Doktori (PhD) értekezés tézisei

MiRNS-ek biomarkerként valé alkalmazhatosaganak
vizsgalata a petefészekrak diagnosztikajaban

Marton Eva

Témavezet6: Prof. Dr. Nagy Balint, egyetemi tanar

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS SEJT- ES IMMUNBIOLOGIA DOKTORI
ISKOLA

Debrecen, 2021



MiRNS-ek biomarkerként valé alkalmazhatosaganak
vizsgalata a petefészekrak diagnosztikajaban

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az Elméleti orvostudomanyok tudomanyagban

frta: Marton Eva
okleveles biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Molekularis Sejt-és
Immunbiolégia doktori iskolaja keretében

Témavezetd: Prof. Dr. Nagy Balint, Ph.D, D.Sc.

Az értekezés biraloi: Dr. Nagy Béla, PhD
Dr. Nagy Gyula Richard, PhD

A biralobizottsag:

eln6k: Prof. Dr. Bacsi Attila, az MTA doktora
tagok: Dr. Nagy Béla, PhD

Dr. Nagy Gyula Richard, PhD

Dr. Benko Szilvia, PhD

Dr. Csire Marta, PhD

Az értekezés védésének (online formaban) idopontja: 2022. 04. 27.
13:00 6ra

A nyilvanossagot online mddon biztositjuk. Amennyiben a vitan
részt kivan venni, ugy jelezze a marton.eva@med.unideb.hu email
cimre kiild6tt izenetben 2022.04.26. 16:00 oraig.



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A petefészekrak a ndgyodgyaszati daganatok legstlyosabb
formaja, amely évente tobbszdzezer nd haldlat okozza (Sung és
mtsai, 2021). El6éfordulasanak gyakorisaga a fejlett orszagokban
kiillonosen magas, mely azzal is magyarazhato, hogy a hajlamosito
tényezok kozott szerepel a sziilések alacsony szama, a kiilonb6zo
mutaciok (BRCAL, BRCA2) megléte, tovabba az Osztrogén alapu
hormonpotléd terapiak hosszutava alkalmazéasa is (Stewart és mtsai,
2019). A fiziologias Osztrogén mellett a xenodsztrogéneknek
[Zearalenon (ZEA)-mikotoxin; Bisphenol A (BPA)- miianyag
adalékanyag] valé nagyfoku kitettség is noveli a ndgyodgyaszati
raktipusok, koztik a petefészekrak kialakulasanak a kockazatat

(Rogowska és mtsai, 2019; Sang és mtsai, 2021).

A Kkifejezetten rossz tulélési esélyek f6 oka, hogy a
diagnozisra legtobbszor eldrehaladott stadiumban keriil sor. A
betegség diagnosztizalasakor mai napig a szOvettani vizsgalat
eredményét tekintik a legelfogadottabb eljarasnak, amely azonban
invaziv mintavételen alapuld eljaras és nem alkalmas a betegség
nyomon kovetésére. Az UGn. folyadék biopszia — amely a
testfolyadékokban jelen 1€v0 biomarkerek kimutatasat célozza meg —
ezzel szemben egy igéretes, nem-inzaviv diagnosztikai eljaras, mely
alkalmazéasakor a mintavétel konnyen Kkivitelezhet, ezaltal a
diagnozis gyorsabban felallithatd. Tovabbi elényei kozé tartozik,
hogy ismételhetGsége miatt alkalmas a betegség és/vagy a kezelés

hatékonysaganak a nyomon kovetésére, tovabba a tumor egészérdl



szolgaltat informaciot, igy nem zavarja a tumorok esetében jellemzd

heterogenitas (Otandault és mtsai, 2019).

A vizsgalt biomarkerek lehetnek szabad nukleinsavak, azaz
genomi vagy mitokondridlis DNS fragmentek, illetve nem kodold
RNS molekulak (pl. mikroRNS-ek) egyarant (Szilagyi és mtsai,
2020). A miRNS-ek olyan kisméretii (19-25nt hosszak) nem-kodolo
RNS-molekuldk, amelyek fontos szerepet jatszanak a gének poszt-
transzkripcionalis szabalyozasdban. Szamos biologiai folyamatban
vesznek részt, pl. a sejtproliferaci6 és az  apoptdzis
megvalosuldsaban, igy hozzajarulhatnak a tumorok keletkezéséhez,
ill. invazidjahoz is. Ennek kovetkeztében a tumor sejtekre a
normalistol eltérd miRNS mintazat a jellemzo, ami az intracellularis
¢s a szabad miRNS szintekre egyarant igaz, ebb6l adédoan igéretes
biomarkerekként tartjak 6ket szamon (Wang és mtsai, 2018; Szilagyi
és mtsai, 2020). Alkalmazasuk elényei kozé tartozik nagyfoka
specifitasuk mellett, hogy rendkiviil stabilak és detektalasukat

szamos molekularis biologiai modszer is lehetdvé teszi (pl. gPCR).

