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2. Bevezetés

A tumoros megbetegedések sulyos egészségiigyi problémat képviselnek vilagszerte.
2020-ban megkozelitéleg 19,3 millio uj esetet és csaknem 10 milli6 daganatos
megbetegedéshez kothetd halalesetet regisztraltak vilagszerte. Ez a szam alatta marad a
korabbi években tapasztaltaknak, amelyért elsdsorban a vildgban duldé koronavirus jarvany
miatt visszaszorult sziirdvizsgalatok tehetéek felel6ssé (Richards és mtsai, 2020; Sung és
mtsai, 2021). Ezen okbol a felismert daganatos megbetegedések szamanak jelentOs
emelkedése varhato az elkovetkezd években. Tovabba a varhatdé életkor folyamatos
emelkedésének velejardja a daganatos megbetegedések egyre gyakoribb el6fordulasa. Egyes
becslések alapjan a rakos megbetegedések szama 2040-re globalisan elérheti a 28,4 millio uj
esetet évente, ami 47%-0S emelkedést jelent 2020-hoz viszonyitva (Sung €s mtsai, 2021).
Erdemes azonban megemliteni, hogy a legtobb daganat tipus hatékonyan kezelhetd, ha a
betegség diagnodzisa a korai stddiumokban torténik, ezért kiemelt jelentdségli a
sziirdvizsgalatok infrastrukturajanak kiépitése mellett a hatékonyabb diagnosztikat lehetéveé

tevé modszerek fejlesztése (Santucci és mtsai, 2020; Sung és mtsai, 2021).

Jelenleg a legszélesebb korben elfogadott diagnosztikai modszer a szovettani
vizsgalat, mely elvégzéséhez biopsziaval vagy miitéti kimetszéssel nyernek mintat az érintett
szovetbdl. Ezen eljards azonban meglehetdsen invaziv, igy kockazatot jelent a beteg szdmara,
ezen feliil koltséges, iddigényes, tovabba nem alkalmazhaté a betegség nyomon kovetesére
sem (Larrea és mtsai, 2016; Nimmagadda és mtsai, 2020; Szilagyi és mtsai, 2020). A
folyadékbiopszia egy 11j, rohamosan fejlddoé diagnosztikai eljaras, amely igéretes alternativa
lehet az invaziv diagnosztikai technikak mellett. E modszer a testfolyadékokban jelenlévo
biomarkerek (olyan molekuldk, melyek testfolyadékokban, illetve szovetekben vald
eléfordulasa egy adott korallapot fennallasat tételezi fel) monitorozadsan alapul. A
folyadékbiopszia alkalmazédsanak szamos elénye van az invaziv diagnosztikai modszerekkel
szemben: 1) a mintavételi eljaras egyszer(, olcsd, konnyen kivitelezhetd; 2) ismételhetdsége
miatt alkalmas a kezelések nyomon kovetésére, ezaltal lehetévé teszi az esetlegesen kialakuld
rezisztencia, vagy a betegség ujboli eléfordulasanak gyors diagnozisat; 3) a tumor egészérol
szolgaltat informacidt, igy nem befolyasolja a daganatok esetén gyakran jellemzd
heterogenitas, amely a szoveti biopsziak megbizhatdsaganak legfobb korlatja (Montagnana €s
mtsai, 2017; Otandault és mtsai, 2019; Szilagyi és mtsai, 2020). A folyadékbiopszia soran a

biomarkerek lehetnek példaul fehérjék, cirkulalé tumor sejtek, de un. szabad nukleinsavak is.
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Ezen utdbbiak csoportjaba tartoznak a tumorokbol szarmazo DNS fragmentek (genomi, vagy
mitokondrialis), illetve nem-kédolo RNS molekulak. A szabad nukleinsavak vizsgalata
nemcsak a betegség elbérehaladottsaganak, valamint a tumor lokalizacidjanak a
megallapitdsaban segithet, de informaciot szolgéltathat a tumorsejtek fiziologidjarol,
kemoterapids szerekre mutatott érzékenységérol, valamint a betegség varhatd progndzisarol
is. Ezaltal a szabad nukleinsavakon alapulé diagnosztikai moddszerek nagyban
hozzajarulhatnak a személyre szabott orvoslas megvaldsulasahoz (Larrea és mtsai, 2016;
Szilagyi és mtsai, 2020). Az alkalmas biomarker jeloltek azonositasa, azonban nagy kihivas.
Munkank soran célul tiiztiikk ki olyan miRNS-alapu biomarker jeldltek azonositasat, amelyek

segithetik a petefészekrak jelenleginél hatékonyabb diagnosztikajat.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Petefészekrak

3.1.1 A petefészekrak el6forduldsa és az azt befolyasold kockdzati tényezdk

A ndk korében a petefészekrakot tekintik a 8. leggyakoribb rdkos megbetegedésre
visszavezethetd haldloknak, és a négyodgyaszati daganatok legsulyosabb formaja (Sung és
mtsai, 2021). 2018-ban vilagszerte az Gjonnan diagnosztizalt tumoros megbetegedések 3,4%-
aért, valamint az abbol fakad6 haldlesetek 4,4%-4ért volt felelés (Bray és mtsai, 2018;
Lheureux és mtsai, 2019). A petefészekrakos megbetegedések eloszlasat és haldlozasi aranyat
tekintve, az eltéré foldrajzi térségek kozott jelentds kiilonbségek figyelheték meg (1. 4bra).
Az azsiai és afrikai régidkra lényegesen alacsonyabb eléfordulas jellemzd, mint a fejlett
orszagokat magukba foglald térségekre (1. abra). Bar az azsiai régioban alacsonyabb a
betegség viszonylagos el6fordulasa, azonban a nagy populacidé okabol fakadoan
megkozelitbleg minden 6todik beteget itt diagnosztizalnak a vildgon (Chen és mtsai, 2016;
Reid ¢és mitsai, 2017). A legmagasabb haldlozasi statisztikakat mutatd térségek kozé
sorolhatéak példaul Eszak- Eurépa (7,6/100.000) vagy az Egyesiilt Allamok (6,7/ 100.000)
(Ferlay és mtsai, 2018; Torre és mtsai, 2018), azonban a Kozép- és Kelet- Europai térség (8,4/
100.000) rendelkezik a legrosszabb statisztikakkal (1. abra) (Ferlay és mitsai, 2018). Ez
egyrészt a kevésbé egészségtudatos életmodbol fakadd kockdzatok nagyobb mértékével
magyardzhatd, de érdemes tovabbi okként megjeldlni, hogy a legjabb diagnosztikai és
terapias modszerek bevezetése — ami a mortalitds nagymértékli csokkenéséhez vezetett az
észak-europai orszagokban — szintén elmaradottabb ebben a térségben (Malvezzi és mtsai,
2016). Fontos tovabba megjegyezni, hogy a meglehetdsen rossz tulélési statisztikdk ellenére

kevés tanulmany érhet6 el a térségben.

A petefészekrak fejlodd és fejlett térségekben valod latvanyosan eltérd eléfordulasi
aranya elsdsorban azzal van Osszefiiggésben, hogy az alacsony sziilésszamot, ezaltal az
ovulacio nélkiili periodus csokkenését jelentds kockazati tényezOként tartjak szamon.
Becslések alapjan minden gyermeksziilés megkozelitéleg 16-22%-kal csokkenti az ovarium

karcinéma kialakulasanak kockézatat (Holschneider és Berek, 2000).
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1. abra: A petefészekrak kiilonbozo térségekben mutatott haldlozasi ardnya 100.000 no6i
lakosra vonatkoztatva (Weiderpass és Tyczynski, 2015; Torre és mtsai, 2018; Ferlay és mtsai,
2018).

Szintén az ovulaco sziinetelésének preventiv hatdsaval hozhato osszefliggésbe, hogy a
hosszabb idejili szoptatasi periddus és a hormon alap fogamzasgétld tablettak szedése szintén
csoOkkenti a petefészekrak kialakuldsdnak kockazatat — ezen gyogyszerek 4, 8 és 12 évig tartod
alkalmazasa 40, 53 illetve 60%-kal csokkentik a petefészek tumorok kialakuldsanak a
kockazatat (Holschneider és Berek, 2000). Ennek molekularis okara ad magyarazatot az Gn.
,»folytonos ovulacio” hipotézis, mely szerint az ovulaciok soran a tiiszérepedés kovetkeztében
megsériilt epitélium helyreallitasa sejtosztodast igényld folyamatok segitségével megy végbe.
Raadasul az esetlegesen eldforduld DNS karosodas repair rendszerek milkddeését igényli.
Amennyiben ezen folyamatok zavart szenvednek, az a karosodott epitélialis sejtek taléléséhez
¢és/vagy korlatlan osztodasahoz, ezaltal pedig tumor kialakuldasahoz vezethet (Murdoch és
mtsai, 2001; 2002). Ebbdl kovetkezbéen az ovulacio minden egyes ciklusaval egyre tobb
mutacioval rendelkezd sejt halmozodhat fel a petefészekben, ezzel novelve a daganatképzddés
kockazatat (Ho, 2003; Mungenast és Thalhammer 2014; Reid és mtsai, 2017). A Kkorai
pubertas, vagy késdi menopauza miatt megnyuld ovuldcids szakasz szintén megnoveli a
betegség kialakulasanak a kockazatat. Az ovulacids hipotézis mellett manapsag egyre inkabb
elfogadottabb az un. ,,retrogdd menstruacid” hipotézis, amely a menstruacid6 nem megfeleld
mechanizmusat teszi feleldssé a petefészek tumorok kialakulasaért. A retrograd menstruaciod
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sordn a menstruacidos vér a szervezetbdl torténd tavozasa helyett visszafelé aramlik a
petevezetékeken keresztiil. fgy a vérrel kapcsolatba keriilé sejtek (a petevezeték fimbriai) Ki
vannak téve az eritrocitak hemolizise kovetkeztében szabadda vald vas kivaltotta oxidativ

stressz genotoxikus hatasanak (Vercellini és mtsai, 2011; Mungenast és Thalhammer, 2014).

A pozitiv csalddi anamnézis szintén magas rizikéfaktort képvisel a betegség
kialakulasaban, mivel a csaladi halmozodast mutaté génmutaciok megléte esetén akar 10
évvel hamarabb is kialakulhat a petefészekrak (Holschneider és Berek, 2000). Tébb mutaciot
1s Osszefiiggésbe hoztak a petefészekrak kialakuldsaval, tobbek kozott a DNS javito
mechanizmusokban részt vevé BRIP1, RAD51C, RAD51D, BRCA1 és BRCA2 génekét (Shih
¢s Kurman, 2004; Ramus és mtsai, 2015; Song ¢és mtsai, 2015). A petefészektumorok
megjelenését leggyakrabban a TP53, BRCALl ¢és a BRCA2 génekben bekovetkezett
mutaciokkal hozzak osszefiiggésbe (Shih és Kurman, 2004). A TP53 gént érinté mutaciok az
elérehaladott petefészekrakos esetek 50-80%-ban figyelhetéek meg, de a korai stadiumokban
is kimutathatoak az esetek 37%-aban (Shih és Kurman, 2004). Erdemes tovabba megemliteni,
hogy a betegség kialakuldsdnak a kockazata a BRCALl mutéaciot hordozok esetében akar a
44%-ot, mig a BRCA2 mutacioval rendelkezdk esetében a 27%-ot is elérheti (Reid és mtsai,
2017). A petefészek tumorokban kialakult mutaciok azonositdsa kiemelt fontossdgu, mivel
hozzajarulhat a megfeleld terapia kivalasztasahoz (Jonsson és mtsai, 2019; lasd még 3.1.4

fejezet).

Tovabbi kockazati tényezdnek szamit az eldrehaladott életkor, a magas BMI érték, a
dohanyzés, a mozgasszegény ¢letmdd, a tulzott alkoholfogyasztas, valamint a kiilonb6zo
joindulata elvaltozasok megléte (pl. endometridzis, PCOS- Policisztas ovarium szindréma)
(Reid és mtsai, 2017, Yarmolinsky és mtsai, 2019). Az Osztrogén alapii hormonkezelések
proliferativ hatdsukon keresztiil szintén novelik a petefészekrak kialakuldsanak kockazatat

(Armitage és mtsai, 2003; Ho, 2003; Reid és mtsai, 2017; lasd még a 3.1.4 fejezet).

3.1.2 A petefészek tumorok tipusai

A petefészekrak egy klinikailag valtozatos, morfoldgiailag €s molekularisan heterogén
betegségnek tekinthetd. A petefészek daganatos elvaltozasai szovettanilag a kiindulasi
sejttipus alapjan 3 f6 kategoriaba sorolhatoak, melyek az epitelialis, a csirasejtes és a
sztromasejtes daganatok (1. tablazat) (Chen és mtsai, 2003; Rojas és mtsai, 2016). Az Gsszes

malignus petefészekdaganat tobb mint 90% -a epitelialis eredetli, mely tipusnak a 68-70%-at
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szerozus eredetli tumorok alkotjak. Ezen daganatok molekularis jellemzoik alapjan két
kiilonalld csoportra bonthatoak tovabb (Walker és mtsai, 2015; Rojas és mtsai, 2016). Az I.
tipusba az alacsony malignitasi szerézus daganatok tartoznak, melyek az epitelialis
petefészekrakos megbetegedések kevesebb, mint 5% -at teszik ki és altalaban jo progndzissal
rendelkeznek. Az erre a tipusra jellemzd genetikai mutaciok kozé tartoznak a KRAS, BRAF,
PTEN, PIK3CA, CTNNBL1 és az ARID1A gének mutacidi (Kurman €s mtsai, 2016; Rojas és
mtsai, 2016). A Il. tipusba a magas malignitasti szerdézus daganatok tartoznak, melyek az
Osszes epitelidlis malignus elvaltozdas 70-80%-at adjak. Ezen daganatok rendkiviil
aggresszivak, magas proliferacidos képességel rendelkeznek és az esetek 90%-ban haldlos
kimeneteliek. Erre a tipusra a TP53 gén mutacidja a legjellemz6bb (Rojas és mtsai, 2016;

Kurman és mtsai, 2016; Stewart és mtsai, 2019).

1. tablazat: Az ovarium tumorok szOvettanilag meghatdrozhatd csoportositasa (Chen és
mtsai, 2003; Rojas és mtsai, 2016).

Epitelialis Csirasejtes OYal‘lall_S Egyeb, 1’lleter
daganatok daganatok sztromasejtes kevert tipusu
daganatok daganatok
Osszes malignus
tumoron beliili 60% 25% 8% 7%
gyakorisag
Malignus
petefészek 90% 3%-7% 7%
tumorokon beliili
aranyuk
Erintett 20+ év minden ¢letkor  minden ¢életkor minden életkor
korcsoport
Altipusok szerdzus tumor
mucindzus tumor teratoma fibroma
endometroid dysgerminoma  granulosa-theca
- : . vegyes
tumor vilagos endodermalis sejtes tumor, .. ,
. . . . szovettanu
sejtes tumor sinus tumor Sertoli-Leydig

Brenner-tumor  choriocarcinoma sejtes tumor
vegyes szovettanil

A csirasejtes daganatok a primer csirasejtekbdl fejlodnek ki, és megkozelitéleg az
Osszes daganatos eset 25%-at, mig a rosszindulata petefészek daganatok 3—7% -at teszik ki. A
gyermek és serdiilokoru fiataloknal kialakuldé daganatok tobb mint 50%-a csirasejt eredettl,

melyek megkdzelitdleg 1/3-a rosszindulati. Ezzel szemben a felnéttekben viszonylag ritkan
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jellemz6 ez a daganat tipus és altalaban joindulatu. Hisztopatologiai szempontbdl 5
alcsoportba sorolhatok tovabb (1. tablazat) (Chen és mtsai, 2003; Stewart és mtsai, 2019). Az
ovarialis- sztromasejtes daganatok megkozelitbleg a 8%-at teszik ki az Osszes petefészek
daganatoknak és mintegy 7%-at a rosszindulata petefészek elvaltozdsoknak. Abbol adodoan,
hogy ezen tumorok olyan sejtekbdl képzddnek, melyek egyébként részt vesznek a petefészek
szteroid hormontermelésében, gyakran magas Osztrogén szintet, ezaltal pedig ehhez tarsulo
tiineteggyiitest eredményeznek (korai pubertast gyerekeknél, vérzési zavarokat, vagy az
endometrium koros megvastagodasat). Ezen daganattipus szintén tovabbi altipusokra

bonthat6 (1. tablazat) (Chen és mtsai, 2003; Horta és Cunha, 2015; Stewart és mtsai, 2019).

3.1.3 A petefészekrak diagnosztikaja

A petefészekrak esetén tapasztalhaté magas haldlozasi aranyért elsGsorban a betegség
kései diagnosztizalasa tehetd felelossé, amelyet a nem specifikus, késon jelentkez6 tiinetek
nehezitenek (pl.: puffadas, alhasi fijdalom). gy megkozelitéleg az esetek 50%-at
elérehaladott allapotban diagnosztizaljak, amikor a korai stadiumokkal (93%) ellentétben az 5
éves tulélés esélye rendkiviil alacsony (29%) (Siegel és mtsai, 2018; Nimmagadda ¢és mtsai,
2020). A jelenleg alkalmazott rutin diagnosztikai eljarasok koz¢é tartozik a medence tapintasos
vizsgalata mellett a transzvaginalis ultrahang. Ezen technikdk azonban azon tal, hogy
koltséges UH késziiléket igényelnek, mar csak a nagy, feltehetéen elérehaladott allapotban
1évd daganatok felismerésére alkalmasak (Nimmagadda és mtsai, 2020). A diagnosztizalt
daganat malignitasanak meghatarozasat, illetve FIGO (International Federation of
Gynecology and Obstetrics) stadiumokba torténd besorolasat a szOvettani vizsgalat

eredménye teszi lehetdvé (Larrea és mtsai, 2016; Nimmagadda és mtsai, 2020).

Rendelkezésre all tovabba néhany biomarker, amelyek segitenek a jo és rosszindulata
petefészek tumorok elkiilonitésében, ezek a CA125 (Carbohydrate Antigen-125), mas néven
MUC16 (Mucin-16), illetve a HE4 (Human Epididymis Protein 4). A CA125, amely egy, az
ovarium tumor sejtek membranjanak felszinén megtalalhato mucin tipusa-O-glikoprotein, a
petefészekrakban leggyakrabban alkalmazott szérum biomarker (Montagnana és mtsai, 2017,
Nimmagadda ¢s mtsai, 2020). Szintjének vizsgalata segitséget nyujt a betegség korai
felismerésében, a terapiara adott valasz monitorozasaban, tovabba a megbetegedés esetleges
kigjulasanak gyors észlelésében, azonban szamos korlat jellemzi. (Jelovac és mtsai, 2011;
Nimmagadda és mtsai, 2020). Ismert, hogy a CA125 felszabaduldsa eltéré a kiilonbozo
hisztotipusokban, ebbdl adodoan a tumorok akar 20%-anak esetén, nem alkalmazhat6 ezen
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marker. Ezen felil nem kelléen specifikus a petefészekrakra, mivel mas rosszindulata
megbetegedés esetén is emelkedett szintet mutat (pl.: méhnyak, emld-, vastagbél-,
hasnyalmirigy- és gyomorrak esetén). Erdemes tovabba kiemelni, hogy szamos, nem
rosszindulati korallapot (pl.: endometriozis, vagy a medence mas gyulladdsos betegségei)
fennallasa soran is fals diagndzishoz vezethet (Kappelmayer és mtsai, 2015; Montagnana ¢és
mtsai, 2017). Mindezek alapjan a CA125 az idealisnal alacsonyabb szenzitivitassal (50-62% a
korai szakaszban) és specificitassal (73-77%) rendelkezik (Solétormos és mitsai, 2016;

Montagnana ¢és mtsai, 2017).

A HE4 egy 13kDa méretii fehérje, amelyet a WFDC2 gén kdodol és magas expresszio
jellemzi az epitelialis petefészekrakban szenvedé betegek esetében (Zhu és mtsai, 2016). A
CA125 markerhez viszonyitva nagyobb szenzitivitast (72-80%) és specifitast (90-96%) mutat
a betegség korai diagnozisaban (Zhu és mtsai, 2016; Montagnana és mtsai, 2017). Szintjének
monitorozdsa alkalmas Iehet tovabba a kemoterapids szerekre mutatott érzékenység
meghatarozasaban is (Angioli és mtsai, 2014). Ezen marker sem kell6en specifikus azonban a
petefészekrakra, szintje mas tumortipusok esetén is megemelkedik, mint példaul az
endometrium, a petevezeték, és a tiidé rosszindulati elvaltozasai soran. Ezen markerre is
jellemz6 tovabba, hogy néhany, nem rosszindulat korallapot (példaul veseelégtelenség) vagy
menstruacio, illetve egyes hormonkezelések fennallasa esetén is fals diagnozist eredményez

(Montagnana és mtsai, 2017).

3.1.4 A petefészekrak terapiaja

A petefészekrak amellett, hogy az egyik legnehezebben diagnosztizalhato, és ezaltal az
egyik legrosszabb prognozissal jaré ndgyogydszati daganat tipus, heterogenitisa miatt
kezelése komplex terapiat és radikalis sebészeti beavatkozast igényel. A petefészekrak
diagnosztizalasat kovetden a jelenlegi kezelési protokoll alapjan a citoreduktiv miitéti eljaras
javasolt, melynek soran eltavolitjak a tumoros szoveteket (ez legtobbszor mindkét petefészek
¢s a meh eltavolitasat is magaban foglalja), majd ezt kovetden a betegeket intravénds platina
(pl.: Cisplatin, Carboplatin) és taxan (pl.: Taxol, Taxotere) alapii kemoterapias kezelésben
részesitik. Elérehaladott stddiumok esetén a tumorméret csokkentése okan a miitétet
megeldzden indukcids (neoadjuvans) kemoterapidban is részesiil az érintett személy (Rojas €s
mtsai, 2016; Cortez és mtsai, 2018). Erdemes megemliteni, hogy egyes klinikai vizsgalatok
alapjan az antidsztrogének (pl. Tamoxifen) és aromataz-gatlok (pl. Letrozol) hatékonyak

cre
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kezelésében. A tamoxifen egy szelektiv 0sztrogén antagonista, amely meggatolja az dsztrogén
kotodését az Gsztrogén receptorhoz (ER), ezaltal meggatolva annak rakos sejtek novekedését
elésegité hatasat. A letrozol pedig egy aromataz inhibitor, amely az androgének
Osztrogénekké torténd atalakulasaért felelds aromatdz gatlasaval vagy inaktivalasaval
csokkenti a plazma Osztrogénszintjét a menopauzan atesett nok esetén. Fontos kiemelni, hogy
bar a petefészek daganatok tobbségére jellemzé az Osztrogén érzékenység, ezen terapids

modszerek alkalmazasa mégsem eclterjedt a klinikai gyakorlatban (Ho, 2003; George és mtsai,
2017).

A daganat sejtekre jellemz6é mutaciok azonositasa lehetdvé teszi tovabba azok célzott
terapiajat (Meric-Bernstam és mtsai, 2012). A BRCAL és BRCA2 mutaciok jelenléte esetén az
un. poli-ADP-rib6z polimeraz (PARP)-gatlok (pl.: Oliparib, Veliparib, Niraparib, Rucaparib)
alkalmazasa elésegitheti a sejtburjanzas visszaszoritasat azaltal, hogy ezen molekuldk a DNS
torések felhalmozdodasahoz vezethetnek, amely a BRCA mutaciok kovetkeztében eleve sériilt
repair rendszerrel rendelkez6 sejtek halalat idézi el6. A PARP-gatlok, platina alapa
kemoterapias szerekkel (amelyek szintén DNS karosodasokat idéznek eld) valdo kombinalasa
tovabb noveli azok hatékonysagat (Coleman és mtsai, 2015; Liu és Matulonis, 2016; Rojas és
mtsai, 2016). Szamos kutatas folyik tovabba a TP53 mutaciokat célzo terapiak kidolgozasat
illetden, ilyen példaul az AZD1775, amely a Weel, G2 ellendrzé pontban kozremiikodd
kin4dz inhibitora, vagy a Hsp90 inhibitor, amely a mutalodott p53 fehérjével komplexet
vezet. Alkalmazasuk igéretesnek bizonyult a klinikai vizsgalatok soran (Rojas és mtsai,

2016).

3.2 Az dsztrogének és a xenoosztrogének

Az Osztrogének fiziologiai szempontbol fontos szteroidhormonok, melyek
kulcsszerepet jatszanak a ndi reproduktiv ciklus szabalyozdsaban (Hewitt és Korach 2018).
Az 6sztrogének csoportjaba sorolhatoak az osztron (E1), a 17 —6sztradiol (E2) (2. abra), az
osztriol (E3) és az Osztrolin (E4), mely molekuldk koziil az E2 rendelkezik a legerdsebb
fiziologiai hatassal. Ezen molekula kritikus jelent6séggel rendelkezik tobbek kozott az
endometrium megvastagodasanak el0segitésében, ezaltal a terhesség kialakulasanak lehetévé
tételében, valamint az emlOmirigy fejlddésében (Mungenast és Thalhammer 2014; Fuentes,
2019). A menopauzat megel6z6en a ndkben a petefészkekben talalhato granuldza sejtek az E2

szintézisének elsédleges forrasai. Az Gsztrogén bioszintézisében kulcsfontossagu a citokrom
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P450-aromataz enzim (P450AROM), amely az E2-t reproduktiv kora néknél koleszterolbdl,
posztmenopauzaban 1évé ndk vagy férfiak esetén pedig Cig prekurzorokbol (tesztoszteron,
androsztendion) szintetizalja. Az aromataz megtalalhato szamos extragonadalis sejtben is (pl.:
zsirszovet mezenchimalis sejtjei, az oszteoblasztok, a kondrocitak, az erek endotélium sejtjei,
valamint az idegsejtek), amelyek igy szintén képesek E2 eldallitasara. Ezen sejtek
tekinthetéek az E2 {6 forrasanak a menopauzan atesett nék esetében (Nilsson és Gustafsson,
2011; Vrtaénik és mtsai, 2014). A menopauza utan azonban jelentésen csokken a szérum E2
szintje, ami megkdzelitéleg 0,04 nM, mig a menopauzat megelézéen a ciklus adott

szakaszatol fliggben 0,11-2,20 nM kozott valtozik (Vrtacnik és mtsai, 2014).

OH
GHs OH O CHs
. °
| HO
" | HO OH
0
ZEA

BPA

2. abra: Az E2 (17p —0sztradiol), a ZEA (zearalenon) és a BPA (bisphenol A) molekulak
szerkezete (Baker és mtsai, 2009; Jalal és mtsai, 2018; Cavaliere és mtsai, 2019).

Ismert, hogy az E2 fontos szerepet tolt be szamos extragonadalis sejt normal
mitkodésében, ezaltal hozzajarulva a csonthomeosztazis, a lipid- és szénhidrat-anyagcsere, az
elektrolit-egyensuly és a bor normal fiziologiajanak a fenntartasahoz, tovabba a
kardiovaszkularis és a kozponti idegrendszer megfeleld milkddéséhez (Vrtacnik és mtsai,
2014; Hewitt ¢és Korach 2018). Ebbdl adédéan a menopauzat kovetd Osztrogén szint
csokkenés kovetkeztében szamos iddskorral dsszefiliggésbe hozhatd betegség alakulhat ki,
mint az oszteoporozis, a miokardialis infarktus, agyvérzés, demencia és egyes esetekben az
Alzheimer-kor. Ezen un. idéskori megbetegedések megelézése céljabol széles korben
alkalmazzdk az Osztrogén alapti hormonpo6tld terapiat a posztmenopauzdban 1évé ndk
esetében (Ho, 2003; Armitage és mtsai, 2003; Greiser és mtsai, 2007). A xenodsztrogének,

olyan szteroid molekuldk, amelyek a fiziologias Osztrogénekhez hasonld hatassal

rendelkeznek (Paterni és mtsai, 2017).
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A xenoosztrogének lehetnek természetes formdban eléfordulo, ndvények altal termelt
fitodsztrogének (pl. genistein), gombak altal termelt mikodsztrogének (pl. Zearalenon; ZEA),
vagy szintetikus eredettiek (pl. BPA) (Paterni és mtsai, 2017). A legismertebb mikodsztrogén
a ZEA (2. abra), mely molekula az Gn. mikotoxinok csoportjaba sorolhat6. A mikotoxinok
fonalas gombak altal eldallitott szekunder metabolitok, amelyek képesek hatast gyakorolni a
ZEA a Fusarium fajok (pl.: F. graminearum, F. culmorum) altal eléallitott rezorciklusos
lakton (Paterni és mtsai, 2017). Ezen gombak szant6foldi és raktari kartevoknek tekinthetdek,
amelyek képesek a gabonanovényeken (pl.: arpa, kukorica, rizs, bliza) novekedni. Ezaltal
nemcsak hatalmas termékveszteséget okoznak a mezdgazdasdgban, hanem az Aaltaluk
eléallitott metabolitok (beleértve a mikotoxinokat is) kontaminaljak a takarmanyt, valamint a
gabonabol késziilt feldolgozott élelmiszereket. Ezaltal stlyos kockazatot jelentenek nemcsak
az allatok, hanem az emberek szamara is (Zinedine és mtsai, 2007; Paterni és mtsai, 2017). A
ZEA szervezetbe keriilését kovetéen felszivodik a gyomor-bél traktuson keresztiil, majd
metabolizmusat kdvetden akkumulalodhat a kiilonb6z6 szervekben. Haszonallatokkal végzett
kutatdsok alapjan a ZEA kimutathatd mennyiségben jelen van tobbek koézott a méjban, a
vesében, a zsirszovetekben, a reproduktiv szervek szoveteiben és a vérszérumban is (Rai és
mtsai, 2019). Erdemes azonban megemliteni, hogy a ZEA-t kimutattik mar emberi
endometrium tumorokbol is (Gadzata-Kopciuch és mtsai, 2011; Kowalska és mtsai, 2016;
Pajewska és mtsai, 2018). Egészségiigyi kockazata miatt a ZEA kontaminaciot folyamatosan
monitorozzak a gabona eredeti élelmiszerekben, alapanyagokban ¢és takarmanyokban. A
WHO élelmiszer-adalékanyagokkal foglalkozo szakértéi Dbizottsaiga (JECFA- Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) a napi toleralhatdé beviteli mennyiségét
(PMTDI- provisional maximum tolerable daily intake) 0,2 és 0,5 pg/testsuly kg-ban
hataroztak meg (Zinedine és mtsai, 2007; Metzler és mtsai, 2010).

A mesterséges xenoosztrogének csoportjaba tartozik a BPA (2. abra). Ezen 2,2-Bisz(4-
hidroxifenil)propan molekulat széles korben alkalmazzdk adalékanyagként a miianyagok
eldallitasanal, ezért a milanyag termékek széles valasztékaban megtaldlhato, beleértve az ujra
hasznosithatd  palackokat, polikarbonat tartalmu taroléedényeket, az orvosi ¢&s
sportfelszereléseket, az epoxigyantdkat, az élelmiszer- és italdobozok bélését, a fogaszati
tomitdanyagokat, tovabba tartalmazhatjak a kiilonboz6 festékek, és az élelmiszeriparban
alkalmazott hopapirok is. Ebbél adodoan az egyik legnagyobb mennyiségben eléallitott vegyi
anyagnak tekintheté vilagszerte (tobb mint 2,7x10° kg/év). A BPA azonban képes
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kiszivarogni a millanyag termékekbdl, ezéltal kontaminalhatja az abban tarolt
italokat/élelmiszereket, tovabba az 6Oriasi mennyiségli miianyag hulladékbol kiszivarogva a
talajvizet. Ezaltal az emberek nagymértékben ki vannak téve a BPA egészségkarosito
hatasanak (Rochester, 2013; Gao és mtsai, 2015). A probléma sulyossagat jelzi, hogy a BPA
kimutathatdé mennyiségben van jelen az emberi szérumban és vizeletben, de kimutattak mar a
magzatvizben, az anyatejben, a kdldokzsinorvérben és a méhlepényben is (Rochester, 2013;
Gao és mtsai, 2015). Az Egyesiilt Allamokban a feln6tt lakossag korében a vizeletben mért
koncentracidja 1,28 mg/L, mig a szérumban 0,2-1,6 ng/ml koériil mozgott. Az Eurdpai Unid
napi 5 mg/kg-ban hatdrozta meg azt a koncentracidt, aminek még feltehetdleg nincs

megfigyelt karos hatasa (NOAEL- no-observed adverse-effect level) (Gao és mtsai, 2015).

3.2.1 Az Osztrogén szignalizicio

Az Osztrogének fiziologiai hatasukat ER fiiggd, és fliggetlen Utvonalakon keresztiil
egyarant kifejthetik (3. abra) (Cui és mtsai, 2013; Vrtaénik és mtsai, 2014; Hewitt és Korach,
2018). Az ER-fiiggd utvonalon beliil megkiilonboztetiink un. genomikus és nem genomikus
mechanizmusokat, attol fiiggéen, hogy bekovetkeznek-e génexpresszioban megmutatkozd
valtozasok. A genomikus utvonalban kozremiikodé ER-oknak két tipusat kiilonboztethetjiik
meg, az ERa-t és az ERB-t, melyek sejttipus-fiiggd kifejez6dést mutatnak (Vrtaénik és mtsai,
2014; Hewitt és Korach 2018). Mindkét tipus megtalalhato a petefészek, az emld, a prosztata,
a herék, a csontvaz, a sziv- és érrendszer, valamint az agy szoveteinek sejtjeiben. Ezen feliil
az ERa kifejezddik a méh, a mellékhere, a mdj, a vese és a fehér zsirszovet sejtjeiben, ezzel
szemben az ER a vastagbél, a nyalmirigy, az érrendszeri endotélium, a tiido, és a hligyholyag
sejtjeiben mutat expressziot (Nilsson és Gustafsson, 2011). Ezen receptorok kifejezédése az
Osztrogének széleskorii fiziologiai hatasanak az alapja. Ezt tamasztja ald, hogy példaul endotél
sejtek esetén megfigyelték, hogy a posztmenopauzaban levé néknél nemcsak az
Osztrogéntermelés, de az ERa expresszioja is visszaesik (~33%-kal) (Gavin és mtsai, 2009;
Nilsson és Gustafsson, 2011). Az ER aktivacidjanak alapja, hogy az 0Osztrogének,
lipidoldékony természetiik révén képesek atdiffundalni a sejtmembranon, ezaltal pedig a
citoplazmaban helyet foglalo ER-0khoz k6tddni (1. Gtvonal). Ennek kdvetkeztében az ER-0k
szerkezete konformacids valtozdson megy keresztiil, a receptor dimerizalodik, majd a
sejtmagba transzlokalodik. Ezt kovetdéen képesek azon célgének atirasanak az indukcidjara,
amelyek regulacios régiojaban megtalalhatoak az Gn. Osztrogén valasz eclemek (ERE-

Estrogen Response Element) (3. abra) (Vrtacnik és mtsai, 2014; Hewitt és Korach 2018).
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3. abra: Az E2 hatdsmechanizmusédban szerepet jatszo utvonalak csoportositasa. 1. dtvonal:
az E2 ER-hoz valo kapcsolodasan keresztiil meginduld transzkripcionalis valtozéasok. 2.
utvonal: az E2 membranhoz ko6tott ER-hoz vald kotddésén keresztiill elinduld, ion
csatornakat, masodlagos hirvivok képzddését, egyéb membran receptorok vagy transzkripcios
faktorok miikodését szabalyozd mechanizmusok. 3. utvonal: ER-ok ligand fiiggetlen
aktivalodasa kovetkeztében elinduld transzkripcionalis valtozasok. 4. tvonal: az E2, ER-
fiiggetlen modon megvalosulé antioxidans hatasa (Cui és mtsai, 2013).

