DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Dr. Lukacs Janos

Nukleinsav és kapcsolt sejtfelszini biomarker

vizsgalatok a petefészekrak diagnosztikajaban

DEBRECENI EGYETEM
KLINIKAI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2024



DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Nukleinsav és kapcsolt sejtfelszini biomarker

vizsgalatok a petefészekrak diagnosztikajaban

Dr. Lukacs Janos

Témavezetok: Prof. Dr. Poka Robert, MTA doktora
Dr. Soltész Beata, PhD

DEBRECENI EGYETEM

KLINIKAI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2024



Tartalomjegyzék

1
2
3

ROVIAIESEK JEZYZEKE .....ueeviieeiiieiiieee s nn e e nre e 6
BRVEZELES ...ttt 8
TrOdalmi AEEEKINTES ....c.veiviiiieiiiie ettt ettt sb e s bt e sat e s be s beenbeesbeesbeesbne s 9
3.1 PetefESZek tUMOT ..o.viiiiiicii 9
3.11 A petefészek tumorok tipusai: jo és rosszindulati tumorok..................oooiiiil 11
3.1.1.1 A joindulath petefészek tumorok..............oooiiiiiiiiii 11
3.1.1.2 A rosszindulatl petefészek tumorok..............oooviiiiiiiiiiii 11
3.1.1.3 Az epitélialis rosszindulata petefészek tumorok...................cooiiiiin 12
3.1.2 A petefészek tumorok kialakulasanak genetikai hattere............cccoooveiiiiiiniiiciecnene 14
3.1.3 A rosszindulati petefészek daganatok diagnosztikaja és kezelése.........cooervrvninnnnnnn 14
3.2 Folyadék alapll DIOPSZIa ......eeiviiiiiiiiiiiiiiiie et 18
3.3 AMIKIORNS-EK ..ot 18
3.3.1 A mikroRNS-¢ek altalanos karakterizalasa €s biogenezise ..........ccccevvevveervnereneniennenns 18
3.3.2 A mikroRNS-¢k eltérd expresszidjanak szerepe a tumorok kialakulasaban ................. 21
3.33 ATMNIR-LAB ..ottt 22
3.34 ATMIR-196 ..o 22
3.35 AMIR-L193 bbb 23
B CD24 ...t 23
CRIKILUZESEK ...evveiie ettt ettt b et e sttt e b et e st e e e s be e nbe e nbe e sbeesbeenneeenbeents 25
ANYAZOK €S MOASZETEK .....c.ueiiiiiiiieitie et bbbt b e b e nre e 26
5.1 BRIBOEK .ttt bbb n e 26
5.2 IMOASZEIEK ... e 27
ET@AMENYEK........eiuiiiiiiiie ittt ettt b e bbb nre s 30

6.1 A miR-146a és miR-196a-2 egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasa
ovariumtumoros betegek VErMINTAIDAN ..........c.viviiiiiiii i 30

6.1.1 A miR-146a és miR-196a-2 egynukleotidos polimorfizmusanak allél- és genotipus
EYAKOTISAGA. ... tuteeetee ittt ettt b e bt b et e b bt e st e e bt e ehe e she e e R b e e bt e ke e ke e ebe e eb e e enn e e reenre e 30

6.1.2 A miR-146a és miR-196a-2 mikroRNS-ek bioinformatikai analizise (halozatkutatas) 32

6.2 A miR-193b egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasa ovariumtumoros betegek
LS 0018011 oY D PP PO P R PSTURPP 33

6.2.1 A miR-193b egynukleotidos polimorfizmusanak allél- és genotipus gyakorisaga ....... 33
6.2.2 A miR-193b célgénjeinek feltérképezése bioinformatikai analizissel (halozatkutatas) 35

6.3  CD24 sejtfelszini marker meghatarozasa petefészekrakos és nem-tumoros személyek esetén
............................................................................................................................................... 36

6.3.1 A CD24 sejtfelszini marker expressziojanak meghatarozasa qRT-PCR segitségével .. 37

6.3.2 A CD24 sejtfelszini marker bioinformatikai analizise (halozatkutatas)..............cccu..... 39
6.3.3 A CD24 sejtfelszini marker kapcsolata a miR-146a mikroRNS-sel ............c..ccoeveee 40
A (e o ToEy ) ST P 42
Az értekezés 1) tudomANYOS ErEAMENYEI ......vvvvveririeeeirresie e nre e 48



O OSSZEIOGIALAS .....ecveveieiseeetecie ettt ettt ettt bbbttt 49

10 SUIMIMAIY .ttt e e Rt s et R e Rt e R e e e R e e R e et e R e e n e aR e e s e e nr e s meenenn e e e e nrennes 50
11 TrOdalOMIEEYZEK .....veiiiiieiee e 51

11.1  Hivatkozott kOzlemeények JEZYZEKE........ccvriiiiiiriiiieieee e 51

11.2 Az értekezés alapjaul szolgalo és a tovabbi kdzlemények hitelesitett listaja .........coceveeeeee. 72
12 TATGYSZAVAK . .....eeieeeiiteee e n e r e 75
13 Y0 (o 1SR SS 75
14 KOSZONENYIIVANIEAS ... e n e e nn e 76
15 Bl eIl . ..ot 78



