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1 Bevezetés

Az elmult évtizedben, a jol szerkesztett kemoterapias sémak, illetve biologiai terapia
fejlodo lehetdségei, €s a hatasosan alkalmazott szupportacié kovetkeztében a petefészekrak
talélési adatai kedvezden javultak. Ennek ellenére a n6gyodgyaszati daganatos haldlokok kozott,
még mindig vezetd helyen szerepelnek az ovariumok rosszindulatu tumorai. A fejlédo
orszagokban a petefészekrak esetén a diagnozis legtobb esetben eldrehaladott stadiumban
sziiletik [Mulisya és mtsai., 2020].

A diagnosztika eszkdzei - tiinetek jelentkezése esetén - fizikalis vizsgélat, ultrahang képalkotas,
CT és MR képalkotas, valamint a nem nagy szenzitivitasu és specificitasti Cancer Antigen 125
(CA125), és Human Epididymis Protein 4 (HE4) tumormarker vizsgalat jelenti.

Létjogosultsdga van tehat, Ujabb biomarkerek vizsgdlatdnak, majd alkalmazdsinak a
petefészekrak diagnosztikdjaban. Napjainkban, mas orvosi tudomdanyteriileten, egyéb szervi
daganatok vizsgalata kapcsan a mikroRNS-ek, exoszémak, jelatviteli fehérjék vizsgalata
bizonyult igéretesnek. A mas orszagokban, szakirodalmi adatokkal alatdmasztott modon
elinditott biomarker vizsgalatok ujragondolésa, 0j célkitlizésekkel hazai populacion torténd
tanulméanyokat inspirdlnak. A biomarker vizsgilatok a petefészek daganatos betegek

diagnosztikdjaban ¢és kezelésiikkel kapcsolatos kovetésben igéretesnek tliinnek.

2 Irodalmi attekintés

2.1 Petefészek tumor

A noOk korében a petefészekrak az egyik vezetd halaloknak szamit, amely kdszonhetd a nem
specifikus tiineteknek, a kiilonb6zd rizikofaktoroknak, illetve a betegség hatterében 1€vo
genetikai eltéréseknek is [Mulisya és mtsai., 2020]. A petefészektumor morfoldgiailag és
molekularisan is heterogén daganatok kozé sorolhatd, klinikai tiineteit tekintve is eltéréseket
latunk a betegségen beliil.

A rosszindulati petefészek daganatok tobbsége a ham (epitélialis) eredeti daganatok kozé
tartozik. A magas-gradusu szerozus petefészek tumorok (HGSOC- high grade serosus ovarian
cancer), rossz prognozissal birnak, agresszivak, erdsen proliferativak és nagyon sok esetben
fatalis kimeneteliiek, a 65 évnél idésebb noket érintik [Kobel és Kang, 2022].

A szokésos rutin diagnosztikai eljarasok kozé tartozik az ultrahang (UH), foként a

transvaginalis ultrahang (TVS) vizsgalat ¢s a komputer tomografia (CT), bar a tumor



benignitasat vagy malignitasat nem lehet biztonsaggal meghatarozni ezekkel a modszerekkel.
Ha felmeriil a tumor rosszindulatisaga, a kezelési terv kidolgozasahoz sziikséges a stadium
pontos meghatarozasa, amelyet a feltard - explorativ laparotomia, illetve szovettani mintavétel

¢s feldolgozas tesz pontossa.

2.2 Folyadék alapu biopszia

A hagyomdanyos biopszia egy olyan invaziv eljards, amely soran meghatarozhatjuk a koros
sejtburjanzas benignus (jo)- vagy malignus (rossz) voltat, bar ez veszélyekkel jarhat a betegre
nézve, ezzel szemben a folyadék alapu biopszia szamos elénnyel rendelkezik, kevésbé invaziv,
a mintavétel egyszeri €s ismételhetd. A folyadék alapu biopszidval nyert molekulak, ide értve
a tumor sejteket, extracellularis vezikuldkat (apoptétikus testek, mikrovezikulak ¢és
exoszomak), tumorbol szarmaz6 metabolitok, fehérjék és szabad-nukleinsavak (sejtmentes —
»cell-free” — DNS, és RNS) fontos biomarkerek lehetnek a tumorok vizsgalatdban [Zhou és
mtsai., 2020]. Ezen molekuldk kutatdsa nagyban hozzajarulhat a tumorok késObbi

diagnosztikéjahoz.

2.3 A mikroRNS-ek

A kutatasok néhany éve nagy érdeklddéssel fordultak a mikroRNS-ek (miRNS-ek) iranyaba,
mert szamos betegség, koztiik a tumorok kialakulasiban is nagy jelentdséggel birnak.

A mikroRNS-ek kis (19-22 nukleotid), egyszali, nem-kodold RNS-ek, amelyeket endogén
gének kodolnak. Az els6 leirasuk o6ta szamos human mikroRNS-t azonositottak, amelyeknek
szerepiik lehet kiilonb6z6 biologiai  folyamatokban, tobbek kozott a  sejtek
differencidloddsdban, metabolizmusidban, immunvalasz  kialakitdsdban,  gyulladési
folyamatokban és mintegy a human gének 60%-anak poszt-transzkripcionalis szabalyozasaban.
Lewis €s mtsai., 2003; Lengyel 2010; Contreras és Rao, 2012; Di Leva és mtsai., 2014; Hayes
és mtsai., 2014].

A genetikai mutaciok egyik tipusa az egynukleotidos polimorfizmus (SNP), amely ha a
mMiRNS-ket kodolo gének szekvencidjan talalhatd, megvaltozott miRNS expressziot
eredményez, illetve befolyasolja a célmolekuldhoz kotddés specificitasat €s affinitasat, ezaltal
a betegségre valo hajlam kialakitasat [Li és mtsai., 2020].