Kimutattak azt is, hogy az E2 képes olyan gének atirasat is indukalni, amelyek
gének 1/3-at teszik ki. Ezen gének atirasa fehérje-fehérje kdlcsonhatasok révén, transzkripcios
faktorok kozremiikodésével valosul meg (3. abra) (Bjornstrom és Sjoberg, 2005; Vrtacnik és

mtsai, 2014).

Az un. nem genomikus valasz az Osztrogének sejtfelszini receptorokhoz valo
kotddésén (pl. G-proteinnel asszocialt receptorok GPERI1- G Protein-Coupled Estrogen
Receptor 1) keresztiil valosul meg (2. utvonal). Ezen utvonal gyorsabb valasz elinditdsara
alkalmas, és kritikus szerepet tolt be az ideg- és vazrendszer mellett egyéb szervek (pl. maj)

mitkodésében is (Cui és mtsai 2013). Hatasuk egyéb membran receptorokkal (pl. glutamat
14



receptor — mGIUR) valo egyiittmiikodésiik, vagy jelatviteli Gtvonalak kozremitkodésével
valosul meg (3. abra). Utobbi, protein-kinaz kaszkadok négy f6 csoportba sorolhatoéak: 1) a
foszfolipaz C (PLC)/protein kinaz C (PKC) utvonal; 2) a Ras/Raf/MAPK kaszkad; 3) a
foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI13K)/Akt-kinaz kaszkad; 4) cAMP/protein kinaz A (PKA)
jelatviteli utvonalak. Erdemes azonban megemliteni, hogy ezen protein kinaz ttvonalak
kozvetve - transzkripcids faktorok foszforilacidjan keresztil — ugyancsak hatast
gyakorolhatnak a sejtben zajloé génexpressziora (3. abra) (Vrtacnik és mtsai, 2014; Fuentes és
mtsai, 2019). Erdemes tovabba megjegyezni, hogy az ER-0k agonistak hianyaban is képesek
aktivalodni (3. utvonal). Ez az un. ligand-fiiggetlen ER aktivacié novekedési faktorok (pl.
epidermalis vagy inzulinszeri névekedési faktorok), vagy neurotranszmitterek (pl. dopamin)
altal aktivalt protein kindz utvonalak kozremikodésével bekovetkezd ER foszforilacio
kovetkezménye (3. abra) (Vrtacnik és mtsai, 2014; Fuentes és mtsai, 2019). Az E2 képes
tovabba az oxidativ stressz mértékének csokkentésére, melyet ER-fliggetlen modon visz
végbe (4. utvonal) (3. abra) (Cui és mtsai. 2013). Ezen felil az 0sztrogén valasz szamos
epigenetikai mechanizmust is magaban foglal, mely hiszton modositasokon, DNS metilalasi
mintazat kialakitasan és kromatin atrendez6désen keresztiil valosulhat meg (Vrtacnik és
mtsai, 2014). Az 6sztrogén valasz kozvetitésében ezen feliil a miRNS-ek altal kozvetitett
poszt-transzkripcionalis mechanizmusok is szerepet jatszanak. Ezt az alabbi megfigyelések
bizonyitjak: 1) szdmos miRNS expresszidja mutat indukcidt, vagy repressziot Osztrogén
kezelés hatdsara; 2) az ERa feltehetden szerepet tolt be a miRNS érésében kozremiikodod
enzimek (pl.: a Drosha, Dicer) transzkripcionalis indukciojaban; 3) az ERa feltehetdleg
kozvetleniil indukalhatja a miRNS kodolo régidk transzkripciojat; 4) az Ero expresszidjara

tobb miRNS is hatést gyakorolhat (Klinge, 2015; Cohen és mtsai, 2016).

3.2.2 Osztrogének, mint karcinogén és endokrin zavarokat okozo molekulak

Régota ismert tény, hogy az dsztrogén alapi hormonterapiaban részesiilé nok korében
nagyobb gyakorisaggal fordulnak el négyogyaszati raktipusok, mint példaula petefészekrak
(Mungenast és Thalhammer 2014). Az Osztrogén kezelések 5 évnél hosszabb ideig tarto
alkalmazéasa mar szignifikdnsan megemeli a daganatképzddés esélyét, mely kockazat még 10
évvel az alkalmazas befejezését kovetden is érzékelhetd (Hildebrand és mtsai, 2010; Reid és
mtsai, 2017). Raadasul a medddségi kezelések soran alkalmazott szerek (pl.: a klomifen-

crer

kockazati tényezot jelentenek a ndgyodgyaszati daganatos elvaltozasok kialakuldsara, mely
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részben az Osztrogénszintre gyakorolt hatasukkal magyarazhat6 (Tomao és mtsai, 2014). Ezek
alapjan az Osztrogénekre kiemelkedd fizioldgiai jelentdségiik ellenére karcinogén
molekuldkként kell tekinteni. Ezen hatasuk, egyrészt a rajuk érzékeny sejtekre gyakorolt
proliferativ hatdsukkal hozhat6 6sszefliggésbe, de bizonyos koncentracio folott reaktiv oxigén
gyok (ROS- reactive oxygen species) generald képességiik altal DNS-karosodast, ezen
keresztiil pedig mutaciok kialakuldsat indukalhatjak (Ho, 2003; Yager és Davidson 2006;
Mungenast és Thalhammer 2014). Az 0Osztrogének petefészekrak kialakuldsaban betdltott
jelentéségét bizonyitja tovabba, hogy a rosszindulatu petefészek tumorok esetében gyakran

megemelkedik az ERa expresszidja (Mungenast és Thalhammer, 2014).

A xeno0sztrogének szintén képesek Osztrogén valasz kivaltasara. Ennek {6 oka, hogy a
ZEA ¢és a BPA alacsonyabb affinitdssal ugyan, de képes az ERa és ERP mellett a GPER1
receptorokhoz is k6tddni, ezaltal a fiziologids 6sztrogénhez hasonlo hatést kivaltani (Vifias és
mtsai, 2012; Rochester, 2013; Paterni és mtsai, 2017; Jalal és mtsai, 2018). fgy, e molekulak
endogén Osztrogénekkel vald interferald képességiik révén endokrin zavarokat okozhatnak
emberben ¢és haszonallatokban egyarant. A nagymértékli ZEA kontaminacié az allattenyésztés
agazatdban nagy karokért tehetd feleldssé, mivel a haszonallatoknal (pl.: sertés, szarvasmarha,
juh) reproduktiv rendellenességek kialakulasahoz vezet. Ide sorolhatd az n. hiperdsztrogén
szindroma, ami alterhességet, medddséget, illetve laktacios zavart foglal magaban, tovabba
halvasziiletést is okozhat (Malekinejad és mtsai, 2005; Metzler és mitsai, 2010). A
xenodsztrogénekkel nagymértékben kontaminalt élelmiszerek fogyasztdsa emberek esetében
noveli az elhizds és cukorbetegség kialakuldsanak kockazatat, de a reproduktiv rendszer
miikddésének a zavarat is kivalthatjak. Az utdbbi hatasra kiilondsen érzékenyek a prepubertas
1d6szakaban 1évd gyermekek, akik esetében az alacsony endogén nemi hormon szintek miatt
az akar kis mennyiségben kiviilrél érkez6 hormon hatasit molekuldk is a hormonalis
egyensily felborulasahoz vezethetnek, ezaltal példaul korai puberts alakul ki. Erdemes
tovabba megemliteni, hogy allatkisérletek alapjan a xenodsztrogéneknek magzati korban valo
kitettség noveli az idegrendszeri és anyagcsere-rendellenességek kialakulasanak kockazatat
(Zinedine és mtsai, 2007; Leonardi és mtsai, 2017; Paterni és mtsai, 2017; La Merrill és
mtsai, 2020).

A xenodsztrogéneknek vald kitettség befolyast gyakorol a rakos megbetegedések
kialakulasanak valoszinliségére 1Ss. Ezt bizonyitja, hogy a BPA szamos olyan gén

expresszidjara gyakorol hatast petefészek, mell és prosztata sejtvonalakban, amelyek szorosan
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kapcsolodnak a rak progresszidjahoz (La Merrill és mtsai, 2020). A ZEA szintén karcinogén
hatdstnak bizonyult egér kisérletek alkalmaval, valamint toxikusnak egyes sejttenyészetek
esetében (Rai és mtsai, 2019). Ennek ellenére a ZEA-t a Nemzetkozi Rakkutatasi Ugyndkség
az emberre gyakorolt karcinogenitasa szempontjabol tovabbra is a 3. csoportba sorolja (azaz
nem karcinogén) (Ostry és mtsai, 2017), ami féleg ezen molekula hatasar6l rendelkezésre allo
informacié hianyaval magyarazhato. Erdemes tovabba megemliteni, hogy a ZEA kimutathato
mennyiségben jelen lehet emberi endometrialis daganatokban, ami arra enged kovetkeztetni,

hogy e molekula hajlamos felhalmozodni a reproduktiv szervekben és ezaltal hozzajarulhat a

crer

3.3 MikroRNS-ek

3.3.1 A mikroRNS-ek biogenezise és altaldnos jellemzése

A miRNS-ek kisméretli (19-25nt hossztiak), nem kodolo, egyszala RNS-molekulak,
melyek fontos szerepet toltenek be a gének poszt-transzkripcionalis szabalyozasaban. 1993-as
felfedezésiik 6ta mostanaig tobb mint 2500 miRNS-t azonositottak az emberi genomban, ¢€s
feltételezések szerint az emberi gének ~60%-anak expressziojara gyakorolhatnak hatast (Di
Leva és mtsai, 2014; Cui és Shu 2020). Elbalakjaik a genomban el6fordulhatnak 6nalld
egységként kodolva, vagy klaszterekbe rendezédve (policisztronos) egyarant, az intergénikus
régiokban, a fehérjekodold gének intronjaiban (intronikus), tovabba egyes esetekben az
exonikus régiokban is (Hussain, 2012; Forterre és mtsai, 2020). A miRNS-ek egy tobblépéses
érési folyamaton mennek keresztiil, melynek eredményeképp a kettds szalti prekurzor alakbol
kialakul az tn. érett, egyszali alak (4. abra). A miRNS kodolo géneket féként az RNS
polimeraz II, egyes esetekben a polimeraz III irja 4. A miRNS-ek tobbsége intergénikus és
sajat promoterrel rendelkezik, igy fliggetlen egységekként keriilnek atirasra, mig az intronikus
mMiRNS-ek altalaban gazdagénjeikkel egyiitt irodnak at. A miRNS klaszterek tagjai egyiitt
kertilnek atirasra egy hosszl transzkriptumot eredményezve. A transzkripciéo eredményeképp
egy hajtliszer(i struktira, a primer miRNS (pri-miRNS) keletkezik, melyen megtalalhato a
jellegzetes 5’ sapka struktira, a 3’ poli-A farok, illetve intronokat is tartalmazhatnak
(Hussain, 2012; Yates és mtsai, 2013; O'Brien és mtsai, 2018; Forterre és mtsai, 2020). A
sejtmagban a pri-miRNS molekulabol egy endonukledz hasitas soran létrejon egy ~70
nukleotid hosszusagu, hurkos szerkezeti prekurzor miRNS (pre-miRNS), amely 3° végén
egyszalu struktaraval rendelkezik (4. abra). A reakciot az endonukledz aktivitasi Drosha

enzimkomplex (mikroprocesszor komplex) hajtja végre, mely az enzim vagasi helyének
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kijelolésében kozremiikodd fehérjékkel alkot komplexet (pl. DGCR8- DiGeorge Syndrome
Critical Region 8). A Drosha enzimkomplex érzékenységét, ezaltal a hasitas hatékonysagat,
illetve helyét szamos egyéb molekula befolyasolhatja (pl.: SnRNP- small nuclear
ribonucleoprotein, vagy HP1BP3 hiszton) (Creugny és mtsai, 2018). FErdemes tovabba
megemliteni, hogy néhany pre-miRNS, az ugynevezett mirtronok, kdzvetleniil egy rovidebb

intronikus régiobol torténnek kivagasra, igy megkeriilve a Drosha- kozvetitette feldolgozast.

—
miRNS gén exon miRtron exon
Transzkripcié \ ‘/Splicing
Sejtmag Pri-miRNS

W m\%mo Pre-miRNS
\Z

u Exportin 5

T ) pre-miRNS
\

\ miRNS-miRNS*

IO cuplex

\
Citoplazma m RISC komplex
\

mu-u cél mRNS
Y
0.LLLLLL| Z'ft\ J.'_|_|_|_|_|_|_|_|.uuu

mRNS degradaci6 Transzlacio6 gatlasa
4. abra: A miRNS-ek érése és mitk6dési mechanizmusa (Melone és mtsai, 2018).

A pre-miRNS-t az Exportin-5 (Exp5) szallitja ki a sejtmagbdl a citoplazmaba melyet
kovetden a pre-miRNS egy masodik, a Dicer enzim altal kozvetitett érési folyamaton megy
keresztiil. Ekkor a Dicer enzimmel vald hasitds kovetkeztében a termindlis hurok
eltavolitasaval egy kb. 22 nukleotid hossztsagu, kettésszali miRNS duplex keletkezik (4.
abra). Bar a duplex mindkét szala képes funkcionélis miRNS-ként miikddni, csak az egyik, az
un. vezetd szal épiil be az RNS-indukalta csendesité komplexbe (RISC- RNA-induced
silencing complex) az Argonauta 2 (AGO2) fehérjéhez kotddve. A masik, az un. utasszal
lebomlik. A vezetd szalat a miRNS szal iranyultsdga hatarozza meg. Az Un. 5p-szal a pre-

miRNS hajtli 5’-végébdl, mig az Gn. 3p-szal a 3’-végébdl szarmazik. Az 5p vagy a 3p szal
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kijelolése részben a miRNS duplex 5’ végén elhelyezkedd 5° U termodinamikai stabilitdsan

alapul (Yates és mtsai, 2013; Chakraborty és Das, 2016; O'Brien ¢és mtsai, 2018).

A RISC komplexbe beépiilt érett miRNS-ek hatasukat a cél mMRNS-ek 3°’UTR

crer

crer

Ezzel szemben az alacsonyabb fokti komplementaritas a transzlacio gatlasahoz vezet. Mindkét
folyamat a cél mMRNS-r6l torténé fehérje expressziot sziinteti meg. A komplementer —
legalabb 7 nukleotidot érinté - bdazisparosodas szempontjabél a miRNS-ek un. seed
szekvenciajanak van nagy jelentésége (Lim és mtsai, 2005; Yates €s mtsai, 2013; Loh és
mtsai; 2019). Annak kovetkeztében, hogy a miRNS-ek nem igényelnek tokéletes
komplementaritast cél mRNS molekuldjukra gyakorolt hatasuk kifejtéséhez, egy mMRNS
molekula szamos miRNS-nek lehet cél mMRNS molekuldja, illetve egy miRNS is rendelkezhet
tobb kiilonbozé cél MRNS molekulaval. Ezaltal egy rendkiviil komplex szabalyozasi halozat
alakul ki, ami lehetdvé teszi a génexpresszid poszt-transzkripcionalis finomhangolasat. A
rendszert bonyolitja tovabba, hogy szamos nem-kodold RNS, mint példaul a hosszii nem
kodoldo RNS-ek (IncRNS), vagy a cirkularis RNS-ek (circRNS) f6 funkcioja a rendelkezésre
alld miRNS-ek szintjének szabalyozasa, melynek alapja, hogy tobb miRNS cél hellyel is
rendelkeznek, ezaltal a miRNS-eket megkotve azok cél mMRNS-iikhoz vald kapcsolddasat
akadalyozzak meg. Ezaltal egy komplex, nem-kodold RNS-eken alapuld szabalyozasi halozat

alakul ki a sejten beliil (Ulitsky, 2018; Ramoén és mtsai, 2019; Szilagyi és mtsai, 2020).

3.3.2 A mikroRNS-ek tumorok kialakuldsaban betoltott Szerepe

A miRNS-ek szamos bioldgiai folyamat szabalyozasaban vesznek részt, igymint a
sejtproliferacio, differencialodas, migracio, apoptozis, sejtciklus, valamint a kiilonb6zo
stresszvalaszok (Di Leva és mtsai, 2014). Kozponti jelentOségiiket jelzi, hogy a
szintézislikben bekovetkezd mennyiségi vagy mindségi valtozasok a sejtek diszfunkcidjdhoz
vezethetnek. A miRNS-ek normal expresszidja megvaltozhat kromoszoma atrendezédések,
kopiaszam eltérések, epigenetikai modosulasok (pl.:  hisztonmodosulas, hipo, ill.
hipermetilacio), illetve a miRNS bioszintetikus utvonalak meghibasodasa kovetkeztében, de a
normdl miRNS-mRNS kapcsolat 1étrejottét is gatolhatjak egyes, a cél mRNS 3°’UTR
figyelhetdé meg a normalist6l eltérd miRNS mintdzat, tobbek kozott gyulladasos, sziv és

érrendszeri betegségek, illetve idegrendszeri és anyagcsere-rendellenességek fennallasa alatt
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(Jiang és mtsai, 2009; Kabekkodu és mtsai, 2018). A miRNS-ek az utdbbi idoben a rakkutatas
kozéppontjaba keriiltek, mivel rdkos megbetegedések esetén jellemzd a miRNS mintazat
nagymértékii megvaltozasa. A miRNS-ek szerepét szamos raktipus esetén bizonyitottak,
koztik az eml6-, vastagbél-, gyomor-, tiidé-, prosztata- és pajzsmirigy tumorokban. A
MIRNS-ek eltéré expresszidjat petefészekrakban (miR-200 és let7f csalad tagjai, miR-93,
miR-21, miR-187, miR-221, miR-410, miR-16, mir-205) is megerdsitették (Zaman és mtsai,
2012; Kinose és mtsai, 2014; Bracken és mtsai, 2015; Reddy, 2015). Becslések szerint a
MIRNS kodolo gének tobb mint 50%-a a tumorok keletkezésével Osszefiiggésbe hozhatd
genomi régiokban vagy muticiokra érzékeny helyeken talalhatd, mely arra utal, hogy a
mMiRNS-ek fontosabb szerepet jatszhatnak a rakos megbetegedések patogenezisében, mint azt
korabban gondoltak (Zhang és mtsai, 2007).

Tumorok képzddésében betdltott funkcidjukat tekintve a mMIRNS-ek lehetnek
onkogének (onkomiR-ek), vagy tumor szupresszorok (5. abra) (Zaman és mtsai, 2012; Di
Leva és mtsai, 2014; Larrea és mtsai, 2016; Loh és mtsai; 2019). Az onkomiR-ek emelkedett
expressziot mutatnak a daganatos elvaltozdsok esetén, és a tumorok fejlodését azaltal segitik
eld, hogy gatoljak a tumorszuppresszor hatasu fehérjék képzodését. Hatasukat tobb kiilonbozo
modon is kifejthetik: 1) érzéketlenné tehetik a sejtet a ndvekedésgatlokkal szemben (pl. miR-
17-92 klaszter miRNS-ei), 2) ecldsegithetik az apoptozis kikeriilését (pl. miR-21), 3)
megndvelhetik a  korlatlan replikaciora valo  képességiiket (pl. miR-372/373), 4)
tamogathatjak az angiogenezist (pl. miR-210), 5) novelhetik az invazios képességet, ezaltal
pedig tamogatjak a metasztazis képzést (pl. miR-10b) (Zhang és mtsai, 2007; Di Leva és
mtsai, 2014). A tumorszupresszor funkcioval rendelkez6 miRNS-ek szintje ezzel szemben
lecsokken a rakos sejtekben. Ezen miRNS-ek azaltal akadalyozzak a daganatok képzodését,
hogy gatoljak az onkogén fehérjék expressziojat és/vagy eldsegitik az apoptdzist. Szamos
miRNS rendelkezik tumor szupresszor funkcioval, pl.: a let7-csalad tagjai, a miR-200 csalad
tagjai, a miR-15a, vagy a miR-16-1 (Zhang és mtsai, 2007, Di Leva és mtsai, 2014; Loh és
mtsai; 2019). Legtobbszor nehéz azonban az egyes miRNS-ek onkomiR-ként, vagy tumor
szupresszorként vald bekategorizalasa. Ez egyrészt azzal magyarazhato, hogy egy miRNS
szamos c¢l mRNS rendelkezik, amelyek funkcidja eltérd lehet. A helyzetet tovabb bonyolitja,
hogy az egyes miRNS-ek szerepe sejttipusonként, ezaltal pedig tumortipusonként is eltérd
lehet. Példaul a miR-125b onkomiR-ként funkcionadl a hematologiai rosszindulata
daganatokban, de solid tumorok esetén sok esetben tumorszupresszor hatastnak bizonyult
(Svoronos és mtsai, 2016).
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5. abra: Onkogén és tumorszuppresszor funkcidoju miRNS-ek hatasmechanizmusa (Loh és
mtsai; 2019).

3.3.3 A miR-200, miR-34 csaldd, a miR-203a, illetve a miR-205

A miR-200 csalad 6t tagbol all, melyek a miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141
és miR-429. Ezek koziil a miR-200a, miR-200b és miR-429, illetve a miR-200c és a miR-141
MIRNS egy eldalak formajaban irodik at. Elobbiek az 1-es (1p36.33), mig utobbiak a 12-es
(12p13.31) kromoszoémakon kodoltak (6. abra) (Bracken és mtsai, 2015; Humphries és Yang,
2015; Muralidhar és Barbolina, 2015). A miR-34 csalad harom miRNS-t (miR-34a, miR-34b
¢s miR-34c) tartalmaz, amelyek két kiilonb6zé kromoszéman lokalizdlodnak. A miR-34a az
1-es kromoszéman (1p36) talalhato és 6nalld egységként, mig a miR-34b és a miR-34c a 11-
es kromoszoman (11qg23) helyezkednek el és egy kozos transzkripcios egységbdl irddnak at

(6. abra) (Wong és mtsai, 2011; Li és mtsai, 2014). A miR-203a a mirBase adatbazis alapjan a
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14-es kromoszoéman, mig a miR-205 az 1-es kromoszéman (1q32.2) talalhatok (6. abra) (Qin
¢s mtsai, 2013; Xiao és mtsai, 2019). Megvaltozott expressziojukat tobb tumortipus esetén
kimutattak, tobbek kozott tiido-, vastagbél-, maj-, emld-, endometrialis-, prosztata-, holyag- és
petefészekrak esetén (Boll és mtsai, 2013; Doll és mtsai, 2015; Humphries és Yang, 2015;
Larrea és mtsai, 2016; Chen és mtsai, 2018; Zhang és mtsai, 2019; Chauhan és mtsai, 2020).

1-es kromoszéma 12-es kromoszéma
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| .
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6. abra: A miR-200 és miR-34 csaladba tartozé6 miRNS-ek, valamint a miR-203a és miR-205
molekulak eléalakjait kodolo gének/génklaszterek lokalizacioja (Li és mitsai, 2014;
Muralidhar és Barbolina, 2015; Xiao és mtsai, 2019).

Ezen miRNS csaladok kozos tulajdonsdga, hogy feltehetdleg tumor szupresszor
funkcioval rendelkeznek és hatdsukat tobbek kozott az un. epitélidlis-mezenchimalis
atalakulas (EMT) (7. abra) szabalyozasan keresztiil fejtik ki. Az EMT fontos szerepet tolt be
az embrionalis fejlddés mellett a sebgyogyulas folyamatéban, illetve az ovulaciot kdvetden a
petefészek epitélium helyreallitasaban (Koutsaki és mtsai, 2014; Bracken és mtsai, 2015).
Malignus allapot fennallasa esetén az EMT tamogatja a metasztazis képzés folyamatat. Ekkor
az epitélialis tulajdonsaggal rendelkezé sejtek elveszitik affinitasukat a sejt-sejt kozotti

adhézios kapcsolatok irant, ezaltal mezenchimalis tulajdonsagokra tesznek szert. Ezen sejtek a
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keringésbe keriilve, annak segitségével képesek akar a szervezet tavoli pontjaira is eljutni,
ahol visszanyerve epitélialis jellegiiket ujra letapadnak (ekkor MET jatszodik le) (Koutsaki és
mtsai, 2014; Bracken és mtsa, 2015; Yeung és Yang, 2017). Ezen folyamat kiilondsen nagy
jelentOségh epitélialis tipusu daganatok, tobbek kozott az epitélialis petefészekrak esetében,
mely nagyban hozzdjarul ezen daganattipus erds metasztazis képzdé tulajdonsidganak
kialakitasahoz, ezaltal pedig a talélési esélyek romlasdhoz (Takai és mtsai, 2014; Loret és

mtsai, 2019).

miR-200
miR-34 miR-200 miR-200 miR-200
miR-203a miR-34 miR-205 miR-34
SNAIL1,2 WNT ZEB1,2 Notch

\\:EMTAA//

epitelidlis sejtek
mezenchimadlis sejtek

7. abra: A miR-200 és miR-34 csalad tagjainak, valamint a miR-203a és miR-205 miRNS-ek
szerepe az EMT szabélyozasaban (Bracken és mtsai, 2015; Sekhon és mtsai, 2016 alapjan).

Molekularis mechanizmusat tekintve az EMT szabdlyozasaban tobb transzkripcios
faktor (pl.: SNAIL 1,2; ZEB 1,2; WNT; NOTCH), illetve miRNS (pl.: miR-200- és miR-34-
csalad tagjai, illetve miR-203a és miR-205) is részt vesz (7. abra) (Koutsaki és mtsai, 2014;
Zheng és Kang, 2014; Bracken és mtsai, 2015; Vosgha és mtsai, 2018). Ezek egy része az E-
kadherin (CDHI1) expresszidjara gyakorol hatast, amely egy sejtfelszini glikoprotein, és
kiemelked6 szerepe van a sejt-sejt kozotti kapcsolatok kialakitdsdban (Zheng és Kang, 2014;

Yeung és Yang, 2017). Ezen gén expressziojanak a gatlasa eldsegiti az EMT folyamatat,

crer

2017).
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A tumor progresszidja soran az E-kadherin kifejezodésének gatlasaban kozponti
szerepet toltenek be a SNAIL 1,2, illetve a ZEB 1,2 transzkripcios faktorok, melyek
kozott a TGF-B (tumour-growth factor) -hoz, illetve a TNF-o (tumour necrosis factor) -hoz

kothetd (Koutsaki és mtsai, 2014; Bracken és mtsai, 2015; Loret és mtsai, 2019).

A miR-200 csalad tagjainak tumor szupresszor funkcidja azzal magyarazhatd, hogy
elésegitik az E-kadherin expresszidjat és az epitélialis tulajdonsagok fennmaradasat azaltal,
hogy poszt-traszkripcionalisan gatoljak a ZEB1, ZEB2 és TGF-p kifejezodését. Ezaltal ezen
mMiRNS csalad tagjainak magas szintje hozzajarul az EMT folyamatanak gatlasahoz (Koutsaki
és mtsai, 2014; Bracken és mtsai, 2015). Erdemes tovabba megjegyezni, hogy egyes miRNS-
ek gatld hatdsa fokozodik azon tulajdonsagukndl fogva, hogy ugyanazon jeldtviteli utvonal
tobb komponensét is képesek megcélozni. De egy célmolekula gatlasa is tobb miRNS
egyidejli miikdodésén keresztiil valosul meg. Ezek alapjan a miR-200, miR-34, miR-203a,
illetve miR-205 kozponti jelentségiinek tekinthetéek az EMT folyamatanak szabalyozasaban
(7. abra) (Bracken és mtsai, 2015; Yeung és Yang, 2017; Vosgha és mtsai, 2018).

3.4 MikroRNS-ek alkalmazasa a klinikumban

3.4.1 MikroRNS-ek mint biomarkerek

Mivel tumoros megbetegedések esetén jellemzé a miRNS mintazat megvaltozasa,
ezért a miRNS-ek igéretes biomarker jelolteknek tekinthetéek (Calin és mtsai, 2002; Zaman
¢és mtsai, 2012; Hayes és mtsai, 2014; Kinose ¢és mtsai, 2014; Larrea és mtsai, 2016). A
tumorszovetek miRNS profilozésa segitheti a diagnozis felallitdsat, a tumor altipusanak
meghatdrozasat, de informaciot szolgaltathat a tumor kemoterapias szerekre mutatott
Miska, 2007; Zhang és mtsai, 2007). Ezen felil a miRNS-ek a folyadék biopsziaban is
alkalmazhat6 biomarkerek lehetnek, mivel nemcsak a szovetekben, de testfolyadékokban is

detektalhatoak (vér, vizelet, konny, anyatej, magzatviz), ezek az un. szabad miRNS-ek.

Ezen molekuldk extracellularis térben vald megjelenése lehet szovetkarosodas
kovetkezménye (a sejtek nekrdzisa vagy apoptdzisa révén), de jelentds résziik transzportja
aktiv szekrécio altal torténik, amely vezikulakba csomagoltan (exoszomak, mikrovezikulak),
vagy RNS-kot6 fehérjékhez kototten (HDL, AGO2) is megvalosulhat (8. abra) (Larrea és
mtsai, 2016; Bayraktar és mtsai, 2017; Zhao ¢és mtsai, 2019; Szilagyi és mtsai, 2020).
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8. abra: A miRNS-ek biomarkerként valo alkalmazasanak lehetdségei a tumoros
megbetegedések diagnosztizalasaban €s a terapia nyomonkovetésében (Florczuk és mtsai,

2017).

Biologiai funkcidjukat tekintve a szabad miRNS-ek kiemelkedd szerepet tolthetnek be
a sejtek kozotti kommunikacié megvalosuldsaban. Kimutattdk ugyanis, hogy a szabad
MIiRNS-ek képesek bejutni a kornyezd sejtekbe, és hatast gyakorolni a benniik zajlo
génexpressziora. Ezaltal szerepiik lehet tobbek kozott az endometrium és az embrid kozotti
kommunikéacié megvaldsuldsan keresztiil az embrié bedgyazddasanak eldsegitésében, de a
placentan atjutva hatasuk lehet a magzati fejlddésre, ill. az anyatejen keresztiil a csecsemdk
immunrendszerének fejlodésére is (Kosaka és mtsai, 2010; Zhao és mtsai, 2019). Emellett,
kiemelked6 szerepiik lehet a tumorok novekedéséhez kedvezd mikrokdrnyezet kialakitasaban
1s, az angiogenezis, az extracelluldris matrix, vagy novekedési faktorok képzddésének
eldsegitésén keresztiil (Muralidharan-Chari és mtsai, 2010; Ingenito és mtsai, 2019; Kogure
¢s mtsai, 2019). Blokkolhatjak az ellenik iranyuld6 immunvalaszt is a T sejtek
citotoxicitasanak gatlasan, vagy immungatlo citokinek képzddésének elésegitésén keresztiil

(Muralidharan-Chari és mtsai, 2010; Ingenito és mtsai, 2019; Kogure és mtsai, 2019).

Mivel a szabad miRNS-ek testfolyadékokban mért szintje ugyancsak Osszefliggésbe
hozhaté szamos korallapot, tobbek kozott a rak fennallaséval, ezért ezek monitorozasa 1j
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utakat nyithat meg a rdk diagnosztikajaban (Hayes és mtsai, 2014; Larrea és mtsai, 2016;
Wang és Chen, 2016; Condrat és mtsai, 2020). A szabad miRNS-ek szamos olyan
tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyek vonzd biomarker jeloltekké teszik oket. Nagymértéki
sejt, illetve szovet specifikus expressziod jellemzi Oket, ezéltal nagyban segithetik a tumorok
eredetének, illetve tipusdnak meghatarozasat. Ezen feliil informdaciot szolgaltathatnak a
betegség stadiumarol, varhatd kemoterapias €rzékenységérdl, vagy a beteg ttlélési esélyeirdl.
A mintavétel ismételhetosége miatt vizsgalatukkal lehetévé valik a betegség nyomon
kovetése, ezaltal az esetleges rezisztencia kialakulasanak, vagy a betegség ujboli
el6fordulasanak gyors diagnozisa (8. abra) (Hayes és mtsai, 2014; Larrea és mtsai, 2016; Si és
mtsai, 2019). Biomarkerként valo alkalmazasukat technikailag lehetévé teszi, hogy a miRNS-
ek rendkiviil ellenalldak a hdmérséklet (fagyasztas-olvasztas) és pH ingadozéasokkal szemben,
illetve az mRNS molekulakkal dsszehasonlitva kevésbé vannak kitéve az RNéazok degradalo
hatasanak (Larrea és mtsai, 2016). Ez els6sorban Kis méretiikkel, illetve fehérjékkel valod
komplex képzésiikkel, valamint vezikulumokban valo eléfordulasukkal magyarazhatd. Ezen
feliil szdmos molekularis bioldgiai modszer teszi lehetdvé a veliik valo munkat (pl.: qRT-
PCR, miRNS mikroarray, vagy miRNS szekvenalas) (Chakraborty és Das, 2016). Erdemes
megemliteni, hogy a szabad miRNS-ek mellett, a szabad INCRNS (hosszii nem kodoldo RNS),
vagy szabad circRNS (cirkularis RNS) expresszié detektalasa tovabb fokozhatja a szabad

nukleinsavakon alapuld diagnosztikai tesztek hatékonysagat (Szilagyi és mtsai, 2020).

