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1. Roviditések jegyzéke

AGO
Akt
BPA
cDNS
Ct
DCC
DNS
E2
EMT
ERE
ER
FBS
FC
FDA

GPER1
HGSC
HRR
HRT
LBD
LDH
LGSC
MAPK
mIiRNS
MPP
MRE
MTT
PARP
PBS

argonauta fehérje

protein-kinaz B

biszfenol A

komplementer DNS

ciklusszam

dextrannal kezelt szén (dextran coated charcoal)
dezoxiribonukleinsav

Osztradiol

epitelialis-mesenhymalis atalakulas
Osztrogén valaszado elem
0sztrogén receptor

magzati szarvasmarha szérum

fold change

Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (U.S Food
and Drug Administartion)

G-proteinhez kapcsolt receptor
magas gradust szerdzus karcindma
homoldg rekombinacios repair
hormonpo6tlo terapia

ligand- k6t6 domén

laktat dehidrogenaz

alacsony gradusu szerdzus karcindma
mitogén aktivalta protein kinaz
mikroRNS
methyl-piperidino-pyrazole

miRNS valaszadé elem
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Diphenyltetrazolium Bromide
poli ADP-rib6z polimeraz

foszfattal pufferelt sooldat



PI3K
PRF-RPMI1640
gPCR

RISC

ROMA

ROS

RT

UPR

ZEA

foszfatidil inozitol-3 kinaz

fenol red mentes-RPMI11640

kvantitativ polimeraz lancreakci6

RNS indukalta csendesitd komplex

Risk of malignancy Algorithm

reaktiv oxigén gyok

szobahOmeérséklet

endoplazmatikus retikulum stressz (unfolded protein response)

zearalenon



2. Bevezetés

Az endogén Osztrogének olyan szteranvazas hormonok, amelyek kiemelkedd szerepet
toltenek be a ndéi reproduktiv ciklus szabalyozdsa mellett szamos egyéb szervrendszer
mukodésében. Ezzel magyarazhat6, hogy posztmenopauzdban — amikor az Osztrogén szint
jelentésen lecsokken — szamos, idéskori megbetegedés (pl. szivinfarktus, memoriazavar)
megjelenése jellemz0 a ndk korében. Ezek kockazata cs6kkentheté hormonpo6tlé terapia (HRT)
alkalmazasaval, mely azonban ndveli egyes raktipusok, tk. a petefészekrak kialakulasanak a
kockazatat (Langer és mtsai, 2021; La Veccia, 2017). Ugyancsak nagy egészségiigyi kockazatot
jelent a xenoOsztrogéneknek vald nagyfoku kitettség. Ezek olyan molekuldk, amelyek képesek
az endogén Osztrogének hatdsat utdnozni, ezaltal a hormonrendszer miikodésének
megzavarasan keresztiil pl. korai pubertast, vagy reproduktiv zavarokat okozni, de novelik
szamos raktipus kialakulasanak a kockazatat is (La Merrill és mtsai, 2020). Megkiilonboztetiink
természetes és mesterséges eredetli xenoOsztrogéneket. Elobbiekhez tartozik a zearalenon
(ZEA), amely a Fusarium fonalas gombak altal termelt mikotoxin. Ezen gombak szant6foldi,
ill. raktari kartevokként gyakran fert6zik a gabonaféléket (pl. kukorica, zab, buza, rizs), igy a
ZEA jelen lehet a feldolgozott élelmiszerekben (Paterni és mtsai, 2017). A szintetikus
xenoosztrogének kozé sorolhatd a biszfenol A (BPA), amely a polikarbonat milanyagok és
epoxi gyantak eléallitasanal alkalmazott adalékanyag. A mutianyag termékekbdl kiszivarogva
nemcsak az élelmiszerekben, de a kdrnyezetben is képes felhalmozodni (Urli és mtsai, 2023).

Az Osztrogének, ill. xenodsztrogének jelentette egészségligyi kockazat egyre nagyobb
problémat képvisel. A varhato életkor ndvekedésével ugyanis a ndk egyre tobb idot tdltenek
posztmenopauzaban, igy egyre tobben szorulhatnak HRT terapidra. Tovabbi aggodalomra ad
okot, hogy a kornyezet xenodsztrogén terheltsége is folyamatosan emelkedik. A klimavaltozas
ugyanis kedvez a novényi kartevé fonalas gombak novekedésének és mikotoxin termelésének
(Liew és Mohd-Redzwan, 2018). A kornyezetiinkben el6forduldé miianyag hulladék
mennyisége ugyancsak emelkedik, évente mintegy 22 megatonna mennyiségben, melybdl a
kioldodo vegyiiletek nemcsak a talajvizet, de szalldo por formajaban a levegét is szennyezik
(Landrigan ¢és mtsai, 2023). Mindezek ellenére rendkiviil hidnyos a szakirodalom az
Osztrogének, kiilonosen a xenodsztrogének tumorok kialakulasara, ill. terjedésére gyakorolt
hatasat illetden. Ezért munkdnk sordn célul tliztiik ki a ZEA és BPA molekuldk hatdsanak
Osszehasonlitasat az endogén oOsztradiol (E2) altal kifejtett hatasokkal human ovarium

sejttenyészetekben.



3. Irodalmi attekintés
3.1. Osztrogének
3.1.1. Az dsztrogének termelddése és fiziologiai jelentdsége

Az endogén Osztrogének csoportjaba négy molekula sorolhato: az Osztron (El), az
osztradiol (E2), az 6sztriol (E3) és az 6sztetrol (E4) (Fuentes és Silveyra, 2019). Ezek koziil az
E2 rendelkezik fizioldgiai értelemben a legnagyobb jelentdséggel. Az E3 és E4 megndvekedett
koncentracidja terhesség alatt mérhetd, mig menopauza idején az E1 domindl (Fuentes és
Silveyra, 2019). Az E2 elsédleges termelddési helyei a petefészkek granuldza sejtjei, valamint
a sargatest. Az E4 kizardlagos termelddési helye a magzati m4j, ahonnan a placentan at jut az
anyai vérkeringésbe. Az El szintézise az extragonadalis szervekben (pl. a zsirszovetben)
torténik (Fuentes és Silveyra, 2019).

Az Osztrogének szintézisében az alacsony denzitdsu lipoprotein (LDL) a kiindulasi
molekula. A szteroidogenezis elsé 1épésében a koleszterol transzlokalodik a mitokondrium
bels6 membranjara a STARD1 (szteroidogén akut regulator protein) nevii inga fehérje
segitségével, ami a szteroid hormon szintézis sebesség meghatarozo 1épése. Itt megtorténik a
koleszterol pregnenolonna vald atalakuldsa a koleszterin oldallanc eltavolito P450scc enzim
segitségével. A pregnenolon ezutan a CYP17A1 (szteroid 17-a-hidroxilaz/17,20-1iaz) és a 3p3-
HSD (3B-hidroxiszteroid dehidrogenaz/A>* izomeraz) enzimek katalizalta reakciokban DHEA-
na (dehidro-epiandroszteron) alakul, amit a 3B-HSD enzim androszténdionna alakit tovabb. Az
androszténdiont a CYP19A1, vagy més néven aromataz enzim, E1-n4 alakitja. Az E1 ezutén a
17B-HSD (17p-hidroxiszteroid dehidrogenaz) altal katalizalt reakcioban E2-v¢é alakul (Funetes
és Silveyra, 2019).

A petefészek granuloza sejtjeinek Osztrogén termelése a hipotalamusz-agyalapimirigy-
petefészek (HPO) tengelyen keresztill szabalyozodik. A hipotalamusz gonadotorpin-
felszabadito hormon (GnRH) felszabadulasara az agyalpi mirigy eliilsé lebenye luteinizal6 -
(LH) és follikularis stimulalé hormon (FSH) termeléssel valaszol (Liang és Shang, 2013). Az
LH az androgéntermelés stimulalasaért, az FSH, pedig az aromatizacidért felelds, ami az
Osztrogén szintézis, végso, sebesség meghatarozo 1épése (Liang és Shang, 2013). Az 6sztrogén
szint a menstruacios ciklus sordn széles koncentraciotartomanyban, 0,11 nM és 2,2 nM kozott
ingadozik (Vrta¢nik és mtsai, 2014). A menopauza beallta utan a kering6 6sztrogén mennyisége
nagymértékben lecsokken, 0,04 nM kortili értékre, egyuttal az 6sztrogén termelését a periférias

szovetek veszik at (pl. zsirszovet) (Liang és Shang, 2013; Vrta¢nik és mtsai, 2014).



Az Osztrogének elsddleges szerepe a ndi reproduktiv rendszer szabalyozéasa, valamint a
masodlagos nemi jellegek kialakitasa a ndk esetében (Fuentes és Silveyra, 2019). Emellett
szamos egy¢b jelentdséggel is rendelkeznek. Tobbek kozott hatast gyakorolnak az agy, a sziv,
az érrendszer, a csontok, a vazizomzat, az emlok ¢€s a zsirszovet normal mikodésére (Santen és
Simpson, 2019) (1. abra). Ez alapjan nem meglepd, hogy az 0sztrogén metabolizmus zavara
miatt fellépd alacsony, vagy magas Osztrogén szint szamos megbetegedés hatterében allhat
(Faltas és mtsai, 2020). A szervezet csokkent Osztrogén termelését okozhatjak fiziologias
folyamatok, mint a menopauza, vagy egyéb hormontermelést gatld vegyiiletek hatasa. Bizonyos
antidepresszansok, vérnyomascsokkentd szerek, véralvadasgatlok, immunszupresszansok,
aromataz inhibitorok, valamint maguk a kiilsé forrasbol bevitt Osztrogének is képesek

visszaszoritani az Osztrogének termelését (Patel és mtsai, 2018).
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1. abra. Az Osztrogének hatasa a kiilonb6z6 szervrendszerek miikodésére a nék esetében
(Farkas és mtsai, 2022).

Az Osztrogének kiemelkedd szerepét jelzi az idegrendszer normal mitkkodésében, hogy az

agy képes Osztrogén szintézisére az androgének aromatizacidjaval, ill. az agy nagy



mennyiségben expresszal 6sztrogén receptorokat (ER) (1. dbra). Korrelaciot mutattak ki a nék
szorongasos tiinetei ¢s kedély ingadozasai, valamint a ciklusosan valtozéo E2 koncentracio
kozott (Nicholson és mtsai, 2020). Emellett a menopauza bealltaval felszaporodnak a néket

érinté neuroldgiai betegségek, mint pl. az Alzheimer betegség (AD). Az AD kialakulasanak az

crcr

crer

neprilisin enzimek aktivalasaval (Russell és mtsai, 2019). Emellett az E2 adagolasa
csokkentette a tau fehérjék hiperfoszforilalasat, ami végs6 soron a betegség sulyossaganak
csokkenését eredményezte (Russell és mtsai, 2019). Ezen kiviil a Parkinson kor és a skizofrénia
is az Osztrogén szint csokkenéssel gyakrabban megjelené megbetegedések. A posztmenopauza
idején jellemz6 tovabba a hohaztartas felborulasa miatti héhullamok jelentkezése, valamint az
alvas zavarok (Faltas és mtsai, 2020; Patel és mtsai, 2018).

Szintén az Osztrogén szint csOkkenésével magyarazhatd tovabba, hogy a
posztmenopauzaban 1évé nék korében nagyobb gyakorisaggal fordulnak eld olyan a sziv-, és
érrendszert érintd betegségek, mint a magas vérnyomds, érelmeszesedés, myocardialis
eltérések, kamrai hipertrofia/szivizom megnagyobbodds, szivinfarktus, valamint sziv
vérellatasi zavarok (Xiang ¢és mtsai, 2021). A szervezet Osztrogén szintjének csokkenésével
egyidejlileg ugyanis a NADPH (nikotinamid dinukleotid foszfat) és egyéb antioxidans
képességli molekulak koncentracioja is lecsokken. Ezen folyamatok végsd soron reaktiv oxigén
gyok (ROS) felhalmozodashoz és sejthalalhoz vezetnek, amelyek pedig kedveznek a kiilonb6z6
kardiovaszkularis rendellenességek kialakulasanak (Xiang és mtsai, 2021). Ezen feliil pre-
menopauzaban a magas plazma koncentraciét mutaté nitrogén-monoxid (NO) ROS-al
szembeni sziv- és simaizom védé hatiasa sem érvényesiil. Emellett a csokkent Osztrogén
koncentracioval megemelkedik a vér szabad zsirsav koncentracidja, ami szintén emeli a
kardiovaszkularis rendellenességek eléfordulasanak kockazatat (Faltas és mtsai, 2020; Xiang
¢s mtsai, 2021). Az Osztrogének képesek tovabba visszaszoritani az érelmeszesedéssel jaro
megbetegedések eldfordulasat azaltal, hogy csokkentik a gyulladdsért felelés kemokinek,
plakkokat a matrix metalloproteinaz expresszio gatlasaval és a PAI-1 (plazminogén aktivator
inhibitor-1) termelésének indukalasaval. Mindemellett a magas Gsztrogén szint timogatja az

crcr

érosszehuzo hatasu endothelin szintézis gatlasaval (Xiang és mtsai, 2021) (1. abra).



A posztmenopauzaban gyakrabban figyelhetéek meg tovabba a csontrendszert érintd
zavarok is, mint az osteoporosis, az iziileti fajdalom és merevség, valamint a funkciovesztés
(Patel és mtsai, 2018). Az ER-ok nagy mennyiségben expresszalddnak az oszteoblasztok
(csontallomany épitéi), oszteoklasztok (csontallomany lebontoi) és az oszteocitak (csontsejtek)
sejtfelszinén. Az E2 kozvetleniil segiti az oszteblasztok mukodését a TGFP (transzformalo
novekedési faktor f)- és a Wnt/B-katenin szignal utvonalak fokozasaval. Ezenkiviil az E2
stimulalja az IGF1 (inzulinszeri novekedési faktor) expresszigjat is, ami szintén a
csontképzédésnek kedvez (Cheng és mtsai, 2022). Az oszteoklasztok differenciacidja é
aktivitasa az NF- «f (nuklearis faktor-kf}) titvonalon a receptor RANKL (nuklearis faktor-«xf3
ligand) ligandjan keresztiil fokozodik, mig az OPG (oszteoprotegerin) kotodését kovetden
az utobbit fokozza (Cheng és mtsai, 2022) (1. abra).

A posztmenopauzdban, a csokkent 6sztrogén szinthez kothetd betegségek megeldzésére és
kezelésére megoldast jelenta HRT. A HRT azonban csak a 60 évesnél fiatalabb, kevesebb, mint
10 éve posztmenopauzaban 1év6é ndknél alkalmazhato biztonsagosan (Flores és mtsai, 2021).
Ennek oka, hogy ezen kezelések nem teljesen veszélytelenek, ugyanis hozzajarulhat az stroke
¢s a mélyvénds trombozis kialakuldsdhoz (Flores és mtsai, 2021; Kohn és mtsai, 2019; Langer
¢s mtsai, 2021). Emellett szdmolni kell bizonyos hormonfiiggd daganatok pl. mellrak,
endometrium rak kialakulasanak emelkedett esélyével, valamint szerepe lehet a petefészek-,
prosztata-, tiid6- és vastagbél daganatok kialakulasaban is (Liang és Shang, 2013). Az
Osztrogének tumorkeltd hatasa mitogén képességiikkel hozhato sszefiiggésbe. Az Gsztrogének
szabalyozzdk a G1-S 4tmenetet, a c-Myc €s ciklin D1 molekuladk expresszidjanak fokozasan
keresztiil. Az 6sztrogén ezenkiviil képes az apoptozis gatlasara az anti-apoptotikus Bcl-2 és
Bcl-X. molekulak képzédésének indukalasaval. Ezenfeliil az 6sztrogén-ERa komplex az c-Src-
ral kapcsoltba lépve egyiitt aktivaljak a MAPK (mitogén aktivalta protein kinaz) és PI3K/Akt
(foszfatidil inozitol-3 kinaz/protein kinaz B) utvonalakat, amelyek a sejtek talélését segitik eld.
A tumorok gyors litemii ndvekedéséhez sziikséges megnovekedett vér- €s tdpanyagellatast az
angiogenezis biztositja, amelyet szintén segithetnek az 6sztrogének az IL-8 (interleukin 8) és
jelatvitel képes gatolni tovabba az NF-kB szintézisét, ami represszalja az E-kadherin
expressziojat, igy a tumorsejtek migracios €s invazids képességéhez is nagyban hozzajarul
(Liang és Shang, 2013).



3.1.2. Az osztrogének hatasmechanizmusa, osztrogeén receptorok, osztrogen jelatvitel

Az 0Osztrogén molekuldk a bioldgiai hatasukat elsdsorban a nuklearis ER-okhoz vald
kotddésiikon keresztiil képesek kifejteni. Kétféle ER-t kiilonboztetiink meg, az ERa-t és az
ERB-t (Cui és mtsai, 2013; Saczko és mtsai, 2017). Az ERa egy 595 aminosavbol all6 66 kDa
tomegli fehérje, amit a 6-os kromoszéma 6q25.1 16kuszan elhelyezkedd ESR1 gén kodol. Az
ER-ok masik formaja, az ER, melyet 530 aminosav alkot, 59 kDa tomegi és rovidebb N-
terminalis véggel rendelkezik, mint az ERa. Az ERB-t a 14-es kromoszoma 14q23-24 16kuszan
talalhato ESR2 gén kodolja (Fuentes és Silveyra, 2019; Vrta¢nik és mtsai, 2014) (2. abra). Az
ERa és az ERP is tobb funkcionalis és strukturalis doménra oszthatd (Funetes és Silveyra,
2019). Az 5 £6 domén a kdvetkez6: a transzkripcid aktivalo régio-1 (AF-1), a DNS-koté domén,
a ligand- ko6té domén (LBD), a hinge régio és a transzkripcid aktivalo régio 2 (AF-2). Minden
domén meghatarozott funkcioval rendelkezik (Xiang és mtsai, 2021) (2. abra). Az A/B régio
tartalmazza a cink-ujj motivumot, ami a target szekvenciahoz valo kotodést segiti, ezaltal végso
soron elinditja az adott gén transzkripciojat. A DBD (DNS-k6té domén) hozzajarul az ER
dimerizéacidjdhoz, majd a specifikus kromatin szekvenciahoz valé kotddéshez. Ezeket a
repetitiv szekvenciakat nevezziik az 6sztrogén valaszado elemeknek (ERE) is. A D domén,
vagy hinge régi6 célja a C és az E régiok Osszekotése, ezenkiviil képes chaperon fehérjék

megkétésére is. AD régi() tartalmazza ezenkiviil a nukleéris transzlokacios szignélt ami

crer

(2. abra).

ERa N A/B F |c
ERB N A/B C D E F }c
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AF-1 DBD LBD/AF-2
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2. abra. Az ERa ¢és ERP szerkezetének sematikus dbrazolasa. Mindkét receptor 5 funkcionalis
doménbdl all: az N-terminélison az A/B domén a fehérje-fehérje interakcidk kialakitasaért €s a
transzkripcid aktivalasaért felel a célgének esetében. A C domén a DBD. A D domén hordozza
a nuklearis transzlokaciés szignalt. A C terminalison elhelyezkedd E és F domén foglalja
magaban az LBD-t és az AF-2, ligand-fiiggé aktivacios egységet (Cui és mtsai, 2013).



Az E ¢és az F régiok tartalmazzdk az LBD-t, ami az 6sztrogén molekula kétéhelyeként
szolgal, valamint a koaktivalo és korepresszor molekulak kotohelyeit. Tovabba két dsztrogén
receptor transzkripcids aktivator domén, az AF1 és AF2 is helyet foglal az NTD (amino-
terminalis domén) és az LBD doméneken. Az ER-0k altali transzkripcid szabalyozashoz
sziikséges az AF1 és az AF2 domének egyiittes hatasa, azonban az AF2-vel ellentétben, az AF1
aktivalodasahoz nem sziikséges hormon vagy szteroid molekula kdtddése (Fuentes és Silveyra,
2019) (2. abra).

Erdemes megemliteni, hogy az ERa-nak 1éteznek rovidebb (36 és 46 kDa) izoformai is az
alternativ start kodonoknak ¢és az alternativ splicing-nak kdszonhetden. Ezek koziil szamos
izoforma nem rendelkezik NTD és/vagy AF1 doménekkel, igy nem képesek a transzkripcio
aktivalasara. Ezzel szemben képesek heterodimer kialakitasara a teljes hosszusagii ERa-val,
ezaltal pedig gatolni az AF1 és AF2 domének transzkripcios aktivalo képességét (Fuentes és
Silveyra, 2019) (2. abra). Az ERB-nak 6t izoformaja ismert, amelyek kozott a f6 kiilonbség az
LBD szekvencia hosszaban van. Bar az ERP izoformédk nem rendelkeznek transzkripcid
aktivalo képességgel, ezek is képesek az ERa-val dimert képezni és igy gatolni azok hatasat
(Fuentes és Silveyra, 2019; Vrta¢nik és mtsai, 2014) (2. 4bra).

Az ERa és az ERJ eltérd expresszidt mutatnak a kiilonbozd sejttipusokon (Cui és mtsai,
2013; Russell és mtsai, 2019). Nagy mennyiségii ERa expresszio figyelhetd meg néknél a
méhben, az emlOkben és a petefészkekben, férfiaknal a mellékherékben, a herékben és a
prosztataban. Ezen kiviil nemtdl fiiggetleniil a fehér zsirszovetben, a csontrendszerben, az
agyalapi mirigyben, a vesékben és mellékvesékben, valamint alacsonyabb mennyiségben a
kozponti idegrendszeren beliill a talamuszban és a hipotalamuszban (Russell és mtsai, 2019;
Vrtacnik és mtsai, 2014). Ezzel szemben az ERP legnagyobb mennyiségben ndknél a
petefészkekben, mig férfiaknal a prosztatdban detektdlhatd. Alacsonyabb ER expressziods
szintek mérhetdek a férfiak heréiben és a ndék méhében, a hiigyholyagban és a tiidoben.
Valamint egészen alacsony szinten expresszalédik még ERP az agyalapi mirigyben, a
csecsemOmirigyben, az agyban, a gerincvel6ben és a férfiak mellékheréjében (Russell és mtsai,
2019).

A GPERI1 (vagy GPER, GPR30) egy sejtmembranba integralt G-proteinhez kapcsolt
receptor, ami 7 transzmembran o-helikalis régiobol, 4 extracellularis szegmensbdl és 4
citoszolikus szegmensbdl all. A GPERI1-et kddold gén a 7-es kromoszoéma 7p22.3 16kuszan
talalhat6 €s 375 aminosav épiti fel. A GPER1 nem mutat strukturalis hasonlosdgot sem az ERa-
val sem az ERf-val, valamint az 6sztrogén molekuldkhoz valo affinitasa is joval kisebb (Cui és

mtsai, 2013; Funetes és Silveyra, 2019). Azonban a GPER fontos szerepet tolt be olyan

7



intracellularis kaszkad Utvonalak aktivalasdban, mint pl. a receptor Ga alegységhez kothetd
CAMP (ciklikus AMP) és kalcium felszabadulas, valamint GBy alegységek altal transzaktivalt
EGREF (epidermalis novekedési faktor receptor) regulalta PI3K vagy MAPK szignal utvonalak
(Tirado-Garibay és mtsai, 2023). A GPERI receptor megtalalhato a kdzponti- és a periférias
idegrendszerben, a méhben, a petefészkekben, emlokben, a herékben, a gasztrointesztinalis
rendszerben, a hasnyalmirigyben, vesékben, majban, a mellékvesében, az agyalapi mirigyben,
a csontszdvetben, a kardiovaszkularis rendszerben és az immunsejtek felszinén is (Vrtacnik és
mtsai, 2014).

Az Osztrogén jelatvitel megvalosulhat ER-fiiggd genomialis- és nem genomialis, ER-
fliggetlen, valamint 6sztrogén-fiiggetlen Gitvonalakon keresztiil is (3. abra) (Fuentes és Silveyra,
2019). Az E2 genomi jelatviteli Gtvonal kezdd 1épéseként az dsztrogén hozzakotddik a célsejtek
citoplazmajaban 1évé ERa-hoz vagy ERB-hoz. A kot6édést kovetden az ER-okrol disszocial a
HSPI0 (hésokk fehérje), ami ezidéig a receptor inhibitoraként funkciondlt. Ezutdn megtorténik
a receptorok foszforilacigja és homo- (ERo/ERa; ERP/ERPB) vagy heterodimerizacioja
(ERo/ER). Ezutan az ER/E2 komplex a sejtmagba transzlokalodik, ahol direkt vagy indirekt
modon képes befolyasolni a célgének transzkripciodjat (Faltas és mtsai, 2020; Vrtacnik és mtsai,
2014). Az ER/E2 komplex egyrészt direkt modon képes hozzakotédni a target gén
promoterében vagy annak kozelében elhelyezkedé ERE-hez. Masrészt ez a kotédés indirekt
modon, transzkripcids faktorok (Sp-1), NF-kB, ATF-2, c-jun, nuklearis transzkripciods faktor-
Y kozremiikodésével is megvalosulhat (Fuentes és Silveyra, 2019). A human gének kb. egy
meglepd, hogy szamos folyamat szabalyozasaban van kdzponti szerepe a genomialis 0sztrogén
jelatviteli utvonalnak. Befolyasolja tk. az autofagia, a proliferacio, az apoptozis, a talélés, a
differenciacio és az értagulas folyamataban részt vevo gének transzkripciojat (Faltas és mtsai,
2020; Fuentes ¢és Silveyra, 2019; Vrta¢nik és mtsai, 2014) (3. abra).

A nem-genomialis jelatviteli itvonal az E2, a sejtmembranhoz kotott GPER, az ERa36, az
ER046 splice varians és az ERB (1-5 izoforma) receptorhoz vald bekotddésével aktivalodik
(Faltas és mtsai, 2020; Fuentes és Silveyra, 2019; Thiebaut és mtsai, 2021). A ligand GPER-
hez vald kotddését kovetden masodlagos hirvivé molekulak (kalcium, CAMP) felszabadulasa
zajlik le, ami a protein kinaz kaszkad utvonalak aktivalédasahoz vezet (Fuentes és Silveyra,
2019; Vrtacnik és mtsai, 2014). Indukalédnak tk. a cAMP/PKA (protein kinaz A) -, a
Ras/Raf/MAPK -, a PLC/PKC (foszfolipaz C/protein kinaz C) vagy a PIK3/Akt- utvonalak
(Fuentes és Silveyra, 2019). Ezen protein kinaz Utvonalak transzkripcios faktorok [CREB

(cAMP vialaszad6 elem kot fehérje), NF-kB, STAT (szignal transzducer és transzkripcios
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aktivator)] foszforilalasaval képesek befolyasolni a génexpressziot. A membranhoz kotott
ERa36, ER046 és ERp izoformak ezen kiviil képesek interakcioba 1épni mas, membran kotott
receptorokkal, mint pl. a tirozin kinaz-, az IGFR (inzulinszer(i névekedési faktor receptor), vagy
az EGFR (epidermalis novekedési faktor) receptorokkal (Fuentes és Silveyra, 2019). A nem-
genomialis jelatviteli szabalyozas ala szamos és rendkiviil valtozatos molekularis mechanizmus
tartozik, mint pl. az apoptozis, az angiogenezis, a migracid, a DNS javité mechanizmusok, ill.
a sejtek talélése és proliferacios készsége (Ranganathan és mtsai, 2019; Thiebaut és mtsai,
2021) (3. abra).

tirozin kinaz
receptor
ioncsatorna mGIuR membran-
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3. abra. Genomialis és nem-genomialis 6sztrogén jelatviteli utvonalak. 1) Direkt genomialis
jelatvitel esetében az 6sztrogén az ER-hoz ko6tédik. A dimerizalodott komplex transzlokalodik
a sejtmagba, ahol az Osztrogén-valaszadd gének transzkripcidjat szabalyozza. 2) Indirekt
genomialis jelatvitel: a membranhoz kotott receptorok altal aktivalodo jelatviteli utvonalak
masodlagos hirvivé molekulak kozvetitésével végso soron transzkripcids faktorok mitkodésére
hatnak. 3) Osztrogén fiiggetlen jelatviteli utvonal: az ER-ok osztrogén jelenléte nélkiili
aktivalodasan keresztiil hat. 4) ER-fiiggetlen jelatvitel: az Osztrogének, ER-tol fiiggetleniil
érvényesiilo antioxidans hatasa. (Cui és mtsai, 2013).

Meg kell jegyezni azonban, hogy az ER-fliggé genomialis és nem genomialis jelatviteli
utvonalak nem tekinthetéek teljes egészében fiiggetlen utvonalaknak (Fuentes és Silveyra,

2019). Ugyanis ahhoz, hogy a genomialis Gtvonalon dimerizalodott és a sejtmagba transzlokalt



receptor-ligand komplex indirekt médon az ERE szekvencidkhoz tudjon koétédni, sziikségesek
a nem-genomialis utvonalon aktivalt protein kindz kaszkdd utvonalakon foszforilalt
transzkripcids faktorok. Igy végsé soron a két itvonal egy ponton 6sszekapcsolodik (Fuentes
és Silveyra, 2019) (3. abra).

A genomialis- és a nem- genomidalis utvonalakon kiviil az ER-ok képesek Osztrogének
jelenléte nélkiil is aktivalodni a ligand fiiggetlen jelatviteli Gitvonalon keresztiil. Az ER-0k
aktivalodasa 1étrejohet extra- vagy intracellularis stimulusok hatdsara egyarant. Ez
leggyakrabban a receptor szerin vagy tirozin oldallancainak foszforilalasan, valamint az SRC-
1 (szteroid receptor koaktivator 1) kotddése soran valdosul meg (Bennesch €s Picard, 2015).
Szamos olyan faktor ismeretes, ami képes kivaltani az ER-ok ligand fiiggetlen aktivalodasat.
Ilyen tk. az EGF (epidermalis novekedési faktor), az IGF-1, a dopamin neurotranszmitter, az
interleukin-6, a TNFa (tumor nekrozis faktor o), az ATP (adenozin trifoszfat), a kalcium, a
PI3K, a PKA és az Akt fehérjék is (Bennesch és Picard, 2015). Az ezen faktorok altal
foszforilalt ERa és/vagy ERP receptorok ezutdn képesek ligand bekotddése nélkiil is
dimerizalodni az AF-1 doménjiikkon keresztiil (lasd 2. abra). Ezutan a receptor a sejtmagba
bejutva az ERE motivumot hordozé6 DNS szekvencidhoz kotddik, ahol transzkripciods
faktorokkal komplexet képezve vagy azok nélkiil, szabalyozza a gének atirodasat (Saha és
mtsai, 2019) (3. abra).

Az Osztrogének képesek az ER-fiiggetlen titvonalon keresztiil antioxidans hatas kifejtésére
is. Az 6sztrogén molekulak gytiriis szerkezetének koszonhetden képesek hatastalanitani a sériilt
mitokondriumokbo6l nagy mennyiségben felszabaduld6 ROS molekuldkat. Ezenkiviil az
Osztrogének képesek az oxidativ stressz mérséklésére azaltal, hogy befolyasoljadk a redox
egyensulyban részt vevo enzimek aktivitasat (Cui és mtsai, 2013). Az E2 ugyanis csokkenti a
NAD(P)H oxidaz expresszids szintjét, ami a ROS generalas egyik f6 forrasa. Ugyanakkor az
fokozza (Arias-Loza és mtsai, 2013) (3. abra).

Erdemes megemliteni, hogy az sztrogén jelatvitelre az un. mikroRNS-gk (miRNS) (lasd
3.3 Mikro-RNS-ek fejezet) is hatast gyakorolhatnak. Ez az alabbi modokon keresztiil valosulhat
meg: 1) az ERa kolcsonhatast gyakorol a miRNS-ek érésében fontos Drosha és Dicer
enzimekre, i) a miRNS-ek szabalyozhatjak az ER-ok expresszidjat, iii) az Osztrogének
befolyasolhatjak egyes miRNS-ek expressziojat (Howard és Yang, 2018; Klinge, 2012;
Vrtacnik és mtsai, 2014).
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3.2.  Xenoosztrogének

A xenoodsztrogéneknek valo nagyfoku kitettség komoly egészségiigyi kockazatot képvisel,
ami nagyrészt azzal hozhatd Osszefliggésbe, hogy szerkezeti hasonlésaguk miatt az endogén
Osztrogénekhez hasonléan a xenodsztrogének szintén képesek az ER-hoz és a GPER-hez
kotédni, majd ezeken keresztiil hatast gyakorolni az 6sztrogén molekulak altal modulalt gének
expresszidjara (Wang és mtsai, 2021/a) (4. abra). Ezenkiviil szamos egyéb mechanizmus altal
IS képesek megzavarni az endokrin rendszer miikodését. Tobbek kozott a xenodsztrogének
képesek (i) befolyasolni a hormon receptorok (Osztrogén-, oxitocin-, vazopresszin-)
expressziojat; (ii) fokozni, vagy elnyomni bizonyos epigenetikai mechanizmusokat [DNS
metiltranszferaz expresszid, nem-kodolo RNS (miRNS) expresszio]; (iii) befolyasolhatjak a
hormonok szintézisét, transzportjat és metabolizmusat (La Merrill és mtsai, 2020; Zheng ¢és
mtsai, 2019) (5.4bra). Ezek alapjan a xenodsztrogéneket endokrin diszruptorként tartjak
szamon. Ezen feliil a xenodsztrogéneknek vald nagyfoku kitettség Osszefliggésbe hozhatd

szamos hormonfliggd daganat kialakuldsaval (La Merrill és mtsai, 2020; Zheng és mtsai, 2019).

ZEA BPA
OH O  CHs
:
HO OH
(@]

4. abra. Az E2, a ZEA ¢és a BPA molekuldk szerkezete (Loi és mtsai, 2017; Michalowicz,
2014).