A mikroRNS-k génjeiben, illetve a miRNS célgéneken talalhato SNP-k megvaltoztathatjak a

3



miRNS expresszids szintjét, ezéltal befolydsolhatjdk a tumorok kialakuldsanak kockéazatat
[Mullany és mtsai., 2015].

A miR-146 mikroRNS-nek elsésorban olyan molekuldk a célpontjai, amelynek szerepe van a
gyulladasos folyamatokban és a velesziiletett immunitasban [ Taganov €s mtsai., 2006]. Korabbi
tanulmany mar felhivta a miR-146 szerepére a figyelmet a petefészekrak kialakulasaban [Shen
¢és mtsai., 2008].

A miR-196 csalad onkogén vagy tumorszupresszor szerepét szamos kézirat emliti, tobbek
kozott upregulalodik négyogyaszati tumorokban (méhnyak és petefészek esetén), illetve
downregulalodik mellrakban [Pourdavoud és mtsai., 2020].

A miR-193 lassithatja a proliferaciot és a sejtciklus szabalyozasat normal sejtekben, illetve a

miR-193 tumorszuppresszor funkcioja daganatokban is megtalalhatd [Grossi és mtsai., 2017].

24 CD24

A CD24 egy sejtfelszini fehérje, megtalalhatdo hemopoetikus sejteken, izomsejteken,
keratinocitakon és hamsejteken, illetve human karcinomasejteken is [Aigner és mtsai., 1997,
Nagy és mtsai.,, 2009; Fang és mtsai., 2010]. A CD24 magasabb expresszidjat el0szor
onkohematologiai esetekben, majd prosztatardkban mérték [Kristiansen és mtsai., 2002, 2004].
Szamos publikacid erdsitette meg ezeket az adatokat sok mas tipust daganatban, példaul B-
sejtes limfomaban, holyagkarcinomaban, vesesejtes karcindmaban, petefészek- €s emldrakban
[Weichert és mtsai., 2005; Runz ¢és mtsai., 2007; Fang és mtsai., 2010]. A CD24 expresszioja
kimutathaté borderline petefészektumorokban ¢és magas koncentracidja a szerdzus

adenokarcinomaban [Choi és mtsai., 2005].



3 Célkitiizések

A petefészekrak az egyik vezetd haladloknak szamit a ndk korében, mert kezdetben a
petefészekrakos esetek tlinetmentesek, késOi stddiumban kerlilnek felismerésre, amikor a
kezelésre adott valasz és a tulélés esélye csokken. Ezek miatt a Klinikai diagnosztikaban is

alkalmazhat6 biomarkerek keresése és alkalmazhatosaganak vizsgalata elotérbe kertil.

1. Vizsgalataink elsédleges célja volt a miR-146a, miR-196a, illetve miR-193b mikro
RNS-ek polimorfizmusainak allél és genotipus el6forduldsi gyakorisagat vizsgalni petefészek
tumoros betegek ¢és egészséges kontrollok vérmintdiban, melybdl kovetkeztetni lehet a

petefészekrakkal valo osszefiiggésekre.

2. A kivalasztott mikroRNS-ek célgénjeiken keresztiil betoltott szerepének vizsgalata

bioinformatikai modszerekkel.

3. A kutatasunk tovabbi részében célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a CD24 sejtfelszini
marker jelenlétét petefészekrdkos ¢&s egészséges kontroll személyek szdvetmintain,

meghatdrozva a CD24 expresszio tumor €s tumor staddiummal vald dsszefliggését.

4. A CD24 célgénjein keresztiil betoltott szerepének vizsgalata bioinformatikai

modszerekkel.



4  Anyagok ¢és modszerek

4.1 Betegek

A vizsgalatainkhoz a Debreceni Egyetem, Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikdjan gyljtott
szovet- €s vérmintakat hasznaltuk. A mintdkat felhaszndlva a molekularis genetikai
vizsgalatokat kollaboracidéban a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszékével végeztiik el
a 30231-2/2016 szamu etikai engedély alapjan. A vizsgalatba bevonni kivant személyek
eldzetesen betegtajékoztatasban részesiiltek és alairtak a beleegyezo nyilatkozatokat.

A vizsgélatainkhoz 6sszesen 100 petefészek tumoros né (58,4+13,0 év) és 111 kontroll (111
egészséges nd) (58,0£12,0 év) keriilt mintavételre. Az ovarium tumoros paciensek
négyogyaszati mutétek kapcsan keriiltek mintavételre, a kontrollok, egészséges néként, a
valtozokori szakrendelésen, és a méh helyzetjavité miitétei alkalméval keriiltek mintavételre.
A 100 tumoros beteg koziil 84 esetben magas gradusu szerozus petefészek karcindma
igazolodott. A 84 esetbdl 7 esetben FIGO I/a, 15 esetben FIGO I/c, egy esetben FIGO II/b, két
esetben FIGO Il/c, két esetben FIGO IIl/a, 8 esetben FIGO IIl/b, 34 esetben FIGO IIl/c, 3
esetben FIGO IV/a és 12 esetben FIGO IV/b stadiumot diagnosztizaltak. A 100-bol fennmarado
16 esetben, 3 esetben szerdzus borderline petefészek tumor és 13 esetben szerdzus joindulatii
petefészektumor keriilt megéllapitasra.

Az egyes vizsgalatainkba bevont tumoros és kontroll esetek szamat, a vizsgalatok iddpontjaban
rendelkezésre allo6 mintaszdm és szovettani eredmény hatdrozta meg.