3.4.2 MikroRNS-ek mint terdpids targetek

Mivel a miRNS-ek kozponti jelentséget toltenek be szamos biologiai folyamat
szabalyozasaban, ezért sejten beliili szintjilk befolyasolasa igéretes terdpids stratégia lehet.
Szamos betegség esetén folynak vizsgalatok a miRNS-ek terapias alkalmazasat illeten,
tobbek kozott érrendszeri (érelmeszesedés), vagy allergias (aszthma), megbetegedések, illetve
kozponti idegrendszer karosodas (pl.: stroke, traumas agysériilés) esetén (Caroli és mitsai,
2013; Lu és mtsai, 2018; Sun és mtsai, 2018; Ghafouri-Fard és mtsai, 2020). De ezen iranyt
kutatasok jelentés része a MIRNS-ek daganat ellenes terapiaban vald alkalmazasanak
lehetdségét célozza (Forterre és mtsai, 2020). Ez alapvetden két stratégiat foglal magéban: a
miRNS gatlast és a miRNS potlast. A miRNS gatlas célja az onkogén miRNS-ek gatlasa
miRNS-antagonistak altal, mely eredményeként azok tumor szupresszor hatasu fehérjék
képzddésére gyakorolt gatlo hatdsa megsziintethetd. Az antagonistak alkalmazasa nagyrészt a

MiRNS-ek hozzaférhetdségének csokkentésén alapul, mivel tobb miRNS cél hellyel
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rendelkeznek, igy az onkogén miRNS-ek megkotése révén azok cél mRNS-iikhéz vald
kapcsolddésa visszaszorithatd. Az altalanosan haszndlt miRNS-gatlok kéz¢ tartoznak tobbek
kozott az antimiR-ek, a zarolt nukleinsavak (LNA- locked nucleic acid), a mesterséges peptid-
nukleinsavak (PNA- peptide nucleic acid), valamint a miRNS-ek kis molekulaju inhibitorai
(SMIR- small molecule inhibitors of miRNA). (Di Leva és mtsai, 2014; Rothschild, 2014;
Christopher és mtsai, 2016; Forterre és mtsai, 2020). A legigéretesebb jeloltek a miR-122,
miR-30, miR-16 miR-192 ¢s miR-21 elleni antimiR-ek (Dickins és mtsai, 2005; Esau ¢és
mtsai, 2006; Liu és mtsai, 2011; Han és mtsai, 2012; Di Leva és mtsai, 2014). A miRNS
potlas a tumor szupresszor miRNS-ek sejten beliilli szintjének megemelésén alapul, Un.
szintetikus MiIRNS mimik alkalmazasaval, mely altal azok onkogén fehérjék képzddésére
gyakorolt gatld hatasa erésithetd fel (Di Leva és mtsai, 2014). Tobb igéretes miRNS jeloltet is
szamontartanak, mint pl.: a let7, a miR-34a, a miR-143 és miR-145 miRNS mimikeket
(Pramanik és mtsai, 2011; Christopher és mtsai, 2016). Egy masik irdny a miRNS-ek terapias
alkalmazasat illetéen, hogy a MiRNS szintek befolyasolasa felerdsitheti a daganat sejtek
kemoterapias szerekkel szemben mutatott érzékenységét, pl.: a miR-15 és miR-16 mimikek
alkalmazasa érzékenyiti a sejteket a tamoxifennel szemben (Cittelly és mtsai, 2010; Zaman ¢és
mtsai, 2012). Erdemes kiemelni, hogy az ovarium tumorok esetén is ismert néhany kisérleti
stadiumban 1évé miRNS, melyek alkalmasak lehetnek a jovoben terdpias célra. Példaul a
miR-409, vagy miR-377 mimik adagoldsa, vagy a miR-552 blokkolasa melyek képesek
jelentdsen gatolni a tumoros sejtek proliferacios, illetve metasztazis kialakito képességét

(Gharpure és mtsai, 2018; Tang és mtsai, 2019; Zhao és mtsai, 2019).

A terdpias miRNS-ek hasznalatanak egyik legjelentdsebb akadadlya a szervezetbe
torténd bejuttatasbol és a stabilitasbol adédo nehézségek (Forterre és mtsai, 2020). Azonban
ezekre szamos megoldas létezik. A konnyen hozzaférhetd, jol lokalizalt szilard tumorok
esetén alkalmas bejuttatasi modszernek bizonyul az intratumoralis injektalas, mely modszer
képes minimalizalni a nem kivant toxikus vagy immunogén hatasokat, azonban nem alkalmas
a szisztémas és attétes elvaltozasok kezelésére. A MIRNS bejuttatasara korabban elsdsorban
virus vektorokat alkalmaztak (pl.: Adneovirus, Lentivirus) a klinikai vizsgalatok soran,
azonban az ezek altal kivaltott immunvalasz miatt manapsag inkabb a nem virus alapu
vektorokat részesitik elényben. Ezek lehetnek pozitiv és negativ toltésti polimerek (pl.:
PLGA, kitozanok ¢és dendrimerek), lipid micellak, exoszoma/extracellularis vezikulak,
biomaterialis anyagok (pl. atelokollagén) és kiilonb6z6 szervetlen anyagok (pl.. arany,
gyémant, szilicium-dioxid, vas-oxid) (Hosseinahli és mtsai, 2018; Wang és mtsai, 2018; Bai
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és mtsai, 2019; Forterre és mtsai, 2020). Erdemes megemliteni, hogy szamos miRNS alapu
terapias szer tesztelése jar mar a klinikai szakaszba (pl.: miR-10b és miR-221 antagomir, vagy
a miR-377 és miR-16 mimikek) (Callegari és mtsai, 2012; Guessous és mtsai, 2013; Tang és
mtsai, 2019).
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4. Célkituzések

Bar a petefészekrak a legnagyobb halalozassal jardé ndégyogyaszati kérkép, hidnyos a
viszonylag kevés, és nem kelloképpen hatékony biomarker all rendelkezésre a betegség
diagnosztizalasdhoz. Mas raktipusokhoz viszonyitva (pl.: emldrak, prosztatarak, vastagbélrak)
keveset tudunk a petefészekrakban kulcsfontossagii miRNS-eket illetden is, ami kiilondsen
igaz a szabad miRNS-ekre, amelyek alapjat képezhetik diagnosztikai eljarasok
kidolgozasanak. Ezért munkank soran célul tiiztiik ki a petefészekrakban nagy jelentéséggel
bir6 miRNS-ek in vivo (betegektdl szarmazo vérmintak formajaban) és in vitro (human
sejttenyészetek alkalmazasdval) azonositdsat. Ennek érdekében az aldbbi vizsgalatokat

végeztik el:

Biomarkernek alkalmas miRNS molekulak vizsgalata

o Petefészekrakban szenvedd és egészséges egyénektdl szarmazd vérmintdk miRNS
profiljanak (miR-200, miR-34 csalad, miR-203a és miR-205) sszehasonlitasat gPCR
segitségével.

e A betegek mintaiban emelkedett expressziot mutatdé miRNS-ek diagnosztikai
potencialjanak vizsgalatat, valamint a hagyomanyosan alkalmazott CA125 és HE4
markerekkel valo 0sszevetését.

Petefészekrak  patofiziologiajaban  jelentés  miRNS-ek  vizsgalata  ovarium
sejtkultirakban

e Az ¢l6z6 pontban azonositott MiR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 biologiai
relevancidjanak vizsgalata human epitélialis ovarium sejtkultarak bevondsaval.

e Expressziojuk Osszevetése Osztrogén ¢érzékeny ¢és nem érzékeny ovarium
sejtvonalakon, valamint Osztrogén molekulakkal (E2, ZEA, BPA) vald kezelések
hatasara.

e Az E2, ZEA ¢és BPA molekuldk kivaltotta fenotipusos (proliferacid, migracio,

sejthalél) hatasok vizsgalata.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 A felhasznalt vérmintak jellemzése

A vizsgalataink soran felhasznalt vérmintak 2016 és 2018 kozotti idészakban keriiltek
begyiijtésre a DE-AOK Sziilészeti és Noégyogyaszati Klinikan kezelt betegektél. A
vérmintakat Prof. Dr. Poka Roébert és Dr. Lukacs Janos biztositottdk rendelkezésiinkre.
Munkank soran csak korabban kemo- vagy sugarterapias kezelésben nem részesiilt egyének
mintai kertiltek feldolgozasra. A tumorok sebészeti tGton torténd eltavolitasat kovetden, azok
pontos hisztopatologiai besorolasat és FIGO (International Federation of Gynecology and
Obstetrics) stadiumanak meghatarozasat Prof. Dr. Méhes Gabor és Dr. Kiss Lidia végezték (DE-
AOK Patologiai Intézet).

2. tablazat: A petefészek tumorban szenvedd betegek €s az egészséges egyének klinikai adatai.

Beteg Egészséges
n=28 n=60
Eletkor 57.03 +£9.56 56.17 +12.18
Szovettani eredmény
Cystadenocarcinoma 21
papillare serosum
Cystadenocarcinoma serosum 3
Adenocarcinoma papillare 2
serosum
FIGO stadium l. 3
Il. 18
V. 7
Korabbi rakos meghetegedés 2
CA125 aktivitas (KU/I) 26
<35 3
>35 23
HE4 koncentracio (pmol/l) 21
<70 4
>70 17
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A vizsgalati protokollt az Egészségiigyi Tudomdnyos Tandcs, Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsaga (ETT TUKEB) hagyta jova [30231-2/2016/EKU]. A tanulmanyban
részt vevo Onkéntesek tajékoztatast kaptak és alairassal ellatott beleegyezd nyilatkozatukkal

hozzajarultak a mintak feldolgozasahoz.

A vérmintak (10-16 ml) EDTA-val alvadasgatolt csovekben keriiltek begytijtésre,
amelyeket felhasznalasukig (legfeljebb 2h) 4°C-on taroltuk. A vérplazmat két I1épésben,
centrifugalassal (2.500g és 16.000g; 10 perc, 4°C) valasztottuk el. A plazmamintakat tovabbi
feldolgozasukig -80°C-on taroltuk. Csak a nem hemolizalt mintakat hasznaltuk fel
vizsgalatainkhoz. Osszesen 88 vérplazmamintat hasznaltunk fel, melyek koziil 28
rosszindulati petefészek tumorral rendelkezd betegektdl, 60 pedig egészséges egyénektol
szarmazott. A vizsgélatban részt vevok életkor adatait, a tumorok pontos szdvettani és FIGO

besorolasat, valamint a betegek CA125 ¢s HE4 marker szintjeit a 2. tablazat tartalmazza.

5.2 Sejttenyészetek vizsgalata

5.2.1 Felhasznalt sejtvonalak és fenntartasuk

Vizsgalatainkhoz két human epitélialis ovarium sejtvonalat alkalmaztunk: a PEO1
sejtvonalat, amely expresszalja az ERa receptort (duplazddasi ideje 37h), illetve az A2780
sejtvonalat, amely nem expresszalja az ERa receptort (dupldzodasi ideje 16h). A PEOI
sejtvonal a Merck KGaA-tol (USA) keriilt beszerzésre, az A2780 sejtvonalat pedig Dr. Goda
Katalin (DE-AOK, Biofizika és Sejtbiologia Tanszék) bocsatotta rendelkezésiinkre. A
vizsgélatokat megel6zéen qPCR segitségével igazoltuk, hogy a PEOI1 sejtvonal valoban
expresszalja az ERa-t (relativ expresszio: 0.3 = 0.1 a GAPDH expressziojahoz viszonyitva),
mig az A2780 sejtvonal esetén nem volt kimutathatd ezen receptort kddold gén expresszidja,
mely Osszhangban van a szakirodalmi adatokkal (O’ Donell és mtsai, 2005; Pinton és mtsai,
2018).

Mindkét sejtvonalat RPMI1640 médiumban (Corning; USA) tartottuk fenn, melyet
10% (PEO1), vagy 5% (A2780) FBS-sel (Corning; USA), 1% L- glutaminnal, 100 ug/ml
sztreptomicinnel és 100 U/ml penicillinnel egészitettiink ki (37 °C, 90% paratartalom, 5%
CO,). A sejtek passzalasa Ca?*, Mg? mentes PBS-el torténd mosast kovetden, 0,05%-0s
tripszines (0,53mM EDTA tartalmu; Corning; USA) emésztés segitségével tortént.

Kisérleteinket megelézéen a sejtvonalak Mycoplasma mentességérél a PCR Mycoplasma Test
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Kit I/C (Promokine; Franciaorszag) segitségével gydzdédtink meg, amihez antibiotikum

mentes médiumban fenntartott tenyészetek feliilisz6jabol vett mintat hasznaltunk fel.

5.2.2 A sejttenyészetek Osztrogénekkel vald kezelése

Az E2, ZEA és BPA molekuldkkal (Sigma-Aldrich; USA) valo kezelések hatasanak
vizsgalatahoz a sejteket 24-, illetve 96-lyuku lemezeken tenyésztettiik. A 24-lyuka lemezek
esetében 50.000 (A2780), illetve 100.000 (PEO1), mig a 96-lyuka lemezek esetében 5.000
(A2780), illetve 10.000 (PEO1) sejtet tapasztottunk. A sejteket az el6z6 pontban ismertetett
fenntart6 médiumban tapasztottuk (24h, 37 °C, 90% paratartalom, 5% CO2). A sejtek
letapadasat kovet6en a fenntart6 médiumot eltavolitottuk, a sejteket elémelegitett PBS-el
mostuk, majd a sejtekhez 5% DCC-FBS-el (Corning; USA) és 1% L- glutaminnal kiegészitett
PRF-RPMI1640 médiumot (Corning; USA) adtunk. A médium cserére a fenntartdé médium
FBS komponensében jelenlévd szteroid hormonok, valamint a ,,phenol red” interferald
hatasanak elkeriilése érdekében volt sziikség. Ezen komponensek hosszl tivon megmutatkozd
hatasanak csokkentése érdekében a tenyészeteket a médium cserét kovetden 24h-t inkubaltuk.
Az inkubacids periodus lejarta utan a sejttenyészeteket E2, ZEA és BPA (Sigma-Adrich;
USA) molekuldkkal (melyek beolddsa DMSO-ban tortént) 1, 10, 100, illetve 1000 nM
végkoncentracioban kezeltiik. Vizsgalataink alkalmaval, ezt az idépontot tekintettiik Oh-nak.
Néhany kisérlet esetén a tenyészeteket tovabbi 1 nM MPP-vel (methyl-piperidino-pyrazole;
ERa szelektiv antagonista) is kiegészitettiik. Ezt kovetden a sejteket az aktualis vizsgélattol
fliggd iddtartamig tovabb inkubaltuk (37°C, 5% CO2). Kontrollként minden esetben kezelésen
at nem esett (ekkor a tenyészetek ugyanolyan térfogatt DMSO kezelésben részesiiltek), de

minden tekintetben ugyanolyan koriilmények kozott tenyésztett sejteket alkalmaztunk.

5.2.3 Sejtproliferacid vizsgalata

Az E2, ZEA ¢és BPA ovarium sejtvonalakra gyakorolt proliferativ hatadsanak mértékét
sejtszamolassal allapitottuk meg. Ekkor a sejteket 24-lyukt lemezen, 5.2.2 pontban leirt
modon tenyésztettiik. Az E2, ZEA és BPA kezeléseket kovetden ~90%-0s konfluencia
elérésekor a sejteket sejtkapard segitségével Osszegytijtottilk, majd a sejtszamokat Biirker-

kamra segitségével meghataroztuk.
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5.2.4 Migracid vizsgalata

A sejtek migracios képességét Scratch-assay segitségével hataroztuk meg (Grada és
mtsai, 2017; Bobadilla és mtsai, 2019). Ekkor a teljes konfluencia elérésének érdekében az
A2780 sejtvonal esetében 300.000, mig a PEO1 sejtvonal esetében 500.000 sejtet, 24-lyuku
lemezen tapasztottunk, az 5.2.2 pontban leirt modon. A teljes konfluencia elérését kdvetden
egy pipettahegy segitségével savot huztunk a kialakult pazsiton, majd elvégeztiikk az E2, ZEA
¢és BPA molekulakkal valo kezeléseket. A savhuzas pillanataban (Oh) és 24h elteltével a
savokrol 3 fotot készitettink (10X-es nagyitas), oly mdédon, hogy azok lefedjék a teljes
savhosszt. A sav pontos szélességét a TSchrach szoftver segitségével hataroztuk meg (Geback
és mtsai, 2009). A migracid intenzitasat a savosszehtizodas mértéke jelezte: (kezdeti
savszélesség-végleges savszélesség)/kezdeti savszélesség*100 (Grada ¢és mitsai, 2017). A
sejtproliferacio interferald hatasat elkeriilend6 a kisérletet p-D-arabinofuranozid-hidroklorid

citozin jelenlétében végeztiik el (1 uM végkoncentracio, Sigma-Aldrich; USA).

5.2.5 Apoptdzis vizsgalat

Az apoptodzis jelenlétét a mitokondridlis membranpotencial csokkenésével jellemeztiik,
amelyet a DilC1 (5) assay segitségével hataroztunk meg (Markovics és mtsai, 2019). A DilC1
(5) (1,1',3,3,3',3"-hexametil-indodikarbocianin-jodid) egy olyan fluoreszcens festék, amely a
mitokondrialis membranpotencidl fiiggvényében halmozddik fel a sejtek mitokondriumaiban.
fgy apoptozis esetén a sejtekben csokkent fluoreszcencia intenzitds mérhetd. A sejteket az
5.2.2. pontban leirt moédon, 96-lyuka lemezen tapasztottuk. A kezeléseket kovetéen ~90%
konfluencia elérésekor a feliiltiszot eltavolitottuk, majd a sejteket 50nM DilC1(5) jelenlétében
inkubaltuk (50 pl/lyuk, 30 min, 37°C). Az inkubaciot kovetden a sejteket PBS-sel mostuk,
majd 50 pl PBS jelenlétében meghataroztuk a fluoreszcencia intenzitasat (excitacio: 630 nm;
emisszio: 670 nm) CLARIOstar Plus mikroplate-reader (BMG Labtech GmbH; Németorszag)
segitségével. A pozitiv kontroll esetében az apoptodzist 0,25nM CCCP (karbonil-cianid-m-
klor-fenil-hidrazin, Life Technologies Hungary Kft; Magyarorszag) molekula hozzaadasaval
indukaltuk.

5.2.6 Sejtlizis mértékének meghatarozasa

A sejtlizis mértekét a sejttenyészetek feliiliszojaban mérhet6 LDH (Lactate
dehydrogenase) aktivitassal hatdroztuk meg. Az LDH egy citoplazmatikus enzim, ezért a

sejttenyészet feliiluszojaban vald megjelenése sejtlizis jelenlétére utal. Vizsgéalatainkhoz a
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CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay Kitet alkalmaztuk (Thermo Fisher Scientific; USA), a
gyarto utasitasait kovetve. Ekkor a sejteket az 5.2.2 pontban leirt modon, 96-lyuka lemezen
tenyésztettiik. Az E2, ZEA és BPA kezeléseket kovetéen, ~90%-0s konfluencia elérésekor
50ul feliiliszot eltavolitottunk, melyekhez 50ul reakci6 oldatot adtunk, majd 30 percig
inkubaltuk (szobahémérséklet). A reakciot S0ul Stop solution oldat hozzaadséaval allitottuk le.
Az LDH aktivitasokat 490 nm-en Multiskan sky mikroplate- reader (Thermo Fisher
Scientific; USA) segitségével mértiik le. A pozitiv kontroll esetében a mérést megelézéen a
sejtekhez 10ul 10X Lysis puffert adtunk, majd az LDH aktivitds meghatdrozasa a tobbi

mintaval megegyezé modon tortént.

5.2.7 Ko-kulttra

A szabad miRNS-ek kornyezd sejtek miRNS mennyiségére gyakorolt hatasat ko-
kultura segitségével vizsgaltuk (Hergenreider és mtsai, 2012). EKkor az A2780 sejtvonalat, az
5.2.2 pontban leirt moédon, 24-lyukt lemezen tapasztottuk. Ezzel egyidoben, a PEO1 sejteket
(40.000 sejt) Millicell sejttenyésztd inzertekbe (0,4 nm porusméret, Merck Millipore; USA)
tapasztottuk. A sejtek letapadasat kovetéen a PEO1 sejteket tartalmazé inzerteket, az A2780
sejteket tartalmazo lyukba helyeztiik. Fontos megjegyezni, hogy az inzertek és a 24-lyuku
lemez ugyanazt a médiumot tartalmazta (PRF-RPMI, 5% DCC-FBS, 10nM E2). 12, illetve
24h elteltével az inzerteket eltavolitottuk, majd az A2780 sejtekbdl miRNS frakciot is
tartalmazd totdl RNS-t izoldltunk az 5.4.2 pontban leirt moédon. A PEOI1 sejtek altal
kibocsatott szabad miRNS-ek, az A2780 sejtek miRNS tartalmara gyakorolt hatasat,

onmagaban tenyésztett A2780 sejtekhez viszonyitva hataroztuk meg.

5.3 Transzkripcios vizsgalatok — mRNS izolalas és expresszids analizis

5.3.1 Totdl RNS izolalas sejttenyészetekbdl

A génexpresszios vizsgalatok alkalmaval a sejteket 24-lyukt lemezen tenyésztettiik az
5.2.2 pontban leirt médon. Az RNS izolalast a kezelést 24h-t kovetden, az RNeasy Mini Kit
(Qiagen; Németorszag) segitségével végeztiik, a gyartd utasitasait kovetve. Ekkor a tenyésztd
médium eltavolitasa utan a lyukakba 350 pl B-merkaptoetanol tartalma RLT lizis puffert
pipettaztunk, majd sejtkapard segitségével a sejteket maradéktalanul Gsszegytjtottiik, melyet
5 perc inkubacié kovetett (szobahOmérséklet). A sejttormeléket centrifugalas segitségével
valasztottuk el (8.000g, 2 perc, szobahdmérséklet). Az igy kapott feliiliszohoz 1 térfogatrész

70%-os etanolt adtunk, majd az elegyet egy RNS kot oszlopra mértiik (RNeasy MinElute
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Spin Column). Az RNS oszlophoz val6 kikotést kdvetden, a mintakat DNaz kezeltiik (RNase
free DNase set; Qiagen; Németorszag). Ekkor 10ul DNase I és 70ul RDD puffer elegyét
ramértiilk az oszlopokra és 15 percig inkubaltuk 6ket (szobahdmérséklet). Ezt kdvetben az
oszlopokat 3X mostuk, végiil az RNS molekulakat 20 pl nukledz mentes vizzel elualtuk (5
min, szobahdmérséklet). Az izolalt RNS mintakat felhasznalasukig -70 °C-on taroltuk. Az
RNS koncentracié meghatarozasat Nanodrop (Thermo Fischer Scientific; USA) segitségével

végeztik.

5.3.2 Génexpresszid meghatarozasa qPCR segitségével

A GREB1, DEPTOR, CA12, RBBP8, CDH1, ZEB1 ¢és ESR1 gének expresszidjat a
Lightcycler 96 PCR késziilék (Roche Ltd; Svajc) segitségével, a QuantiTect SYBR Green
RT-PCR Kit (Qiagen; Németorszag) felhasznalasaval detektaltuk, a gyarto altal biztositott
protokollt kovetve. Az alkalmazott primerek szekvenciajat a 3. tablazat tartalmazza. A PCR

reakcidelegy minden esetben 100 ng total RNS-t tartalmazott.

A PCR reakciodelegy 0sszetétele (végtérfogat 20 pl):

10 pl QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (2X)
0,2 ul QuantiTect RT Mix

1uM forward Primer

1uM reverse Primer

100 ng RNS

nukleaz mentes viz
A gPCR program lépései:

50°C 30 perc
95°C 15 perc
94°C 15 masodperc ~

54°C 30 masodperc

P >~ 40 ciklus
72°C 30 masodperc
95°C 10 masodperc =<
65°C 60 masodperc

P ~ 1ciklus
97°C 01 masodperc

-

37°C 30 masodperc
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Annak érdekében, hogy meggy6zddjiink arrél, hogy a kapott jel egy PCR termék

crer

kozotti hdmérséklet tartoméanyban végeztiik, ahol a kvantifikéaciot 0,2°C-onként végeztiik el.

A méréseket min. harom ismétlésben végeztik el. A kapott eredmények
normalizalasakor a GAPDH gént alkalmaztuk referenciaként. A relativ expresszids szintek
valtozasat a ACt mddszerrel értékeltiik ki. Ekkor a kapott relativ expresszids szintek a 24
értéknek feleltek meg. Az egyes kezelések hatasara megvaltozo expresszid meghatarozasakor
relativ expresszios aranyt szamoltunk: kezelt minta esetén kapott relativ expresszio/kezeletlen
kontroll esetén kapott relativ expresszio. Ha az arany értéke >1, az a kezelés hatasara

megfigyelheté indukcidt, ha az arany értéke <I, az a kezelés hatdsara megfigyelhetd

repressziot jelzi.

3. tablazat: Az egyes gének expresszidjanak vizsgalatakor alkalmazott primerek
szekvenciaja.

Forward Reverse
GREB1 5> TCTTGCACAATTCCATCGAG 3’ 5> GTCCACTCGGCTACCACCT 3’
DEPTOR | 5> TCATGGCATCTGAATTCCTG 3’ 5> ATGGGTGCTTGTTGGACAC 3’
CA12 5> GTTTCTCCTGACCAACAATGG 3’ 5> CGTGGCACTGTAGCGAGAC 3’

RBBP8 5 CACTCAGACTTGTATGGAAAGAGG 3° S’ TCCTTCTGTTTCTGTTTCAACG 3’

CDH1 5’ TCTGTGAGAGGAATCCAAAGC 3° 5S’TGGGAGGATCACTAGGTTCAA3’
ZEB1 5 AGGATGACCTGCCAACAGAC 3° 5" ATTTCTTGCCCTTCCTTTCC 3’

GAPDH | 5 CACCCACTCCTCCACCTTT 3 5’GCCAAATTCGTTGTCATACCA 3°
ESR1 5 GTGACTTCAATGGCGAAGG 3’ 5’ TTCCCTTGTCATTGGTACTGG 3’

5.4 Transzkripcios vizsgalatok — miRNS izolalas és expresszids analizis

5.4.1 A szabad miRNS-ek izoldlasa vérplazmabol

A miRNS frakciot is tartalmazo, szabad RNS-ek vérplazma mintakbol valo izolalasa a
miRNeasy szérum/plazma kit (Qiagen; Németorszdg) felhasznéalasaval tortént, a gyartod
utasitasait kovetve. Az extrahalasi folyamat soran 200 pl vérplazmahoz 1 ml QIAzol lizis
reagenst adtunk, majd 6t perc inkubaciot és vortexelést kovetéen azt 200 ul kloroformmal

egészitettiik ki és alaposan &sszeraztuk. Ot perc inkubaciét (szobahémérséklet) kdvetden
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lecentrifugaltuk (8.000g, 5 min, 4°C). Az igy elvalasztott vizes fazist 6vatosan eltavolitottuk,
majd 1,5 térfogatrész abszolut etanollal egészitettiik ki. Az RNS molekulak oszlopra (RNeasy
MinElute Spin Column) torténé kikotését kovetéen, az oszlopokat harom 1épésben mostuk,
majd végil a kikotott RNS molekulakat 15 pl nukledz mentes vizzel elualtuk (5 min,
szobahémérséklet). Az izolalt RNS mintakat felhasznalasukig -70 °C-on taroltuk.

5.4.2 Intracelluldris és szabad miRNS izolalas sejttenyészetekbodl

A sejttenyészetek miRNS expresszidjanak vizsgalatakor a sejteket 24-lyuka lemezen
tenyésztettiik az 5.2.2 pontban leirt moédon. Az izolalast a kezelést 12 ¢és 24h-t kovetden
végeztiik. Ekkor az intracellularis, miRNS frakciot is tartalmazo total RNS-t a sejtlizatumbol
a miRNeasy Kit (Qiagen; Németorszag) segitségével izolaltuk, a gyartd utasitasait kovetve.
Ekkor a tenyészté médium eltavolitasa utan a lyukakhoz 700 ul QIAzol lizis reagenst adtunk,
majd a sejteket sejtkapard segitségével Osszegyiijtottiik, melyet 5 min inkubacio kovetett
(szobahémérséklet). A sejttormeléket centrifugalas segitségével valasztottuk el (12.000g, 2
perc, szobahdmérséklet). Az igy kapott feliilaszéhoz 0,2 térfogatrész kloroformot adtunk,
alaposan Osszeraztuk és 5 percig inkubaltuk (szobahémérséklet). Az igy kapott elegyet ismét
lecentrifugaltuk (12.000g, 10 perc, 4 °C). Ezutan a felsé fazishoz 1,5 térfogatrész abszolut
etanolt adtunk. Az RNS molekulak oszlopra (RNeasy Mini Spin Column) torténé kikotését
kovetéen, DNaz kezelést végeztiink (RNase free DNase set; Qiagen; Németorszag). Ekkor
10ul DNase I és 70ul RDD puffer elegyét ramértiik az oszlopokra €és 15 percig inkubaltuk
Oket (szobahémérséklet). Ezt kovetden az oszlopokat 3X mostuk, végiil a kikotott RNS
molekulakat 20 ul nukleaz mentes vizzel elualtuk (5 min, szobahdmérséklet). Az izolalt RNS

mintakat felhasznalasukig -70 °C-on taroltuk.

A szabad miRNS expresszio vizsgalatakor a miRNS frakcidt is tartalmazo total RNS-t
a sejttenyészetek feliilusz6jabol izolaltuk. Ekkor a sejttenyészetek feliiliszojat eltavolitasukat
kovetden lecentrifugaltuk (16.000g, 20 perc, 4 °C), majd az RNS izolalast 200 pl feliiliszé
felhasznalasaval a miRNeasy szérum/plazma kit (Qiagen; Németorszag) segitségével, az 5.4.1

pontban ismertetett modon végeztiik.

5.4.3 MiRNS koncentracié meghatarozasa

crer

fluorometrikus vizsgalattal tortént. Ekkor 2 pl mintahoz 198 pl 200:1 aranyt miRNA reagent

puffer és miRNA reagent elegyét adtuk, majd rovid vortexelés és 2 perc inkubalast
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(szobahomérséklet) kovetden a Qubit® 2.0 Fluorometer segitségével lemértikk (Thermo
Fischer Scientific; USA).

5.4.4 Az érett miRNS-ek reverz transzkripcidja

Az ¢érett miRNS-ek reverz transzkripciojat a miScript II RT Kit (Qiagen;
Németorszag) alkalmazasaval végeztiik, a gyartd altal megadott protokoll alapjan. Ekkor az
alkalmazott reverz transzkriptdz a mintdban taldlhatdé valamennyi érett miRNS atirdsat
elvégzi, és a qPCR 1épés soran hasznalt mIRNS specifikus primerek biztositjadk a miRNS

specifikus kvantifikéciot.
A reakcioelegy Osszetétele a kovetkezo volt (végtérfogat 20 pl):

4 ul miScript HiSpec Puffer (5X)

2 pl miScript Nucleics Mix (10X)

2 ul miScript Reverse Transcriptase Mix
10 ng templat RNS

nukleaz mentes viz

A reverz transzkripcios program lépései:
60 perc 37°C
5 perc 95°C

5.4.5 A ¢cDNS koncentracié meghatarozasa

crer

mérést alkalmaztunk. Ekkor 2 pul cDNS-hez 198 ul, 200:1 aranyG DNA reagent puffer és
DNA reagent elegyét adtuk, majd rovid vortexelés és 2 perc inkubalast (szobahdmérséklet)

kovetden a Qubit® 2.0 Fluorometer segitségével lemértiik (Thermo Fischer Scientific; USA).

5.4.6 Erett miRNS-ek expresszidjanak meghatirozasa qPCR segitségével

A miR-200a-3p, miR-200b-3p, miR-200c-3p, miR-141-3p, miR-429-3p, miR-34a-5p,
miR-34b-3p, miR-34c-3p, MiR-203a-3p ¢és miR-205-5p expressziojat Lightcycler 96 PCR
késziilek (Roche Ltd; Svajc) segitségével detektaltuk. Az érett miRNS specifikus primereket
szintén a gyartd biztositotta (miScript Primer Assays, Qiagen; Németorszag). Az expresszio
meghatarozasa a miScript SYBR Green PCR kit (Qiagen; Németorszag) segitségével tortént,

a gyarto utasitasait kovetve.
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A PCR reakcioelegy 0sszetétele (végtérfogat 10 pl):

5 ul QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (2X)
1 ul miScript Universal Primer (10X)

1 pl miScript Primer Asssay

500 pg cDNS termék

nukleaz mentes viz
A gPCR program Iépései:

95°C 15 perc

94°C 15 masodperc ~
55°C 30 masodperc

P ~ 50 ciklus
70°C 30 masodperc
95°C 20 masodperc =<
40°C 20 masodperc

P > 1 ciklus
85°C 00 masodperc

-

37°C 30 mésodperc

Annak érdekében, hogy meggydzddjiink arrol, hogy a kapott jel 1 PCR termék

crcr

kozotti hdmérséklet tartomanyban végeztiik, ahol a kvantifikaciot 0,2°C-onként végeztiik el.

