részt, mint példaul a fejlédésben, differenciacidban, proliferacidoban és apoptdzisban.
Szamos raktipusban kimutattdk mar a miRNS-ek aberrans expressziojat, valamint azt is, hogy

szamos tumorgatlo gén illetve onkogén szabalyozasaban is részt vesznek. A miRNS-ek ezen

crer

crer

ma mar az RNS interferencia terapias lehetsége is széles korben kutatott tertilet.

1.4. MikroRNS célgének.

A miRNS-ek pontos funkcidjanak megértéséhez sziikség van a miRNS célgénjeinek

azonositasara az adott kisérleti rendszerben. A novényvilagban a miRNS-ek a target mRNS-el

crer

komplementer modon. Egy miRNS-nek tobb szaz kiillonbozé célgénje lehet, és egy mRNS
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szamos kiilonbozé miRNS célpontjaként szolgalhat. Ha negativ korrelacio figyelhetd meg a
miRNS és mRNS expresszids szintje kozott, akkor valdsziniisitheté hogy az mRNS célgénje
az adott miRNS-nek. A miRNS targetgének mRNS ¢és fehérje szinten is szabalyozddhatnak,
viszont sok esetben eléfordul, hogy a célgén csak fehérje szinten mutat hatast. Szamos
szamitdégépes program létezik a lehetséges miRNS célgének azonositasara, mint példaul a
TargetScan és PicTar. A lehetséges miRNS célgének szama 100-tol 1000-ig is terjedhet, mely

megneheziti a validalasi kisérleteket.

1.5. A mikroRNS-ek szerepe a rakban.

Azok a miRNS-ek, melyek az egyes raktipusokban alacsony szinten expresszalddnak
és célgénjei onkogének, tumorgatld miRNS-ként, mig azok a miRNS-ek melyek magas
szinten expresszalddnak és célgénjei a tumorgatld gének, onkogénként funkcionalnak.

A miRNS-ek fontos szerepet toltenek be a tumorbioldgiaban, ezt aldtdmasztja az a tény is,
hogy az ismert miRNS-ek 50%-a olyan genomi régidokban taldlhat6, melyek tumorokban

amplifikdlodnak vagy deletalodnak.

1.5.1. Egy példa a tumor gatld mikroRNS-ekre: A Let-7 miRNS és szerepe a

tiidorakban.

A let-7 miRNS olyan kromoszomalis régidoban helyezkedik el, mely éltaldban deletalt
az egyes raktipusokban. Kisérletek igazoltak, hogy a let-7 szabalyozza a sejtciklus ellendrzo
pontjainak atlépését; szdmos olyan let-7 célgént azonositottak, melyek a sejtciklus G1/S
illetve G2/M atmenetét segitik eld, mint példaul a CDK6, CDC25, CCND2 gének.

A let-7 miRNS alacsony szinten expresszalodik a tiidétumorokban is. Tiidé adenokarcinoma
sejtekben megfigyelték, hogy a let-7 expresszidjanak megemelése gatolta tiidorak sejtek
novekedését in vitro. A sejtciklus szabalyozd génjein kiviil a let-7 kapcsolddik a RAS gén
alacsony let-7 és magas RAS protein expresszid korreldcidja is azt bizonyitja, hogy a let-7

tumorgatld génként funkcional a tiid6 onkogenézisében.



1.5.2. Egy példa az onkogén mikroRNS-ekre: A miR-17-92 Kklaszter és szerepe a

tiidorakban.

A miR-17-92 klaszter a Cl3o0rf25 gén 3. intronjaban, a 13q31.3 kromoszomalis
régioban helyezkedik el és hét miRNS-t foglal magaba: miR-17-5p/3p, miR-18, miR-19a,
miR-20a, miR-19b-1 ¢és miR-92. A miR-17-92 klaszter magas szinten expresszalodik a
tiidoérakban, foleg az agressziv tipusaban, az SCLC-ben. A miR-17-5p és miR-20a miRNS-ek
gatldsa apoptézishoz vezet, mig a miR-17-92 klaszter magas szintli expresszidja segiti a
tumorsejtek novekedését. Mindezen eredmények azt mutatjak, hogy a miR-17-92 klaszter
A miR-17-92 klaszter részt vesz a sejtproliferaciod szabalyozasaban, a C-MYC és E2F géneket
magaba foglalé Gtvonalakon keresztiil. A C-MYC aktivalhatja az E2F gént és a miR-17-92
klasztert is, mig a miR-17-5p és miR-20a miRNS-ek negativan szabalyozzdk az E2F
transzlacidjat. A miR-17-92 klaszter és C-MYC onkogén kapcsolata érdekes lehet SCLC-ben,
mivel a MYC géncsalad tagjai gyakran amplifikdlodnak és/vagy magas szinten

expresszalodnak SCLC-ben.

1.6. A mikroRNS-ek, mint lehetséges biomarkerek és terapias célpontok a

tumorokban.

A miRNS-ek stabilak az egyes szovetmintdkban, a szérumban ¢és mas testfolyadékban
is, Osszehasonlitva az mRNS-el. Szdmos tanulmanyban meghataroztdk mar a keringésben
jelenlevd miRNS-ek mintazatat, melyek a miRNS-ek 0j biomarkerként valéd felhasznalasanak
lehetdségét teremthetik meg, akar diagnosztikai, akar prognosztikai céllal.

Tumorok esetén amennyiben a megvaltozott miRNS expresszids mintazat korrelal a malignus
fenotipussal, ott diagnosztikai markerként, mig ahol a megvaltozott miRNS expresszio a
betegség lefolyasaval hozhato 6sszefliggésbe, mint példaul a metasztazisok kialakuldsaval, ott
prognosztikai markerként hasznéalhato.

A miRNS-eket a jovében esetleg terapids agensként is hasznalhatjak majd. Olyan esetekben,
mikor az adott miRNS alacsony expresszios szintet mutat a tumorsejtekben, a miRNS-
mimetikumokat hasznéalhatjuk. A miRNS-mimetikumok szintetikus, duplaszalti kis RNS
molekuldk, melyek szekvencidja teljesen azonos az endogén miRNS-el. Olyan esetekben,
mikor az adott miRNS magas expresszids szintet mutat a tumorsejtekben, az antagomiR-eket

hasznalhatjuk a miRNS expresszi6 specifikus blokkoldsara. Elmén és kollégai kimutattak,
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hogy az LNA-antimiR-122 afrikai z6ld majmokban csokkentette a majspecifikus miR-122
expressziojat, valamint csokkent a total plazma koleszterol szintje, majtoxicitas nélkiil. Az
LNA-antimiR antiszensz oligonukleotidok elég stabilak in vivo, alacsony a toxicitasuk, ezért
valdsziniileg 1 terapias lehetéségként is szolgalhatnak a miRNS-ek gatlasara.

A miRNS-ek szamos gén expresszidjat szabalyozhatjak, ezért a miRNS terapia lehetséges *off
target’ hatasa komoly problémat jelent. Ezen probléma kikiiszobolhetd lehet olyan rendszer
fejlesztésével, mely a szintetikus miRNS oligonukleotidokat specifikusan a tumor szdvetbe

vagy a rakos sejtekbe szallitja.