A miR-146 és a miR-196a-2 egynukleotidos polimorfizmus vizsgalatdhoz 75 HGSOC
petefészek daganatos személyt (atlagos €letkor: 58,6£13,7 €v) €s 75 kontroll személyt (atlagos
¢letkor: 60,4+12,4 év) vontunk be a vizsgalatba.

A miR-193 egynukleotidos polimorfizmus vizsgalatahoz 86 (84 HGSOC + 2 szerdzus
borderline) petefészek daganatos (atlagos életkor: 58, 5 = 13,6 év) és 102 kontroll személyt
(atlagos életkor: 59,4 + 11,9 év) vontunk be a vizsgalatba.

A CD24 sejtfelszini marker vizsgalataba 21 HGSOC beteget (atlagos ¢életkor: 59,1 & 8,8 év) és
8 kontroll személyt vontunk be (atlagos életkor: 60,8 = 11,7 év, p=0,72). A CD 24 expresszids
vizsgéalatokban 21 alacsonyan differencialt szerdézus petefészekrdkban szenvedd paciens
petefészek szovetmintdja, illetve 8 egészséges nd kontroll petefészek szovetmintdja keriilt
felhasznalasra. A betegeket FIGO stadiumok alapjan is besoroltuk: 2 eset FIGO 1. (66,5 + 7,8
év; p=0,48), 15 eset FIGO IIL. (57,5 + 8,3 év; p = 0,50), 4 eset FIGO IV. (61,3 £10,6 év; p
= 0,94). Ugyanezeknek az eseteknek a plazmamintait a kapcsoldédd miR-146 expresszids

vizsgalathoz hasznaltuk fel.



4.2 Modszerek

Egynukleotidos polimorfizmus meghatarozas

EDTA-val alvadasgatolt 200 pl vérmintabol vontunk ki DNS-t szilika adszorpcidés modszerrel,
a gyartd utasitdsai szerint (High Pure PCR Template Preparation kit, Roche, Mannheim,
Németorszag). A DNS koncentraciojat és mindségét NanoDrop spektrofotométerrel hataroztuk
meg. A valosidejii PCR sordn tervezett LightSnip primereket (TibMolbiol, Berlin,
Németorszag) ¢s LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes keveréket (Roche,

Penzdorf, Németorszag) hasznaltunk.
Plazma mintak gyiijtése és tarolasa

A tumoros és nem-tumoros személyektdl levett EDTA-val alvadasgatolt vérmintékat a levételt
kovetden a lehetd leghamarabb feldolgoztuk. Eldszor 2500 g-vel, majd 16000 g-vel szintén 10
percen keresztiil 4°C-on centrifugaltuk. A feliiliszot atvittiik ) csovekbe, majd kis

mennyiségekben -80°C-on fagyasztva taroltuk.
RNS izolalasa

Az RNS izolalasa NucleoSpin RNA kit (Macharey Nagel, Diiren, Németorszag) segitségevel
tortént 30 mg petefészekszovetbdl, vagy 500 pl plazma felhasznalasaval. A plazma mintakbol
miRneasy serum/plasma kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével vontuk ki a miRNS

frakciot is tartalmazd, teljes RNS-et a gyartdi utasitisnak megfelelden. A teljes RNS

crer

crer

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével mértiik le.
c¢DNS szintézis

Az RNS izolalasat kovetden reverz transzkripcio segitségével komplementer DNS (cDNS) —t
szintetizaltunk a First Strand ¢DNA Synthesis kit for RT-PCR (Roche Diagnostics,
Corporation, Indianapolis, IN, USA) kit segitségével gyartdi utasitdsoknak megfeleléen a
CD24 vizsgalat esetén és miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden, Germany) hasznélatival a

crcr

illetve Qubit 2.0 Fluorometer segitségével tortént.



Kvantitativ valés-idejii polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

A CD24 meghatarozasahoz primer-proba rendszert alkalmaztunk. Az alkalmazott
szekvencidkat a TIBMOLBIOL (Berlin, Németorszag) tervezte és gyartotta le szamunkra,
melyek a kdvetkezdk voltak: CD24 esetében a sense szal: 5'-TgA AgA ACA TgT gAg Agg
TTT gAC-3', az antisense szal: 5'-gAA AAC TgA ATC TCC ATT CCA CAA-3’, és a probak
5-gAA AAC TgA ATC TCC ATT CCA CAA+3'-fluoreszcein és LC-640-AAC TCC AgC
AgA TTT AAT ATT ggC ATT CAT CA-PH-3' voltak. A génexpresszios vizsgalathoz a DNA
Master Hybprobe kitet (Roche, Mannheim, Németorszag) és a LightCycler 1.5 kvantitativ
valds-ideji kapillaris PCR késziiléket hasznaltunk. Az adataink normalizalasahoz a beta-globin
haztartasi gént (LightCycler® Control Kit DNA, Roche, Mannheim, Németorszag)
alkalmaztuk. A mikroRNS-¢k vizsgalata soran miRCURY LNA SYBR Green Kit-et (Qiagen,
Hilden, Germany), miR-146a primer assayt és haztartasi mikroRNS-ként, miR-103-t
hasznaltunk gyartoi utasitdsnak megfelelden szintén a Qiagen-t6l, a méréshez Roche Cobas Z
480 kvantitativ valds-ideji PCR késziiléket hasznaltuk. A relativ expresszids szint

2—ACt

meghatarozasdhoz a modszert hasznaltuk.