2. Célkitiizések

A petefészekrak diagnosztizalasaban ugyan rendelkezésre
all néhany biomarker (CA125 és HE4), azonban ezek nem hoztak
Iényeges javulast a hatékonyabb diagnosztizalasa terén (Montagnana
és mtsai, 2017). Munkank soran célul tliztik ki miRNS alapt
biomarker jeloltek azonositasat, melyek jovobeli alkalmazasa
hozzéjarulhat a talélési esélyek javulasahoz. Ennek érdekében az

alabbi vizsgalatokat végeztiik el:



- Biomarkernek alkalmas miRNS jeloltek keresését:
petefészekrakban szenvedd és egészséges egyénektdl szarmazd
vérmintdk miRNS profiljat (miR-200 csalad, miR-34 csalad,
miR-203a és miR-205) hasonlitottuk 6ssze qPCR segitségével.

- A petefészekrak patofiziologidjaban jelentsnek tiing
MiRNS-ek vizsgalatat ovarium sejtkultirakban: az el6z6 pontban
azonositott miR-200 csalad, miR-34 csaldd, miR-203a és miR-
205 biologiai relevancidjanak vizsgalatat végeztiik el Gsztrogén
érzékeny ¢és nem érzékeny human epitélidlis ovarium

sejtkultarakon.

3. Anyagok és modszerek
A felhasznalt vérplazmamintak

Munkéank soran 28 rosszindulati petefészek elvaltozassal
rendelkez6 beteg, illetve 60 egészséges egyén vérplazma mintait
hasznaltuk fel, melyek a DEKK, Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinikan keriiltek begyiijtésre EDTA-csovekben. A vizsgalati
protokollt az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs, Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsiga (ETT TUKEB) hagyta jova [30231-
2/2016/EKU]. A vérplazmat kétlépéses centrifugalassal valasztottuk
el, majd feldolgozasukig -80°C-on taroltuk.

Felhasznalt sejtvonalak és tenyésztésiik

Vizsgalatainkhoz két human epitelialis ovarium sejtvonalat
alkalmaztunk, melyek az 6sztrogén kezelésre érzékeny PEOL (ERo;
ERB), illetve az Osztrogénekre nem érzékeny A2780 (ERp)



sejtvonalak voltak. Mindkét sejtvonal fenntartisa RPMI1640
médiumban tértént, amelyet 10% (PEO1), vagy 5% (A2780) FBS-el
illetve 1% L-glutaminnal és 100 ug/ml sztreptomicin-100 U/ml
penicillin elegyével egészitettiink ki (37°C, 5% CO,). Kisérleteinket
megel6zéen a sejtvonalak Mycoplasma mentességérél a PCR
Mycoplasma Test Kit I/C (Promokine) segitségével gy6zddtiink
meg. Az E2, ZEA és BPA molekulakkal torténd kezeléseket 24-,
illetve 96-lyukt lemezeken végeztiik. Ekkor a sejtek letapadasat
kovetden a fenntartd médiumot 5% DCC-FBS-el és 1% L-
glutaminnal kiegészitett PRF-RPMI1640-médiumra cseréltiikk, majd
24 o6ras inkubalast kovetéen a sejteket E2, ZEA ¢és BPA
molekulakkal (1-1000 nM) kezeltiikk, és a mintavétel idépontjaig
tovabb inkubaltuk &ket (37°C, 5% CO,). Kontrollként minden
esetben kezelésen at nem esett, de minden tekintetben ugyanolyan

koriilmények kozott tenyésztett sejteket alkalmaztunk.