2. Célkitiizések

Kisérleteink elsé célja a kissejtes tlidorakra jellemz6 miRNS-ek expresszios
mintazatanak feltérképezése volt, microarray és qRT-PCR technikak felhasznélasaval.
Szamos miRNS gén olyan kromoszomalis régiokban helyezkedik el, melyeknél tumorokban
gyakori a genetikai aberracio. Néhany alacsonyan expresszalodo miRNS olyan kromoszéma
régioban talalhato, melyeknél SCLC-ben gyakori a heterozig6ta delécid. A magas expresszios
szintet mutatd miRNS-ek viszont altaldban nem fednek at olyan kromoszoéma régiokkal,
melyek SCLC-ben gyakran amplifikdlodnak. Ezért kisérleteinkben 5 magas expresszios
szintet mutatd miRNS (miR-17-92, miR-183/96, miR-182, miR-95 és miR-301) kopiaszam

valtozasat is megvizsgaltuk SCLC sejtvonalakban és primer SCLC tumorokban.

Kisérleteink masodik fazisdban az SCLC-ben alacsony expresszids szintet mutatd
miRNS-ek funkcigjat tanulmanyoztuk. A miR-126 az 0Osszes vizsgalt SCLC mintaban

alacsony expresszids szintet mutatott, ezért a miR-126 expressziojanak megnovelésével

crer
crer

........

crer



3. Anyagok és modszerek

3.1.  Sejtkulturak és human mintak

Az SCLC sejtvonalak az ATCC (American Type Culture Collection) laboratériumabol
szarmaznak (H69, HTB-172, HTB-173 ¢és HTB-184). A sejtvonalakat 10% hdinaktivalt
foetalis borjuszérumot és 1 % antibiotikumot (penicillin/streptomycin) tartalmazé RPMI 1640
médiumban novesztettiik 37 °C dllandoé hdmérséklet és 5 % CO, tartalom mellett.

A normdl human tiidoszovetmintdk a Debreceni Egyetem II. Sebészeti Klinikajarol
szarmaztak. A periférids vérmintdk a Debreceni Egyetem Tiidoklinikdjarol szarmaztak,
egészséges egyénektdl. A formalin-fixalt és paraffinba agyazott primer SCLC tumor minték a

Debreceni Egyetem Patolédgiai Intézetébdl szarmaztak.

3.2. A formalin-fixalt és paraffinba agyazott primer SCLC tumor mintak

mikrodisszekcioja

A tumor blokkokbdl 12 sorozatmetszet késziilt, az els6 ¢és az utolsé (4 pm)
metszeteken hematoxylin-eosin festések késziiltek. Ezenkiviil 5 darab (20 um) metszet
késziilt mikrodisszekciora. A Debreceni Egyetem Patoldgiai Intézetében keriilt sor ezen
metszetek mikrodisszekcidjara, mely sordn képzett patologus mikroszkop alatt elvalasztotta a
tumoros és normal szoveti régidkat egymastol. A fennmarado 4 pm-os metszeteket hasznaltuk

fel immunhisztokémiara.

3.3. Nukleinsayv izolalas

Normal tiidészovet mintakbol és az SCLC sejtvonalakbdl Trizol reagens (Invitrogen)
segitségével total RNS-t izolaltunk a gyart6 ajanlésa szerint.
Az SCLC sejtvonalakbol és a periférias vér mononukledris sejtjeibdl genom DNS-t izolaltunk
a ’Qiagen Blood and Cell Culture kit’ segitségével a gyartd ajanlasa szerint.
A formalin-fixalt és paraffinba dgyazott mintakbdl a "RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation

Kit” (Ambion) segitségével nyertiik ki a total RNS-t illetve DNS-t a gyart6 ajanlasa szerint.



3.4. MikroRNS microarray

Az SCLC sejtvonalak és normal tlidészovet miRNS expressziés mintdzatanak
microarray analizisét az LC Sciences szolgaltato cég végezte.
(LC Sciences, Houston, TX, http://www.lcsciences.com, miRNA dual-color microarray
platform, Human V7.1).
Ez a tipusti microarray 319 érett miRNS-t vizsgalt, melyeket 4 egyéni proba reprezentalt a
chip-eken. A normal tiidészovet RNS 6 fiiggetlen minta dsszekeverésével késziilt, a sejtvonal
RNS-eket pedig egyedileg harom chip-en vizsgaltuk. Normalizalas utdn a relativ miRNS
expresszios szintek (SCLC sejtvonalak a normal tiidészovethez viszonyitva) a 3 SCLC
sejtvonal microarray atlagértékébdl és a 3 normal tiidészovet microarray atlagértékébol
szarmaztak. Az adatok normalizaldsdra a miR-342 miRNS-t hasznaltuk és az adatokat a

GeneSpring 7.3 szoftverrel elemeztiik ki.

3.5. MikroRNS real-time kvantitativ RT-PCR analizis

A microarray kisérlet alapjan azonositottunk tobb olyan miRNS-t, melyek az SCLC
sejtvonalakban és normal tiidészovetben eltérd experesszidos szintet mutattak. Ezeket a
tovabbiakban qRT-PCR analizissel vizsgaltuk, "TagMan MicroRNA Assays Early Access
Kit’ és egyedi miRNS qRT-PCR assay-k (Applied Biosystems) segitségével a gyarto ajanlasa
szerint.

Az els6 kisérletekben 62 miRNS expresszios szintjét vizsgaltuk az aldbbi mintakon:
formalin-fixalt és paraffinba dgyazott primer SCLC tumor mintakon, SCLC sejtvonalakon és
a megfeleld normdl mintdkon. A primer tumormintakbdl szarmazé RNS-eket a qRT-PCR
elétt 6 mintabol kellett Osszekeverniink, mivel nagyon kis mennyiségli RNS-t sikeriilt
kinyerni a formalin-fixalt és paraffinba dgyazott primer SCLC tumor mintakbol.

A tovabbi kisérletekben mar kevesebb miRNS expresszidos valtozasat kovettiik
nyomon (7 alacsony és 8 magas szinten expresszaloddo miRNS) 17 egyedi tumor mintdban.
Ezekbdl a mintakbol elegendd RNS-t sikeriilt kinyerni a mérésekhez, igy az RNS-ek
keverésére nem volt sziikség.

A kvantitativ PCR mérést ABI 7900 HT késziiléken végeztiik. A relativ miRNS expresszios

szintek (tumor minta a normdl mintdhoz képest) szdmitadsdhoz a 2799 modszert hasznaltuk.
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3.6. Kopiaszam analizis

Ot primerpart terveztik 5 miRNS (miR-183, miR-182, miR-95, miR-301 és miR-17-
92 klaszter) genom kopiaszdm meghatarozasdhoz az SCLC sejtvonalakban (H69, HTB-172,
HTB-173, HTB-184), 4 formalin-fixalt paraffinba agyazott primer SCLC tumor mintaban és a
megfelel6 normal mintakban.
A PBMC genom DNS 6t tumor mentes egyén DNS keverékébdl szdrmazott. A relativ
génkdpiaszamok szamitasahoz szintén a 2799 modszert alkalmaztuk. Megfelel6 normalizalo
géneknek ebben a kisérleti rendszerben a PP1A, TBP és H19 gének bizonyultak.
gének expresszidjanak méréséhez SYBR Green I kvantitativ PCR analizist hasznaltunk, mig
PP1A gén expresszidjanak méréséhez TagMan qPCR-t alkalmaztunk.
A kapott Ct értékek mind a miRNS-ek, mind a normalizalé gének esetében 3 vagy 5
kiilonb6zé kvantitativ  PCR mérésbol szarmaztak, minden mintat duplikdtumban mértiink
minden PCR reakcioban. A statisztikai analizishez ’paired two tailed t-tesztet’ hasznaltunk, CI

95%.