H
HO

3.2.1. Biszfenol A

A biszfenol A (BPA) az egyik legnagyobb mennyiségben eldallitott szintetikus molekula,
ami a polikarbonat miianyagok egyik alapanyaga. 2015-ben a BPA éves eldallitasi mennyisége
7,7 milli6 tonna, volt, ami 2022-ben mar elérte a 10,6 millio tonnat (Michalowicz, 2014;
Sonavane és Gassman, 2019). A BPA szdmos hétkoznapi eszkdziinkben is megtalalhatd, mint
pl. élelmiszer csomagoldsokban, fogaszati tdmdanyagokban, hdpapirban, egészségligyi
eszkozokben (pl. kontaktlencsék, protézisek, intravénas kaniilok, katéterek, korasziilott
inkubatorok ¢és dializaldo késziilékek), konzervdobozok belsé bevonataban, valamint
ujsziilotteknek és gyermekeknek szant miianyag eszk6zokben. A BPA az emberre, valamint az
allatvildgra egyarant veszélyt jelent. A milanyagokbol detergensek, ill. h6 hatasara BPA

monomerek képesek kioldodni, ezéltal kontamindlva az ezen eszkozokben tarolt termékeket.
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Ezen kiviil nagy a kornyezet BPA terheltsége is, hiszen a miianyag hulladékbol kikeriilve
folyoinkat, allovizeinket €s végsd soron az ivovizeinket is beszennyezi (Sonavane és Gassman,

2019; Torres-Garcia és mtsai, 2022).
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5. abra. Az endokrin diszruptor molekulak (EDC) endokrin rendszer mitkodésére gyakorolt
hatasa. (1) Képesek interakcioba 1épni a hormon receptorokkal ezaltal aktivalni azokat. (2)
Képesek gatolni a receptorok miikodését. (3) Képesek befolyasolni a hormon receptorok
expressziojat. (4) Befolyasolhatjak a jelatviteli folyamatokat (a fehérje és RNS expressziot, a
poszttranszlacios modositasokat, és az ion aramlast) a hormon-fiiggé sejtekben. (5)
Epigenetikai modositasokat indukalhatnak a hormon termeld és hormon-szenzitiv sejtekben.
(6) Befolyasolhatjak a hormonok szintézisét. (7) Befolyasolhatjak a sejtmembranon keresztiil
zajlé hormon transzport folyamatokat. (8) Befolyasolhatjdk a hormon eloszlasat, valamint a
keringd hormon mennyiségét. (9) EDC modosithatja a hormon metabolizmust. (10)
Befolyasolhatjak a hormon termel6 vagy hormon-szenzitiv sejtek élettartamat. Az EDC hatas
lehet fokozas és gatlas egyarant, amiket a = szimbolum jel6l. Ac: acetil csoport; Me: metil
csoport (La Merrill és mtsai, 2020).
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A BPA-val val6 expozicio harom f6 forrasa a tdplalkozas, a boron keresztiili felszivodas €s
az inhalacid. A leggyakrabban fogyasztott élelmiszereink, mint pl. a z6ldségek és gylimolesok,
halak, husok, bébiételek, és egyéb konzerv élelmiszerek, 0,2 ng/kg és 0,14 mg/kg
emésztOcsatornan keresztiil naponta mintegy 0,48-1,6 pg/testkilogramm BPA szivodik fel
(Michalowicz, 2014). Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA=U.S
Food and Drug Administartion) és az Amerikai Kornyezetvédelmi Hivatal (US EPA=United
States Enviromental Protection Agency) gy itélte, hogy napi 50 pg/testkilogramm BPA még
nem jelent egészségiigyi kockazatot (Sonavane és Gassman, 2019). Azonban szamos
tanulmany azt bizonyitja, hogy a varandossag és a szoptatdsi iddszakban elszenvedett 50
ug/testkilogramm vagy ennél kisebb mennyiségi BPA-nak valo Kkitettség is negativ
kovetkezményekkel jarhat (Sonavane és Gassman, 2019). Az emberi testfolyadékokban, pl. a
vizeletben 28-120 nM, mig a szérumban akar 80-430 nM-os koncentracioban ugyancsak
kimutathaté a BPA (Colorado-Yohar és mtsai, 2021; Dias és mtsai, 2022). Ennél magasabb
értekek is mérhetdek az iparosodott orszagok lakoi esetében. A BPA 4ltali kornyezeti terheltség
is eltér az egyes foldrajzi régiok tekintetében. Mexikoban a gabona termények ontdzésére szant
vizben 148-9340 ng/L koncentracidban volt mérheté a BPA. Indidban 835-1950 ng/L, Kinaban
pedig 12,3-755,6 ng/L volt a felszini vizek mérheté BPA koncentracidja (Torres-Garcia és
mtsai, 2022). A term6foldben kimutathatd BPA mennyisége Kinaban 72,5-198.000 ng/g,
Koreaban 0,5-25.600 ng/g, Norvégiaban és az Egyesiilt Kirdlysdgban pedig 200 ng/g alatt volt
(Torres-Garcia és mtsai, 2022). A BPA legfobb akkumulacios helye a talaj, ugyanis itt a
vegyiilet felezési ideje 75 nap, szemben a vizzel, ahol ez 37,5 nap, ill. a levegdvel, ahol ez 0,13
nap (Torres-Garcia és mtsai, 2022). Amerikai polikarbonat gyarakban végzett mérések alapjan
a zart térben a levegd BPA koncentracidja 0,012-920 pg/mi-nek adodott. Ugyanakkor Uj-
Zéland és Finnorszag felett az atmoszférikus levegd is 0,004-1,34 pg/m® mennyiségben
tartalmazott BPA-t (Torres-Garcia és mtsai, 2022). A nagy kornyezeti terheltség, és a
potencialis egészségkarositdé hatdsa miatt az US Enviromental Protection Agency
(EPA)=Amerikai Kornyezetvédelmi Ugyndkség a BPA molekuldt szocialis, kornyezeti és
globalis tigynek nyilvanitotta (Shafei és mtsai, 2018).

A BPA 10.000-100.000-szer gyengébb Osztrogenikus hatassal rendelkezik a fiziologias
Osztrogénhez képest. A BPA képes mindkét ER-hoz hozzako6tddni, bar az ERp irant 10-szer
nagyobb affinitdst mutat, mint az ERa irdnyaban. A nem-nuklearis ER-okhoz a fizioldgias

osztrogénekkel megegyezd affinitassal kotoédik (Michalowicz, 2014). Ezek mellett a BPA
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potencialis aktivatora lehet mas, nem klasszikus ER-oknak is, mint a GPER-nek, és az
Osztrogén-fiiggd receptor a-nak (ERRa), valamint az androgén receptoroknak, de a pajzsmirigy
hormon agonistajaként és antagonistajaként is funkcionalhat (Sonavane és Gassman, 2019). A
BPA szamos reprodukciot nehezitd rendellenességgel hozhatd Osszefiiggésbe, mint a
policisztas ovarium szindroma (PCOS), az ismétlédo vetélések, az endometrium hyperplasia,
valamint a terméketlenség el6fordulasaval. Megfigyelések alapjan a ndk vizeletében mérhetd
magas BPA koncentracié negativan befolydsolta az in vitro megtermékenyitések sikerét
(Dumitrascu és mtsai, 2020; Shafei és mtsai, 2018). A korai ¢életkorban elszenvedett BPA
expozicid korai pubertashoz, id6 eldtti emlé novekedéshez is vezethet. Felnétt ndkben a BPA
csOkkenti a primer petesejtek szamat, valamint a férfiak himivarsejtjeinek szamat és
mobilitasat. Varandos nok esetén a BPA noveli az inzulinrezisztencia €s a 2-es tipusu diabétesz
kialakuldsanak esélyét, a magzatnal pedig nagyobb eséllyel alakul ki magas vérnyomas (Wang
¢és mtsai, 2021/a). Ezenkiviil szerepe lehet még a kardiovaszkularis- és az immunrendszer
rendellenességeinek, az elhizas és a diabétesz kialakulasaban (Wang és mtsai, 2021/a). Emellett
a BPA-nak valo kitettség 0sszefliggésbe hozhat6é a mellrak, a prosztatarak, a méhnyakrak, a
tiidorak és a petefészekrak kialakuldsaval. Ez egyrészt 0sztrogén hatdsanak kdszonhetden a
proliferacié fokozéasaval, masrészt DNS karositd hatdsaval hozhato Osszefiiggésbe. A BPA
lipofil természetének koszonhetéen, mar a nanomoléris dozisu BPA is képes akkumulalédni a
sejtek mitokondriumaiban, ami a mitokondriumok diszfunkcidjat és a ROS szint

megemelkedését eredményezi (Sonavane és Gassman, 2019).

3.2.2. Zearalenon

A mikotoxinok (pl. aflatoxin, ochratoxin, fumonizin, trichotekan és a zearalenon) a fonalas
gombak (pl. Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp.) altal termelt szekunder metabolitok.
Mivel ezen gombakat szanto6foldi, ill. raktari kartevokként tartjadk szamon, ezért az altaluk
termelt metabolitok — igy a mikotoxinok is — megtalalhatoak a feldolgozott, gabona eredetii
¢lelmiszerekben. A ZEA-t a Fusarium nemzetséghez tartozo, F. graminearum, F. culmorum,
F. crookwellense, F. semitectum és a F. equiseti termelik. Ezen fonalas gombak leggyakrabban
a buzat, kukoricat, zabot, arpat és a rizset kontaminaljak. A ZEA kémiai szerkezetének
koszonhetden 150 °C-ig hostabil, ezért a takarmany és az élelmiszer feldolgozasi folyamataiban
sem bomlik le, igy jelentds lehet ezen élelmiszerek ZEA kontaminacioja (Rai és mtsai, 2020).
Ez eltérhet a vilag kiilonb6zd pontjain, mivel a 25 °C {6lotti homérséklet és a 16 %-0s
paratartalom kedvez a fonalas gombdk novekedésének és mikotoxin termeld képességének,

ezaltal a fejlodd orszagokban kiemelt problémat képvisel. Az Eurdpai Unidban a kontaminalod
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ZEA maximalis mennyisége feldolgozatlan gabondkban 100-200 pg/kg, feldolgozott
gabonakban 75 pg/kg, gabonabdl késziilt snack-ekben pedig 50 ug/kg-ban jellemz6 (Rai és
mtsai, 2020). Az Eurdpai Elelmiszer Biztonsagi Hatosag (EFSA) a napi toleralhato bevitelt
(TDI) a ZEA esetében 0,25 ng/kg-nak allapitotta meg testsuly kilogrammonként (Rai és mtsai,
2020).

Erdemes megemliteni tovabba, hogy a mikotoxinok, igy a ZEA el6fordulisa magasabb
lehet a takarmanyokban, igy az azt elfogyasztd haszonallatok husan, tején és tojasan keresztiil
ugyancsak kolcsonhatasba keriil vele az emberi szervezet (Zhang és mtsai, 2018). A fiatal
sertések 80-85 %-anak a taplalkozas utjan torténd ZEA bevitele elérheti akar a napi 10 mg/kg-
ot testsuly kilogrammonként (Zhang és mtsai, 2018). A ZEA az ERa iranyaban nagyobb
affinitassal rendelkezik, mint az ERf irant. A ZEA képes aktivalni az 6sztrogének szabalyozasa
ala tartozd gének transzkripciojat, ezaltal hiper-Osztrogén szindromat kialakitani.
Megfigyelések szerint a kukoricdban gazdag étrendli gyerekek hajlamosabbak a korai
pubertasra, mivel 6k halmozottan ki vannak téve a ZEA kontaminéacionak. Ezen kiviil idiopatias
pubertasban szenvedd gyerekek esetében magas ZEA koncentracié volt mérhetd a szérum
mintaikban, valamint reproduktiv problémakkal kiizdé nék endometriuma is detektalhato
mennyiségii ZEA-t tartalmazott. A ZEA-nak ezek mellett mas kedvezotlen hatasa is lehet, mint
a megvaltozott progeszteron szint, csokkent tesztoszteron szint €s sperma szam, valamint
infertilitas (Kowalska és mtsai, 2016; Rai és mtsai, 2020). Ezenfeliil néstény egereken végzett
kisérletek alapjan, a ZEA megzavarja a petesejtek termelddését és érését, valamint csokkentette
a méh tomegét és a még éretlen tiiszOk szamat patkanyok petefészkében (Kowalska és mtsai,
2016; Rai és mtsai, 2020). A haszonallatok koziil a fiatal néstény sertésekben a ZEA toxikus

hatasanak kovetkeztében gyakran alakul ki vulvaris hipertrofia, petefészek sorvadas, ovulacio

crer

crcr

sejtproliferaciot volt képes indukalni prosztata rakos sejtvonalakban, malacokon végzett
kisérletekben pedig a ZEA az ovarium tiiszOk novekedését idézte el az ER fliggd Wnt-1/B

utvonal aktivalasan keresztiil (Dumitrascu és mtsai, 2020; Rai és mtsai, 2020).
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3.3. MIiRNS-ek
3.3.1. A mMIiRNS-ek biogenezise és funkcidja

A miRNS-ek olyan kisméretii (~18-22 nt), egyszali, nem-kddolé RNS molekulak, amelyek
a poszttranszkripcionalis szabalyozasban miikddnek kozre. Ez a hirvivé RNS-ekhez (mMRNS)
valo, szekvencia specifikus kotédésiikon keresztiil valosul meg (Gadducci és mtsai, 2014;
Klinge, 2012; Vishnoi és Rani, 2016). Becslések szerint a human genom altal kodolt gének 1-
5 %-a valamilyen miRNS-t kodol, ami hozzavetdleg 2300 miRNS-t jelent. Valamint az eml6sok
fehérje kodolo génjeinek kb. 60 %-aban azonosithato legalabb egy konzervalt miRNS kotéhely
(Alles és mtsai, 2019; Ha és Kim, 2014; Klinge, 2015; Vishnoi és Rani, 2016).

l }9 miRNS
»/KprmRNS

~—TRBP duplex
pre-miRNS

citoplazma

Rilla \

~—DICER1

mikro-
processzor /—DGCRS
~—DROSHA

Tioor
o—j@aAAA

transzlacié csokkentés és mRNS
lebontas

Nature Reviews | Cancer

6. abra. A miRNS-ek biogenezise és funkcidja. A sejtmagban a miRNS-t kodolo génekrdl az
RNS polimeraz II (Pol II) atirja a pri-miRNS-t. A hossza pri-miRNS-eket a Mikroprocesszor
komplex (DROSHA és DGCRS) hasitja, ami a 60—70-nukleotid hosszusagi pre-miRNS-t
eredményezi. Ezutan a pre-miRNS az XPO5 transzporteren keresztiil a citoplazmaba jut. Itt a
DICERI [ribonukledz IIT (RIIT)] enzim érett miRNS-¢ alakitja. A duplaszala, érett miRNS
vezetd szala betoltddik a miRISC komplexbe (miRNS-indukalta csendesitd komplex), amit a
DICER1 ¢s az AGO fehérje ¢épit fel. A miRISC hozzakotddik a miRNS szekvenciajaval
komplementer mRNS-hez, ezaltal mRNS degradaciot vagy transzlaciéo gatlast valt ki a
processing testekben (P-test). TRBP (transzaktivacio-valaszado RNS-koté protein) (Lin és
Gregory, 2015).
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A mMiRNS-ek és targetjeik kozotti bazisparosodas a miRNS 5° végén talalhato 2-7
bazisparbol allo, un. seed szekvencia és a cél mMRNS 3” UTR-ban (3’ nem transzlal6do régio)
talalhatd miRNS vélaszad6 elem (MRE) kozott megy végbe, a szabalyozas modja pedig a
komplementaritas mértékétol fiigg. Mig alacsony fokt komplementaritas esetén a transzlacio
gatlasa, addig magas fokt komplementaritas mellett az mRNS degradacioja figyelhetd meg
(Ghini és mtsai, 2018). Az alacsony foku komplementaritassal vald kotodés lehetdségének
kovetkeztében egy miRNS szdmos mRNS-el is képes kolcsonhatasba 1épni, valamint egy
mRNS is targetje lehet tobbféle miRNS-nek, igy miRNS-mRNS halézatok jonnek 1étre (Ghini
¢és mtsai, 2018; Vishnoi és Rani, 2016). A miRNet adatbazis (https://www.mirnet.ca) alapjan
pl. a miR-30d-5p és 3p ~ 2430, a miR-21-5p és 3p ~ 3100, a miR-1-5p és 3p pedig ~ 7230
targettel rendelkezik.

A miRNS-¢k biogenezise soran a sejtmagban a miRNS-eket kodolo génekrdl tobbnyire az
RNS polimeraz II irja at a primer-miRNS-nek (pri-miRNS) nevezett transzkripteket (Vishnoi
¢és Rani, 2016) (6. abra). A miRNS-ek rendelkezhetnek tobb transzkripcios starthellyel is, ezen
kiviil nem ritkak a policisztronos elhelyezkedésii, proximalisan egymas mogott elhelyezkedd
mMiRNS-ek sem. Ezek az un. klaszterekben elhelyezkedé miRNS-ek egyszerre irodnak at. A
transzkripciot kovetéen a pri-miRNS tobb érési 1épésen megy keresztiil. A pri-miRNS egy
hozzéavetdlegesen 1 kb hossziisaghh molekula, ami 33-35 bp torzs szekvenciabol, egy terminalis
hurokbdl, valamint egyszali RNS szegmensekbdl all a 3° és az 5° végeken (6. dbra). A pri-
mMiRNS-t a Mikroprocesszor komplex vagja [RNaz III endonukleaz aktivitassal rendelkezd
Drosha, és a DGCR8 (DiGeroge szindroma kritikus régio 8, masnéven Pasha) komplexe] 60-
70 nukleotid hosszlisagt, hajtii formaja pre-miRNS (prekurzor miRNS) molekulara, ami a 3’
végen talnyuld egyszala véggel rendelkezik. Erdemes megemliteni, hogy neuroblasztoma és
petefészek daganatok esetében a Drosha és a Dicer enzimek csokkent expresszidja figyelhetd
meg, valamint a DGCR8 nagymértékli expresszidja Osszefiiggést mutat a daganatok
progressziojaval €és a rosszabb klinikai kimenetellel (Annese ¢és mtsai, 2020). Ezen
megfigyelések jol szemléltetik a Drosha és a DGCRS enzimnek esszencialis szerepén keresztiil
a MIRNS-ek jelent6ségét a normal élettani folyamatokban (Ha és mtsai, 2014; Vishnoi és Rani,
2016) (6. abra).

A pre-miRNS ezutan a citoplazméba transzportalodik az XPOS fehérjébdl és a RAN*GPT-
b6l (GTP-ko6t6 nuklearis protein) allo transzport komplexen keresztiil (6. abra). A pre-miRNS-
ek érési folyamatat ezutan az RNaz III tipusti endonukleédz, a Dicer enzim folytatja. A Dicer-
nek a pre-miRNS felismerését és ahhoz vald kotédését a Drosha altal kialakitott 3° végen 1évo

2 nukleotidos tulnyalo vég segiti. Az emlésokben megtalalhatd Dicer enzim fix helyen hasitja
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el a mMiRNS-t, a 3° végt6l 21-25, mig az 5° végtdl szamitott 22 nukleotid tavolsagra. A pre-
MIRNS-r6l a terminalis hurok lehasitasa egy rovid miRNS: miRNS* duplexet eredményez. A
MIRNS: miRNS* duplaszalu struktira miRNS szala az érett miRNS, mig a miRNS* egy 3’
talnyuld véggel rendelkez6 komplementer szekvencia (Ha és mtsai, 2014; Vishnoi és Rani,
2016). Ez a kis duplaszala miRNS molekula ezutdn hozzékotdédik az argonauta (AGO)
fehérjéhez, igy 1étrehozva az RNS indukalta csendesité komplexet (RISC) (6. abra). A RISC
Osszeszerelodése két 1€pésbol all: az RNS duplex bekotdédésébdl, majd az utas szal
letekeredésébdl (Ha és mtsai, 2014). A vezetd miRNS szal kivéalasztasa a betoltddés fazisaban
torténik. A miRNS: miRNS* duplex két szala koziil altalaban a termodinamikailag instabilabb
5’ véggel rendelkez6 szal lesz a vezetd szal. Mindezek mellett meghatarozé tényezo lehet a
miRNS szal els6 nukleotidja, ugyanis az AGO fehérje nagyobb valdszinliséggel valasztja ki azt
szal kivalasztdsa azonban nem teljesen szigorti folyamat, idonként az alternativ szal szelekcioja
is megtorténik, melynek eredményeként ugyanazon miRNS kiilonb6z6 izoformai
dominalhatnak a kiilonb6z6 sejttipusokban. Attdl fiiggéen, hogy az érett miRNS a prekurzor
miRNS 5’ vagy 3’ végébdl vagodik-e Ki -5p vagy -3p jelolést kap. Példaul a miR-142-5p
jellemzden a petefészkekben, a herékben és az agyban expresszalddik, ezzel szemben a miR-
142-3p nagyobb mennyiségben detektalhaté embrionalis vagy ujsziilott szovetekben (Ha és
mtsai, 2014; Mitra és mtsai, 2015).

A RISC komplex katalitikus aktivitasa az AGO2 fehérje miikodésén keresztiil valosul meg.
Emellett az AGO fehérjék befolyasoljak a miRNS-ek stabilitasat is, azaltal, hogy védik dket az
exonukleazok altali degradaciotol. Az AGO fehérje és a hozza kotddo érett vezetd miRNS szal
(miRISC komplex) tébbféle modon is képes befolyasolni a génexpressziot. A leggyakoribb
komplementaritds mértékétdl fliggden a mRNS-rdl folyd transzlacido blokkolasat vagy a
molekula degradacidjat idézi el6. Amennyiben teljes a komplementaritds a miRNS és a mRNS-
en megtalalhatd MRE szekvencidi kozott, az AGO2 fehérje endonukledz aktivitasa
indukalodik, ami igy lebontja a target mRNS-t. Ezenkiviil ez az interakcié destabilizalja az
AGO fehérje és a miRNS 3’ vége kozotti kapesolatot, ami a miRNS degradacigjat is kivaltja.
Az éllati sejtek tobbségében a miRNS-MRE szekvencidk nem teljesen komplementerek, igy az
RNS interferalé hatasa jobban érvényesiil (O’Brien és mtsai, 2018). Az érett miRNS-eket
tartalmazé miRISC komplex képes tovabba visszajutni a sejtmagba az importin-8 vagy

exportin-1 ingafehérjéken keresztiil. A sejtmagban lokalizalt miRISC ezutan szabalyozhatja a
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mRNS transzkripcids ratajat. Ezen kiviil a sejtmagban a miRISC képes interakcioba Iépni a

Erdemes megemliteni tovabba, hogy a P-testek (az eukaridta sejtek evolticiosan konzervalt
dinamikus, membran nélkiili granuldi/szervecskéi/szemcséi) is részt vesznek a miRNS-ek altali
géncsendesités szabalyozdsaban, ugyanis nagymértékben tartalmaznak GW182, AGO
fehérjéket. Ezen kiviil képesek az mRNS-ek tarolasara és stressz hatasara bekovetkezd

lebontasara is (Niaz és Hussain, 2018; Nsengimana €s mtsai, 2022) (6. abra).

3.3.2. A miRNS-ek szerepe a tumorok kialakuldsdban

A miRNS-ek felfedezését kovetden nagy érdeklodés dvezte az emberi megbetegedésekben
betoltott esetleges szerepiiket. A miRNS-ek normal mikddésiik mellett fontos szabalyozodi az
immunvalasznak, az inzulin szekrécidonak, a neurotranszmitter szintézisnek, st még a cirkadian
ritmusra is hatast gyakorolnak (Vishnoi és Rani, 2016). Hamar felismerésre keriilt, hogy a
MIiRNS-ek expresszidjaban bekovetkez6 diszregulacio fontos szerepet tolt be szamos betegség
kialakulasaban, tk. neurodegenerativ korképek, kardiovaszkularis rendellenességek, a retinat
érintd megbetegedések, valamint a daganatos megbetegedések esetén. A miRNS-ek képesek
kihatni a malignus elvaltozdsokhoz sziikséges mind a 6 tényezdre. Ezek nevezetesen 1) a
novekedési szignaloktol vald fliggetlenedés (pl. let-7 csalad), 2) az anti-novekedési
szignalokkal szembeni érzéketlenség (pl. miR-17-92 klaszter), 3) az apoptdzis elkeriilése (pl.
miR-34a), 4) a korlatlan replikacios képesség (pl. miR-373/373 klaszter), 5) az angiogenezis
elosegitése (pl. miR-210), valamint 6) a tumor invazids és metasztazis képz6 képessége (pl.
miR-10b) (Di Leva és mtsai, 2014).

Funkciojuk alapjan a kovetkezd csoportokba sorolhatjuk Oket: onkogének (onko-miR),
tumorszupresszorok (TS-miR), metasztazist elGsegitd vagy szupresszald (metaszta-miR),
angiogenezist el6segit6 (angio-miR) vagy az immunrendszer mikodésére hatdé (immuno-miR)
miRNS-ek (Muthamilselvan és mtsai, 2023, Vishnoi és Rani, 2016). Az onko-miR-ek targetjei
tumorszupresszor hatdsi gének, igy overexpressziojuk a tumorszupresszor funkcidval
rendelkezd fehérje képzddésének gatlasan keresztiil kedvez a daganatok kialakulasanak. Ide
sorolhato pl. a miR-21, amelynek tultermelddése jellemzo colorectalis- és emlé daganatokban,
A TS-miR-ek onkogén hatasu génekrol atirddo fehérjék mennyiségét csokkentik, ezaltal ezen
mMIiRNS-ek alacsony szintje kedvez a malignus elvaltozasok kialakulasanak. Pl. a miR-15 és
miR-16 molekulak csékkent expresszidja kedvez az anti-apoptotikus BCL2, CDC2 és ETSI

molekulak szintézisének (Muthamilselvan és mtsai, 2023). A metaszta-miR-ek képesek negativ
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¢és pozitiv iranyba is befolyasolni a tumorok metasztazisahoz sziikséges olyan folyamatokat,
mint pl. az epitelialis-mesenchymalis atalakulast (EMT). Az EMT folyamataban a sejtek
elveszitik epitelialis karakteriiket (E-kadherin expresszio csokkenése vagy elvesztése) ¢€s
mesenchymalis jegyeket szereznek (vimentin expresszid). Daganatok esetén az EMT-ra utald
jelek rossz prognodzissal tarsulnak, ugyanis ilyen esetekben a tumorok megnovekedett invaziods
képességre és kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciara is szert tehetnek (Pastushenko
¢és Blanpain, 2019). A miR-200-as csaladba tartozd6 mMiRNS-ekrél ismert, hogy a ZEB1 gén
expresszidjanak csokkentésével gatoljak az E-kadherin szintézisét, igy el6segitve az EMT-t
(Marton és mtsai, 2020). Az angiogenezis a daganatok novekedését tamogatd érképzodést
jelenti. Szamos miRNS ismert, amelyeknek Kkiemelt szerepe van ezen folyamat
szabalyozasaban. A miR-126 mellrakban gyakran overexpresszalt angio-miR molekula, ami
eldsegiti a daganat érhaldzatanak kiépitését és fenntartdsat (Annese ¢és mitsai, 2020;
Muthamilselvan és mtsai, 2023). Az immuno-miR-ek csoportjaba tartozé miRNS-ek képesek a
T-sejtek érési-, differenciacios- és aktivacios folyamataira hatni. Ezaltal eldsegithetik a tumoros
sejtek immunvalasz elkeriil6 folyamatait. A miR-155 az epitelialis (pl. vastagbél, végbél, mell),
valamint a nyirokrendszer eredetii (pl. B-sejtes limfoma) daganatokhoz kothetd, ugyanis fontos
szerepe van az immunsejtek érésében ¢és a gyulladasi folyamatok szabdlyozdséban
(Muthamilselvan és mtsai, 2023).

A miRNS-ek eltérd expresszios szintje mogott gyakran mutaciok allnak. A miRNS kodold
régiokat is magaba foglalé kromoszoma atrendezddések, amplifikacidk, deléciok és mutaciok
mind befolyasoljak a sejtre jellemzé miRNS készletet (7. abra). Pl. human kronikus limfoid
leukémiaban (CLL) leggyakrabban a 13q14.3 szegmens delécidja irhato le, ami egyuttal a miR-
15a/16-1 miRNS klaszter helyét is magaban foglalja (Di Leva és mtsai, 2014). A CLL-el
diagnosztizalt betegek tobbségében kimutathato a miR-15a/16-1 miRNS klaszter jelentds
down-regulacioja (Annese és mtsai, 2020). A miRNS-eket kodolo gének atirasa szintén zavart
szenvedhet (7. abra). Példaul a tumorszupresszor hatasiként szamontartott miR-34-es miRNS
csalad transzkripcidjat képes a p53 indukélni. Igy a p53 mutacidja esetén a miR-34-es csalad
mMIiRNS-einek tumorszupresszor hatasa sem érvényesiil. A p53 mutans epitelidlis ovarium
tumorok kozel 100 %-aban csokkent a miR-34a, mig 72 %-aban a miR34b/c expresszidja (Di
Leva és mtsai, 2014). A miRNS-eket kodolo régiok epigenetikai modositasa is hozzajarulhat a
tumorok kialakulasahoz. A tumorszupresszor miRNS-eket kodolo régiok hipermetilacioja
eldidézheti az onkogén targetjeik overexpresszidjat. Példaul a miR-127 tumorszupresszor
MIRNS represszidja figyelheté meg DNS metilacio, vagy hiszton modositasok kovetkeztében,

ami a BCL6 proto-onkogén expresszidjat gatolja prosztata tumorokban. Hasonloképpen a miR-
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124a hipermetilacidja detektalhatd vastagbél rakban, ami kedvez

az onkogén CDKG6 (ciklin

dependens kinaz 6) upregulaciojanak (Di Leva és mtsai, 2014).
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7. abra. Eltér6 miRNS expresszidhoz-, ill. funkcidhoz vezetd folyamatok daganatsejtekben.

epigenetikai €s transzkripcionalis zavarok kovetkeztében. Me: metilacid; Ac: acetilacio. (B) A
mMiRNS biogenezis és processzalas folyamataiban bekovetkez6 zavarok sematikus abrazolasa.
(C) A mRNS molekulak, miRNS-ek altali szabalyozasa alol vald kikeriilését lehetové tevo
mechanizmusok. RBP (RNS kot fehérje); ceRNS (versengé endogén RNS), kék szinnel
jelolve (Jansson és Lund, 2012).

Azonban a miRNS szintekre a biogenezisben részt vevé enzimek mennyisége is hatassal
lehet (7. abra). A petefészek daganatos betegek 39 %-aban a Dicer és Drosha enzimek mRNS
szinjének 60 %,-al ill. 51 %-al valo csokkenését tapasztaltak, ami alacsonyabb miRNS szinthez
vezetett. Erdemes tovabba megemliteni, hogy a Dicer egy haploinszufficiens tumor
szupresszornak tekinthetd, vagyis mar az egyik allél elvesztése is elegendd a mutans fenotipus
kialakitasahoz (Di Leva és mtsai, 2014). Tovabba a miRNS eldalakok transzportjaban fontos
XPOS5 transzmembran receptort kodold génben bekdvetkez6 mutacio — amely gyakran
eléfordul prosztata-, emld-, hugyholyag-, és petefészek daganatokban - a citoplazmaba kijutd
pre-miRNS-ek csokkent szamat eredményezi, amely kovetkeztében kevesebb lesz a sejtben

rendelkezésre allo érett miRNS szintje (7. abra) (Annese és mtsai, 2020).

3.3.3. MIRNS-¢ek alkalmazdsa a klinikai gyakorlatban: biomarkerek és terdpids eszkozok

A miRNS-ek a diagnosztika igéretes eszkozeivé valhatnak a jovoben, amelynek alapja,
hogy a kiilonbdzd sejttipusok egyedi miRNS repertoarral rendelkeznek. Ebbdl kdvetkezden a
kiilonboz6 tumorsejtek is specifikus miRNS profillal rendelkeznek. Diagnosztikaban vald
alkalmazhatosaguk eldnye, hogy nagy stabilitas jellemz6 rajuk, - kelléen stabilak maradnak
akar formalinban fixalt szovetmintakban is - valamint relative konnyen és gyorsan végezhetoek
rajtuk rutin kvantifikacios vizsgalatok (Ho és mtsai, 2022; Jansson és Lund, 2012). A
szovetmintak miRNS profilozasa mellett nagy elényiik, hogy sejten kiviil is jelen vannak, ami
azzal a ténnyel van Osszefiiggésben, hogy részt vesznek a sejtek kozotti kommunikacioban és a
tumor mikrokdrnyezetének a kialakitasaban. Ezen fomajukat nevezziik szabad miRNS-eknek,
melyek megtalalhatoak tk. a plazmaban, a szérumban, a vizeletben, a konnyben, a nyalban, a
cerebrospinalis folyadékban, a mellkasi folyadék gylilemben, az anyatejben, a
hiivelyvaladékban, és a spermaban is (Muthamilselvan és mtsai, 2023; Silva és mtsai, 2015;
Szilagyi és mtsai, 2020). Ezen miRNS-ek kb. 90 %-a fehérjével alkotott komplexben van jelen,
ami lehet az AGO2, Nukleofoszminl (NPM1), vagy magas-denzitast lipoprotein (HDL).
Tovabbi 10 %-uk exoszomakba (30-150 nm atmérdjii, gdomb alaku, dupla lipid membrannal

koriilvett partikulum) csomagolva exportalodik Ki a sejtekb6l (Li és mtsai, 2021/a). Az
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exoszomak altal a miRNS-ek ellenallnak az RNaz-ok lebontd hatasaval szemben, ezzel
magyarazhatd nagy stabilitasuk. Az exoszémakba csomagolt miRNS-ek képesek a szovetkozi
folyadékok utjan tavolabbi sejtekhez eljutva endocitdzis, membran fizid vagy specifikus
sejtfelszini receptorok utjan bejutni a sejtekbe, ahol befolyasoljak a tavolabbi célsejtek mRNS

Testfolyadékokban val6 jelenlétiik lehet6vé teszi a folyadék biopszias eljarasokban vald
alkalmazhatosagukat, amely a testfolyadékokban jelenlévé biomarkerek monitorozasan alapul.
Ezen eljaras elonyei kozé tartozik a hagyomanyos biopszias mintavételi eljarasokkal szemben,
hogy kevésbe invaziv eljaras 1évén minimalis terhet jelent a betegek szamara, igy akar a rutin
szlir6vizsgalatok alapjat is képezhetik. Emellett segithet a tumor stadiumanak, lokalizaciojanak,
valamint a metasztazis meglétének meghatarozasaban is. Az ismételt mintavételi
lehetéségeknek koszonhetéen pedig lehetévé valik a terapia nyomon kovetése, a rezisztencia
kialakuldsadnak gyors diagnosztizdldsa, valamint a betegség progresszidjanak a monitorozasa
(Muthamilselvan és mtsai, 2023).

Szamos miRNS-t tartanak szamon, mint igéretes biomarker jeloltet. Petefészek daganatos
betegek szérum mintaiban a miR-21, miR-92, miR-93, miR-126 és miR-29a MIRNS-ek
emelkedett szintet, mig a miR-155, miR-127 és miR-99b miRNS-ek csokkent expressziot
mutatott az egészséges kontroll mintakhoz viszonyitva. Emellett a magas miR-23a, miR-27a,
miR-24-2 és miR-21 kedvezétlen kimenetellel tarsultak ovarium tumoros betegeknél. Ezzel
szemben a magas miR-449, miR-200a/c, miR-141, valamint a miR-30d-5p expresszio jo
prognozissal és hosszabb progresszio-mentes tulélési eséllyel tarsult (Ghafouri-Fard és mtsai,
2020). Hasnyalmirigy daganat esetén a miR-221, miR-301, miR-376a és miR-21, tiidéraknal
pedig a let-7a-2 és a miR-155 mIRNS-ek tekinthetéek igéretes biomarker jellteknek
(Muthamilselvan és mtsai, 2023). A miR-221-3p, miR-378c-3p és miR-744-5p miRNS panel
akar 5 évvel a klinikai tiinetek megjelenése el6tt. A plazma mintdk miR-21-5p expresszidja 90
%-o0s szenzitivitassal és specificitassal képes differencialni az egészséges és a colorectalis
daganatban szenvedd egyéneket. Ugyancsak igéretes szlirdmoddszer az Alzheimer korra vald
hajlam kimutatasara alkalmazhaté 7 miRNS-bdl allo szett (miR-545-3p, miR-301a-3p, miR-
191-5p, miR-142-3p, miR-15b-5p, let-7g-5p, let-7d-5p), ami 95 %-os pontossaggal képes
kisz{irni a még tiinetmentes betegeket (Ho és mtsai, 2022).