Bioinformatikai analizis (halozatkutatas)

Az altalunk vizsgalt mikroRNS-ek, miR-193b-5p, miR-146a-5p és a miR-196a-2-5p,
célgénjeinek meghatarozasahoz predikcios adatbazisokat és az altaluk felkinalt algoritmusokat

hasznaltunk, ugymint a TargetScan (www.targetscan.org), MirBase

(www.microrna.sanger.ac.uk) és a microRNA-Data-Integration-Portal

(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP). Halozatkutatast végeztiink, hogy megnézzik a CD24

kapcsolatat mas gének altal kodolt fehérjékkel (fehérje-fehérje interakcids haldzat), illetve

mikroRNS-kel valdé kapcsolatat a Biogrid (https://thebiogrid.org/) és miRTARGETLink

(https://cch-compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink?) adatbazisok segitségével.

Statisztikai analizis

A mikroRNS polimorfizmusainak vizsgalatakor Osszehasonlitottuk khi-négyzet teszttel
(https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/default2.aspx) a kategorikus valtozok (allél
¢s a genotipus) gyakorisdgat. A tumoros €s nem-tumoros csoportok CD24 sejtfelszini marker
expresszidjanak Osszehasonlitasahoz, illetve a miR-146a expresszidjanak vizsgalatdhoz
Student-féle t-probat alkalmaztunk. A szignifikancia szintet mindegyik esetben p<0,05-ben

hataroztuk meg.


http://www.targetscan.org/
http://www.microrna.sanger.ac.uk/
http://ophid.utoronto.ca/mirDIP
https://thebiogrid.org/
https://ccb-compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2

5 Eredmények

51 A miR-146a és miR-196a-2 egynukleotidos polimorfizmusinak meghatirozasa
ovariumtumoros betegek vérmintaiban

Elészor alkalmaztunk olvadasi gbrbe analizist munkank soran a miR-146a és a miR-196a
egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasara magyar populacio vizsgéalata soran. Az
egyes allélok olvadasi pont szerinti megbizhat6 elkiilonitésére az alkalmazott PCR koriilményei
alkalmasak voltak, az olvadasi pontokat az olvadas gorbék csucspontjai alapjan olvastuk le. Az

olvadasi Tm pontok alapjan hataroztuk meg az allélokat, és ezéltal a genotipusokat.

A kutatasunkba 75 petefészekrakos ¢€és 75 nem-tumoros beteg mintdit vontuk, hogy
meghatarozzuk a két miRNS SNP eldfordulasi gyakorisagat. A bevalasztasi szempont egyik
kritériuma volt, hogy a tumoros és nem-tumoros személyek csoportjai kozotti atlagos
¢letkorban ne legyen lényeges kiillonbség. A kapott adataink alapjan kiszdmitottuk az
egynukleotidos polimorfizmusok allél- és genotipus gyakorisdgat. Az olvadasi gorbe analizis
soran a miR-146a rs2910164 esetében a betegek csoportjaban 82,00%-ban a G allél, 18%-ban
a C allél, a kontroll csoportban 72,67%-ban a G allél és 27,33%-ban a C all¢l fordult eld
(p=0,053). A genotipusok gyakorisagat tekintve a betegeknél a GG 65,33%; a GC 33,33% és a
CC 1,33%-ban, mig a kontroll csoportban 53,33%, 38,67%, és 8,00%-ban fordultak eld
(p=0,0917). A miR-196a-2 rs11614913 esetében a betegek csoportjaban a C allél el6fordulasi
gyakorisaga 67,33%-ban, a T allél 32,67%-ban, a kontroll csoportban a C allél 59,33%-ban és
a T allél 40,67%-ban fordult eld (p=0,15). A genotipusok gyakorisadga a betegek csoportjaban
aCC46,67%;aCT 41,33% ¢ésaTT 12,00%, mig kontroll csoportnal 37,33%, 44,00%, 18,67%-
ban mutatkoztak (p=0,3815).

Az alkalmazott bioinformatikai modszerekkel négy gén bizonyult k6zos célgénnek a Lamin B
receptor (LBR), a Rab4 kdlcsonhato fehérje (RUFY2), autofagiaval kapcsolatos 9a (ATG9A), és
a metil-CpG kot6 domén 4 (MBDA4).

52 A miR-193b egynukleotidos polimorfizmusianak meghatirozasa ovariumtumoros
betegek vérmintaiban

A kutatomunkank soran el6szor alkalmaztunk olvadasi gorbe analizist a miRNS-193b
egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasara magyar populacio vizsgalata soran. Az

olvadési Tm pontok alapjan hataroztuk meg az allélokat, és ezaltal a genotipusokat.



A miRNS SNP el6fordulési gyakorisagat 102 nem-tumoros személy és 86 petefészek tumoros
beteg mintaiban hataroztuk meg, a két vizsgalt csoport atlagos életkoraban nem volt Iényeges
kiilonbség. A rs30236 allél- és genotipus eléfordulasi gyakorisadgai 6sszefoglalva a kdvetkezok.
A betegek csoportjaban a T allél 30,24%-ban, a C allél 69,76%-ban, a kontroll csoportban a T
allél 35,78%-ban, és a C allél 64,22%-ban fordult elé (p=0,2549). A genotipusok a betegek
csoportjanal CC 45,35%, a CT 48,84%, a TT 5,81%-ban, mig a kontroll csoportban a CC
39,22%, a CT 50,0%, a TT 10,78%-ban fordultak el6 (p=0,4096).

A miR-193b mikroRNS célgénjeinek feltérképezésére halozatkutatast végeztiink. A miR-193b
altal szabalyozott legfontosabb géneket és a megerdsitésiikre szolgalod vizsgalati modszereket a
miRTarbase, TargetScan, MirBase ¢és a microRNA-Datalntegration-Portal predikcios
adatbazisokat ¢és az ezek altal felkinalt algoritmusok segitségével azonositottuk. A cyclin D1
(CCND1; Cyclin D1), az 6sztrogén receptor (ESR1), a plazminogén aktivator (PLAU), a prolin
rich acidic protein (PRAP1) és a myeloid cell leukemia sequence (MCL1) génekre kifejtett

hatasat igazoltak tobb modszerrel.