3.7. Reagensek és transzfekcio

A hsa-miR-126 Precurzor miRNS Molekula (PM12841) és a Pre-miR Negativ
Kontroll #1(AM17110) az Ambion cégtdl szarmazott. Az SLC7AS siRNS (s15653), PLK2
siRNS (s64) és Silencer Select Negativ Kontroll #1 siRNS (4390843) az Applied Biosystems
cég termékei. Minden kisérletben tranziens transzfekcioval vittiik be a sejtekbe a pre-miR-126
prekurzor molekulat, SLC7AS, PLK2 siRNS-eket és a megfeleld kontrollokat, 50 nM
végkoncentracioban, Lipofectamine 2000 transzfekcids reagens (Invitrogen) segitségével. A
sejteket a transzfekcios komplexszel 6 oran keresztiil inkubaltuk, majd a sejteken naponta

cseréltiink médiumot.
3.8. Sejtnovekedés vizsgalata
A sejteket (1.2 x 10° sejt/well) 6 lyuku plate-n tenyésztettiik és transzfektaltuk miRNS

prekurzor molekulakkal. 48 oradval a transzfekciot kovetden a sejtek egytized részét

ndvesztettiik tovabb 24-lyukt plate-n. A transzfekciot kovetden kiilonboz6 idépontokban (48,
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72, 96 6raval a transzfekcid utan) tripankékes sejtszamolast végeztiink. Az eredmények 3

fliggetlen kisérletbdl szarmaznak.

3.9. Sejtciklus analizis

A sejteket (1.2 x 10° sejt/well) 6 lyuku plate-n tenyésztettiik és transzfektaltuk miRNS
prekurzor molekulakkal és siRNS-ekkel. 48 oraval a transzfekciot kovetden a sejtek egyotod
részét novesztettilk tovabb 1j 6-lyukt plate-n. A sejteket 72 és 96 oraval a transzfekciot
kovetden Osszegyljtottiik, mostuk PBS-el és fixaltuk hideg 95 % metanolban -20 °C-on. A
fixalt sejteket mostuk PBS-ben, majd 0.5 ml PBS-ben vettiik fel sejteket, mely propidium
jodidot (50 ug/ml) és RNase A-t (200 ug/ml) tartalmazott. A sejteket 4°C-on egy éjszakan at
festettiik.

A méréseket FACSArray késziiléken végeztiik el, mely egy 96-well plate formatumt dramlési
citometria bioanalizator (Becton Dickinson). A DNS festéket 532 nm 1ézerrel gerjesztettiik €s
a fénykibocsatast a sarga csatornatartomanyban mértiik linearis modban 585/42 nm
"bandpass’filterrel. A sejtklaszterek FSC-A/SSC-A (Area) és FSC-W/SSC-W (Width) 2D-
histogramokat hasznalva kapuzva. A fluoreszcencia intenzitas értékeket a Modfit LT 3.0
szoftverrel elemeztiik (Verity Software House), automatikus egy ciklus diploidmodellel, auto-
tormelék  kompenzaciéval  (AutoDebris  Compensation) illetve  auto-aggregatum
kompenzacidval (AutoAggregate Compensation).

A mérésekben szerepld G1-G2 lineéris arany értékek 1.92 koriil voltak, az R.C.S. (reduced
chi-square, a measure of goodness of fit) értékek 5-nél kisebbek voltak. Minden minta

triplikdtumban késziilt minden mérés esetén, és 50.000 sejtet vizsgaltunk minden mintaban.

3.10. QRT-PCR és szemi-kvantitativ PCR analizis

Az mRNS-ek, érett miR-126 ¢és RNU38B kvantitdlasahoz a reverz transzkripcid a
"High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit ’(Applied Biosystems) segitségével
végeztikk. A reverz transzkripcidhoz hasznalt primereket a miR126 és RNU38B esetében az
Applied Biosystems cégtdl rendeltiik.

Az mRNS-ek kvantitdlasahoz FastStart SYBR Green Master Mix-et (Roche), forward és
reverz primert hasznaltunk 0.3 puM végkoncentracioban. A qPCR mérést ABI 7900 HT

késziiléken végeztiik, a kovetkezd PCR programot hasznalva: 95°C 10 perc, majd 40 cikluson

12



keresztiil 95°C 15 masodperc, 60°C 30 masodperc, 72°C 45 masodperc. A HPRTI gént
hasznaltuk referencia génként.

A szemi-kvantitativ PCR reakcidohoz a kdvetkezd programot hasznaltuk: 95°C 10 perc,
majd 15 cikluson keresztiil 95°C 15 masodperc és 60°C 60 masodperc. A PCR termékeket

agaroz gélelektroforézissel valasztottuk szét és etidium bromidos festéssel tettiik lathatova.

3.11. Western blot

A sejteket PBS mosas utan 2 x SDS mintafelvivé pufferben lizaltuk. A fehérjéket 10
% SDS poliakrilamid gélen vélasztottuk szét, majd nitrocellul6z membranra vittiik 4t nedves
blottolassal. A membranokat 2.5 % sovany tejben blokkoltuk, majd inkubéltuk a humén
primer antitestekkel: SLC7AS (3157-1, 1:1000, Epitomics), PLK2 (Snk/H90, sc-25421,
1:100, Santa Cruz Biotechnology) and GAPDH (6C5, sc-32233, 1:1000, Santa Cruz
Biotechnology). A szekunder antitestekkel (1:10,000; anti-mouse or anti-rabbit; Amersham)
valo inkubalas utan a fehérjéket a SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce)

segitségével tettiik lathatova.

3.12. SLC7AS gén 3° UTR-jének klonozasa és a luciferaz reporter assay

A luciferaz reporter assay-hez az SLC7AS gén 3’UTR régiojabol 331 bp-t
amplifikaltunk PCR reakcioval - ez a régid tartalmazta miR-126 miRNS kotohelyét. A
reakcidohoz hasznalt primerekhez Xhol és Notl restrikcios helyeket kapcsoltunk. A PCR
reakci6 templatja a H69 SCLC sejtvonal cDNS-e volt. Az Xhol/Notl-emésztett PCR terméket
(vad tipus 3'UTR) beklonoztuk egy Xhol/Notl emésztett psiCHECK2 dual luciferaz
vektorba (Promega).

Az SLCT7AS gén 3” UTR régiojabol masik két primerpar segitségével kideletaltuk a miR-126
miRNS kotéhelyét. Ezen két primerparral végzett PCR reakcio termékeit Osszekevertiik,
né¢hdny perces Pfu polimerdz katalizalta reakcioval kettds szaluva egészitettilk ki, majd
megemésztettiilk Xhol and Notl restrikcios enzimekkel, és a 3°’UTR fragmenst, ami mar nem
tartalmazta a miR-126 kotohelyét, beklonoztuk az Xhol/Notl-emésztett psiCHECK2
vektorba. Mind a vad tipust, mind a delécios mutans SLC7AS5 3'UTR fragmentek
szekvencigjat a klonozds utdn szekvenalassal ellendriztik. A H69 SCLC sejteket
kotranszfektaltuk 500 ng psiCHECK?2 konstrukttal (vad tipust-UTR vagy deletalt-UTR) és 50
nM pre-miR-126 vagy pre-miR-negativ kontroll molekuldkkal. A Firefly és Renilla luciferaz
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aktivitasat 48 oraval mértiik a transzfekciot kovetden egy *Dual-Glo Luciferase assay system’
(Promega) segitségével a ’Perkin Elmer Victor3 V Multilabel Plate Reader’ késziiléken.
A miR-126 target specificitasat a Renilla luciferaz/ Firefly luciferdz lumineszcens szignal

arany értékébdl hataroztuk meg.