A méréseket harom ismétlésben végeztiik el. A kapott eredmények normalizalasakor
az RNUG6 és miR-103-3p miRNS-t alkalmaztuk referenciaként (Kan és mtsai, 2012). Bar ezen
2 referencia Ct értékei kozott az egyes mintak esetében nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget [ACt (CtRNU6-CtmiR-103-3p) = 0.3+0.1], azonban az RNU6 nem bizonyult
megbizhatonak a szabad miRNS szintek detektdldsakor. Ezért a munkank sordn a
normalizacié egységesen a mMIiR-103 felhasznalasaval tortént. A relativ expresszio
meghatirozasit a ACt modszerrel végeztiik. Ekkor a kapott relativ expresszios szintek a 24
érteknek feleltek meg. Az egyes kezelések hatdsara megvaltozdo miRNS szintek
meghatarozasakor relativ expresszios ardnyt szdmoltunk: kezelt minta esetén kapott relativ
expresszid/Kezeletlen kontroll esetén kapott relativ expresszio. Ha az arany értéke >1, az a

kezelés hatdsara megfigyelheté indukcidt, ha az arany értéke <1, az a kezelés hatasara

megfigyelheto repressziot jelzi.
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5.5 A vizsgalt miRNS-ek bioinformatikai elemzése

Mivel egy miRNS tobb cél MRNS expresszidjara is hatast gyakorolhat, és egy mRNS-
hez is kapcsolodhat tobb miRNS, ezért a miRNS-ek halozatokat alkotva fejtik ki hatasukat a
sejtekben. Pontos funkcidjuk megértése érdekében tehat elengedhetetlen célgénjeik
meghatarozasa, és azok funkciondlis analizise. Ennek feltardsa érdekében bioninformatikai
analizist végeztiink, tobb adatbazis felhasznalasaval. A mMIRNS-ek célgénjeinek
azonositasahoz a miRTargetLink Human miRNA adatbazist alkalmaztuk (https://ccb-

web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/multinet.php; Hamberg és mtsai, 2016). Ekkor csak az

erds, azaz nagy bizonyossagu cél MRNS-eket vettiik figyelembe. Ezen adatbazis segitségével
nemcsak az egyes miRNS-ek, hanem a tobb miRNS altal kozosen szabalyozott mRNS
molekulak is meghatarozhatoak. A kapott célgének felhasznalasaval funkcionalis géndusulasi
analizist végeztiink a DAVID szoftver segitségével (https://david.nciferf.gov; Huang és mtsai,
2009). Ezzel képet kaphattunk azon biologiai folyamatokrol, amelyek szabalyozasaban a
MIiRNS-ek célgénjei, ezaltal pedig a vizsgalt miRNS-ek kulcsszerepet tolthetnek be. A
dusulas mértékének jellemzésére az FDR értéket, illetve az Fold enrichment értékeket
alkalmaztuk. Ekkor a GO (gene ontology) ¢és KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes) adatbazisok altal kiadott talalatokat vettiik figyelembe.

5.6 Az eredmények statisztikai elemzése

A munkénk soran kapott eredményeket a GraphPad Prism 7 és SPSS 25 statisztikai
csomagok segitségével elemeztiik, melyben Dr. Janka Eszter volt segitséglinkre. A vizsgalt
mMiRNS-ek beteg ¢és egészséges egyének vérplazmaiban meghatarozott expresszidjanak
Osszehasonlitdsakor az alabbi statisztikai teszteket alkalmaztuk. A két csoport soran kapott
miRNS expresszio kozotti szignifikanciat Mann—Whitney U teszttel hataroztuk meg, az egyes
miRNS expresszid kozotti  korrelaciot pedig a Spearmen korrelacidos koefficiens
kiszamitasaval jellemeztiik. A szignifikans kiilonbséget mutatd miRNS-ek esetében, azok
diagnosztikai potencialjanak jellemzése érdekében ROC gorbéket vettiink fel, majd az
optimalis cut-off értékek segitségével meghataroztuk az AUC értéket, a szenzitivitast, a
specifitast, a pozitiv prediktiv értéket (PPV), a negativ prediktiv értéket (NPV) és a

diagnosztikai pontossagot, az alabbi képletek segitségével:

40


https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/multinet.php
https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/multinet.php

Szenzitivitas: VP/(VP+FN)

Specificitas: VN/(VN+FP)

Pozitiv prediktiv érték (PPV): VP/(VP+FP)

Negativ prediktiv érték (NPV): VN/(VN-+FN)
Diagnosztikai pontossag: (VP+VN)/(VP+VN+FP+FN)

VP- valodi pozitiv; FP- fals pozitiv; VN- valddi negativ; FN- fals negativ
A vizsgalt miRNS-eken alapulé diagnosztikai tesztek, a petefészekrak

diagnosztikdjaban hagyoméanyosan alkalmazott CA125 és HE4 markerekkel valé egyezését a

Cohen kappa (k) értékek meghatarozasaval végeztiik.

A sejttenyészetekkel valod vizsgalataink eredményeinek elemzése One-way ANOVA
(post-hoc analizis: Dunnet teszt) segitségével tortént. Az expresszidos adatok paronkénti

Osszehasonlitasat Student t-teszt segitségével végeztiik, a ACt értékek felhasznalasaval.
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6. Eredmények

6.1 Szabad miRNS szintek 0sszehasonlitasa petefészekrakban szenvedd és egészséges
egyének vérmintaiban

6.1.1 A miR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 relativ expresszidjanak vizsgilata

Munkank elsé 1épésében az EMT szabalyozasaban kulcsfontossagi miRNS-ek
expresszidjat hasonlitottuk Ossze a petefészekrakban szenvedd (n=28) és egészséges (N=60)
egyének vérmintaiban, melyek a miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-
429), ¢és a miR-34 (miR-34a, miR-34b, miR-34c) csaladba tartoz6 miRNS-ek, valamint a
miR-203a és a miR-205 voltak.

Eredményeink alapjan a miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-
34b, miR-203a (p<0,001), MiR-205 (p<0,01) és a miR-34a (p<0,05) relativ expresszidja
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az epitélialis petefészekrakban szenvedd betegek
vérmintaiban (9. abra). A miR-34c esetében azonban a kiilonbség nem bizonyult

szignifikansnak (p=0,222; 9. abra).
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9. abra: A miR-200 és miR-34 csalad tagjainak, illetve a miR-203a-nak és miR-205-nek a relativ expresszids szintje a malignus petefészek
tumorral rendelkez6 (M) és az egészséges kontroll csoport (K) plazma mintaiban. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; Mann-Whitney U-test
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6.1.2 A vizsgalt miRNS-ek diagnosztikai potencialjanak jellemzése

A Dbeteg ¢és egészséges egyének vérmintdi kozott szignifikans kiilonbséget mutatd
mMIRNS-ek diagnosztikai potencidljanak jellemzése érdekében megvizsgaltuk diagnosztikai
paramétereiket. Ekkor azok szenzitivitasa, specificitasa, PPV, NPV és ROC-AUC értékei
keriiltek meghatarozasra (4. tablazat ¢s 10. abra). Megjegyezném, hogy ezen elemzésben a
miR-34c azon okbol maradt ki, mert ezen mIRNS expresszidja nem kiillonbozott az
egészséges ¢és beteg csoport mintai kdzott.

4. tablazat: A miR-200 és miR-34 csalad tagjainak, illetve a miR-203a-nak és miR-205-nek a
diagnosztikai paraméterei.

AUC  Diagnosztikai Szenzitivitas Specificitas PPV NPV
pontossag
miR-200a 0,845 80,68% 85,71% 78,33% 64,86%  92,16%
miR-200b 0,822 82,95% 67,86% 90,00% 76,00% 85,71%
miR-200c 0,861 81,82% 71,43% 86,67% 71,43% 86,67%
miR-141 0,825 81,82% 85,71% 80,00% 66,67%  92,31%
miR-429 0,791 73,86% 85,71% 68,33% 55,81% 91,11%
miR-34a 0,655 70,45% 42,86% 83,33% 54,55% 75,76%
miR-34b 0,832 73,86% 71,43% 75,00% 57,14% 84,91%
miR-203a 0,831 80,68% 82,14% 80,00% 65,71%  90,57%
miR-205 0,683 60,23% 64,29% 58,33% 41,86% 77,78%

Eredményeink alapjan a legnagyobb ROC-AUC értéket: 0,861 (95% CI = 0,776-
0,947) a miR-200c esetében tapasztaltuk, mig a diagnosztikai pontossag a miR-200b esetében
bizonyult a legmagasabbnak (82,95%). A szenzitivitds a miR-200a, miR-141 és miR-429
esetén adodott a legnagyobbnak (85,71%), mig a miR-200b esetében kaptuk a legmagasabb
(90%) specificitast. A legalacsonyabb diagnosztikai paramétereket a miR-34a és a miR-205
mutatta (4. tablazat és 10. abra).
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10. abra: A miR-200 és miR-34 csalad tagjainak, illetve a miR-203a-nak és miR-205 esetében kapott ROC gorbék.



A malignus betegségben szenvedd betegek mintai nagyrésze esetén (n=21)
rendelkezésiinkre alltak a CAI125 ¢és HE4 értékek is (2. tablazat). Ezen adatok
felhasznalasaval meghataroztuk a vizsgalt miRNS-eken, illetve a CA125 és HE4 markereken
alapulo diagnosztikai tesztek egyezését (5. tablazat). Ehhez Cohen kappa tesztet
alkalmaztunk. Ezen analizisbdl a miR-34a-t, és miR-205-6t azon okbdl hagytuk ki, mivel
ezen miRNS-ek alacsony diagnosztikai paraméterekkel rendelkeztek. A kapott Cohen kappa
értékek alapjan a legnagyobb egyezés a miR-200b és a miR-200c-n alapulo tesztek kozott volt
megfigyelheté. Az egyezés jonak bizonyult tovabba a miR-200c és a miR-34b kozott (5.
tablazat). A miRNS-eken alapuld tesztek kozott tobb esetben is kozepes egyezés volt
megfigyelhetd. Ugyancsak kdzepes egyezést mutatott a HE4 a miR-200b-vel, és a miR-200c-
vel. A miRNS-ek és a CA125 kozotti egyezés azonban a legtobb esetben gyengének bizonyult
(5. tablazat). Tovabba a CA125 és a HE4 markerck Osszehasonlitasakor szintén kozepes

egyezés volt megfigyelhetd.

6.1.3 A vizsgalt miRNS-ek kozotti funkciondlis kapcsolat vizsgalata

Az egyes mMiRNS-ek kozotti funkcionalis kapcsolatot az expresszidjuk kozott
megfigyelhetd korrelacio mértékével, valamint az altaluk kozosen szabalyozott mRNS-ek
szamaval jellemeztiik. A korrelaci6 meghatarozasahoz Spearman korrelacios analizist
végeztiink (6/A. tablazat). Minden MIiRNS esetében pozitiv korrelaciot kaptunk. A kapott
korrelacios koefficiensek alapjan a miR-200b és miR-200c esetén tapasztaltuk a legnagyobb
mértékit korrelaciot, de a miR-200 csalad tobbi tagja kozott is kozepes korrelacio volt
detektalhat6. Szintén kozepes korrelacio jellemezte a miR-200 csaladba tartozd miRNS-eket,
és a miR-203a-t, illetve a miR-205-6t. A miR-200 és a miR-34 csalad tagjai kozott a
korrelacié azonban gyengébbnek bizonyult (6/A. tablazat). Fontos megemliteni tovabba, hogy
a miR-34a ¢és a miR-34b nagyobb korrelaciot mutattak egymassal, mint a miR-34c-vel. Ezen
feliil a miR-34c esetén kapott korrelacids koefficiensek a legtobb esetben nem bizonyultak

szignifikansnak (6/A. tablazat).

fejtik ki hatasukat, ezért a kozottik 1évd funkciondlis kapcsolatok meghatarozasdhoz

elengedhetetlen kozos célgénjeik analizise. Ezért folytatasként meghataroztuk, hogy a vizsgalt

mMiRNS-ek hany k6zos célgénnel rendelkeznek. Az egyes miRNS-ek és miRNS parosok kozos

célgénjeiknek szamat a miRTargetLink adatbazis felhasznalasaval hataroztuk meg (6/B.

tablazat; 1-4. kiegészito tablazat). A paronkénti keresések alapjan a miR-200b és a miR-200c
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kozotti funkcionalis kapcsolat lehet a legerdsebb, mivel Gsszesen 43 gén milkodésének a
szabalyozasaban miikdodnek kozre. De a miR-200 csalad tagjai szintén tobb célgén
szabalyozasaban is kozremikodnek, megkozelitéleg 20 célgénen osztoznak az egyes parosok.
A miR-34 csaladba tartoz6 miRNS-ek koziil a miR-34a a miR-34b-vel 18 célgénen 0sztozik,
azonban a miR-34c csupan 2 célgénen 0sztozik a miR-34a-val. Ezen feliil a miR-203a és a
miR-205 is szamos célgénen 0sztozik mind a miR-200, és a miR-34 csaladba tartozé miRNS-
ekkel. A miR-203a a miR-200 csalad tagjai koziil miR-200b és miR-200c-vel 5-5 célgénen
osztozik, de a legtobb gén szabalyozasdban a miR-34a-val miikddik kézre. A miR-205 szintén
a miR-34a-val mikodik a leginkabb kozre a célgének szama alapjan (6/B. tablazat).
Felhivndm a figyelmet tovabba egy érdekes Osszefliggésre. Az 6. tablazatbol szépen
kirajzolodik, hogy azon miRNS-ek expresszidja jobban korrelal, amelyek rendelkeznek k6z6s
célgénnel. Ez leginkabb a miR-200b és miR-200c esetében szembetiing (6. tablazat).
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5. tablazat: A miRNS-eken, illetve a CA125 és HE4 markereken alapuld diagnosztikai tesztek kozotti egyezés paronkénti 6sszehasonlitasa soran
kapott Cohen kappa értékek.

miR-200a miR-200b miR-200c miR-141 miR-429 miR-34b miR-203a CAl125 HE4

0,087 0,125 0,447 <0,01 0,087 0,323 0,323 <0,01 miR-200a

B - 0,087 0348 0,571 0,500 <0,01 0,400 miR-200b
0,125 = 0,417 - 0,314 0,039 0,481 miR-200c

0,447 0,087 0,323 0,323 <0,01 miR-141
0,348 0,323 <0,01 0,236 miR-429
0,250 <0,01 0,160 miR-34b
<0,01 <0,01 miR-203a
0,488 CAl125

HE4
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6. tablazat: A) A miR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 MiIRNS-ek vérplazmaban mérhetd expresszidja kozotti korrelacio mértékét jelzo
Spearman korrelacios egyiitthatok. # p> 0,05. Minden mas esetben p <0,05. B) A miR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 k6zos célgénjeinek a
szama a miRTargetlink adatbazis alapjan.

RA miR-200a miR-200b mIiR-200c miR-141 miR-429 miR-34a miR-34b miR-34c miR-203a mIiR-205

0,590

0,463 0,436 0,324 0,325 0,099# 0,541 0,410

miR-200a

25 0,554 0,423 0,474 0,284 0,290
miR-200b

23 0,497 0,453 0,378 0,363 0,2094#
miR-200c

23 19 19 _ 0,399 0,415 0,192# 0,471 0,371
miR-141

22 24 21 18 _ 0,470 0,351 0,264 0,446 0,455
miR-429

3 7 6 2 4 _ 0,384 0,276 0,470 0,371
miR-34a

1 4 3 0 3 18 _ 0,018# 0,351 0,200#
miR-34b

1 0 0 0 0 2 0 _ 0,264 0,479
miR-34c

4 5 5 3 1 7 4 0 _
miR-203a

3 4 4 4 4 8 3 0 6 _
miR-205
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6.1.4 A miR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 bioinformatikai elemzése.

A vizsgalt miRNS-ek biologiai funkcidjanak pontosabb feltérképezése érdekében
bioinformatikai analizist végeztiink. Ehhez elsé 1épésben kigyijtottik célgénjeiket a
miRTargetlink adatbazis felhasznaldsaval. A miR-200 és miR-34 csalad esetén azon
célgéneket vontuk be az analizisbe, amelyek legalabb 2, ezen csaladba tartozo miRNS
befolyasa alatt allnak. A miR-200 csalad esetében 59, mig a miR-34 csalad esetén 20 ilyen
célgént talaltunk (1 és 2. kiegészité tablazat). A miR-203a és miR-205 esetén az 6nalldan
szabalyozott célgénjeiket vontuk be analizisiinkbe. A miR-203a 47, mig a miR-205 37
célgénnel rendelkeznek (3 és 4. kiegészit6 tablazat). A célgének funkcionalis vizsgalatahoz a
DAVID adatbazist hasznaltuk, ahol a célgének funkciondlis géndisuléasi analizisét végeztiik
el. Ekkor a GO_BP_DIRECT és KEGG_PATHWAY adatbazisok alapjan azon biologiai
folyamatokat azonositottuk, amelyek esetében a vizsgalt miRNS-ek célgénjei dusulast
mutatnak. A dasulas mértékét az FDR, valamint a Fold enrichment értékekkel jellemeztiik (7-
10. tablazat).

Mindegyik miRNS csoport szamos, a tumorok kialakulasdhoz kotheté folyamatban
kozremikodhet. A GO adatbazis alapjan ezen miRNS-ek leginkabb a sejtciklus, a migracio,
az angiogenezis, valamint a génexpresszio (beleértve az epigenetikai modositasokat is)
szabalyozasaban miikodhetnek kozre. Ezen adatbazis alapjan a miR-200 és a miR-34 csalad
gyakorol befolyast leginkabb ezen folyamatokon keresztiil a tumorok kialakulésara (7. és 8.
tablazat). A KEGG adatbéazis alapjan a miR-34 ¢s a miR-203a jelentdsége tobb raktipus
kialakulasdhoz kothetd, de a miR-200 és miR-205 esetén is szamos taldlatot kaptunk (7-10.
tablazat). Analizisiink tehat megerdsiti ezen miRNS-ek szerepét a tumorok kialakuldsédban és
funkcidjanak pontosabb feltérképezése érdekében megvizsgaltuk ezen miRNS-ek

expresszi0jat human epitélialis ovarium sejtvonalakon is.
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7. tablazat: A miR-200 miRNS-ek altal kodolt célgének funkcionalis géndusulasi analizise GO_BP ¢és KEGG adatbazisok alapjan. Az analizis a
DAVID Tools szoftver segitségével késziilt.

GOTERM BP
Term Gének szama Fold Enrichment -log10 FDR
G0:0008284~positive regulation of cell proliferation 13 8,365 4,928
G0:0045814~negative regulation of gene expression, epigenetic 6 35,983 3,886
G0:0035924~cellular response to vascular endothelial growth factor stimulus 5 65,186 3,816
G0:0006306~DNA methylation 5 59,971 3,742
G0:0048010~vascular endothelial growth factor receptor signaling pathway 6 24,988 3,333
G0:0010628~positive regulation of gene expression 8 9,156 2,612
G0:0090116~C-5 methylation of cytosine 3 299,857 2,512
G0:0001525~angiogenesis 7 9,413 2,166
G0:0008360~regulation of cell shape 6 12,851 2,166
G0:0032355~response to estradiol 5 16,476 1,855
G0:0010595~positive regulation of endothelial cell migration 4 26,075 1,618
G0:0045766~positive regulation of angiogenesis 5 13,037 1,576
KEGG PATHWAY
Term Gének szama Fold Enrichment  -log10 FDR
hsa04510:Focal adhesion 9 7,706 3,209
hsa05200:Pathways in cancer 11 4,937 2,924
hsa05222:Small cell lung cancer 6 12,451 2,646
hsa04151:PI3K-Akt signaling pathway 9 4,601 2,031
hsa05215:Prostate cancer 5 10,022 1,669
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8. tablazat: A miR-34 miRNS-ek altal kodolt célgének funkcionalis génduasulasi analizise GO _BP és KEGG adatbazisok alapjan. Az analizis a
DAVID Tools szoftver segitségével késziilt.

GOTERM BP
Term Gének szama Fold Enrichment -logl0 FDR
G0:0010468~regulation of gene expression 6 50,376 4,342
G0:0048754~branching morphogenesis of an epithelial tube 4 146,017 3,356
G0:0010718~positive regulation of epithelial to mesenchymal transition 4 101,770 3,109
G0:0008284~positive regulation of cell proliferation 7 12,612 3,109
G0:0001837~epithelial to mesenchymal transition 3 74,082 1,617
GO0:0045787~positive regulation of cell cycle 3 74,082 1,617
G0:0030335~positive regulation of cell migration 4 18,252 1,510
G0:1904837~beta-catenin-TCF complex assembly 3 58,577 1,510
G0:0001541~ovarian follicle development 3 59,971 1,510
G0:0006974~cellular response to DNA damage stimulus 4 16,146 1,376
G0:0048146~positive regulation of fibroblast proliferation 3 46,644 1,366
KEGG PATHWAY
Term Gének szama Fold Enrichment  -log10 FDR
hsa05200:Pathways in cancer 10 9,213 4,883
hsa05210:Colorectal cancer 6 35,037 4,847
hsa04151:PI13K-Akt signaling pathway 9 9,445 4,603
hsa05219:Bladder cancer 5 44,153 4,249
hsa05206:MicroRNAs in cancer 8 10,127 4,210
hsa05213:Endometrial cancer 5 34,813 4,006
hsa05212:Pancreatic cancer 5 27,850 3,684
hsa05220:Chronic myeloid leukemia 5 25,143 3,662
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Term Gének szama Fold Enrichment  -logl0 FDR
hsa05161:Hepatitis B 6 14,981 3,662
hsa05220:Chronic myeloid leukemia 5 25,143 3,662
hsa05218:Melanoma 5 25,497 3,662
hsa05216:Thyroid cancer 4 49,938 3,462
hsa05222:Small cell lung cancer 5 21,297 3,457
hsa05205:Proteoglycans in cancer 6 10,862 3,162
hsa05221:Acute myeloid leukemia 4 25,861 2,742
hsa05223:Non-small cell lung cancer 4 25,861 2,742
hsa04390:Hippo signaling pathway 5 11,988 2,643
hsa05214:Glioma 4 22,280 2,624
hsa05215:Prostate cancer 4 16,457 2,264
hsa04510:Focal adhesion 5 8,788 2,209
hsa04066:HIF-1 signaling pathway 4 15,086 2,199
hsa04919:Thyroid hormone signaling pathway 4 12,593 1,995
hsa04110:Cell cycle 4 11,679 1,921
hsa04310:Wnt signaling pathway 4 10,494 1,809
hsa04115:p53 signaling pathway 3 16,211 1,462
hsa05211:Renal cell carcinoma 3 16,457 1,462
hsa04014:Ras signaling pathway 4 6,408 1,308
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9. tablazat: A miR-203a altal kodolt célgének funkcionalis géndusulasi analizise GO _BP és KEGG adatbazisok alapjan. Az analizis a DAVID

Tools szoftver segitségével késziilt.

GOTERM BP

Term Gének szama  Fold Enrichment  -logl0 FDR
G0:0045893~positive regulation of transcription, DNA-templated 12 8,325 4,006
G0:2000811~negative regulation of anoikis 4 84,065 2,469
G0:0045892~negative regulation of transcription, DNA-templated 9 6,444 2,050
G0:1901522~positive regulation of transcription from RNA polymerase 11 promoter
involved in cellular response to chemical stimulus 3 119,092 1,554
G0:0003198~epithelial to mesenchymal transition involved in endocardial cushion
formation 3 82,448 1,308

KEGG PATHWAY
Term Gének szama  Fold Enrichment  -log10 FDR
hsa05161:Hepatitis B 12 16,266 8,349
hsa05212:Pancreatic cancer 7 21,166 4,534
hsa05220:Chronic myeloid leukemia 7 19,108 4,444
hsa05200:Pathways in cancer 11 5,501 3,701
hsa05223:Non-small cell lung cancer 5 17,548 2,718
hsa04668: TNF signaling pathway 6 11,021 2,718
hsa05210:Colorectal cancer 5 15,850 2,621
hsa05214:Glioma 5 15,119 2,587
hsa04110:Cell cycle 6 9,510 2,557
hsa05218:Melanoma 5 13,841 2,519
hsa04380:Osteoclast differentiation 6 9,002 2,519
hsa05222:Small cell lung cancer 5 11,561 2,318
hsa05215:Prostate cancer 5 11,167 2,316
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Term Gének szama  Fold Enrichment  -log10 FDR
hsa04012:ErbB signaling pathway 5 11,296 2,316
hsa05215:Prostate cancer 5 11,167 2,316
hsa04915:Estrogen signaling pathway 5 9,926 2,173
hsa05164:Influenza A 6 6,777 2,147
hsa05142:Chagas disease (American trypanosomiasis) 5 9,449 2,137
hsa04620:Toll-like receptor signaling pathway 5 9,271 2,126
hsa04931:Insulin resistance 5 9,099 2,116
hsa04024:cAMP signaling pathway 6 5,956 1,979
hsa05205:Proteoglycans in cancer 6 5,896 1,978
hsa04510:Focal adhesion 6 5,725 1,940
hsa04370:VEGF signaling pathway 4 12,888 1,940
hsa04210:Apoptosis 4 12,680 1,935
hsa05160:Hepatitis C 5 7,389 1,888
hsa05211:Renal cell carcinoma 4 11,912 1,888
hsa04520:Adherens junction 4 11,073 1,827
hsa04917:Prolactin signaling pathway 4 11,073 1,827
hsa04630:Jak-STAT signaling pathway 5 6,777 1,811
hsa04932:Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 5 6,508 1,761
hsa04666:Fc gamma R-mediated phagocytosis 4 9,359 1,663
hsa05152:Tuberculosis 5 5,552 1,547
hsa05168:Herpes simplex infection 5 5,370 1,509
hsa04660:T cell receptor signaling pathway 4 7,862 1,492
hsa05231:Choline metabolism in cancer 4 7,784 1,492
hsa05203:Viral carcinogenesis 5 4,794 1,378
hsa04071:Sphingolipid signaling pathway 4 6,551 1,325
hsa04722:Neurotrophin signaling pathway 4 6,551 1,325
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10. tablazat: A miR-205 altal kodolt célgének funkcionalis géndusulasi analizise GO _BP és KEGG adatbazisok alapjan. Az analizis a DAVID
Tools szoftver segitségével késziilt.

GOTERM BP
Term Gének szama Fold Enrichment -log10 FDR
G0:0045944~positive regulation of transcription from RNA polymerase 11 promoter 15 6,939 5,334
G0:0010628~positive regulation of gene expression 8 13,858 3,503
GO0:0071456~cellular response to hypoxia 5 23,637 2,173
G0:0043406~positive regulation of MAP kinase activity 4 30,769 1,602
G0:0042493~response to drug 6 8,957 1,429
G0:0006351~transcription, DNA-templated 13 3,018 1,412
G0:0045893~positive regulation of transcription, DNA-templated 7 6,169 1,369
KEGG PATHWAY
Term Gének szama Fold Enrichment  -log10 FDR
hsa05200:Pathways in cancer 9 5,082 2,295
hsa05215:Prostate cancer 5 12,608 2,034
hsa05219:Bladder cancer 4 21,649 1,985
hsa05205:Proteoglycans in cancer 6 6,657 1,713
hsa05212:Pancreatic cancer 4 13,656 1,528
hsa05161:Hepatitis B 5 7,652 1,485
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6.2 A miR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 expressziéjanak vizsgilata human
epitélialis ovarium sejtkultirakban

Munkank folytatasaban megvizsgaltuk a miR-200 és miR-34 csalad tagjainak,
illetve a miR-203a-nak és miR-205-nek az expresszidjat human epitélialis ovarium
sejtkulturakban. Mivel a sejtek miRNS expresszidjara nagy befolyast gyakorol az ERa
jelenléte emldrakos sejtvonalakon végzett kisérletek alapjan (Klinge, 2012), ezért 2 olyan
sejtvonalat valasztottunk, amelyek kiilonboznek ezen receptor expresszidjaban. A PEOI1
expresszalja az ERa-t, ezaltal 6sztrogén szenzitiv sejtvonalnak tekinthetd (O’Donell és mtsai,
2005). Ezzel szemben az A2780 nem expresszalja ezen receptort, igy 0sztrogén kezelésre nem
reagal korabbi munkak alapjan (O’Donell és mtsai, 2005). Az ERa expressziojat a PEO1
sejtvonalban, valamint hidnyat az A2780 sejtvonalban RT-PCR-es vizsgalattal megerdsitettiik

vizsgalataink megkezdése eldtt (1asd 5.2.1 fejezet).

6.2.1 A miR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 expresszidja a PEOl és A2780
sejtvonalakban

Elsé Iépésben 0Osszehasonlitottuk ezen miRNS-ek alap expresszidjat a két
sejtvonalban. Amint a 11. abran lathat6, a miR-200 csalad tagjai, a miR-203a és a miR-205
stabil expressziot mutattak a PEO1 sejtvonalban, melyek koziil a miR-200b és miR-200c
rendelkezett a legmagasabb expresszios szinttel. Erdemes megjegyezni azonban, hogy a miR-
34a és a miR-34b expresszidja alig volt kimutathato (11/A. abra). Ezzel szemben a miR-200
csalad tagjainak, a miR-203a-nak ¢és a miR-205-nek az alapexpresszidja rendkiviil
alacsonynak bizonyult az ERa-t nem expresszald A2780 sejtvonal esetén, ahol a miR-34a

mutatta a legmagasabb expresszids szintet (11/A. abra).
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11. abra: A miR-200 és miR-34 csalad tagjainak, illetve a miR-203a-nak és miR-205-nek a
relativ expresszioja a PEO1 és A2780 sejtvonalak A) sejtlizatumaiban, B) feliiluszojaban. A
relativ expresszid meghatarozasahoz a miR-103-t alkalmaztuk referenciaként. A szignifikans
kiilonbségeket a PEO1 és A2780 sejtvonalakban kapott ACt értékek kozott hataroztuk meg: *

p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ****p<0,0001; Student t-teszt.

Mivel a vérmintakkal végzett vizsgalataink soran ezen miRNS-ek detektalhatd
szabad expresszioval rendelkeztek, ezért megvizsgaltuk szabad formaik expressziojat a

sejttenyészetek esetében is. Ekkor az RNS izolalast a sejttenyészetek feliilliszojabol végeztiik.
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Minden vizsgalt miRNS detektdlhatd expresszioval rendelkezett a sejttenyészetek
feliiliszojaban. A feliilusz6 miRNS-tartalma azonban alacsonyabbnak bizonyult a
sejtlizatumokban megfigyelt expresszios szintekhez képest [ACt (feliiluszo-sejtlizatum) = 7,9
+ 1,9]. Hasonlo jelenségrél mar masok is beszamoltak (Turchinovich és mtsai, 2011). Az
alacsonyabb szabad expresszio a referenciaként alkalmazott miR-103 esetében is
megfigyelhetd volt. Igy a relativ expresszio kiszdmitasakor ugyan magasabb értékeket
kaptunk, mint az intracellularis expresszid esetén, de ez csak az egyes miRNS-ek referencia
MiRNS-hez viszonyitott magasabb aranyat jelzi, nem pedig a feliilisz6 magasabb miRNS

tartalmat (11/B. abra).

Eredményeink alapjan az egyes miRNS-ek esetén tapasztalt relativ expresszio
egymashoz viszonyitott ardnya hasonloan alakukult az intracellularis és a szabad miRNS
szintek esetében. Ugyanis, az intracellularis miRNS szintekhez hasonldan a szabad miRNS-
eknél is magasabb expresszio jellemezte a miR-200 csalad tagjait, a miR-203a-t és a miR-
205-t a PEO1 sejtvonalban. A miR-34a expresszidja pedig ugyancsak az A2780 sejtvonalnal
volt magasabb. Emellett a PEO1 sejtvonalnal szintén a miR-200b és miR-200c expresszidja
volt a legmagasabb, melyhez viszonyitva a tobbi miRNS alacsonyabb expressziot mutatott

(11. abra).

A miR-200-asok, a miR-203a és a miR-205 PEOL1 sejtvonalban mérhetd magasabb
expresszios szintje ezen miRNS-ek magasabb bioldgiai relevanciajat tételezi fel az dsztrogén
szenzitiv tumorokban, illetve felveti szerepiiket az dsztrogének hatdsmechanizmusaban. Ezen
hipotézisiink tesztelése érdekében atfogd vizsgalatot végeztiink, mely soran nemcsak ezen
MIRNS-ek expresszigjanak valtozasat monitoroztuk osztrogén hatasi molekulakkal valod
kezelések hatasara, hanem a kezelések hatdsdra megfigyelhetd fenotipusos és mRNS
expresszioban megmutatkozo valtozasokat is megvizsgaltuk. Tovabba Osszehasonlitottuk a
fiziologias E2 altal kivaltott hatdsokat a xenodsztrogének indukalta valtozasokkal, melyhez a

ZEA és a BPA molekulakat valasztottuk.

6.2.2 Az E2, ZEA és a BPA fenotipusra gvakorolt hatdsanak vizsgalata

Elsé 1épésben fenotipusos vizsgalatokat végeztiink. Itt céljaink kozott szerepelt a két
sejtvonal  kiilonb6z0 Osztrogén molekuldkkal valdo kezelésre adott reakcidjanak
Osszehasonlitasa mellett a ZEA és BPA altal kivaltott hatdsok Osszevetése az E2 indukalta

valtozasokkal. Ekkor a sejteket E2, ZEA és BPA molekuldkkal kezeltik, majd a
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proliferaciora, migraciora ¢s sejthalal indukaldsara gyakorolt hatdsukat tanulmanyoztuk. A
kezeléseket 1-1000 nM koncentracié tartoméanyban végeztiik, mely kozel all ezen molekulak
fiziologias eléfordulasdnak szintjéhez. A proliferacios vizsgalatok alkalmaval a kezelések
sejtszam novekedésre gyakorolt hatdsat hataroztuk meg. Eredményeink alapjan az E2, ZEA ¢és
BPA egyarant proliferativ hatdsunak bizonyult a PEO1 sejtvonal esetében, ami a sejtszdmok
kezelés hatasara megfigyelhetd emelkedésében volt megfigyelheté (12. &bra). Erdemes
azonban megemliteni, hogy az E2 és a ZEA proliferativ hatasa markansabbnak bizonyult,
mint a BPA molekula¢, melyek hatasa mar 1 nM kezelés hatasara is megfigyelheto volt. Ezzel
szemben a BPA csak a 10-100nM tartoméanyban mutatott némi prolferaciot indukald hatast
(12. abra). Az A2780 sejtvonal esetén a sejtploriferaciod szignifikans emelkedése csupan a 10

nM ZEA-val torténd kezelés hatasara volt megfigyelhetd.