53 CD24 sejtfelszini marker meghatarozasa petefészekrakos és nem-tumoros
személyek esetén

A CD24 expresszidjat petefészek szoveteken vizsgaltuk primer-proba kimutatasi rendszert
alkalmazva kvantitativ valds-idejii polimeraz lancreakcioval. A petefészekrakos és nem-
tumoros személyek szdvetmintdinak CD24 expresszidja kozott szignifikans kiillonbséget
talaltunk (44,97 + 68,06; 0,16 = 0,32; p < 0,01).A szOvettani vizsgalatot kovetden a betegeket
kiilonb6z6 FIGO stadiumokba soroltuk be. A CD24 expresszidja magasabbnak bizonyult a
FIGO [, III és IV stadiumokban (FIGO 1, 72,22 + 88,54; FIGO 111, 17,34 + 32,09; FIGO 1V,
134,90 + 91,42) a kontrollhoz képest, igy elmondhatd, hogy a magasabb stadiumokkal nem

szignifikans 0sszefliggést mutat a CD24 magasabb expresszidja.

A betegek és kontrollok anamnézis felvétele utdn mintat vettiink azoktol a személyektdl, akik,
nem kaptak kezelést a mintavétel el6tt. Majd utankovettiik a vizsgalt személyeket (21 személy),
a kutatomunka ideje alatt (a mintavételt kovetd egy honap mulva) 2 beteg vesztette ¢letét (FIGO
III és FIGO IV stadiumu betegek) egyéb egészségiigyi problémaik kdvetkezményeként, ami
90,48% tulélési ratat (3—29 honap) mutat a vizsgalt csoportban.

A CD24 sejtfelszini fehérje és egyéb mas fehérjék kapcsolatanak vizsgalatat a Biogrid adatbazis
segitségével hataroztuk meg. Négy fehérjét azonositottunk, amely kapcsolodik a CD24-hez:
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LYN, SELP, FGR, és NPM1. Szamos mikroRNS esetén leirtdk, hogy hatdssal van a CD24
expresszidjara, a mikroRNS-CD24 kapcsolatdt miRTargetLink adatbazis segitségével
hataroztuk meg. A halozatkutatas soran 31 mikroRNS esetén talaltuk, hogy kapcsolatban all a
CD24-vel, amelyek koziil a hsa-miR34a és a hsa-miR373-3p a legspecifikusabbak.

A kutatocsoportunk az irodalmi adatokat felhasznalva lehetséges kapcsolatot talalt a miR-146a
mikroRNS és a CD24 ko6zott, ugyanis a CD24-et a miR-146a 1) funkcionalis célpontjaként
azonositottak [Ghuwalewala és mtsai., 2021], igy megvizsgaltuk a miR-146a expresszidjat az
ebben a fejezetben ismertetett petefészek tumoros betegek esetén. Azt tapasztaltuk, hogy a
petefészek tumoros csoportban magasabban expresszalodik a miR-146a a kontroll csoporthoz
képest (0,30+0,15; 0,19+0,16; p=0,183), de nincs szignifikans kiilonbség a csoportok kozott.
Tovabbi vizsgalatok eredményei szerint a miR-146a expresszio stadiumfiliggést is mutat az
alacsonyabbtol a magasabb stadiumig (0,25+0,13; 0,28+0,16; 0,37+0,15; p=0,647, p=0,255,
p=0,117), de az eredmény ebben az estben sem szignifikans. Az alacsony esetszam az egyes

csoportokon beliil magyardzhatja az eredményeink nem szignifikéns voltat.
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6 Megbeszélés

Az ovarium tumor vezetd haldloknak szamit a ndék korében. A nem-invaziv mintavételi
eljarasok, mint a folyadék biopszia hozzajarulhat a kiilonb6zo betegségek korai felismeréséhez,

ideértve a petefészekrakot is.

A nem-invaziv eljarasok alkalmazasanak kidolgozasa soran a figyelem elsdsorban a
mikroRNS-ek felé fordult, ugyanis a kis nem-kodolé RNS-ek gyakran jelezték elre a daganatot
[Sharma ¢és mtsai., 2017].

A munkank soran harom mikroRNS polimorfizmusat vizsgaltuk meg, amelyekrdl gy
gondoltak, hogy biomarkerekként szolgalhatnak a petefészekrak diagnosztikajaban, illetve a
miR-193b polimorfizmusarél mutattak ki, hogy Osszefliggést mutat a platinakezelés

hatékonysagaval [Rauhala ¢és mtsai., 2010; Ziliak és mtsai., 2012].

Korébbi tanulméanyban vizsgaltdk a miR-146 polimorfizmusat petefészekrakos betegek, és az
egészséges kontrollok mintadin, GG genotipus a CC genotipushoz 3,73-szor, a CG + GG
genotipus a CC genotipushoz 1,68-szor, a GG genotipus a CG + CC genotipushoz képest 3,02-
szer gyakrabban fordul eld, a kiilonbség statisztikailag jelentds volt mindharom 6sszehasonlités
soran [Sun és mtsai., 2016]. Jelen tanulmanyunkban ugyanez az dsszehasonlitas a kovetkezd
aranyokhoz vezetett 7,35 (GG genotipus a CC genotipushoz), 6,4 (CG + GG genotipusok a CC
genotipushoz), 1,65 (GG genotipus a CC + CG genotipusokhoz), de egyik sem volt
statisztikailag szignifikans. Eredményeink alapjan, feltételezziik, hogy a miR-146a

polimorfizmus szerepe nem kizarélagos a petefészekrak kialakuldsaban.