A gondosan kivalasztott miRNS-ek segitségével lehetséges olyan mRNS-ek expresszigjat
befolyasolni, amelyek valamilyen betegség kialakulasahoz kothetdek, ezaltal a miRNS-ek a

terapidban is alkalmazhatoak lehetnek. A miRNS alapu terdpias eljarasok két csoportba
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oszthatdak: a MiRNS-ek hatasat utanzo (miRNS mimik) és ezek funkcidjat gatldo (antimiR)
eljarasokra (8. abra). A miRNS mimik molekuldk mesterségesen szintetizalt dupla szalua, rovid
RNS molekuldk, amelyeknek a szekvencidgja megegyezik annak a miRNS-nek a
szekvenciajaval, amit potolni kivan. Akkor alkalmazhatéak, ha a betegség hatterében egy
miRNS expreszidjanak a csokkenése all (pl. daganatok esetén a tumorszupresszor hatasia
mMiRNS-ek) (Contiliani és mtsai, 2021; Hill és Tran, 2021; Rupaimoole és mtsai, 2017).

POTLAS GATLAS

(a) miRNS mimik (c) antimiR (e) miRNS maszk
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(b) szintetikus miRNS (d) cirkuldris RNS (f) miRNS szivacs
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8. abra. MiRNS funkciot helyettesitd és gatlo terapias eljarasok. A miRNS potlés stratégiai: (a)
kémiailag szintetizalt, miRNS mimik, amely a komplementer mRNS expresszidjat
befolyasolja; (b) szintetikus hairpin form4ja miRNS, amely hasitast kovetéen képes a cél-

gatlo stratégiak: (c) antimiR, amely a cél-miRNS-hez kotédik, és meggatolja annak a cél-
MRNS-sel valo kolcsonhatasat; (d) cirkularis RNS, amely megkoti és ezaltal tavol tartja a
MIiRNS-t a cél-mRNS-ekt6l; () miRNS maszk, amely blokkolja a miRNS miikodését azaltal,
hogy lefedi a cél-mRNS kétohelyét; (f) miRNS-szivacs, amely gatolja a miRNS-ek cél-mRNS-
ekhez vald kotédését azaltal, hogy ,,csapdaként” szolgalva megkoti azokat. A narancsszin a
terapias molekulat, a kék a cél mRNS-t, a z6ld a miRNS-t jeldli (Contiliani és mtsai, 2021).

A talsalyban 1évd, onkogén hatasit miRNS-ek hatisanak a csokkentésére is tobb stratégia
1étezik. Ilyen az antimiR-ek, a cirkularis RNS-ek, a miRNS maszk, vagy a miRNS szivacs
technikak alkalmazésa (8. abra) (Contiliani és mtsai, 2021; Hill és Tran, 2021; Rupaimoole és
mtsai, 2017). Ezek olyan egyszali vagy cirkularis oligonukleotid molekuldk, amik a

komplementer miRNS megkotésével vagy a target mRNS kotohelyének elfoglalasaval

24



csokkentik az eredeti miRNS hatasat. Ha az antimiR-ek 2’-O-metoximetil csoporttal
egésziilnek ki, akkor antagomiR-nek nevezziik 6ket. Ezzel a kémiai modositassal az antagomiR
molekula képes erds kotést kialakitani a komplementer miRNS-sel, amivel a funkcionalis
gatlasat idézi eld (Rupaimoole és mtsai, 2017) (8. abra).

A miRNS terapia hatékonysagat limitalo tényezok kdzé sorolhatd az RNazok altali lebontés,
a természetes immunvalasz kivaltasa a Toll-like receptorokon keresztiil (TLR), valamint a cél
A szintetikus miRNS-ek kémiai modositasaval azonban csokkenthetek ezek a nem kivanatos
hatasok. A rib6z molekula 2’-OH csoportja szamos nukleaznak a tamadaspontja, ezért ezen
pozicidban 2’-O- metil molekulara val6 modositas csokkenti a miRNS degradaciéo mértékeét.
Ezenkiviil 1-2 foszfodiészter kotés foszfotionat kotésre cserélése a molekula stabilitasanak
novelése mellett, képes csokkenteni a természetes immunvalaszt kivaltdé hatasat (Ho és mtsai,
2022). A miRNS mimik kisér6 szala altal kivaltott off target hatas csokkenthet6 azzal, ha a
kisérd szal kettd- vagy harom kisebb szalbol tevddik Ossze. Ezaltal a miRNS darabok tal
rovidek lesznek ahhoz, hogy kolcsonhatasba 1éphessenck a komplementer mRNS-ekkel (8.
abra) (Ho és mtsai, 2022).

A terapias miRNS-ek szervezetbe vald bejuttatasa tobbféle modszerrel is megvalosulhat.
Kezdetben a csupasz miRNS-ek szisztémas keringésbe vagy kozvetleniil a célszovetbe
injektalasa nem hozott nagy sikert, az RNazok altali degradacio és az alacsony célba jutasi rata
miatt (Rupaimoole és mtsai, 2017). A mMiRNS-ek célba juttatdsara nagy hatasfokkal
alkalmazhatoak a viralis vektorok. Ugyanis a virusok természetiiknél fogva képesek az emlds
sejtek fertdzése altal a genetikai anyag nagy hatékonysagu célba juttatiasara (Savenkova és
mtsai, 2022). Viralis vektor alapu rendszerek kidolgozasara alkalmasak az adenovirusok (pl.
miR-122, miR-181, miR-142-3p), adeno-asszocialt virusok (pl. miR-122, miR-1, miR-124,
miR-204, miR-181c, miR142-3p, miR-206, miR-208a), és a lentivirusok (pl. miR-128, miR-
126, miR-130a, miR-150, miR-181a, miR-223, miR-155, miR-302a) (Geisler és Fechner,
2016). A nem viralis vektor alapt RNS szallito rendszerek k6zé tartoznak a lipid- és a polimer
alapt rendszerek. Ezeknek nagy elénye a viralis vektorokkal szemben, hogy nem véltanak ki
jelentds immunvalaszt. Hatranyaik kozé tartozik azonban, hogy a virusoknal kisebb hatasfokkal
képesek a célsejtek transzfektildsara (Ban és mtsai, 2019). De a nanopartikulumok mérete,
alakja ¢€s akar toltése is személyre szabhat6 a hatékonysag fokozasa érdekében (Li és mtsai,
2018). A miRNS terapiaban jelenleg a legnagyobb hatasfokkal alkalmazhato szallito rendszerek
a kovetkezdek: poli(lakton-glikolsav) partikulum (PLGA), naturalis lipid emulzi6 (NLE),

szintetikus polietilénimin (PEI), dendrimerek, ciklodextrin alapi hordozé rendszerek,
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poli(etilénglikol) (PEG), citozanok, valamint az N-acetil-D-galaktozamin (GalNAc)
(Rupaimoole és mtsai, 2017). A nanohordozé rendszerek specifikus receptor ligandokkal is
ellathatéak a pontos célba juttatds érdekében. Ezek a ligandok lehetnek fehérjék, antitestek,
vagy egyeb, kismolekuldk, amelyek specifikusan képesek megkotddni a célsejt felszinén.
Limféma kezelésében pl. CD20 antitestekkel konjugalt PLGA-t vagy Kis-interferald6 RNS-t
(SIRNS), mig akut mieloid leukémia esetében folat receptorral ellatott siRNS-t alkalmaznak
(Yan és mtsai, 2022).

Szamos kutatas zajlik jelenleg is miRNS alapt terapias stratégiak kidolgozasaval
kapcsolatban, melyek koziil mar t6bb a klinikai fazisban tart. A miR-122, miR-34, miR-16,
miR-155 és miR-10b a legaktivabban kutatott miRNS-ek kozé sorolhatoak. Az LNA-
antagomiR-122, vagy mas néven Miravirsen a hepatitisz C virus infekcid igéretes terapias
opcidja. A Miravirsen egy modositott 15 nukleotidos oligonukleotid, ami a miR-122 hatasat
gatolja. A SantarisPharma cég altal végzett kutatdsok biztonsagosnak és hatdsosnak
bizonyultak, igy a 2. klinikai fazis is lezartnak tekinthet6 (Ho és mtsai, 2022; Menon és mtsai,
2022). Az MRX34, a miRNA Therapeutics Inc. altal gyartott duplaszalu, liposzémalis miR-34a
mimik molekula (8. abra). A miR-34a a legtobb daganatban repressziot mutatd
tumorszupresszor funkcioji miRNS. Az 1-es klinikai fazis biztatd eredményei utan, sajnos a 2.
fazis 2016-ban felfiiggesztésre keriilt sulyos immunreakcioé miatt (Hong és mtsai, 2020; Menon
¢s mtsai, 2022). A miR-16 szintén egy fontos tumorszupresszor molekula, amely
expresszidjanak csokkenése szamos daganat tipusban megfigyelhet6. A miR-16 szint miRNS
(8. abra) (van Zandwijk és mtsai, 2017). 2014-ben az EnGenelC vallalat Kifejlesztette a
MesomiR-1-et, ami a miR-16 miRNS potlasat célozza mesotheliomaban és tiidédaganatban
eredményeket mutatott, igy a 2-es fazis elokésziiletei is kezdetét vehették (Menon és mtsai,
2022). A MiRagen Therapeutics vallalat 2016-ban kifejlesztette a miR-155 gatlot, a
Cobomarsen-t (MRG-106), mivel a miR-155 jelenléte limfoma sejtekben a tumorsejtek
novekedésével és tulélésével hozhato parhuzamba. A Cobomarsen alkalmazasa biztonsagosnak
és jol toleralhatonak bizonyult cutan T sejtes limfoma, kronikus limfoid leukémia, diffuz B
sejtes limfoma és felndttkori T sejtes leukémia kezelésében. A 2018-ban folytatdédott 2-es
klinikai fazisban szintén jo eredményeket értek el, azonban 2020-ban iizleti megfontolasra
hivatkozva felfiiggesztették a tovabbi kisérleteket (Menon és mtsai, 2022; Witten és Slack,
2020). Ezenfeliil a TransCode Therapeutics Inc. kifejlesztette az antimiR-10b nanopartikulum

formulazott TTX-MC138 készitményt emlédaganat kezelésére, mivel a miR-10b szdmos
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daganat esetében kozponti szerepet tolt be az invazio és a metasztazis képzés szabalyozasaban.
Ezenkivil 2019-ben egy 10j, miR-10b ellenes oligonukleotid, a RGLS5579 is kifejlesztésre
keriilt a glioblasztoma kezelésében. Mindkét emlitett terapias szer esetében jelenleg a klinikai
vizsgalatok elkezdéséhez sziikséges elékisérletek zajlanak (Ghosh és mtsai, 2018; Menon és
mtsai, 2022). Erdemes tovabba megemliteni, hogy a miRNS-ek kemoterapias vagy
radioterapias kezelésekkel vald kombinacidja tovabbi lehetdségeket nyujthat a személyre

szabottabb daganat terapia kifejlesztésében (Ho és mtsai, 2022; Menon és mtsai, 2022).
3.4. Petefészekrak

3.4.1. A petefészekrak eléforduldsa, hajlamosito tényezok

A petefészekrak a legnagyobb haldlozassal és a legrosszabb tulélési statisztikakkal
rendelkez6 ndégyogyaszati rendellenesség. A GLOBOCAN (Global Cancer Observatory)
adatbazis (https://gco.iarc.who.int) 2024.02.28-ai adatai alapjan a petefészekrak a 7.

leggyakoribb daganatos megbetegedésre visszavezethetd haldlozasi ok a nék korében (Sung és

mtsai, 2021).
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9. abra. A nd6k korében vilagszerte eléforduld leggyakoribb daganatos megbetegedések
incidencia és moratlitas értékei. Az abra a Globocan 2022 (1.1 verzid) adatbazis 2024.02.08.-
ai adatai alapjan késziilt https://gco.iarc.who.int).

2022-ben az ujonnan diagnosztizalt petefészekrakos esetek szama 324.603-nak adddott,

valamint 206.956 nd halalaért volt felelds a betegség vilagszerte (9. dbra). Ezen szamok jelzik
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a betegség igen rossz ttlélési aranyat, ami 5 éves intervallumot tekintve csupan 47,7 % (Stewart
¢s mtsai, 2019). Amint az a 9. abrardl is latszik a nok korében az emlérak a leggyakrabban
diagnosztizalt daganatos megbetegedés, ami azonban a petefészekraknal lényegesen jobb
talélési statisztikakkal rendelkezik - az 5 éves tlélési aranya elérheti a 89 %-ot (Rojas és
Stuckey, 2016).

A petefészekrak geografiai eloszlasat illetden, a legmagasabb el6fordulas a vilag fejlodod
régidiban jellemz6, mint Ko6zép- és Kelet Afrika, az Indonéz szigetvilag, és India, de magas
gyakorisag jellemzé a Kozép- és Eszak Eurdpai orszagokban is. Magyarorszagot tekintve a
GLOBOCAN adatbazis alapjan a 2022-es évben 1.012 uj petefészekrakos eset kerilt
felismerésre, valamint 702 né haldlanak az okaként jelolték meg ezt a betegséget
(https://gco.iarc.who.int/media/globocan/factsheets/populations/348-hungary-fact-sheet.pdf).
A legrosszabb haldlozési statisztikak Gruziabol, Irakbol, Litvanidbol, Malajzidbol és
Bahreinb6l szarmaznak. Az etnikai hovatartozas tekintetében a fehér népcsoportban a
legmagasabb, mig a fekete és az azsiai n6k korében a legalacsonyabb a betegség el6fordulasa
(Siegel és mtsai, 2020; Reid és mtsai, 2017; Sung és mtsai, 2021 forras: WHO; gco.iarc.fr).

A betegség kialakuldsara tobb tényezd is hatast gyakorol. Régi megfigyelés, hogy a
multiparitds csokkenti ezen malignitas megjelenésének kockazatat, mig a nulliparitas fokozza
azt (Matulonis és mtsai, 2016). Ezt az Gn. ovulacios, ill. a retrograd menstruacios hipotézisekkel
magyarazzak. Az ovulacios hipotézis szerint egy nd termékeny idészakéaban lezajlott ovulacidok
szamaval egyenes aranyban emelkedik a petefészekrdk kialakuldsanak az esélye. Ezért a
szilineteld ovulaciok miatt, a kihordott varandossag(ok) 50 %-kal, mig a szoptatasi periddusban
eltoltott minden 5 honap tovabbi 8 %-kal képes csokkenteni a betegség kockazatat (La Vecchia,
2017). Feltételezhetéen ezzel magyarazhaté az ovulaciot gatld oralis fogamzasgatlok
petefészekrak kialakulasara gyakorolt preventiv hatdsa is, melyek hasznélatanak az idejével
aranyosan, minden 5 év hasznalat utan ~20 %-kal csokken a petefészekrak kialakuladsanak az
esélye (La Vecchia, 2017; Matulonis és mtsai, 2016; Reid és mtsai, 2017). Az ovulacio ilyen
hangsulyos szerepe azzal hozhatd 0sszefiiggésbe, hogy az ovulacid sordn a petefészek felszini
epitéliuma sériilést szenved. Az évek sordn ezen hamsériilések megnodvelik az esélyét a
mutaciok kialakulasanak (La Vecchia, 2017). Ezenkiviil a hamsériilések regeneracidja kozben
gyulladéasi mediatorok és ROS felhalmozodasa is torténik, melyek DNS lanc toréseket és bazis
oxidaciot okozhatnak, melyek szintén hozzdjarulhatnak a karcinogenezishez (Xu és mtsai,
2018). A retrograd menstruacios hipotézis szerint a menstruacio soran a méhfalrol levalo
endometrium szovetdarabkdi a menstrudcidés vérrel egylitt retrogrdd modon képesek a

petevezetéken at a kismedencébe aramlani. Ezek megtapadasat kovetden endometriozis
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alakulhat ki (Bulun és mtsai, 2019; Stewart és mtsai, 2019). Abban az esetben, ha ezek az
endometrioid szovetdarabok egy ovarium cisztaban telepednek meg, endometrioma képzddhet.
Emellett a retrograd iranyba aramlé menstruacios vér miatt a peritonealis térben felgyiilemld
vorosvérsejtek bomlasabol felszabadulo vas, ROS és reaktiv nitrogén gyok képzodést indit el,
ami oxidativ stressz kialakulasahoz vezet, mely végsé soron kedvez a daganatkéz6désnek
(Savant ¢s mtsai, 2018). A medence egyéb, az endometriumot, petefészkeket, vagy
petevezetéket érinté gyulladasos megbetegedései szintén hajlamosithatnak a petefészekrak
kialakulasara - kiilonosen a borderline/atmeneti tipusokra (Reid és mtsai, 2017).

Fontos tényez6 tovabba az életvitel. A fizikailag aktiv életmdd és a gylimolcsokben,
z0ldségekben, teljes kidrlésii gabondkbol szarmazo elemi rostokban gazdag étrend forditott,
mig, a szénhidratban, zsirokban és magas glikémias indexxel rendelkezd élelmiszerekben
gazdag étrend egyenes aranyossagban all a petefészekrak kialakulasanak rizikojaval (Biller és
mtsai, 2021; La Vecchia, 2017; Matulonis és mtsai, 2016; Reid és mtsai, 2017; Stewart és mtsai,
valamint apoptdzist indukal6 hatasanak koszonhetéen (Reid és mtsai, 2017). Mindemellett az
elhizas is jelentdsen noveli a petefészekrak, valamint mds hormon-fiiggé daganatok (pl.
endometrium-, mell daganat) kialakulasanak az esélyét, ami kiilondsen a posztmenopauzaban
1évo, tulstilyos betegek esetén szembetiing (La Vecchia, 2017; Matulonis és mtsai, 2016; Reid
¢s mtsai, 2017; Stewart és mtsai, 2019). Emellett a posztmenopauza tiineteinek kezelésére
alkalmazott HRT legalabb 5 éven at tartd alkalmazasa 50 %-os esély gyarapodast jelent a
petefészekrak kialakulasara (La Vecchia, 2017).

Erdemes megemliteni tovabba, hogy szamos mutaciérél ismert, hogy befolyasolja a
petefészekrak kialakulasanak esélyét. A legismertebbek a BRCA1l és BRCA2 (breast cancer
antigén 1/2) tumorszupresszor géneket érinté mutaciok, melyek 40-60 %, ill. 11-27 % -al
emelik a betegség eléfordulasanak kockazatat (Lhereux és mtsai, 2019). A petefészekrakos
betegek tobb mint 17 %-aban legalabb az egyik BRCA gén mutacioja megfigyelheté (Matulonis
¢s mtsai, 2016). A BRCA1/2 gének kozponti szerepet toltenek be a DNS kettds lanctorését
kovetd homolog rekombinéacios repair (HRR) helyreallité folyamataiban, igy ezen gének
mutacioi fokozhatjak a genom instabilitasat. A HRR mellett a BRCAL/2 gének szerepet
citokinézis folyamataiban is (Yoshida, 2021). A BRCA1/2 gének mutacioja novelheti mas
daganatos megbetegedések, mint pl. a mell-, hasnyalmirigy-, prosztatarak és a melanoma

eléfordulasat is (Matulonis és mtsai, 2016).
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Egyéb orokletes génmutaciok is hozzéjarulhatnak a petefészekrak kialakulasdhoz, mint pl.
a PALB2, ATM, RAD51C/D, BRIP1 vagy a TP53 (Matulonis és mtsai, 2016; Samuel és mtsai,
2022). A p53 tumorszupresszor fehérjének fontos szerepe van a DNS hibajavitd
mechanizmusok, a sejtosztddas, a sejt hemosztazis, az immunvalasz, a sejtmetabolizmus és a
normal sejtoregedés folyamatainak a fenntartasaban (Gargallo és mtsai, 2020). Nem meglepd
tehat, hogy a human daganatok tobb mint 50 %-aban azonosithato a TP53 gén mutécidja. A Li-
Fraumeni szindroma egy ritka, a TP53 gén autoszomalis dominans médon 6roklédé mutacioja
miatt kialakulo betegség, ami szamos daganat (pl. lagyrész sarcoma, osteosarcoma, melldagant,
agydaganat, petefészek dagant) kialakuldsara hajlamosit (Gargallo és mtsai, 2020). Ezen
betegek korében valamely daganatos megbetegdés megjelenésének az esélye 30 éves kor el6tt
50 %, mig 70 éves kor elérésekor kozel 100 %-ra becsiilhetd (Gargallo és mtsai, 2020). Meg
kell emliteni tovabba a Lynch szindromat, mint 6rokletes rendellenességet, ami a DNS
mismatch repair (MMR) folyamataban részt vevé gének (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6)
kiilonb6zé mértékii mutacioin alapszik. A Lynch szindroma nemcsak a petefészekrak
kialakulasara mutat emelkedett kockazatot, hanem a végbél-, endometrium-, hugyuti-, gyomor,
vékonybél- és epevezeték daganatok megjelenésére is. A Lynch szindromédhoz kothetd
petefészek daganatok 4tlagosan a 48. életkor kornyékén jelentkeznek, ami az 4tlag

populécidban atlagosan 68 év koriil mozog (Matulonis és mtsai, 2016).

3.4.2. A petefészekrak szovettani besoroldsa

A benignus és malignus ovarium tumorok szinte mindegyike harom sejttipus egyikébdl
eredeztethetd, ezek az epitelidlis-, sztroma- €s a csira sejtek. Az epitelialis eredetli daganatok a
leggyakoribbak, az Gsszes eset 95 %-aért felelosek (Lhereux és mtsai, 2019). Az epitelialis
ovarium daganatok 5 alcsoportba sorolhatoak, melyek az endometrioid (~10 %), vilagos sejtes
(~5-10 %), mucindzus (~2-3 %) és a szerdzus daganatok (~70-80 %). A szerdzus epitelialis
petefészek daganatok tovabbi 2 alcsoportja: a magas gradusu szerdzus karcinomak (HGSC,
~70-80 %) és az alacsony gradusu szerdzus karcinomak (LGSC, <5 %) (Reid és mtsai, 2017,
Stewart és mtsai, 2019) (1. tablazat). Az epitelialis ovarium karcinomak malignitasuk alapjan
I-es és Il-es tipust tumorokra oszthatéak. Az I-es tipusil tumorokhoz tartoznak a LGSC, a
mucinodzus, az endometrioid és a vilagossejtes karcinomak. Ezen tumortipusok leggyakrabban
korai stadiumban keriilnek felismerésre és lassabb iitemben ndvekednek, éppen ezért jobb
prognoézisuak. Ezzel szemben a ll-es tipusba tartozo HGSC gyors lefolyasu, agressziv tumor,

amely leggyakrabban a petevezeték hamjabol szdrmaztathatd. A Il-es tipust daganatok
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jellemzden késon, elérehaladott stadiumban keriilnek felismerésre és gyakran hordoznak BRCA

vagy TP53 mutaciot (Kroeger €s Drapkin, 2017; Stewart és mtsai, 2019) (1. tablazat).

1. tablazat. Az epitelialis petefészek daganatok genetikai, hisztologiai és patofiziologiai
jellemzése. HE: hematoxilin-eozin (Kossai és mtsai, 2018; Kobel és Kang, 2022; Lheureux és

mtsai, 2019)
Epitelialis petefészek daganatok
HGSC endometrioid | vilagos sejtes | mucindzus
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A szerézus petefészekrak két alcsoportja a LGSC és a HGSC kiilonb6z6 molekularis

profillal, klinikai megjelenéssel és prognodzissal rendelkeznek. Citogenetikai szempontbol a

LGSC minimalis sejtmagi eltéréseket €s gyenge osztodasi hajlamot, a HGSC viszont jelentds

nuklearis eltéréseket és magas mitotikus aktivitast mutat (Zamwar és Anjankar, 2022) (10.

abra). A LGSC gyakran fiatal(abb) korban keriil diagnosztizalasra és jobb prognozissal tarsul.

A LGSC legtobbszor a petefészek epitélimabol eredeztethetd, a HGSC viszont jellemzden a

petevezetékekbdl. A HGSC az esetek 85 %-ban kései stadiumban kertil felismerésre, ami miatt

a betegség prognozisa is sokkal kedvezotlenebb. Statisztikak alapjan a HGSC-val diagnosztizalt

betegek 70 %-a 10 éven beliil belehal a betegségbe (Kossai és mtsai, 2018; Stewart €s mtsai,
2019) (1. tablazat).
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Az endometrioid karcindma az Gsszes petefészek daganatos eset kb. 10 %-at teszi Ki. A
betegség varhatd progndzisa jo, ami annak koszonhetd, hogy legtobbszor a korai 1-es vagy 2-
es stadiumban keriil felismerésre, valamint jol reagal a terapiara. Az endometrioid tumorok
kialakulasa 6sszefliggésbe hozhat6 az endometriozis fennallasaval — a betegek 25-80 %-anak
az anamnézisében szerepel az endometriozis. Tovabba az endometrioid karcindma gyakran
tarsul Lynch szindrémahoz (Chen és mtsai, 2021; Kossai és mtsai, 2018; Stewart és mtsai,
2019) (1. tablazat).

A vilagos sejtes karcinoma eldfordulasi gyakorisaga és az endometridzisra valod
visszavezethetdsége tekintetében hasonlit az endometrioid tipushoz. Jellemz6en fiatal korban
keriil felismerésre és ritka a kétoldali ovarium érintettség. A tumor gyakran téarsul
tromboembolias szovédménnyel és hypercalcemia-val. Képes nagy medencei tomeget és
nyirokcsomo attéteket képezni (Kossai és mtsai, 2018) (1. tablazat).

A mucinézus karcindbma az Osszes petefészek daganat minddssze 2-3 %-at teszi ki. A
betegség legtobbszor a korai stadiumban keriil diagnosztizalasra, valamint Kifejezetten jo
tulélés jellemzi. Gyakran a gasztrointesztinalis traktusbol kiinduld metasztatikus eredetii és
csak az egyik oldali petefészket érinti (Stewart és mtsai, 2019) (1. tablazat).

A csirasejt eredetii petefészek daganatok nagyon ritkak, az dsszes eset csupan 3 %-at teszik
ki. Jellemzdjiik, hogy gyermek vagy fiatal feln6tt korban, 10 és 30 év kozott jelentkeznek. Ezért
ezen tipusnal kiemelten fontos a termékenység megdrzést szem elott tartd terapias terv
kidolgozasa (Stewart és mtsai, 2019).

A petefészek daganatok sztromasejt eredetll tipusa a legritkabb, minddssze <2 %-ban
diagnosztizaljak. A petefészek daganatok ezen tipusa atlagosan 50 éves korban jelentkeznek és
csak ritkan rosszindulatuak. Ez a tipus az afroamerikai ndk kézott gyakoribb és a dohanyzas
fokozhatja a kialakulasanak kockazatat (Stewart és mtsai, 2019).

Az ovarium tumorok stadiumok szerinti besorolasa a FIGO (Nemzetk6zi Nogyogyaszati és
Sziilészeti Szovetség=International Federation of Gynecology and Obstetrics) rendszer szerint
torténik. Ez alapjan a petefészekrak 4 stadiumat kiilonboztetik meg (Gaona-Luviano és mtsai,
2020). Az 1. stadium IA és IB alstadiumaiban csak az egyik vagy mindkét petefészek érintett,
a tumor ekkor még nem terjedt ki a petefészkek felszinére. Azonban az IC2 stddiumban mar a
petefészkek felszinén, IC3 staddiumban pedig mar a hasiiregi folyadékban is megtalalhatdak a
tumoros sejtek. Il. stadiumban a méhre, a petevezetékekre (IIA stadium), valamint egyéb,
hashartyan beliil elhelyezkedd hasiiregi szervre is atterjedt a primer daganat (IIB stadium). II1.
stddium esetén a retroperitnedlis nyirokcsomok is érintettek lehetnek (IITA stadium), ezenkiviil

a hashartyan tul, a medencén kiviili térben is megfigyelhetéek metasztazisok (IIIB/C stadium).
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IV. stadiumban a tumoros sejtek megjelenhetnek a melliiregi folyadék gylilemben (IVA
stadium), ill. tdvoli metasztazisok is képzddhettek pl. a majban vagy a Iépben (IVB stadium).
A petefészekrak stadiuma az id6 eldrehaladtaval gyors iitemben valtozik (Gaona-Luviano és
mtsai, 2020).

3.4.3. A petefészekrak diagnosztikdja és kezelése

A petefészekrak klinikai megnyilvanuldsa a korai stadiumokban nem specifikus, ezért
nehezen felismerhet6 a betegség. Gyakran csak kései stadiumban keriil diagnosztizalasra, innen
ered a ,,csendes gyilkos” elnevezés. A legaltalanosabb, jellemzdéen a III. és IV. stadiumban
jelentkezd tlinetek: a has teltségérzete, puffadas, émelygés, a hastérfogat megnagyobbodasa,
korai jollakottsagérzet, kimeriiltség, a bélmikodés megvaltozasa, vizelési problémak,
hatfajdalom, fajdalmas kozosiilés és sulycsokkenés. Ezekenkiviil a hasiliregben 1évo
nagytomegli daganat és az ezzel tarsuld hasiiregi folyadékgytlilem 1égzési nehézségeket is
okozhat (Matulonis és mtsai, 2016; Zamwar és Anjankar, 2022).

A petefészekrak diagnosztikajanak hagyomanyos modszere a fizikalis- és radiografias
képalkotd vizsgalat (Matulonis ¢és mtsai, 2016). A fizikalis vizsgalattal egybekotott
transzvaginalis ultraszonografia segitségével felismerhetd az esetleges folyadék gylilem és
/vagy térfoglalasok, valamint megvizsgalhatd a petefészkek mérete, lokalizaciojuk,
vaszkularizaciojuk és struktarajuk (Doubeni és mtsai, 2016; Zamwar és Anjankar, 2022). A
mellkas, a medence és a hasiireg teriiletein végezett CT (komputer tomografia), MRI (magneses
rezonancia képalkotas) és PET-CT (pozitron emisszios tomografia) vizsgalatok segithetnek
felmérni a hashartya érintettségét, valamint a tumor kiterjedését, ami a petefészekdaganat
megerdsitése mellett segithet a stadium besorolasban is (Orr és Edwards, 2018; Zamwar és
Anjankar, 2022).

A betegség elorehaladottsagarol informaciot szolgaltathatnak a testfolyadékokban
eléforduld biomarkerek monitorozasan alapul6 folyadék biopszias eljarasok is. Petefészekrak
esetén a CA125 (cancer antigen 125), valamint a HE4 (human mellékhere protein 4)
biomarkerek mérése jellemz6 a klinikai gyakorlatban. A CA125 a Miillerian epitélium altal
szekretalt glikoprotein. Szintje az epitelialis petefészekrakos esetek Osszességét nézve 80 %-
ban emelkedett szintet mutat. Azonban az alkalmazhatosagat jelentdsen limitalo tényezd, hogy
a betegség korai stadiumaban alacsony szenzitivitasu (50 %) (Aslan és mtsai, 2020; Doubeni
¢s mtsai, 2016; Stewart és mtsai, 2019; Zamwar ¢és Anjankar, 2022). Ezenkiviil a CA125
emelkedett szintje mérhetd egyéb allapotok fennallasakor is, mint pl. varandodssag,

endometriozis, posztmenopauza vagy a hashartya gyulladasos megbetegedései esetén (Doubeni
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¢és mtsai, 2016; Stewart és mtsai, 2019; Zamwar és Anjankar, 2022). De emelkedett CA125
szint figyelhetd meg a mell-, a gyomor-, a hasnyalmirigy-, a maj-, és a vastagbél daganatos
megbetegedései mellett is (Zhang és mtsai, 2022/a). A HE4, a mellékhere epitéliuma altal
termelt peptid proteaz inhibitor. A HE4 alapesetben nem taldlhatdo meg a petefészkek felszini
epitéliuman, ezt a molekulat csak a tumorossa valt petefészek kezdi nagy mennyiségben
szekretalni. A petefészekrak diagnosztikajaban a HE4 specificitasa 96 %, szenzitivitasa pedig
67 %. Azonban emelkedett szintet mutathat endometriumrak, tiidé adenokarcindéma, és emld
adenokarcinoma esetén is. Tovabba a HE4 szint fiigg a menopauzalis allapottol, valamint az
¢letkortol (Zhang és mtsai, 2022/a). A CA125 és a HE4 markerek felhasznalasaval, valamint a
menopauzalis statusz figyelembevételével a ROMA (Risk of malignancy Algorithm) index
keriilt bevezetésre. Segitségével nagyobb bizonyossaggal kiilonithetd el a petefészekrak mas,
benignus vagy malignus elvaltozasoktol (Aslan és mtsai, 2020; Dochez és mtsai, 2019). A
ROMA index szamitasaval 84,2 %-os szenzitivitas, valamint 75,3 %-os specificitas érhet6 el
(Aslan és mtsai, 2020).

Erdemes megemliteni tovabba, hogy a testfolyadékokban jelenlévd szabad nukleinsavak
igéretes biomarkerek jelolteknek tekinthet6ek jovébeli diagnosztikai tesztek kidolgozasakor.
Ide tartoznak a cirkulaldé tumor DNS, mitokondrialis DNS, valamint a cirkulalé nem-kodold
RNS molekulak, mint pl. a miRNS-ek, a hosszii nem-kodolé RNS-ek, vagy a cirkularis RNS-
ek. A szabad tumor DNS mennyiségének meghatdrozasa a betegség stadiumardl, mig
szekvencidjanak ismerete a tumorban jelenlévd mutaciokrol adhat informaciot, de az
epigenetikai modositasok (pl. metilacids mintazat) vizsgalata is segithet a tumor
lokalizalasdban. A nem kodold6 RNS molekuldk monitorozédsa szintén segitheti a pontosabb
diagnozis felallitasat a tumor lokalizalasédn, a betegség eldrehaladottsagan vagy a stddium
meghatarozasan keresztiil. Emellett vizsgalatuk segiti a betegség nyomon kovetését (pl. a
betegség Ujboli megjelenésének gyors diagnozisat) és a terdpidra adott valasz monitorozasat
(pl. rezisztencia kialakulasanak kimutatasa) (Deb és mtsai, 2018, Szilagyi és mtsai, 2020).

A daganat felismerését kovetden a sebészi uton valo eltavolitas a terapia alappillérét képezi.
A betegség elérehaladottsagatol fiiggéen ekkor megtorténhet a petefész(k)ek mellett a méh és
a petevezetékek eltavolitasa is. Ezt kdvetden sor keriil a daganatosnak itélt szovet szovettani
vizsgalatara, ami megerdsiti a diagnézist (Lheureux és mtsai, 2019; Orr és Edwards, 2018). Az
elsdvonalbeli kemoterapias kezelés a platina alapt szerek (ciszplatin, karboplatin) és a taxan
szarmazékok (docetaxel, paclitaxel) egyiittes alkalmazasan alapul. Ez leggyakrabban a
karboplatin és a paclitaxel parositasa. A ciszplatin a copperl transzporteren keresztiil bejut a

daganatsejtekbe, ahol a platina csoport hozzakotédik a DNS-hez, intra- és intermolekularis
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cre

szerkezetének megvaltozasa DNS karosodassal jar egyiitt, ami megakadalyozza a sejtosztodast,
igy apoptozist indukal a gyorsan osztodo sejtekben (Zhang és mtsai, 2022/b). Azonban a
ciszplatin hosszu tavu alkalmazasa sulyos mellékhatasokkal jarhat (pl. vese-, ideg-, fiil-, és
csontveld karosodas). A karboplatin jobban toleralhato, mivel nem jellemz6 ra olyan sulyos
szisztémas toxicitas (Zhang és mtsai, 2022/b).