60



@ PEO1: E2 © 55 A2780: E2
8 254 Lo
- *k g
£ 20 . * .E 2.0+
£ i
Eass ° 1.5
2 L Lol
.E 1.0 E 1.0
@ &
= 0.5 = 0.51
> <)
E 0.04 n.: 0.0-
> F & S S
< & & o$ o$ & & & &
o SIS & SRS
@ 5. PEO1: ZEA 2 25- A2780: ZEA
2
e wkx X e *
:.E; 2.0 - NE 2.0
© 1.5+ :2 1.5
& 10 & 1.0-
o ]
£ o051 = 0.5
E 0.0- E 0.0
SIS TS & S s
& LS 'SPQ & S &
& NI
2 25. PEO1: BPA 2 25, A2780: BPA
° ‘©
E 2.04 * * :E 2.0
£ E .,
© 1.5 .© 1.5
& 1.0 & 1.0
F )
D
= 051 = 0.5
o [=]
a 0.0 a 0.0
® PO N P s & 8
8) o & & & S
) )\‘\ QQ Q¢ QQ & LY ) M) )
& F S§ " VS

12. abra: Az E2, ZEA ¢és BPA proliferativ hatdsa a PEO1 és A2780 sejtvonalakra. Az
értékeket a kezelésen at nem esett kontrollhoz viszonyitottuk (1). * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; One-way ANOVA, Dunnet’s teszt

Az E2, ZEA ¢és BPA kezelések migracios képességre gyakorolt hatdsat Scratch assay
segitségével vizsgaltuk. Ekkor a pazsiton meghtuzott savok 0sszehtizodasanak mértéke adott
informaciot a sejtek migracios képességérdl. A kezelésen at nem esett sejtek esetében a
savosszehuzodds mérteke a savok meghtuzasat 24h-t kovetben nem kiilonbozott

szignifikansan a két sejtvonal esetében, mely a PEOI1 sejtvonalnal 18,7 £ 3 -nak, mig az
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A2780 esetében 16,5 + 2,6 -nak adodott. Azonban 48h-val a savhuzast kovetden ezen érték az

A2780 (36,1 £ 5) sejtvonalnal szignifikdnsan magasabb volt, mint a PEO1 sejtvonal esetében
(24,3 £ 4).
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13. abra: Az E2, ZEA és BPA migraciora kifejtett hatdsa a PEO1 sejtvonal esetében. (A) A
savosszehuzodas %-os értéke, mely a migracios intenzitast jelzi. Az egyes kezelések hatasat a
kezelésen at nem esett konrollhoz viszonyitottuk * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; One-
way ANOVA, Dunnet’s teszt (B) Egy Scratch assay kisérlet reprezentativ eredménye 10nM
E2, ZEA és BPA molekuléval torténd kezelés hatasara. Bar=100pum
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Ez egyrészt az A2780 magasabb migracios képességére enged kovetkeztetni, amit mar
masok is bizonyitottak (Hallas-Potts ¢és mtsai, 2019). Az eredmények jobb
Osszehasonlithatosaga érdekében ezért az E2, ZEA és BPA migracid intenzitasara gyakorolt
hatasat a 24h idépontban hasonlitottuk 6ssze. Ezen vizsgélatok alkalméval az E2, ZEA ¢s
BPA is novelte a migracio intenzitasat a PEO1 sejtvonalnal, 10 nM koncentracioji kezelés
hatasara (13. abra). A legmigrativabbnak a ZEA bizonyult, mivel itt 100 nM koncentracioban
is a migracio intenzitasanak szignifikans emelkedése volt megfigyelheté (13. dbra). Azonban
az A2780 sejtvonal esetében ezen molekuldk nem novelték szignifikansan a migracio

intenzitasat (14. abra).
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14. abra: Az E2, ZEA ¢és BPA migraciora kifejtett hatdsa az A2780 sejtvonal esetében. (A) A
savosszehuzodas %-os értéke, mely a migracios intenzitast jelzi. Az egyes kezelések hatasat a
kezelésen 4t nem esett konrollhoz viszonyitottuk. (B) Egy Scratch assay kisérlet reprezentativ
eredménye 10nM E2, ZEA és BPA molekulaval torténo kezelés hatasara. Bar=100um
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Az E2, ZEA ¢és BPA kezelések ovarium sejtekre gyakorolt toxikus hatdsat az
apoptdzis és a sejtlizis jelenlétével vizsgaltuk. Az apoptozist a mitokondridlis membran
potencial csokkenésével jellemeztiik, amelyet DilC1 (5) assay segitségével vizsgaltunk.
Eredményeink alapjan az E2, ZEA és BPA molekulakkal ezen koncentracidtartomanyban
valé kezelések hatdsara nem volt megfigyelheté a mitokondridlis membran potencial
szignifikans  csokkenése (15. abra). Ezen eredménylink alapjan koriilményeink kozott

apoptozis jelenléte nem figyelhetd meg egyik sejtvonal esetében sem.
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15. abra: Az E2, ZEA ¢s BPA apoptozist indukal6 hatasa a PEO1 és A2780 sejtvonalakban.
Az értékeket a kezelésen at nem esett kontrollhoz viszonyitottuk (1). A pozitiv kontroll
esetében az apoptozist CCCP hozzdadasaval indukaltuk.
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A kezelések hatasara esetlegesen bekovetkezd citotoxicitast a sejtlizis mértékének a
megfigyelésével hataroztuk meg. Ekkor a feliilliszéban mérhetd LDH aktivitasokat hataroztuk
meg, mely a sejtmembran karosodasara utal. Eredményeink alapjan sem a PEO1 sem az
A2780 tenyészeteinek feliiliszojaban nem volt kimutathatdé LDH aktivitas (16. abra). Ezen
eredmények alapjan az 0Osztrogénkezelések nem bizonyultak toxikusnak a vizsgalt

sejtvonalakra a kisérleteinkben alkalmazott koncentracidtartomanyban.

0.8- PEOL: E2 0s- A2780: E2
Y 0.71 0.7-
:S 0.64 ~£ 0.6
R £ 051
£ 04— £ o4l
s T £ 04
E 0.044 T 004
—! 0.02- 9
' = 0.02-
0.00-
0.00-
y» & N
C N & & &€ S & S
& RN IR S & ROSEEEENSINS SESCS S SR
© A \4‘49 « ARSI R
R IR
3 N
Q° &
0.8- PEO1: ZEA A2780: ZEA
. 08_
0.74 0.7
\g 0.64 ~$ 0.6
= 4 -
S 0.5 s 0.5
£ 04+ z -+
ﬁ - x 0.4“
T 0.044 © 0.04
X T 0.041
a =)
0.02+4 —'0.02-
000- OOO_
NN QS N N
RS SRS RS SN SN 4 S S & 8 & &
Q ¥ § & & N & &
+© RN S Y S
QS S
0.6+ PEO1: BPA 0.8 A2780: BPA
0.71 0.71
7] -
& 0.6 &2 06
= E 054
S 059 2
£ 04+ X 04—+
© T © T
T 0.041 T 0.041
Q 9
—! 0.021 0.021
0.00- 0.00-
N\ 3 N »
S c ST oSS S &S S &8
Q » N S Q) Q N\ N Q O N
S RS 9 © RN
& S o
& &

16. abra: Az E2, ZEA ¢és BPA sejtlizist indukald hatasa a PEO1 és A2780 sejtvonalakban. A
pozitiv kontroll esetében a sejtek lizisét lizis puffer hozzdadaséaval indukaltuk.
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6.2.3 Génexpresszids vizsgalatok

Munkank folytatdsaként a két sejtvonal Osztrogén érzékenységét, valamint az E2, ZEA
¢s BPA hatasat, Osztrogén szenzitiv gének expresszidjara gyakorolt induktiv hatdsukon
keresztiil is 6sszehasonlitottuk. Munkacsoportunk kordbbi mRNS szekvenalasi adatsorara
tamaszkodva négy gént valasztottunk ki ezen vizsgalatainkhoz (Domoszlai, 2021). Ezek a
GREBL1, mely egy erésen Osztrogén szenzitiv ndvekedési regulator; a DEPTOR, amely az
MTORC1 atvonalban mitkodik kozre; a CA12, amely egy anhidrazt kodol és az RBBP8, amely
részt vesz a DNS replikacio €s a transzkripcid szabalyozasaban, a G1 és G2 ellendrz6 pontok
miikddésében €és a DNS repair mechanizmusaban (Rae és mtsai 2005; Barnett és mtsai, 2008;
Soria-Bretones és mtsai., 2013; Cuesta és mtsai., 2019). Ezen gének mindegyike 6sztrogén
szenzitivnek bizonyult emldrakos sejtvonalakkal végzett vizsgalatok alkalmaval, tovabba
expresszidjukat petefészekrdkban is megerdsitették (Hynninen és mtsai, 2006; Foster és mtsai,
2010; Hodgkinson és mtsai, 2018). Megvizsgaltuk tovabba a miR-200 célgénjének szamitd
CDHL1 ¢és a ZEB1 gének expressziojat is (lasd 3.3.3 fejezet).

Vizsgélataink alapjan a GREB1, CA12 és RBBPS8 alapexpresszidja nem kiilonbozott a
PEOI1 és az A2780 sejtvonalakban. Azonban szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg a
DEPTOR, CDH1 ¢és ZEB1 gének alap expresszidjaban (17. abra). Ezek koziil a CDHI és a
ZEBI1 gének expressziojaban megfigyelhetd kiilonbség azért érdekes, mert erdsen korreldlt a
miR-200 csaladnal ugyancsak megfigyelt expresszios kiilonbséggel. A PEOI1 sejtvonal
esetében a CDH1 és a miR-200 magasabb expressziot mutattak, azonban a ZEB1 expresszidja
nem volt kimutathaté ezen sejtvonalban (17. abra). Ezzel ellenkezdleg, a ZEB1 expresszioja
emelkedett szintet mutatott az A2780 sejtvonalban, azonban a CDH1 és miR-200 expresszidja
nehezen detektalhatonak bizonyult (17. abra). Emellett az A2780 esetén megfigyelt magasabb
migracios képesség szintén jO Osszefliggést mutat az alacsonyabb CDH1 expresszioval (14.

abra)
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17. abra: A GREB1, DEPTOR, CA12, ZEB1, CDH1 és RBBPS relativ expresszioja a PEO1
¢s A2780 sejtvonalakban. A relativ expresszid meghatarozasahoz a GAPDH-t alkalmaztuk
referenciaként. A total RNS-t a kezelésen at nem esett sejtek sejtlizatumaibol izolaltuk. A
szignifikanciat a PEO1 és A2780 sejtvonal esetében kapott ACt értékek kozott hataroztuk
meg: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; Student t-teszt.

Megvizsgaltuk tovabbd ezen gének expresszidjanak valtozdsat Osztrogénkezelés
hatasara is. Ekkor a sejteket 10nM E2, ZEA és BPA kezelésnek vetettiikk ald, mivel a
fenotipusos vizsgalatok alkalmaval ezen koncentracid tartomanyban mindharom molekuldnal
er6s fenotipusos valasz volt megfigyelhetd (12. és 13. abra). A PEOI sejtvonal esetén a
GREB1, DEPTOR, CA12 ¢és RBBP8 gének expresszidja az Osztrogénkezelések hatisara
szignifikdns emelkedést mutatott, mely gének koziil a GREB1 indukcidja volt a
legszembetlindbb (11. tablazat). Megallapithaté tovabba, hogy az 6sztrogén molekuldk koziil
az E2 inditotta el a legnagyobb valaszreakciot, melyhez a ZEA hatasa hasonld mértékiinek
bizonyult. A BPA ezzel ellentétben kisebb mértékii véalaszt indukalt (11. tdblazat). Fontos
tovabba megemliteni, hogy a CDH1 gén repressziot mutatott az E2, ZEA ¢és BPA kezelések
hatdsara a PEOI sejtvonalban, ami Osszefiiggésbe hozhaté ezen molekuldk migraciot fokozo
képességével (13. abra, 11. tablazat). Azonban a ZEB1 expresszidjanak valtozéasa a kezelések
hatasdra nem volt kimutathatdo a PEOI-ben, ami rendkiviil alacsony relativ expresszios
szintjével magyarazhato. Az A2780 sejtvonal esetében egyik kezelés sem volt hatassal a
GREB1, DEPTOR, CA12, RBBP8 vagy ZEB1 gének expresszidjara (11. tablazat). Tovabba a

CDH1 nem detektalhato expresszidja az 0sztrogénkezelés hatdsara sem mutatott valtozast.

67



11. tablazat: A GREB1, DEPTOR, CA12, RBBP8 ¢s CDHI1 expresszidjanak valtozasa E2,
ZEA, illetve BPA molekuldkkal vald kezelések hatasdra. A relativ expresszios aranyt a
kezelésen 4t nem esett kontroll expressziojahoz viszonyitva adtuk meg (1). Arany > 1
indukciot, arany <1 repressziot jelez, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A szignifikanciat
a kezelt és kezeletlen at nem esett mintak ACt -értékei kozott hataroztuk meg: * p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001; Student t-teszt; n.d.-az expresszio mértéke nem detektalhato.

E2 ZEA BPA
PEO1 A2780 PEO1 A2780 PEO1 A2780
GREB1 263,19*** 0,76 233,94*** 0,79 20,53** 0,58
DEPTOR 5,39* 0,97 15,03* 0,84 3,03* 0,52
CA12 37,01** 0,72 13,45* 0,61 2,719%* 0,69
RBBP8 9,58* 0,71 5,21* 0,81 2,13* 0,76
CDH1 0,42* n.d. 0,18* n.d. 0,44* n.d.
ZEB1 n.d. 1,18 n.d. 1,01 n.d. 0,75

6.2.4 A miR-200, miR-203a és miR-205 expresszidjanak valtozdsa 6sztrogén kezelés hatdsira

A tovabbiakban megvizsgaltuk a miR-200, miR-203a és miR-205 expresszidjanak
valtozasat E2, ZEA és BPA kezelések hatasara a PEOL sejtvonalban. Mivel a miR-34a és
mMiR-34b expresszidja nagyon alacsonynak bizonyult a PEO1 sejtvonal esetében, ezért ezen
mMIRNS-ek expresszidjat ezen kisérleteink alkalmaval kihagytuk. Tovabba az A2780 sem a
fenotipusos, sem a génexpresszios vizsgalatok alkalmaval sem bizonyult érzékenynek az
Osztrogén kezelésekre, valamint a miR-200asok és miR-203a expresszidja sem volt
detektalhato, ezért ezen sejtvonalat ezen vizsgalatainkbodl szintén kihagytuk. A sejtvonalat a
korabbiakhoz hasonloan 10 nM E2, ZEA és BPA kezeléseknek vetettitk ala. A miRNS-ek
expressziojanak rovid €s hosszl tdva valtozasainak nyomon kovetése érdekében a méréseket a
kezeléseket kovetden 12, illetve 24h-val is elvégeztiik. Eredményeink alapjan az E2, ZEA és
BPA kezelések 1d6fiiggd hatast gyakoroltak a miRNS-ek expressziojara (12. tablazat). Az E2
kezelést 12h-val kovetden a miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 és miR-203a
expresszioja szingifikans emelkedést mutatott. Azonban a 24h idépontban miR-200b és miR-
200c expressziojanak a csokkenése volt jellemzo (12. tablazat). Ezen utobbi hatas
Osszefliggésbe hozhato a CDHI ezen id6pontban szintén megfigyelhetd represszidjaval,

valamint a megemelkedett migraciés képességgel (13. dbra, 11. tablazat). Erdekes médon a
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ZEA kezelés hatasara kisebb mértékii valtozasok voltak megfigyelhetéek a miRNS

expresszioban, mint a BPA kezelés esetében (12. tablazat).

12. tablazat: A miR-200, miR-203a és miR-205 expressziojanak valtozasa E2, ZEA, illetve
BPA molekuldkkal valo kezelések hatdsara a PEO1 sejtlizatumaban. A relativ expresszios
aranyt a kezelésen at nem esett kontroll expresszidjahoz viszonyitva adtuk meg (1). Arany > 1
indukcidt, arany <l repressziot jelez, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A szignifikanciat
a kezelt és kezelésen at nem esett mintak ACt -értékei kozott hataroztuk meg: * p <0,05;
Student t-teszt.

miR-200a  miR-200b miR-200c miR-141 miR-429 miR-203 miR-205
E2 12h 1,52* 2,9* 3,28* 3,32* 1,14 1,73* 1,04
24h 0,56 0,28* 0,43* 0,95 1,09 0,82 1,02
ZEA 12h 1,29 0,99 1,71* 1,16 0,97 1,27 1,16
24h 0,22* 0,42* 0,74 0,71 0,64 0,68 1,29
BPA 12h 1,89* 2,91* 2,12* 1,75* 1,85* 1,27 0,58
24h 0,22* 0,67 1,34 1,29 1,47 0,95 0,62

13. tablazat: A miR-200, miR-203a és miR-205 expresszidjanak valtozasa E2, ZEA, illetve
BPA molekuldkkal valo kezelések hatasara a PEO1 sejt feliiliszojaban. A relativ expresszios
aranyt a kezelésen at nem esett kontroll expresszidjahoz viszonyitva adtuk meg (1). Arany > 1
indukciot, ardny <I represszidt jelez, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A szignifikanciat
a kezelt és kezeletlen at nem esett mintdk ACt -értékei kozott hatdroztuk meg: * p <0,05;
Student t-teszt.

miR-200a miR-200b miR-200c miR-429 miR-203a miR-205
E2 12h 0,058* 1,95* 1,38 1,51 0,49* 1,2
24h 0,042* 1,57* 1,57* 1,01 1,8* 0,81
ZEA 12h 3,29* 1,59* 1,16 1,18 1,19 0,59
24h 0,08* 0,38* 0,34* 0,44* 0,56 0,64
BPA  12h 1,89* 1,71* 1,94* 1,19 1,64* 1,21
24h 0,09* 0,36* 0,68 0,69 1,06 0,53

Megvizsgaltuk tovabba az E2, ZEA és BPA kezeléseknek a sejten kiviili miRNS-ek
expressziojara gyakorolt hatasat. A ZEA és BPA kezelések hatasara az intracellularis miRNS
szinteknél tapasztalt hasonld tendenciat figyeltiink meg - 12 draval a kezelést kovetden
magasabb miRNS expressziot detektaltunk, mig 24 ordaval késébb csokkenés volt

megfigyelhetd (13. tablazat). Az E2 kezelést kdvetden azonban a miR-200b és miR-200c

69



szabad formdinak expresszidja folyamatos emelkedést mutatott a kezeletlen kontrollhoz

viszonyitva (13. tdblazat).

6.2.5 Az ERa szerepe a miR-200, miR-203a és miR-205 expresszidjiban

A miR-200, miR-203a és miR-205 PEO1 sejtvonalban mutatott magasabb alap
expresszioja, valamint a miR-200 ¢és miR-203a 0Osztrogén kezelések hatasara mutatott
indukcidja felveti az ERa transzkripciojuk szabalyozdsdban betoltott szerepét. Ezen
hipotézisiink aldtdmasztasa érdekében megnéztiik ezen miRNS-ek expresszidjanak valtozasat
egy ERa szelektiv antagonista, az MPP hozzaadasat kovetden. Pozitiv kontrollként az MPP
hatasat az erdsen Osztrogén ¢érzékeny GREB1 ¢és CAI2 esetében is meghataroztuk.
Eredményeink alapjan az MPP adagoladsa szignifikdnsan csokkentette a GREBI és CA12
kovetkeztetni, hogy ezen miRNS-ek transzkripcidjdban az ERa aktivan kozremiikddhet.

Azonban a miR-205 esetében nem tapasztaltunk hasonld hatast (18. abra).
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18. abra: A GREB1, CA12, valamint a miR-200 és miR-205 relativ expresszids aranya az
ERa antagonista MPP (metil-piperidino-pirazol) és az E2 hozzaadasat kovetéen. A relativ
expresszios aranyt a csak E2-vel kezelt mintak expresszios értékeihez viszonyitva hataroztuk
meg (1). Arany > 1 indukcidt, arany <l repressziot jelez, a kontrollhoz viszonyitva. A
szignifikanciat a kezelt és kezeletlen at nem esett mintdk ACt -értékei kozott hataroztuk meg:
*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; Student t-teszt
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6.2.6 Szabad miRNS-ek kornyezd sejtekre gyakorolt hatdsdnak vizsgalata ko-kultira
segitségével

A vizsgalt miRNS-ek koziil a miR-200b és miR-200c rendelkeztek a legmagasabb
alap expresszioval, amely ezen miRNS-ek erds biologiai relevancidjat tételezi fel az 6sztrogén
érzékeny tumorokban. Expresszidjuk az extracellularis kozegben is magasnak bizonyult. A
szabad miRNS-ek biologiai funkcidjukat elsdsorban a kérnyezé sejtekbe valo transzportjukon
keresztiil fejtik ki, mellyel nagy hatdst gyakorolhatnak a tumor mikrokdrnyezetére. Ezért
munkank lezarasaként ko-kultira alkalmazasaval megvizsgaltuk, hogy a PEO1 sejtvonal altal
nagy meértékben kibocsatott miR-200b ¢és miR-200c molekuldk képesek-e befolydsolni a
kornyezé sejtek miRNS szintjeit. Ekkor az A2780 sejtvonal tenyészeteire egy inzertbe
korabban beletapasztott PEO1 sejteket helyeztiink. Igy a PEO1-b8l szarmazé szabad miRNS-
ek szabadon aramolhattak az A2780 tenyészetei felé. 24 és 48h inkubaciot kovetéen az A2780
tenyészeteiben meghataroztuk a miR-200b és miR-200c szinteket. Eredményeink alapjan az
A2780 sejtvonalban a ko-kultira alkalmazasanak id6tartamatol fiiggéen a miR-200b és miR-
200c szintjének emelkedése volt megfigyelhetd (19. dbra). Ezaltal tehat valdszintsithetd ezen

mMiRNS-ek kornyezo sejtekbe vald bejutasanak képessége.
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19. abra: A) A ko-kultara sematikus abrazolasa. B) A miR-200b és miR-200c relativ
expresszidos aranya a PEO-1 sejtekkel egyiitt tenyésztett A2780 sejtekben. A relativ
expresszios aranyt az egyltt tenyésztés nélkiilli A2780 tenyészetek expresszids értékeihez
viszonyitva hataroztuk meg (1). Ardny > 1 indukcidt, arany <l repressziot jelez, a
kontrollhoz viszonyitva. A szignifikanciat a kezelt és a nem kezelt mintak ACt -értékei
alapjan hataroztuk meg: * p <0,05; ** p <0,01.
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7. Diszkusszio

Bar a petefészekrak tobb szazezer né halalért felel évente, a betegség kialakulasaban
szerepet betoltd6 miRNS molekuldkat illetéen rendkiviil hianyos a szakirodalom. Ezen
molekulak megismerése nagy egészségligyi jelentéséggel bir, mivel olyan j biomarkerek
azonositasahoz vezethetnek el, amelyek nagyban segithetik a petefészekrak hatékonyabb
diagnosztizalasat lehetové tevo eljarasok kidolgozasat. Mas tumoros megbetegedésekkel (pl.
emldrak) Osszehasonlitva az Osztrogén molekuldk ovarium sejtekre gyakorolt hatasarol is
keveset tudunk, mely molekuldk proliferativ hatdsuk miatt tumorok kialakuldsat is
eldsegithetik (Yager és mtsai, 2006; Fernandez ¢és Russo, 2010; Samavat és Kurzer, 2015)
JelentGségiiket jelzi, hogy az ovarium tumorok nagy héanyada rendelkezik az Osztrogén
eloallitas képességével, ezaltal képes lokalisan magas Osztrogén szint kialakitasaval sajat
novekedését eldsegiteni (Mungenast és Talhammer, 2014; Ren és mtsai., 2015). Erdemes
megemliteni tovabbd, hogy az 6sztrogének és xenodsztrogének karcinogén hatisa az alabbi
okok miatt egyre nagyobb aggodalomra ad okot. Eldrelathatolag egyre tobb nd fog
hormonpotld kezelésben részesiilni a jovoben a medddségi problémak, illetve a varhato
¢letkor emelkedése okan (mely a posztmenopauzaban eltoltott idot is noveli). Ezen felil a
kornyezet, valamint az élelmiszerek xenoosztrogénekkel valé terheltsége is emelkedd
tendenciat mutat. Ez egyrészt az egyre nagyobb mértékii miianyagszennyezéssel
magyarazhatd, masrészt a globalis felmelegedés miatti klimavaltozas kedvez a mikotoxin
termeld fonalas gombdk ndvekedésének és mikotoxin termeld képességének, igy a jovoben az

¢lelmiszerek mikotoxin (koztliik a ZEA) szennyezettségének ndvekedése varhato.

7.1 Szabad miRNS szintek 6sszehasonlitasa petefészekrakban szenved6 és egészséges
egyének vérmintaiban

Munkank kezdeti szakaszaban beteg és egészséges egyének vérmintaiban detektalhatod
mMiRNS-eket hasonlitottuk Ossze igéretes biomarker jeldltek azonositasa céljabol. Ekkor tiz,
irodalmi adatok alapjan kivéalogatott miRNS expressziojat monitoroztuk. A kivalasztott miR-
203a, miR-205, valamint a miR-200, és miR-34 csalddba tartoz6 miRNS-ek kozos
invaziv képességére hatast gyakorld gén expresszidjdnak a szabdlyozasaban is

kozremuikodnek (Li és mtsai, 2014; Choi és Ng, 2017; Vosgha és mtsai, 2018).
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A miR-200 csaladba tartozd6 miRNS-ek testfolyadékokban detektalhatd szintje
hatékony biomarkernek bizonyult emlé-, prosztata-, tiid6-, hugyhdlyag- és vastagbélrak
esetén (Feng és mtsai, 2014; Liu és mtsai, 2016; Larrea és mtsai, 2016). Eredményeinkkel
Osszhangban, megvaltozott expresszidjukat petefészekrak esetén is  kimutattak
tumorszovetekben (Koutsaky ¢és mtsai, 2017; Wen ¢és mtsai, 2021), valamint
testfolyadékokban egyarant (Kan és mtsai, 2012; Gao és Wu, 2015; Kapetanakis és mtsai,
2015; Zuberi és mtsai, 2015; Meng és mtsai, 2016; Halvorsen és mtsai, 2017; Pendlebury és
mtsai, 2017; Giannopoulou és mtsai, 2019). Tudomasunk szerint a sajat munkank volt az els

tanulmany, amely ezen miRNS-ek szintjét kaukazusi populacidoban vizsgalta.

A miR-34 csaladba tartoz6 miRNS-ek koziil a miR-34a és a miR-34b szintén
magasabb expressziot mutatott a petefészekrakban szenvedd betegek vérmintaiban, melyek
koziil a miR-34b rendelkezett jobb diagnosztikai paraméterekkel. Ezen miRNS-ek nagy
jelentdségét mar emld-, prosztata-, hagyholyag és idegrendszeri tumorok esetén is leirtak,
valamint a miR-34a-t igéretes terapias molekulaként tartjak szamon (Li és mtsai, 2014). A
mir-34a és miR-34b testfolyadékokban mérhet6 szintje magasabbnak adodott emlé-, tiid6 és
prosztatarak esetében (Lodes és mtsai, 2009; Roth és mtsai, 2010, 2011). Megvaltozott
expresszidjukat petefészek tumorok esetében is kimutattak (Iorio és mtsai, 2007; Zhang és
mtsai, 2008; Lee és mtsai, 2009; Corney és mtsai, 2010; Schmid és mtsai, 2016; Welponer és
mtsai, 2020). Testfolyadékokban mérhetd szintjiiket illetéen azonban hianyos a szakirodalom.
2014; Giannopoulou és mtsai, 2019; Maeda és mtsai, 2020), azonban a miR-34c vizsgalataink

soran nem bizonyult megbizhaté markernek.

A miR-203a esetében szintén magasabb expressziot detektaltunk a betegektol
szarmazd plazma mintdkban. Ezen miRNS megvaltozott expresszidjat tapasztaltadk
melanémaban, valamint emld-, vastagbél- és prosztatarakban is (Shao és mtsai, 2017). Ezen
felil emelkedett expresszidja volt jellemzd emld- és vastagbélrakban szenvedd betegek
testfolyadékaiban (Hur és mtsai, 2015; Madhavan és mtsai, 2016). Petefészek tumorokban
szintje szintén a normalistol valo eltérést mutatott (Iorio és mtsai, 2007; Lee és mtsai, 2009;
Wyman ¢és mtsai, 2009; Wang és mtsai, 2013; Azizmohammadi és mtsai, 2016). Azonban
testfolyadékokban jellemzd expresszidjat illetden rendkiviil hidnyos a szakirodalom
(Giannopoulou és mtsai, 2019). Rosszindulatu petefészek elvaltozassal rendelkezé betegek

vérplazmajaban emelkedett szintet mutatott, ha joéindulata elvaltozassal rendelkezd egyének
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mintaival hasonlitottak &ssze (Taylor és Gercel-Taylor, 2008). Azonban tudomasunk szerint a

mi munkénk az elsd, amely egészséges egyénektdl szarmazd mintakat hasznalt kontrollként.

MiR-205 expresszidja szintén szignifikansan magasabbnak adodott a beteg mintakban.
A miR-205 kozponti szerepét emlé-, endometrium-, prosztata-, tiidé-, holyag-, pajzsmirigy-
¢és vastagbél rakban is bizonyitottak (Gottardo ¢€s mtsai, 2007; Lebanony és mtsai, 2009; Wu
¢s mtsai, 2009; Boll és mtsai, 2013; Dong ¢és mtsai, 2015; Chauhan és mtsai, 2020; Wang és
mtsai, 2020). Testfolyadékokban emelkedett szintet mutatott glioblasztoéma, emlé-, holyag-,
tiid6-, és hasnyalmirigyrak esetén (Wang és mtsai, 2014; Fang és mtsai, 2016; Stromek és
mtsai, 2017; Chauhan és mtsai, 2020) Eredményeinkkel 6sszhangban, petefészekrakban
szenvedod betegek esetében szintén emelkedett expressziot mutatott korabbi publikacidkban is
(Zheng és mtsai, 2013; Wang és mtsai, 2019). Bar ezen miRNS diagnosztikai paraméterei
alacsonyabbak, mint a tobbi vizsgalt miRNS esetén tapasztaltak, de mindenképp érdemes

ezen miRNS nagyobb mintaszdmon torténd tovabbi vizsgalata.

Megvizsgaltuk tovabba a diagnosztikai paramétereik alapjan igéretesnek mondhato
miRNS jeloltek, illetve a hagyomanyosan alkalmazott CA125 és HE4 biomarkereken alapuld
diagnosztikai tesztek kozotti egyezést is. A kapott Cohen kappa értékek alapjan elmondhato,
hogy a miRNS-eken alapuld tesztek jO egyezést mutattak egymassal. Azonban az ezen
molekulakon alapul6 tesztek CA125-el valo egyezése kifejezetten alacsonynak bizonyult. A
HE4 és a miR-200b, valamint miR-200c kozotti egyezés ezzel ellenben kozepesnek adodott.
Erdemes megemliteni, hogy a CA125 és a HE4 kozotti egyezés ugyancsak kozepesnek
bizonyult. A kiilonb6zé biomarkereken alapuléd tesztek kozotti nem tokéletes egyezés oka
valdsziniisithetéen az aldbbi tényekre vezethetd vissza: 1) sem az altalunk azonositott
miRNS-ek, sem a CAI125 és HE4 markerek diagnosztikai paraméterei nem tokéletesek
(Montagnana és mtsai, 2017); 2) a munkank soran alkalmazott alacsony mintaszdm torzithatta
eredményeinket. Valoszinlisithetden ezzel magyarazhatd, hogy a szakirodalom is rendkiviil
ellentmondasos a miRNS-ek és a CA125 kozotti korrelaciot illetéen. Egyes publikaciok
alapjan a testfolyadékokban mérhetd miRNS szintek alacsony korrelaciot mutatnak a CA125
szintjével (Resnick és mtsai, 2009; Kapetanakis és mtsai, 2015). Mig madasok pozitiv
korrelaciora utalnak (Meng és mtsai, 2015, 2016). Fontos azonban megjegyezni, hogy az
egyes biomarkerek kozott megfigyelheté nem tokéletes — de legalabb kozepes - korrelacio
nem feltétleniil hatrany, hiszen ezek kombinalasan alapuld diagnosztikai tesztek

alkalmazaséaval jobb lefedés érhetd el, ezaltal pedig hatékonyabb diagndzis allithato fel. A
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klinikai gyakorlatban mar bevezetésre keriilt a CA125 és HE4 kombinalasan alapuld6 ROMA
indexen alapulé diagnosztika, mely teszt ezen markerek mellett a beteg menopauzalis
statuszat is figyelembe veszi (Cui és mtsai, 2019; Aslan és mtsai, 2020). Azonban a CA125
és/vagy HE4 szabad miRNS-ckkel valé kombinalasan alapuld diagnosztikai tesztekben is
nagy a potencial, melyek tobb tanulmanyban is nagyobb hatékonysagot mutattak, mint az
egyediili markereken alapuldk (Elias és mtsai, 2017; Montagnana és mtsai, 2017; Ren és
mtsai, 2018; Shah és mtsai, 2018). Eredményeink alapjan a miR-200b és miR-200c HE4-el
vald kombinalasa akar igéretes jovobeli stratégia lehet, de a tobbi, jo diagnosztikai
paraméterekkel rendelkez6 miRNS (pl.: miR-200a, miR-203a, miR-34b) is igéretes jeloltek
lehetnek a jovoben a hasonld tobbvaltozds diagnosztikai tesztek fejlesztéséhez. Ezért
mindenképp érdemes ezen miRNS-ek nagyobb mintaszam bevondsaval vald tovabbi

tesztelése.

Megvizsgaltuk tovabba a vizsgalt miRNS-ek kozott fennalld funkcionalis kapesolatot,
amelyhez a vérplazmaban mérhetd expresszios szintjiik kozott mutatott korrelaciot, valamint
a kozosen szabalyozott célgének szamat hasznaltuk fel. Itt érdekes, korabban nem tapasztalt
Osszefliggést figyeltiink meg. Azon MiRNS-ek expresszios szintje kozotti korrelacio adodott
magasabbnak, amelyek tobb kozos célgénen osztoztak. Erés pozitiv korrelaciot kaptunk a
miR-200 csalad tagjai kozott, melyek koziil kiemelném a miR-200b és miR-200c kozotti erds
korrelaciot, valamint a kozosen szabalyozott célgének szamat. A miR-34 csalad esetében
szintén hasonl6 jelenséget tapasztaltunk, ahol a miR-34a jobban korrelalt a miR-34b-vel, mint
a miR-34c-vel, mely utobbi miRNS-el nem rendelkezik kozos célgénnel. Mivel ezen miRNS-
ek egy jelentds része exoszomakba csomagoltan van jelen a testfolyadékokban, melyek
kibocsatasa aktiv transzport folyamatok eredménye (Bayraktar és mtsai, 2017), ezért fennall
annak a biologiai lehetdsége, hogy a hasonld funkcioval rendelkez6 miRNS-ek
expressziojanak szabdlyozasa Osszekapcsolodik. Ezen jelenség alaposabb vizsgélata
érdekében munkéank folytatasaként megvizsgaltuk ezen miRNS-ek expressziojat human
epitélialis ovarium sejtkulturakban is.