1 Roviditések jegyzéke

Rovidités

AFP

CA 125

CD24

CDK

cDNS

Ct

DCR

DOR

FIGO

hCG

HE4

HGNC

HGSOC

LGSOC

MIRNS

NICE

ORR

(0N

PARP

Angol kifejezés
alpha-fetoprotein

Cancer Antigen 125 (same as

Carbohydrate antigen 125)
cluster of differentiation 24
cyclin-dependent kinase
complementary DNA
Cycle threshold

disease control rate

duration of response

Magyar kifejezés
alfa-fetoprotein

karcinoma antigén 125 (masnéven

szénhidrat antigén 125)
differencidlodasi klaszter 24
ciklin dependens kinaz
komplementer DNS

kiiszob ciklus

a betegség kontroll aranya

valaszid6

International Federation of Gynecology Nemzetkozi Sziilész-Nogyogyasz

and Obstetrics
human chorio-gonadotropin

Human Epididymis Protein 4

HUGO Gene Nomenclature Committee

High-Grade Serous Ovarian Cancer

Low-Grade Serous Ovarian Cancer

microRNA

National Institute for Health and Care
Excellence

objective response rates
overall survival

poly ADP ribose polymerase

Szovetség

human korialis gonadotropin
human epididymis-fehérje 4
HUGO Gén Nevezéktani Bizottsag

magas-gradusu szerozus petefészek
tumor

alacsony-gradusu szerdzus petefészek
tumor

mikro RNS

Egyesiilt Kiralysag Nemezeti
Egészségiigyi és Ellatasi Intézete

objektiv valaszadasi ardnyok
teljes tulélés

poli-ADP rib6z polimeraz



PFI
PFS
pre-miRNS
pri-miRNS
RISC

ROC

ROMA

RT-PCR
SNP
TFI

UTR

platinum-free interval
progression free survival
precursor microRNA

primer microRNA
RNA-induced silencing complex

recurrent ovarian cancer

risk of ovarian malignancy algorithm

real-time polymerase chain reaction
single nucleotide polymorphism
treatment-free interval

Untranslated Region

platina mentes id6szak

progresszio mentes talélés
prekurzor mikroRNS

primer mikroRNS

RNS-indukalta csendesité komplex
visszatéro petefészek tumor

ovarium malignitas valoszinliségét leird
algoritmus

valds idejli polimeraz lancreakcid
egypontos nukleotid-polimorfizmus
kezelés-mentes iddszak

nem-transzlalodo régid



2 Bevezetés

Az elmult évtizedben, a jol szerkesztett kemoterapias sémak, illetve bioldgiai terapia,
fejlodo lehetdséget, illetve a hatasosan alkalmazott szupportacio kovetkeztében a petefészekrak
talélési adatai kedvezden javultak. Ennek ellenére a n6gyodgyaszati daganatos haladlokok kozott,
még mindig vezetd helyen szerepelnek az ovariumok rosszindulata tumorai.

A fej16d6 orszagokban a petefészekrak esetén a diagnozis legtobb esetben elérehaladott
stddiumban sziiletik. A megfelel allami és egyéni anyagi javak hianya, a nem kielégitd
hospitalizacid, miitétes korlatok, illetve otthoni szupportdcidé hidnya miatt, korszer(
kemoterapids protokollok, biologiai terapia relevans alkalmazasara nincs realis esély, ezért a
talélési adatok latvanyos javulasa nem észlelheté [Mulisya és mtsai., 2020]

A fejlett orszagokban a tobb vonalban kezelt, elérehaladott, visszatérd petefészekrak
(ROC; recurrent ovarian cancer) el6fordulasa a tulélési adatokat sajnos tovabbra is
kedvezétleniil befolyasolja. Ennek oka a tobb vonalban alkalmazott, draga és modern
gyogyszeres terapia, illetve tobbszords miitéti ellatas ellenére kitijuld betegség, mely kapcsan
ismét 01j kezelésekre van szilikség [ Lheureux és mtsai., 2019; Kuroki és Guntupalli 2020].

A fejlédo és fejlett vilagban egyarant tovabbra is nehézséget okoz a diagnozis késdi
megsziiletése mind a primer, mind a rekurrdlo petefészek daganat tekintetében. A miitéti és
gyogyszeres terapias lehetdségek alkalmazasat és eredményességét a petefészek daganatok
késoi stddiumban valo felfedezhetdsége alapvetden befolyasolja.

A diagnosztika eszkozei - tiinetek jelentkezése esetén - fizikalis vizsgalat, ultrahang képalkotas,
CT és MR képalkotas, valamint a nem nagy szenzitivitasu €s specificitasi Cancer Antigen 125
(CA125), és Human Epididymis Protein 4 (HE4) tumormarker vizsgalat jelenti.
Létjogosultsdga van tehat, jabb biomarkerek vizsgalatinak, majd alkalmazasdnak a
petefészekrak diagnosztikajaban. Napjainkban, mas orvosi tudomanyteriileten, egyéb szervi
daganatok vizsgalata kapcsan a mikroRNS-ek, exoszomak, jelatviteli fehérjék vizsgalata
bizonyult igéretesnek. A mas orszagokban, szakirodalmi adatokkal alatdmasztott modon
elinditott biomarker vizsgalatok ujragondolésa, 0j célkitlizésekkel hazai populacion torténd
tanulmanyokat inspirdlnak. A biomarker vizsgalatok a petefészek daganatos betegek
diagnosztikdjaban és a kezelésiikkel kapcsolatos kovetésben igéretesnek tlinnek, de tovabbi
vizsgalatok végzése nagyobb betegszam bevondsaval a jovoben mindenképpen sziikséges.
[Montagnana és mtsai., 2017; Querleu és mtsai., 2017; Sharma és mtsai., 2017; Staicu és mtsai.,
2020; Zhou és mtsai., 2020; Armstrong €és mtsai., 2022].