Sejtvonalak fenotipusos vizsgalata

Az E2, ZEA és BPA molekulak sejtproliferaciora gyakorolt
hatasat  sejtszamolassal  (Biirker-kamra  felhasznalasaval), a
migraciora gyakorolt hatdsat pedig Scratch asssay segitségével
hataroztuk meg. A kezelések esetleges toxikus hatasat az apoptdzis
(mitokondrialis membranpotencial meghatarozasa DilC1 (5) festék
felhasznalasaval), illetve sejtlizis (LDH aktivitds meghatarozasa a
sejttenyészetek feliiliszojaban, CYQUANT LDH Cytotoxicity Assay

Kit; Thermo Fisher Scientific) jelenlétével hataroztuk meg.



Ko-kultaras vizsgalat

A ko-kultiras vizsgalatok alkalmaval a PEO-1 sejtvonalat a
Millicell sejttenyészté inzertekbe (0,4 nm poérusméret, Merck
Millipore) tapasztottuk, amit olyan 24-lyuka lemezre helyeztiink,
ahova el6zbleg az A2780 sejteket tapasztottunk. A transzkripcios

vizsgalatokat 12, illetve 24h egyiitt tenyésztést kdvetden végeztiik el.

mRNS izolaléds és gPCR

Az ESR1 (6sztrogén receptor), GREB1 (ndvekedési
regulator), a CA12 (anhidraz), a DEPTOR (MTORC cél fehérje), az
RBBP8 (RB koté fehérje 8), a CDH1 (E-kadherin) és a ZEB1

[epitelialis-mezenchimalis  atalakulas (EMT)-ban koézremikodo
transzkripcios faktor] gének expresszidjanak vizsgalata soran a
sejttenyészetekb6l az mRNS izolalasa az RNeasy Mini Kit (Qiagen)
segitségével tortént. A gének expresszidjat qPCR segitségével, a
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) és a Lightcycler 96
PCR késziilék felhasznalasaval végeztik. A kapott eredmények
normalizalasakor a GAPDH gént alkalmaztuk referenciaként. A

relativ expresszios szintek valtozasat a ACt modszerrel értékeltiik ki.

Intracellularis és szabad miRNS-ek izolalasa és gPCR

A szabad miRNS szintek meghatarozasakor a miRNS
frakcidt is tartalmazo totadl RNS izolalasa a vérplazma mintakbol és a
sejtkultarak feliilisz6jabol a miRNeasy szérum/plazma kit (Qiagen)
segitségével tortént. Az intracellularis miRNS szintek vizsgalatakor,
a miRNS izolalas a sejttenyészetekbdl a miRNeasy Kit (Qiagen)
felhasznalasaval tortént. A miR-200a-3p, miR-200b-3p, miR-200c-
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3p, MiR-141-3p, miR-429-3p, miR-34a-5p, miR-34b-3p, MiR-34c-
3p, MiR-203a-3p és miR-205-5p expresszidjanak vizsgalatakor a
miScript rendszert alkalmaztuk (miScript Primer Assays; miScript Il
RT Kit, illetve miScript SYBR green PCR kit; Qiagen) a Lightcycler
96 PCR késziilék felhasznalasaval. A  kapott eredmények
normalizalasakor a miR-103-3p-t alkalmaztuk referenciaként. A

relativ expresszié meghatarozasat a ACt modszerrel végeztiik.

MiRNS-ek bioinformatikai elemzése

A miRNS-ek kozotti funkcionalis kapcsolatok megismerése
érdekében a kozos célgéneket a miRTargetLink adatbazis

(https://cch-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/multinet.php;

Hamberg és mtsai, 2016) segitségével, mig a kozos célgének

srer

(https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp; Huang és mtsai, 2009).

Az eredmények statisztikai analizise

A tanulmany soran kapott eredményeket a GraphPad Prism
8 ¢és SPSS 25 statisztikai csomagok segitségével elemeztik. A
vérplazma mintdk esetén a miRNS expresszioban megmutatkozd
kiilonbség szignifikancidjat Mann—Whitney U teszttel hataroztuk
meg. A miRNS expresszios szintek kozott fennalldo korrelaciot
Spearmen korrelacios koefficiens kiszamitasaval, a CA125 és HE4
markerekkel valo egyezést Cohen kappa teszttel jellemeztik. Az
egyes mMIiRNS-ek diagnosztikai potencialjat a ROC-AUC,
szenzitivitas, specificitas, pozitiv és negativ prediktiv értékek,

valamint a diagnosztikai pontossag kiszamitasaval jellemeztik. A
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sejttenyészetekkel vald vizsgalataink eredményeinek elemzése One-
way ANOVA (post-hoc analizis: Dunnet teszt) segitségével tortént.
Az expresszios adatok paronkénti &sszehasonlitasat Student t-teszt

segitségével végeztiik, a ACt értékek felhasznalasaval.