7.2 A miR-200, miR-34, miR-203a és miR-205 expresszidjanak vizsgalata human
epitélialis ovarium sejtkultirakban

A vizsgalt miRNS-ek petefészekrakban betoltott biologiai  relevancidjanak
megismerése érdekében, elsd 1épésben bioinformatikai analizist végeztiink az adatbazisokban

rendelkezésiinkre allo informaciokat felhasznalva. Keresésiink eredményeként, a miR-200,
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miR-34, miR-203a és miR-205 célgénjei is tobb, sejtproliferacidhoz és migraciohoz kothetd
folyamatban is dusulast mutattak. Ezen miRNS-ek koziil a miR-203a célgénjei, valamint a
miR-34 csalad tagjai altal kozosen szabalyozott gének mutattdk a leger6sebb dusulast a

kiilonboz6 raktipusok kialakuldsdhoz kothetd folyamatokban.

Az ovarium sejtekben megfigyelhetd biologiai relevanciajuk feltérképezése érdekében
megvizsgaltuk ezen miRNS-ek expresszidjat human epitélidlis ovarium sejtkultarakban is.
Els6é szembetiind megfigyelésiink, hogy a miRNS-ek expresszidja erOsen fliggott az 6sztrogén
valaszban kdzponti jelentdséget betoltd ERa jelenlététdl. A miR-200 - kiilondsen a miR-200b
¢s miR-200c - a miR-203a, és a miR-205 szignifikansan magasabb expressziot mutattak az
ERa-val rendelkezd sejtvonalban, azonban a miR-34a expresszidja ezen sejtvonalban
alacsonynak bizonyult. A miRNS expresszio6 ERa-tol valéo fliggését mar emldrakos
sejtvonalak esetén is bizonyitottak (Iorio és mtsai, 2007; Klinge, 2012). Erdemes tovabba
megemliteni, hogy a miR-200 és miR-205 szintén magasabb expressziot mutattak ER pozitiv
endometrium daganatokban (Dong és mtsai, 2015). Ez alapjan feltételezheté ezen miRNS-ek
Osztrogének  karcinogenitdsdban, valamint az  Osztrogén pozitiv  petefészekrak
bioinformatikai elemzésiink soran a miR-200 és miR-203a célgénjeinek dusulasa figyelhetd
meg a ,,G0O:0032355~response to estradiol” és a ,,hsa04915: Estrogen signaling pathway”
utvonalakban. Ezért a tovabbiakban megvizsgaltuk, hogyan valtozik ezen miRNS-ek szintje
Osztrogén kezelés hatdsara. Vizsgélatainkat egyben felhasznaltuk, a ZEA ¢és BPA Adltal

kivaltott valasz, E2 hatasaval valo 6sszehasonlitasahoz is.

Vizsgalataink alapjan az E2, a ZEA és a BPA egyarant képesek voltak a
sejtproliferacid, valamint a migracio intenzitasanak novelésére. Mivel e hatasuk csak az ERa-t
expresszaldo sejtvonalban érvényesiilt, feltehetéen hatasukat els6sorban ezen receptor
kozvetitésével fejtik ki, mely 6sszhangban van korabbi irodalmi adatokkal (Zinedine és mtsai,
2007; Frizzell és mtsai, 2011; Rochester, 2013). Az E2 szintén proliferativ és migrativ
hatassal rendelkezett szamos, az ERa-t expresszald ovarium sejtvonalon korabbi vizsgalatok
alkalmaval, beleértve az altalunk vizsgalt PEO1 sejtvonalat is (O'Donell és mtsai, 2005; Li és
Durbin, 2009; Andersen és mtsai, 2017). Azon megfigyelésiink, hogy a kivalogatott,
Osztrogénekre érzékeny gének (GREB1, CA12, DEPTOR, RBBPS8) erds indukciot mutattak az
E2 kezelés hatasara a PEOI sejtvonalban, szintén alatamasztja, hogy a megfigyelt fenotipus

az E2 altal indukalt génexpresszids valtozasoknak kdszonhetd. Sem a fenotipusos, sem a gén
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expresszioban megmutatkozé hatdas nem volt megfigyelhetd az A2780 sejtvonalban.
Eredményeinkkel 6sszhangban, a ZEA és a BPA szintén képes volt a sejtproliferacié ¢€s a
migracié indukaldsara mas sejtvonalakban is (Ptak és mtsai, 2014; Kowalska és mtsai, 2018;
Wang és mtsai, 2018; Zhang ¢és mtsai, 2018). Munkank jelent6ségét ndveli, hogy human
ovarium sejtekre gyakorolt hatasukat illetéen rendkiviil hidnyos a szakirodalom. Fenotipusos
¢s génexpresszios vizsgalataink egyarant azt mutatjak, hogy a ZEA hasonld mértékii hatés
kivaltasara képes, mint az E2. Bar a BPA-val torténd kezelés szintén szignifikdnsan indukalta
a sejtek proliferacios és migracios képességét, azonban e molekula hatasa kisebb mértékiinek
bizonyult (12. és 13. 4bra). Erdemes megemliteni, hogy a PEO1 sejtvonal ZEA-ra és BPA-ra
mutatott valasza mar fiziologiailag relevans dozisokban is megfigyelheté volt (Takeuchi és
mtsai, 2002; Ren és mtsai, 2015; Pajewska és mtsai, 2018). Ezért mindenképp sziikséges e

molekulak hatdsanak pontosabb feltérképezése a jovoben.

A miR-200-asok ¢s a miR-203a expresszidja szintén valtozast mutatott az E2, ZEA ¢és
BPA kezelések hatdsara, mely erdsen fiiggoétt a vizsgalat iddtartamatol. Az E2 kezelést
kovetden ezen miRNS-ek gyors indukcidja volt jellemzd, melyet represszid kovetett a késdbbi
idépontban. Ez j6 0Osszefiiggésben van kordbbi tanulmanyok eredményeivel, melyekben
hasonl6 mechanizmus volt megfigyelheté emldrakos sejtvonalakon (Bhat-Nakshatri és mtsai,
2009; Klinge, 2015). A BPA és a ZEA hatasa a miRNS-ek expresszidjara korabban mar
megerdsitést nyert tobb sejtvonal esetén is (Avissar-Whiting és mtsai 2010; Klinge, 2015;
Reed ¢és mtsai, 2018; Sabry és mtsai, 2019; Wang és mtsai, 2019). Megfigyeléseink
alatdmasztjak tovabba azon korabbi feltételezésilinket, hogy a miR-200 csalad tagjai, valamint
a miR-203a szerepet tolthetnek be ezen molekulak hatdsmechanizmusaban. Ovarium
sejtekben betoltott pontos funkcidjuk megismerése tovabbi vizsgalatokat igényel. Erdemes
azonban megemliteni, hogy a miR-200b ¢és miR-200c, Osztrogén valaszban betdltott
jelentdségét emldrakos sejtvonalakon végzett kisérletekben mar bizonyitottak, ahol
expresszidjuk mértéke meghatdrozo volt a tamoxifénnel szembeni rezisztencia kialakitdsaban
is (Manavalan és mtsai, 2013; Gao és mtsai, 2019). Eredményeink feltételezik tovabba az
ERa szerepét ezen miRNS-ek transzkripcidjanak szabalyozésaban. Ezt alatdmasztja azon
megfigyelésiink, hogy az E2 induktiv hatasa visszaszorithaté egy ERa szelektiv antagonista
adagolasaval. Ezen feliil a miR-200a, miR-200b és miR-429 miRNS-eket kodolo klaszter
sejtvonalakbol szarmazd Chip-seq adatok alapjan (Marton és mtsai, 2020). Ezzel ellenben a
mMiR-205 — mely miRNS szintén magasabb expressziot mutatott a PEO1 sejtvonalban — nem
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ragalt az Osztrogénekkel torténd kezelésre, valamint az MPP hatasara. Ezen miRNS,
Osztrogén szenzitiv sejtekben vald jelentOsége valoszinlisithetden azzal hozhatod
Osszefiiggésbe, hogy részt vesz az ESSRG (Estrogen related receptor y) szabalyozéasaban,
mely endometrium sejtekben bizonyitottak (Su és mtsai, 2013). Erdemes megjegyezni
tovabba, hogy bar a szakirodalom (Di Leva és mtsai, 2014; Wang és mtsai, 2014), illetve a
bioinformatikai keresésiink alapjan a miR-34 tumoros folyamatok kialakulasaban betoltott
jelentdsége nagyobbnak tekinthetd, mint a miR-200 csaladé, azonban sejtkultirakkal végzett

vizsgalataink alapjan a petefészekrakban betoltott jelentdségiik feltehetden alacsony.

Felhivnam tovabba a figyelmet egy tovabbi érdekes Osszefiiggésre. A miR-200, PEO1
sejtvonalban mutatott magasabb alap expresszioja jo korrelaciot mutatott a magas CDH1 és
detektalhatatlanul alacsony ZEB1 expresszioval. Ezzel ellentétben az A2780 sejtvonal
esetében az alacsony miR-200 expresszido magasabb ZEB1 és alacsonyabb CDH1 expressziot
eredményezett, valamint fokozottabb migracios képességgel parosult (14. és 17. abra). Ezen
megfigyelésiink azzal hozhato Osszefliggésbe, hogy a miR-200-asok a ZEB1-re gyakorolt
befolydsukon keresztiil hatist gyakorolnak a CDH1 expressziojara, valamint az EMT
folyamatara (Koutsaki ¢és mtsai, 2014). Hasonlo jelenséget mas sejtvonalakban is
megfigyeltek mar korabban (Park és mtsai, 2008). Ezen feliil a miR-200 expresszidjanak,
24h-val a kezelést kovetden megfigyelhetd csokkenése hozzajarulhatott a szintén csokkend
CDH1 expressziohoz, valamint a migracio fokozodasahoz a PEO1 sejtvonalban (13. ébra; 11.

¢és 12. tablazat).

crer

a szakirodalom, azonban altalanosan elfogadott tény, hogy fontosak lehetnek a tumor
mikrokornyezetének meghatarozasaban (Muralidharan-Chari és mtsai, 2010; Ingenito és
mtsai, 2019; Kogure ¢s mtsai, 2019). A legmagasabb sejten beliili €s kiviili expresszié a miR-
200b és miR-200c molekulékat jellemezte, amely miRNS-ek expresszidja egyébként a
vérmintakkal végzett vizsgalataink soran is erds korrelaciot mutattak. Ezaltal ezen miRNS-ek
feltehetden nagy bioldgiai relevanciaval rendelkeznek az Osztrogén szenzitiv ovarium
hogy ezen miRNS-ek képesek hatast gyakorolni a kdrnyezé sejtek miRNS szintjeire. A miR-
200b ¢és miR-200c, sejtek fenotipusara gyakorolt hatasat szamos sejttipuson bizonyitottdk
(Dykxhoorn és mtsai, 2009; Yang és mtsai, 2012; Carter és mtsai, 2019). Ezek koziil

kiemelném, Osszefiiggésbe hoztdk Oket tobbek kozott a tumorsejtek elimindlast végzo
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immunfolyamatok blokkolasaval, példaul az MDSC (Myeloid-derived suppressor cells) sejtek
immunszupressziv tulajdonsagénak fokozasan keresztiil (Mei és mtsai, 2015). Erdemes
kiemelni, hogy kisérleti koriilményeink kozott nem volt apoptodzis, vagy nekrdzis
megfigyelhetd, igy ezen miRNS-ek sejten kiviili megjelenése feltehetéen nem a sejthalal
kovetkeztében bekdvetkezd passziv kiaramlas kovetkezménye. Ezzel Osszefiiggésben ezen
szabad miRNS-ek nagyrésze feltehetden exoszoémakban van jelen a betegek testfolyadékaiban
(Taylor és Gercel- Taylor, 2008). Mindez megerésiti ezen miRNS-ek transzportjanak

szabalyozasanak lehetOségét.

Masrészrél a miR-200 és az ERa expresszid kozotti kapesolat egy igéretes jovobeli
felhasznalasi teriiletet vet fel. Habar az ERa feltehetdleg fontos szerepet tolt be az ovarium
tumorok kialakulasaban, az Osztrogén valaszt blokkolo agensek (pl. tamoxifén) terapias
alkalmazasa mégsem valtotta be a hozza flizott reményeket (Voutsadakis, 2016; Langdon és
mtsai, 2020). Ennek 6 oka, hogy az ovarium tumorok Osztrogén érzékenysége kiilonbozo
lehet, és jelenleg nem all rendelkezésre erre specifikus biomarker, mivel az ER egyediili
megléte még nem jelenti, hogy a sejt valoban érzékeny az dsztrogénekre — ezaltal pedig reagal
az Osztrogén blokkolokra (Voutsadakis, 2016; Langdon és mtsai, 2020). Feltételezésiink
szerint a miRNS-ek hatékony markerek lehetnek erre a célra, melyek koziil a miR-200b lehet
a legidedlisabb jelolt, mivel: 1) erds relativ expresszid jellemezte Osztrogénekre érzékeny
sejtekben (11. abra); 2) intra-, és extracellularis expresszidja egyarant reagalt az E2 kezelésre
(12. és 13. tablazat); 3) transzkripcioja feltehetéen az ERa szabalyozasa alatt all (Marton és
mtsai, 2020); 4) jol detektalhatonak bizonyult vérmintakban, és jo diagnosztikai

paraméterekkel rendelkezett (9. dbra, 4. tdblazat).

Munkénk jelent0ségét noveli tovabba, hogy vérmintdkban megfigyelhetd miRNS
expresszio mellett sejtkultrakban detektalhato intracellularis és szabad miRNS szintekrdl is
egyarant informaciot szolgaltat. Ez azért fontos, mivel a miRNS-ek folyadék biopsziaban valo
alkalmazéasanak korlatja elsdsorban az alkalmas biomarker jeldltek azonositdsa jelentette
kihivas akadéalyozza. Hagyomanyosan e c€lbdl, betegektdl szarmazo tumor €s/vagy vérmintak
miRNS expresszidjat hasonlitjadk Ossze, mely modszer tobb szempontbdl sem elegendd.
Egyrészt a tumorszovetek miRNS expresszidjat nagyban torzitja az ovarium tumorokra
nagymértékben jellemzd heterogenitds, masrészrdl a tumorban jellemzd miRNS expresszio
viszonyitasa legtobbszor nem egészséges szovethez torténik (mely korlatozott mennyiségben

all rendelkezésre), hanem a tumor egészségesnek vélt részeihez, joindulati tumorokbol
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szarmazd mintakhoz, vagy sejtkulturdkbol szarmazo eredményekhez. Tobbek kozott ezzel
magyarazhat6, hogy szamos miRNS tumor szupresszor vagy onkogén besorolasat illetden —
mely elsdsorban a tumorokban megvaltozott expresszidjan alapul — mai napig ellentmondasos
a szakirodalom. A testfolyadékokban mérhetd miRNS expresszi6 monitorozasa jo alternativa
az eldbb emlitett problémak kikiiszobolésére, mivel a minta egészséges egyénektdl is
konnyedén gylijthetd és a tumor heterogenitdsa sem gyakorol oly mértékben befolyast a
miRNS expressziora. Azonban a testfolyadékokban mérheté alacsony szabad miRNS szintek
nehézkessé teszik a globalis miRNS profilozéson alapulé molekularis biologiai modszerek
(pl. miRNS szekvenalas) alkalmazasat. Mivel sejtkulturakon végzett vizsgalataink alapjan a
sejten beliili és kiviili miRNS expresszid jo korrelaciét mutatott, ezért a biomarkerek
azonositdsat nagyban segitheti, ha a jeloltek kezdeti azonositdsa sejtkutirakon végzett
kisérletek eredményein alapul, mivel a miRNS-ekre feltehetden sejttipus fliggd expresszid
jellemzd, ezaltal egy tumor ndvekedése, nagyobb mennyiségii, az adott tumortipusra jellemz6
miRNS mennyiséget eredményez a beteg testfolyadékaiban (Larrea és mtsai, 2016; Szilagyi
¢s mtsai, 2020). Tovabba a szabad miRNS szintek meghatarozasa segitheti a sejtkulturakkal
végzett kutatasokat (pl. a sejtek fiziologiai allapotanak montirozasara alkalmas markerek

lehetnek), vagy a sejttenyészetek alkalmazasan alapuld biotechnoldgiai eljarasokat is.
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8. Osszefoglalas

A petefészekrakban szenvedd nék korében meglehetésen magas a haldlozasi arany,
melynek oka elsésorban arra vezethetd vissza, hogy a betegséget el6rehaladott allapotban
diagnosztizaljak, amikor a talélési esélyek mar meglehetésen alacsonyak. A mMIRNS-ek
fontosak lehetnek a tumorok kialakuldsdban szerepet betdltd gének expresszidjanak poszt-
transzkripcionalis szabalyozasaban, testfolyadékokban valé megjelenésiik és stabilitasuk
pedig a nem invaziv diagnosztikdban alkalmas biomarker jeloltekké teszi 6ket. Munkank
soran célul tlztik ki olyan miRNS-ek azonositasat, amelyek igéretes biomarker jeloltek

lehetnek a petefészekrak hatékonyabb diagnosztikajat célzo tesztek kidolgozasakor.

Munkank els6 szakaszaban sikeriilt azonositanunk kilenc miRNS-t, amelyek
emelkedett expressziot mutattak a petefészekrakban szenvedd egyének vérmintdiban. Ezek
kozil hét (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-203a, miR-34b) igéretes
diagnosztikai paraméterekkel rendelkezett. Ezen miRNS-ek koziil a miR-200b és miR-200c
expresszidja erds korrelaciot mutatott egymassal, illetve az ezen miRNS-eken alapuld
diagnosztikai tesztek kozott jo egyezést tapasztaltunk. Ezen miRNS-ek kozepes egyezést
mutattak tovabba a HE4 markerrel, ezaltal igéretes jeloltek lehetnek a jovOben tobbvaltozos
diagnosztikai tesztek kidolgozasanal. Megvizsgaltuk tovabba ezen miRNS-ek expresszidjat
humén ovarium sejtvonalakban is, mely alapjan megallapithatd, hogy a miRNS expresszio
erdsen fliggdtt az ovarium sejtek Osztrogén érzékenységétdl. Feltehetleg a legnagyobb
bioldgiai relevancidval a miR-200b és miR-200c rendelkezik Osztrogén érzékeny petefészek
tumorokban, mely miRNS-ek extracellularis formai képesek hatast gyakorolni a kérnyezé
sejtek miRNS tartalmara is. Osztrogénkezelésre mutatott érzékenységiik, valamint az ERa
transzkripcidjukra gyakorolt feltehetd befolyasa alapjan jo markerei lehetnek az ovarium
kivalasztasat. Fenotipusos €s génexpresszids vizsgalataink alapjan az E2 mellett a ZEA ¢és
BPA is képes Osztrogén valasz elinditasara az ERa-val rendelkezé sejtekben, mar
fiziologiailag relevans dozisokban is. Ezért mindenképp sziikséges e molekulak

hatasmechanizmusanak alaposabb megismerése.

Munkénk jelentéségét noveli, hogy a miRNS expressziot sejtkulturakban és
vérmintakban egyarant dsszeveti. Feltételezésiink szerint a sejtkultarakkal végzett vizsgalatok

alapjat képezhetik alkalmas biomarkerek azonositasat végzd kutatasoknak.
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9. Summary

Ovarian cancer is the most lethal form of gynaecological malignancy. The low
survival rate is mainly due to the late diagnosis of the disease. Identification of non-invasive
biomarkers might improve ovarian cancer diagnostics that would also contribute to the
increase of survival chances. MiRNAs are considered to be promising candidates for this
purpose that are small, non-coding RNA molecules and might be involved in the development
of cancer by the post-transcriptional regulation of genes involved in cell proliferation,
migration or cell death. Furthermore, miRNAs are also detectable in body fluids that makes
them promising candidates for liquid biopsy. In this study our aim was to identify miRNAs
that migh have high biological relevance in ovarian cancer and might be good biomarker

candidates in ovarian cancer diagnostics in the future.

In the beginning of our work we identified 9 miRNAs that were overrepresented in the
plasma samples of patients suffered from ovarian cancer. Among these, 7 (miR-200a, miR-
200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-203a, miR-34b) had good diagnostic parameters.
The expression of miR-200b and miR-200c correlated well and the diagnostic tests based on
these miRNAs showed high agreement with each other and medium agreement with HE4. We
conclude that these miRNAs might be good candidates for the development of multivariable
diagnostic tests in the future. We also studied the miRNA expression of estrogen sensitive and
non-sensitive ovarian cell cultures. Our results show that the miRNA expression of ovarian
cells highly depends on the presence of ERa. MiR-200b and miR-200c might have high
biological relevance in estrogen sensitive ovarian cells and their cell free counterparts might
have a high influence on the miRNA expression of surrounding cells. We conclude that these
miRNAs might be good markers for estrogen sensitivity of ovarian tumors that might highly
support ovarian cancer therapy. Our phenotypic studies present that ZEA and BPA are able to
increase cell proliferation and migration in ovarian cells that is highly comparable with the
effect of E2. These results suggest the urgent need for more studies in this field in order to

understand the carcinogenic effect of these molecules.

We also suggest that monitoring cell-free miRNA expression in cell cultures might be
applied as an initial step in the search for biomarker candidates that might be further tested in
body fluids.
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10. Ertekezés ij megallapitasai

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

petefészekrakban szenvedd betegek plazma mintaiban.

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

igéretes diagnosztikai paraméterekkel rendelkeztek.

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

kidolgozésaban a jovében.

A miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-203a ¢és miR-205
expresszioja erdsen fliggdtt az ovarium sejtek Osztrogén érzékenységétol

sejtkulturakkal végzett vizsgalataink alapjan.

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

érzékeny sejtekben.

A miR-200a, miR-200-b, miR-200c, miR-141 és miR-203a expresszioja idofiiggd
modon valtozast mutatott 0sztrogén kezelés hatidsara a PEO1 sejtvonalban. Ezen
hatas nem jelentkezett MPP adagoléasat kovetden, ami arra utal, hogy az ERa hatast

gyakorolhat transzkripciojukra.

A szabad miR-200b és miR-200c expresszids szintek magasnak adodtak a PEOI1
sejtvonalban, illetve ko-kultaras vizsgalatunk alkalmaval képesek voltak a kérnyezé

sejtekbe bejutni.

Fenotipusos €és génexpresszios vizsgalataink alapjan az E2 mellett a ZEA és BPA is
képes a sejtproliferacio és a migracio6 elinditasara az ERa-val rendelkezd sejtekben,

mar fiziologiailag relevans dozisokban is.

83



11. Irodalomjegyzék

Alshannaqg, A., Yu, J. H. (2017). Occurrence, toxicity, and analysis of major mycotoxins in
food. International Journal of Environmental Research and Public Health, 14(6), 632.

Andersen, C. L., Sikora, M. J., Boisen, M. M., Ma, T., Christie, A., Tseng, G., Park, Y.,
Luthra, S., Chandran, U., Haluska, P., Mantia- Smaldone, G. M., Odunsi, K., McLean, K.,
V. Lee, A, Elishaev, E., Edwards, R. P., Oesterreich, S. (2017). Active estrogen receptor-
alpha signaling in ovarian cancer models and clinical specimens. Clinical Cancer
Research, 23(14), 3802-3812.

Angioli, R., Capriglione, S., Aloisi, A., Guzzo, F., Luvero, D., Miranda, A., Damiani, P.,
Montera, R., Terranova, C., Plotti, F. (2014). Can HE4 predict platinum response during
first-line chemotherapy in ovarian cancer? Tumor Biology, 35(7), 7009-7015.

Armitage, M., Nooney, J., Evans, S. (2003). Recent concerns surrounding HRT. Clinical
Endocrinology, 59(2), 145-155.

Aslan, K., Onan, M. A,, Yilmaz, C., Bukan, N., Erdem, M. (2020). Comparison of HE 4, CA
125, ROMA score and ultrasound score in the differential diagnosis of ovarian
masses. Journal of Gynecology Obstetrics and Human Reproduction, 49(5), 101713.

Avissar-Whiting, M., Veiga, K. R., Uhl, K. M., Maccani, M. A., Gagne, L. A., Moen, E. L.,
Marsit, C. J. (2010). Bisphenol A exposure leads to specific microRNA alterations in
placental cells. Reproductive Toxicology, 29(4), 401-406.

Ayaz, L., Cayan, F., Balci, S., Goriir, A., Akbayir, S., Yildirim Yaroglu, H., Unal, N. D.,
Tamer, L. (2014). Circulating microRNA expression profiles in ovarian cancer. Journal of
Obstetrics and Gynaecology, 34(7), 620-624.

Azizmohammadi, S., Azizmohammadi, S., Safari, A., Kosari, N., Kaghazian, M., Yahaghi,
E., Seifoleslami, M. (2016). The role and expression of miR-100 and miR-203 profile as
prognostic markers in epithelial ovarian cancer. American Journal of Translational
Research, 8(5), 2403.

Bai, Z., Wei, J., Yu, C., Han, X., Qin, X., Zhang, C., Liao, W., Li, L., Huang, W. (2019).
Non-viral nanocarriers for intracellular delivery of microRNA therapeutics. Journal of
Materials Chemistry B, 7(8), 1209-1225.

Baker, M. E., Chang, D. J., Chandsawangbhuwana, C. (2009). 3D model of lamprey
estrogen receptor with estradiol and 15a-hydroxy-estradiol. PLoS One, 4(6), e6038.

84



Barnett, D. H., Sheng, S., Charn, T. H., Waheed, A., Sly, W. S, Lin, C. Y., Liu, E. T,
Katzenellenbogen, B. S. (2008). Estrogen receptor regulation of carbonic anhydrase XII
through a distal enhancer in breast cancer. Cancer Research, 68(9), 3505-3515.

Bayraktar, R., Van Roosbroeck, K., Calin, G. A. (2017). Cell-to-cell communication:
microRNAs as hormones. Molecular Oncology, 11(12), 1673-1686.

Bhat-Nakshatri, P., Wang, G., Collins, N. R., Thomson, M. J., Geistlinger, T. R., Carroll, J.
S., Brown, M., Hammond, S., Srour, E. F., Liu, Y., Nakshatri, H. (2009). Estradiol-regulated
microRNAs control estradiol response in breast cancer cells. Nucleic Acids
Research, 37(14), 4850-4861.

Bjornstrom, L., Sjoberg, M. (2005). Mechanisms of estrogen receptor signaling:
convergence of genomic and nongenomic actions on target genes. Molecular
Endocrinology, 19(4), 833-842.

Blenkiron, C., Miska, E. A. (2007). miRNAs in cancer: approaches, aetiology, diagnostics
and therapy. Human Molecular Genetics, 16(R1), R106-R113.

Bobadilla, A. V. P., Arévalo, J., Sarro, E., Byrne, H. M., Maini, P. K., Carraro, T., Balocco,
S., Mesequer, A., Alarcon, T. (2019). In vitro cell migration quantification method for
scratch assays. Journal of the Royal Society Interface, 16(151), 20180709.

Boll, K., Reiche, K., Kasack, K., Morbt, N., Kretzschmar, A. K., Tomm, J. M., Verhaegh,
G., Schalken, J., von Bergen, M., Horn, F., Hackermiiller, J. (2013). MiR-130a, miR-203
and miR-205 jointly repress key oncogenic pathways and are downregulated in prostate
carcinoma. Oncogene, 32(3), 277-285.

Bracken, C. P., Khew-Goodall, Y., Goodall, G. J. (2015). Network-based approaches to
understand the roles of miR-200 and other microRNAs in cancer. Cancer Research, 75(13),
2594-2599.

Bratulic, S., Gatto, F., Nielsen, J. (2019). The translational status of cancer liquid
biopsies. Regenerative Engineering and Translational Medicine, 1-41.

Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, I., Siegel, R. L., Torre, L. A., Jemal, A. (2018). Global
cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 68(6), 394-424.

Calin, G. A., Dumitru, C. D., Shimizu, M., Bichi, R., Zupo, S., Noch, E., Aldler, H., Rattan,
S., Keating, M., Rai, K., Rassenti, L., Kipps, T., Negrini, M., Bullrich, F., Croce, C. M.
(2002). Frequent deletions and down-regulation of micro-RNA genes miR15 and miR16 at
13914 in chronic lymphocytic leukemia. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 99(24), 15524-15529.

85



Callegari, E., Elamin, B. K., Giannone, F., Milazzo, M., Altavilla, G., Fornari, F.,
Giacomelli, L., D’Abundo, L., Ferracin, M., Bassi, C., Zagatti, B., Corra, F., Miotto, E.,
Lupini, L., Bolondi, L., Gramantieri, L., Croce, C. M., Sabbioni, S., Negrini, M. (2012).
Liver tumorigenicity promoted by microRNA-221 in a mouse transgenic
model. Hepatology, 56(3), 1025-1033.

Caroli, A., Cardillo, M. T., Galea, R., Biasucci, L. M. (2013). Potential therapeutic role of
microRNAs in ischemic heart disease. Journal of Cardiology, 61(5), 315-320.

Carter, J. V., O'brien, S. J., Burton, J. F., Oxford, B. G., Stephen, V., Hallion, J., Bishop, C.,
Galbraith, N. J., Eichenberger, M. R., Sarojini, H., Hattab, E., Galandiuk, S. (2019). The
microRNA-200 family acts as an oncogene in colorectal cancer by inhibiting the tumor
suppressor RASSF2. Oncology Letters, 18(4), 3994-4007.

Cavaliere, C., Antonelli, M., Cerrato, A., La Barbera, G., Lagana, A., Laus, M., Piovesana,
S., Capriotti, A. L. (2019). A Novel Magnetic Molecular Imprinted Polymer for Selective
Extraction of Zearalenone from Cereal Flours before Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry Determination. Toxins, 11(9), 493.

Chakraborty, C., Das, S. (2016). Profiling cell-free and circulating miRNA: a clinical
diagnostic tool for different cancers. Tumor Biology, 37(5), 5705-5714.

Chauhan, N., Dhasmana, A., Jaggi, M., Chauhan, S. C., Yallapu, M. M. (2020). Mir-205: A
potential biomedicine for cancer therapy. Cells, 9(9), 1957.

Chen, V. W., Ruiz, B., Killeen, J. L., Coté, T. R., Wu, X. C., Correa, C. N., Howe, H. L.
(2003). Pathology and classification of ovarian tumors. Cancer: Interdisciplinary
International Journal of the American Cancer Society, 97(510), 2631-2642.

Chen, W., Zheng, R., Baade, P. D., Zhang, S., Zeng, H., Bray, F.,, DVM, A. J,, Yu, X. Q.,
He, J. (2016). Cancer statistics in China, 2015. CA: A Cancer Journal For Clinicians, 66(2),
115-132.

Choi, P. W., Ng, S. W. (2017). The functions of microRNA-200 family in ovarian cancer:
beyond epithelial-mesenchymal transition. International ~ Journal of  Molecular
Sciences, 18(6), 1207.

Christopher, A. F., Kaur, R. P., Kaur, G., Kaur, A., Gupta, V., Bansal, P. (2016). MicroRNA
therapeutics: Discovering novel targets and developing specific therapy. Perspectives in
Clinical Research, 7(2), 68.

Cittelly, D. M., Das, P. M., Salvo, V. A., Fonseca, J. P., Burow, M. E., Jones, F. E. (2010).

Oncogenic HER2A16 suppresses miR-15a/16 and deregulates BCL-2 to promote endocrine
resistance of breast tumors. Carcinogenesis, 31(12), 2049-2057.

86



Cohen, A., Burgos-Aceves, M. A., Smith, Y. (2016). Estrogen repression of microRNA as a
potential cause of cancer. Biomedicine & Pharmacotherapy, 78, 234-238.

Coleman, R. L., Sill, M. W., Bell-McGuinn, K., Aghajanian, C., Gray, H. J., Tewari, K. S.,
Rubin, S. C., Rutherford, T. J. Chan, J. K., Chen, A., Swisher, E. M. (2015). A phase II
evaluation of the potent, highly selective PARP inhibitor veliparib in the treatment of
persistent or recurrent epithelial ovarian, fallopian tube, or primary peritoneal cancer in
patients who carry a germline BRCAL or BRCA2 mutation—an NRG oncology/gynecologic
oncology group study. Gynecologic Oncology, 137(3), 386-391.

Condrat, C. E., Thompson, D. C., Barbu, M. G., Bugnar, O. L., Boboc, A., Cretoiu, D.,
Suciu,N., Cretoiu, S. M., Voinea, S. C. (2020). miRNAs as biomarkers in disease: latest
findings regarding their role in diagnosis and prognosis. Cells, 9(2), 276.

Corney, D. C., Hwang, C. I., Matoso, A., Vogt, M., Flesken-Nikitin, A., Godwin, A. K.,
Kamat, A.a., Sood, A. K., Ellenson, L. H., Hermeking, H., Nikitin, A. Y. (2010). Frequent
downregulation of miR-34 family in human ovarian cancers. Clinical Cancer
Research, 16(4), 1119-1128.

Cortez, A. J., Tudrej, P., Kujawa, K. A., Lisowska, K. M. (2018). Advances in ovarian
cancer therapy. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 81(1), 17-38.

Creugny, A., Fender, A., Pfeffer, S. (2018). Regulation of primary micro RNA
processing. FEBS Letters, 592(12), 1980-1996.

Cuesta, R., Gritsenko, M. A., Petyuk, V. A., Shukla, A. K., Tsai, C. F., Liu, T., McDermott,
J. E., Holz, M. K. (2019). Phosphoproteome analysis reveals estrogen-ER pathway as a
modulator of mTOR activity via DEPTOR. Molecular & Cellular Proteomics, 18(8), 1607-
1618.