3 Irodalmi attekintés

3.1 Petefészek tumor

A nok korében a petefészekrak az egyik vezetd haldloknak szdmit, amely kdszonhetd a nem
specifikus tiineteknek, a kiilonb6zd rizikofaktoroknak, illetve a betegség hatterében 1évo
genetikai eltéréseknek is [Mulisya és mtsai.,, 2020]. Eléforduldsi gyakorisagat tekintve a
méhnyakat (cervix uteri) és méhtestet (corpus uteri) érinté tumorok utan a harmadik
leggyakrabban el6forduld ndgyodgyaszati daganat, illetve a ndk korében a nyolcadik
leggyakoribb daganatos megbetegedés [Bray és mtsai., 2018; Sung és mtsai., 2021]. A vilagon
a regisztralt 0j esetek szama az elmult években emelkedést mutatott, 2018-ban 295414, 2020-
ban 313959, mig Magyarorszagon 2018-ban 1469, illetve 2019-ben 1385 0j esetet regisztraltak
[Bray és mtsai., 2018, Sung és mtsai., 2021; Nemzeti Rakregiszter; https://onkol.hu/nemzeti-

rakreqiszter/; hozzaférés datuma: 2024. 01. 02.]. A magyarorszagi nemzeti rakregiszterben

talalhato eseteket tanulmanyozva szintén emelkedés figyelhetd meg, illetve a ndgydgyaszati
tumorok kozott a méhtest rosszindulatu elvaltozasai mutatjak a legmagasabb incidenciat, ezt
koveti a petefészek tumor, majd a méhnyakrak (1. dbra). A Nemzeti Rékregiszter adatait 2009-
2019 évek kozott elemezve azt talaltuk, hogy a petefészek tumor fiatal ldnyokat is érint, 0-4 év
kozott 6, 5-9 év kozott 7, illetve 10-14 év kozott 16 esetet regisztraltak Magyarorszdgon
[Nemzeti Rakregiszter]. A gyermekkori adnextumorok 10%-aban fordul el6 rosszindulatsag,

a nagy szazalékban joindulati rendellenességek mellett [Marginean és mtsai., 2019].
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1. &bra Magyarorszagon diagnosztizalt 0j, rosszindulati négyogyaszati tumoros betegek szama
2009 és 2019 kozott [Nemzeti Rakregiszter; https://onkol.hu/nemzeti-rakregiszter/]
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Vilagviszonylatban az ovarium tumor f6ldrajzi elhelyezkedését tekintve jelentds kiilonbségek
mutatkoznak, magas eléfordulasi ratat mutat a fejlettebb régiokban, tgymint Eszak-Azsiaban,
Indonéziaban, Eurdpaban (ideértve Magyarorszagot is), Eszak-Amerikaban és Kanadaban is,
viszont alacsony incidenciat lathatunk a fejlddé térségekben, ugymint az afrikai, dél-4zsiai és
néhany dél-amerikai orszagokban (2. abra) [Lheureux és mtsai., 2019; Globocan 2022:
http://gco.iarc.fr/today].

A mortalitas vilagviszonylatban 2018-ban 184799, mig 2020-ban 207252 esetet jelentett, habar
egy 2016-os tanulmany eldrevetitette a mortalitds csokkenését. 2020-ra az észak-eurdpai
orszagokban, illetve Europat tekintve csokkenést vartak 2022-re, koszonhetéen a
fogamzasgatlo tablettdk szedésének, a pontosabb ¢és uUjabb diagnosztikai és kezelési
lehetéségeknek [Bray és mtsai., 2018; Malvezzi és mtsai., 2016; Sung és mtsai., 2021;

Dalmartello és mtsai., 2022].

Age Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence, Females, in 2022
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2. dbra Vilagviszonylatban regisztralt betegadatok alapjan szamolt incidencia [Globocan 2022:
http://gco.iarc.fr/today, hozzaférés datuma: 2024.05.25.]
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3.1.1 A petefészek tumorok tipusai: j6 és rosszindulati tumorok

3.1.1.1 A joindulati petefészek tumorok

A petefészek tumor morfoldgiailag €s molekulérisan is heterogén daganatok koz¢ sorolhato,
Klinikai tlineteit tekintve is eltéréseket latunk a betegségen beliil.

A joindulatu ovarium tumorok kialakuldsa nincs életkorhoz kdotve, ritkan okoznak panaszt,
gyakran észrevétlenek, altalaban a menstruacié rendellenességei, diszkomfort érzés illetve
enyhe hasi fajdalom lehetnek a vezetd tiinetek, jelenlétiik megerGsitésére a transvaginalis
ultrahang hasznalatos, de jelenleg is folynak kutatdsok arra vonatkozolag, hogy folyadék
biopszias modszerek segitségével pontosabb diagnodzis kaphatd. A cisztak kiilonbozo altipusait
sorolhatjuk ebbe a csoportba, tobbek kozott a follikularis ciszta, bevérzett cisztadenoma, illetve
dermoid ciszta, amely gyakran malignus transzformécion megy keresztiil [Pavlik és mtsai.,

2013; Wang és mtsai., 2016; Mobeen €s Apostol, 2022].

3.1.1.2 Arosszindulati petefészek tumorok

A rosszindulatu petefészek daganatok tobbsége (tobb mint 90%-a) a ham (epitélialis) eredetli
daganatok kozé tartozik, a tovabbi csoportokat a csirasejtes-, illetve az ivarléc-sztroma eredetii
és Kis-sejtes tumorok alkotjak (kevesebb, mint 10%) (3.a abra).

A csirasejtes daganatok primer-csirasejt eredetliek, a rosszindulata petefészek tumorok 3-7%-
at alkotjak, feln6tt ndk esetében ritkan jelentkeznek és altaldban joindulatiak, viszont
gyermekeknél és serdiild ldnyoknal a daganatok t6bb mint 50%-a csirasejt eredetii. A csoporton
beliil megkiilonboztetliink éretlen teratomdkat, dysgerminomakat, endodermalis sinus
tumorokat, gonadoblastomakat, embrionalis karcindmakat, choriokarcinomaékat, illetve kevert
csirasejt eredetii tumorokat (3.a abra) [Chen és mtsai., 2003; Stewart ¢s mtsai., 2019].