4. Eredmények

Biomarkernek alkalmas miRNS jeldltek keresése

Munkank elsé szakaszdban, szakirodalmi adatok alapjan
kivalogatott miRNS-ek (a miR-200, és miR-34 csaladba tartozo
mMiRNS-ek, miR-203a és miR-205) expresszidjat hasonlitottuk Ossze
petefészekrakban szenvedd betegektdl és egészséges egyénektol
szarmaz6 vérplazma mintakban. Eredményeink alapjan a miR-200a,
miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-34b, miR-203a
(p<0,001), miR-205 (p<0,01) és a miR-34a (p<0,05) relativ
expresszioja  szignifikansan ~ magasabbnak  bizonyult a
petefészekrakban szenvedé egyének vérmintaiban, azonban a miR-
34c  expresszidjaban  mutatott  kiilonbség nem  bizonyult
szignifikdnsnak (p=0,222). A szignifikans kiilonbséget mutato
MiRNS-ek esetén meghatarozott diagnosztikai paraméterek a miR-
34a (ROC-AUC: 0,655) és miR-205 (ROC-AUC: 0,683) esetén
voltak a legalacsonyabbak, azonban a tdbbi miRNS esetében
igéretesnek bizonyultak. A ROC-AUC a miR-200c esetén volt a
legnagyobb (0,861), a szenzitivitdis a miR-200a, miR-141 és miR-
429 (85,71%), a specificitas a miR-200b (90%), a diagnosztikai
pontossag a miR-200b (82,95%) esetén bizonyult a legmagasabbnak.
Meghataroztuk tovabba a vizsgalt miRNS-eken alapuld tesztek

egymassal, illetve a hagyomanyosan alkalmazott CA125 és HE4
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markerekkel valdé egyezést is, amelyhez Cohen kappa tesztet
alkalmaztunk. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a
legnagyobb egyezés a miR-200b és miR-200c-n alapuld tesztek
ko6zott volt megfigyelhetd (k=0,889). Ugyan a miRNS-eken alapul6
tesztek CA125-al vald egyezése gyengének bizonyult, de a miR-
200b ¢és miR-200c HE4-el valdo egyezése kozepesnek adodott
(x=0,400 és k=0,481).

Eredményeink alapjan a vizsgalt miRNS-ek igéretes
biomarker jeloltek lehetnek a petefészekrak diagnosztikdjaban, ami
jO Osszhangban van korabbi tanulmanyok eredményeivel (Chen és
mtsai, 2019; Maeda és mtsai, 2020). Feltételezziik tovabba, hogy
ezek hatékonysaga tovabb novelhetd tobbvaltozos diagnosztikai
tesztek alkalmazasaval — pl. a miR-200b és miR-200c HE4-el vald
kombinaldsdval — ami szdmos alkalommal bizonyult hatékony

alternativanak (Montagnana és mtsai, 2017).

A folytatasban megvizsgaltuk ezen mMIRNS-ek ko6zott
fennallo funkcionalis kapcsolatot is, az expressziojuk kozott fennalld
korrelacié mértéke (Spearman korrelacio), illetve a k6zos célgénjeik
szama alapjan. Eredményeink alapjan azon miRNS-ek expresszios
szintjei er0sebben korrelaltak egymassal, amelyek tobb kozos
célgénnel rendelkeztek. Ez a jelenség a miR-200b és miR-200c
esetében volt a legszembetindbb, ahol az rs= 0,774-nek, a kdzos
célgének szama pedig 43-nak adodott. A célgének bioinformatikai
elemzése feltarta tovabba, hogy a vizsgalt miRNS-ek célgénjei tobb,

a transzkripcidhoz, sejtproliferaciohoz és migraciohoz kothetd



folyamatban is disuldst mutattak. Ezen feliil a miR-200 csalad tagjai
altal kozdsen szabalyozott célgének és a miR-203a szerepe egyarant
valdszintisithetdé az  Osztrogén valaszhoz  kothetd  ttvonal

miikodésében is.