3.13. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a GraphPad Prism IV szoftvert hasznaltuk. A p értékek

szamitasahoz a "paired’ t tesztet alkalmaztuk. p érték < 0.05, szignifikans kiilonbség.

3.14. Immunhisztokémia

A formalin-fixalt paraffinba agyazott SCLC tumor mintdkbol ’Tissue microarray’
késziilt. Ezek a tumor mintdk chromogranin-A/synaptophysin és thyroid-transcription factor-
1 (TTF1) pozitiv tumoroknak (>70%) bizonyultak a kisérleteinkben.

Hematoxylin-eosin festés és antigén feltarast kovetden az immunhisztokémiai jeloléshez
SLC7AS5 (1:300 dilution; Epitomics) monoklonalis antitestet hasznaltunk. A jel6lés 1 oran at
szobahdmérsékleten tortént. Envision (biotin-free) peroxidaz-alapu detektalod kitet (Dako,
Glostrup, Denmark) hasznaltunk az egér/nyul antitestekhez piros AEC vagy barna DAB
szubsztrat kromogénnel (Vector Labs) és hematoxylin magfestéssel.

Ezen kiviil kettds immunfluoreszcens festést is alkalmaztunk, ahol az SLC7AS antitest egy
tormaperoxiddaz (HRP)-kapcsolt nyul elleni IgG(Fab), és tyramide-FITC-el zold fluoreszcens
jelként volt lathaté, a TTF1 antitest és a biotinalt szekunder antitest kezelés (Dako) egy
streptavidin-texas red festéssel piros fluoreszcencia jelként volt lathatd (Vector).

Az antitestek reaktivitasat és specificitasat (a pozitiv sejtek szazaléka) egy 3D-Histotech-Zeiss
slide-scanner ¢és Mirax-viewer szofter program (3D-Histotech, Budapest, Hungary)

segitségével értékeltiik.
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4. Eredmények

4.1. Az SCLC sejtvonalak és normal tiidoszovet miRNS expresszios mintazatanak

meghatarozasa microarray modszerrel.

Egy 'LC Sciences miRNS microarray platform’ segitségével, mely 319 érett miRNS-t
tartalmazott, meghataroztuk az SCLC-re jellemzé miRNS-ek expresszids mintazatat. Ebben a
kisérletben 3 SCLC sejtvonal ( HTB-184, HTB-172, és H69) és normal tiiddszovet miRNS
expresszids mintazatat térképeztiik fel. A normal tidészovet 6 RNS minta Osszekeverésével
késziilt, melyeket sebészeti tton eltavolitott tlidoszovetbdl izolaltunk.

MiRNS microarray moédszerrel azonositottunk 19 magas expresszios szintet mutatd
miRNS-t, melyeknek relativ expresszids valtozasa legalabb 10-szer magasabb volt az SCLC
sejtvonalakban a normal tiidészdvethez viszonyitva. A miR-9 és miR-7 miRNS-ek relativ
expresszios szintje 50-szer, mig a miR-183, miR-182, miR-206 ¢és miR-375 miRNS-ek
expresszios szintje 30-szor magasabb volt az SCLC sejtvonalakban a normal tiidészovethez
képest. Ezenkiviil azonositottunk 35 alacsonyan expresszalodé6 miRNS-t és egy nagy régiot, a
19q13.41-t, mely tobb mint 30 alacsonyan expresszal6dé miRNS-t tartalmaz (miR-512-miR-
373).

Megfigyeléseink azt mutatjak, hogy szamos eltéré expresszios szintet mutatdé miRNS
klaszterekbe rendezddve taldlhatd meg a genomban, mint példaul a miR-17-92 klaszter, a
miR-200b-429 klaszter és a miR-145/143 klaszter. Az egy klaszterben taldlhaté miRNS-ek
azonosan vagy magas, vagy alacsony szinten expresszalodnak, mutatva azt, hogy azonos
szabalyozd egység tagjai. Tovabbd megfigyeltiik azt is, hogy a kiilonb6zé kromoszémakon
tobb kopiaszamban jelenlévd miRNS-ek, mint a miR-29b, miR-199a vagy a kozeli
kapcsolatban all6 miRNS-ek, mint a miR-199a/b, miR-200a/b/c, miR-181- ¢/d, miR-106a-363

¢s miR-17-92 klaszterek gyakran koordinaltan szabalyozddnak.

4.2. A mikroRNS expresszios szintek validalasa qRT-PCR technikaval.

A microarray adatok alapjan 21 szignifikdnsan magas- vagy alacsony expresszids
szintet mutatd miRNS-t valasztottunk ki tovabbi validalasra, mig 41 miRNS-t a
tumorbiologaban betdltott szerepiik miatt valasztottunk ki tovabbi analizisre. qRT-PCR
technikaval vizsgaltuk a 62 miRNS expresszios szintjét a kovetkezé mintakban: 3 SCLC

sejtvonalban (kevert RNS minta a H69, HTB-184 és HTB-172 sejtvonalakbol), normal
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tiidoszovetben (kevert RNS 6 mintabol), formalin-fixalt paraffinba agyazott SCLC tumor
mintakban (6 mintabol izoldlt kevert RNS) formalin-fixalt paraffinba agyazott normal
tiidészovetben, mely a tumor kornyékérdl szarmaztott (6 mintabol izolalt kevert RNS).

A 6 normal tiidészovet mintabol kevert RNS ugyanaz volt, mint amit a microarray kisérletnél
hasznaltunk.

A microarray adatoknak megfeleléen sikeriilt igazolni 16 magas expresszids szintet
mutaté miRNS-t az 6sszes SCLC mintdban a normdl mintdkhoz képest. A miR-105, miR-301,
¢s miR-17-5p miRNS-ek 40-szer magasabb expressziés szintet mutattak az SCLC
sejtvonalakban a normal tiidészovethez képest, mig a miR-17-5p mutatta a legmagasabb
expresszios szintet (16.67-szer magasabb) a primer tumor mintakban.

qRT-PCR analizis igazolta 8 miRNS alacsony expresszid szintjét is az SCLC
sejtvonalakban és primer tumor mintdkban a normal mintdkhoz képest. A miRNS-ek alacsony
expresszids szintjét a primer tumor mintdkban nehezebb volt kimutatni, mint a
sejtvonalakban. Mindez a tumor mintdkban marad6 normal sejtekbdl adodhatott, ami
csokkentheti szamos miRNS esetében a tumor €s normal szovet kozotti kiilonbségeket. Az
atlag relativ expresszios szintbeli valtozas az SCLC sejtvonalak esetében 0.07-szeres, mig a

primer SCLC tumor mintadkban 0.23-szoros volt ugyanazon 8 miRNS esetében.

4.3. Néhany mikroRNS expresszios mintazata egyedi kissejtes tiiddorak

sejtvonalakban és primer tumor mintakban.

7 alacsonyan és 8 magasan expresszalodd miRNS-t valasztottunk ki a kovetketé qRT-
PCR analizishez, melyeket 17 egyedi SCLC tumor mintan ¢és 3 egyedi SCLC sejtvonalon
vizsgaltunk.

A gRT-PCR egyontetiien igazolta a miR-126 alacsony expresszids szintjét az 0sszes
vizsgalt SCLC mintadban. A miR-150, miR-223, miR-214 ¢és miR-199a szintén alacsony
szinten expresszalodott az 6sszes SCLC sejtvonalban, mig a miR-222 expresszios szintje nem
valtozott két SCLC sejtvonalban sem. A miR-150, miR-222 és miR-223 a legtdbb primer
SCLC tumor mintaban alacsony szinten volt jelen, mig a miR-29a, miR-214 és miR-199a
expresszidja variabilis volt.