Cui, J., Shen, Y., Li, R. (2013). Estrogen synthesis and signaling pathways during aging:
from periphery to brain. Trends in Molecular Medicine, 19(3), 197-209.

Cui, J., Shu, J. (2020). Circulating microRNA trafficking and regulation: computational
principles and practice. Briefings in Bioinformatics, 21(4), 1313-1326.

Cui, R., Wang, Y., Li, Y., Li, Y. (2019). Clinical value of ROMA index in diagnosis of
ovarian cancer: meta-analysis. Cancer Management and Research, 11, 2545.

Di Leva, G., Garofalo, M., Croce, C. M. (2014). MicroRNAs in cancer. Annual Review of
Pathology: Mechanisms of Disease, 9, 287-314.

Dickins, R. A., Hemann, M. T., Zilfou, J. T., Simpson, D. R., Ibarra, I., Hannon, G. J.,

Lowe, S. W. (2005). Probing tumor phenotypes using stable and regulated synthetic
microRNA precursors. Nature Genetics, 37(11), 1289-1295.

87



Domoszlai, D. (2021) A biszfenol A és a zearalenon kivaltotta transzkripcionalis valasz
vizsgalata ovarium sejtekben. BSc diplomamunka. http://hdl.handle.net/2437/324147

Dong, Y., Si, J. W., Li, W. T,, Liang, L., Zhao, J., Zhou, M., Li, D., Li, T. (2015). miR-
200a/miR-141 and miR-205 upregulation might be associated with hormone receptor status
and prognosis in endometrial carcinomas. International Journal of Clinical and
Experimental Pathology, 8(3), 2864.

Dykxhoorn, D. M., Wu, Y., Xie, H., Yu, F., Lal, A., Petrocca, F., Martinvalet, D., Song, E.,
Lim, B., Lieberman, J. (2009). miR-200 enhances mouse breast cancer cell colonization to
form distant metastases. PloS One, 4(9), e7181.

Elias, K. M., Fendler, W., Stawiski, K., Fiascone, S. J., Vitonis, A. F., Berkowitz, R. S.,
Frendl, Gy., Konstantinopoulos, P., Crum, C. P., Kedzierska, M., Cramer, D. W.,
Chowdhury, D. (2017). Diagnostic potential for a serum miRNA neural network for
detection of ovarian cancer. Elife, 6, €28932.

Esau, C., Davis, S., Murray, S. F., Yu, X. X,, Pandey, S. K., Pear, M., Watts, L., Booten, S.
L., Graham, M., McKay, R., Subramaniam, A., Propp, S., Lollo, B. A., Freier, S., Bennett,
C. F., Bhanot, S., Monia, B. P. (2006). miR-122 regulation of lipid metabolism revealed by
in vivo antisense targeting. Cell Metabolism, 3(2), 87-98.

Eyking, A., Reis, H., Frank, M., Gerken, G., Schmid, K. W., Cario, E. (2016). MiR-205 and
MiR-373 are associated with aggressive human mucinous colorectal cancer. PloS
One, 11(6), e0156871.

Fang, Z., Dai, W., Wang, X., Chen, W., Shen, C., Ye, G., Li, L. (2016). Circulating miR-
205: a promising biomarker for the detection and prognosis evaluation of bladder
cancer. Tumor Biology, 37(6), 8075-8082.

Feng, X., Wang, Z., Fillmore, R., Xi, Y. (2014). MiR-200, a new star miRNA in human
cancer. Cancer Letters, 344(2), 166-173.

Ferlay, J., Colombet, M., Soerjomataram, I., Dyba, T., Randi, G., Bettio, M., Gavin, A.,
Visser, O., Bray, F. (2018). Cancer incidence and mortality patterns in Europe: Estimates for
40 countries and 25 major cancers in 2018. European Journal of Cancer, 103, 356-387.

Fernandez, S. V., Russo, J. (2010). Estrogen and xenoestrogens in breast cancer. Toxicologic
Pathology, 38(1), 110-122.

Florczuk, M., Szpechcinski, A., Chorostowska-Wynimko, J. (2017). miRNAs as biomarkers
and therapeutic targets in non-small cell lung cancer: current perspectives. Targeted
Oncology, 12(2), 179-200.

Forterre, A., Komuro, H., Aminova, S., Harada, M. (2020). A comprehensive review of
cancer MicroRNA therapeutic delivery strategies. Cancers, 12(7), 1852.

88


https://elifesciences.org/articles/28932#x86bb11b1

Foster, H., Coley, H. M., Goumenou, A., Pados, G., Harvey, A., Karteris, E. (2010).
Differential expression of mTOR signalling components in drug resistance in ovarian
cancer. Anticancer Research, 30(9), 3529-3534.

Frizzell, C., Ndossi, D., Verhaegen, S., Dahl, E., Eriksen, G., Serlie, M., Ropstad, E.,
Muller, M., Elliott, C.T., Connolly, L. (2011). Endocrine disrupting effects of zearalenone,
alpha-and  beta-zearalenol at the level of nuclear receptor binding and
steroidogenesis. Toxicology Letters, 206(2), 210-217.

Fuentes, N., Silveyra, P. (2019). Estrogen receptor signaling mechanisms. Advances in
Protein Chemistry and Structural Biology, 116, 135.

Gadzata-Kopciuch, R., Cendrowski, K., Cesarz, A., Kielbasa, P., Buszewski, B. (2011).
Determination of zearalenone and its metabolites in endometrial cancer by coupled
separation techniques. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 401(7), 2069-2078.

Gao, H., Yang, B. J, Li, N., Feng, L. M., Shi, X. Y., Zhao, W. H., Liu, S. J. (2015).
Bisphenol A and  hormone-associated  cancers:  current  progress  and
perspectives. Medicine, 94(1):e211.

Gao, Y. C., Wu, J. (2015). MicroRNA-200c and microRNA-141 as potential diagnostic and
prognostic biomarkers for ovarian cancer. Tumor Biology, 36(6), 4843-4850.

Gao, Y., Zhang, W., Liu, C., Li, G. (2019). miR-200 affects tamoxifen resistance in breast
cancer cells through regulation of MYB. Scientific Reports, 9(1), 1-6.

Gavin, K. M., Seals, D. R., Silver, A. E., Moreau, K. L. (2009). Vascular endothelial
estrogen receptor a is modulated by estrogen status and related to endothelial function and
endothelial nitric oxide synthase in healthy women. The Journal of Clinical Endocrinology
& Metabolism, 94(9), 3513-3520.

Gebick, T., Schulz, M. M. P., Koumoutsakos, P., Detmar, M. (2009). TScratch: a novel and
simple software tool for automated analysis of monolayer wound healing assays: Short
Technical Reports. Biotechniques, 46(4), 265-274.

George, A., McLachlan, J., Tunariu, N., Della Pepa, C., Migali, C., Gore, M., Kaye, S.,
Banerjee, S. (2017). The role of hormonal therapy in patients with relapsed high-grade
ovarian carcinoma: a retrospective series of tamoxifen and letrozole. BMC Cancer, 17(1), 1-
8.

Ghafouri-Fard, S., Shoorei, H., Taheri, M., Sanak, M.) (2020). Emerging role of non-coding
RNAs in allergic disorders. Biomedicine & Pharmacotherapy, 130, 110615.

Gharpure, K. M., Pradeep, S., Sans, M., Rupaimoole, R., Ivan, C., Wu, S. Y., Bayraktar, E.,
Nagaraja, A. S., Mangala, L. S., Zhang, X., Haemmerle, M., Hu, W., Rodriguez-Aguayo, C.,

89



McGuire, M., Mak, C. S. L., Chen, X., Tran, M. A., Villar- Prados, A., Pena, G. A,
Kondetimmanabhalli, R., Nini, R., Koppula, P., Ram, P., Liu, J., Lopez- Berestein, G.,
Baggerly, K., Eberlin, L. S., Sood, A. K. (2018). FABP4 as a key determinant of metastatic
potential of ovarian cancer. Nature Communications, 9(1), 1-14.

Gholamin, S., Pasdar, A., Sadegh Khorrami, M., Mirzaei, H., Reza Mirzaei, H., Salehi, R.,
A. Ferns, G., Ghayour-Mobarhan, M., Avan, A. (2016). The potential for circulating
microRNAs in the diagnosis of myocardial infarction: a novel approach to disease diagnosis
and treatment. Current Pharmaceutical Design, 22(3), 397-403.

Giannopoulou, L., Zavridou, M., Kasimir-Bauer, S., Lianidou, E. S. (2019). Liquid biopsy in
ovarian cancer: the potential of circulating miRNAs and exosomes. Translational
Research, 205, 77-91.

Gottardo, F., Liu, C. G., Ferracin, M., Calin, G. A., Fassan, M., Bassi, P., Sevignani, C.,
Byrne, D., Negrini, M., Pagano, F., Gomella, L. G., Croce, C. M., Baffa, R. (2007). Micro-
RNA profiling in kidney and bladder cancers. In Urologic Oncology: Seminars and Original
Investigations (Vol. 25, No. 5, pp. 387-392). Elsevier.

Grada, A., Otero-Vinas, M., Prieto-Castrillo, F., Obagi, Z., Falanga, V. (2017). Research
techniques made simple: analysis of collective cell migration using the wound healing
assay. Journal of Investigative Dermatology, 137(2), e11-e16.

Greiser, C. M., Greiser, E. M., Déren, M. (2007). Menopausal hormone therapy and risk of
ovarian cancer: systematic review and meta-analysis. Human Reproduction Update, 13(5),
453-463.

Guessous, F., Alvarado-Velez, M., Marcinkiewicz, L., Zhang, Y., Kim, J., Heister, S.,
Kefas, B., Godlewski J., Schiff, D., Purow, B. Abounader, R. (2013). Oncogenic effects of
miR-10b in glioblastoma stem cells. Journal of Neuro-Oncology, 112(2), 153-163.

Hallas-Potts, A., Dawson, J. C., Herrington, C. S. (2019). Ovarian cancer cell lines derived
from non-serous carcinomas migrate and invade more aggressively than those derived from
high-grade serous carcinomas. Scientific Reports, 9(1), 1-10.

Halvorsen, A. R., Kristensen, G., Embleton, A., Adusei, C., Barretina-Ginesta, M. P., Beale,
P., Helland, A. (2017). Evaluation of prognostic and predictive significance of circulating
microRNAS in ovarian cancer patients. Disease Markers, 2017.

Hamberg, M., Backes, C., Fehlmann, T., Hart, M., Meder, B., Meese, E., Keller, A. (2016).
MiRTargetLink—miRNAs, genes and interaction networks. International Journal of
Molecular Sciences, 17(4), 564.

Han, M., Liu, M., Wang, Y., Chen, X., Xu, J., Sun, Y., Zhao, L., Qu, H,, Fan, Y., Wu, C.
(2012). Antagonism of miR-21 reverses epithelial-mesenchymal transition and cancer stem

90



cell phenotype through AKT/ERK1/2 inactivation by targeting PTEN. PloS One, 7(6),
e39520.

Hayes, J., Peruzzi, P. P., Lawler, S. (2014). MicroRNAs in cancer: biomarkers, functions
and therapy. Trends in Molecular Medicine, 20(8), 460-469.

Hergenreider, E., Heydt, S., Tréguer, K., Boettger, T., Horrevoets, A. J., Zeiher, A. M.,
Scheffer, M. P., Frangakis, A. S., Yin, X., Mayr, M., Braun, T., Urbich, C., Boon, R. A.,
Dimmeler, S. (2012). Atheroprotective communication between endothelial cells and
smooth muscle cells through miRNAs. Nature Cell Biology, 14(3), 249-256.

Hewitt, S. C., Korach, K. S. (2018). Estrogen receptors: new directions in the new
millennium. Endocrine Reviews, 39(5), 664-675.

Hildebrand, J. S., Gapstur, S. M., Feigelson, H. S., Teras, L. R., Thun, M. J., Patel, A. V.
(2010). Postmenopausal hormone use and incident ovarian cancer: Associations differ by
regimen. International Journal of Cancer, 127(12), 2928-2935.

Ho, S. M. (2003). Estrogen, progesterone and epithelial ovarian cancer. Reproductive
Biology and Endocrinology, 1(1), 73.

Hodgkinson, K., Forrest, L. A., Vuong, N., Garson, K., Djordjevic, B., Vanderhyden, B. C.
(2018). GREBL1 is an estrogen receptor-regulated tumour promoter that is frequently
expressed in ovarian cancer. Oncogene, 37(44), 5873-5886.

Holschneider, C. H., Berek, J. S. (2000). Ovarian cancer: epidemiology, biology, and
prognostic factors. In Seminars in Surgical Oncology (Vol. 19, No. 1, pp. 3-10). New York:
John Wiley & Sons, Inc.

Horta, M., Cunha, T. M. (2015). Sex cord-stromal tumors of the ovary: a comprehensive
review and update for radiologists. Diagnostic and Interventional Radiology, 21(4), 277.

Hosseinahli, N., Aghapour, M., Duijf, P. H., Baradaran, B. (2018). Treating cancer with
microRNA  replacement  therapy: A literature review. Journal of  Cellular
Physiology, 233(8), 5574-5588.

Huang, D. W., Sherman, B. T., Lempicki, R. A. (2009). Bioinformatics enrichment tools:
paths toward the comprehensive functional analysis of large gene lists. Nucleic Acids
Research, 37(1), 1-13.

Humphries, B., Yang, C. (2015). The microRNA-200 family: small molecules with novel
roles in cancer development, progression and therapy. Oncotarget, 6(9), 6472.

Hur, K., Toiyama, Y., Okugawa, Y., Ide, S., Imaoka, H., Boland, C. R., Goel, A. (2017).
Circulating microRNA-203 predicts prognosis and metastasis in human colorectal
cancer. Gut, 66(4), 654-665.

91



Hussain, M. U. (2012). Micro-RNAs (miRNASs): genomic organisation, biogenesis and
mode of action. Cell and Tissue Research, 349(2), 405-413.

Hynninen, P., Vaskivuo, L., Saarnio, J., Haapasalo, H., Kivel4, J., Pastorekova, S., Pastorek,
J., Waheed, A., Sly, W. S., Puistola, U., Parkkila, S. (2006). Expression of transmembrane
carbonic anhydrases 1X and XII in ovarian tumours. Histopathology, 49(6), 594-602.

Ingenito, F., Roscigno, G., Affinito, A., Nuzzo, S., Scognamiglio, I., Quintavalle, C.,
Condorelli, G. (2019). The role of exo-miRNAs in cancer: a focus on therapeutic and
diagnostic applications. International journal of molecular sciences, 20(19), 4687.

lorio, M. V., Ferracin, M., Liu, C. G., Veronese, A., Spizzo, R., Sabbioni, S., Magri, E.,
Pedriali, M., Fabbri, M., Campiglio, M., Ménard, S., Palazzo, J. P., Rosenberg, A., Musiani,
P., Volinia, S., Nenci, 1., Calin, G. A., Querzoli, P., Negrini, M., Croce, C. M. (2005).
MicroRNA gene expression deregulation in human breast cancer. Cancer Research, 65(16),
7065-7070.

lorio, M. V., Visone, R., Di Leva, G., Donati, V., Petrocca, F., Casalini, P., Taccioli, C.,
Volinia, S., Liu, C. G., Alder, H., Calin, G. A., Ménard, S., Croce, C. M. (2007). MicroRNA
signatures in human ovarian cancer. Cancer Research, 67(18), 8699-8707.

Jalal, N., Surendranath, A. R., Pathak, J. L., Yu, S., Chung, C. Y. (2018). Bisphenol A
(BPA) the mighty and the mutagenic. Toxicology Reports, 5, 76-84.

Jelovac, D., Armstrong, D. K. (2011). Recent progress in the diagnosis and treatment of
ovarian cancer. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 61(3), 183-203.

Jiang, Q., Wang, Y., Hao, Y., Juan, L., Teng, M., Zhang, X., Li, M., Wang, G., Liu, Y.
(2009). miR2Disease: a manually curated database for microRNA deregulation in human
disease. Nucleic Acids Research, 37(suppl_1), D98-D104.

Jonsson, P., Bandlamudi, C., Cheng, M. L., Srinivasan, P., Chavan, S. S., Friedman, N. D.,
Rosen, E. Y., Richards, A. L., Bouvier, N., Selcuklu, S. D., Bielski, C. M., Abida, W.,
Mandelker, D., Birsoy, O., Zhang, L., Zehir, A., Donoghue, M. T. A., Baselga, J., Offit, K.,
Scher, H. 1., O’Reilly, E. M., Stadler, Zs. K., Schultz, N., Socci, N. D:, Viale, A., Ladanyi,
M., Robson, M. E., Hyman, D. M., Berger, M. F., Solit, D. B. (2019). Tumour lineage
shapes BRCA-mediated phenotypes. Nature, 571(7766), 576-579.

Kabekkodu, S. P., Shukla, V., Varghese, V. K., D'Souza, J., Chakrabarty, S., Satyamoorthy,
K. (2018). Clustered miRNAs and their role in biological functions and diseases. Biological
Reviews, 93(4), 1955-1986.

Kan, C. W., Hahn, M. A., Gard, G. B., Maidens, J., Huh, J. Y., Marsh, D. J., Howell, V. M.
(2012). Elevated levels of circulating microRNA-200 family members correlate with serous
epithelial ovarian cancer. BMC Cancer, 12(1), 627.

92



Kapetanakis, N. I., Uzan, C., Jimenez-Pailhes, A. S., Gouy, S., Bentivegna, E., Morice, P.,
Caron, O., Gourzones-Dmitriev, C., Le Teuff, G., Busson, P. (2015). Plasma miR-200b in
ovarian carcinoma patients: distinct pattern of pre/post-treatment variation compared to CA-
125 and potential for prediction of progression-free survival. Oncotarget, 6(34), 36815.

Kappelmayer, J., Antal-Szalmas, P., Nagy Jr, B. (2015). Human epididymis protein 4 (HE4)
in laboratory medicine and an algorithm in renal disorders. Clinica Chimica Acta, 438, 35-
42.

Katoh, T., Yasuda, M., Hasegawa, K., Kozawa, E., Maniwa, J. I., Sasano, H. (2012).
Estrogen-producing endometrioid adenocarcinoma resembling sex cord-stromal tumor of the
ovary: a review of four postmenopausal cases. Diagnostic Pathology, 7(1), 1-7.

Kinose, Y., Sawada, K., Nakamura, K., Kimura, T. (2014). The role of microRNAS in
ovarian cancer. BioMed Research International, 2014.

Klinge, C. M. (2012). miRNAs and estrogen action. Trends in Endocrinology &
Metabolism, 23(5), 223-233.

Klinge, C. M. (2015). miRNAs regulated by estrogens, tamoxifen, and endocrine disruptors
and their downstream gene targets. Molecular and Cellular Endocrinology, 418, 273-297.

Kogure, A., Kosaka, N., Ochiya, T. (2019). Cross-talk between cancer cells and their
neighbors via mIRNA in extracellular vesicles: an emerging player in cancer
metastasis. Journal of Biomedical Science, 26(1), 1-8.

Kosaka, N., lzumi, H., Sekine, K., Ochiya, T. (2010). microRNA as a new immune-
regulatory agent in breast milk. Silence, 1(1), 7.

Koutsaki, M., Libra, M., Spandidos, D. A., Zaravinos, A. (2017). The miR-200 family in
ovarian cancer. Oncotarget, 8(39), 66629.

Koutsaki, M., Spandidos, D. A., Zaravinos, A. (2014). Epithelial-mesenchymal transition-
associated miRNAs in ovarian carcinoma, with highlight on the miR-200 family: Prognostic
value and prospective role in ovarian cancer therapeutics. Cancer Letters, 351(2), 173-181.

Kowalska, K., Habrowska-Gorczynska, D. E., Piastowska-Ciesielska, A. W. (2016).
Zearalenone as an endocrine disruptor in humans. Environmental Toxicology and
Pharmacology, 48, 141-149.

Kowalska, K., Habrowska-Gorczynska, D. E., Urbanek, K. A., Dominska, K., Piastowska-

Ciesielska, A. W. (2018). Estrogen receptor a is crucial in zearalenone-induced invasion and
migration of prostate cancer cells. Toxins, 10(3), 98.

93



Kurman, R. J., Shih, I. M. (2016). The dualistic model of ovarian carcinogenesis: revisited,
revised, and expanded. The American Journal of Pathology, 186(4), 733-747.

La Merrill, M. A., Vandenberg, L. N., Smith, M. T., Goodson, W., Browne, P., Patisaul, H.
B., Guyton, K. Z., Kortenkamp, A., Cogliano, V. J., Woodruff, T. J. Rieswijk, L., Sone, H.,
Korach, K. S., Gore, A. C., Zeise, L., Zoeller, R. T. (2020). Consensus on the key
characteristics of endocrine-disrupting chemicals as a basis for hazard identification. Nature
Reviews Endocrinology, 16(1), 45-57.

Langdon, S. P., Herrington, C. S., Hollis, R. L., Gourley, C. (2020). Estrogen signaling and
its potential as a target for therapy in ovarian cancer. Cancers, 12(6), 1647.

Larrea, E., Sole, C., Manterola, L., Goicoechea, I., Armesto, M., Arestin, M., Caffarel, M.
M., Araujo, A. M., Araiz, M., Fernandez- Mercado, M., Lawrie, C. H. (2016). New concepts
in cancer biomarkers: circulating miRNAs in liquid biopsies. International Journal of
Molecular Sciences, 17(5), 627.

Lebanony, D., Benjamin, H., Gilad, S., Ezagouri, M., Dov, A., Ashkenazi, K., Grefen, N.,
Izraeli, S., Rechavi, G., Pass, H., Nonaka, D., Li, J., Spector, Y., Rosenfeld, N., Chajut, A.,
Cohen, D., Aharonov, R., Mansukhani, M. (2009). Diagnostic assay based on hsa-miR-205
expression  distinguishes  squamous  from  nonsquamous  non-small-cell  lung
carcinoma. Journal of Clinical Oncology, 27(12), 2030-2037.

Lee, C. H., Subramanian, S., Beck, A. H., Espinosa, I., Senz, J., Zhu, S. X., Huntsman, D.,
van de Rijn, M., Gilks, C. B. (2009). MicroRNA profiling of BRCA1/2 mutation-carrying
and non-mutation-carrying high-grade serous carcinomas of ovary. PloS One, 4(10), e7314.

Leonardi, A., Cofini, M., Rigante, D., Lucchetti, L., Cipolla, C., Penta, L., Esposito, S.
(2017). The effect of bisphenol A on puberty: a critical review of the medical
literature. International Journal of Environmental Research and Public Health, 14(9), 1044.

Lheureux, S., Braunstein, M., Oza, A. M. (2019). Epithelial ovarian cancer: evolution of
management in the era of precision medicine. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 69(4),
280-304.

Li, H., Durbin, R. (2009). Fast and accurate short read alignment with Burrows—\Wheeler
transform. Bioinformatics, 25(14), 1754-1760.

Li, X. J., Ren, Z. J., Tang, J. H. (2014). MicroRNA-34a: a potential therapeutic target in
human cancer. Cell Death & Disease, 5(7), e1327-e1327.

Lim, L. P, Lau, N. C., Garrett-Engele, P., Grimson, A., Schelter, J. M., Castle, J., Bartel, D.

P., Linsley, P. S., Johnson, J. M. (2005). Microarray analysis shows that some microRNAs
downregulate large numbers of target MRNAs. Nature, 433(7027), 769-773.

94



Liu, J. F., Matulonis, U. A. (2016). What is the place of PARP inhibitors in ovarian cancer
treatment?. Current Oncology Reports, 18(5), 29.

Liu, L. Z, Li, C., Chen, Q., Jing, Y., Carpenter, R., Jiang, Y., Kung, H. F., Lai, L., Jiang, B.
H. (2011). MiR-21 induced angiogenesis through AKT and ERK activation and HIF-1a
expression. PloS One, 6(4), e19139.

Lodes, M. J., Caraballo, M., Suciu, D., Munro, S., Kumar, A., Anderson, B. (2009).
Detection of cancer with serum miRNAs on an oligonucleotide microarray. PloS one, 4(7),
€6229.

Loh, H. Y., Norman, B. P., Lai, K. S., Rahman, N. M. A. N. A,, Alitheen, N. B. M., Osman,
M. A. (2019). The regulatory role of MicroRNAs in breast cancer. International Journal of
Molecular Sciences, 20(19), 4940.

Loret, N., Denys, H., Tummers, P., Berx, G. (2019). The role of epithelial-to-mesenchymal
plasticity in ovarian cancer progression and therapy resistance. Cancers, 11(6), 838.

Lu, J., Getz, G., Miska, E. A., Alvarez-Saavedra, E., Lamb, J., Peck, D., Sweet-Cordero, A.,
Ebert, B. L., Mak, R. H., Ferrando, A. A., Downing, J. R., Jacks, T., Horvitz, R., Golub, T.
R. (2005). MicroRNA expression profiles classify human cancers. Nature, 435(7043), 834-
838.

Lu, Y., Thavargjah, T., Gu, W., Cai, J, Xu, Q. (2018). Impact of miRNA in
atherosclerosis. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 38(9), e159-e170.

Madhavan, D., Peng, C., Wallwiener, M., Zucknick, M., Nees, J., Schott, S., Rudolph, A.,
Riethdorf, S., Trumpp, A., Pantel, K., Sohn, C., Chang-Claude, J., Schneeweiss, A.,
Burwinkel, B. (2016). Circulating miRNAs with prognostic value in metastatic breast cancer
and for early detection of metastasis. Carcinogenesis, 37(5), 461-470.

Maeda, K., Sasaki, H., Ueda, S., Miyamoto, S., Terada, S., Konishi, H., Kogata, Y.,
Ashihara, K., Fujiwara, S., Tanaka, Y., Tanaka, T., Hayashi, M., Ito, Y., Kondo, Y., Ochiya,
T., Ohmichi, M. (2020). Serum exosomal microRNA-34a as a potential biomarker in
epithelial ovarian cancer. Journal of Ovarian Research, 13, 1-9.

Malekinejad, H., Maas-Bakker, R. F., Fink-Gremmels, J. (2005). Enzyme Kinetics of
zearalenone biotransformation: pH and cofactor effects. Archives of Toxicology, 79(10),
547-553.

Malvezzi, M., Carioli, G., Rodriguez, T., Negri, E., La Vecchia, C. (2016). Global trends
and predictions in ovarian cancer mortality. Annals of Oncology, 27(11), 2017-2025.

Manavalan, T. T., Teng, Y., Litchfield, L. M., Muluhngwi, P., Al-Rayyan, N., Klinge, C. M.
(2013). Reduced expression of miR-200 family members contributes to antiestrogen
resistance in LY2 human breast cancer cells. PloS One, 8(4), e62334.

95



Markovics, A., Toth, K. F., Sés, K. E., Magi, J., Gyongyosi, A., Benyd, Z., Zouboulis, C. C.,
Bir6, T., Olah, A. (2019). Nicotinic acid suppresses sebaceous lipogenesis of human
sebocytes via activating hydroxycarboxylic acid receptor 2 (HCAZ2). Journal of Cellular and
Molecular Medicine, 23(9), 6203-6214.

Marton, E., Varga, A., Széles, L., Goczi, L., Penyige, A., Nagy, B., Szilagyi, M. (2020). The
Cell-Free Expression of MiR200 Family Members Correlates with Estrogen Sensitivity in
Human Epithelial Ovarian Cells. International Journal of Molecular Sciences, 21(24), 9725.

Mei, S., Xin, J., Liu, Y., Zhang, Y., Liang, X., Su, X,, Yan, H., Huang, Y., Yang, R. (2015).
MicroRNA-200c promotes suppressive potential of myeloid-derived suppressor cells by
modulating PTEN and FOG2 expression. PLoS One, 10(8), e0135867.

Melone, M. A. B., Valentino, A., Margarucci, S., Galderisi, U., Giordano, A., Peluso, G.
(2018). The carnitine system and cancer metabolic plasticity. Cell Death & Disease, 9(2), 1-
12.

Meng, X., Joosse, S. A., Miiller, V., Trillsch, F., Milde-Langosch, K., Mahner, S., Geffken,
M., Pantel, K., Schwarzenbach, H. (2015). Diagnostic and prognostic potential of serum
miR-7, miR-16, miR-25, miR-93, miR-182, miR-376a and miR-429 in ovarian cancer
patients. British Journal of Cancer, 113(9), 1358-1366.

Meng, X., Miiller, V., Milde-Langosch, K., Trillsch, F., Pantel, K., Schwarzenbach, H.
(2016). Diagnostic and prognostic relevance of circulating exosomal miR-373, miR-200a,
miR-200b and miR-200c in patients with epithelial ovarian cancer. Oncotarget, 7(13),
16923.

Meric-Bernstam, F., Mills, G. B. (2012). Overcoming implementation challenges of
personalized cancer therapy. Nature Reviews Clinical Oncology, 9(9), 542-548.

Metzler, M., Pfeiffer, E., Hildebrand, A. (2010). Zearalenone and its metabolites as
endocrine disrupting chemicals. World Mycotoxin Journal, 3(4), 385-401.

Montagnana, M., Benati, M., Danese, E. (2017). Circulating biomarkers in epithelial ovarian
cancer diagnosis: from present to future perspective. Annals of Translational
Medicine, 5(13).

Mungenast, F., Thalhammer, T. (2014). Estrogen biosynthesis and action in ovarian
cancer. Frontiers in Endocrinology, 5, 192.

Muralidhar, G. G., Barbolina, M. V. (2015). The miR-200 family: versatile players in
epithelial ovarian cancer. International Journal of Molecular Sciences, 16(8), 16833-16847.

Muralidharan-Chari, V., Clancy, J. W., Sedgwick, A., D'Souza-Schorey, C. (2010).
Microvesicles: mediators of extracellular communication during cancer progression. Journal
of Cell Science, 123(10), 1603-1611.

96



Murdoch, W. J., McDonnel, A. C. (2002). Roles of the ovarian surface epithelium in
ovulation and carcinogenesis. Reproduction-Cambridge-, 123(6), 743-750.

Murdoch, W. J., Townsend, R. S., McDonnel, A. C. (2001). Ovulation-induced DNA
damage in ovarian surface epithelial cells of ewes: prospective regulatory mechanisms of
repair/survival and apoptosis. Biology of Reproduction, 65(5), 1417-1424.

Nilsson, S., Gustafsson, J. A. (2011). Estrogen receptors: therapies targeted to receptor
subtypes. Clinical Pharmacology & Therapeutics, 89(1), 44-55.

Nimmagadda, S., Penet, M. F. (2020). Ovarian Cancer Targeted Theranostics. Frontiers in
Oncology, 9, 1537.

O’Donnell, A. J., Macleod, K. G., Burns, D. J., Smyth, J. F., Langdon, S. P. (2005).

Estrogen receptor-o mediates gene expression changes and growth response in ovarian
cancer cells exposed to estrogen. Endocrine-Related Cancer, 12(4), 851-866.

O'Brien, J., Hayder, H., Zayed, Y., Peng, C. (2018). Overview of microRNA biogenesis,
mechanisms of actions, and circulation. Frontiers in Endocrinology, 9, 402.

Ostry, V., Malir, F., Toman, J., Grosse, Y. (2017). Mycotoxins as human carcinogens—the
IARC Monographs classification. Mycotoxin Research, 33(1), 65-73.

Otandault, A., Anker, P., Al Amir Dache, Z., Guillaumon, V., Meddeb, R., Pastor, B.,
Pisareva, E., Sanchez, C., Tanos, R., Tousch, G., Schwarzenbach, H., Thierry, A. R. (2019).
Recent advances in circulating nucleic acids in oncology. Annals of Oncology, 30(3), 374-
384.

Pajewska, M., Lojko, M., Cendrowski, K., Sawicki, W., Kowalkowski, T., Buszewski, B.,
Gadzata-Kopciuch, R. (2018). The determination of zearalenone and its major metabolites in
endometrial cancer tissues. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 410(5), 1571-1582.

Park, S. M., Gaur, A. B., Lengyel, E., Peter, M. E. (2008). The miR-200 family determines
the epithelial phenotype of cancer cells by targeting the E-cadherin repressors ZEB1 and
ZEB2. Genes & Development, 22(7), 894-907.

Paterni, 1., Granchi, C., Minutolo, F. (2017). Risks and benefits related to alimentary
exposure to xenoestrogens. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 57(16), 3384-
3404.

Pendlebury, A., Hannan, N. J., Binder, N., Beard, S., Mcgauran, M., Grant, P., Tong, S.,
Whitehead, C. L. (2017). The circulating microRNA-200 family in whole blood are
potential biomarkers for high-grade serous epithelial ovarian cancer. Biomedical
Reports, 6(3), 319-322.

97



Penfornis, P., Vallabhaneni, K. C., Whitt, J., Pochampally, R. (2016). Extracellular vesicles
as carriers of microRNA, proteins and lipids in tumor microenvironment. International
Journal of Cancer, 138(1), 14-21.

Pinton, G., Nilsson, S., Moro, L. (2018). Targeting estrogen receptor beta (ERP) for
treatment of ovarian cancer: importance of KDM6B and SIRT1 for ERP expression and
functionality. Oncogenesis, 7(2), 1-11.

Pramanik, D., Campbell, N. R., Karikari, C., Chivukula, R., Kent, O. A., Mendell, J. T.,
Maitra, A. (2011). Restitution of tumor suppressor microRNAS using a systemic nanovector
inhibits pancreatic cancer growth in mice. Molecular Cancer Therapeutics, 10(8), 1470-
1480.

Ptak, A., Hoffmann, M., Gruca, 1., Bar¢, J. (2014). Bisphenol A induce ovarian cancer cell
migration via the MAPK and PI3K/Akt signalling pathways. Toxicology Letters, 229(2),
357-365.

Qin, A. Y., Zhang, X. W, Liu, L., Yu, J. P, Li, H.,, Wang, S. Z. E., Ren, X. B, Cao, S.
(2013). MiR-205 in cancer: an angel or a devil?. European Journal of Cell Biology, 92(2),
54-60.

Rae, J. M., Johnson, M. D., Scheys, J. O., Cordero, K. E., Larios, J. M., Lippman, M. E.
(2005). GREBA1 is a critical regulator of hormone dependent breast cancer growth. Breast
Cancer Research and Treatment, 92(2), 141-149.