Az ivarléc-sztrodmasejtes tumorok a rosszindulata petefészek daganatok kevesebb, mint 10%-
aban fordulnak el6. A csoporton beliil megkiilonboztetiink, tobbek kozott fibromat, granulosa-
sejtes tumort, theca-sejtes tumort, Leydig sejtes tumort, Sertoli-Leydig sejtes tumort,
gynandroblastomat, ill. szteroid sejtes tumort, mint alcsoportokat. Az utobbi hozzdjarul a
petefészek szteroid hormontermeléséhez, ezaltal magas Osztrogén szintet okoz, amely korai
pubertashoz, vérzési zavarokhoz, vagy az endometrium megvastagodasahoz vezethet (3.a dbra)
[Chen és mtsai., 2003; Horta és Cunha, 2015; Stewart és mtsai., 2019].

A kis-sejtes petefészek karcinomak (SCCO) ritkak (<1%) a petefészek tumorokon beliil, két

alcsoportjat kiilonboztetjiik meg, a pulmonaris-tipusu (kemoterapa-szenzitiv), illetve a
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hypercalcemia-tipusu (kemoterapa-rezisztens) SCCO-t, az utobbi esetben a SMARCA4 génen
bekovetkezett csirasejtes és szomatikus mutaciok allhatnak a hattérben (3.a dbra) [Oneda és

mtsai., 2020].

Csirasejtes daganatok Ivarléc-sztromasejtes daganatok
éretlen teratoma Fibroma '

dysgerminoma Granulosa-sejtes tumor
Endodermalis sinus tumor Theca.-sejt.es tumor
Choriocarcinoma Leydlg sejtgs tumor
Gonadoblastoma Szteroid sejtes tumor

Embrionalis cc Sertoli-Leydig sejtes tumor
Choriocc Gynandroblastoma

Kevert csirasejt eredetii tumorok

Kis-sejtes ovarium karcinoma (SCCO)
SCCO — hypercalcemia-tipusu
SCCO — pulmonaris-tipust

Epitelialis petefészek tumor
Magas-gradusu szerozus karcindma
Alacsony-gradusu szerozus karcinoma
Vilagos-sejtes karcindoma
Endometrioid

Mucinbzus

3.a abra A rosszindulati petefészek tumorok csoportositasa (az abra a Biorender alkalmazas
segitségével késziilt) [Chen és mtsai., 2003; Horta és Cunha, 2015; Stewart és mtsai., 2019;
Oneda és mtsai., 2020]

3.1.1.3 Az epitélidalis rosszindulatiu petefészek tumorok

A ham eredetli tumorokat a WT1-pS3-NAPSA-PR markerek immunhisztokémiai vizsgéalata
alapjan lehet konnyebben osztalyozni (3.b dbra) [Kobel és Kang, 2022]. A ham eredetli tumorok
kb. 70%-a szerdzus eredetii, amelyek két alcsoportba oszthatok: alacsony-gradust (kevesebb,
mint 5%) szerozus daganatok, illetve (70% koriil) a magas-gradusu szerdézus daganatok
(HGSOC; high grade serosus ovarian cancer) [Chen és mtsai., 2003; Walker és mtsai., 2015;
Rojas és mtsai., 2016; Reid és mtsai., 2017]. Az alacsony-gradusu szerdzus tumorok, altalaban
J6 progndzissal rendelkeznek, atlagban az 55 év koriili ndket érintik, az alcsoport hatterében a
BRAF/KRAS/NRAS, ERBB2, PIK3CA, FFAR1, USP9X, illetve az EIF1AX géneken
bekovetkezett mutaciok allhatnak (3.b 4dbra) [Kurman és Shih, 2016; Rojas és mtsai., 2016;
Kobel ¢és Kang, 2022]. A magas-gradusu szerdzus tumorok, rossz prognozissal birnak,
agresszivak, erésen proliferativak és nagyon sok (kb. 90%) esetben fatalis kimeneteliiek, a 65
évnél id6sebb noket érint, és a TP53 és a BRCA géneken bekdvetkezett mutaciok allnak a
hatterében (3.b dbra) [Rojas €s mtsai., 2016; Kurman és Shih, 2016; Stewart és mtsai., 2019;
Kobel és Kang, 2022]. A ham-eredetii, de nem-szerdzus daganatok csoportjat 3 csoportba

soroljuk a vildgos-sejtes tumorok (kb. 10%), a mucindzus (kevesebb, mint 5%), illetve az
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endometrioid tumorok (kb. 10%) [K&bel és Kang, 2022]. A vilagos sejtes daganatok esetében
az endometriozis, illetve a kés6i menopauza hozzajarulhat a kialakuldsukhoz, ez a daganattipus
altalaban 50-70 év kozotti noket érinti, kevésbé rossz prognodzissal rendelkezik. A PIK3CA,
ARID1A, ARID1B, SMARCA4, ERBB2, AKT2, PTEN, KRAS, PPP2R1A, TP53 géneken ¢és
TERT promoteren bekovetkezett mutacio, MET gén amplifikacio allhat a kialakulasa hatterében
(3.b abra) [Kdbel és Kang, 2022]. A mucindzus daganat tipus 40 évnél idésebb ndket érint,
rizikotényezOként a dohdnyzas hozzajarulhat a kialakulasdhoz, de altalaban jo prognozissal
rendelkeznek, KRAS, TP53, PIK3CA/PTEN, ARID1A, BRAF, CTNNB1/APC génmutacio és
HER amplifikaci6 okozhatja a kialakuldsukat (3.b abra) [Kobel és Kang, 2022]. Az
endometrioid tumorok endometrium-eredetiick, a 40-70 év korili néket érintik, akiknél a
herediter emld és petefészekrak (HBOC; Hereditary breast-ovarian cancer) szindroma,
menopauzaban alkalmazott hormon terapia, endometriozis, késéi menopauza, mint
rizikdfaktorok jarulnak hozza a kialakulasukhoz, kedvezd progndzissal rendelkeznek, és
genetikai okként az ARID1A, CTNNB1, KRAS/BRAF, PIK3CA ¢s TP53 géneken bekovetkezett

mutaciok allhatnak (3.b dbra) [Kobel és Kang, 2022].