Négy miRNS, a miR-301, miR-183, miR-106a, miR-105 mutatott magas szintii
expressziot az Osszes SCLC sejtvonalban, mig a primer SCLC tumorokban ezek koziil csak a

miR-301 és miR-183 miRNS-ek expresszalodtak magasabban. A miR-106a, miR-25 és miR-
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95 a primer SCLC tumorok nagy tobbségében magas expresszids szintet mutatott, mig a miR-
105, miR-374 ¢s miR-185 miRNS-ek expresszidja variabilis volt.

Nem taldltunk semmi bizonyitékot arra nézve, hogy a kisérleteinkben tanulmanyozott
miRNS-ek expresszids szintbeni valtozdsa a tumor elhelyezkedésével kapcsolatban lenne

(tid6 vagy metasztatikus lokalizacio).

4.4. A génamplifikacio nem egy altalanos mechanizmus, mely az SCLC tumorokban

szamos mikroRNS magas szintii expressziéjahoz vezetne.

Szamos miRNS tumor-asszocialt genomi régidkban helyezkedik el. Néhany
alacsonyan expresszalodd miRNS olyan kromoszdéma régidban talalhato, melyeknél SCLC-
ben gyakori a heterozigéta delécid. A magas expresszids szintet mutatd miRNS-ek viszont
altalaban nem fednek 4t olyan kromoszéma régiokkal, melyeknél gyakori az amplifikacid
SCLC-ben. Kisérleteinkben ezért 5 magas expresszids szintet mutatd miRNS (miR-17-92,
miR-183/96, miR-182, miR-95 and miR-301) kopiaszdm valtozéasat vizsgaltuk primer SCLC
tumorokban és SCLC sejtvonalakban. Az génamplifikacié egyontetiien kimutathat6 volt mind
az 5 miRNS genom régidiban az SCLC sejtvonalak esetében. Az SCLC primer tumorokban
csak a miR-183/96/182 genom régidja, a 7q32.2 régid volt jellemezhetd amplifikacioval.
Annak ellenére, hogy a miR-301 a legmagasabban expresszalodo miRNS az SCLC
tumorokban, csak egy mintdban volt kimutathat6 az amplifikdcidja, mig egy masik mintdban

crer

klaszter esetében a primer SCLC tumor mintakban.

4.5. A miR-126 a sejtciklus G1 fazisanak késleltetésével gatolja az SCLC sejtek

proliferaciojat.

Az el6z0 kisérleteinkben kimutattuk a miR-126 alacsony expresszios szintjét az dsszes
szabalyozasaban betoltott szerepét vizsgaltuk. A H69 sejteket tranziensen transzfektaltuk a
miR-126 prekurzor molekulaval (pre-miR-126) és egy negativ kontroll miRNS-el (NegmiR)
Lipofectamine 2000 transzfekcios reagens segitségével. Az €16 sejtek szdmanak valtozasat a
transzfekciot kovetd 96 oraig kovettiik nyomon sejtszamolassal, tripankékes festéssel.

Ahogyan azt vartuk is, a pre-miR-126 transzfekcioja a H69 sejtekben megndvelte a

miR-126 expresszidjat, a nem transzfektalt és NegmiR kontroll transzfektalt sejtekhez
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csokkentette a transzfekciot kovetd 72. oratol.

A miR-126-nak az SCLC sejtek proliferacidjara kifejtett hatasat egy masik SCLC
sejtvonalon, a HTB-172 sejtvonalon is alatdmasztottuk. A miR-126 expresszidjanak emelése
gatolta a HTB-172 sejtek proliferaciojat is, a H69 sejtekhez hasonloan.

A sejtciklus analizis a transzfekcidt kovetd 72. és 96. oraban kimutatta, hogy a miR-
126 transzfektalt H69 sejtek magas szdzalékban vannak jelen a sejtciklus G1 fazisaban, amit a
G2/M fazisban jelenlévd sejtek alacsony szazaléka kisér a negativ kontroll mintdhoz
viszonyitva. Mindezen eredmények azt mutatjdk, hogy a miR-126 expresszidjanak

megemelése késlelteti a H69 sejtek kilépését a sejtciklus G1 fazisabol.

4.6. A miR-126 expressziojanak megemelése gatolja az SLC7AS gén expresszidjat

RNS és fehérje szinten.

A miR-126 lehetséges célgénjeinek azonositasara, melyek szerepet jatszhatnak az
target predikcids adatbazisok, a TargetScan és PicTar segitségével. Hat lehetséges célgént
talaltunk, melyek mindkét adatbazisban szerepel (CRK, PLK2, SLC7AS, PTPN9, FBXO033
and RGS3), viszont ezek koziil csak a CRK ¢és PLK2 géneket taldltak valodi miR-126
célgénnek funkcionalis kisérletekben. Sem a validalt, sem a prediktalt gének nem mutatnak
magas expresszios szintet SCLC-ben, kivéve az SLC7AS5 gént. Az SLC7AS protein magas
szintli expresszidja SCLC-ben korrelaciot mutat az elézéekben leirt miR-126 alacsony
expressziojaval. Ezért az SLC7AS gént valasztottuk ki a kovetkezd vizsgalatainkhoz.

Megvizsgaltuk, hogy a miR-126 expresszids szintjének megemelése hatdssal van-e az
SLC7AS és PLK2 gének expresszidjara. A qRT-PCR analizis az mutatta, hogy a miR-126 a
H69 sejtekben az SLC7AS mRNS szintjét tobb mint 50%-al csdkkentette, mig a PLK2 mRNS
expressziojara csekély hatassal volt. A western blot analizis azt mutatta, hogy a miR-126
expresszidjanak megemelése csokkentette az SLC7AS gén expresszidjat fehérje szinten is,

viszont a PLK2 fehérje szintje szignifikdnsan nem valtozott.

18



4.7. Az SLC7AS gén gatlasa RNS interferenciaval késlelteti az SCLC sejteknek a

sejtciklus G1 fazisabol valo kilépését.

Ahhoz hogy pontosan megértsiik az SLC7AS gén SCLC sejtek sejtciklusara kifejtett
hatasat, RNS interferencia alkalmazéasaval gatoltuk az SLC7AS5 gén termelését a H69
sejtekben, majd sejtciklus analizist végeztiik a transzfekciot kovetd 72. és 96. draban.

Az SLCT7AS specifikus siRNS transzfekcioja a H69 sejtekbe szignifikdnsan csokkentette az
SLC7AS gén expresszidjat a negativ kontroll siRNS-hez viszonyitva. Hasonléan a miR-126
hatasdhoz, az SLC7AS gén expresszidjanak gatldsa megnovelte a transzfektalt sejtek
szazalékat a sejtciklus G1 fazisaban, mindezt a sejtek csokkent szdzaléka kiséri a sejtciklus
G2/M fazisban a negativ kontroll siRNS-hez képest. Ezzel ellentétben, a PLK2 gén
expresszidjanak specifikus gatlasa nem volt hatassal a H69 sejtek sejtciklus eloszlasara.

Ezen eredmények aldtdmasztjdk azt a hipotézist, hogy a miR-126 SCLC sejtek

crer

szabalyozasan keresztiil éri el.