A miR-146a rs2910164 olvadasi gorbe elemzése alapjan megallapitottuk, hogy 72,67% a G
allél gyakorisaga a kontroll csoportban, €s 82,00% a betegcsoportban (p = 0,053). A GG, GC
¢s CC genotipusok 53,33%, 38,67% ¢s 8,00% gyakorisaggal a kontrollok kozott, mig a
betegeknél 65,33%, 33,33% ¢és 1,33% gyakorisaggal volt kimutathat6 (p = 0,0917).

A miR-196a-1 genetikai eltérései Osszefiiggésbe hozhatoak a petefészekrak kialakulasaval
[Eccles és mtsai., 1990]. Illetve a miR-196a altal befolyasolt gének vizsgélata soran a kutatok
a nagy mobilitasu AT-hurok 2 (HMGA2) gént azonositottak elsddleges célpontként, amely
DNS kett6s szalu toréseket okoz [Chen és mtsai., 2011]. A miR-196a tumorpromoterként
viselkedhet, ahol a cél gén (HOXA 10) a downstream lokalizacioban talalhato [ Yang és mtsai.,
2016], ezaltal a miR-196a-1 fokozott expresszidja rossz prognodzist jelent petefészekrakos

betegek esetében [Fan és mtsai., 2015].
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A miR-196a-2 rs11614913 analizise soran a C allél a kontrollok 59,33%-anal és a betegek
67,33%-anal fordult el6 (p = 0,15). A CC, CT és TT genotipusok 37,33%-ban, 44,00%-ban és
18,67%-ban fordultak el6 a kontroll csoportban, mig 46,67%-kal; 41,33%, illetve 12,00% a
betegek csoportjaban (p = 0,3815).

Korabbi tanulmanyban azt talaltdk, hogy a CC genotipusok 1,34-szer nagyobb valdszinliséggel
fordulnak ¢l6 a vad-tipust (TT) vagy a heterozigota (CT) genotipushoz képest petefészekrakos
betegekben, mint egészséges kontrollokban [Song és mtsai., 2016]. A kutatdmunkankban az
esélyhanyados (odds ratio) 1,5 volt, amely statisztikailag nem volt szignifikans. A kutatasaink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a magas gradusu szerdzus papillaris
petefészekrakban a miR-146a rs2910164 és a miR-196a-2 rs11614913 polimorfizmusai
statisztikailag nem mutatnak jelentds eltérést az egészséges kontrollokhoz képest és egy

megjelent publikdcidban ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak [Ni és Huang, 2016].

A két miRNS, miR-146a ¢és miR-196a-2 lényeges szerepet jatszik a daganat és a
kemorezisztencia kialakuldsaban, igy az altaluk befolyasolt gének feltérképezésével, jobban
megismerhetjiik ezen mikroRNS-ek hatdsmechanizmusat. A bioinformatikai haldzati
elemzésiink sordn négy olyan gént talaltunk, amelyekre a vizsgalt két miRNS egyiittesen hat:
LBR, RUFY2, ATGYA ¢és MBD4, amelyek eltérd expresszios szintjeit korabban leirtak
petefészekrakban. Kilenc gén esetében talaltak, hogy hozzajarul a platina-rezisztens

petefészekrak kialakitasahoz, az egyik ilyen gén az LBR [Helleman és mtsai., 2006].

Petefészekrakos betegek esetében a miR-193b gén rs30236 SNP polimorfizmusat még nem
vizsgaltdk, viszont az Ensembl adatbazisban az allélok eléfordulasi gyakorisagarol talalhato
informacio, amely szerint az eurdpai populacioban a T-allél 43,2%, a C-allél 56,8%-ban fordul
eld 503 személyt vizsgalva. Ezek az allélgyakorisagok a mi adatainktol (kontroll csoport: T
allél 35,78%, C allél 64,22%, beteg csoportban T allél 30,24%, C allél 69,76%) némileg
eltérnek, de pontos informéacionk nincs az adatbazisban taldlhatdé mintdk eredetérol
[https://www.ensembl.org]. Az eredményeink Kkhi-négyzet tesztelése nem bizonyult
szignifikansnak (p=0,2549). Az Ensembl adatbazisban a genotipus gyakorisagok is fellelhetdk,
a kiilonboz6 népcsoportokban, de az eurdpai populaciora a kovetkezd adatok vonatkoznak: TT
genotipus 20,1%, CC genotipus 33,6% ¢és CT genotipus 46,3% gyakorisadggal fordul eld, a
vizsgalataink (kaukazusi populacid) sordn kapott eredményeink kis mértékben eltérnek ettdl, a
kontroll csoportban TT genotipus 10,78%, CC genotipus 39,22% ¢és CT genotipus 50,0%,
illetve a beteg csoportban TT genotipus 5,81%, CC genotipus 45,35% ¢és CT genotipus 48,84%
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gyakorisaggal fordulnak eld, de khi-négyzet tesztet alkalmazva statisztikailag az eredményeink

nem voltak szignifikansak (p=0,4096).

A bioinformatikai hal6zatanalizis soran kapott eredményeink szerint, a miR-193b szabalyozasa
alatt kiilonb6z6 gének (példaul CCND1, ESR1, PLAU, PRAP1) allnak, amelyek szamos
¢lettani folyamat meghatarozo elemei. A miR-193b tobbek kozott erds dsszefiiggésben all a
micloid sejtes leukémia apoptozis szabalyozo (MCL1) molekulaval, amely a BCL-2 anti-
apoptotikus hatdsu fehérje csalddba tartozik, amelynek a kemoterapia soran kifejlodo

platinarezisztencia kialakuldsaban Iényeges szerepe van [Sugio és mtsai., 2014].