cres

ovarium sejtkulturakban

Munkank folytatasaként megvizsgaltuk, hogy a miR-200 és
mMiR-34 csalad tagjai, tovabba a miR-203a és miR-205 milyen
mértékii biologiai relevanciaval rendelkezhetnek ovarium sejtekben,
illetve milyen szerepiik lehet az dsztrogének hatasmechanizmusaban.
Ezen vizsgalatokhoz egy Osztrogén kezelésre érzékeny (PEO1: van
ERa expresszid) és nem érzékeny (A2780: nincs ERa expresszid)
ovarium sejtvonalat hasznaltunk. Eredményeink alapjan a miR-200
csalad tagjai, a miR-203a és a miR-205 erés alap expressziot
mutattak a PEO1 sejtvonalban, melyek koziil a miR-200b és miR-
200c rendelkezett a legmagasabb expresszids szinttel. Ezzel szemben
ezen MiRNS-ek rendkiviil alacsony expressziot mutattak az A2780
sejtvonalban. A miR-34a és miR-34b expresszioja emellett mindkét
sejtvonalban nehezen kimutathatonak bizonyult. Hasonlo tendencia
volt megfigyelhetd, amikor ezen miRNS-ek expresszidjat a
sejttenyészetek felliliszojaban hataroztuk meg (szabad mMIRNS
expresszio). Ezen megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy a miR-
200, miR-203a ¢és miR-205 feltehet6leg nagyobb biologiai
relevancidval rendelkeznek az Osztrogén érzékeny sejtekben, ami
nemcsak az intracellularis, de a szabad miRNS molekulakra is

ugyanugy igaz lehet.
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Ezen hipotézisiink tesztelése érdekében megvizsgaltuk a
PEO1 ¢és A2780 sejtvonalak fenotipusos, illetve gén €s miRNS
expresszioban megmutatkozo viselkedését E2, valamint ZEA ¢és
BPA kezelések hatisara. A fenotipusos vizsgalatok alkalmaval az
E2, ZEA ¢és BPA kezelések sejtproliferaciora, migraciora és
sejthalalra (apoptozis, sejtlizis) gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk.
Eredményeink alapjan az E2, a ZEA (1-100 nM) és a BPA (10-100
nM) jelent6sen novelte a sejtek proliferacios képességét a PEO1
sejtvonalnal, mely hatdas nem érvényesiilt az A2780 sejtvonal
esetében. Hasonlé jelenséget tapasztaltunk, amikor a sejtek
migracios képességét vizsgaltuk, ahol az E2, ZEA (10-100 nM) és
BPA (10 nM) migraciét fokoz6 hatasa csak a PEOI1 sejtvonal
esetében érvényesiilt. Erdemes ugyanakkor megemliteni, hogy a
kezelések ezen koncentracié tartomanyban vald alkalmazasa nem
bizonyult toxikusnak a sejtvonalakra nézve, mivel sem az apoptozis,
sem a sejtlizis jelenléte nem volt detektalhatd. Eredményeinkkel
Osszhangban az E2, ZEA és BPA tobb sejtvonal esetében is a
sejtproliferacio és migracio fokozodasat idézte eld, mely hatas
mtsai, 2017; Kowalska és mtsai, 2018). Erdemes kiemelni tovabba,
hogy ezen Osztrogén és xenodsztrogén molekuldk mar fiziologiailag
relevans dozisban (1-10 nM) is hatast gyakoroltak a PEO1 sejtvonal
esetében, valamint a ZEA hatdsa 0Osszeegyeztethetd volt az E2

molekulaéval.

Az E2, ZEA és BPA hatasat néhany, 0sztrogén kezelésre

kiilondsen  érzékeny gén  expresszidjanak  valtozdsaval s
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megvizsgaltuk. Mind a GREB1 (Fc=263,19), a CA12 (Fc=37,01), a
DEPTOR (Fc=5,39) ¢és az RBBP8 (Fc=9,58) is szignifikansan
magasabb expressziot mutattak az E2, ZEA és BPA kezelések
hatasara. Ezen eredményeink alapjan is megallapithato, hogy a ZEA
az E2-ho6z hasonld mértékii valasz meginditasara volt képes, azonban
a BPA esetén kisebb mértékii indukcié volt megfigyelheté. Mivel a
kezelések a migracios képesség fokozodasat idézték eld
megvizsgaltuk az EMT folyamataban kulcsszereppel biro CDH1 és
ZEB1 gének expresszidjanak valtozasat is a kezelések hatdsara. Az
E2, ZEA ¢s BPA kezelések hatasara egyarant a CDH1 represszidja
volt megfigyelheté (Fc=0,42). Ezaltal ezen gén represszalodasa
nagymértékben hozzajarulhatott a sejtek migracios képességének

fokozddasahoz.