[ Magas- vagy alacsony-gradusi szerézus ]
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hormon terdpia hormon terdpia,
endometriozs, késol
menopauza
=03 év Atlagbm 35 év keril Eletkor 50-70 év <40 év 40-70 év
TP)3 és BRCA mutdcick BRAF/KRAS/NRAS, ERBBZ, | Genetikai hattér, eltérések | PIK3C4, ARIDI4, ARIDIB, | KRAS, TP33, ARIDIA4, CTNNBI,
PI3KCA, FEARI, USPOX, SMARCA4, ERBB2, AKT2, | PIK3CA/PTEN, ARIDI4, KRAS/BRAF, PIK3CA &
EIFIAX PTEN, KRAS, PPP2RIA, BRAF, CTNNBI/APC, és IP33
TP33 és TERT promoter,; HER amplifikacié
MET gén amplifikacio
Rossz Kéztes Prognézis Kaztes Jo Kedvezd
PARPinhibitors MEK1/2 inhibitorok Kezelés Tirozin kindz inhibitorok Trastuzumab mTOR inhibitorok

3.b abra Az epitelialis rosszindulati petefészek tumorok osztalyozasa [Chen és mtsai., 2003;
Tan és mtsai., 2008; Watson és mtsai., 2008; Horta és Cunha, 2015; Toss és mtsai., 2015;
Walker ¢és mtsai., 2015; Kurman és mtsai., 2016, Rojas és mtsai., 2016; Reid és mtsai., 2017,
Stewart és mtsai., 2019; Kobel és Kang, 2022].
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3.1.2 A petefészek tumorok kialakulasanak genetikai hattere

A betegség genetikai hattere rendkiviil heterogén, tehat kialakuldsanak hatterében szamos
génen bekdvetkezett genetikai eltérés allhat, bar az esetek tobbségében nem lehet pontosan
beazonositani ezeket, illetve kiterjedt genetikai kiillonbozdség lathaté az egyes altipusokon
beliil is [Toss és mtsai., 2015]. Az 6roklott hajlamot petefészek tumorra 65-85%-ban a BRCAL
¢s BRCA2 tumorszupresszor gének csirasejt mutacioi okozzak. A BRCA1 mutacidohordozok
koziil az emldrak becsiilt életre sz016 kockazata 40-85%, a petefészekrak életre sz616 kockazata
pedig 25-65% [Tan és mtsai., 2008; Toss és mtsai., 2015]. Ezen kiviil egyéb tumorszupresszor
génen bekovetkezett mutacid is hozzdjarulhat az 6roklott hajlam kialakuldsdhoz, Ggymint a
TPS3, illetve a DNS hibajavitd (mismatch repair, MMR) enzimek génjein bekovetkezett
eltérések, ide sorolhato az MSH2 és az MLH1 gén, amelyeken, ha mutaci6 talalhato a petefészek
tumorok kialakulasanak kockazata 6-10%-ra tehetd [Watson és mtsai., 2008; Toss és mtsai.,
2015]. A TP53 génen bekdvetkezett mutaciok a Li-Fraumeni szindromaval, illetve az MMR
géneken talalhato eltérések a Lynch szindroméval allnak kapcsolatban, utobbi esetben az
eléforduld petefészek tumorok altalaban endometrioid és vildgos sejtes daganatok [Chui és

mtsai., 2013, Ditchi és mtsai., 2019].

3.1.3 A rosszindulati petefészek daganatok diagnosztikaja és kezelése

Petefészekrak esetén a magas mortalitas a nem-specifikus, illetve késon jelentkezd tiineteknek
koszonhetd (pl. alhasi fajdalom, puffadas, telitettség érzet, gyakori vizelés, derékfajdalom).
A petefészekrdk nem keriil idében felismerésre. Az iddben elkezdett kezelés esélye igy
csokken, illetve a kés6i stadiumban felismert petefészek tumor gyakran ad metasztazist, ezaltal
1s csOkken a tlélés esélye [Bankhead €s mtsai., 2008; Lengyel, 2010; Siegel és mtsai., 2021].
A tiinetek alapjan gyakran 0sszetéveszthetd gastrointestinalis betegséggel, ezért sokszor nem
keriilnek a megfeleld korhazi osztalyra a betegek. Az atfogobb anamnézis felvételnek és
diagnosztikai modszereknek kdszonhetden napjainkban a betegség nagy részben felismerésre
keriil, bar az esetek 50%-aban altalaban csak eldrehaladott stddiumban [Bankhead és mtsai.,

2008; Siegel €és mtsai., 2021].

A szokasos rutin diagnosztikai eljardsok kozé tartozik az ultrahang (UH), foként a
transvaginalis ultrahang (TVS) vizsgalat és a komputer tomografia (CT), bar a tumor
benignitasat vagy malignitasat nem lehet biztonsaggal meghatarozni ezekkel a modszerekkel.