A taxan szarmazékokat (paclitaxel, docetaxel) platina alapu szerekkel egyiitt, kombinacios
terapia részeként, vagy monoterapias szerként is alkalmazhatjak. A paclitaxel (Taxol®)
hatasmechanizmusa abban all, hogy hiperstabilizalja a sejtek mikrotubulus halozatat azaltal,
hogy hozzakotédik a mikrotubulus molekuldk B-tubulin alegységéhez, meggatolva annak
polimerizacidjat, ezaltal a sejtosztodas folyamatat (Abu Samaan és mtsai, 2019). A paclitaxel
alkalmazhatosagat szintén szamos, igen sulyos mellékhatas megjelenése korlatozza (pl.
hiperszenzitivitasi reakcio, periférias neuropatia) (Abu Samaan és mtsai, 2019).

A BRCA1/2 mutaciokat hordozo tumorok esetén alkalmazhatéak a poli ADP-riboz
polimeraz (PARP) inhibitorok. A BRCAL1/2 mutacio kovetkeztében ugyanis a DNS hibajavitasa
kozben homoldg rekombinacios deficiencia 1ép fel. Ha ezeket a sejteket PARP — mely enzimek
a DNS hibajavitdsdban vesznek részt - inhibitorokkal kezeljiik, akkor a tumorsejtek nem
képesek a DNS karosodasok javitdsara, ami a tumorsejt halalahoz vezet. Hasonld
daganatellenes hatas varhaté még az ATM, ATR, RADS1 génmutaciok megléte esetén is. A
PARP inhibitor készitmények kozé tartozik az olaparib, niraparib, valiparib, talazoparib és a
rucaparib (Cortez és mtsai, 2018).

A bevacizumab (Avastin®) hatasat az angiogenezis gatlasan keresztiil fejti ki, azaltal, hogy
megakadalyozza a VEGF-A VEGFR-hez valo kotodését (Cortez és mtsai, 2018; Garcia és
mtsai, 2020; Lheureux és mtsai, 2019). A VEGF-A a szolid tumorok vérellatisanak fokozasaval
a tumor novekedésének kedvez, valamint immunszupresszor hatasa is ismert, ugyanis gatolja a
vérsejtképzddést, a dendritikus sejtek és a T-sejtek funkciojat, valamint aktivalja az
immunszupresszor hatast regulator T-sejtek miikodését (Garcia €s mtsai, 2020).

(Langdon és mtsai, 2017). Ide tartozik a tamoxifen, ami egy szelektiv Osztrogén receptor
modulator (SERM), valamint a fulvestrant, ami egy szelektiv 6sztrogén receptor downregulator
(SERD) (Paleari és DeCensi, 2018). Mivel az epitelialis petefészek daganatok jelentds hanyada
expresszal ER-okat (1. tablazat), ezek az ER pozitiv mellrakhoz hasonloan, a petefészekrak
kezelésében is alkalmazhatoak (Langdon és mtsai, 2017). Az ERa jelenléte erds asszociaciot

mutat az endokrin terapiara mutatott érzékenységgel. Az ERP szerepe azonban ennél
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komplexebb. Ugyanis ezen receptor emelkedett expresszidja figyelhetdé meg az egészséges
petefészek epitéliumban, azonban a daganatos és metasztatikus daganatokban csokkent szintje
jellemzé (Langdon és mtsai, 2017). A hormonszenzitiv petefészekrakban szenvedd betegek
kiegészit terapids opcidja tovabba az Osztrogén szintézis gatlasa, ugyanis a petefészek
daganatok 33-81 %-a expresszalja az aromatdz enzimet. Az aromataz inhibitorok (letrozole,
anastrazole, exemestane) megakadalyozzak az androgének Osztrogénné torténd atalakulasat az
aromatizacio 1épésen keresztiil (Langdon és mtsai, 2017; Paleari és DeCensi, 2018).
Petefészekrak esetén a magas halalozasi arany a kései felismerhetdség mellett a kezeléssel
szemben gyakran megjelend rezisztenciara vezethetd vissza. Az elérehaladott stidiumban 1évo
petefészek daganatok > 80 %-a jellemzdéen Gjbol kiajul. Ezeket platina-szenzitiv és platina-
rezisztens csoportokba sorolhatjuk (Matulonis és mtsai, 2016). A platina-szenzitiv daganatok
50 %-a reagal az jboli platina kezelésekre, ami lehet paclitaxel és karboplatin, karboplatin és
pegilalt liposzomaba csomagolt doxorubicin, vagy karboplatin és gemcitabin pérositdsa
(Matulonis és mtsai, 2016). A platina-rezisztens rekurrens petefészek daganatok kezelésére
elsdsorban a bevacizumab alkalmazand6, amit paclitaxel, pegilalt liposzomaba csomagolt

doxorubicin vagy topotekan adagolasaval egészitenek ki (Matulonis és mtsai, 2016).
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4, Célkitiizések

Az 0Osztrogének tumorok ndvekedésére/terjedésére gyakorolt hatdsa jol ismert jelenség
mellrdk esetén, azonban hidnyos a szakirodalom a petefészekrak kialakuldasaban betoltott
jelentdseégét illetden. Ez kiilondsen igaz a xenodsztrogének vonatkozasaban. Az Gsztrogének
petefészek tumorokra gyakorolt hatasat tobb megfigyelés is alatamasztja: i) az Osztrogének
proliferativ hatassal rendelkeznek az ER-ral rendelkez6 ovarium tumorsejtekre, ii) az ovarium
tumorok jelentds része expresszal ER-t, iii) az ovarium tumorsejtek képesek Osztrogén
szintézisére, 1v) az 0sztrogének jelatvitelét (pl. tamoxifén), valamint a szintézisét (pl. aromataz
gatlok) gatlo molekulak hatékonyak lehetnek a petefészekrak kezelésében. Munkacsoportunk
korabbi eredményei alapjan az E2, ZEA ¢és BPA molekulak fizioldgiailag relevans dozisban a
proliferacié €és migracié fokozddasat, valamint jelentds, a génexpresszidban megfigyelhetd
valtozasokat idéztek el6 human ovarium sejttenyészetekben, mely hatds fliggdtt az ERa
jelenlététol. Emellett szamos miRNS (miR-200 csalad tagjai, miR-203a, miR-205) expresszioja
is elmozdulast mutatott a kezelések hatasara. Ezen munka folytatasaként célul tiiztiik ki az E2,
ZEA és BPA altal kivaltott patofiziologiai, valamint mRNS, és miRNS expresszioban
megmutatkozé hatdsok 6sszehasonlitod vizsgalatat.

Ennek érdekében az alabbi vizsgalatokat végeztiik el:

e Alacsony dozisti E2, ZEA és BPA kezelések altal kivaltott transzkriptomikai valtozasok
Osszehasonlito vizsgalatat RNS szekvenalas segitségével. Ez magaban foglaltaa mRNS
¢s miRNS expresszioban megmutatkozo valtozasok monitorozasat, valamint az
eredmények részletes bioinformatikai elemzését. Vizsgdlatainkat a kordbban
alkalmazott PEO1 (ERot) sejtvonalon végeztiik.

e Magas dozisu E2, ZEA, ill. BPA kezelések ovarium sejtekre gyakorolt hatasanak
vizsgalatat. Monitoroztuk a sejtek fenotipusos valaszat (életképesség, apoptozis,
sejtlizis), valamint néhany kulcsgén expresszidjat. Ezen hatasokat a PEO1 (ERa+) és az
A2780 (ERa-) sejtvonalakon végeztiik el.

e A miR-30 csaladba tartozd miRNS-ek szerepének vizsgalatat az ovarium sejtek
Osztrogén valaszaban. Ekkor monitoroztuk expressziojukat 6sztrogén kezelés hatasara
a PEOI ¢és A2780 sejtvonalakban, majd a miR-30d-5p szerepét részletesebben is
megvizsgaltuk az ovarium sejtek életképességére, ill. az 6sztrogén jelatvitelre gyakorolt

hatasanak vonatkozasaban.
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5. Anyag és médszer
5.1.  Sejttenyésztés

Kisérleteink kivitelezéséhez két human epitelialis ovarium sejtvonalat alkalmaztunk. A
PEO1 sejtvonalat (Merck KGaA), ami korabbi eredmények alapjan magasan expresszalja az
ERa-t, és az 6sztrogén kezelés a proliferacio és a migracio fokozodasat idézte eld (Andersen és
mtsai, 2017; Marton és mtsai, 2020). Ezen kiviil az A2780 sejtvonalat, melyet Kormosné Dr.
Goda Katalin bocsatott a rendelkezéslinkre (Biofizikai és Sejtbiologiai Tanszék, Debreceni
Egyetem). Ebben a sejtvonalban az ERa expresszid nem volt detektalhaté, mellyel
Osszefiiggésben az oOsztrogén kezelés nem volt hatdssal a proliferacios, ill. migracios
képességére (Pinton és mtsai, 2018; Marton és mtsai, 2020).

A sejtvonalak fenntartasait RPMI1640 médiumban (Corning) végeztiik, melyet a PEO1
sejtvonal esetén 10 %, az A2780 sejtvonal esetén 5 % FBS (magzati szarvasmarha szérum)
(Corning), 1 % L-glutamin (Corning), 100 ug/mL streptomycin (Corning), valamint 100 U/mL
penicillin (Corning) hozzdadaséaval egészitettiink ki. A sejtvonalak novekedéséhez az optimalis
kortiilményeket 37 °C-os termosztatban, 90 %-os paratartalom, valamint 5 % CO> koncentracid
mellett biztositottuk. Az 6sztrogén molekulakkal végzett kisérletek kivitelezésekor a sejteket a
kisérleti elrendezéstdl fiiggden 96- vagy 24 lyuku platekre tapasztottuk le. A két sejtvonal eltérd
duplazodasi ideje miatt (A2780: 16 h; PEO1: 37 h) az A2780 sejtvonalat 5.000, ill. 50.000, mig
a PEO1 sejtvonalat 10.000, ill. 100.000-es sejtszamban tapasztottuk. Ezt 24 h inkubacio kovette
10 % (PEO1), vagy 5 % (A2780) FBS-el és 1 % L-glutaminnal kiegészitett RPMI1640
médiumban. A kisérlet masodik napjan a sejteket elomelegitett PBS-el (foszfattal pufferelt
sooldat) mostuk, majd lecseréltiik a médiumot 5 % DCC (dextran coated charcoal) -FBS-el
(Corning) kiegészitett PRF (fenol red mentes) -RPMI1640 (Corning) médiumra, amit szintén
24 h inkubaci6 kovetett. Erre a sejttenyészté médiumban esetlegesen jelenlévd Osztrogének,
valamint a fenol red zavar6 hatasanak a kikiiszobolése érdekében volt sziikség. Az inkubacios
id0 letelte utan elvégeztiik a sejtek E2-vel (Merck), ZEA-val (Merck), ill. BPA-val (Merck)
valo kezelését 10 nM, 1 puM, 10 uM, 20 puM, 30 uM, 40 pM, 50 uM és 100 puM
végkoncentracioban. Egyes kisérletek alakalmaval a sejteket 10 nM MPP (methyl-piperidino-
pyrazole; Merck), 100 nM AZD8835 (Merck), és 1 uM tamoxifen (Merck), kezeléseknek is
kitettiik. A kezeléseket kovetden a sejteket a kisérleti elrendezéstdl fiiggden tovabb inkubaltuk
(24 h-48 h). A kezelések hatasat minden esetben kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitva
hataroztuk meg. A kontrollok ugyanazon koriilmények kdzott voltak tenyésztve, mint a kezelt

mintdk (tehat ugyanolyan sejtszammal voltak tapasztva, és ugyanugy sor keriilt a mosasi
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1épésekre, ill. a médiumcserékre), azonban a kezelés pillanatdban a vizsgalt molekulak helyett

ugyanolyan térfogatu iires oldoszert (DMSQO) adtunk hozzajuk.

5.2.  Kletképesség vizsgalata

Az ¢letképesség mértékét MTT assay segitségével detektaltuk. A sejtek tapasztasat és
kezelését 96 lyuku platen végeztiik az 5.1 Sejttenyésztés fejezetben leirtak szerint. A mérés
alkalmaval 90 pl tenyészté médiumhoz 10 pl MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide; Merck; 5 mg/mL PBS-ben feloldva) oldatot adtunk, majd ebben
a médiumban inkubaltuk a sejteket (2-4 h, 37 °C). Ezutan eltavolitottuk a feliiliszot és a
keletkezett formazan kristalyokat 100 ul szolubilizalé oldatban (81 v/v% 2-propanol, 9 viv% 1
M HCI, 10 v/v% Triton-X 100; Merck) oldottuk fel. Az abszorbanciat Multiskan sky mikroplate
reader (Thermo Fisher Scientific) segitségével 567 nm hullimhosszon detektaltuk. A sejtek
¢letképességében bekdvetkezett valtozasokat legalabb 4 fiiggetlen mérés eredményei alapjan, a

kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitva hataroztuk meg.

5.3.  Apoptozis vizsgalata

Az apoptozis meghatarozasat DilCy(5) Assay (Thermo Fisher Scientific) segitségével
végeztiik, mely modszer a mitokondrialis membranpotencial mérésén alapszik (Markovics és
mtsai, 2019). Ekkor a sejteket 96 lyuka platen tapasztottuk, majd a médiumcserét és a
kezeléseket az 5.1 Sejttenyésztés tejezetben leirtak alapjan hajtottuk végre. A kezeléseket 24
vagy 48 h-t kovetden a sejtekrdl eltavolitottuk a tenyész médiumot, majd 50 pul, 50 nM
mértiink rajuk, amit 30 percig 37 °C-on torténd inkubacio kovetett. Az inkubacios id6 letelte
utan a DilC oldatot eltavolitottuk, a sejteket 2 x 50 ul PBS-el mostuk, majd 50 ul 5 % DCC-
FBS PRF-RPMI1640 médiumot mértiink a sejtekre. A fluoreszcens jelet CLARIOstar Plus
mikroplate reader késziiléken (BMG Labtech) mértiik 630 nm gerjesztési €s 670 nm emisszios
hulldmhosszokon. A kezelések hatasara megfigyelhetd apoptozis mértékét legalabb 4 fliggetlen

mérés eredményei alapjan, a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitva hataroztuk meg.

5.4.  Sejtlizis vizsgalata

A sejtlizis jelenlétének detektalasa a sejttenyészetek feliiluszojaban mérhetd LDH (laktat
dehidrogenaz) aktivitds mérésén alapuldé CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) segitségével tortént. A mérés kivitelezéséhez a sejteket 96 lyuku platen

tapasztottuk, a médiumcserét €s a kezeléseket az 5.1 Sejttenyésztés fejezetben leirtak szerint
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végeztiik el. A kezeléseket 48 h-val kovetden 50 ul feliiluszot pipettaztunk egy uj 96 lyuka plate
welljeibe, amibe tovabbi 50 pl Reaction Mixture oldatot mértiink. 30 perces
szobahémérsékleten (RT) végzett inkubacio utan, a reakcio leallitasahoz 50 pl Stop solution
oldatot adtunk a mintakhoz. A kolorimetrias reakcio abszorbanciajat Multiskan sky microplate
reader (Thermo Fisher Scientific) segitségével 490 nm gerjesztés és 680 nm emisszios
hulldmhosszon detektaltuk. A sejtlizis mértékét legalabb 4 fiiggetlen mérés eredményei alapjan,

a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitva hataroztuk meg.

5.5. mRNS izolalas és kvantifikacio

A génexpresszid vizsgalatakor a sejteket 24 lyuku plate-re tapasztottuk. A médiumcsere és
a kezelések kivitelezése az 5.1 Sejttenyésztés fejezetben leirtak alapjan tortént. A kezeléseket
24 ¢és 48 h-t kovetden total RNS-t izolaltunk a Quick-RNA MiniPrep Kit (Zymo Research)
segitségével, a gyartd altal mellékelt protokoll utasitasai alapjan. Elsé 1épésként eltavolitottuk
a médiumot, majd 200 ul elémelegitett PBS-el mostuk a sejteket. Ezutan 300 pl RNA Lysis
puffert pipettaztunk minden well-be és egy steril sejtkapard segitségével levalasztottuk a
sejteket a plate aljarol. Az igy kapott sejtszuszpenziot egy steril eppendorf csébe pipettaztuk,
majd 5 percig inkubaltuk (RT), melyet kovetden lecentrifugaltuk (2 perc, 10.000 g, RT). Ezutan
a minta feliiliszojat a Spin-Away Filter oszlopra pipettaztuk, majd lecentrifugaltuk (1 perc,
10.000 g, RT). Az atfolyohoz ezutan 1 térfogatrésznyi (kb. 300 pl), 100 %-os etanolt adtunk,
majd a minta teljes mennyiségét felvittiik a Zymo-Spin 111ICG oszlopra, és lecentrifugaltuk (30
masodperc, 10.000 g, RT). Az oszlopokat 400 ul RNA Wash buffer-rel mostuk, majd
lecentrifugaltuk (30 masodperc, 10.000 g, RT). A kontamindl6 DNS molekuldk
degradaciojahoz DNaz kezelést alkalmaztunk (5 ul DNase I + 75 pl DNA Digestion Buffer; 15
perc, RT). Az oszlopokra ezutan 400 pul RNA Prep Buffer-t mértiink, majd lecentrifugaltuk (30
masodperc, 10.000 g, RT). Ezutan a minta mosasi 1épései kovetkeztek 700 ul RNA Wash
Buffer (30 masodperc, 10.000 g, RT), majd 400 ul RNA Wash Buffer (2 perc, 10.000 g, RT)

crer

crcr

felhasznalasig -80 °C —on taroltuk.
Az izolalt mRNS molekulakrol a cDNS (komplementer DNS) atiratot Maxima first strand
cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztiik, a gyarto altal biztositott

protokollt kdvetve.
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A cDNS szintézis elsd Iépéseként DNaz kezelést végeztiink. Ehhez az alabbi
komponensekbdl allo reakcidelegyet allitottunk 6ssze:

e 1 uldsDNase

e 1 ul 10x dsDNase Buffer

e x ul RNS (500 ng)

e vy ul nukledz mentes viz
A reakcioelegyet 2 percig 37 °C-on inkubaltunk, majd a reakcid leallitasa céljabol jégre

helyeztiik a mintakat.

A cDNS szintézishez a reakcidelegyet az alabbi komponensekkel egészitettiik ki:
e 4 ul 5x Reaction Mix
e 2 ul Maxima Enzyme Mix
e 4 ul nukledz mentes viz

Végtérfogat: 20 pl

A reakci6 az alabbi 1épésekbdl allt:
e 25°C 10 perc
e 50 °C 15 perc
e 85°C5perc

crer

felhasznalasig -80°C —on taroltuk.
A génexpresszio vizsgalatdhoz a Maxima SYBR Green qPCR (kvantitativ polimeraz
lancreakcid) Master Mix kitet hasznaltuk (Thermo Fisher Scientific), a gyart6 altal biztositott

protokollt kdvetve. Az alkalmazott primerek szekvencidit a 2. tdblazat tartalmazza.

A gPCR reakcioelegy mintdnként az alabbi komponensekbdl allt:
e 12,5 ul Maxima SYBR Green qPCR Master Mix
e 0,75 ul 10 pM-os Forward primer
e 0,75 ul 10 uM-o0s Reverse primer
e x ul cDNS (200 ng)
e vy ul nukledz-mentes viz

Végtérfogat: 25 pl
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2. tablazat: Az egyes gének expresszidjanak QPCR-ral végzett vizsgalatdhoz hasznalt primerek

szekvenciai.

Forward Reverse
GREB1 TCTTGCACAATTCCATCGAG GTCCACTCGGCTACCACCT
CA12 GTTTCTCCTGACCAACAATGG CGTGGCACTGTAGCGAGAC
TP53 ACACGCTTCCCTGGATTG GCTCGACGCTAGGATCTGAC
ATG2B GGAGTGTCTCTCTTCTGGGATG AGGTGAGAGCTTTGGCTCAG
ATG12 TCTTCCGCTGCAGTTTCC GGAGCAAAGGACTGATTCACA
BAG3 CCCCGTTCAGGTCATCTGTC AGGTGCAGTTTCTCGATGGG
SOX4 GACCTGAACCCCAGCTCAAA AGCCGGGCTCGAAGTTAAAA
ESR2 TGTTAATGATGGGGCTGATGT CTTCTACGCATTTCCCCTCA
RBBPSNL CGCATCTTCATCCTCACCA CCTCCTTCAAGGTCTCGTTCT
BLNK AGAGAGCCCTGCTGACGA CGAGTGCTCATCTGGATTTTC
TGMI GGACTCAGTACTGCGGTTGC TGGAGATGGCGTGGTAGG
KRT4 TTTGCCTCCTTCATCGACA TCAAGGTTTTTGCTGGAGGT
BMF GAGACTCTCTCCTGGAGTCACC CCTCTGGTTGGAACACATCA
CD24 ATGGGCAGAGCAATGGTG CCAGTTGTTGTTTCACTGGAAT
NOTCH3 CTTCCTGCGATCAGGACATC CACTCATCCACATCGCGGG
GBP3 CCAGCGATCCAGCGAAAGAA GGGCCTGTCATGTGGATCTC
MYC TGCTCCATGAGGAGACACC CTTTTCCACAGAAACAACATCG
EGR1 AGCCCTACGAGCACCTGAC GGTTTGGCTGGGGTAACTG
NOLC1 AAGACAGCAGTGATGAGTCTGATT | AGCTCTCTGCTGCTTTCTTTG
RRP12 ACCATCCGGCCCTACCTA CCTGAGGACTGGCACACA
MYBL1 AGGATCGGGGAGAAGGAGCAT TCGGCATACTGAAGGTCATCATC
DEPTOR TCATGGCATCTGAATTCCTG ATGGGTGCTTGTTGGACAC
AGT TGCCGTTGTTCTGGGTACTA TGTATGTACACCCGGTCACCT
GAPDH CACCCACTCCTCCACCTTT GCCAAATTCGTTGTCATACCA

Az alkalmazott PCR program az alabbi 1épésekbdl allt:
e Denaturacio:

e Amplifikacio: (40 ciklus)

e Olvadasi gorbe felvétele:

95 °C 10 perc

95 °C 15 masodperc

60 °C 30 masodperc
72 °C 30 masodperc

95 °C 10 masodperc

65 °C 60 masodperc

97 °C 1 mésodperc
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o Lehiités: 37 °C 30 masodperc

A PCR termékek tisztasaganak megallapitasahoz olvadasi gorbe keriilt felvételre. Ehhez a
PCR reakcid végén 65 °C és 97 °C intervallumban 0,2 °C-onként fluoreszcens jel detektalasa
tortént.

Minden gén transzkripcios elmozdulasanak meghatarozasakor legalabb 4 fliggetlen mérés
eredményeit vettiik alapul. A génexpresszids eredmények normalizalasdhoz a GAPDH gént
alkalmaztuk. Az Osztrogén kezelés hatasara végbemend génexpresszidos valtozasokat a
kezelésen 4t nem esett kontroll mintaknal kapott értékekhez viszonyitottuk, a 222t formula
alkalmazasaval. Ahol a AACt (ciklusszam)=kezelt minta ACt értéke (Ct vizsgalt gen - Ct caPDH) -
kontroll minta ACt értéke (Ct vizsgalt gén - Ct cappH). A kapott FC (Fold change) értékeket Logo

formaban abrazoltuk (Varga és mtsai, 2022).

5.6. miRNS izolalas és kvantifikacio

A miRNS expresszi6 vizsgalatakor a sejteket 24 lyuku platen tapasztottuk. A médiumcsere,
valamint a kezelések kivitelezését az 5.1 Sejttenyésztés fejezetben leirtak alapjan végeztiik. A
kezeléseket 24 h-t kovetden a miRNeasy Kit (Qiagen) segitségével a gyartd utasitasai szerint
total RNS-t izolaltunk, amely tartalmazta a 200 bp-nal kisebb (miRNS-eket tartalmaz6) RNS
frakciot is. A kezeld médium eltavolitasa és a sejtek PBS-el valé mosasa utan, 700 pl QIAzol
lizis reagenst pipettaztunk a sejtekre és egy steril sejtkapardval levalasztottuk Oket a
sejttenyésztd plate aljarol. A sejtszuszpenzidt egy steril eppendorf cs6be mértiik, amit 5 perc,
RT végzett inkubacid utan centrifugalas kovetett (2 perc, 12.000 g, 4 °C). A feliiluszo leszivasa
utan 0,2 térfogatrész kloroformot adtunk a mintakhoz, amit 15 masodperc erds razas utan, ujabb
5 perces RT inkubacio, majd centrifugalas kovetett (10 perc, 12.000 g, 4 °C). A felsd, vizes
fazis leszivasa utdn 1,5-szeres térfogat résznyi abszolut etanolt adtunk a mintdhoz. A minta
alapos atmozgatdsa utdn 700 pl-t pipettaztunk az RNeasy MinElute Spin oszlopra. A mintat
8000 g-n, 30 masodpercig centrifugaltuk RT, majd 350 pl RWT puffert mértiink az izolalod
oszlopra, melyet 4jbol lecentrifugaltunk (8000 g, 30 masodperc, RT). Az atfolyo eltavolitasa
utan a szilika membranhoz k6tott nukleinsav molekulakon DNaz kezelést hajtottunk végre a
kontamindl6é genomi DNS degradéléasa céljabol. Ekkor mintdnként 10 pl DNase I enzimbdl és
70 ul RDD pufferbdl allo elegyet pipettaztunk az oszlopra, amellyel 15 percig inkubaltuk a
mintakat. Ezt 500 ul RWT, majd RPE pufferrel végzett két 1épéses mosas kovetett (8000 g, 2

crer

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) késziiléken mértiik le és -80 °C —on taroltuk.
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A miRNS molekuldk cDNS-s¢ vald atirasit a miRCURY LNA RT Kit (Qiagen)

segitségével végeztiik, a gyarto altal biztositott protokollt kdvetve.

A cDNS szintézis reakcioelegye mintanként az alabbi komponensekbdl allt:
e 2 ul 20 ng/pul koncentracidji miRNS
e 2 ul 5x miRCURY RT Probe Reaction Buffer
e 5 ul RNaz-mentes viz

e 1 ul 10x miRCURY RT Enzim Mix

A reakci6 az alabbi Iépésekbdl allt:

e Reverz transzkripcio: 40 °C 60 perc
e Reakcio leallitasa: 95 °C 5 perc
e Hold temperature: 4°C

crer

°C —on taroltuk.

A miR-30a-3p, miR-30a-5p, miR-30d-5p, miR-30e-5p, miR-501-5p, let-7a-2-3p, let-7g-3p,
miR-26a-2-3p, miR-197-5p, miR-582-3p, miR-6795-3p, miR-5008-5p miRNS-¢ek expresszios
analizisét a mMIRCURY LNA PCR (Qiagen) primer assay ¢s a miRCURY LNA SYBR Green
PCR Kit (Qiagen) segitségével végeztiik, a gyarto altal biztositott protokollt kovetve. Ekkor 20
ng/pul cDNS terméket a 60 szorosara higitottuk.

A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt:
e 5ul2x miRCURY SYBR Green Master Mix
e 1 ul PCR primer Mix
e 3 ul cDNS (60x higitott)
e 1 ul RN4z- mentes viz

Végtérfogat: 10 pl

A PCR program a kovetkezd 1épésekbdl allt:
e Aktivacio: 95 °C 2 perc
e Amplifikaci6 (40 ciklus):
o Denaturacio: 95 °C 10 masodperc
o Lanchosszabbitas: 56 °C 60 masodperc
e Olvadasi gorbe analizis: 95 °C 20 masodperc
40 °C 20 méasodperc
85 °C 1 mésodperc
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o Lehiités: 37 °C 30 masodperc

A PCR termékek tisztasaganak megallapitasahoz olvadasi gorbe keriilt felvételre. Ehhez a
PCR reakcid soran 60 °C és 95 °C intervallumban 0,2 °C-onként fluoreszcens jel detektalasa
tortént.

Minden miRNS transzkripcids szintjében megfigyelhetd elmozdulas meghatarozéasakor
legalabb 4 fiiggetlen mérés eredményeit vettiikk alapul. A vizsgalt miRNS-ek expresszios
szintjében bekovetkezd valtozasok megallapitasahoz a miR-103a-3p MiRNS-t hasznaltuk
referenciaként. A kezelések hatasara végbemend miRNS expresszios valtozasokat a kezelésen
4t nem esett kontroll mintaknal kapott értékekhez viszonyitottuk a 244¢t formula
alkalmazasaval. Ahol AACt=kezelt minta ACt értéke (Ct vizsgalt mikns - Ct mir-103a-3p) - kontroll
minta ACt értéke (Ct vizsgalt gen — Ct mir-103a-3p). A kapott FC (Fold change) értékeket Log»
forméban abrazoltuk. Egyes abrakon a relativ expresszids értéket abrazoltuk, ami a 274

értéknek felel meg.

5.7. Transzfektalas miRNS mimikkel

A miR-30d-5p funkcionalis vizsgalatihoz a PEO1 és A2780 sejteket a miRIDIAN
microRNA Mimic (Horizon) segitségével transzfektaltuk. A sejteket az 5.1 Sejttenyésztés
fejezetben leirtak alapjan 96-0s, vagy 24-es platekre tapasztottuk, majd 24 h-t inkubaltuk.
Masnap a médiumot 5 % DCC-FBS-el kiegészitett PRF-RPMI1640 médiumra cseréltiik,
mellyel egy id6ben megtortént a sejtek transzfektalasa is 50 nM és 100 nM koncentracidban a
miR-30d-5p mimik vagy a miRIDIAN microRNA Mimic Negativ Kontrol (Horizon)
hozzdadasaval a DharmaFECT 1 siRNA Transfection Reagent Kit (Horizon) hasznalati
utasitasait kovetve. A mMiR-30d-5p-t és a negativ kontrollt (MIRIDIAN microRNA Mimic
Negativ Kontrol) 50 nM, ill. 100 nM végkoncentracioban PRF-RPMI1640 + 1 % L-glutamin
tartalmt médiummal higitottuk. A transzfektalo reagensbol 0,4 pl-t szintén PRF-RPMI11640 +
1 % L-glutamin tartalmiu médiummal higitottuk Ggy, hogy a végtérfogata 10 ul legyen. A
mixeket kiilon eppendorf csdvekben Gsszeallitottuk, majd 5 percig, RT inkubaltuk. Ezutan a
transzfektalo reagenst és a mimiket tartalmazé mixeket 6sszemértiik, majd tovabbi 20 percig
RT inkubaltuk, végiil kiegészitettiik 80 ul 5 % DCC-FBS PRF-RPMI1640 + 1 % L-glutamin
médiummal. A végso, 100 pl mennyiségi transzfektald mixeket ezutan a sejtekre pipettaztuk.
24 h inkubéciot kdvetden (37 °C, 90 %-os paratartalom, 5 % CO2 koncentracid) friss, 5 % DCC-
FBS PRF-RPMI1640 médium ramérésével egyiitt Gijabb transzfektalast hajtottunk végre. Ebben
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az idépontban a PEO1 sejtvonalat egyes kisérletek soran E2 (10 nM, 1-100 uM), AZD8835
(100 nM), vagy tamoxifén (1 uM) kezelésnek is alavetettiik.

5.8.  Transzkriptomikai analizis RNS szekvenalassal

A szekvenalds kivitelezését és a nyers adatok analizisét a Genomi Medicina ¢€s
Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratorium (Biokémiai ¢€s Molekularis Biologiai Intézet,
Debreceni Egyetem) végezte. A szekvenalas 3-3 parhuzamos mintan tortént kivitelezésre, mely
3 kezeletlen kontroll, valamint 3-3 E2, ZEA, ill. BPA kezelésen atesett minta volt. A
sejttenyésztés, valamint az RNS izoldlas az 5.1 Sejttenyésztés, 5.5 MRNS izoldlas és
kvantifikacio és 5.6 MiRNS izoldlas és kvantifikacio fejezetben leirt relevans részek alapjan lett
kivitelezve. Az RNS mintak mindség ellendrzése az Agilent Bio Analyzer with the Eukaryotic
Total RNA Nano Kit-tel, a gyarté altal mellékelt protokollt kdvetve tortént. Ezek alapjan csak
azoknal a mintdkndl keriilt sor konyvtarkészitésre, ahol az RNS integritdsi szdm (RNA
integritiy number, RIN) nagyobb volt, mint 7. A mRNS szekvenaldshoz a konyvtarkészités a
NEBNext Ultra I RNA Sample Prep kit (New England BioLabs) segitségével tortént, a gyartd
utasitasait kovetve. A miRNS szekvenalas esetén a konyvtdrak generadldsa a NEBNext
Multiplex Small RNA PREP Set for Illumina (1-48) 96 rxn kit (New England BioLabs)
segitségével tortént, a mellékelt gyartoi protokoll szerint. A szekvenalas Illumina NextSeq 500
késziiléken (Illumina) lett elvégezve. A nyers RNS szekvendldsi adatok illesztése a
GRCh38.p13 (HG38: GCF_000001405.39 _GRCh38. p13_genomic.fna) referencia genomhoz
tortént a HISAT2 algoritmus segitségével. A miRNS szekvenalds soran kapott nyers adatok
referencia genomhoz valo illesztése a Novoalign szoftverrel tortént. A tovabbi analizishez,
vagyis a DESeq algoritmussal valdé normalizalashoz ¢és az FPKM értékek generalasahoz, a
StrandNGS szoftver (www.strand-ngs.com) lett felhasznalva. Az Osztrogén kezelések
génexpressziora gyakorolt hatdsa a kezeletlen kontroll mintdkhoz viszonyitva moderated T-
teszt alkalmazasaval (Benjamini-Hochberg FDR korrekcioval kiegészitve; p <0,05) lett
meghatarozva. A szekvenalds soran generalt adatok nyilvanosan hozzaférhetdek a GEO (Gene
Expression Omnibus) adatbazisban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) a GSE224108

azonositd szamon.
5.9. Bioinformatikai analizis

A transzkriptomikai adatok analizisét az el6z0 pontban meghatarozott FPKM értékek
felhasznalasaval végeztik az iDEP.96 internetes program

(http://bioinformatics.sdstate.edu/idep96) segitségével. Az alacsony expressziot mutatd, ezért
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feltehetéen alacsony bioldgiai relevanciaval rendelkez6 gének és miRNS-ek kizarasa érdekében
a cut-off értéket 1-re allitottuk, azaz csak azokat vontuk be az analizisbe, amelyeknél az FPKM
érték legalabb az egyik mintdban 1, vagy anndl nagyobb értéknek adodott. A bioinformatikai
elemzések alkalmaval az expresszios elmozdulést jelzé LogoFC értékek kiszamitasa, heatmap-
ek és MA plot-ok generalasa tortént. Az iDEP.96, GO BP, valamint a Reactome adatbazisok
(https://reactome.org/PathwayBrowser/) segitségével duasulasi analizist végeztink az
indukciojukban csokkenést és emelkedést mutatd gének esetében. A Venn diagramokat a
BioVenn (https://www.biovenn.nl/index.php) szoftverrel készitettiik. A miRNS szekvenalasbol
szarmazo6 adatok esetében a LogoFC értékeket szintén az iDEP.96 segitségével hataroztuk meg.
Az expressziojukban emelkedést és csokkenést mutatdé miRNS-ek, valamint a célgénjeik
kozotti haldzatanalizist és dasulasi analizist a miRNet szoftver (https://www.mirnet.ca)

segitségével végeztiik, mely a GO _BP, KEGG és a Reactome adatbazisokon alapult.