Az E2 kezelés miRNS expressziora gyakorolt hatasanak
vizsgalatakor a miRNS szintek id6fliggd valtozasat tapasztaltuk. A
kezeléseket 12 orat kovetéen a miR-200a (Fc=1,52), miR-200b
(Fc=2,9), miR-200c (Fc=3,28), miR-141 (Fc=3,32) és miR-203a
(Fc=1,73) indukcidja, mig 24 oraval kés6bb a miR-200b (Fc=0,28)
¢s miR-200c (Fc=0,43) represszidja volt megfigyelhet6. Hasonlo
valtozasokat tapasztalunk a BPA kezelés hatisara, azonban a ZEA
kezelés kisebb mértékii hatast gyakorolt a miRNS expressziora.
Ezaltal ezen miRNS-ek fontosak lehetnek az 0sztrogének kivaltotta
valasz meghatarozasaban, ami kiilondsen szembetlind a migracio
vonatkozasdban. Ugyanis a miR-200 csaldd tagjai a ZEB1
expresszidjara gyakorolt negativ hatdsukon keresztiil befolyasoljak a

sejtek CDH1 expresszidjat, ezaltal pedig azok migracios képességét
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(Koutsaki ¢s mtsai, 2014). A PEOI sejtvonal esetében a magasabb
mMiR-200 expresszi6 alacsonyabb ZEB1 ¢és magasabb CDH1
expresszioval parosult, ami alacsonyabb migraciés képességet
eredményezett. Azonban az E2 kezelést 24 o6raval kovetd miR-200
represszié a CDH1 expresszidjanak csokkenését eredményezte, ami
pedig a migracié fokozodasahoz vezetett. Hasonld jelenséget mar
mas sejtvonalak esetén is leirtak (Park és mtsai, 2008). Ezen feliil a
PEO1-ben tapasztalt magasabb miR-200 és miR-203a expresszio,
valamint ezek E2 hatasara bekovetkez6 indukcioja feltételezi az ERa
részvételét ezen miRNS-ek transzkripciojaban. Ezt megerdsiti azon
megfigyelésiink, hogy az MPP adagolasa visszaszoritotta az E2, ezen

MiRNS-ek expressziojara gyakorolt induktiv hatasat.

Eredményeink alapjan elmondhatd tovabba, hogy a szabad
miRNS szintek jo korrelacioban vannak az intracellularis miRNS
szintekkel, ami alap expressziojuk egymashoz viszonyitott aranyaira
valamint a kezelésekre adott valaszukra egyarant igaznak bizonyult.
Ezen feliil ko-kultiras eredményeink alapjan ezen szabad miRNS-ek
képesek bejutni a kornyez6 sejtekbe, mivel a miR-200b és miR-200c
expressziojanak  szignifikains  novekedése  (p<0,01)  volt
megfigyelhet6 a PEOl-el vald egyiitt tenyésztés hatasara. Ez
bizonyitja ezen mMiRNS-ek szerepét a tumor mikrokoérnyezetének
befolyasolasaban, amit mar szamos esetben bizonyitottak (Kogure és
mtsai, 2019). Felveti tovabba annak lehetOségét, hogy a szabad
mMiRNSek hatékony biomarkerek lehetnek a sejttenyészetek

cres
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5. Osszefoglalas

A petefészekrakban szenvedd ndk korében meglehetdsen
magas a haldlozési arany, melynek oka elsdsorban arra vezethetd
vissza, hogy a betegséget eldrehaladott allapotban diagnosztizaljak,
amikor a tulélési esélyek mar meglehetdsen alacsonyak. A miRNS-
ek fontosak lehetnek a tumorok kialakulasdban szerepet bet6ltd
gének expresszidjanak poszt-transzkripcionalis szabalyozasaban,
testfolyadékokban vald megjelenésiik és stabilitasuk pedig a nem
invaziv diagnosztikdban alkalmas biomarker jeloltekké teszi Oket.
Munkank soran célul tiiztiik ki olyan miRNS-ek azonositasat,
amelyek igéretes biomarker jeldltek Iehetnek a petefészekrak

hatékonyabb diagnosztikajat célzo tesztek kidolgozasakor.