4.8. Az SLC7AS valddi célgénje a miR-126-nak.

Annak bizonyitasara, hogy az SLC7AS5 gén direkt célgénje a miR-126 miRNS-nek,
létrehoztunk egy luciferaz reporter vektort, ami tartalmazott az SLC7AS gén 3°’UTR-jébdl 331
bazispar részt a lehetséges miR-126 kotdhellyel (vad tipus), valamint egy kontroll luciferaz
reporter vektort, melynél a miR-126 lehetséges kotohelyét eltavolitottuk az SLC7AS gén 3’
UTR-jébdl (deletalt UTR). A H69 sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad tipusu és deletalt
UTR-t tartalmaz6 luciferaz vektorral és a pre-miR-126 prekurzor molekuldval. A vad tipust
UTR ¢és pre-miR-126 kotranszfekcidja szignifikdnsan csokkentette a riporter aktivitdsat a
kontrollhoz képest, mig a miR-126 kotéhely deletdlasa az SLC7AS gén 3 UTR-jébol
megsziintette a miR-126 ezen hatésat.

Ezen adatok azt mutatjak, hogy az SLC7AS gén direkt, funkcionalis target génje a miR-126
miRNS-nek a H69- SCLC sejtekben.
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4.9. Az SLC7AS gén és miR-126 expresszios szintje ellentétesen viszonyul egymashoz

a primer SCLC tumorokban.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogyan viszonyul egymashoz a miR-126 és SLC7AS
gén expresszios szintje 12 primer SCLC tumor mintdban, immunhisztokémia segitségével,
SLC7AS specifikus antitesttel. Az SLC7AS gén expresszidja normal tiidészovetben nem volt
kimutathatd, mig az SCLC tumorok magas SLC7AS fehérje expressziot mutattak.

Dupla immunfluoreszcens festéssel a tumor sejtek tobbsége TTF1 magfestést (tipikus SCLC —
re jellemzod fehérje) mutatott, SLC7AS koexpresszioval. Az immunhisztokémidval analizalt
tumor mintdk ugyanazok voltak, mint amelyeken az el6zéekben meghataroztuk az aberrans
miR-126 expressziot. Mivel mind a 12 vizsgélt tumor minta magas szinten expresszalta az
SLC7AS gént és alacsony szinten a miR-126 miRNS-t, igy a primer tumorokban igazolddott
az a tény, hogy a miRNS és a direkt célgénjének expresszios szintje ellentétesen viszonyul

egymashoz.
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5. Megbeszélés

5.1. A Kkiilonb6zoképpen expresszalodé mikroRNS-ek a kissejtes tiidorakban, és

biologiai funkciojuk a normal és tumoros sejtekben.

Kisérleteinkben microarray ¢és qRT-PCR technikdk kombinalasaval sikeriilt
meghatdrozni az SCLC-re jellemzé miRNS-ek expresszios mintazatdt. MiRNS microarray
technikéval azonositottunk 19 magasan expresszalodo, és tobb mint 35 alacsonyan szinten
expresszalodd6 miRNS-t az SCLC sejtvonalakban a normal tiidoszovethez viszonyitva.
Ezekbdl 7 alacsony és 8 magas szinten expresszalodd miRNS-t vélasztottunk ki a tovabbi
qRT-PCR analizishez, 17 egyedi SCLC tumor mintan és 3 SCLC sejtvonalon. A qRT-PCR
egyontetiien igazolta a miR-126 alacsony, mig a miR-301 és a miR-183 magas expressziojat

az 0sszes SCLC mintaban, sejtvonalakban és primer tumorokban egyarant.

Microarray technikaval sikeriilt azonositani olyan miRNS-eket, mint a miR-374 ¢és
miR-506, melyeket még nem hoztak kapcsolatba rakos folyamatokkal, illetve szamos miRNS-
t, melynek funkcidja a tiidérdkban nem ismert, mint példaul a magas szinten expresszalodo
miR-429, miR-128a/b és miR-130b, valamint az alacsony szinten expresszalddé miR-135b,
miR-511, miR-190, miR-296, miR-33, miR-502, és miR-325. Ezen miRNS-ek lehetséges
szerepét az egyes raktipusokban mar leirtak, viszont az aktudlis tumor tipustdl fliggden

szerepiik elég variabilis.

Szamos bizonyiték tdmasztja ala, hogy a magas szinten expresszalddé miRNS-ek részt
vesznek a normadl fejlédésben, differenciacioban és a rakos folyamatokban, viszont elég
keveset tudunk arrél, hogy mi lehet ezeknek a miRNS-eknek a pontos funkcidja a tiidérak
kialakuldsadban. Kimutattdk, hogy a miR-182/miR-183/miR-96 miRNS klaszter tagjai szamos
tumorban magas szinten expresszaldédnak. A miR-183 magas szinten expresszalodik
hepatocellularis karcindmaban és gatolja az apoptozist, a PDCD4 gén gatlasan keresztiil. A
miR-182 primer tiidétumorokban magas szinten expresszalodik és a tumor ndvekedését

szabalyozza. Ez a miRNS melanomaban is magas szinten expresszalodik és elOsegiti a

crer
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egylitt a pankredszrakban is magas szinten expresszalodik.
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Az alacsony expresszids szintet mutatdé miR-126 miRNS-nek valoszintileg komplex
szerepe van a sejtproliferacid szabalyozasdban. Szamos tumor tipusban anti-proliferativ
hatéssal bir, mint példaul az SCLC-ben, NSCLC-ben és a gyomorrakban, a PI3K/AKT szignal
utvonal kiilonbozd tagjainak szabalyozdsan keresztiil, valamint az emldrdkban az IRSI
célgénen keresztlil. A miR-126 szabalyozo szerepet tolt be az erek fejlodésében, az endotél
sejtekben a SPREDI1 ¢és PIK3R2 gének gatlasan keresztiil, valamint részt vesz a metasztatikus

folyamatokban is.

Masok eredményei és a mi megfigyeléseink is azt mutatjak, hogy a kiillonbozé
kromoszomakon tobb kopiaszdmban jelenlevd miRNS-ek, vagy a kozeli kapcsolatban allo
miRNS-ek gyakran koordinaltan szabalyozddnak, mutatva azt, hogy az aberrans
transzkripciondlis szabalyozas fontos szerepet jatszik szdmos miRNS magas- vagy alacsony

expresszios szintjének kialakulasdban az SCLC-ben.

A kromoszomalis aberraci6 SCLC-ben is gyakori jelenség. Néhany alacsonyan
expresszalodo miRNS olyan kromoszdéma régidban talalhato, melyeknél SCLC-ben gyakori a
heterozigdta delécid. A magas expresszios szintet mutatd6 miRNS-ek viszont altalaban nem
fednek at olyan kromoszoma régiokkal, melyeknél gyakori az amplifikdci6 SCLC-ben;
kivételt képez a miR-200b/200a/429 klaszter, mely az 1p36.33 régioban helyezkedik el, a
TNFRSF4 anti-apoptotikus gén kozelében, mely gyakran amplifikdlodik SCLC-ben.
Kisérleteinkben ezért 5 magas expresszios szintet mutatd miRNS (miR-17-92, miR-183/96,
miR-182, miR-95 és miR-301) kopiaszam valtozasat vizsgaltuk primer SCLC tumorokban.
Azonositottunk egy 1j SCLC-ben amplifikalodo régiot, a 7q32.2 régiot, mely tartalmazza a
miR-183/96/182 klasztert. Az amplifikédcido a négy tumor mintdbdl haromban kimutathatd
volt. A tanulmanyozott 3 madasik genom régiondl nem volt gyakori az amplifikacié vagy

egyaltalan nem mutatott amplifikaciot SCLC-ben (miR-17-92, miR-95, and miR-301).