Ha felmeriil a tumor rosszindulatisaga, a kezelési terv kidolgozasadhoz sziikséges a stadium
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pontos meghatarozasa, amelyet a feltaro - explorativ laparotémia, illetve szovettani mintavétel
¢s feldolgozas tesz pontossa. A CA-125 szérum biomarker emelkedett koncentracioja alkalmas
a petefészek tumor jelenlétének kimutatasara. Magyarorszagon, ha felmeriil a petefészek tumor
illetve UH és CT vizsgalatot is végziink. Nincs egységes nemzetkdzi utmutatd/ajanlas a
petefészek tumor diagnosztikdjara, pl. az Egyesiilt Kirdlysagban a National Institute for Health
and Care Excellence (NICE) a CA-125 tesztelését javasolja, majd a transzvaginalis ultrahangot,
ha a CA-125 értéke eléri, illetve meghaladja a 35 U/ml koncentraciét [Montagnana és mtsai.,
2017; NICE guideline CG122 2017; Querleu és mtsai., 2017; Armstrong és mtsai., 2022]. A
MUC16 gén kodolja a CA-125-t, egy mucin-tipustu transzmembran-glikoproteint, amely a
tumorsejtek membranjanak felszinén taldlhatdo meg, igy az egyik leggyakrabban alkalmazott
szérum biomarker pl. a petefészek daganat kimutatdsdban, habar nemcsak az ovarium
karcinomakra specifikus, emelkedett szintjét irtdk le endometridzis, gyulladasos
megbetegedések, illetve egyéb rosszindulatu tumorok, tobbek kozott cervix-, emld-, tiido-,
hasnyalmirigy-, vastagbél-, illetve gyomorrédk esetén is [Tuxen 2001; Johnson és mtsai., 2008;
Sharma és mtsai., 2017]. A CA-125 a gyulladasos sejtek feliiletén is megtalalhato, ezért magas
¢és lupusban is [Szekanecz és mtsai., 2007]. A WFDC2 gén kdédolja a Human Epidydimis 4
(HE4) fehérjét, amely magasabb szenzitivitast és specificitast mutat, mint a CA-125, de a HE4
marker sem specifikus a petefészek tumorra. Emelkedett szintjét petefészek karcinomakban
mar 1999-ben leirtak, de petevezeték-, endometrium-, és tiid6 rosszindulati daganatai esetén,
illetve néhany egyéb joindulati megbetegedés esetén is leirdsra keriilt [Schummer és mtsai.,

1999; Montagnana ¢és mtsai., 2011; Karlsen és mtsai., 2014; Zeng és mtsai., 2016].

Egyéb tumormarkereket is alkalmaznak fiatalabb betegeknél a csirasejtes daganatok kizarasara
kismedencei térfoglalas vagy gyanus petefészek elvaltozas esetén, példaul ilyen a humén
gonadotropin (hCG) és az alfa-fetoprotein (AFP) [Nakakuma és mtsai., 1983; Ataikiru és
mtsai., 2021].

A petefészek tumor kezelése komplex feladat, melyhez a stddiumok meghatdrozasa
elengedhetetlen. A petefészek tumorok TNM statuszanak és stadiumanak aktualis FIGO

szerinti osztalyozasat az 1. tablazat szemlélteti [Prat és mtsai., 2014; Shannon és mtsai., 2021].
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1. tablazat A petefészek daganat TNM rendszerben torténd elhelyezése a FIGO aktualis

stadium beosztasaval szinkronizalva

STADIUM | Tumor FIGO | A TUMOR KITERJEDESE
Nyirokcsomo
Metastasis
TX Primer tumor kiterjedése nem megallapithato
TO Primer tumor nincs jelen
l. T1 (NO MO) Tumor csak a petefészekben
T la 1A Csak egyoldali petefészekben, tokon beliil, negativ hastiri
mosdfolyadék
T1b 1B Mindkét petefészekben, tokon beliil, negativ hastiri
mosodfolyadék
T1c IC Egy- vagy kétoldali petefészekben lasd alabb
Ticl IC1 sebészi beavatkozas soran felszin sériil
T1lc?2 1C2 mitét elott a tok megreped, vagy a tumor eléri a felszint
T1c3 1C3 malignus sejtek a hasiiri folyadékban/ mosofolyadékban
Il. T2 (NO MO) Egy- vagy kétoldali petefészekben medencei terjedéssel a
linea terminalisig VAGY primer hashartyarak
T 2a ImA Daganatos terjedés és/vagy implantacié a méhen és/vagy a
petevezetékeken
T2b 1B Daganatos terjedés mas kismedencei intraperitonealis
szovetekre
1. Egy- vagy kétoldali petefészekben citologiailag vagy
szovettanilag igazolt hashartyara vald terjedéssel a medencén
kiviill és/vagy retroperitonedlis tumoros nyirokcsomo
érintettség
1A
T1/T2 (N1 I A1l | csak pozitiv retroperitonealis nyirokcsomok citologiailag,
MO) vagy szdvettanilag igazolva
TL/T2 (Nla | lll Ali | metastaticus nyirokcsomé nagysaga 10mm, vagy annal kisebb
MO)
TUT2(N1b | Il A1l | metastaticus nyirokcsomé nagysaga nagyobb, mint 10 mm
MO) ii
T3a2 (NO- Il A2 | mikroszképikus kismedencén kiviili hashartya érintettség
N1 MO) pozitiv retroperitonealis nyirokcsomodkkal, vagy azok nélkiil
T3b (NO- |1lIB Makroszkopikus hashartya érintettség a kismedencén tul,
N1 MO) amely nem nagyobb 2cm-nél; pozitiv retroperitonealis
nyirokcsomokkal, vagy azok nélkiil
T3c (NO- [IlIC Makroszkopikus hashéartya érintettség a kismedencén tul,
N1 MO) amely nagyobb  2cm-nél;  pozitiv  retroperitonealis
nyirokcsomokkal, vagy azok nélkiil; (ide tartozik a maj és a
1ép felszini érintettsége is, ha parenchymas érintettség nem
igazolhato)
(\VA Barmely T Tavoli attétek hashartya érintettség nélkiil
bamely N
M1
Barmely T VA Mellhartya érintettség, mellkasi folyadék citologiailag
bamely N igazolva
M1la
Béarmely T IVB Parenchymas attétek hasiiri szervekben; €s a hastiregen kiviili
bamely N szervi attétek (ide tartoznak az inguinalis nyirokcsomo
M1b metastasisok, és egyéb nyirokcsomo metastasisok a hasiiregen