5.10. Statisztikai elemzések

A gén-, ill. miRNS expresszios mérések alkalmaval az egyes mintak kozotti szignifikancia
mértékét Student-féle t-teszt segitségével hataroztuk meg, a ACt értékek felhasznalasaval. A
szekvenalas, ill. a qPCR soran kapott Log2FC értekek kozotti korrelacio mértékét Pierson
korrelacidval hataroztuk meg. Az 6sztrogén kezelések patofiziologiai paraméterekre gyakorolt
hatasanak meghatarozasakor egyutas ANOVA tesztet végeztiink (posthoc analizis: Dunnet
teszt). A statisztikai analiziseket és az abrakat a GraphPad Prism 7.0 program segitségével

készitettiik el.
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6. Eredmények

6.1. Fiziologiailag relevans dozisi E2, ZEA és BPA Kkezelések altal Kkivaltott

transzkriptomikai valtozasok osszehasonlitasa
6.1.1. Az E2, ZEA és BPA altal kivaltott, mRNS expresszioban megmutatkozo valtozdasok

Munkank soran a ZEA ¢és a BPA xeno0sztrogének altal kivaltott transzkriptomikai
hatasokat hasonlitottuk 0ssze a fiziologiailag relevans E2 altal kivaltott valtozasokkal, RNS
szekvenalas segitségével. Kisérleteinkhez a PEO1 — ERa-t expresszald - human epitelialis
ovarium sejtvonalat alkalmaztuk, mely esetében korabbi munkéank alkalmaval az E2, ZEA ¢és
BPA molekuldkkal vald kezelések 10 nM és 100 nM koncentracidban a sejtproliferacio és a
migracié fokozodasat valtottak ki. Erdemes megjegyezni tovabba, hogy ezen dozisok sem
apoptozist, sem sejtlizist nem indukaltak (Méarton és mtsai, 2020). Annak eldontése érdekében,
hogy a 10 nM vagy a 100 nM dozisi kezelések optimalisabbak a transzkriptomikai
kisérleteinkhez a PEO1 sejtvonalat 10 nM, ill. 100 nM E2, ZEA és BPA kezelésnek vetettiik
ala, majd 8 oraval a kezeléseket kovetden mRNS-t izolaltunk. A kivaltott génexpresszids hatas
mértékérol a GREB1, CA12, DEPTOR ¢és AGT, korabbi kisérleteink alkalmaval 6sztrogén
szenzitivnek bizonyult gének génexpresszios elmozdulasa adott informaciot, amit qPCR-rel
hataroztunk meg (Marton és mtsai, 2020). Eredményeink alapjan a 10 nM koncentracidoban
alkalmazott E2 és ZEA a marker gének expressziojanak szignifikans emelkedését idézte eld
(10. abra). Hasonldé mértékii indukciot a BPA esetében 100 nM kezelés esetén tapasztaltunk.
Ugyanakkor az E2 és ZEA esetében nem volt megfigyelhetd jelentésen nagyobb mértékil
indukcio a 100 nM doézis alkalmazasa esetén. A minimalis effektiv dozis tehat az E2 és a ZEA
molekulaknal 10 nM-nak bizonyult. A BPA-nal azonban az &sszevethetobb eredmények
érdekében 100 nM dozist alkalmaztunk (10. &bra).

A kezelések hatdsara végbemend transzkriptomikai véaltozasok detektalasa érdekében RNS
szekvenalast végeztiink. Eredményeink 3-3 parhuzamos mintabol (3 kezeletlen kontroll; ill. 3
E2, 3 ZEA ¢és 3 BPA kezelésen atesett) szarmaztak. Az eredmények kiértekelése soran az
Osztrogén kezelések altal kivaltott hatast a kezeletlen kontroll mintdkhoz hasonlitottuk.
Eredményeink alapjan mindharom osztrogén hatdsu molekula jelentds mértékli befolyast
gyakorolt a globalis génexpresszids mintazatra. Az E2 kezelés 1847, a ZEA kezelés 2019, mig
a BPA-val valo kezelés 901 gén expressziojat valtoztatta meg szignifikans mértékben (p <0,05,

11, abra, A; Marton és mtsai, 2023; Kiegészit6 tablazat 1).
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10. abra. Az E2, ZEA ¢és BPA kezelések soran alkalmazott dozis optimalizalasa. Ekkor a
sejteket 10 nM, ill. 100 nM doézisokkal kezeltiik, és meghataroztuk a GREB1, a CA12, a
DEPTOR, valamint az AGT gének expresszojat qPCR segitségével. A génexpresszios
valtozasok mértékét LogoFC értékekben abrazoltuk.

Az adatok elemzéséhez az iDEP.96 weboldalon elérheté programot hasznaltuk. Az
indukci6, valamint a represszio mértékét a LogoFC értékek segitségével hataroztuk meg. Fontos
kiemelni, hogy a tovabbi elemzésekbe csak a legalabb kétszeres elmozdulast mutatd géneket
vontuk be, melyek feltételezhetden jelentds biologiai relevanciaval rendelkeznek. Ezen adatok
alapjan 308, 288 ¢és 63 gén expresszidja mutatott szignifikdns mértékii emelkedést (Log2FC>
1), mig 292, 260 és 45 gén szignifikdns mértéki csokkenést (LogoFC <-1f) az E2, ZEA és BPA
kezelések hatasara (11. abra, B; Marton és mtsai, 2023; Kiegészité Tablazat 2). Ezen
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eredmények alapjan a ZEA kezelés az E2-hoz hasonld mértékii hatas kivaltasara volt képes,

ami nem mondhat6 el a BPA-rol (11. abra).
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11. abra. A génexpresszio valtozasa az E2, ZEA és BPA kezelések hatasara. (A) A kezelések
hatasara szignifikans elmozdulast (p <0,05) mutatd gének heatmap abrai. A kezelések altal
kivaltott valtozasokat a kezeletlen kontroll mintdkhoz (K) hasonlitottuk. Az abrakon a harom
replika expresszids profilja lathato. (B) Az 6sztrogén hatdsu molekuldk hatdsara expresszids
emelkedést és csokkenést mutaté gének MA-ploton vald abrazolasa, a kezeletlen kontroll
mintdkhoz viszonyitva. A génexpresszio valtozasanak a mértékét a LogoFC értékek jelzik.
LogoFC> 1: biologiailag relevans mértékli indukcid (piros szimbolumok); Log.FC <—1:
biologiailag relevans mértékii represszio (kék szimbolumok).



A mRNS szekvenalas eredményeinek validalasahoz 17 gént valasztottunk ki, melyek koziil
8 gén represszalodott (RBBPSNL, BLNK, TGMI, KRT4, BMF, CD24, NOTCH3 és GBP3) ¢s 9
gén indukalodott (MYC, EGR1, NOLC1, RRP12, MYBL1, GREB1, CA12, DEPTOR ¢és AGT).
Expresszidjukat qPCR segitségével hataroztuk meg, ugyanazon Kkisérleti koriilményeket
alkalmazva, mint korabban a mRNS szekvenalas esetében. A vizsgalt gének qPCR-el kapott
Log2FC értékeit Osszevetettik a mRNS szekvenalds soran kapott LogoFC értékekkel.
Eredményeink alapjan a vizsgalt gének qPCR és mRNS szekvendlds soran kapott Log2FC
értékei jo korrelaciot mutattak egymassal (12. dbra). A Pearson korrelacios koefficiens az E2,

ZEA és BPA kezelések esetében 1=0,95, r=0,96 és 1=0,93 értéknek adodott (12. abra).
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12. abra. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatasara megfigyelhetd génexpresszios valtozasok
validalasa qPCR segitségével. A vizsgalatban 17 gén expressziojat monitoroztuk. A
génexpresszio valtozasanak mértékét LogoFC értékkel jellemeztiik. X tengely: qPCR méréssel
kapott LogoFC értékek. Y tengely: mRNS szekvenalassal kapott LogoFC értékek az egyes
gének esetében.

6.1.2. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatdsdra indukdlodott és represszalodott gének

Sfunkciondlis géndusuldsi analizise

A kezelések hatdsara bioldgiailag feltehetdleg relevans elmozduldst (Log2FC> 1 vagy
LogoFC <-1) mutatd géneket bioinformatikai elemzésnek vetettiik ald. Az E2, ZEA és BPA
kezelések hatasara megfigyelhetd génexpresszios elmozdulasok atfedését Venn diagrammon
abrazoltuk (13. dbra, Marton és mtsai, 2023; Kiegészitd tablazat 3). A megvaltozott expressziot
mutatd gének kozott 83 mutatott valtozast mindharom kezelés hatasara, melyek koziil 57 gén
indukalddott, mig 26 gén represszalddott (13. abra, 3. tablazat).

Ahogy a Venn diagramon is lathato, az E2 és a ZEA kezelések hatasa jelentOsen atfedett
egymassal, mintegy 407 gén mutatott elmozdulast ezen kezelések esetében, melyek nagy része
az indukalodott gének kozé sorolhatd (13. abra, 3. tablazat). A BPA ugyan kevesebb gén
elmozdulésat idézte eld, de ezek 77 %-a ugyancsak reagalt az E2 és/vagy ZEA kezelésekre
egyarant. 13 gén elmozduldsa azonban a BPA kezelésre specifikusnak mondhato (13. abra,

Marton és mtsai, 2023; Kiegészito tablazat 3).
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Indukalédott gének Represszalodott gének

13. abra. Az E2 (piros), a ZEA (zdld) és a BPA (lila) kezelések hatasara indukalodott (Log2FC>
1) és represszalodott (Log2FC <—1) gének kozotti atfedéseket dbrazoldo Venn diagrammok.

3. tablazat. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatasara indukalodott (LogoFC> 1) és
represszalodott (Log2FC <-1) gének listaja a hozzajuk tartozd LogoFC és FDR értékekkel.

Gén E2 ZEA BPA
Log.FC FDR Log,FC  FDR Log.FC FDR

GREBL 471 7.39E-11 | 4,79 3,95E-08 3,64 3,61E-12
KCNF1 4,19 2,15E-10 | 4,23 7,10E-08 3,27 8,96E-12
DEPTOR 4,17 7,39E-11 | 3,77 5,25E-08 2,79 8,96E-12
CA12 4,08 7,39E-11 | 4,10 2,98E-08 2,74 4,80E-12
AGT 3,31 2,69E-10 | 3,03 5,25E-08 2,21 1,38E-11
MGAT3 3,31 2,15E-10 | 3,25 3,15E-08 2,03 4,05E-12
CBLN1 3,29 2,71E-10 | 3,10 1,20E-07 2,64 3,74E-12
OLFM1 3,28 1,43E-09 | 3,14 6,37E-07 1,79 1,29E-08
ARHGAP26 | 3,25 2,22E-10 | 3,35 3,95E-08 2,33 8,95E-12
SEZ6 321 1,04E-08 | 3,18 1,61E-07 2,49 3,15E-12
PPPIRIA | 3,13 2,08E-10 | 2,82 2,98E-08 1,26 4,58E-10
CADM1 3,11 2,69E-10 | 3,13 3,37E-08 2,11 6,99E-12
PIPOX 3,05 9,83E-08 | 2,95 5,97E-06 2,36 4,42E-08
DHRS2 2,98 599E-10 | 2,78 1,17E-07 1,50 2,70E-09
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PKDCC
SLC7A2
HPDL
CABLES1
RHOBTB1
RBBP8
RUBCNL
DIRAS3
LONRF2
RIMS4
SLC7AS
PLAT
CISH
AFF3
PDGFRL
RASGRP1
BEND3
PPARGC1B
MTHFD2P7
ERICH3
PLCB1
CDCA7
OLFML3
SLC22A3
EGR1
SLITRK4
PNPT1P1
RRS1
ZNF239
NPY1R
SLC6A15
TSEN2
ZNF485
MYC
NCR3LG1
TFAP4

2,97
2,93
2,81
2,73
2,72
2,71
2,69
2,58
2,49
2,35
2,32
2,30
2,18
2,11
2,06
2,03
2,00
1,95
1,93
1,88
1,87
1,85
1,84
1,84
1,78
1,76
1,73
1,72
1,70
1,69
1,66
1,66
1,64
1,63
1,62
1,61

6,56E-10
1,43E-09
2,51E-08
2,94E-10
9,85E-10
2,69E-10
1,05E-08
6,56E-10
1,43E-09
3,09E-09
9,02E-10
6,56E-10
1,06E-08
1,77E-08
1,41E-08
2,41E-08
1,47E-08
1,49E-07
3,40E-08
1,37E-07
9,19E-08
1,04E-08
1,41E-08
9,64E-09
2,67E-08
5,89E-08
8,04E-08
1,49E-08
4,87E-08
1,99E-08
1,75E-07
2,68E-07
5,17E-07
1,49E-08
1,94E-07
1,36E-07

2,95
2,92
2,63
2,55
2,61
2,60
2,58
2,54
2,63
2,11
2,13
1,94
2,13
2,38
1,65
2,11
1,99
2,09
1,61
1,90
1,79
1,74
1,79
1,81
1,71
1,76
1,19
1,49
1,55
1,54
1,72
1,49
1,77
1,65
1,86
1,58
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2,98E-08
2,89E-07
3,42E-06
3,14E-08
8,73E-08
3,95E-08
1,00E-06
6,41E-08
1,61E-07
9,53E-08
8,63E-08
2,36E-06
6,54E-07
6,58E-07
7,60E-07
8,43E-07
9,05E-07
6,75E-06
8,43E-07
3,96E-06
2,36E-06
4,73E-07
6,54E-07
2,89E-07
9,58E-07
1,40E-06
3,83E-05
9,13E-07
2,42E-06
3,45E-06
2,65E-06
1,14E-05
9,08E-07
4,36E-07
3,42E-06
2,23E-06

2,60
2,04
1,82
1,58
1,86
1,92
1,98
1,86
1,79
1,32
1,29
1,17
1,77
2,04
1,19
1,65
1,34
1,36
1,36
1,34
1,01
1,32
1,08
1,47
1,22
1,15
1,46
1,12
1,14
1,32
1,27
1,10
1,38
1,26
1,34
1,10

4,05E-12
2,70E-10
7,26E-08
2,63E-11
9,33E-11
1,49E-11
1,35E-08
1,94E-11
1,78E-10
3,73E-10
1,20E-09
9,17E-09
2,70E-10
2,11E-10
4,13E-09
9,16E-10
7,40E-08
9,28E-08
1,40E-08
5,68E-08
5,31E-07
2,00E-09
1,20E-08
1,31E-10
9,03E-09
3,05E-07
4,42E-08
2,30E-08
3,21E-08
2,19E-09
3,28E-08
3,82E-07
3,22E-09
4,51E-10
8,40E-08
5,87E-08



KBTBD8
SLC19A2
LYAR
KAZN
PUS7
ERG
NXNL2
CLDNS8
LINC01133
MFAP2
IGSF9
KRTAP2-3
UNC5B-AS1
BMF
EPHB3
KRT4
CYSRT1
RNF224
RASSF2
IKZF2
IGFBP3
POU2F3
NDRG1
TGM1
LINC01559
LRRC4
FILIP1L
C40RF26
NECTIN4
AIM1L
BLNK
RBBP8NL

1,59

1,57

1,56

1,46

1,41

1,40

1,28

-1,32
-1,42
-1,55
-1,60
-1,60
-1,62
-1,64
-1,64
-1,71
-1,72
-1,77
-1,80
-1,89
-1,89
-1,92
-1,96
-2,00
-2,00
-2,20
-2,33
-2,45
-2,78
-2,95
-3,07
-3,19

2,61E-08
8,04E-08
5,51E-08
4,96E-08
5,51E-08
1,84E-06
1,69E-06
3,21E-07
2,42E-07
1,31E-07
5,90E-08
5,51E-08
6,74E-08
1,99E-08
2,84E-08
2,13E-08
1,69E-08
2,59E-08
1,06E-06
6,80E-08
1,04E-08
3,87E-07
4,01E-09
2,22E-08
3,15E-07
4,11E-08
1,49E-08
1,61E-07
1,43E-09
1,04E-08
2,53E-07
1,28E-07

1,55

1,58

1,33

1,45

1,35

1,20

1,25

-2,11
-1,26
-1,80
-1,57
-1,35
-1,38
-1,65
-1,62
-1,67
-2,06
-1,96
-1,64
-1,47
-1,82
-1,99
-1,97
-1,91
-1,90
-2,21
-2,45
-2,18
-2,73
-2,50
-3,03
-3,46

9,05E-07
9,05E-07
1,40E-06
9,08E-07
9,28E-07
4,52E-05
4,68E-05
5,65E-07
5,64E-06
5,65E-07
7,60E-07
9,58E-07
5,76E-08
4,90E-09
4,08E-08
1,10E-08
1,33E-08
1,68E-07
4,32E-09
3,52E-07
5,02E-09
1,46E-08
2,70E-09
3,82E-08
1,34E-07
2,76E-08
6,82E-10
2,30E-08
1,07E-10
3,21E-10
2,70E-09
1,42E-08

1,01

1,01

1,02

1,09

1,03

1,03

1,27

-1,03
-1,01
-1,22
-1,03
-1,02
-1,12
-1,12
-1,04
-1,01
-1,10
-1,09
-1,29
-1,04
-1,06
-1,35
-1,05
-1,00
-1,40
-1,21
-1,22
-1,29
-1,70
-1,48
-1,90
-2,07

1,29E-08
1,51E-08
5,39E-08
9,52E-09
9,66E-09
7,90E-08
8,75E-08
3,19E-07
2,91E-07
7,07E-08
4,15E-08
2,80E-08
5,76E-08
4,90E-09
4,08E-08
1,10E-08
1,33E-08
1,68E-07
4,32E-09
3,52E-07
5,02E-09
1,46E-08
2,70E-09
3,82E-08
1,34E-07
2,76E-08
6,82E-10
7,14E-08
1,07E-10
3,21E-10
2,70E-09
1,42E-08
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E2

* Down & Up

Se-04 Organic acid transmembrane transport
de-03 Amino acid transpart

—E 8e-05 Organic acid transport
L——— ©e-04 Organic anion transpart
l: Te-04 Organic cation transport
Be-04 Quatemary ammonium group transport

de-0d Positive regulation of developmental process

8e-05 Positive requlation of multicellular erganismal process
2e-10 Ribenuclesprotein complex bogenesis

le-12 Ribosome blogenesis

Be-10 ARNA metabolic process

Se-10 RRNA processing

1e-03 RNA processing

2e-09 NCRNA processing

5e-10 McANA metabolic process

3e-06 Biological adhesion
| ; 3e-06& Cell adhesion
1e-05 Cell surface receptor signaling pathway

de-06 Cellular developmental process
2e-06 Cell differentiation

1e-06 Animal crgan development
le-08 Epithelium development
2e-10 Epithelial cell differentiation
1e-09 Tissue development

Te-09 Epidermal cell differentiation
1e-09 Keratinocyte differentiation
Te-09 Epidermis development
1e-11 Skin development

3e-06 Keratinization

9e-10 Cornification

ZEA

® Down & Up

Ge-05 Amino acid transport
3e-05 Omganic acid transmembrane ransport
3e-035 Onganic acid transport
9e-03 Amino acld Impert acress plasma membrane
1 1e-04 Transport across blood-brain barrier
le-04 Vascular transport
3e-05 Omganic cation transport
le-04 Positive requlation of developmental process
3e-03 Pesitive regulation of multicellular organismal process
'_E: 3e-05 NcRNA processing
2e-05 NcRNA metabolic process
1 2e-05 RRMNA metabolic process
2e-05 RRMA processing
2e-03 Ribonuclecprotein complex biogenesis
2e-07 Ribosome biogenesis

= 7e-05 Cell adhesion
'—l—- Ge-05 Anatomical structurs morphogenesis
Se-07 Cellular developmental process
_{ ; 2e-07 Cell differentiation
1e-07 Animal organ development

Se-10 Epthel lum development
_|—_‘E: 2e-13 Epithelial cell differentiation
Ze-10 Tissue development

= de-10 Keratinocyte differentiation
& 2e-10 Skin development
2e-11 Epidermal cell differentiation

3e-12 Epidermis development
4e-07 Keratinization

Se-11 Cornification

Te-05 Cell death

BPA

# Down # Up

# 32-03 Organic acid transport
Te-04 Grganic acld transmembrane transport
d=-03 Amino acid trans port
5e-03 Carboxylic acid transmembrane transport
2e-03 Anion transport
2e-04 Organic anion transpert
2e-04 Carboxylic acid transport
6e-03 Transport acress bleod-brain barrier
Be-03 Vascular transport
6e-03 L-lysine transport
6e-03 L-arginine impart across plasma membrane
8e-03 L-arginine ransmembrane transport
8e-03 Positive regulation of cell proliferation involved in kidney development
6e-03 Pyruvate transport
82-03 Synapse assembly
Be-03 Positive requlation of synapse assembly
5e-03 Synapse organization
5e-03 Call junchon organization
52-03 Call-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules
I 5e-03 Cellular developmental process
S5e-03 Cell differentiation

= 9=-03 Egy activation

14. abra. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatasara indukciot (LogoFC> 1) €s represszidt (LogoFC <—1) mutatd gének funkcionalis vizsgalata. A
funkcionalis géndusulasi analizist az iDEP.96 és a GO BP adatbazisok segitségével végeztiik el.
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Annak kideritése érdekében, hogy az altalunk vizsgalt Osztrogének milyen bioldgiai
folyamatokban miikodnek kozre, a hatasukra megvaltozott expresszidju gének esetében
funkcionalis géndusulasi analizist végeztink a GO BP ¢és a Reactome adatbazisok
felhasznalasaval. AZ E2, ZEA ¢és BPA kezelés hatdsara egyarant indukciot mutattak az
aminosav-, Szerves sav- és iontranszporthoz tartozé folyamatok. Erdemes kiemelni tovabba az
RNS szintézishez kothetd folyamatok nagymértékii dusulasat is (pl. nem-kédolo-,
riboszomalis- és nukledris RNS metabolizmus) (14., 15. abra). Ezzel ellentétesen az epitelialis
fenotipus fenntartasdhoz (pl. epitelialis sejt differenciacio, epidermisz kialakulds) és a sejt
adhéziohoz (pl. bioldgiai adhézid, sejt adhézid) kothetd folyamatok represszaldodasa volt
megfigyelhet6 (14., 15. dbra). Ezen eredmények jo 6sszhangban vannak a Reactome adatbazist
alapul vevé analizisiink eredményével (15. abra, Marton és mtsai, 2023; Kiegészitdé Tablazat

4).

Jelatvitel

Programozott sejthaldl | | BCi2 FOSL1 Sejtciklus
PKP1 PRDM1  NDRG1 CCND1 F3 CCNDI GMNN CABLEST
DSG3 TP53INP  IGFBP3| | FOS EGR1 - E2F1 MCMe
\ P2 BMF || myc FKBP4 —_ MCM10
* \Gresz  picar cnce HISTIH2BH RBBP8
h HISTIHZ2BG y m
- - -~ [ =
Keratin képzés I -]
| KRT3 KRT78 ~ CDSN | PN / 3
‘© KRT4 KRTAP2-3 TGM1 / E2 N\ o
o KRT5 PRSS8 PKP1 f \ Aminosav transzport -
\g <:| KRTGA DSG3 WL l_ l'. ZEA I| —p | SLC7A5 SLC7A2 SLC1AS |:> m
) KRT68 KRT16 PPL \' BPA / SLC6A15  SLC3A2 I:g
S KRT6C Dsc1 JuP Nl \ 2
\ KRT83 DSC2 - 0
- — Jelatvitel ' RNS metabolizmus
Sejtkapcsolat organizacio GRB7 e Tvi i RRP9 RIOKT
CLDNF CLDNZ OELIN: ERBB3 SOCS3 PNO1 WDR43 NOL6 DDX21
\LLohs.  Jup )| oxr GNRHR2 | | NIP7 RPP40  PDCD11  RCLI
) : | nOP2 RPP25 DKC1 BYSL
( Extracelluldris métrix organizacio ) NOP56 MPP6 TSR1 )

MFAP? ITGB6 Loxi?
FN1 LTBP2 BMP4

\_

15. abra. Az E2, ZEA ¢és BPA kezelések hatasara valtozott expressziot mutatd gének, valamint
az érintett utvonalak 0sszegzése. A fekete szinnel jelolt gének az E2 kezelés hatasara mutattak
elmozdulast. A félkovér jelzéssel ellatott gének az E2, ZEA, és BPA kezelés hatasara egyarant
elmozdulast mutattak. Az aldhuzott jelzéssel ellatott gének az E2 és a ZEA, mig a szaggatott
vonallal aldhtzott gének az E2 és a BPA hatasara mutattak elmozdulést. A ro6zsaszin jelzéssel
ellatott gének expresszidja csak a ZEA, a kék jelzéssel ellatott gének csak a BPA kezelés
hatasara valtozott. Az abra a Reactome adatbazis felhasznalasaval végzett funkcionalis
géndtsuldsi analizis eredményei alapjan lett készitve (Marton és mtsai, 2023; Kiegészitd
Tablazat 4).
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A p-érték alapjan a 20 legjelentdsebbnek vélhet6 talalat szerint az E2 és a ZEA kezelések
hatasara indukalodott/represszalodott Gtvonalak esetében nagy atfedés volt tapasztalhatd, ami
valdszintisithetéen a megvaltozott expresszidot mutatd gének esetében megmutatkozd nagy
atfedés kovetkezménye (15. abra, Marton és mtsai, 2023; Kiegészit0 Tablazat 4). Az
indukalodott gének a sejtciklushoz és az RNS metabolizmushoz kothetd folyamatokban
dusultak leginkabb (pl. a mitotikus G1 és G1-S fazis d&tmenet, valamint a rRNS érési folyamatok
a sejtmagban ¢és a citoplazmaban). Ezenfeliil az aminosav transzportfolyamatok (pl. a plazma
membranon keresztiil megvalosuld aminosav transzport) €s az 0sztrogén hatasara indukalodo
génexpresszios folyamatok is nagyfoku dusulast mutattak (15. abra, Marton és mtsai, 2023;
Kiegészit Tablazat 4). A BPA hatasara indukcidt mutatéd gének esetében szintén megfigyelhetd
a sejtciklus, az aminosav metabolizmus ¢s az Gsztrogén hatasara indukalodo génexpresszios
folyamatok dusuldsa, azonban az RNS metabolizmushoz koéthetd folyamatok esetében nem volt
megfigyelhetd szignifikdns mértékii elmozdulas (15. abra, Marton és mtsai, 2023; Kiegészitd
Tablazat 4). Hasonl6 jelenség volt megfigyelhetd a represszalt gének esetében, ahol ugyancsak
az E2 és a ZEA kezelések hatdsara megfigyelt valtozasok kozott volt jellemzé a nagyobb
mértékii korrelacio. A legnagyobb mértéki(i diisulas a keratinizaciohoz, a sejt-sejt kapcsolatok
kialakitasahoz, valamint a programozott sejthalalhoz kotheté folyamatokban volt jellemz6 (15.

abra, Marton és mtsai, 2023; Kiegészité Tablazat 4).

6.1.3. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatdsdra megviltozott expressziot mutaté miRNS-ek

vigsgalata

Az E2, ZEA ¢és BPA hatasara valtozott expressziot mutatd miRNS-ek azonositisa
érdekében miRNS szekvenalast végeztiink. Ezen vizsgalat kisérleti koriilményei (a sejtek
tenyésztése, kezelése) megegyeztek a mRNS szekvenalasnal alkalmazott koriilményekkel. Az
E2, ZEA ¢és BPA kezelések esetében 74, 47 és 73 miRNS expresszidja valtozott meg
szignifikans mértékben (p <0,05) (16. dbra, Marton és mtsai, 2023; Kiegészité Tablazat 5). A
valtozas mértékét itt is LogoFC értékekkel jellemeztiik, melynek kiszamitasa az iDEP.96
weboldalon elérhetd szoftver segitségével tortént. A tovabbi analiziseknél azon miRNS-eket
vettiilk figyelembe, amelyek esetében az expresszios elmozdulas legalabb kétszeresnek
bizonyult (Log2FC> 1 vagy Log2FC <—1). Ezek alapjan 13 (E2), 11 (ZEA) és 10 (BPA) miRNS
mutatott feltehetdleg bioldgiailag relevans mértékli elmozdulast (16. abra, 4. tablazat). Az
azonositott miRNS-ek kozil a miR-6795-3p, miR-5008-5p, miR-197-5p expresszioja
mindharom kezelés hatasara, a miR-501-5p pedig az E2 és a ZEA kezelések hatdsara egyarant

csokkent (4. tablazat).
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E2 ZEA BPA

K/1 K/2 K/3 E/1 E/2 E/3 K/1 K/2 K/3 Z/1 Z/2 Z/3 K/1 K/2 K/3 B/1 B/2 B/3

16. abra. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatdsara indukciot (LogoFC> 1) és repressziot
(Log2FC <—1) mutaté miRNS-ek heatmap abrai. A kezelések altal kivaltott valtozasok mértékét

a kezeletlen kontroll mintakhoz hasonlitottuk. Az dbrdkon a harom replika expresszids profilja
lathato. (K: kezeletlen kontroll; E: E2-vel kezelt; Z: ZEA-val kezelt; B: BPA-val kezelt).

4. tablazat. Az E2, ZEA ¢és BPA kezelések hatasara indukciot (LogoFC> 1) és repressziot
(Log2FC <—1) mutaté miRNS-ek Log2FC és FDR értékei.

E2 Log2FC FDR |ZEA Log:2FC FDR |BPA Log.FC FDR
let-7a-2-3p 1,99 0,001 |miR-6795-3p -1,83  0,0002 [miR-6795-3p -1,66 0,029
miR-501-5p -1,98 0,001 miR-3661  -1,68 0,052 mMiR-597-5p -1,33 0,05
let-7g-3p 1,98 0017 |miR-501-5p -155 0,033 |miR-197-5p -1,21 0,046
miR-3679-5p -195 0,001 |miR-197-5p -1,10 0,066 |mMiR-5008-5p-1,09 0,037
miR-26a-2-3p -1,92 0,023 |miR-5008-5p -1,07 0,013 miR-320c  -1,03 0,065
miR-326 1,65 0035 |miR-451a 1,09 0,039 |miR-6879-3p 1,01 0,046
miR-6795-3p -1,41 0,035 miR-3065-3p 1,33 0,095 miR-3934-5p 1,11 0,065
miR-1305  -127 0,092 |miR-3620-3p 1,46 0,049 miR-590-5p 1,11 0,046
miR-197-5p -127 0,026 miR-6806-3p 1,49 0,033 mMiR-636 122 0,05
miR-6765-3p -1,16 0,035 miR-4747-3p 1,93 0,033 |mMiR-6806-3p 1,45 0,046
miR-5008-5p -1,05 0,026 miR-548u 234 0,013
miR-582-3p 1,48 0,023
MiR-6775-3p 2,48 0,026

6 MIRNS expressziojat qPCR segitségével is megvizsgaltuk, melyek a miR-501-5p, let-7a-
2-3p, let-7g-3p, miR-26a-2-3p, miR-197-5p és miR-582-3p voltak. Ezen miRNS-ek tumorok
kialakulasaban bet6ltott szerepét mas sejtvonalak esetében is bizonyitottak mar (Dai és mtsai,

2021; Fan és mtsai, 2016; Gao és mtsai, 2020; Jain és mtsai, 2019; Mi és mtsai, 2019). A miR-
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501-5p, let-7a-2-3p, miR-26a-2-3p és miR-197-5p molekulak qPCR-ral végzett méréseink
esetén is repressziot mutattak az E2 kezelések hatdsara (17. abra). Azonban a miR-582-3p
esetében IS repressziot tapasztaltunk, amely miRNS a szekvenalas alkalmaval indukciot

mutatott (17. abra, 4. tablazat).
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17. abra. A 6 kivalasztott miRNS expressziojanak vizsgalata az E2, ZEA és BPA kezelések
hatasara qPCR segitségével. Az abrakon a vizsgalt miRNS-ek relativ expresszios értékeit
tiintettiik fel a kezeletlen kontroll (K), és a kezelt (E2, ZEA vagy BPA) mintak esetében.
a: p<0,05, Student t-teszt.
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A ZEA kezelések hatasara a miR-501-5p és miR-197-5p represszalodasat szekvenalassal és
gPCR-ral is sikeriilt megerdsiteni (17. abra, 4. tablazat). A BPA kezelés hatasara a miR-197-5p
represszalddasa volt megfigyelhetd, amit azonban nem sikeriilt gPCR-ral megerdsitentink (17.

abra, 4. tablazat).

6.1.4. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatisdra megvaltozott expresszioju miRNS-ek

Sfunkcionalis analizise

Mivel 1 miRNS tobb targettel is rendelkezhet, valamint egy adott mMRNS-rél folyo
fehérjeszintézist is tobb miRNS befolyasolhatja, ezért a sejtekben a miRNS-ekhez kothetd
biologiai folyamatok miRNS-mRNS interakcids halozatokként miikddnek. Az egyes kezelések
hatasara elmozdulast mutatd miRNS-ek kozott megvalosuld halézatokat a miRNet szoftver
segitségével azonositottuk, amely a miRTarBase v8.0 adatbazison alapul (18. abra). A
legnagyobb halozat az E2 kezelések hatasara megvaltozott expresszidjit miRNS-ek, valamint
ezek targetjei kozott rajzolodott ki (18. abra, 5. tablazat). A ZEA kezelésre érzékeny miRNS-
ek és a targetjeik szintén kiterjedt halozatot alkottak (18. abra, 5. tablazat). A legkisebb haldzat
a BPA kezelés hatasara volt megfigyelhet6 (18. 4bra, 5. tablazat). Erdemes megemliteni, hogy
a MiR-501-5p és miR-197-5p — amely mind az E2, mind a ZEA kezelés hatasara repressziot
mutatott az RNS szekvenaldas és qPCR méréseink sordan egyardnt — magas degree és
betweenness értékekkel rendelkezett, ami ezen miRNS-ek, a kialakult halozatban betoltott

jelentds szerepére utal (18. abra, 5. tablazat).