Néhany miRNS hasonld expressziés mintdzatot mutat SCLC-ben és NSCLC-ben: a
miR-182, miR-375, miR-210, miR-200b és miR-301 magas szinten, mig a miR-143, miR-145
¢s miR-126 alacsony szinten expresszalodnak mindkét tiidétumorban. Szamos mas miRNS
viszont ellentétes expresszids mintazatot mutat a két tumor tipusban. Példaul a miR-98, miR-
17-5p és miR-106a magas szinten expresszalodik az SCLC sejtekben, NSCLC-ben viszont
nem, a normal HBEC (human bronchial epithelial cells) sejtekhez viszonyitva.

Hasonloképpen, a miR-27a és miR-29a/b/c alacsony expresszids szintet mutat SCLC
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sejtekben, NSCLC sejtekben viszont nem, a normal HBEC sejtekhez viszonyitva. Ez a
kiilonbozd expresszids mintazat a két tumortipus kozott, megteremtheti a miRNS expresszios
profil diagnosztikai alkalmazasat az SCLC és NSCLC elkiilonitésére. A miR-21 onkogén
miRNS szdmos tumorban magas szinten expresszalodik és a tiidé adenokarcindma betegek
kdpet mintdiban is kimutathatd, ezért biomarkerként vald felhasznalhatosaga a tiidorak korai
detektalasara is felmeriilt. Masok megfigyelései és a mi kisérleteink viszont azt mutatjak,
hogy a miR-21 nem mutat magas expresszios szintet az SCLC-ben, vagyis alkalmas lehet az
NSCLC differencialt diagnozisara.

5.2. A miR-126 gatolja a Kissejtes tiidorak sejtek proliferaciojat az SLC7AS génen

keresztiil.

A tovébbiakban az alacsony szinten expresszalodd miR-126 miRNS szerepét
vizsgaltuk a SCLC sejtekben. Szdmos tanulmany foglalkozik a miR-126 funkcidjaval mas

tumor tipusokban, viszont kisérleteink elején még nagyon keveset lehetett tudni ennek a

crer

cres
--------
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crer

metasztatikus kapacitasat befolydsolja, valamint emlérakban kimutattdk, hogy gatolja a
metasztazist is.

A miR-126 miRNS magas szintli expresszidjat is leirtdk egyes raktipusokban, mint példaul
akut myeloid leukémidban, ahol anti-apoptotikus hatassal bir. Tehat a miR-126 nem
feltétleniil csak egy anti-proliferativ  miRNS; ugy tlnik sejttipustél és sejtkornyezettol
fliggben szamos funkciot betdlthet. Mivel SCLC-ben alacsony szinten expresszalodik,
feltételeztiik hogy anti-proliferativ hatisa lesz ebben a tumortipusban, amit bizonyitottunk is
proliferaciés és sejtciklus analizisekkel, a miR-126 expresszids szintjének megemelésével a
H69 és HTB-172 sejtekben.

A miR-126 bonyolult funkciojat alatdmasztjak azok a megfigyelések is, hogy nem az 0sszes
validalt miR-126 target génre van hatassal a miR-126 minden egyes sejttipusban. Példaul az
SCLC sejtekben a miR-126 expresszios szintjének megemelése nem befolyasolja a PLK2 gén

expresszidjat, annak ellenére hogy a PLK2 bizonyitottan target génje a miR-126-nak akut
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myeloid leukémiaban, ahol a sejtciklus és DNS karosodéas szabalyozasaban jatszhat szerepet.
Hasonl6 megfigyelést tapasztaltak a TOM1 génnel kapcsolatosan is, mely a 1éguti epithél
sejtekben célgénje a miR-126-nak, viszont MCF7 sejtekben nem volt kimutathaté a miR-126
¢s TOMI1 gén kapcsolata. Egy masik esetben a SPRED1 a HUVEC sejtekben célgénje a miR-
126-nak, mig az akut myeloid leukémia sejtekben nem.

Ma még nem tisztazott, hogy miért tapasztaljuk azt, hogy egyes mRNS-ek célgénjei a
miR126-nak egy adott kisérleti rendszerben, mig mas kisérleti modellrendszerben nem. A
célgén szelektivitds valdszinilileg hozzajarul a miR-126 kiilonb6zé funkcidihoz az egyes

tumorokban.

Azonositottunk egy ) miR-126 célgént a kissejtes tiidordkban, az SLC7AS gént. Sem
a validalt, sem a prediktalt miR-126 célgének nem mutatnak magas szintli expressziot az
SCLC-ben, kivéve az SLC7AS5 (LATI) gént. Az SLC7AS5 egy L-tipust aminosav
transzporter, mely a neutralis aminosavak szallitdsaban vesz részt a plazmamembranon
keresztiil. Magas szinten expresszalodik a kiilonb6z6 raktipusokban, igy az SCLC-ben is, és
szerepet jatszik a tumor sejtek novekedésében és tulélésében. Az SLC7AS gén expresszios
szintje 0sszefliggésbe hozhatd a tumor progressziojaval és aggressziv fenotipusaval; példaul

NSCLC betegekben prognosztikai faktorként is hasznalhato.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az SCLC sejtekben, mas tumorokhoz hasonléan, az
SLC7AS expresszidjanak gatldsa anti-proliferativ hatdssal bir. Mind az SLC7AS
expresszidjanak gatlasa, mind a miR-126 expresszidjanak novelése késleltette az SCLC sejtek
kilépését a sejtciklus G1 fazisabol. Mindez azt bizonyitja, hogy a miR-126 sejtciklusra
kifejtett hatasa részben az SLC7AS fehérje expresszidjanak gatlasan keresztiil megy végbe.
Tehat az SLC7AS magas expressziods szintjének fenntartdsahoz részben a csékkent miR-126
expresszio is hozzajarulhat az SCLC sejtekben, gondoskodva arr6l, hogy az esszencialis

aminosavak a gyorsan proliferald tumor sejtekbe szallitodjanak.

A miR-126 az SCLC sejtek sejtciklusanak egy kozvetlenebb szabdlyozasaban is részt
vesz. Szamos megfigyelés mutatja, hogy az SLC7AS hatasa a sejtproliferaciora tapanyag-
fliggd novekedési tutvonalak aktivaldsan keresztiil is megvalosulhat, mint példaul a
PI3K/Akt/mTOR tutvonalon keresztiil, melynek szabalyozasdban a miR-126 is fontos szerepet
jatszik. A PI3K csalad leggyakrabban tanulméanyozott osztilya a PI3K IA, mely egy
szabalyozd [p85 (a,B,p557)] és egy katalitikus alegységbdl [p110(a,B,6)] all. Ezen alegységek
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kozil a p85 B célgénje a miR-126 —nak emlé-€s gyomorrdkban, valamint endothél sejtekben
is.

Az SCLC a tlidéraktipusok 20%-at teszi ki, nagyon aggressziv és kordn metasztatizald tumor
tipus. Szdmos kisérlet tdmasztja ald azt a tényt, hogy a tiidé tumorokban magas szinten
vesznek részt, mint a PI3K/Akt/mTOR utvonal. Ezen szignalutvonalak aberrans aktivacioja a
tumorok novekedéséhez és progresszidjahoz vezethet.