A CD24 alkalmazésa fiiggetlen biomarkerként igéretesnek tlinik szamos tumorban, ideértve a
petefészekrakot is. A CD24 expresszioja Osszefliggést mutatott a tumor progresszidjaval, a

FIGO stadiumokkal és taléléssel [Ozols, 2005; Nakamura és mtsai., 2017].

Meghataroztuk a CD24 expressziojat ovarium tumoros és nem-tumoros személyek petefészek
szOveteiben kvantitativ valds-idejii PCR segitségével. Haztartasi génként a B-globin gént
hasznaltunk az értékek normalizalasdhoz [Nagy és mtsai., 2008, 2009]. Szignifikdns
kiilonbséget azonositottunk a kontroll €s a petefészekrakos betegek szovet mintain mért CD24
expresszid kozott (p < 0,01), ami nem szignifikans Osszefliggést mutatott az elérehaladottabb
FIGO stadiumokkal is. Ez Osszefiiggésben allt a korabbi tudomanyos koézleményekben is
leirtakkal, hogy a CD24 expresszidja magasabb volt a malignus, magasabb gradusu
petefészekrakban, mint az alacsonyabb gradustiakban [Kristiansen és mtsai., 2002; Moulla és

mtsai., 2013]

r1 2124 .

viszont kordbban mar kimutattdk a kapcsolatot a kettd kozott [Kristiansen €s mtsai., 2002].

Korébbi tanulmanyok szerint a CD24 sejtfelszini fehérjét specifikus markerként lehet hasznalni
a szerozus ovarium karcinbma ¢és a malignus pleurdlis meSothelioma differencial
diagnozisaban, és néhany tudoméanyos kozlemény szerint specifikus és érzékeny biomarker
lehet a petefészekrak diagnosztikdjaban [Ozols, 2005; Davidson, 2016; Nakamura és mtsai.,
2017].

A génexpresszios vizsgalatok mellett, fontosnak tartottuk, hogy elemezziik a CD24 kapcsolatat
mikroRNS-kel és fehérjékkel. Halozatkutatast végeztiink e kapcsolatok feltarasara a Biogrid,
miRTargetLink, miRDIP adatbazisokat haszndlva, amelyek kapcsolatban allhatnak tumor

kialakulasat szabalyoz6 folyamatokkal.
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A halézatkutatas feltarta a lehetséges kapcsolatokat a mikroRNS-ek és a célmolekulak kozott,
viszont tapasztalataink szerint egy adatbazis hasznalata nem elegendd, a kereséseket tobb
adatbazisban ¢és publikalt tudomanyos kozleményekben végeztiik. Az irodalmi adatok alapjan
a miR-146a poszttranszkripcionalisan modositja a CD24-et, ezért 1j funkcionalis célpontjaként
azonositottdk [Ghuwalewala és mtsai.,, 2021]. A kutatécsoportunk nem szignifikians de
magasabb miR-146a expressziot talalt a petefészek tumoros betegek esetén a kontroll
csoporthoz képest, illetve szintén nem szignifikans stadiumfiiggést is mutat az alacsonyabbtol

a magasabb stadiumig .
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7 Az értekezés uj tudomanyos eredményei

1. Ismereteink szerint elsoként vizsgaltuk magyarorszagi alacsonyan differencialt
szerozus petefészekrakos nébetegek esetén a miR-146a, miR-196a-2 és miR-193b
polimorfizmusait, PCR ¢és olvadasi gorbe alapt kimutatasi rendszerrel. Megallapitottuk,
hogy az altalunk alkalmazott moddszer hatékonyan és gyorsan mutatja ki ezen
polimorfizmusokat. A GG genotipus a miR-146a rs2910164 polimorfizmus vizsgalata
soran magasabb, de nem jelentds gyakorisaggal fordult elé (p=0,0917) a
petefészekrakos betegek csoportjaban, a kontrollokhoz képest. A CC genotipus a miR-
196a-2 rs11614913 és a miR-193b rs30236 SNP polimorfizmusok vizsgalata soran
magasabb, de nem szignifikdns gyakorisdggal fordult eld a betegcsoportban, mint a
kontroll csoportban (p=0,3815; p=0,4096). A vizsgalatok nagyobb esetszamra torténd
Kiterjesztése vetheti fel a lehet6ségét a miR-146a, miR-196a-2 és miR-193b
polimorfizmusainak kombinéacios vizsgalatira a petefészekrdkra valdo hajlam
tekintetében.

2. A CD24 expresszidjanak meghatarozasat magyarorszagi ndbetegek és egészséges
kontroll személyek szovetmintdin elsOként végeztiik el. A kutatdsi eredményeink
alapjan szignifikansan magasabb CD24 expresszio jelezheti a petefészekrak jelenlétét,
illetve a CD24 expresszi6 statisztikailag nem jelentds Osszefliggést mutatott a FIGO

stadiumokkal.
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8 Osszefoglalas

A petefészektumor vezetd haldloknak szamit a ndk korében, a magas mortalitasi rata
koszonhetd a nem specifikus tiineteknek és a késoi diagnozisnak. A betegség korszerli kezelési
stratégidk ellenére is rossz tulélési rataval jellemezhetd, igy 0j diagnosztikai, terapids és
monitorizalasi lehetdségek kidolgozasa valt sziikségessé. Munkank soran olyan biomarkereket
kerestiink, amelyek igéretesek lehetnek a petefészektumor kimutatisaban €s a majdani

diagnosztikai tesztek kidolgozasaban.