Rai, A., Das, M., Tripathi, A. (2019). Occurrence and toxicity of a fusarium mycotoxin,
zearalenone. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 60(16), 2710-2729.

Ramoén y Cajal, S., Segura, M. F., Himmer, S. (2019). Interplay between ncRNAs and
cellular communication: A proposal for understanding cell-specific signaling pathways.
Frontiers in Wenetics, 10, 281.

Ramus, S. J., Song, H., Dicks, E., Tyrer, J. P., Rosenthal, A. N., Intermaggio, M. P., Fraser,
J., Gentry-Maharaj, A., Hayward, J., Philpott, S., Anderson, C., Edlund, C. K., Conti, D.,
Harrington, P., et al. (2015). Germline mutations in the BRIP1, BARD1, PALB2, and NBN
genes in women with ovarian cancer. JNCI: Journal of the National Cancer

Institute, 107(11).

Reddy, K. B. (2015). MicroRNA (miRNA) in cancer. Cancer Cell International, 15(1), 1-6.

Reed, B. G., Babayev, S. N., Chen, L. X., Carr, B. R., Word, R. A., Jimenez, P. T. (2018).
Estrogen-regulated miRNA-27b is altered by bisphenol A in human endometrial stromal
cells. Reproduction, 156(6), 559-567.

Reid, B. M., Permuth, J. B., Sellers, T. A. (2017). Epidemiology of ovarian cancer: a
review. Cancer Biology & Medicine, 14(1), 9.

98



Reid, G., Pel, M. E., Kirschner, M. B., Cheng, Y. Y., Mugridge, N., Weiss, J., Williams, M.,
Wright, C., Edelman, J. J. B., Vallely, M. P., McCaughan, B.C., Klebe, S., Brahmbhatt, H.,
MacDiarmid, J. A., van Zandwijk, N. (2013). Restoring expression of miR-16: a novel
approach to therapy for malignant pleural mesothelioma. Annals of Oncology, 24(12), 3128-
3135.

Ren, X., Wu, X., Hillier, S. G., Fegan, K. S., Critchley, H. O. D, Mason, J. I., Sarvi, S.,
Harlow, C. R. (2015). Local estrogen metabolism in epithelial ovarian cancer suggests novel
targets for therapy. The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 150, 54-63.

Ren, X., Zhang, H., Cong, H., Wang, X., Ni, H., Shen, X., Ju, S. (2018). Diagnostic model
of serum miR-193a-5p, HE4 and CA125 improves the diagnostic efficacy of epithelium
ovarian cancer. Pathology & Oncology Research, 24(4), 739-744.

Resnick, K. E., Alder, H., Hagan, J. P., Richardson, D. L., Croce, C. M., Cohn, D. E. (2009).
The detection of differentially expressed microRNAs from the serum of ovarian cancer
patients using a novel real-time PCR platform. Gynecologic Oncology, 112(1), 55-59.

Richards, M., Anderson, M., Carter, P., Ebert, B. L., Mossialos, E. (2020). The impact of the
COVID-19 pandemic on cancer care. Nature Cancer, 1(6), 565-567.

Rochester, J. R. (2013). Bisphenol A and human health: a review of the
literature. Reproductive Toxicology, 42, 132-155.

Rojas, V., Hirshfield, K. M., Ganesan, S., Rodriguez-Rodriguez, L. (2016). Molecular
characterization of epithelial ovarian cancer: implications for diagnosis and
treatment. International Journal of Molecular Sciences, 17(12), 2113.

Roth, C., Kasimir-Bauer, S., Pantel, K., Schwarzenbach, H. (2011). Screening for circulating
nucleic acids and caspase activity in the peripheral blood as potential diagnostic tools in
lung cancer. Molecular Oncology, 5(3), 281-291.

Roth, C., Rack, B., Miiller, V., Janni, W., Pantel, K., Schwarzenbach, H. (2010). Circulating
microRNAs as blood-based markers for patients with primary and metastatic breast
cancer. Breast Cancer Research, 12(6), R90.

Rothschild, S. 1. (2014). microRNA therapies in cancer. Molecular and Cellular
Therapies, 2(1), 1-8.

Sabry, R., Yamate, J., Favetta, L., LaMarre, J. (2019). MicroRNAs: potential targets and
agents of endocrine disruption in female reproduction. Journal of Toxicologic
Pathology, 32(4), 213-221.

Samavat, H., Kurzer, M. S. (2015). Estrogen metabolism and breast cancer. Cancer
Letters, 356(2), 231-243.

99



Santucci, C., Carioli, G., Bertuccio, P., Malvezzi, M., Pastorino, U., Boffetta, P., Negri, E.,
Bosetti, C., La Vecchia, C. (2020). Progress in cancer mortality, incidence, and survival: a
global overview. European Journal of Cancer Prevention, 29(5), 367-381.

Sayed, A. S. M., Xia, K., Yang, T. L., Peng, J. (2013). Circulating microRNAs: a potential
role in diagnosis and prognosis of acute myocardial infarction. Disease Markers, 35.

Schmid, G., Notaro, S., Reimer, D., Abdel-Azim, S., Duggan-Peer, M., Holly, J., Fiegl, H.,
Rossler, J., Wiedemair, A., Concin, N., Altevogt, P., Marth, C., Zeimet, A. G. (2016).
Expression and promotor hypermethylation of miR-34a in the various histological subtypes
of ovarian cancer. BMC Cancer, 16(1), 102.

Sekhon, K., Bucay, N., Majid, S., Dahiya, R., Saini, S. (2016). MicroRNAs and epithelial-
mesenchymal transition in prostate cancer. Oncotarget, 7(41), 67597.

Shah, J. S., Gard, G. B., Yang, J., Maidens, J., Valmadre, S., Soon, P. S., Marsh, D. J.
(2018). Combining serum microRNA and CA-125 as prognostic indicators of preoperative
surgical outcome in women with high-grade serous ovarian cancer. Gynecologic
Oncology, 148(1), 181-188.

Shao, Y., Gu, W., Ning, Z., Song, X., Pei, H., Jiang, J. (2017). Evaluating the prognostic
value of microRNA-203 in solid tumors based on a meta-analysis and the Cancer Genome
Atlas (TCGA) Datasets. Cellular Physiology and Biochemistry, 41(4), 1468-1480.

Shih, I. M., Kurman, R. J. (2004). Ovarian tumorigenesis: a proposed model based on
morphological and molecular genetic analysis. The American Journal of Pathology, 164(5),
1511-1518.

Si, W., Shen, J., Zheng, H., Fan, W. (2019). The role and mechanisms of action of
microRNAs in cancer drug resistance. Clinical Epigenetics, 11(1), 1-24.

Siegel, R.L., Miller, K.D., Jemal, A. (2018) Cancer statistics. Cancer Journal for Clinicians,
68:7-30.

Song, H., Dicks, S. J. R., Tyrer, J. P., Intermaggio, M. P., Hayward, J., Edlund, C. K., Conti,
D., Harrington, P., Fraser, L., Philpott, S., Anderson, C., Rosenthal, A., et al. (2015).
Contribution of germline mutations in the RAD51B, RAD51C, and RAD51D genes to
ovarian cancer in the population. Journal of Clinical Oncology, 33(26), 2901.

Soria-Bretones, 1., Saez, C., Ruiz-Borrego, M., Japon, M. A., Huertas, P. (2013). Prognostic
value of Ct IP/RBBP 8 expression in breast cancer. Cancer Medicine, 2(6), 774-783.

So6létormos, Gy., Duffy, M. J., Hassan, S. O. A., Verheijen, R. H. M, Tholander, B., Bast, R.
C., Gaarenstroom, K. N., Sturgeon, C., Bonfrer, J. M., Petersen, P. H., Troonen, H., Torre,
G. C., Kulpa, J. K., Tuxen, M. K., Molina, R. (2016). Clinical use of cancer biomarkers in

100



epithelial ovarian cancer: updated guidelines from the European Group on Tumor
Markers. International Journal of Gynecologic Cancer, 26(1).

Sromek, M., Glogowski, M., Chechlinska, M., Kulinczak, M., Szafron, L., Zakrzewska, K.,
Owczarek, J., Wisniewski, P., Wlodarczyk, R., Talarek, L., Turski, M., Siwicki, J. K,
(2017). Changes in plasma miR-9, miR-16, miR-205 and miR-486 levels after non-small
cell lung cancer resection. Cellular Oncology, 40(5), 529-536.

Stewart, C., Ralyea, C., Lockwood, S. (2019). Ovarian cancer: an integrated
review. Seminars in Oncology Nursing, Vol. 35, No. 2, pp. 151-156 WB Saunders.

Su, L., Hu, A, Luo, Y., Zhou, W., Zhang, P., Feng, Y. (2014). HMGNZ2, a new anti-tumor
effector molecule of CD8+ T cells. Molecular Cancer, 13(1), 1-10.

Su, N., Qiu, H., Chen, Y., Yang, T., Yan, Q., Wan, X. (2013). miR-205 promotes tumor
proliferation and invasion through targeting ESRRG in endometrial carcinoma. Oncology
Reports, 29(6), 2297-2302.

Sun, P., Liu, D. Z., Jickling, G. C., Sharp, F. R., Yin, K. J. (2018). MicroRNA-based
therapeutics in central nervous system injuries. Journal of Cerebral Blood Flow &
Metabolism, 38(7), 1125-1148.

Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, I., Jemal, A., Bray, F.
(2021). Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians.

Svoronos, A. A., Engelman, D. M., Slack, F. J. (2016). OncomiR or tumor suppressor? The
duplicity of microRNAs in cancer. Cancer Research, 76(13), 3666-3670.

Szilagyi, M., Pos, O., Marton, E., Buglyo, G., Soltész, B., Keserti, J., Penyige, A., Szemes,
T., Nagy, B. (2020). Circulating Cell-Free Nucleic Acids: Main Characteristics and Clinical
Application. International Journal of Molecular Sciences, 21(18), 6827.

Takai, M., Terai, Y., Kawaguchi, H., Ashihara, K., Fujiwara, S., Tanaka, T., Tsunetoh, S.,
Tanaka, Y., Sasaki, H., Kanemura, M., Tanabe, A., Ohmichi, M. (2014). The EMT
(epithelial-mesenchymal-transition)-related protein expression indicates the metastatic status
and prognosis in patients with ovarian cancer. Journal of Ovarian Research, 7(1), 1-8.

Takeuchi, T., Tsutsumi, O. (2002). Serum bisphenol A concentrations showed gender
differences, possibly linked to androgen levels. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 291(1), 76-78.

Tang, L., Yang, B., Cao, X, Li, Q., Jiang, L., Wang, D. (2019). MicroRNA-377-3p inhibits

growth and invasion through sponging JAGL1 in ovarian cancer. Genes & Genomics, 41(8),
919-926.

101



Taylor, D. D., Gercel-Taylor, C. (2008). MicroRNA signatures of tumor-derived exosomes
as diagnostic biomarkers of ovarian cancer. Gynecologic Oncology, 110(1), 13-21.

Tomao, F., Russo, G. L., Spinelli, G. P., Stati, V., Prete, A. A., Prinzi, N., Sinjari, M., Vici,
P., Papa, A., Chiotti, M. S., Panici, P. B., Tomao, F. (2014). Fertility drugs, reproductive
strategies and ovarian cancer risk. Journal of Ovarian Research, 7(1), 51.

Torre, L. A., Trabert, B., DeSantis, C. E., Miller, K. D., Samimi, G., Runowicz, C. D.,
Gaudet, M. M., Jemal, A., Siegel, R. L. (2018). Ovarian cancer statistics, 2018. CA: A
Cancer Journal for Clinicians, 68(4), 284-296.

Turchinovich, A., Weiz, L., Langheinz, A., Burwinkel, B. (2011). Characterization of
extracellular circulating microRNA. Nucleic Acids Research, 39(16), 7223-7233.

Ulitsky, 1. (2018). Interactions between short and long noncoding RNAs. FEBS Letters,
592(17), 2874-2883.

Vercellini, P., Crosignani, P., Somigliana, E., Vigano, P., Buggio, L., Bolis, G., Fedele, L.
(2011). The ‘incessant menstruation’hypothesis: a mechanistic ovarian cancer model with
implications for prevention. Human Reproduction, 26(9), 2262-2273.

Vinas, R., Jeng, Y. J., Watson, C. S. (2012). Non-genomic effects of xenoestrogen
mixtures. International Journal of Environmental Research and Public Health, 9(8), 2694-
2714,

Vosgha, H., Ariana, A., Smith, R. A., Lam, A. K. Y. (2018). miR-205 targets angiogenesis
and EMT concurrently in anaplastic thyroid carcinoma. Endocrine-Related Cancer, 25(3),
323-337.

Voutsadakis, 1. A. (2016). Hormone receptors in serous ovarian carcinoma: prognosis,
pathogenesis, and treatment considerations. Clinical Medicine Insights: Oncology, 10,
CMO-S32813.

Vrtacnik, P., Ostanek, B., Mencej-Bedrac, S., Marc, J. (2014). The many faces of estrogen
signaling. Biochemia Medica: Biochemia Medica, 24(3), 329-342.

Walker, J. L., Powell, C. B., Chen, L. M., Carter, J., Bae Jump, V. L., Parker, L. P,
Borowsky, M. E., Gibb, R. K. (2015). Society of Gynecologic Oncology recommendations
for the prevention of ovarian cancer. Cancer, 121(13), 2108-2120.

Wang, H., Liu, S., Jia, L., Chu, F., Zhou, Y., He, Z., Guo, M., Chen, C., Xu, L. (2018).

Nanostructured lipid carriers for MicroRNA delivery in tumor gene therapy. Cancer Cell
International, 18(1), 1-6.

102



Wang, H., Zhao, X., Ni, C., Dai, Y., Guo, Y. (2018). Zearalenone regulates endometrial
stromal cell apoptosis and migration via the promotion of mitochondrial fission by
activation of the INK/Drp1 pathway. Molecular Medicine Reports, 17(6), 7797-7806.

Wang, J., Chen, J., Sen, S. (2016). MicroRNA as biomarkers and diagnostics. Journal of
Cellular Physiology, 231(1), 25-30.

Wang, J., Raimondo, M., Guha, S., Chen, J., Diao, L., Dong, X., Wallace, M. B., Killary, A.
M., Frazier, M. L., Woodward, T. A., Wang, J., Sen, S. (2014). Circulating microRNAS in
pancreatic juice as candidate biomarkers of pancreatic cancer. Journal of Cancer, 5(8), 696.

Wang, M., Wu, W., Li, L., He, J., Huang, S., Chen, S., Chen, J.,, Long, M., Yang, S., Li, P.
(2019). Analysis of the miRNA expression profiles in the zearalenone-exposed TM3 Leydig
cell line. International Journal of Molecular Sciences, 20(3), 635.

Wang, S., Zhao, X., Wang, J., Wen, Y., Zhang, L., Wang, D., Chen, H., Chen, Q., Xiang, W.
(2013). Upregulation of microRNA-203 is associated with advanced tumor progression and
poor prognosis in epithelial ovarian cancer. Medical Oncology, 30(3), 681.

Wang, W., Yin, Y., Shan, X., Zhou, X, Liu, P., Cao, Q., Zhu, D., Zhang, J. Y., Zhu, W.
(2019). The value of plasma-based microRNAs as diagnostic biomarkers for ovarian
cancer. The American Journal of the Medical Sciences, 358(4), 256-267.

Wang, X., Zhang, H., Jiao, K., Zhao, C., Liu, H., Meng, Q., Wang, Z., Feng, C., Li, Y.
(2020). Effect of miR-205 on proliferation and migration of thyroid cancer cells by targeting
CCNB2 and the mechanism. Oncology Letters, 19(3), 2568-2574.

Wang, Y., Kim, S., Kim, I. M. (2014). Regulation of metastasis by microRNAs in ovarian
cancer. Frontiers in Oncology, 4, 143.

Weiderpass, E., Tyczynski, J. E. (2015). Epidemiology of patients with ovarian cancer with
and without a BRCA1/2 mutation. Molecular Diagnosis & Therapy, 19(6), 351-364.

Welponer, H., Tsibulak, I., Wieser, V., Degasper, C., Shivalingaiah, G., Wenzel, S., Sprung,
S., Marth, C., Hackl, H., Fiegl, H., Zeimet, A. G. (2020). The miR-34 family and its clinical
significance in ovarian cancer. Journal of Cancer, 11(6), 1446.

Wen, B., Zhu, R., Jin, H., Zhao, K. (2021). Differential expression and role of miR-200
family in multiple tumors. Analytical Biochemistry, 114243.

Wong, M. Y., Yu, Y., Walsh, W. R., Yang, J. L. (2011). microRNA-34 family and treatment
of cancers with mutant or wild-type p53. International Journal of Oncology, 38(5), 1189-
1195.

Wu, H., Zhu, S., Mo, Y. Y. (2009). Suppression of cell growth and invasion by miR-205 in
breast cancer. Cell research, 19(4), 439-448.

103



Wyman, S. K., Parkin, R. K., Mitchell, P. S., Fritz, B. R., O'Briant, K., Godwin, A. K,
Urban, N., Drescher, C. W., Knudsen, B. S., Tewari, M. (2009). Repertoire of microRNAs
in epithelial ovarian cancer as determined by next generation sequencing of small RNA
cDNA libraries. PloS One, 4(4), e5311.

Xiao, Y., Humphries, B., Yang, C., Wang, Z. (2019). MiR-205 dysregulations in breast
cancer: the complexity and opportunities. Non-Coding RNA, 5(4), 53.

Yager, J. D., Davidson, N. E. (2006). Estrogen carcinogenesis in breast cancer. New
England Journal of Medicine, 354(3), 270-282.

Yang, S., Banerjee, S., de Freitas, A., Sanders, Y. Y., Ding, Q., Matalon, S., Thannickal, V.
J., Abraham, E., Liu, G. (2012). Participation of miR-200 in pulmonary fibrosis. The
American Journal of Pathology, 180(2), 484-493.

Yarmolinsky, J., Relton, C. L., Lophatananon, A., Muir, K., Menon, U., Gentry-Maharaj, A.,
Walther, A., Zheng, J., Fasching, P., Zheng, W., Yin Ling, W., Park, S. K., Kim, B. G,,
Choi, J. Y., Park, B., Smith, G. D., Martin, R. M:, Lewish, S. J. (2019). Appraising the role
of previously reported risk factors in epithelial ovarian cancer risk: a Mendelian
randomization analysis. PLoS Medicine, 16(8), e1002893.

Yates, L. A., Norbury, C. J, Gilbert, R. J. (2013). The long and short of
microRNA. Cell, 153(3), 516-519.

Yeung, K. T. Yang, J. (2017). Epithelial-mesenchymal transition in tumor
metastasis. Molecular Oncology, 11(1), 28-39.

Zaman, M. S., Maher, D. M., Khan, S., Jaggi, M., Chauhan, S. C. (2012). Current status and
implications of microRNAs in ovarian cancer diagnosis and therapy. Journal of Ovarian
Research, 5(1), 1-11.

Zaporozhchenko, I. A., Ponomaryova, A. A., Rykova, E. Y., Laktionov, P. P. (2018). The
potential of circulating cell-free RNA as a cancer biomarker: challenges and
opportunities. Expert Review of Molecular Diagnostics, 18(2), 133-145.

Zhang, B., Pan, X., Cobb, G. P., Anderson, T. A. (2007). microRNAs as oncogenes and
tumor suppressors. Developmental Biology, 302(1), 1-12.

Zhang, G. L., Song, J. L., Ji, C. L., Feng, Y. L., Yu, J., Nyachoti, C. M., Yang, G. S. (2018).
Zearalenone exposure enhanced the expression of tumorigenesis genes in donkey granulosa
cells via the PTEN/PI3K/AKT signaling pathway. Frontiers in Genetics, 9, 293.

Zhang, L., Volinia, S., Bonome, T., Calin, G. A., Greshock, J., Yang, N., Liu, C. G,
Giannakakis, A., Alexiou, P., Hasegawa, K., Johnstone, C. N., Megraw, M. S., Adams, S.,
Lassus, H., Huang, J., Kaur, S., Liang, S., Sethupathy, P., Leminen, A., Simossis, V. A.,

104



Sandaltzopoulos, R., Naomoto, Y., Katsaros, D., Gimotty, P. A., DeMichele, A., Huang, Q.,
Biitzow, R., Rustgi, A. K., Weber, B. L., Birrer, M. J., Hatzigeorgiou, A. G., Croce, C. M.,
Coukos, G. (2008). Genomic and epigenetic alterations deregulate microRNA expression in
human epithelial ovarian cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences, 105(19),
7004-70009.

Zhang, W., Dahlberg, J. E., Tam, W. (2007). MicroRNAs in tumorigenesis: a primer. The
American Journal of Pathology, 171(3), 728-738.

Zhao, C., Sun, X, Li, L. (2019). Biogenesis and function of extracellular
miRNAs. EXRNA, 1(1), 1-9.

Zheng, H., Kang, Y. (2014). Multilayer control of the EMT master
regulators. Oncogene, 33(14), 1755-1763.

Zhu, L., Zhuang, H., Wang, H., Tan, M., Schwab, C. L., Deng, L., Gao, J., Hao, Y., Li, X,
Gao, S., Liu, J., Lin, B. (2016). Overexpression of HE4 (human epididymis protein 4)
enhances proliferation, invasion and metastasis of ovarian cancer. Oncotarget, 7(1), 729.

Zinedine, A., Soriano, J. M., Molto, J. C., Manes, J. (2007). Review on the toxicity,
occurrence, metabolism, detoxification, regulations and intake of zearalenone: an
oestrogenic mycotoxin. Food and Chemical Toxicology, 45(1), 1-18.

Zuberi, M., Mir, R., Das, J., Ahmad, 1., Javid, J., Yadav, P., Masroor, M., Ahmad, S., Ray,
P. C., Saxena, A. (2015). Expression of serum miR-200a, miR-200b, and miR-200c as
candidate biomarkers in epithelial ovarian cancer and their association with
clinicopathological features. Clinical and Translational Oncology, 17(10), 779-787.

105



11. Targyszavak

Biomarker, miRNS, folyadék biopszia, miR-200 , miR-34, miR-203a, miR-205

Osztradiol, Biszfenol-A, Zearalenon, petefészekrak

106



12. Key words

Biomarker, miRNA, fluid biopsy, miR-200, miR-34, miR-203a, miR-205, estradiol,
Bisphenol-A, Zearalenone, ovarian cancer

107



13. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek Prof. Dr. Nagy Balintnak,
amiért lehetdvé tette és biztositotta munkamat és eldrehaladasomat, tovabba a felém nyujtott
bizalmat és tdmogatasat. Halas vagyok tovabba, amiért lehetové tette, hogy eredményeimet
magyar ¢s nemzetkdzi konferencidkon is bemutathassam. Haldsan kdszonom Dr. Szilagyi-
Bonizs Melindanak az évek soran nyujtott tdmogatasat és tudomanyos tevékenységem
0sztonzését. Szakmai utmutatasa, munkdm mindennapi iranyitasa €s szakmai felkésziiltségem
tamogatasa nélkiil nem valosulhatott volna meg e tanulméany. Tovabba koszonom, hogy

barmikor fordulhattam hozza barmilyen tandcsért

Halaval tartozom a Humadngenetikai tanszék minden munkatdrsdnak, amiért végig
tamogattak ¢és segitettek munkdm soran. Kiilon koszonet illeti Dr. Penyige Andrast és Dr.
Széles Lajost a bioinformatikai vizsgalatokban nyujtott segitségiikért, illetve szakmai
tanacsaikért, melyek nélkiilozhetetlenek voltak e munka megvaldsuldasaban. Szeretnék
tovabba koszonetet mondani Hadané Dr. Birké Zsuzsannanak amiért mindig szamithattam
tdmogatasara, Onzetlen segitségére, valamint Dr. Soltész Beatanak a plazmamintdk
feldolgozasaban nyujtott segitségéért. Halasan koszonom Magyarné Trefan Katalinnak,
hogy mindig szdmithattam pontos és preciz munkavégzésére, mellyel messzemenden
megkonnyitette a mindennapi munkamat, tovabba kdszondm onzetlen segitségét, biztatasat s
tamogatasat. Koszonet illeti korabbi és jelenlegi TDK hallgatoimat Diana Maricela Herrera
Villarroel-t, Szabé Rékat, Kiss Grétat és Domoszlai Dorat, amiért lelkes segitségiikkel
hozzajarultak munkam megvalosulasahoz. Kiilon  koszonettel tartozom  Varga
Alexandranak, aki késébb PhD hallgatoként folytatta e munka megvalosuldsdban nyujtott

szorgalmas és preciz segitségét.

Szeretnék koszonetet mondani kooperacios partnereinknek, Dr. Janka Eszter-nek a
statisztikai vizsgalatok elvégzésében nyujtott professzionalis segitségéért. Halaval tartozom
Prof. Dr. Poka Robertnek ¢s Dr. Lukacs Janosnak a DEKK Sziilészeti ¢s Nogyogyaszati
Klinika orvosainak, amiért rendelkezésiinkre bocsajtottak a vérmintakat. Koszonettel
tartozom tovabba Dr. Markovics Arnoldnak a sejtkulturakkal végzett kisérletek

lebonyolitasdban nyujtott segitségéért.

Végezetiil szeretnék koszonetet mondani csalddomnak és barataimnak, amiért végig

mellettem 4lltak és tdmogattak. Nélkiiliik nem jutottam volna el eddig.

108



14. Fiiggelék

14.1 Kiegészit6 tablazatok

Kiegészito tablazat 1: A miR-200 csaladba tartozo miRNS-ek altal kdzdsen szabalyozott
célgének a miRTargetLink alapjan.

miR-200

ACVR2B activin A receptor type 2B
Alpha Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-Linked; Chromatin
ATRX Remodeler

BAP1 BRCA1 Associated Protein 1

BCL2 B-Cell Lymphoma 2; Apoptosis Regulator

BMI1 B Lymphoma Mo-MLYV Insertion Region 1; Proto-Oncogene

BTC Betacellulin

CCNE2 Cyclin E2

DLC1 Deleted In Liver Cancer 1 Protein; Rho GTPase Activating Protein
DLX5 Distal-Less Homeobox 5

DNMT1 DNA Methyltransferase 1

DNMT3A DNA Methyltransferase 3 Alpha
DNMT3B DNA Methyltransferase 3 Beta

E2F3 E2F Transcription Factor 3

ELMO?2 Engulfment And Cell Motility 2

ERBB2IP Erbb2 Interacting Protein

ETS1 ETS Proto-Oncogene 1, Transcription Factor
EZH2 Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2
FLT1 Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 1
FN1 Fibronectin 1

GATA4 GATA Binding Protein 4

HFE Homeostatic Iron Regulator

HOXB5 Homeobox B5

KDR Kinase Insert Domain Receptor

KEAP1 Kelch Like ECH Associated Protein 1
KLF11 Kruppel Like Factor 11

KLHL20 Kelch Like Family Member 20
MAPK14 Mitogen-Activated Protein Kinase 14

MSN Moesin

MYB MY B Proto-Oncogene, Transcription Factor

NOTCHL1 Notch Receptor 1; Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 1
PHLPP1 PH Domain And Leucine Rich Repeat Protein Phosphatase 1
PIN1 Peptidylprolyl Cis/Trans Isomerase, NIMA-Interacting 1

PTEN Phosphatase And Tensin Homolog

PTPRD Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type D
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miR-200

RASSF2
RERE
RINZ2
RND3
RNF2
ROCK2
SEC23A
SEPT7
SHC1
SIP1
SMAD?2
SP1
SUZ12
TCF7L1
TIMP2
TRAPPC2P1
VAC14
VEGFA
WASF3
WDR37
XIAP
YAP1
ZEB1
ZEB2
ZFPM?2

Ras Association Domain Family Member 2
Arginine-Glutamic Acid Dipeptide Repeats

Ras And Rab Interactor 2

Rho Family GTPase 3

Ring Finger Protein 2

Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 2
SEC23 Homolog A, COPII Coat Complex Component
Septin 7

SHC Adaptor Protein 1

Survival Of Motor Neuron Protein Interacting Protein 1
SMAD Family Member 2

Specificity Protein 1; Sp1 Transcription Factor

SUZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit
Transcription Factor 7 Like 1

TIMP Metallopeptidase Inhibitor 2; Tissue Inhibitor Of Metalloproteinase 2
Trafficking Protein Particle Complex Subunit 2B
VAC14 Component Of PIKFYVE Complex

Vascular Endothelial Growth Factor A
Wiskott-Aldrich Syndrome Protein Family Member 3
WD Repeat Domain 37

X-Linked Inhibitor Of Apoptosis

Yesl Associated Transcriptional Regulator

Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1

Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 2

Zinc Finger Protein, FOG Family Member 2
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Kiegészito tablazat 2: A miR-34 csaladba tartoz6 miRNS-ek altal k6zosen szabalyozott
célgének a miRTargetLink alapjan.

miR-34

AXIN2
BCL2
CCND1
CDK4
CDKG6
GALNTY7
IL6R
JAG1
LEF1
MAP2K1
MET
MYC
MYCN
NANOG
NOTCH1
SNAI1
SOX2
VEGFA
YY1
ZAP70

axin-like protein

BCL2 Apoptosis Regulator; B-Cell/Lymphoma 2

Cyclin D1

Cyclin Dependent Kinase 4

Cyclin Dependent Kinase 6

polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 7

Interleukin 6 Receptor

Jagged Canonical Notch Ligand 1

Lymphoid Enhancer Binding Factor 1

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1

MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase

MY C Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor

MYCN Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor
Nanog Homeobox

Notch Receptor 1; Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 1
Snail Family Transcriptional Repressor 1

SRY-Box Transcription Factor 2

Vascular Endothelial Growth Factor A

YY1 Transcription Factor

Zeta Chain Of T Cell Receptor Associated Protein Kinase 70
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Kiegészito tablazat 3: A miR-203a altal szabalyozott célgének a miRTargetLink alapjan.

miR-203a

ABCE1 ATP Binding Cassette Subfamily E Member 1

ABL1 ABL Proto-Oncogene 1, Non-Receptor Tyrosine Kinase

AKT2 AKT Serine/Threonine Kinase 2

ASAP1  ArfGAP With SH3 Domain, Ankyrin Repeat And PH Domain 1
ATM ATM Serine/Threonine Kinase

BCL2L2 Bcl-2-Like Protein 2

BIRC5 Baculoviral IAP Repeat Containing 5

BMI1 BMI1 Proto-Oncogene, Polycomb Ring Finger

CASK Calcium/Calmodulin Dependent Serine Protein Kinase

CAV1 Caveolin 1

CBLL1  Cbl Proto-Oncogene Like 1

CDKG6 Cyclin Dependent Kinase 6

CREB1 CAMP Responsive Element Binding Protein 1

DLX5 Distal-Less Homeobox 5

E2F1 E2F Transcription Factor 1

E2F3 E2F Transcription Factor 3

EDNRA  Endothelin Receptor Type A

EYA4 Eyes Absent Homolog 4 ; EY A Transcriptional Coactivator And Phosphatase 4
GDAP1  Ganglioside Induced Differentiation Associated Protein 1

IFIT1 Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats 1
IL24 Interleukin 24
JUN Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit

KIF2A Kinesin Family Member 2A

KIF5B Kinesin Family Member 5B

LASP1 LIM And SH3 Protein 1

LIFR LIF Receptor Subunit Alpha

MMP10  Matrix Metallopeptidase 10

MYD88 MYD88 Innate Immune Signal Transduction Adaptor

PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
PLD2 Phospholipase D2

PPM1D  Protein Phosphatase, Mg2+/Mn2+ Dependent 1D

RAN RAN, Member RAS Oncogene Family; Ras-Related Nuclear Protein
RAPH1  Ras Association (RalGDS/AF-6) And Pleckstrin Homology Domains 1
RUNX2 RUNX Family Transcription Factor 2

SMAD4 SMAD Family Member 4

SNAI1 Snail Family Transcriptional Repressor 1

SNAI2 Snail Family Transcriptional Repressor 2

SOCS3  Suppressor Of Cytokine Signaling 3

SOCS6  Suppressor Of Cytokine Signaling 6

SRC SRC Proto-Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase
TIP2 Tight Junction Protein 2
TNF Tumor Necrosis Factor
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miR-203a

TP63
UVRAG
VEGFA
ZEB2
ZNF148

Tumor Protein P63

UV Radiation Resistance Associated

Vascular Endothelial Growth Factor A

Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 2

Zinc Finger Protein 148; Zinc Finger DNA-Binding Protein 89
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Kiegészito tablazat 4. A miR-205 altal szabalyozott célgének a miRTargetLink alapjan.

miR-205

ACSL1
ACSL4
AR
BCL2
BCL6
CTGF
CYR61
DDX5
E2F1
E2F5
EGLN2
ERBB2
ERBB3
ESRRG
HMGB3
IL24
IL32
INPPL1
ITGAS
KCNJ10
LAMC1
LRP1
LRRK?2
MED1
PHLPP2
PTEN
PTPRM
SIGMAR1
SMAD1
SMAD4
SRC
TP73
VEGFA
YES1
YY1
ZEB1
ZEB2

Acyl-CoA Synthetase Long Chain Family Member 1
Acyl-CoA Synthetase Long Chain Family Member 4
Androgen Receptor

BCL2 Apoptosis Regulator; B-Cell/Lymphoma 2
BCL6 Transcription Repressor; B-Cell Lymphoma 6 Protein
Connective Tissue Growth Factor

Cysteine Rich Angiogenic Inducer 61

DEAD-Box Helicase 5

E2F Transcription Factor 1

E2F Transcription Factor 5

Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 2

Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2

Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 3

Estrogen Related Receptor Gamma

High Mobility Group Box 3

Interleukin 24

Interleukin 32

Inositol Polyphosphate Phosphatase Like 1

Integrin Subunit Alpha 5

Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 10
Laminin Subunit Gamma 1

LDL Receptor Related Protein 1

Leucine Rich Repeat Kinase 2

Mediator Complex Subunit 1

PH Domain And Leucine Rich Repeat Protein Phosphatase 2
Phosphatase And Tensin Homolog

Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type M
Sigma Non-Opioid Intracellular Receptor 1

SMAD Family Member 1

SMAD Family Member 4

SRC Proto-Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase
Tumor Protein P73

Vascular Endothelial Growth Factor A

YES Proto-Oncogene 1, Src Family Tyrosine Kinase
YY1 Transcription Factor

Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1

Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 2
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