Az aktivalt PI3K utvonal segiti az SCLC sejtek ndvekedését, metasztazisat és a sejtek
rezisztenciajat a kiilonb6zd terapidkkal szemben. Az SCLC tumorokban kimutathaté a
foszforilalt Akt, valamint az mTOR fttvonal effektorjainak, mint az S6K1 és S6K2 magas
expresszios szintje, melyek hatdssal vannak a kemorezisztencia kialakuldsara és az SCLC
tumorok tulélését segitik el6. Az SCLC sejteket egy gazdag extracellularis matrix kornyezet
veszi koriil, mely képes aktivalni a PI3K/Akt Gtvonalat, a 31-integrin aktivalodasan keresztiil.
A PI3K aktivitasanak blokkolasa vagy az mTOR utvonal gatlasa eldsegitheti az apoptozist,
illetve csokkentheti az SCLC sejtek novekedési folyamatait. Mindez azt mutatja, hogy az
mTOR utvonal blokkolasa igéretes modszer lehet az SCLC kezelésében. Az Akt aktivalodhat
az EGFR génen keresztiil is, ami egy kapcsolddasi pontot adhat az mTOR ¢és EGFR
szignalutvonalak kozott. Mindkét utvonal aktiv az SCLC-ben, ezért a kettd egyiittes gatlasa

egy Uj stratégia lehetdségét teremtheti meg az SCLC kezelésében.

Kisérleteinkben tehat kimutattuk, hogy a miR-126 miRNS az SCLC sejtek
gyakorolt hatdsa révén, melyet olyan célgéneken keresztiil fejthet ki, mint az SLC7AS. A
miR-126 eltavolitasa ebbdl a szabalyozd rendszerbdl ndvelheti a pozitiv visszacsatolast az
SLC7AS és mTOR kozott, és szignifikdnsan hozzajarulhat a tumor sejtek proliferacios
potencidljadhoz. A miR-126 a PIK3R2/p858 fehérjén keresztiil részt vesz a PI3K/Akt utvonal
szabalyozasaban is, pozitiv regulatora az angiogenezisnek a normal endothél sejtekben, és
valészinll fontos szerepet jatszik az immunrendszer szabalyozdsaban is. Tovabbi vizsgalatok
szlikségesek ahhoz, hogy megértsiik a miR-126 komplex szerepét az SCLC tumorok
novekedésében, talélésében és progresszidjaban in vivo, és megtudjuk azt is, hogyan lehetne a

miR-126 miRNS-t, mint lehetséges anti-tumor agenst felhasznalni.
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6. Osszefoglalas

A miRNS-ek rovid, nemkodolé6 RNS molekuldk, melyek a génexpresszio
szabalyozasaban vesznek részt azaltal, hogy a target mRNS-hez kapcsolddva gatoljak azok
transzlaciojat, illetve bizonyos esetekben az mRNS degradaciojat valtjak ki. A
tumorbiologidban betdltott szerepiiket alatdmasztja az a tény is, hogy az ismert miRNS-ek
50%-a olyan genomi régiokban taldlhatd, melyek tumorokban amplifikdlodnak vagy
deletdlodnak. Az altalunk vizsgalt tumorttipus az SCLC, ami egy neuroendokrin eredeti,
gyorsan metasztatizal6 tumor.

Kisérleteinkben microarray ¢és qRT-PCR technikdk kombinalasaval sikeriilt
meghatdrozni az SCLC-re jellemzd miRNS-ek expresszids mintazatat.

MiRNS microarray technikéval azonositottunk 19 magasan expresszal6dé6 miRNS-t (legalabb
10-szer magasabb) az SCLC sejtvonalakban a normal tiidészovethez viszonyitva. Sikeriilt
azonositani olyan miRNS-et, mint a miR-374 és miR-506, melyeket még nem hoztak
kapcsolatba rakos folyamatokkal illetve olyanokat, melyek lehetséges funkcidjat mar leirtak
egyes raktipusokban. Ezenkiviil azonositottunk 35 alacsonyan expresszaloddo miRNS-t, és a
19q13.41 régidt, mely tobb mint 30 alacsonyan expresszalodd miRNS-t tartalmaz (miR-512-
miR-373).

A tovéabbiakban qRT-PCR technikdval vizsgaltuk a miRNS-ek expresszids szintjét SCLC
sejtvonalakbol szdrmazé RNS mintdban, és kisszami, mikrodisszektalt primer SCLC
tumorbdl szarmazo RNS mintdban. A microarray adatoknak megfelelden sikeriilt igazolni 16
magas ¢s 8 alacsony expresszios szintet mutatdé miRNS-t az 6sszes SCLC mintdban a normal
mintakhoz képest. A miR-17-5p mutatta a legmagasabb expresszios szintet a primer SCLC
tumorokban (15-sz6r magasabb), mig az SCLC sejtekben 30-szor magasabb volt a miR-17-5p
expresszidja a normal tiidészovethez képest.

A tovabbiakban mar nagyobb szamu primer SCLC tumorban és SCLC sejtvonalakban
vizsgaltuk a kiilonbozden expresszaloddé miRNS-eket. A qRT-PCR egyodntetiien igazolta a
miR-126 alacsony, mig a miR-301 és a miR-183 magas expresszidjat az 6sszes SCLC
mintaban, sejtvonalakban és primer tumorokban egyarant.

Néhany alacsonyan expresszalddé miRNS olyan kromoszoma régidban talalhat6d, melyeknél
SCLC-ben gyakori a heterozigdta delécid. A magas expresszios szintet mutatdé miRNS-ek
viszont altaldban nem fednek &t olyan kromoszoma régidkkal, melyeknél gyakori az

amplifikacid6 SCLC-ben. Kisérleteinkben ezért 5 magas expresszids szintet mutatd miRNS
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kopiaszam valtozasat vizsgaltuk primer SCLC tumorokban, és azonositottunk egy uj SCLC-
ben amplifikalodo régidt, a 7q32.2-t, mely tartalmazza a miR-183/96/182 klasztert.

Tovabbi kisérleteinkben az alacsony szinten expresszaldddé miR-126 miRNS szerepét
vizsgaltuk SCLC sejtekben. Kimutattuk hogy a miR-126 az SCLC sejtek proliferaciojat
gatolja, a sejtciklus G1 fazisbol S fazisba valod atmenetét lassitva. Azonositottunk egy 1j miR-
126 célgént a kissejtes tiidorakban, az SLC7AS proteint.

Az SLC7AS egy L-tipusti aminosav transzporter, amely magasan expresszalodik a
kiilonboz6 réktipusokban, igy az SCLC-ben is, és szerepet jatszik a tumor sejtek
novekedésében és tulélésében. Az SCLC sejtekben, mas tumorokhoz hasonléan, az SLC7AS
expressziojanak gatlasa anti-proliferativ hatassal birt. Mind az SLC7AS5 expresszidjanak
gatlasa, mind a miR-126 expresszidjanak novelése késleltette az SCLC sejtek kilépését a
sejtciklus G1 fazisabodl, azt mutatva, hogy a miR-126 sejtciklusra kifejtett hatasa részben az
SLC7AS fehérje expressziojanak gatlasan keresztiill megy végbe. Az SLC7A5 animosav
transzporter gondoskodik az esszencialis aminosavak felvételérél, melyek az mTOR szignal
utvonal aktivalasan keresztiil szigndl molekulaként szolgdlnak a tumor sejtek
proliferaci¢jdhoz. A miR-126 tobb fehérjén keresztiil vesz részt a PI3K/Akt utvonal
szabalyozasaban, mely az SCLC tumorok nagy részében aberrdnsan aktiv. A miR-126 miRNS
tehat az SCLC sejtek novekedésének egy fontos negativ regulatora, részben a
PI3K/Akt/mTOR szignal utvonalra gyakorolt hatasa révén, melyet olyan target géneken
keresztiil fejthet ki, mint az SLC7AS.
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