A nem-invaziv, illetve a minimalisan invaziv eljarasok alkalmazasakor a figyelem
elsdsorban a mikroRNS-ek felé fordult, igy a kutatdsunk elsé részében olyan mikroRNS
polimorfizmusokat vizsgaltunk, amelyekrél 1gy gondoltdk, hogy biomarkerekként
szolgalhatnak a petefészektumor diagnosztikajaban. Habar a vizsgélt polimorfizmusok (miR-
146a rs2910164, miR-196a-2 rs11614913 és miR-193b rs30236) esetén nem volt jelentds
eltérés a vizsgalt petefészek tumoros betegek és egészséges kontrollok kozott, de nem zarja ki
alkalmazhatdsagat, ha mas polimorfizmusokkal kombinacioban végezziik el a vizsgalatukat,
illetve fontos hangstilyoznunk, hogy magyarorszagi betegcsoporton eldszor vizsgaltuk meg e
polimorfizmusokat. A CD24 expresszidjat meghataroztuk szévetmintakon szintén elséként
magyarorszagi eseteket vizsgalva. A kontroll és a petefészek tumoros betegek szovet mintdin
mért CD24 expresszio kozott szignifikans kiilonbséget azonositottunk, ami nem szignifikans

Osszefiiggést mutatott az eldrehaladottabb FIGO stadiumokkal is.

Munkank jelentdségéhez hozzajarul, hogy vizsgalataink soran els6ként vizsgaltuk meg
a miR-146a rs2910164, miR-196a-2 rs11614913 ¢s miR-193b rs30236 mikroRNS

polimorfizmusokat és a CD24 expresszidjat magyarorszagi nék korében.
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12 Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Poka Robert Professzor Urnak, témavezetdmnek, a Debreceni
Egyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika korabbi igazgatdjanak, amiért Onzetlen
segitségével, tamogatasaval, inspiraciojaval hivatasom gyakorlasanak kezdetétdl figyelemmel
kisérte palyamat, lehetové tette szakmai- és kutatomunkam fejlodését és feltételeit. Koszonom,
hogy a jelen munka létrejotte soran Onzetlen szakmaisaggal, segitséggel ¢s humanummal
irdnyitotta munkamat.

Ko6szonom Dr. Nagy Balint Professzor Urnak a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszék
korabbi vezetdjének, hogy a fenti intézetek kozotti kollabordcid 0sztonzd szervezésével
lehetdvé tette a laboratoriumi vizsgalatok elemz6 megvaldsulasat, illetve hogy a k6zds munka
soran emberi és szakmai oldalrdl is egyenloképpen messzemend tamogatast nyujtott.
Koszonetet mondok Dr. Soltész Beata Adjunktus NOnek, a Debreceni Egyetem
Humangenetikai Tanszék adjunktusanak, tarstémavezetoémnek, aki intézete és honos klinikdm
kozotti  egylittmiikodés soran a kutatomunka laboratoriumi, elméleti vonatkozasainak
lelkiismeretes ataddsa, klinikummal valé egyeztetése kapcsan odaadd szakmaisaggal
tdmogatta, segitette kutatdmunkdm minden allomasat.

Szeretném koszonetem kifejezni Dr. Krasznai Zoard Tibor Tanar Urnak, a Debreceni Egyetem
Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika jelenlegi igazgatojanak, aki példaértékii munkatarsként,
munkacsoport-vezetoként, és igazgatoként is tamogatta és 9sztondzte munkamat.

K6szonom Dr. Balogh Istvan Professzor Urnak a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszék
jelenlegi tanszékvezetdjének, hogy az intézetek kozotti egyiittmiikddés feltételeit dszintén
tamogatva segitette munkamat.

Koszondom korabbi intézet- és témavezetOmnek, az ultrahang munkacsoport korabbi
iranyitdjanak Dr. T6th Zoltan Professzor Urnak és a sziilészeti genetika munkacsoport
vezetdjének Dr. Torok Olga Tandrndnek, hogy a szakmai €s tudomanyos munka 6sszefonddo
utjan mellettem alltak.

Ko6sz6ném korabbi intézetvezetimnek - Dr. Borsos Antal Professzor Ur, és Dr. Lampé Rudolf
Tanar Ur személyében - szakmai és kutatomunkam fejlddésének elésegitését.

Ko6szonom a Debreceni Egyetem Humdéngenetikai Tanszék munkatdrsainak a tobbszoros és
tobbrétli egylittmiikodeés lehetdségét és segitségiiket a tudomanyos munka terén.

Koszonet illeti Galné Dr. Remenyik Judit Tanarndt €s munkacsoportjat a tovabbi tudomanyos

munkakapcsolatok révén, mely a Humangenetikai Tansz¢ék altal jott 1étre.
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Ko6szondm tarsintézeteinknek - DEKK Onkolédgiai Klinika, DEKK Patholégia Intézet - a
klinikai és tudomanyos egylittmiikodés lehetdségét.

Tovéabba kiilon koszonet illeti a Sziilészeti és Nogyodgyaszati Klinika minden jelenlegi ¢€s
korabbi munkatarsat, onkologiai, n6gyogyaszati, miité és perinatoldgiai — ultrahang - genetika
részlegeinken dolgozd orvos és szakdolgozo kollégaimat, akik segitségiikkel és tamogato
munkdjukkal, tanicsaikkal hozzajarultak a kutatomunka 1étrejottéhez ¢és szakmai
fejlodésemhez.

Ko6szonom csalddomnak kutaté ¢és klinikai munkdm kapcsan nyujtott tdmogatasukat,

segitségiiket és a mindig tiirelmes hattér biztositasat.
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