kiviil
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Mitét sordan a hasiireg median laparotomiabdl megnyitasra keriil, petefészekrak esetén a
rosszindulati daganat diagnozisa és a stadium megallapitasa érdekében. El6rehaladott staidium
esetén, a tumor minél maradéktalanabb eltavolitdsa a cél [Querleu és mtsai., 2017]. Korai
stadium esetén - amikor nem mutatkozik és nem tapinthatdé makroszkopos attét a kismedencén
kiviil, akkor a pontosabb stadium-meghatarozashoz ascites (hastiri folyadék), ennek hianyaban
mosoéfolyadék keriil feldolgozasra. Egyébként a mitét 1ényege a cseplesz eltavolitasa;
nyirokcsomok eltavolitasa a kismedencei €s nagy hasi erek mentén; makroszkoépos daganatok
eltavolitasa; egészséges hashartya felszinérdl valdé mintavétel; kétoldali méhfiiggelék és méh
teljes eltavolitasa - a daganat eltavolitasa és a staging érdekében [Berek és mitsai., 2015].
Elérehaladott stadiumban a kezelési stratégia részeként a citoreduktiv mutéti eljarads soran
(primer debulking miitét, PDS) teljes daganat eltavolitds a cél, amely soran reziduum nem
marad vissza, ellenben ha maradna, cs6kkentené a betegek tulélését [Bristow ¢és mtsai., 2002;
Querleu és mtsai., 2017]. Amennyiben a beteg allapota miatt a citoreduktiv miitét nem
végezhetd el, akkor neoadjuvans kemoterapias készitmények adasa javasolt, majd a beteg
tumorstatusanak kedvez6bbé valasa esetén lehetdség szerinti teljes tumorreducios miitétet
elvégzése (intervallum debulking miitét, IDS) [Querleu és mtsai., 2017]. Korai stddium esetén
(FIGO 1) adjuvans kezelés nem minden esetben javasolt, viszont FIGO I HGSOC esetén a
betegek 3-6 ciklusban platina bazisu adjuvans kezelést (paclitaxel és carboplatin kombinacio)
kapnak, amelyet FIGO II staddiumu betegeknél is alkalmaznak a szdvettani altipustol és
gradustol fiiggetlentil 6 cikluson keresztiil haromhetente [ Armstrong és mtsai., 2022]. Jelenlegi
ajanlasok alapjan kombinalt platina bazist kezelés javasolt 6 cikluson keresztiil elérehaladott
stadiumoknal (FIGO III és IV), amely magaba foglal egy platina komponenst (carboplatin, vagy
cisplatin) és egy taxdn szadrmazékot (paclitaxel, vagy docetaxel), ez az -elsddleges
kemoterapeutikum ajanlas epitelidlis ovarium karcindémakban [Vasey és mtsai., 1999; Vasey és

mtsai., 2001; Bookman és mtsai., 2009; ESGO - NCCN Guidelines, 2024].

A petefészek tumorok pontos és hatékony kezelésé¢hez nemcsak a stddiumok meghatdrozéasa
fontos, hanem a hatterében 1évé genetikai eltérések feltérképezése is. A magas-gradusu
szerdzus ovarium tumorok hatterében a BRCAL és BRCA2 mutaciok allhatnak, kezelésként a
poli-ADP-rib6éz polimeraz (PARP)-inhibitorokat (pl. Olaparib, Niraparib, Veliparib)
alkalmaznak, amelyek jelentds progresszio-mentes tulélést (PFS; Progression Free Survival)
nyUjtanak a betegek szdmara a platina-bazisu kezelést kovetden, azaltal, hogy a BRCA mutaciok
kovetkeztében a DNS javitd mechanizmuséaban sériilt sejtek halalat okozza [Coleman és mtsai.,

2015; Mirza és mtsai., 2016; Gonzalez-Martin és mtsai., 2019]. Klinikai vizsgélatok alapjan
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igéretesnek bizonyul a TP53 mutécidkat célzo terdpia, tgymint az AZD1775, amely felerdsiti
a carboplatin hatékonysagat, illetve nutlin-3a, amely gatolja a MDM2-t, igy a P53
expressziojanak emelkedését valtja ki [Leijen és mtsai., 2016; Ray-Coquard €s mtsai., 2012].
Alacsony-gradusti szerdzus ovarium tumorok kezelésében hatasosnak bizonyul a MEK

inhibitorok alkalmazasa [Gershenson és mtsai., 2020].