E2 ZEA BPA

B fsa-mir-1305

Mhsa-mir-582-3p Whsa-mir-3679-5p

W hsa-mir-3661

B hsa-mir-197-5

Whsa-mir-197-5p . hsa-mir-3620-3p . &9y
M hsa-mir-26a-2-3p

M hsa-let-7a-2-3p B hsa-mir-320c

. hsa-mir-501-5pg

B hsa-mir-590-5p

M hsa-let-7g-3p
. hsa-mir-3

I hsa-mir-501-5p

18. abra. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatasara valtozott expressziot (Log2FC> 1; LogzFC
<—1) mutatd6 miRNS-ek kozott megvaldsuld halozatok. A kék négyzetek a vizsgalt miRNS-
eket, mig a rozsaszin pontok a kolcsonhat6 fehérjéket szimbolizaljak.
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5. tablazat. Az E2, ZEA és BPA kezelések hatasara valtozott expressziot (Log.FC> 1; Log.FC
<—1) mutaté miRNS-ck degree és betweenness értékei az egymassal kélcsonhatd miRNS—
mRNS halézatban. Az egy csomoéponthoz tartozd degree (Deg.) érték a szomszédos
csomépontokkal vald kolcsonhatasok szamat jelenti. A betweenness érték (Betw.) az adott
csomopont haldzatban betdltott kdzponti jellegét adja meg az alapjan, hogy hany ttvonal halad
at rajta.

E2 ZEA BPA

mMiRNS Deg. Betw. MiRNS Deg. Betw. mMiRNS Deg. Betw.
miR-1305 195 141840 | miR-501-5p 158 48544 | miR-320c 108 19875
miR-501-5p 158 107695 | miR-3620-3p 95 41791 | miR-197-5p 68 13869
miR-326 138 96436 | miR-197-5p 68 27959 | miR-590-5p 66 20688
let-79-3p 106 43469 | miR-3661 49 16350

let-7a-2-3p 102 40279 | miR-451a 31 11295

miR-197-5p 68 46136

miR-3679-5p 63 45319

miR-26a-2-3p 59 42825

miR-582-3p 55 39732

A kilonbozo kezelésekre elmozdulast mutatd miRNS-ek altal kialakitott halozatoknal
funkcionalis géndusulasi analizist végeztiink a miRNet szoftver segitségével, a GO _BP, KEGG
¢s a Reactome adatbazisokban szereplé adatokat alapul véve. A GO BP adatbazis alapjan a
kezelések hatasdra megvaltozott expresszidju miRNS-ek szerepet jatszhatnak szamos, a
Kiegészitd tablazat). Az E2 hatasara reagaldo miRNS-ek targetjei tk. a sejtproliferacid
(p=0,000649), a sejtciklus (p=0,00107), a sejtmetabolizmus (p=0,000339), az apoptdzis
(p=0,000525), a sejtadhézid (p=0,000898) és a sejtmigracid (p=0,00176) szabalyozasaban
mutattak dusulast (Marton és mtsai, 2023; 6. kiegészitd tablazat). A ZEA hatasara a
bioszintetikus folyamatok (p=0,00229), a sejtmetabolizmus (p=0,00258), a mitozis G1 fazisa
(p=0,00334), a sejtndvekedés (p=0,00883), a programozott sejthaldl (p=0,000466), az
apoptozis (p=0,000396) és a sejtmigracio (p=0,012) folyamatai dusultak (Marton és mtsai,
2023; 7. kiegészitd tablazat). A BPA kezelés hatasara pedig ugyancsak a bioszintetikus
folyamatok (p=0,00000122), a fejlédés (p=0,0000117), a sejtmetabolizmus (p=0,0000558), a
sejtdifferenciacio (p=0,00162), a sejtndvekedés (p=0,0018), az epitelialis- mesenchymalis
atalakulas (p=0,00617) és a tmigracios (p=0,00592) folyamatokban tapasztaltunk dusulést
(Marton és mtsai, 2023; 8. kiegészit6 tablazat). Mindezek mellett a KEGG adatbazissal végzett

vizsgalatok alapjan a miRNS-mRNS interakciok disuldst mutattak szdmos daganattipus
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kialakulasat segité folyamatban, melyek kozott tobb hormonfiiggd daganat is szerepel (pl.

prosztatarak, endometriumrak, pajzsmirigyrak) (19. abra).

E2

Huagyhélyagrak {1

Pajzsmirigyrak 4]
Kissejtes tiidérak
Vastagbélrak
Endometriumrak
Melanéma
Glioma
Tumorképzés
Prosztatarak

2 4 6

O =

-Logqg p-value

ZEA

Nem-kissejtes tiid 6rak 1l
Hagyholyagrak 4
Endometriumrak
Kissejtes tiidérak
Vastagbélrak
Prosztatarak
Hasnyalmirigyrak
Kroénikus mieloid leukémia
Tumorképzés

2 4 6

O =

-Logqg p-value

BPA

Nem-kissejtes tiid 6rak |

Vastagbélrak

Kissejtes tiidérak
Hasnyalmirigyrak

Tumorképzés

Krénikus mieloid leukémia

2 4 6

0

-Logqg p-value

19 abra. Az E2, ZEA ¢és BPA kezelések hatdsara valtozott expressziot (Log2FC> 1; LogzFC
<—1) mutatd6 miRNS-ek ¢és a velilkk kolcsonhatd gének halozatan végzett funkcionalis
géndusuldsi analizis eredménye. A funkciondlis géndusulasi analizist a miRNet program
segitségével végeztiik, a KEGG adatbazist alapul véve.
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6.2. Magas dozisu oOsztrogén Kkezelések ovarium sejtekre gyakorolt hatasanak

vizsgalata

6.2.1. A nagydozisu oOsztrogén kezelés patofiziologiai jellemzokre gyakorolt hatdisinak

vizsgdlata

Munkank folytatdsaban megvizsgaltuk a xenoosztrogének magas dozisban kivaltott hatasat,
amelyet itt is az E2 altal kivaltott valasszal hasonlitottunk 6ssze. Ezen kisérletekbe a PEO1
sejtvonal mellett az A2780 sejtvonalat is bevontuk, amely egy ERa-t nem expresszalo sejtvonal,
ebbdl kovetkezden korabbi kisérleteink alkalmaval az alacsony dozist Osztrogén kezelések
proliferaciot és migraciot fokozo hatasa sem €rvényesiilt nala (Marton és mtsai, 2020). A nagy
dozist kezelések fenotipusos hatasanak vizsgalatakor az alabbi paramétereket monitoroztuk:
(i) az életképesség mértékét; (ii) a mitokondrialis membranpotencial csokkenését, ami a korai
apoptodtikus folyamatok markere; valamint (iii) a sejtlizis el6fordulasat, amelyrdl a sejtek
feliiluszojaban mérheté LDH aktivitas adott informaciot. Ezen paramétereket 24 h és 48 h-val
a kezeléseket kdvetden is meghataroztuk.

Eredményeink alapjan a nagy doézisu Osztrogén kezelések csokkentették az életképesség
mértékét, valamint sejthaldlt indukaltak (20. 4bra). A két sejtvonal tolerancidja azonban
nagyban kiilonbozott. Ahogyan a 20. abran lathatdo a PEOI sejtvonal jobban toleralta a nagy
dozist E2 kezelést. Ugyanis az életképesség csokkenése 30 uM, mig az apoptozis 10 uM dozis
folott jelentkezett, sejtlizis pedig 40 uM-nal volt megfigyelhetd a kezeléseket 48 h-val kdvetden
(20. abra). Ugyanakkor az A2780 sejtvonal a PEO1-nél joval nagyobb érzékenységet mutatott
az E2 kezelés toxikus hatidsaval szemben. Itt mar 1 pM E2 is az életképesség szignifikdns
csokkenését vonta maga utan a 24 h-s tenyészetekben, tovabba a sejtlizis mar 20 uM E2 kezelés
hatasara is detektalhat6 volt (20. abra).

A nagy dozisu E2 kezelés altal kivaltott hatdsokat 6sszehasonlitottuk a ZEA és a BPA altal
kivaltott hatasokkal. Ekkor ugyanolyan kisérleti koriilményeket és kezelési dozisokat
alkalmaztunk, mint kordbban az E2-nal. Eredményeink alapjan a nagydozist ZEA kezelések
¢letképességet, valamint sejthalalt befolyasold hatasa hasonldan alakult az E2 altal kivaltott
valtozasokhoz (21. és 22. 4dbra). Azaz a PEO1 sejtvonal ZEA-val torténd kezelése esetében az
¢letképesség csokkenése 30 uM dozis folott jelentkezett, valamint 40 pM-nal magasabb
dozisnal a sejtlizis megjelenése is megfigyelhetd volt (48 h) (21. abra). Ugyanakkor a BPA
toxicitasa joval alacsonyabbnak bizonyult a PEO1 sejtvonal esetében, az életképesség
mértékének csokkenése, valamint a sejtlizis 100 uM dozisndl, mig az apoptozis 40 uM dozis

folott volt megfigyelhetd (22. dbra).
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20. abra. Az életképesség, az apoptdzis €s a sejtlizis mértékének vizsgalataa PEO1 és az A2780
sejtvonalakban nagydozisu E2 kezelések hatasara. Az életképesség és a mitokondrialis
membranpotencial csokkenésének mértékét (24 h és 48 h a kezeléseket kovetden), valamint a
feliilusz6 LDH aktivitasanak novekedését (48 h a kezeléseket kovetden) hataroztuk meg. Az
eredményeket minden esetben a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitottuk. a: p <0,05; b: p
<0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.
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21. abra. Az életképesség, az apoptozis €s a sejtlizis mértékének vizsgalata a PEO1 és az A2780
sejtvonalakban nagydozist ZEA kezelések hatasara. Az életképesség és a mitokondridlis
membranpotencial csokkenésének mértékét (24 h és 48 h a kezeléseket kovetden), valamint a
feliiluszo6 LDH aktivitdsanak novekedését (48 h a kezeléseket kovetden) hatdroztuk meg. Az
eredményeket minden esetben a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitottuk. a: p <0,05; b: p
<0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.



PEO1 A2780

Eletképesség Eletképesség
1.5 1.5+
o B 24h ® mEm 24h
K3 E4
e B 48h e BEm 48h
£ 1.0 a T 1.0-
(= b (=
@ ‘@
"0 "]
2 2
2 0.5- 2 0.5
@ )
4 4
K] 8
i i
0.0- 0.0
S SN SS
NI SN
PEO1 A2780
Mitokondrialis membranpotencial Mitokondrialis membranpotencial
1.5+ 1.5q
© B 24h © B 24h
£ = 48h g = 48h
o a a o
N 1.0+ a N 1.0 a
] a d ] b . blp  bb
o o
2 2 c
- N
> 0.5+ > 0.5+
K] &
o °©
© ©
0.0- 0.0-
PEO1 A2780
Sejtlizis Sejtlizis
34 34
b
8 - a 8 -
2 >
x x
© © T
5 1 5 1-
- -
0- 0-
R I I O R NN R I N I I I N
SESFS SN SISFSISISRN

22. abra. Az életképesség, az apoptozis €s a sejtlizis mértékének vizsgalata a PEO1 és az A2780
sejtvonalakban nagydozist BPA kezelések hatasara. Az életképesség és a mitokondridlis
membranpotencial csokkenésének mértékét (24 h és 48 h a kezeléseket kdvetden), valamint a
feliiluszo6 LDH aktivitdsanak novekedését (48 h a kezeléseket kovetden) hatdroztuk meg. Az
eredményeket minden esetben a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitottuk. a: p <0,05; b: p
<0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.

Az A2780 sejtvonal ugyancsak kevésbé toleralta a ZEA és BPA kezelések toxikus hatasat.
Az E2-hoz hasonloan az ¢letképesség csokkenése mar 1 uM dozis hatdsara is megfigyelhetd
volt mindkét molekula hatasara (24 h) (21. és 22. abra). Emellett a ZEA, az E2-hoz hasonlo6

mértékii sejtlizist indukalt (21. dbra). Osszességében tehat elmondhatd, hogy a ZEA kezelések
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képesek az E2-hoz hasonld fenotipusos valtozasokat okozni az ovarium sejtvonalakban
magasabb koncentraciotartomanyban is. Valamint a PEO1 ¢és az A2780 sejtvonalak kozott
megfigyelt érzékenységbeli kiilonbségek a ZEA ¢és BPA kezelések esetében is megmutatkozik
(21. és 22. abra).

6.2.2. A nagydozisu osztrogén kezelés génexpressziora gyakorolt hatisdanak vizsgalata

A nagy dozisu Osztrogén kezelések hatasara megfigyelt fenotipusos valtozasok
transzkripcionalis hatterének megértése érdekében megvizsgaltuk a GREB1, CA12, TP53,
ATG2B, ATG12 és BAG3 gének expresszios valtozasat a kezelések hatasara. Az ERa-medialta
Osztrogén valasz indukalodéasat a kordbbi méréseink alkalmaval megbizhatdan jellemezték a
GREB1 és a CA12 gének. Az apoptdzis megindulasat a TP53, mig az autofagia jelenlétét az
ATG2B, az ATG12 és a BAG3 gének expresszidjan keresztiil monitoroztuk. Ezen gének ER-ok
altali szabalyozasat korabbi vizsgalatok mar igazoltak (Berger és mtsai, 2012; Felzen és mtsai,

2015; Xiang és mtsai, 2019).
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23. abra. A nagydézisu E2 kezelés génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata a PEO1 és
az A2780 sejtvonalakban. Az dbrdkon a vizsgalt gének expresszidjanak a valtozasat a Log2FC
értékekkel jellemeztiikk. Az RNS izolalas az E2 kezeléseket 24 h és 48 h-val kovetOen tortént.
A szignifikancia szintjének meghatarozasat a kezelt és a kezeletlen kontroll mintak ACT
értékeinek Osszevetésével végeztiik. a: p <0,05; b: p <0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.
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A PEOI sejtvonal esetében a nagy dozisu E2 kezelés a GREB1 ¢s a CA12 gének indukciojat
valtotta ki, ami az ERa-medialt 6sztrogén valasz megindulasara utal. Erdemes megemliteni,
hogy ezen gének indukcidja még 50 uM dozis folott is megfigyelhetd volt a 48 h-s
tenyészetekben, azonban az indukcidé mértéke alacsonyabbnak bizonyult, mint a kisebb
doézisoknal (23. é4bra). Emellett a TP53 gén dozisfiiggd indukciot mutatott, ami jo
Osszefliggésben van a kezelések hatdsara megfigyelhetd mitokondridlis membranpotencial
csOkkenésével (20.,23. abra). Az autofagidhoz kothetd ATG12 és ATG2B gének esetében
szintén dozisfiiggd indukcid volt jellemzd, amely ezen folyamat jelentOségére utal
koriilményeink kozott (23. abra). Az A2780 sejtvonal esetében nem volt megfigyelhetd a
GREBL1 ¢s a CA12 gének indukcidja az E2 kezelés hatdsara, ami jo 0sszhangban van az ERa
hianyaval. Ugyanakkor az ATG2B ¢és a BAG3 gének jelentds mértékii indukciot mutattak, ami
arra utal, hogy az ezen sejtvonalndl tapasztalt sejthalal leginkabb az autofagia kdvetkezménye

lehet (23. abra).
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24. abra. A nagydozisu ZEA kezelés génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata a PEO1
¢s az A2780 sejtvonalakban. Az dbrakon a vizsgalt gének expresszidjanak a valtozasat Log.FC
értékekkel jellemeztiik. Az RNS izolalas a ZEA kezeléseket 24 h és 48 h-val kovetden tortént.
A szignifikancia szintjének meghatarozasat a kezelt és a kezeletlen kontroll mintdk ACT
értékeinek Osszevetésével végeztiik. a: p <0,05; b: p <0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.

A génexpresszios elmozduldsokat a PEO1 és az A2780 sejtvonalak esetében a ZEA és a

BPA kezeléseket kovetden is detektaltuk (24., 25. abra). A GREB1 és a CA12 gének
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expresszioja a ZEA ¢és a BPA kezelések hatasara ugyancsak emelkedett a PEO1 sejtvonalban
(24., 25. abra). Erdemes azonban megemliteni, hogy az indukcié mértéke elmaradt az E2
kezeléseknél tapasztaltaktol a 10 uM-os kezelés esetében (23., 24., 25. abra). Ugyancsak
érdekes jelenség, hogy a BPA esetében az indukcid mértéke hasonloan alakult a kiilonb6z6
dozisokban, ami azzal lehet 6sszefliggésben, hogy ezen molekula fenotipusos hatasa sem
mutatott jelentés dozisfiiggd mintazatot (25. abra). Emellett megfigyelhetd volt az ATG2B és a
BAG3 gének dozisfiiggd indukcidja a ZEA hatasara, ami az E2-nal tapasztaltakhoz hasonloan
az autofagia jelentoségére utal (24. abra). A BPA azonban nem valtott ki jelentds indukciot a

sejthalalért felelés gének esetében a PEO1 sejtvonalnal (25. abra).
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25. abra. A nagydozisi BPA kezelés génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata a PEO1
¢s az A2780 sejtvonalakban. Az dbrakon a vizsgalt gének expresszidjanak a valtozasat Log.FC
értekekkel jellemeztiik. Az RNS izolalas a BPA kezeléseket 24 h és 48 h-val kovetden tortént.
A szignifikancia szintjének meghatarozasat a kezelt és a kezeletlen kontroll mintak ACT
értékeinek Osszevetésével végeztiik. a: p <0,05; b: p <0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.

Az A2780 sejtvonal esetében a ZEA és BPA kezelések hatasara sem volt megfigyelhetd a
GREBL1 és CA12 gének indukalodasa, tehat feltehetéen — az E2-nal tapasztaltakhoz hasonldan
- ezen kezelések sem valtottak ki az ERa-medidlt 0sztrogén hatast (24., 25. dbra). Azonban az
ATG2B ¢és BAG3 gének indukcidja az autofagia jelentdségét jelzik a ZEA kezelés fenotipusos
hatasaban is (24. abra).
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6.2.3. Az ERa-medialt osztrogén vilasz jelentoségének vizsgadlata a nagydozisu osztrogen

kezelésre mutatott tolerancia meghatarozdsaban

PEO1+MPP
Eletképesség
1.5
) Bl 24h
=
‘g B 48h
£ 1.0
o b b
.ﬁ d d bd c
d
2 sl d, dd §
'@ d
5
Jqw
0.0-
PEO1+MPP
Mitokondrialis membranpotencial
1.57
st Bl 24h
g mm 48h
ﬁ 1.0 a
o Sp k2 bbb b oy
g A T
=
2 997
s
(]
o
0.0-

PEO1+MPP
Sejtlizis

LDH aktivitas

26. abra. Az életképesség, apoptozis és a sejtlizis mértékének vizsgalata a PEO1 sejtvonalban
nagydozisu E2 kezelés hatasara, 10 nM MPP (methyl-piperidino-pyrazole) jelenlétében. Az
¢letképesség és a mitokondrialis membranpotencial csokkenésének mértékét (24 h és 48 h a
kezeléseket kovetden), valamint a feliiliszé LDH aktivitdsdnak ndvekedését (48 h a kezeléseket
kovetden) hataroztuk meg. Az eredményeket minden esetben a kezeletlen kontroll mintdkhoz
viszonyitottuk. a: p <0,05; b: p <0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.
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Eredményink alapjan azt feltételeztiik, hogy a PEO1 sejtvonal, nagy doézist Osztrogén
molekulakkal szemben mutatott tolerancidjanak oka, hogy azok még viszonylag magas, 10-20
uM doézisban is képesek az ERa-medialt 6sztrogén valasz elinditasara, ami hozzajarulhat a
proliferacid fenntartdsahoz. Ezen utvonal azonban nem mukodik az A2780 sejtvonal esetében,
igy a nagy dozisu kezelések toxikus hatdsa dominal. Ezen hipotézisiink tesztelése érdekében a
PEO1 sejtvonalnal a nagy dozisu E2 kezelést elvégeztiik 10 nM MPP jelenlétében is, ami egy
ERa specifikus antagonista (Sun és mtsai, 2002) (26. ébra).

Ahogy az a 27. abran lathat6 az MPP alkalmazasa esetén nem indukalodott az ERo-medialt
Osztrogén valasz, amit a GREB1 ¢és a CA12 gének indukciojanak elmaradasa jelzett (27. abra).
Emellett feltehetéen az E2 proliferaciora gyakorolt induktiv hatasa sem jelentkezett, ami mar 1
uM doézisnal az életképesség csokkenéséhez vezetett, 20 uM felett pedig mar intenziv sejtlizist
detektalhattunk (26. 4bra). Erdemes azonban megjegyezni, hogy az MPP alkalmazasa ugyan
csokkentette a PEO1 tolerancidjat, azonban az érzékenység nem csokkent az A2780
sejtvonalnal tapasztalt mértékig, ami arra utal, hogy ezen sejtvonal stresszel szemben mutatott
nagyobb foku érzékenységének alakuldsaban mas, eddig nem azonositott tényezok is szerepet

kaphatnak. Ezek felderitése tovabbi vizsgalataink targyat képezi.
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27. abra. A nagydozisi E2 kezelés génexpressziora gyakorolt hatdsanak vizsgalata a PEO1
sejtvonalban 10 nM MPP jelenlétében. Az abrakon a vizsgalt gének expresszidjanak a
valtozasat LogoFC értékekkel jellemeztiik. Az RNS izolalas az E2 (10 uM -100 uM) és MPP
(10 nM) kezeléseket 24 h és 48 h-val kovetden tortént. A szignifikancia szintjének
meghatarozasa a kezelt és a kezeletlen kontroll mintak ACT értékeinek dsszevetésével tortént.
a: p <0,05.

6.3. A mIiR-30 csalad jelentéségének vizsgalata az ovarium sejtek osztrogén valaszaban
6.3.1. A miR-30 csalad expresszidjanak analizise

Munkéank kovetkezd 1épésében megvizsgaltuk a miR-30 csaladba tartozd miRNS-ek,
ovarium sejtek Osztrogén valaszara gyakorolt esetleges szerepét. A miR-30-as csaladba 6

miRNS tartozik: a miR-30a, miR-30b, miR-30c-1. miR-30c-2, miR30d és a miR-30e (Mao és
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mtsai, 2018). Ezek kozil a miR-30a-3p, miR-30a-5p, miR-30d-5p és a miR-30e-5p
expresszidjat monitoroztuk, mely miRNS-ek mas sejtvonalakban fontosnak bizonyultak a
proliferacié és/vagy a sejthalal szabalyozasaban (Mao és mtsai, 2018). Korabbi tapasztalataink
alapjan a miRNS-ek alap expresszioja kiilonbozhet az egyes sejtvonalakban, ezért elso 1épésben
Osszehasonlitottuk ezen miRNS-ek alap expressziodjat az altalunk alkalmazott PEO1 és A2780
sejtvonalakban. Amint a 28. abran lathat6, mind a 4 miRNS alap expresszioja a PEO1-ben volt
magasabb, amibdl arra kovetkeztethetliink, hogy ezen miRNS-ek nagyobb biologiai

relevanciaval rendelkezhetnek az ERa-t expresszalo, 6sztrogén szenzitiv PEO1 sejtvonalban.

1.519
B PEO1

Bl A2780
1.0

0.51 ¢

Relativ expresszio

28. abra. A miR-30-as csaladba tartoz6 miRNS-ek alap expresszidjanak Osszehasonlitasa a
PEOI1 ¢és az A2780 sejtvonalakban. Az adatok a parhuzamos mérések soran kapott eredmények
atlagat és szorasat prezentaljak. A szignifikancia szintjének meghatarozasa a PEO1 és A2780
sejtvonalbdl szarmazo mintak ACT értékeinek Osszevetésével tortént a: p<0,05; b: p<0,01; c:
p<0,001; d: p<0,0001.

Ezt kovetden a miR-30-as molekulak expresszidjanak valtozasat E2 kezelés hatasara is
megvizsgaltuk, melyet a korabban fenotipusos hatést kivalté alacsony (10 nM) és magasabb (1
uM -100 uM) tartomanyban is elvégeztink. A PEO1 sejtvonalnal a 10 nM E2 kezelés nem
befolyésolta ezen miRNS-ek expressziojat. Azonban amikor a kezelést magasabb, kordbbi
vizsgalataink alkalmaval sejthalalt kivalté dézisban (50 uM -100 pM) alkalmaztuk, a miR-30a-
5p, miR-30d-5p és miR-30e-5p miRNS-¢ek expresszidjanak az emelkedése volt megfigyelhetd
(29. éabra). Ugyanakkor ezen miRNS-ek jellemzéen alacsony expresszidja nem mutatott

szignifikans valtozast az E2 kezelések hatasara az A2780 sejtvonalban (29. abra).
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29. abra. A miR-30-as csaladba tartoz6 miRNS-ek expresszidja E2 kezelés hatasara a PEOI és
az A2780 sejtvonalakban. Az adatok a parhuzamos mérések soran kapott eredmények atlagat
¢s szorasat prezentaljak. A szignifikancia szintjének meghatarozasa a kezelt és a kezeletlen
kontroll mintak ACT értékeinek Osszevetésével tortént a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001; d:
p<0,0001.

6.3.2. A miR-30 csalad bioinformatikai analizise

A miR-30a-5p, miR-30d-5p és miR-30e-5p expresszidjanak valtozasa az E2 kezelés
hataséra felveti ezen miRNS-ek szerepét az E2 4ltal kivaltott sejthalal szabalyozasaban. Ezen
hipotézis megerdsitése érdekében bioinformatikai elemzést végeztiink. Elsé 1épésben
megnéztiik, hogy a miR-30a-5p, miR-30a-3p, miR-30d-5p és miR-30e-5p hany k6z0s targettel
rendelkezik, melyhez a miRNet programot hasznaltuk (30. abra). Amint az abran lathato, a
miR-30a-3p csupan 24, 15, ill. 12 targeten osztozik a miR-30a-5p, miR-30d-5p és miR-30e-5p
molekuldkkal. Azonban ezen utobbiak Iényegesen tobb kozos targettel rendelkeznek (30. abra).
Ez magyardzatot adhat a miR-30a-3p, E2 kezelés hatdsdra mutatott, tobbitdl eltérd

viselkedésére (29. abra).
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30. abra. A miR-30a-5p, miR-30a-3p, miR-30d-5p, miR-30e-5p és targetjeik kozott kialakult
halézat (MiRNEL). A kék nyilak és a szamok az egyes miRNS parok kozos targetjeinek szamat
jelolik.
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31. abra. A miR-30-as csalad target génjeinek, molekularis utvonalakban valé funkcionalis daisulasi analizise a miRPathDB ¢és a miRTarBase 8.0
adabazis alkalmazasaval.
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Ezt kovetéen a miRPathDB program segitségével funkcionalis géndusuldsi analizist
végeztiink, amely a miRTarBase v8.0 adatbazison alapul. Csupan néhany talalat rajzolodott Ki
a miR-30a-3p és a miR-30a-5p targetjeit vizsgalva. Azonban a miR-30d-5p és a miR-30e-5p
targetjei koziil tobb kothetd a daganatok kialakuldsdhoz hozzdjaruld folyamatokhoz. Kiilon
kiemelendé, hogy a miR-30d-5p targetjei nagymértékii dbsulast mutattak a sejthalal
szabalyozasahoz kothetd folyamatokban (apoptozis, autofagia) (31. abra). Ezért a miR-30d-5p

molekulat valasztottuk ki tovabbi vizsgalatainkhoz.

P53 @ HiPk2
& @ RUNX1
@ uee2l
@ DAxX @cz2 &
2 JUN
MRETRG @ smaD2
FZR1
@AM @
SIAH1 HDACS ®yvi
» bt @ MAPKS @ SMAD1 pacts
.MDMZ. oF @ sumo3g ncoas
@& @ sKiL @ NCOR1 @ 4R
@ MAP3KT @ ccno1
@ xro1
@ Use2D1 B sa-mir-300.5p Bisesicc
AA1
Py anc’ CDK6 @ HspPa0, Py
@ cok1
. UBEZDZ. &gmc;}
UEE2D3 @ HsPAS
@rcooy @ MAP3K1 @®se: @B &
@BIRC2 ® AT, 3
@RnF2 8rie @ Eno1 gir2c2 | @DYNCIHI
@ case3 @ ParP1 Sesih °
o4 PCNA MYC
. ®vim @ RANEP2@) KPNB1
® RF2 @ rreoc - @ NEDD4L ® vwHAQ
CALM1
@®Rract S
@ IGFIR ® @ 1acB1
PSMB1
@ HOTCH1 @®ces HsPA1A@ RPLP1
APP 15615
e ® @ wDoRs
@ cExs @iTcAs @ EEF1A1
® svcs @xRCCs @ VvHg v
EN1
@ RPLPO
v S5 @ sec2ic @ DCUN1D1
YWHAG
.SMARCADI.
@ SMARCAS ®ooxs
@ sap13 @ HNRNPH1 ]
@ 7aDA2A ® @cuLs @ RrPs154
@ sRsF1 @ PRPF40A @ MED29
@ DHX15
®cu2 @ DDX3x
@ G3BP1 @cuLs @ KPnA2
@ HNRNPU @ canpi
@ PRPF19 @ PaBPC1
P @ syNCRIP
@cEiFaas

32. abra. A miR-30d-5p és targetjei kozott kialakult halozat. A gén—gén és fehérje-fehérje
kolcsonhatasok a miR-30d-5p és targetjei kozott a miRNet adatbazis segitségével lettek
generalva.
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Els6 1épésben a miRNet segitségével megalkottuk a miR-30d-5p targetjei kozott
megvalosulé interakcios halozatot (32. dbra). Erdemes megemliteni, hogy ezen hélozatban a
TP53 gén rendelkezik a legnagyobb jelentéséggel a kapott degree (29) és betweenness (446)
értékek alapjan. A target géneket alapul véve funkcionalis géndisulasi analizist végeztiink. A
KEGG adatbazis adatai alapjan szamos raktipus kialakulasahoz, valamint sejthalalhoz kothetd
folyamatban is dasulas volt megfigyelhetd (33. dbra, Varga és mtsai, 2022; Kiegészitd Tablazat
3). Emellett a Reactome adatbazis alapjan ezen targetek dusuldst mutattak az apoptozis
(p=0,000757) a sejtciklus (p=0,00723) és a PI3K kaszkad (p=0,00894) miikodésében (33. abra,
Varga ¢és mtsai, 2022; Kiegészité Tablazat 3).
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33. abra. A miR-30d-5p és a target génjeinek a haldzatan végzett funkcionalis géndusulasi
vizsgalat eredménye. A funkciondlis géndlsulasi analizist a miRNet program segitségével
végeztiik, amely a KEGG adatbéazison alapult. Az dbran néhany, a daganatok kialakulasdhoz
kothet6 folyamat lathato.

6.3.3. A mIiR-30d-5p funkcionadlis vizsgdlata a PEOI és A2780 sejtvonalakban

Az alabbi megfigyelések alapjan a tovabbi vizsgalatainkhoz a miR-30d-5p-t valasztottuk:
(i) ezen miRNS magas alapexpressziot mutatott a PEO1 sejtvonalban és jol reagalt a nagy
dozisu E2 kezelésekere, (ii) a miR-30d-5p target génjei szamos olyan folyamatban érintettek,
amelyek a sejtciklust és/vagy a sejthalal folyamatat szabalyozzak, valamint (iii) szamos egyéb
daganatos sejtvonalban bizonyitottak a miR-30d-5p szerepét a sejtproliferacio gatlasaban és a
sejthalal indukalasaban (Xu és mtsai, 2021; Yu és Liu, 2020; Zhang és mtsai, 2017/b). Mivel a
miR-30d-5p ovarium sejtekre gyakorolt hatasat illetden hidnyos a szakirodalom, ezért
megvizsgaltuk, hogy milyen hatast fejt ki a PEO1 és A2780 sejtvonalakra, ha a miR-30d-5p
sejten beliili szintjét megemeljiik. EKkor miR-30d-5p mimikkel transzfektaltuk a sejteket (34.
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abra). A transzfektalast 50 nM és 100 nM koncentracioban is elvégeztiik, annak sikerességérol
pedig qPCR-el gy6zddtink meg. Ekkor az 50 nM és 100 nM koncentracioban végzett
transzfektalast kovetden szignifikdnsan magasabb miR-30d-5p expressziot detektaltunk, a
PEO1 (Log2FC: 8,56 és 8,65) és az A2780 (Log2FC: 6,69 és 8,52) sejtvonalakban a nem-
transzfektalt sejtekhez viszonyitva. Fenotipusos vizsgalataink alkalmaval a miR-30d-5p mimik
csokkentette mindkét sejtvonal életképességét (34. abra). Erdemes megemliteni, hogy az
¢letképesség nem csokkent szignifikdns mértékben, amikor a sejteket a negativ kontroll

molekulaval transzfektaltuk (34. abra).
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34. abra. A miR30d-5p mimik PEO1 ¢és A2780 sejtvonalak életképességére gyakorolt
hatasanak vizsgalata. A sejteket 50 nM, vagy 100 nM miR-30d-5p mimikkel, ill. microRNA
Mimic Negative Control-al transzfektaltuk, majd az életképesség mértékét 24 h-val késobb
meghataroztuk. Az eredményeket minden esetben a kezeletlen kontroll mintdkhoz
viszonyitottuk a: p <0,05; b: p <0,01.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy a miR-30d-5p mimikkel val6 transzfektalas hatassal van-e a
korabban, nagy dozisti E2 kezelésnél vizsgalt gének alap expresszidjara (35. abra). Ekkor a
PEOL sejtvonalban a TP53 expresszioja mutatott csokkenést, amely dsszhangban van azzal a
ténnyel, hogy ezen gén a miR-30d-5p target génjei kdzott szerepel (Kumar és mtsai, 2011) (35.
abra). Megvizsgaltuk tovabba a SOX4 gént is, amely ezen miRNS masik validalt targetje (Xu
és mtsai, 2021). A SOX4 gén szintje ugyancsak csokkenést mutatott a PEO1 sejtvonalban. A
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tobbi vizsgalt gén expresszidjara azonban nem volt hatassal a miR-30d-5p-vel vald

transzfektalas (35. abra).
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35. abra. A miR30d-5p mimikkel valo transzfektalas génexpressziora gyakorolt hatasanak
vizsgalata néhany gén esetében, a PEO1 és A2780 sejtvonalakban. Az abrakon a vizsgalt gének
expresszidjanak a valtozasat LogoFC értékekkel jellemeztiik. Az RNS izolalas az 50 nM, ill.
100 nM miR-30d-5p mimikkel valé transzfektalast 24 h-val kdvetden tortént. A szignifikancia
szintjének meghatarozdsa a kezelt és a kezeletlen kontroll mintdk ACT értékeinek
Osszevetésével tortént. a: p <0,05.