Munkank elsé szakaszaban sikeriilt azonositanunk kilenc
mMiRNS-t, amelyek  emelkedett expresszidt mutattak a
petefészekrakban szenvedd egyének vérmintaiban. Ezek koziil hét
(miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-203a,
miR-34b) igéretes diagnosztikai paraméterekkel rendelkezett. Ezen
MiRNS-ek koziil a miR-200b és miR-200c expresszidja erds
korrelaciot mutatott egymassal, illetve az ezen miRNS-eken alapulod
diagnosztikai tesztek kozott jo egyezést tapasztaltunk. Ezen miRNS-
ek kdzepes egyezést mutattak tovabba a HE4 markerrel, ezaltal
igéretes jeloltek lehetnek a jovoben tobbvaltozos diagnosztikai
tesztek kidolgozasanal. Megvizsgaltuk tovabba ezen miRNS-ek
expressziojait huméan ovarium sejtvonalakban is, mely alapjan
megallapithatd, hogy a miRNS expresszi6 erdsen fiiggott az ovarium

sejtek  Osztrogén érzékenységétdl. Feltehetdleg a legnagyobb
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biologiai relevancidval a miR-200b és miR-200c rendelkezik
Osztrogén érzékeny petefészek tumorokban, mely miRNS-ek
extracellularis formai képesek hatast gyakorolni a kdrnyezd sejtek
miRNS tartalméra is. Osztrogénkezelésre mutatott érzékenységiik,
valamint az ERa transzkripcidjukra gyakorolt feltehetdleges
befolyasa alapjan j6 markerei lehetnek az ovarium sejtek
érzékenységének, ezaltal pedig segithetik a petefészekrak megfeleld
terapiajanak  kivalasztasat.  Fenotipusos és  génexpresszios
vizsgalataink alapjan az E2 mellett a ZEA ¢és BPA is képes 0sztrogén
valasz elinditdsira az ERa-val rendelkezd sejtekben, mar
fiziologiailag relevans dozisokban is. Ezért mindenképp sziikséges e

molekulak hatdsmechanizmusanak alaposabb megismerése.

Munkank jelentdségét noveli, hogy a miRNS expressziot
sejtkultirakban és vérmintakban egyarant dsszeveti. Feltételezésiink
szerint a sejtkultarakkal végzett vizsgalatok alapjat képezhetik

alkalmas biomarkerek azonositasat végz6 kutatasoknak.
6. Ertekezés 1ij megallapitasai

¢ A miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429,
miR-34a, miR-34b, miR-203a ¢és miR-205 relativ
expresszioja szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a

petefészekrakban szenvedd betegek plazma mintéiban.

¢ A miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429,
miR-34b és miR-203a igéretes diagnosztikai

paraméterekkel rendelkeztek.
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Az miR-200b ¢és miR-200c expresszidja jo korrelaciot
mutatott egymassal és a HE4 markerekkel, ezaltal alkalmas
jeloltek lehetnek tobbvaltozés diagnosztikai tesztek

kidolgozasédban a jovében.

A miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429,
miR-203a és miR-205 expresszidja erésen fliggott az
ovarium sejtek Osztrogén érzékenységétdl sejtkultarakkal

végzett vizsgalataink alapjan.

A miR-200b és miR-200c magas alapexpressziot mutatott
az ERa-val rendelkez6 PEO1 sejtvonalban, mely magas
biologiai relevancidjukat feltételezi Osztrogén érzékeny

sejtekben.

A miR-200a, miR-200-b, miR-200c, miR-141 és miR-203a
expresszioja idéfliggé modon valtozast mutatott Gsztrogén
kezelés hatasara a PEOI1 sejtvonalban. Ezen hatds nem
jelentkezett MPP adagolasat kovetden, ami arra utal, hogy

az ERa hatast gyakorolhat transzkripcidjukra.

A szabad miR-200b és miR-200c expresszids szintek
magasnak adodtak a PEO1 sejtvonalban, illetve ko-kultiras
vizsgalatunk alkalmaval képesek voltak a kdrnyezo sejtekbe

bejutni.

Fenotipusos és génexpresszids vizsgalataink alapjan az E2

mellett a ZEA és BPA is képes a sejtproliferacio és a
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migracioé elinditasara az ERa-val rendelkez6 sejtekben, mar

fizioldgiailag relevans dozisokban is.
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