6.3.4. A miR-30d-5p mimikkel valo transzfektdilds hatdsanak vizsgdlata a nagy dozisu E2-

vel szemben mutatott tolerancia alakulasaban a PEOI sejtvonalban

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a miR-30d-5p-vel vald transzfektalas hogyan
befolyasolja a PEO1 sejtvonal nagydozisu E2-al szemben mutatott tolerancidjat. Ekkor a
korabbi vizsgalataink soran alkalmazott doézisokkal (1-100 uM) kezeltik a sejteket.
Eredményeink alapjan a PEOI sejtvonal nagy do6zisi E2-al szemben mutatott toleranciaja
jelentésen csokkent, ha a kezelést 50 nM miR-30d-5p mimikkel egyiitt alkalmaztuk, ugyanis
mar 1 uM E2 az életképesség csokkenését eredményezte (36. abra). Ez azzal a ténnyel lehet

Osszefiiggésben, hogy csokkent az ERa-medialt 6sztrogén valasz intenzitasa, amit a GREB1 és
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a CA12 gének indukcidjanak elmaradasa jelzett (37. abra). Ugyanakkor a TP53 és az ATG12
gének expresszidja nem mutatott szignifikans elvaltozast. Azonban megfigyelhet volt az

ATG2B indukcidja (37. abra).
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36. abra. Az életképesség, az apoptozis és a sejtlizis mértékének vizsgalata a PEOI
sejtvonalban miR-30d-5p mimik (50 nM) vagy AZD8835 (100 nM) jelenlétében. Az
¢letképesség és a mitokondrialis membranpotencial csokkenésének mértékét (24 h és 48 h a
kezeléseket kovetden), valamint a feliiliszé LDH aktivitasdnak ndvekedését (48 h a kezeléseket
kovetden) hataroztuk meg. Az eredményeket minden esetben a kezeletlen kontroll mintdkhoz
viszonyitottuk. a: p <0,05; b: p <0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.
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37. abra. A nagy dozisu E2 kezelés génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata miR-30d-
5p mimik (50 nM), ill. AZD8835 (100 nM) jelenlétében. Az abrakon a vizsgalt gének
expresszidjanak a valtozasat Log.FC értékekkel jellemeztiik. Az RNS izolaldas az E2
kezeléseket 24 h és 48 h-val kdvetden tortént. A szignifikancia szintjének meghatarozasa a
kezelt és a kezeletlen kontroll mintak ACT értékeinek Osszevetésével tortént. a: p <0,05; b: p
<0,01; c: p <0,001.

Megvizsgaltuk tovabba a miR-30d-5p masik wvalidalt target génjének, a SOX4
expressziojanak az alakulasat is a kezelések hatdsara. Onmagaban az E2 kezelés hatdsara a
SOX4 repressziot mutatott a sejthalalt kivalto 50 uM és 100 uM doézisoknal (24 h). Azonban,
ha az E2 kezelést a miR-30d-5p mimikkel egyiitt alkalmaztuk, a SOX4 represszidja mar 10 uM
dozisnal is megfigyelhetd volt (38. abra).

Hasnyalmirigy sejtvonalon végzett kisérletek alapjan a miR-30d-5p a SOX4
expressziojanak szabalyozasan keresztiil a PI3K/Akt Gtvonal szabalyozasdban miikodik kozre
(Xu és mtsai, 2021). Ezen ttvonal a proliferacidé szabalyozasa mellett befolyast gyakorol az
ERa-medialt 6sztrogén valaszra is (Kathpe és mtsai, 2021). Ezért feltételeztiik, hogy a miR-
30d-5p a SOX4 represszalasan keresztil, a PI3K/Akt tutvonalra gyakorolt hatasanak
kovetkeztében zavarhatta meg az ERa-medialt 6sztrogén valaszt és ez allhatott a nagy dozisu
E2-al szembeni tolerancia csokkenésében a mimikkel kezelt tenyészetekben. Ennek bizonyitasa

érdekében kisérleteinket a PI3K inhibitor hatasi AZD8835 jelenlétében is megismételtiik (36.

abra). Erdemes megjegyezni, hogy ezen molekula ovarium és mellrékos sejtvonalakon is képes
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volt a PI3K tutvonal és a sejtproliferacido megzavarasara (Hudson és mtsai, 2016; Wu és mtsai,
2020). Kisérleteink alkalmaval az AZD8835-vel valo kezelés a miR-30d-5p mimikhez hasonlé
mértékben csokkentette a PEO1 sejtek nagy dozist E2-al szemben mutatott érzékenységét (36.
abra). A GREB1 ¢s CA12 gének esetében ugyancsak az indukcié mértékének a csokkenése volt
tapasztalhatd, amely meger0siti, hogy a PI3K/Akt utvonal gatldsa megzavarhatja az ERa-
medialta osztrogén vélaszt (37. abra). Erdemes megemliteni tovabba, hogy az ATG2B és ATG12
gének indukélodasa szintén megfigyelhetd volt ezen tenyészetekben (37. &bra). Fontos
megjegyezni, hogy az AZD8835 6nalldan alkalmazva nem gyakorolt befolyast sem a miR-30d-

5p, sem a vizsgalt gének expresszidjara (Varga és mtsai, 2022, Kiegészitd Tablazat 2).
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38. abra. A nagy dozist E2 kezelés SOX4 gén expressziojara gyakorolt hatdsanak vizsgalata a
miR-30d-5p mimik (50 nM) jelenlétében. A SOX4 gén expresszidjanak a valtozasat Log.FC
értékekkel jellemeztiik. Az RNS izolalas az E2 kezeléseket 24 h és 48 h-val kovetden tortént.
A szignifikancia szintjének meghatarozasat a kezelt és a kezeletlen kontroll mintdk ACT
értékeinek Osszevetésével végeztiik. a: p <0,05; b: p <0,01; c: p <0,001.
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6.3.5. A miR-30d-5p mimikkel valo transzfektilas hatisinak vizsgdlata a tamoxifénnel

szemben mutatott érzékenység alakulasdara a PEO1L sejtvonalban

Kisérleteink végén megvizsgaltuk, hogy a miR-30d-5p mimik alkalmazasa hogyan
befolyasolja a PEO1 sejtvonal érzékenységét egy, a klinikumban alkalmazott terapias szerrel
szemben. Valasztasunk az anti-Osztrogén hatdsu tamoxifén molekulara esett, mivel (i)
eredményeink alapjan szoros interakcio all fenn a PI3K/Akt utvonal és az ERa-medialt
Osztrogén valasz kozott ovarium sejtekben, (ii) ezen Utvonalak egylittes gatlasa szinergista
modon hatott mellrakos sejtvonalakon, ezaltal egy igéretes terapias opcionak tekintheté (Chen
¢és mtsai, 2017; Vasan és mtsai, 2019), (iii) a tamoxifént alkalmazzak ER+ ovarium daganatok
ezért ezen kisérleteket 10 nM E2 jelenlétében végeztiik el. Eredményeink alapjan a tamoxifén,
a miR-30d-5p, valamint az AZD8835 egyarant gatolta a 10 nM E2 proliferativ, valamint a
GREB1 ¢s CA12 génekre kifejtett induktiv hatasat (39. dbra). Emellett a tamoxifén kezelés miR-
30d-5p mimikkel, vagy AZD8835-¢l valé kombinalasa markansabb inhibiciot fejtett ki az
¢letképességre (39. abra).
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39. abra. A miR-30d-5p mimik és az AZD8835 hatasanak vizsgalata a PEO1 sejtvonal
tamoxifén érzékenységére. Az életképesség mértékét, valamint a GREBL és a CA12 gének
expressziojat hataroztuk meg. A PEOI sejtvonalat E2 (10 nM) kezelésnek tettiik ki, amit
kiegészitettliink tamoxifen (Tam; 1 pM) és/vagy miR-30d-5p mimik (50 nM) és AZD8835 (100
nM) kezelésekkel. Az életképesség mértékében és a génexpresszioban megmutatkozo
valtozasok a kezeléseket 24 h és 48 h-val kovetben lettek meghatarozva. Az eredményeinket a
csak E2 kezelésen atesett sejtekhez viszonyitottuk. A génexpresszido valtozasat Log2FC
értékekkel jellemeztiik. a: p <0,05; b: p <0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001.
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7. Diszkusszio

7.1. Fiziologiailag relevans dozisu xenoosztrogén kezelések mRNS és miRNS

expressziora gyakorolt hatasanak 6sszehasonlitasa az E2 altal kivaltott hatasokkal

7.1.1. A mRNS expresszioban megfigyelheto valtozasok

Korabbi vizsgélataink alkalmaval a xenodsztrogénekkel torténd kezelések jelentds
fenotipusos valaszt indukaltak az ERa-val rendelkez6 PEO1 humén ovarium sejtvonalon
(Marton és mtsai, 2020). Ezen munka folytatasaként, a xeno0sztrogének emberi szervezetre
kifejtett €lettani hatdsanak pontosabb megismerése érdekében RNS szekvenalast végeztiink,
amely a mRNS molekuldk mellett a miRNS-ekre is kiterjedt. Eredményeink alapjan nemcsak
az E2, hanem a ZEA ¢és a BPA kezelések is jelentds, a génexpresszioban megmutatkozo
valtozasokat indukaltak az altalunk alkalmazott, PEO1 sejtvonal esetében. Ez alatamasztja,
hogy a korabban megfigyelt fenotipusos valtozasok mogott intenziv transzkriptomikai
folyamatok allnak. Eredményeink 6sszhangban vannak masok megfigyeléseivel, hiszen ezen
molekuldk intenziv, génexpresszidban megfigyelhetd valtozasokat indukaltak szamos
sejtvonalon (Kim és mtsai, 2021/a; Kowalska és mtsai, 2018; Lecomte és mtsai, 2019; Li és
mtsai, 2020; Li és mtsai, 2021/b; Li és mtsai, 2022; Parveen és mtsai, 2009; So és mtsai, 2014;
Zhang és mtsai, 2017/a). A ZEA mar alacsony koncentracioban (0,1-0,01 nM) is képes volt a
folyamatat eldsegité gének (VIM, ZEB1, ZEB2 és TGFf1) expresszidjat fokozni (Kowalska €s
mtsai, 2018). A ZEA tovabba az E2-hoz hasonlé médon, mar nM-os koncentracioban indukalt
tobb, Osztrogén valaszhoz kothetd gént (CXCL12, PgR, AREG, és GREB1) MCF-7 és T47D
emlorak sejtvonalakon (Kowalska és mtsai, 2018). Parveen és munkatarai (2009) MCF-7
sejtvonallal végezett kisérletei soran ZEA kezelés hatasara ugyancsak, a proliferacidhoz
kothetd gének (pl. Ras-fliggd gének, ULK1, RHOV) indukcidja, valamint az apoptozishoz
kothetd gének (PRKCD, IGFBP5) represszidja volt megfigyelheté (Lecomte és mtsai, 2019;
Parveen és mtsai, 2009). Petefészek granuloza sejtekkel végzett kisérletek azt mutattak, hogy
10 uM-30 uM-os koncentracioban a ZEA szignifikansan csokkentette az IFG-1 és emelte a
TGF-f, IER-3, és az EDN-1 gének expresszios szintjét (Zhang és mtsai, 2017/a). Emellett
primer uterus leiomyoma sejtvonalon a BPA kezelés hatasara szamos, a sejtciklushoz kdthetd
gén (XBP1, CDC6, CDKN2B, E2F1, MCM2-6), ill. a CCND1 proto-onkogén indukcidja volt
kothet6 (Li és mtsai, 2019/a; Li és mtsai, 2022). Y79 human retinoblasztoma sejtvonalban a 40

uM-os BPA kezelés hatasara megvaltozott expressziot mutattak az RNS szplicingban, ill. a
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nonszensz- mutaciok medialta lebomlasban résztvevé gének (MAGOHB, HNRNPD, FUS,
RBM3) (Kim és mtsai, 2021/a).

Erdekes megfigyelésiink tovabba, hogy a ZEA A4ltal kivéltott, transzkriptomban
megfigyelheté hatas mértéke az E2-hoz hasonlonak bizonyult, mind a hatasos do6zis, mind az
elmozdulast mutato gének szamat tekintve. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a ZEA az E2-hoz
hasonlo mértékli 0sztrogén valasz kivaltasara képes. Ezen megallapitasunk jé 6sszhangban van
azzal a kordbbi megfigyeléssel, hogy a ZEA képes az ERa-hoz kotddni, valamint erds
agonistanak bizonyult Ishikawa (human endometrium adenokarcinéma, ER+), HeLa (human
epitelialis méhnyakrak, ER-), é¢s HepG2 (human hepatocellularis) sejtvonalakon végzett ERE-
luc riporter assay-n alapul6 vizsgalatokban (Li és mtsai, 2012). Erdemes megemliteni tovabba,
hogy a 10 nM koncentracioban végzett E2 és ZEA kezelések szintén hasonld mértékii hatdst
fejtettek ki az Osztrogén hatasban kozremiikodo gének expressziojara MCF-7 sejtvonalon
végzett kisérletek alkalmdval (Parveen és mtsai, 2009). A BPA azonban a ZEA és az E2
molekuldkhoz viszonyitva kisebb mértékii hatas kifejtésére volt képes. Ez nemcsak a
hatasosnak bizonyult magasabb dézisban, de a valtozott expressziot mutatd gének szamaban is
megfigyelhetd volt. Ezen eredményiink szintén jo Osszhangban van korabbi tanulmanyok
eredményeivel. Az Ishikawa sejtvonalnal az 1 nM E2-lal megegyezé mértékii ERa
aktivaciohoz, 10 nM ZEA és 100 nM BPA kezelések voltak sziikségesek (Li és mtsai, 2012).
MCF-7 és T47D sejtvonalon 1 nM E2 proliferativ hatasaval ekvivalens hatas kifejtéséhez 100
nM BPA kezelés volt sziikséges (Li és mtsai, 2020). Human endometrium, ECC-1 sejtvonalban
raadasul az E2 kezelésre megvaltozatott expresszidji gének csupan 6 %-ban mutattak atfedést
a BPA kezelésnél kapott eredményekkel (Gertz és mtsai, 2012; Li és mtsai, 2020). Ez
magyarazhatd azzal a ténnyel, hogy a BPA az E2-nal mintegy 1000-2000-szer gyengébb
affinitdssal képes kotédni az ERa-hoz, ezért a BPA-t egy gyenge Osztrogén hatast

molekulaként tartjak szamon (Acconcia és mtsai, 2015; Li és mtsai, 2012).

7.1.2. A mRNS expresszioban megfigyelheté valtozasok alapjan érintett biolégiai
folyamatok

Ahhoz, hogy teljesebb képet kapjunk a kezelések hatasara megfigyelhetd patofizioldgiai
valtozasokrol, a feltehetdleg biologiailag relevans elmozduldst mutatd gének esetében
funkcionalis géndusulasi analizist végeztiink. Tobb, az Osztrogének hatdsmechanizmusaval
Osszefiiggésbe hozhatd, a sejtproliferaciohoz kothetd titvonalban kdzremitk6dd gén is dasulést

mutatott (pl. CCND1, MYC, GREB1). Ezen eredmények alapjan az E2, ZEA és BPA kezelések

crcr
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a korabban kapott eredményeinkkel (Marton és mtsai, 2020). Erdemes megemliteni tovabba,
hogy a ZEA ¢és a BPA képes volt neuroblasztoma- (SK-N-SH), vastagbél- (HCT116, SW480,
HT29), petefészek- (OVCAR-3), prosztata- (PC3, WPMY-1, HPrF) és mellrakos (MCF-7,
2021; Jun és mtsai, 2021; Kowalska és mtsai, 2018; Lecomte és mtsai, 2019; Lo és mtsai, 2021;
Sang és mtsai, 2021; Wang ¢s mtsai, 2022; Zheng és mtsai, 2018). Emellett ezen molekuldknak
valo kitettség indukciot valtott ki szdmos, az RNS metabolizmushoz kdothetd gén
expresszidjaban (pl. LTV1, RCL1, RRP9). Ezek koziil tobbnek a funkcidja a nem koédoldo RNS-
ek metabolizmusahoz kéthet6, melyek a miRNS-¢k szintézisét is segithetik. Azonban a legtobb
a rRNS-ek képzddéséhez kapcsolodik, amely fokozott riboszomalis aktivitasra utal ezen
koriilmények kozott. A riboszoma szintézis fokozodasat MCF-7 és T47D mellrakos sejtek
Osztrogén kezelését kovetden is megfigyelték (Ray és mtsai, 2013). Ez feltehetdleg a fokozott
proliferacidt hivatott szolgalni a sejt fehérje szintetizald kapacitdsanak emelésén keresztiil,
amely kulcsfontossagu a tumorképzddés soran (Pelletier és mtsai, 2018). Dusuldst mutattak az
aminosav transzporthoz kotheté gének is (pl. SLC7A5, SLC7A2, SLC6AL5), amelyek a
monomerek Dbiztositdsaval ugyancsak a fokozott fehérjeszintézist segithetik. Erdemes
megemliteni, hogy a riboszoéma biogenezis gatldsat és az aminosav transzport folyamatok
blokkoléasat igéretes terapids stratégiaként tartjdk szamon a rakos megbetegedésben, ami
mtsai, 2013; Saito és Soga, 2021). A BMH-21, CX-5461, CX-3543 ¢és a camptothecin mind
igéretes, riboszdma biogenezist célzd terapids szerek, melyek koziil az utdbbi jelenleg a 3-as
klinikai fazisban jar a sarcoma kezelésében (Jiao €s mtsai, 2023). Emellett az SLC7AS,
aminosav transzport inhibitorok (BCH, JPH203) az ER-pozitiv mellrak, az NSCLC, a
petefészekrak, az endometrioid karcindma, a hepatocellularis karcinoma, ill. a glioma
kezelésében is jo sikerrel alkalmazhatoak (Saito és Soga, 2021). Az SLC7A11 inhibitorok koziil
a SASP emld-, vastag- és végbelrak, NSCLC, hepatocellularis karcindbma és limfoma; az
Erastine pedig prosztata-, és hasnyalmirigy daganat kezelésében alkalmazhatdak (Saito és
Soga, 2021).

Kisérleteink sordn az Osztrogénekkel valod kezelés hatisara a keratinizacio (pl. KRT4,
KRTAP2-3, TGM1), az extracellularis matrix organizaci6 (pl. MFAP2, ITGB6, LOXL2) és a
tight-junction kapcsolatok kialakitasaért (pl. CLDN8, NECTIN4) felelds folyamatokban
résztvevo gének represszalddtak. Mindez a migracio, ezen keresztiil pedig a metasztazis képzés
folyamatdnak kedvezhet. A keratinok a citoszkeletont kialakité intermedier filmentumokat

felépitd (1-es és 2-es tipusu keratin monomerekbdl felépiil6 heteropolimer) fehérjék. Fontosak
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az epitelialis hamsejtek organizacidjaban, ill. a sejtek integritasanak, motilitisanak, valamint
apikalis-bazalis polarizacidjanak meghatarozasaban is kozremiikodnek. A kiillonbozo epitelialis
daganatokra egyedi keratin Osszetétel jellemzd, ami diagnosztikus szereppel bir (Karantza,
2011). Sejten beliili szintjilk csokkenése kedvez az tin. EMT-nek, ami altal a sejt invazios
képességre tesz szert és képes metasztazisok kialakitdsara (Karantza, 2011; Kim és mitsai,
2015). A tumorsejtek terjedését ugyancsak tamogatja az extracellularis matrix atrendezdédése,
valamint a sejtek kozotti szoros kapcsolatok kialakitasaért felelds tight junction kapcsolatok
elvesztése (Tzanakakis €s mtsai, 2018). Kisérleteink sordn a claudin fehérjéket (amelyek a tight
junction kialakitasaban részt vevo transzmembran fehérjék) kodolo gének (pl. CLND4, CLNDS,
CLND9) represszalodtak. Erdemes megemliteni, hogy a claudin-3 (CLND3) és claudin-4
(CLND4) normal ovarium sejtek felszinén nem expresszalddik, azonban a petefészek daganatos
sejteken nagy mennyiségben megtalalhatd. Ezek a claudin-ok novelik a sejtek invazios
képességét és mozgékonysagat az MMP-2 (matrix metallopeptidaz-2) aktivalasan keresztiil
(Kyuno és mtsai, 2021). Ezen megfigyelésekkel 6sszhangban korabbi vizsgalataink alkalméval
az E2, ZEA és BPA kezelések hatdsara a sejtek migracios képességének fokozodasat, valamint

az E-cadherin-t kodold gén represszalodasat figyeltilk meg (Marton és mtsai, 2020).

7.1.3. Az azonositott gének expressziojanak monitorozasaban rejlé diagnosztikai
lehetoségek

Vizsgalataink alkalméval sikeriilt azonositanunk 83 gént, amelyek mind a 3 kezelés hatasara
— koztiik a gyengébb Osztrogén hatassal rendelkezd BPA hatasara is - elmozdulast mutattak.
Feltételezhetéen ezen gének kiemelkedd szereppel rendelkezhetnek az ovarium sejtek
Osztrogén valaszaban. Ezen gének koziil tobb, szintén elmozduldst mutatott Gsztrogén
kezelések alkalmaval, mas sejtvonalakkal végzett kisérletekben. Mellrakos MCF-7 és T-47D
sejtvonalakban ugyancsak megfigyelték a DEPTOR expresszojanak a fokozodasat (MCF-7)
(Cuesta és mtsai, 2019) és a BLNK expresszidjanak csokkenését (MCF-7) (Casa és mtsai, 2012)
Osztrogén kezelések hatasara. Ezenkiviil a BeWo placenta sejtvonalban az E2 hatasara az AGT
megvaltozott expressziot mutatott (Wang és mtsai, 2013). Ischikawa endometrium
adenokarcinoma sejtvonalban az E2 gatolta az apoptozist a MYC gén upregulalasan keresztiil
(Gao és mtsai, 2019). A CA12 gén expresszidja magasabbnak bizonyult ER+ mellrakos
sejtvonalakban (T-47D, MCF-7), mint ER- sejtvonalak esetében (Franke és mtsai, 2020).
Ugyanakkor a CDCA7 emelkedett szintje a triplanegativ melldaganatok esetében volt
megfigyelhetd, és rossz prognozissal tarsult (Ye és mtsai, 2018). Tamoxifén kezelés

hatékonysagaval forditottan aranyosnak bizonyult a PDGFR expresszid, ugyanis ezen gén
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gatlasaval, valamint tamoxifén alkalmazasa mellett javultak a mellrakos betegek tulélési esélyei
(Kim ¢és mtsai, 2021/b). Emellett szamos gén expresszidjaban bekovetkezd valtozas
Osszefiiggésbe hozhatd a tamoxifén rezisztenciaval. A DHRS2 (Men és mtsai, 2017), az EGR1
(Shajahan-Haq és mtsai, 2017), ill. az NPY1R (Men és mtsai, 2017) gének expresszidja
csokkent, mig az AFF3 (Shi és mtsai, 2018; Liang és mtsai, 2022/a) és a PUS7 gének (Cheng
¢s mtsai, 2020) expresszios szintje emelkedett a tamoxifén rezisztenciat mutatd6 MCF-7
sejtvonalban. Ezenkiviil BPA kezelés hatasara az SLC7A2 (Bockers és mtsai, 2020/b), ill. az
NCR3LG1 (Bockers és mtsai, 2020/a) gének expresszioja eltérést mutatott az MCF-7
sejvonalban. BPA kezelés hatasara a CBLN1 gén expresszidja szintén megvaltozott BeWo
placenta sejtvonalban (de Aguiar Greca és mtsai, 2020). Ischikawa endometrium
adenokarcinoma sejtvonalban a BPA csokkentette a sejtproliferaciot az OLFM1 gén
indukcidjan keresztiil (Gao és mtsai, 2019). Zahra és munkatarsai (2021) 6sszefiiggést mutattak
ki a petefészeksejtek BPA expozicidja, valamint az RRS1 és KRT4 gének expresszidja kozott.
Az eredményeinkkel Osszhangban a ZEA kezelés hatdsara ugyancsak valtozott expressziot
mutatott MCF-7 sejtvonalban a CDKN1C (Yip és mtsai, 2017), prosztata sejtvonalban a
HMOX1 (Kowalska és mtsai, 2020), IPEC-1 sertés bélhamsejtvonalban a BMP4 ¢és az RGS16
(Taranu és mtsai, 2015). Heneweer és munkatarsai (2007) patkanyokon végzett kisérletei soran
a GJB2 expresszioja ugyancsak reagalt a ZEA kezelésre, sertés petefészek granuldza sejtekben

pedig a ZEA kezelés csokkentette a BDNF kifejezddését (Zhang és mtsai, 2017).

Az 6sztrogének hatasara indukalodo, ovarium sejtek Osztrogén valaszaban kulcsfontossagi
gének azonositasa felveti azok, Osztrogén szenzitiv tumorok diagnosztikdjaban vald
felhasznalasanak lehetdségét. Ez jelenleg a klinikumban az ER expresszid monitorozasan
keresztiil valosul meg, €s pozitivitas esetén javasolt az endokrin terapia alkalmazasa. Azonban
a kezelés sikere nagyban fligg a tumor valds 6sztrogén érzékenységétdl, amirdl csupan az ER
expresszié monitorozasa nem ad pontos informaciot (Makhlouf és mtsai, 2024). Ennek oka,
hogy a tumorsejtek ER expresszidjanak mértéke nem minden esetben mutat egyenes
aranyossagot azok Osztrogén érzékenységével az ER mutacidk esetleges megléte miatt
(Langdon és mtsai. 2017). Rdadéasul az ovarium tumorokra nagyban jellemz6 a heterogentias,
ami az ER expresszio tekintetében is megfigyelheté (Makhlouf és mtsai, 2024). Az ER-pozitiv,
endokrin terapiara rezisztens, attét képzé emlddaganatok 36 %-ban szomatikus ESR1
génmutacio fedezhetd fel. Az ERa-t kodolé ESR1 gén Y537N pozicidjaban elszenvedett
mutacioja a receptor LBD-nek a konformacid valtozasat okozza, ami fokozza az ER ligand

fiiggetlen aktivalodasat. Ilyen esetekben a hatdstalan endokrin terapia alkalmazasa rontja a
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beteg gydgyulasi esélyeit és tovabbi metasztazisok kialakulasanak kedvezhet (Herzog és mtsai,
2022). Ezért az Osztrogén érzékenység meghatirozasdban segitséget nyljthat néhany, az
Osztrogén valaszban kulcsfontossagli gén expressziojanak a monitorozasa is. Mellrdk esetén
mar rendelkezésre all szdmos ilyen panel (Nishi és mtsai, 2022). Az, hogy az altalunk
azonositott gének koziil tobb magasabb expressziot mutatott ER pozitiv tumorokban megerdsiti
ezen gének alkalmazasanak lehet6ségét a diagnosztikaban. Emlédaganatban a GREB1 (Cheng
¢és mtsai, 2018), a CA12 (Franke és mtsai, 2020; Li és mtsai, 2019/b), az OLFM1 (Piryaei és
mtsai, 2022), a DHRS2 (Wang és mtsai, 2017), az SLC7A2 (Bockers és mtsai, 2020/b), az
RBBP8 (Chow ¢és mtsai, 2018), az SLC7AS5 (Alfarsi és mtsai, 2020; Hisada és mtsai, 2022), a
PLAT (Thakkar és mtsai, 2015), az AFF3 (Liang és mtsai, 2022/a), ill. a CDCA7 (Ye és mtsai,
2018) gének expresszidja mutatott dsszefiiggést az ER jelenlétével. Endometrium daganatban
a CDCA7 (Zhang ¢és mtsai, 2020), ER pozitiv ovarium tumorokban pedig a GREB1
(Hodgkinson és mtsai, 2018), RRS1 (Zahra és mtsai, 2021), a KRT4 (Zahra és mtsai, 2021), a
CA12 (Franke és mtsai, 2020), a DHRS2 (Wang és mtsai, 2017), ill. a PLAT (Thakkar és mtsai,
2010) gének mutattak magasabb expressziot. Az RBBP8 (Chow és mtsai, 2018), az SLC7A5
(Alfarsi és mtsai, 2020), az AFF3 (Shi és mtsai, 2018), és a PDGFRL (Kim és mtsai, 2021/b)
gének pedig az endokrin terapia sikerét voltak képesek elére jelezni. Erdemes kiemelni, hogy a
GREBL1 az ER expresszio és az endokrin terdpia sikerességének megitélésében is alkalmazhato

marker génnek bizonyult melldaganat esetében (Wu és mtsai, 2018).

Ezenkiviil sikertilt tovabbi 130 és 13 gént azonositanunk, amelyek csak a ZEA vagy a BPA
kezelések hatdsara mutattak valtozott expressziot. Ezen gének igéretes jeldltek lehetnek a ZEA
¢s/vagy a BPA kitettség mértékének megallapitasat célzo diagnosztikai tesztek kidolgozasakor.
Az eredményeinkkel Osszhangban a ZEA kezelés hatdsara ugyancsak valtozott expressziot
mutatott MCF-7 sejtvonalban a CDKN1C (Yip és mtsai, 2017), prosztata sejtvonalban a
HMOX1 (Kowalska és mtsai, 2020), IPEC-1 sertés bélhamsejtvonalban a BMP4 és az RGS16
(Taranu és mtsai, 2015). Heneweer és munkatarsai (2007) patkanyokon végzett kisérletei soran
a GJB2 expresszidja ugyancsak reagalt a ZEA kezelésre, sertés petefészek granuloza sejtek
esetén pedig a ZEA kezelés csokkentette a BDNF kifejez6dését (Zhang és mtsai, 2017/a). A
BPA kezelések hatasara valtozd expresszidt mutatd gének koziil az NNAT-t azonositottak
korabban (Wang és mtsai, 2020). Fontos azonban kiemelni, hogy az altalunk azonositott gének

diagnosztikai hatékonysaganak megitélés¢hez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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7.1.4. A miRNS expresszioban megfigyelhet6é valtozasok és az érintett itvonalak

Munkéank masodik szakaszaban miRNS szekvenalds segitségével olyan miRNS-eket
azonositottunk, amelyek feltehetleg kozremiikodnek az O0sztrogének altal kivaltott hatasok
koordinalasaban. A valtozott elmozduldst mutatd6 miRNS-ek esetében végzett haldzat analizis,
valamint funkcionalis géndusulasi analizis alapjan ezen miRNS-ek altal szabalyozott target
gének tobb, a sejtproliferacidhoz, ill. migracidhoz kothetd folyamat szabalyozasaban is
kozremitkodhetnek. Ezaltal pedig szamos raktipus kialakulasahoz is kothetdek. Erdemes
megemliteni, hogy az E2, ZEA ¢és BPA molekuldk miRNS expressziora gyakorolt hatdsat
korabban mar masok is leirtak az MCF-7 sejtvonalban, ahol 10 uM BPA a miR-320-c, ill. MCF-
7 és Ishikawa endometrium sejtvonalakban a miR-30d upregulécidjat indukalta (Klinge, 2015).
Vemhes patkdnyok BPA-val kontamindlt vizzel vald itatdsat kovetden az utddok
szivizomzatanak fibrozisat figyelték meg, ill. a miR-30a-5p expreszidjanak emelkedését is
leirtak, aminek a szivizomgyulladasban lehet szerepe (Rasdi és mtsai, 2020). Majom TB
placenta sejtvonal és egér placenta sejtekben szintén szamos miRNS expresszidjara volt
hatassal a BPA (Mao és mtsai, 2021; Rosenfeld, 2021). Jelen eredményeinkkel 6sszhangban a
daganatképzésben, apoptdzisban ¢és oxidativ stresszben részt vevd jelatviteli utvonal
modosulésat irtak le (Wang és mtasi, 2019/a). Az E2 éltali kezelés hatasara elmozdulast mutatd
MiRNS-ek, és target génjeik altal kialakult hal6zat nagyobbnak adddott, mint a ZEA, vagy a
BPA esetében elmozdulast mutatd6 miRNS-ek esetében. Ez azonban feltehetdleg az utobbi
MIiRNS-ek esetében rendelkezésre allo kevesebb informacio kdvetkezménye lehet, igy erre
vonatkoz6an nem bocsatkozunk messzemend kovetkeztetések levonasaba. Inkéabb felhivjuk a
figyelmet a hasonl6 tanulményok sziikségességére, ill. ezen miRNS-ek részletes funkcionalis
vizsgalatanak fontossagara.

A miRNS szekvenalas eredményeit felhasznalva kivalasztottunk 6 miRNS-t, amelyek
expressziojat qPCR-el is megvizsgaltuk. Sikeriilt megerdsiteniink a let-7a-2-3p, miR-501-5p,
miR-26a-2-3p és a miR-197-5p, E2 kezelés hatasara, valamint a miR-197-5p és a miR-501-5p,
ZEA kezelés hatdsara megfigyelhetd csokkend expressziojat. Azonban a qPCR-es
eredményeink alapjan az E2 kezelés hatasara a miR-582-3p expresszidja csokkent, a miRNS
szekvenalas soran kapott eredményeinkkel ellentétben, ahol ezen miRNS expresszidjanak
emelkedését figyeltiik meg. Mivel a qPCR a miRNS expresszié megbizhatobb kvantifikacios
modszerének tekinthetd, ezért az egyes miRNS-ek expresszidjanak értelmezésekor ezen
modszer eredményeit vettiik alapul. A let-7a-2-3p, a miR-501-5p, a miR-26a-2-3p és a miR-

197-5p daganatok kialakuldsaban betdltott szerepét mas sejtvonalak esetén is megerdsitették
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(Fan és mtsai, 2016; Gao és mtsai, 2020; Jain és mtsai, 2019; Mi és mtsai, 2019). A let-7a egy
ismert tumorszupresszor, amelynek downregulacigja a MAGE-A1 mRNS targetjén keresztiil
kedvezett a mellrakos sejtek proliferacios, migracios €s invazios képességének (Mi és mtsai,
2019). A miR-26a ugyanezen folyamatok szabalyozasaban vald szerepét irtak le ovarium
daganatos sejtekben a TCF12 targetalasan keresztiil (Gao és mtsai, 2019). A miR-197-5p
expresszios csOkkenése pedig a sejtosztodast segitd faktor, a KIAAOIO1 expresszidjat segiti,
ami a sejtoregedés gatlasat és a sarcoma képzodést idézte el human fibrosarcoma (HT1080)
¢s human embrionalis vese (HEK-293) sejtvonalakon (Jain és mtsai, 2019). A let-7a-2-3p, a
miR-26a-2-3p és a miR-197-5p szintjének csokkenése kedvezett a daganatok kialakulasanak,
ezzel szemben Fan és munkatarsai (2016) ezzel ellentétes megfigyelést tettek a miR-501-5p
esetében. Ok ugyanis azt talaltak, hogy a miR-501-5p a Wnt/B-katenin szignal Gtvonal
aktivalasaval eldsegiti a gyomor daganatos sejtek Ossejt iranyu atalakulasat. A miR-501-5p
upregulédcioja a gyomorrakos betegekben negativ prognozissal tarsult (Fan és mtsai, 2016).
Ezenkivil MCF-7 emlédaganatos sejtekben szintén leirtdk a let-7a, és a miR-26a
expresszidjanak csokkenését E2 kezelését kovetden (Klinge, 2015). A let-7a targetje az ERa36
alegysége. Amennyiben a let-7a expresszidja csokken az ERa36-on keresztiil nem-genomialis
Osztrogén jelatviteli itvonalak aktivalodhatnak, amelyek dsszefiiggésbe hozhatdak a tamoxifen
kezeléssel szemben kialakuld rezisztenciaval (Klinge, 2015). Ezenfeliil a miR-582-3p, E2
kezelés hatdsara megfigyelhetd expresszidos csokkenése szintén mérhetd volt ZR-75-1
mellrakos sejtvonalon (Klinge, 2015). A miR-582-3p alacsony expresszids szintje a
PI3BK/Akt/mTOR ttvonal aktivalasat okozza, ami a sejtproliferaci6 ¢és a migracid
fokozodasahoz, végsdsoron pedig kedvezdtlen kimenetelhez tarsul petefészekrakos esetekben.
Ugyanakkor a miR-582-3p transzfekcioja A2780 és SKOV3 petefészekrak sejtvonalaknal
csokkentette a sejtproliferacio, valamint a migracio mértékét (Dai és mtsai, 2021).
Feltételezésiink szerint ezen miRNS-ek szintjének valtozadsa hozzédjarulhatott az Osztrogén

kezelések proliferacios és migracios képességre gyakorolt hatasanak fokozasahoz.

7.2. Magas dozist xenoosztrogén és E2 kezelések ovarium sejtekre gyakorolt hatasanak

vizsgalata

7.2.1. Nagy dozisu E2 ovarium sejtekre gyakorolt hatisa

Az 6sztrogének kétarcti molekuldknak tekinthetdek, ugyanis dozisfiiggd modon képesek a

crer

fokozza a sejtproliferaciot, addig a magasabb, mikromoléris mennyiségek mar gatoljak azt, és
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sejthalalt idéznek eld6. Az ER-ok mindkét folyamat szabalyozdsaban meghatarozo szereppel
rendelkeznek (Hewitt és Korach, 2018; Jordan, 2015). Az ERa szerepe a sejthalal kivaltasaban
mellrdkos sejtek esetében egy jol ismert folyamat. Egyrészt az 6sztrogén kezelések hatasara
endoplazmatikus stressz alakul ki, amely a hibasan feltekeredett fehérjék sejten beliili
felhalmozodasahoz vezet. Ez az endoplazmatikus retikulum stressz (UPR =unfolded protein
response) kismértékii indukalasat idézi eld, melynek a fenntartdsdban az ERa is kozremiikodik
¢s segiti a sejtet a proliferacios kapacitas fenntartasaban. Azonban, ha ezt a folyamatot gatoljuk,
(pl. BHPI-vel, 3,3-bis(4-hydroxyphenyl)-7-methyl-1,3-dihydro-2H-indol-2-one), akkor az az
UPR massziv indukalasahoz vezet, ezzel sejthalalt idézve el6. A BHPI ugyanis hiperaktivalja a
PLCy-t, ami a PIP2-t DAF-ra és IP3-ra bontja. Az IP3 hatasara kinyilnak az endoplazmatikus
retikulum IP3R kalcium csatorndi, ami az endoplazmatikus retikulum kalcium raktdrainak
fehérjékrdl, amelyek az UPR harom aganak aktivalodasaért felelés molekuldk. A PERK ag
aktivalodasa kovetkeztében foszforilalodik az elF2a, ami a protein szintézis gyors blokkolasat
okozza (Andruksa és mtsai, 2015/a; Andruska és mtsai, 2015/b; Krebs és mtsai, 2015). A
nagymértékli endoplazmatikus stressz az apoptdzis intrinzik folyamatanak indukalédasahoz
vezet. Az E2 szelektiven indukalja a pro-apoptotikus BCL2 csalad tagjait, a BAX-ot és a BIM-
et, valamint a CASP4 kaszpazt. A BAX az ERN1-hez kotddve aktivalja annak endoplazmatikus
retikulum transzmembran kinaz és endoribonukleaz aktivitasat, ami az UPR aktivalodasahoz
vezet. A BAX, BIM és CASP4 fontossdgat az endoplazmatikus retikulum stressz altali
apoptozis elinditasaban az is jelzi, hogy ezen fehérjéket kodolo mRNS-ek siRNS-ekkel valo
gatlasa az E2 indukalta apoptozis elmaradasat valtotta ki (Jordan, 2015). Ezenkiviil az E2
hatasara elindul6 apoptozis ER-fliggetlen tvonalait is azonositottdk, amely a foszfodiészteraz
3A és az SLFN12 fehérjéhez kothetd. Ilyen esetekben az E2 kozvetleniil képes hozzakotddni a
foszfodiészteraz 3A-hoz, ami ezutan megkdti és stabilizalja az SLFN12-t. A megemelkedett
mennyiségli SLFN12 a riboszomékhoz kotddve meggatolja az SRP-k (szignal felismerd
részecskék) bekotddeését, igy gatolva az endoplazmatikus retikulumokon folyé folyamatos
fehérje transzlaciot. Ez a Bcl-2 és Mcl-1 fehérjék szintjének csokkenéséhez vezet, ami
apoptozist valt ki (Li és mtsai, 2019/a).

Az ER-okkal rendelkez6 sejtek patofiziologiai jellemzdinek pontosabb megértése, valamint
a potencialis klinikai alkalmazés lehetdsége miatt megvizsgaltuk, hogyan reagalnak az altalunk
alkalmazott, PEO1 és A2780 ovarium sejtvonalak a nagy dézist Osztrogén kezelésre. Nem
meglepd modédon, a magas, pM-os koncentracidban alkalmazott kezelések blokkoltak a

proliferaciot és sejthalalt valtottak ki, amelyben feltehetdleg az apoptdzis mellett az autofagia
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is kozremiikodhetett. Az autofagia valdsziniisithetéen markansabb szerepet kaphatott az A2780
sejtvonalban, kiilondsen a BAG3 indukcidjan keresztiil. A BAG3 fehérje hozzakotddik a
hibasan feltekeredett fehérjékhez, ami fokozza az autofagia folyamatat a lizoszomakban, igy
segit fenntartani a sejthomeosztazist a sejtet ért stressz okan kialakuld6 UPR ¢és sejtsériilések
ellenére (Brenner és mtsai, 2023). Meg kell emliteni azonban, hogy a PEOI1 sejtvonal
rendelkezik egy mutacidoval a TP53 génben, igy ugyan ezen gén dozisfiiggd indukcidjat
figyeltiik meg a nagydozisu E2 kezelés hatasara, csupan 6vatos kovetkeztetéseket vonhatunk le
a TP53- medialt apoptozist illetden ezen sejtvonal esetében (Cooke €s mtsai, 2010). Emellett a
PEOI1 sejtvonalban az E2 még magas dozisban is képes volt az ERa-medialt 6sztrogén valasz
elinditasara, a GREB1 és CAl12 gének megfigyelt indukcidja alapjan. Vizsgalataink talan
legérdekesebb megfigyelése, hogy az ERa-altal medialt 0sztrogén vélasz jelenléte nagyban
befolyasolta a sejtek, nagy dozisu dsztrogén kezeléssel szemben mutatott toleranciajat. Annak
hianya, akar az ERo hianyabol adodoan — mint az A2780 sejtvonalban -, vagy blokkolasa esetén
— a PEOI1 sejtvonal esetében az MPP kezelések alkalmaval — a sejtek proliferacios
képességének és tolerancidjanak a szignifikans mértékii csokkenését okozta, mar 1-10 uM E2
kezelés hatasara. Ezen tolerancia szint jO Osszhangban van a mas sejtvonalak esetén
tapasztaltakkal (Li és mtsai, 2019/a; Wright és mtsai, 2003; Wright és mtsai, 2005). Majom
petefészek epitélium sejteknél nagy dozisu (1-3 uM) E2 kezelés a DNS szintézis blokkolésat,
valamint a sejtproliferacio gatlasat vonta maga utan (Wright és mtsai, 2003; Wright ¢s mtsai,
2005). Emellett az E2 dozisfiggd moédon mar 1,2 uM, 2,5 uM, 5 uM és 10 pM-0s
koncentraciokban a HeLa sejtek életképességének a csokkenését, valamint az SLFN12 fehérje
altal medialt apoptozist valtott ki (Li és mtsai, 2019/a). Ezzel szemben az ERa-t expresszalo
PEOL sejtvonal jol toleralta ezen dozisokat, ami azzal lehet Gsszefiiggésben, hogy még 10 uM
E2 kezelés is képes volt az ERa-medialt 6sztrogén valasz kivaltasara, ami hozzajarulhatott a
proliferacio fenntartasahoz ezen koriilmények kozott. Erdemes megemliteni, hogy egy érésben
2000). Ennélfogva tehat a petefészek felszini hamja -ami kifejezi az ERa-t — fizioldgidsan is ki
van téve az ekkora dozisu E2 hatdsdnak. Mindemellett azt is érdemes kiemelni, hogy az ERa-
medialt jelatviteli Gtvonalak fontosnak bizonyultak az apoptotikus folyamatok gatlasaban az
endometrium sztroma sejteiben €s a neuronokban. Tovabba azt is megfigyelték, hogy az MCF7
sejteknél az ERa kilitése nagyfoka autofagiat és sejtpusztuldst valtott ki. Ugyanis az ERa
kititése megnovekedett ROS szintet, valamint az UPR gatlasat okozta, ami csokkentette a sejtek

stressztiird képességét (Cook és mtsai, 2014).
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7.2.2. Nagy doézisu xenoosztrogén kezelések ovarium sejtekre gyakorolt hatasa

Korabbi munkank folytatasaként megvizsgaltuk a nagy dozisa ZEA és BPA kezelések,
ovarium sejtek fenotipusara gyakorolt hatdsat is. Az alacsony do6zist Osztrogén kezeléseknél
kapott eredményeinkhez hasonléan a ZEA altal kifejtett hatas itt is nagyban hasonlitott az E2
esetében tapasztalthoz, mind az alkalmazott doézisok, mind a fenotipus tekintetében.
Eredményeink jo 6sszhangban vannak kordbbi vizsgalatok eredményeivel, ahol a ZEA nagy
dozisban szintén toxikusnak bizonyult szamos human és allati sejtvonal esetén (Cai és mtsai,
2019; Fu és mtsai, 2019; Kowalska és mtsai, 2020; Zheng és mtsai, 2018; Zhu és mtsai, 2021).
Csirke granuloza sejtekben a PI3K/Akt/mTOR ¢és a MAPK utvonalakon keresztiil a sejtek
apoptdzisat €s autofagiajat indukalta az 1-80 uM-os ZEA kezelés alkalmazasa (Zhu és mtsai,
2021). 30 uM ZEA a PCa prosztata sejtvonalban oxidativ stressz indukalta DNS kéarosodast és
a sejtciklus blokkolasat idézte eld (Kowalska és mtsai, 2020). A nagyddzisi ZEA apoptdzist
indukalt tovabba a MAT-C szarvasmarha eml6 epitelialis sejtvonalban (30 uM ZEA) az
endoplazmatikus retikulum stressz indukaldsa, valamint patkany Sertoli sejtekben (5, 10, 20
umol/l ZEA) a Fas-Fas ligand mitokondrialis utvonal aktivalasan keresztiil (Cai és mtsai, 2019;
Fu és mtsai, 2019). BEAS-2B epitelialis tiidé sejtvonalon pedig 40 uM ZEA alkalmazasa
mellett intenziv oxidativ stressz, a sejtosztddas gatldsa, valamint apoptozis és gyulladasi
folyamatok voltak megfigyelhetéek (So és mtsai, 2014). A BPA kezelések munkank soran
ugyancsak sejthalalt idéztek eld, ami szintén jo 6sszhangban van masok eredményeivel (Priego
¢s mtsai, 2021; Reventun és mtsai, 2020; Wang és mtsai, 2021/b; Xie és mtsai, 2016). Egér
aorta endotél sejtvonalon (MAEC) 100 uM BPA hatasara apoptozis volt megfigyelhetd, 40 uM
mellett pedig a szivizomsejtek gyulladasa és hipertrofidja jelentkezett (Reventun és mtsai,
2020). Ugyanakkor a BPA 50 uM-os koncentracidoban alkalmazva a pozitiv kontrollként
hasznalt rapamicinnel azonos mértékben volt képes autofagiat indukalni human HK2 vese
epitelialis sejtekben (Priego és mtsai, 2021). Emellett a BPA-t 0,125-4 uM koncentracidoban
alkalmazva csokkentette a RAW264.7 egér leukémia makrofag sejtvonalban a PI3K és az Akt
fehérjék mennyiségét, ami kedvezett az autofagianak (Wang és mtsai, 2020). Erdemes tovabba
megemliteni, hogy kisérleteink soran a ZEA sejthalalt indukalé mértéke az E2-hoz hasonloan
alakult, ezzel szemben a BPA-t jobban toleraltak a sejtek. A BPA tehat gyengébb 6sztrogénnek
tekinthetd nemcsak a sejtproliferacio, de a sejthalal indukaldsa tekintetében is (Sengupta és
mtsai, 2013).

A kisérleteink soran az alkalmazott, PEO1 ¢és A2780 sejtvonalak kozott megfigyelhetd
érzékenységbeli kiillonbségek a ZEA és BPA kezelések esetén is megmutatkoztak, ami szintén

az ERa medialt 6sztrogén valasszal allhat 0sszefiiggésben. Ezek alapjan az ERa jelenlétében
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megvaldsuld Osztrogén valasz, ezen molekuldk hatdsara is képes volt kifejteni a
sejtproliferaciora gyakorolt serkentd hatasat, amely meghatarozta a sejtek tolerancijat.
Erdemes megjegyezni, hogy ugyan az emberek ZEA és BPA kitettsége inkabb nM-os dozisban
jellemz0, extrém esetekben, magasabb dozisokban is el6fordulhat, pl. nagy mennyiségii
muanyag hulladék kozelében, vagy mikotoxinok termelddésének kiilondsen kedvezd éghajlati
koriilmények kozott €élok esetében. Kiilondsen nagy lehet a haszondllatok kitettsége, a
mikotoxinokkal nagymértékben szennyezett takarmany elfogyasztasa utan. Becslések szerint
Magyarorszagon a raktarozott kukorica minden kilogrammjara tébb, mint 10.000 ug ZEA
szennyezO0dés jut (Rai és mtsai, 2020). A Németorszagban kaphato kukoricabol késziilt
készitmények 370-1362 ng/kg, a sorfozés alapanyagaul szolgdlod arpamalata 1,41-42,4 pg/kg
ZEA-t tartalmazott a mérések soran. Az allatok takarmanyozasara szant terményekben még
ennél is magasabb értékek voltak jellemzdek. A szarvasmarhdknak szant takarméany 1200-3060
ng/kg (Argentina), a sertés eledel 50 pg/kg (Spanyolorszag), ill. a baromfi tap 62 pg/kg (Kina)
kontaminalo ZEA-t tartalmazott (Mahato és mtsai, 2021).

7.3. A miR-30 csalad jelentéségének vizsgalata az ovarium sejtek osztrogén valaszaban

7.3.1. A miR-30 molekulak expressziéjanak analizise

A miR-30 csaladba 6 miRNS tartozik (miR-30a, miR-30b, miR-30c-1, miR-30c-2, miR30d,
miR-30e), melyek fontos szerepet toltenek be a szovetek és a szervek fejlodésében, a
reproduktiv rendszer, a kardiovaszkularis rendszer, tovabba a vese normal miikodésében.
Eppen ezért ezen miRNS-ek expresszios szintjében bekovetkezd valtozas szamos
megbetegedés hatterében huzddhat. Tumorszupresszor funkcidjanak kdszonhetden csokkent
expresszidja szdmos daganatban is kimutathaté (Mao €és mtsai, 2018). Hidnyos azonban a
szakirodalom a miR-30 csaladba tartozé6 miRNS-ek petefészekrakban betoltott jelentdségét
illetden. Ezért megvizsgaltuk ezen miRNS-eket kisérleti koriilményeink kozott. Korabbi
vizsgalataink alkalmaval Iényeges kiilonbséget tapasztaltunk néhdny miRNS alap
expressziojaban az dltalunk alkalmazott PEO1 és A2780 sejtvonalakban (Varga és mtsai, 2022).
Ezért els6 1épésben dsszehasonlitottuk az altalunk vizsgalt miR-30 csaladba tartozé miRNS-ek
alap expresszidjat. A miR-30a-3p, miR-30a-5p, miR-30d-5p és a miR-30e-5p esetében egyarant
a PEO1-ben mutatkozott magasabb alap expresszid, amely arra enged kdvetkeztetni, hogy ezen
mMIiRNS-ek nagyobb biologiai relevanciaval rendelkezhetnek az ERa-t expresszald sejtekben.
Hasonl6 megallapitasra jutottak mellrakos sejtek esetén is, ahol magasabb miR-30a-5p, miR-
30b, miR-30c és miR-30d expresszio volt mérheté az ER+ MCF-7 és T47D sejtvonalakban, az
ER-t nem expresszalo MDA-MB-231 sejtekhez viszonyitva (Howard és Yang, 2018; Iorio és
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mtsai, 2005). Megvizsgaltuk tovabba, hogy ezen miRNS-ek valtozott expressziot mutatnak-e,
E2 kezelés hatasara. Mivel expresszidjuk nem mutatott valtozast az alacsony dozist,
proliferativ hatdsu E2 kezelések hatdséra, feltehetleg nem vesznek részt az E2 éltal medialt
proliferacio szabalyozasaban. Az a megfigyelésiink, hogy a miR-30a-5p, miR-30d-5p és a miR-
30e-5p indukciot mutatott nagy doézisi E2 kezelés hatasara, ahol intenziv sejthalal volt
megfigyelhetd, arra enged kovetkeztetni, hogy ezen miRNS-ek a sejthalal szabalyozasaban
miikodhetnek kozre, amelyet mar vastagbél (HCT15, DLD-1, SW480) sejtvonalak esetén is
felvetettek. Itt a miR-30d az ATGS5, Beclin-1 és a PI3K fehérjéket kodold6 mRNS-ek
targetalasaval apoptozist indukalt (Mao és mtsai, 2018; Zhang és mtsai, 2017/b). A miR-30a-
5p mimik human colorectalis karcindma sejtvonalakban (HepG2, SMMC-7221, HepB3,
SNUA449) az AEG-1 kozvetlen targetalasaval szintén apoptozis indukciojat valtotta ki (He és
mtsai, 2015). A miR-30e-5p-vel valo transzfektalas a SNAI1 kozvetitésével a BxPC-3 és a
PANC-1 prosztatatrak sejtvonalakban ugyancsak az apoptozis mértékének emelkedését
indukalta (Liang és mtsai, 2022/b). Kiemelném tovabba, hogy a miR-30-as csaladba tartozo
MiRNS-ek és a TP53 kozott szoros kapesolat all fenn a sejthalal szabalyozasanak tekintetében.
csOkkenteni a fehérje képzddését. A csokkent p53 szinttel parhuzamban megnd azon fehérjék
koncentracidja, amelyek a pS3 szabalyozasa ala esnek, igy befolyasolva a sejthalal, a sejtciklus
¢s a sejtoregedeés folyamatait (Kumar és mtsai, 2011). Masrészrdl a p53 is képes befolyast
gyakorolni a miR-30-as molekuldk transzkripcidjara azaltal, hogy a p53 a miR-30a
promoteréhez kotddve indukalja a miRNS atirasat (di Gennaro és mtsai, 2019). A daganatok
kialakulasaban gyakori a driver-TP53 mutacio, ami a HIF1o/miR-30d tengely érintésével a
tumorok kialakuldsanak és a metasztazis képzésnek kedvezd allapot (Capaci €s mtsai, 2020).
fgy ezek Osszehangolt aktivitisa vezet a daganatos sejtek proliferacios és invazios
képességének szabalyozasahoz (Capaci és mtsai, 2020; di Gennaro és mtsai, 2019; Laudato és

mtsai, 2017).

7.3.2. A miR-30d-5p transzfektalasanak hatasa

A PEOI1 ¢és A2780 human petefészek sejtvonalak miR-30d-5p-vel valo transzfektalasa
csOkkentette a sejtek proliferacios képességét, az ERa-t expresszaldo és nem expresszalod
sejtekben egyarant. Eredményeinkkel dsszhangban a miR-30d-5p bevitele a hasnyalmirigy-,
petefészek granuldza-, vastagbél- és vese daganatos sejtekben ugyancsak a sejtproliferacio
csokkenését és az apoptdzis indukcidjat idézte el (Xu és mtsai, 2021; Yu és Liu, 2020; Zhang

és mtsai, 2017/b). A miR-30d hasnyalmirigy daganat esetében a SOX4 kozvetlen targetalasaval
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gatolta a PI3K/Akt utvonalat, ezaltal pedig a sejtproliferaciot és a tumorinvaziot (Xu és mtsai,
2021). A Smad? transzlacids gatlasaval pedig a petefészek granuldza sejtjeinek az apoptdzisat
indukalta (Yu és Liu, 2020). Vastagbél (HCT15, DLD-1, SW480) sejtvonalak esetén a miR-
30d az ATGS5, a Beclin-1 és a PI3K fehérjéket kodold mRNS-ek targetalasaval apoptdzist
indukalt (Zhang és mtsai, 2017/b). Emellett a miR-30d-5p transzfektalasa érzékenyebbé tette a
sejteket a sejthalal-indukalod faktorokkal - a magas dozisu E2-lal szemben. Ez azzal allhatott
Osszefiiggésben, hogy a transzfektalason atesett PEO1 sejtvonalban az E2 kezelés hatasara
kisebb mértékti GREB1 és CA12 indukcid volt megfigyelhet6. Ez alapjan tehat a miR-30d-5p
képes volt megzavarni az ERa szignalizacidt, ezaltal pedig csOkkentette az E2 hatasara
megvalosuld proliferacio mértékét. Feltételezésiink szerint ez a SOX4/PI3K/Akt tengelyen
keresztiil valosulhatott meg. Ugyanis a SOX4, a miR-30d-5p validalt target molekulaja (Xu és
mtsai, 2021). A SOX4 egy onkogén transzkripcios faktor, amelynek a magas expresszidja
mellrak és mas egyéb daganatok esetében is rossz prognozissal tarsul. A SOX4 a PI3K/Akt

tengely pedig olyan folyamatok feler6sddéséért felelosek, mint a sejtproliferacio, talélés,
sejtmetabolizmus, és genom instabilitds. Ezen folyamatok mind a tumorképzddésnek
kedveznek, ezért mind a SOX4, mind a PI3K/Akt utvonal a daganatterapia igéretes
tamadaspontjai (Mehta és mtsai, 2017). A PI3K/Akt atvonal aktivitasanak szerepét az ERa
medialt proliferacié fenntartasdban aldtdmasztja azon eredményiink is, hogy a PI3K szelektiv
inhibitor AZD8835 alkalmazésa ugyancsak csokkentette a sejtek nagy dozisu E2-lal szembeni
toleranciajat az ERa szignalizacio blokkoldsan keresztiil. Erdemes megemliteni, hogy a
PI3K/Akt-utvonal ¢s az ERa-szignalizacio szoros kdlcsonhatasban allnak egymassal (Khatpe
¢és mtsai, 2021; Vasan és mtsai, 2019). Az aktivalodo PI3K/Akt utvonal képes az ERa-t a S167
pozicioji aminosav kozvetlen foszforilalasara. Ami a receptor ligand-fiiggetlen
aktivalodasanak és az endokrin terdpidval szembeni rezisztencia kialakuldsanak kedvez
(Khatpe és mtsai, 2021). Emellett érdemes megemliteni, hogy a sejtek teljes ERa-janak 10 %-
a sejtmembranba épiilve helyezkedik el dimer formaban. Ezen receptor E2 altali aktivalodasat
kovetden disszocial a membranrol és interakcioba 1ép tk. a PI3K/Akt tvonallal, amellyel

szintén a sejtproliferacio fokozodasat valtja ki (Khatpe és mtsai, 2021).

7.4. Eredményeink feltételezett klinikai alkalmazhatosaga
A kemoterapias szerekkel szemben kialakul6 rezisztencia jelenleg a legnagyobb kihivasok
egyike a daganatok kezelésében. A petefészekrak esetében ezt tovabb neheziti a daganatokra

jellemzd nagyfokt heterogenitas. Ezéltal a régebben alkalmazott, és 0 terapias szerek
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kombinalasa igéretes terapias opcio lehet a jovében. Azok alapjan, hogy a miR-30d-5p mimik
sikeresen csOkkentette a sejtproliferacio mértékét az altalunk alkalmazott sejtvonalakban,
felveti ezen miRNS alkalmazasanak lehetdségét a petefészekrak kezelésében, az ERa-t
expresszalo és nem expresszald tumorok esetében egyarant. Tovabba azon eredményiink, hogy
a miR-30d-5p képes interakcioba 1épni az ERa szignalizacios utvonallal, tovabb noveli ezen
miRNS relevancidjat. Ugyanis ezen utvonal gatldsa szamos ndgyogyaszati daganat esetében
igéretes terapids opcionak tekinthetd (pl. antiosztrogének, aromataz inhibitorok alkalmazésa,
vagy az ERo UPR-t indukal6 hatasanak kiaknazasa altal) (Andruska és mtsai, 2015; Tremont
¢s mtsai, 2017). Ezen kezelések kombindlasa tovabb fokozza a terdpia hatékonysagat. A
tamoxifen rezisztens melldaganatok kezelésére a 2-es tipusi, nem szteroid aromatdz inhibitor,
anastrozole-t alkalmazzak a posztmenopauzaban 1évd, elérehaladott betegségben szenvedd
betegeknél (Tremont és mtsai, 2017). A kemoterapia rezisztens emldrdk kezelésének masik
lehetdsége a BHPI alkalmazasan keresztiil az endoplazmatikus retikulum stressz és UPR
kivaltasa, ami a daganatsejtek pusztulasahoz vezet (Andruska és mtsai, 2015/a). Erdemes
megemliteni, hogy kordbban a nagy dézisu E2 terapids alkalmazasa is felmeriilt tamoxifen
rezisztens melldaganat esetében (Jordan, 2015). A PI3BK/AKt Gtvonal gatlasa ugyancsak igéretes
terapias opcié a platinarezisztens epitelialis petefészekdaganatok, ill. a multidrog rezisztens
emld-, endometrium-, tiidé és petefészek daganatok esetében (Liu és mtsai, 2020; Rinne és
mtsai, 2021). Azonban az ER+ mellrakos esetek 40 %-aban megfigyelhet6 a PIK3CA
mutacidja, ami a PI3K komplex kinaz aktivitdsat és membran kotd képességét noveli. Ezen
mutécio fennalldsa rossz prognozissal és az endokrin terapidval szembeni rezisztenciaval tarsul.
Ilyen esetekben az ER-t és a PI3K/Akt ttvonalat gatlo kombinacids terapia alkalmazasa
javasolt. Példaul a Fulvestrant és AZD9446 vagy az Everolimus és az Exemestane
kombindcidja (Khatpe és mtsai, 2021; Vasan és mtsai, 2019). Eredményeink alapjan hasonlo
kombinacids terapias stratégia hatékony lehet a petefészekrak esetében is, pl. a PI3K utvonal
miR-30d-5p mimikkel, vagy AZD8835-¢l vald gatlasaval és tovabbi tamoxifen kezeléssel.
Erdemes megemliteni tovabba, hogy az AZD8835 ciszplatinnal vagy karboplatinnal vald
egyiittes alkalmazésa szinergikus hatdstnak bizonyult az OVCAR-8 human szer6zus ovarium
sejtvonal esetében. Ezen kiviil az AZD8835 csokkentette az OVCAR-8 sejtekben a BRCA1/2
mRNS expressziojat, ami noveli a PARP inhibitorokkal szembeni valaszkészséget (Wu és

mtsai, 2020).
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8. Osszefoglalas

Munkank sordn az E2, ZEA és BPA petefészekrakban betoltott jelentoségét vizsgaltuk
human ovarium sejtvonalak segitségével. Elsé 1épésben a PEO1 (ERa+) sejteket alacsony,
fiziologiailag relevans dozisu E2 (10 nM), ZEA (10 nM) és BPA (100 nM) molekulakkal
kezeltiik, majd a transzkriptomban bekdvetkezd valtozdsokat mRNS és miRNS szekvenalassal
monitoroztuk. A kezelések hatasara 308, 288 és 63 gén indukalodott (Log2FC > 1), valamint
292,260 és 45 gén represszalodott (Log2FC <—1). Ezen feliil 13, 11 és 10 miRNS expresszidja
mutatott szignifikans elmozdulast (Log2FC > 1, vagy Log2FC <—1). A funkcionalis géndusulasi
analizis alapjan szamos, a sejtproliferaciohoz és migraciohoz kotheté folyamat indukalodéasa
volt megfigyelhetd, ami jo 0sszhangban van korabbi eredményeinkkel. Az E2 és a ZEA hatasa
azonos mértékiinek bizonyult, 407 gén mozdult el a 2 kezelés hatasara. Azonositottunk tovabba
83 gént, amely mindharom kezelés hatasara génexpresszidos valtozast mutatott. Ezek
expresszidjanak monitorozasa diagnosztikus jelent6séggel birhat az ovarium tumorok
Osztrogén érzékenységét illetben. 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 nagydoézisu (1-100 uM) E2, ZEA és BPA
kezelések PEO1 (ERo+) és A2780 (ERa-) ovarium sejtvonalak fenotipusara gyakorolt hatdsat.
Az E2 és a ZEA kezelések mar 30 uM dozisban az életképesség csokkenését és a sejthalal
indukalasat valtottak ki a PEO1 sejtvonalon, amely hatas kifejtéséhez a BPA esetében 100 uM
kezelésre volt sziikség. A GREB1 és CA12 gének indukalddasa alapjan az E2 és a ZEA 1-10
uM dozisban is képesek voltak az ERa-medialt 6sztrogén valasz elinditasara, nagyobb dozisban
azonban a sejthalal dominalt, melyben szerepe lehetett a TP53, ATG2B, ATG12 és BAG3 gének
indukcidjanak. Az ERa- medialt 6sztrogén valasz hidnyaban csokkent a sejtek nagy dozisu E2-
vel szembeni talélése, mivel az A2780 sejtvonal, valamint a PEO1 sejtvonal MPP-vel (ERa
szelektiv antagonista) torténd kezelése esetén mar 1 uM dozis is az életképesség csokkenését
¢s a sejthalal indukalodasat vonta maga utan. A PEOI1 sejtvonal esetében a PI3K/Akt atvonal
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 dozisu E2-vel szembeni tolerancit, valamint a tamoxifénnel szembeni
érzékenységet, feltehetden az ERa-medialt szignalizaci6 megzavarasan keresztiil. Ez felveti
hasonldé kombindcios kezelések klinikumban val6 alkalmazasanak lehetdségét petefészekrak

esetén.
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9. Summary

In this work, we investigated the role of E2, ZEA and BPA in the development of ovarian
cancer using human ovarian cell lines. PEO1 (ERat) cells were treated with low,
physiologically relevant doses of E2 (10 nM), ZEA (10 nM) and BPA (100 nM) molecules and
transcriptomic response was monitored by mRNA and miRNA sequencing. According to our
analysis 308, 288 and 63 genes were induced (Log-FC > 1) and 292, 260 and 45 genes were
repressed (Log.FC <—1) in response to E2, ZEA and BPA exposure, respectively. Furthermore,
the expression of 13, 11 and 10 miRNAs altered significantly (Log2.FC > 1 or Log.FC < —1).
Functional gene enrichment analysis revealed the induction of several processes related to cell
proliferation and migration that is in good agreement with our previous phenotypic results. The
effect of ZEA was comparable to E2, the expression of 407 genes altered in response to these
2 treatments. We also identified 83 genes that showed altered gene expression as a result of all
the three treatments. Their expression analysis might be an applicable tool for determining the
estrogen sensitivity of ovarian tumors. The downregulation of miR-501-5p, let-7a-2-3p, let-7g-
3p, miR-26a-2-3p, miR-197-5p and miR-582-3p was confirmed by qPCR experiments.

In the next phase of our work, we studied the effect of high-dose (1-100 uM) E2, ZEA and
BPA treatments on the phenotype of PEO1 (ERo+) and A2780 (ERa-) ovarian cell lines. E2
and ZEA exposure decreased cell viability and induced cell death in the PEO1 cell line in 30
uM dose, which effect was observable in 100 uM dose in the case of BPA. According to the
induction of GREB1 and CA12 genes, E2 and ZEA were also able to initiate ERa-mediated
estrogen response in 1-10 uM doses. Higher doses induced cell death instead where the
induction of TP53, ATG2B, ATG12 and BAG3 genes might have played important role. In the
absence of the ERa-mediated estrogen response, as in A2780, or when it was blocked by MPP
(selective ERa antagonist) in PEO1, the inhibiton of cell viability and induction of cell death
was observed in lower, 1 uM dose. Furthermore, the inhibiton of the PI3K/Akt pathway by
AZD8835 (PI3K inhibitor) or by miR-30d-5p mimic (which affects PI3K/Akt by targeting
SOX4) sensitized PEOL1 cells to cell death induced by high-dose E2 as well as to tamoxifen via
interfering with ERa-mediated signaling. This suggests the application of PI3K/AKkt inhibitors

and estrogen response blockers in combination in the future therapy of ovarian cancer.
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munka rejtelmeibe. A munkadm soran technikai és elméleti tandcsokért is mindig fordulhattam
hozzéa. Ezenkiviill a munkacsoportunk negyedik tagjanak, Magyarné Trefan Katalinnak
szeretném megkdszonni a potolhatatlan segitségét, amivel a mindennapi laboratériumi
munkamat nagyban megkonnyitette. Szeretném megkoszonni a TDK hallgatéimnak, akikkel az
évek sordn egyiitt dolgozhattam, és akikkel az egyiitt végzett munka alatt kdlcsondsen sokat
tanulhattunk egymastol, név szerint Carina Inoue, Grimplinyi Fatime, Biri Dalma, és
Domoszlai Doéra hallgatoknak.

Kiilon koszonet illeti Dr. Markovics Arnoldot, aki mindig 6nzetleniil segitett nekem akar
felmeriild problémdk megoldéasarol, akar mérések kivitelezésérdl volt szo. Koszondm Dr.
Poliska Szilardnak a szekvenalasok elvégzését, valamint a bioinformatikai elemzésekben
nyujtott elengedhetetlen segitségeét.

Halaval tartozom a Humangenetikai Tanszéki minden oktat6d kollegdjanak, hogy hasznos
tanacsaikkal tdmogattdk a munkamat, 6k név szerint Dr. Penyige Andras, Dr. Széles Lajos,
Dr. Buglyo Gergely, Dr. Keserii Judit, Hidané Dr. Birko Zsuzsanna, Dr. Soltész Beata ¢s
Szentesiné Dr. Szirak Krisztina. Koszonet illeti még a tanszék tovabbi munkatérsait, agy,
mint Guba Erikat, Kompar Csillat, Menyhartné Solymosi Liviat, Ujszaszi Sandort ¢és
Varga Juditot.

Es végiil kiilon koszonom a férjemnek, a csaladomnak és a barataimnak, hogy tamogattak
ezen az Uton és lehetdvé tették, hogy a tudomanyos palyara 1épjek.

A projekt az NKFIH-138021 palyazat keretein beliil valosult meg. 2024.09.01 és
2025.08.31. kozott az EKOP-24-4-1-DE-257 6sztondijban részesiiltem.
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Toxins. 15 (2), 1-22, 2023.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/toxins 15020140

IF: 3.9
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to Cell Death Induced by High-Dose Estrogen.
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