3.2 Folyadék alapu biopszia

A hagyomdnyos biopszia egy olyan invaziv eljards, amely sordn meghatarozhatjuk a koéros
sejtburjanzas benignus (j6)- vagy malignus (rossz) voltat, bar ez veszélyekkel jarhat a betegre
nézve. Ezzel szemben a folyadék alapu biopszia szamos elonnyel rendelkezik: kevésbé invaziv,
a mintavétel egyszerii és ismételhetd. A folyadék alapt biopsziaval nyert molekuldk, tumor
sejtek, extracelluldris vezikuldk (apoptotikus testek, mikrovezikuldk és exoszomak), tumorbol
szarmaz6 metabolitok, fehérjék és szabad-nukleinsavak (sejtmentes — ,,cell-free” — DNS, és
RNS) fontos biomarkerek lehetnek a tumorok vizsgalatdban [Zhou és mitsai., 2020]. Ezen

molekulak kutatdsa nagyban hozzajarulhat a tumorok kés6bbi diagnosztikajahoz.

3.3 A mikroRNS-ek

A kutatasok néhany éve nagy érdeklédéssel fordultak a mikroRNS-ek ( miRNS-ek) iranyaba,

mert szamos betegség, koztiik a tumorok kialakuldséban is nagy jelentéséggel birnak.

3.3.1 A mikroRNS-ek 4ltalanos karakterizaldsa és biogenezise

A mikroRNS-ek kis (19-22 nukleotid), egyszalu, nem-kodold RNS-ek, amelyeket endogén
gének kodolnak. Az els6 leirasuk 6ta szamos human mikroRNS-t azonositottak, amelyeknek
szerepiik lehet kiilonb6z6 biologiai  folyamatokban, tobbek kozott a  sejtek
differencidloddsdban,  metabolizmusdban, immunvalasz  kialakitdsdban,  gyulladasi
folyamatokban, és a human gének 60%-anak poszt-transzkripciondlis szabalyozasaban [Lee és
mtsai., 1993; Lengyel, 2010; Contreras és Rao, 2012; Di Leva és mtsai., 2014; Hayes és mtsai.,
2014]. Tobb ezer mikroRNS-t azonositottak és jellemeztek, amelyek online adatbazisokban

elérhetéek, ilyen tobbek kozott a miRbase adatbazis is  (www.mirbase.org).

A miRNS géneket elhelyezkedésiiket tekintve harom f6 csoportra lehet osztani, intergénikus,
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intronikus és exonikus [Cai és mtsai., 2004; Rodriguez és mtsai., 2004].

A mikroRNS-ek biogenezise tobb 1épéses konzervalt processzald folyamatok (kanonikus és
nem-kanonikus vagy alternativ utvonal) sordn valosul meg, €s a végén egyszalu érett miRNS
keletkezik. A mikroRNS-ket kodolo géneket az RNS polimeraz II, néhany esetben az RNS
polimeraz III irja at hajtiiszeri pri-miRNS-ekké (els6dlegesen atirt miRNS), amelyeken
megtalalhaté az 5’ sapka és 3’ poli-A farok, illetve még tartalmazhatnak intronokat [Lee és
mtsai., 2004; Borchert és mtsai., 2006].

A kanonikus utvonalon a pri-miRNS hasitasait a DROSHA enzimkomplex végzi, a hasitasi hely
kijeloléséhez a DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR 8) komplex jarul hozza (4. abra)
[Cai és mtsai., 2004; O'Brien és mtsai., 2018]. A 3’ végen egyszali pre-miRNS jon 1étre (4.
abra) [Lee Y és mtsai., 2002; Lee Y ¢és mtsai., 2003; Gregory és mtsai., 2004; Han és mtsai.,
2006]. A sejtmagbdl a citoplazmaba egy kb. 22 nukleotid hosszusagu, kettdsszali duplex
szerkezetli miRNS keriil az exportin csalad fehérjéi segitségével, ezt kovetden a DICER enzim
hasitja. A kett6s szalu kis RNS elébb az Argonaute (AGO) fehérjecsaladba, majd az RNS-
indukalta csendesité komplexbe (RISC; RNA-induced silencing complex) épiil be, ahol bontas
utan egyszali miRNS képzddik (4. dbra) [Hutvagner és mtsai., 2001; Khvorova és mtsai., 2003;
Liu és mtsai., 2004; Ha ¢és Kim, 2014]. A mikroRNS-ek kozt megkiilonboztetiink Sp- €s 3p-
szélat, a pre-mikroRNS hajtli 5’-végébdl képzddik az Sp-szal, mig a 3’-végeébdl a 3p-szal
[O'Brien és mtsai., 2018]. Amint a mikroRNS-ek beépiiltek a RISC komplexbe, kifejtik a

crer

crcr

(nagymeértékli komplementaritds esetén), illetve a transzlacio gatlasaban is (alacsony mertéki
komplementaritas esetén) [Lai, 2002; Lewis és mtsai., 2003]. A mikro RNS-ek, mRNS-ek, és
nem koédoldé RNS-ek szabalyozasi hdlozatot hoznak 1étre [Hansen és mtsai., 2013; Ramon Y
Cajal és mtsai., 2019; Zhang és mtsai., 2019].

A nem-kanonikus vagy alternativ itvonalak a kanonikus utvonalban szerepet jatszo fehérjék
kombinacioit hasznaljak. A mirtronok, illetve a (m7G)-sapkaval rendelkezé pre-miRNS-ek
esetén DROSHA-DGCRS hasitas kimarad, tovabbi 1épések a kanonikus uttal egyeznek meg, a
DICER-en keresztiil és nem AGO fehérjecsaladdal épiilnek be a miRISC komplexbe (4. abra)
[Xie és mtsai., 2013]. A rovid hajtli RNS (shRNS; short hairpin) transzkriptumok DROSHA -
DGCRS hasitas utan az AGO2 segitségével valnak éretté, nem DICER-en keresztiil. Ezt
kovetden épiilnek be a RISC komplexbe, ¢és igy jarulnak hozza a RNS interferencia

kialakuldsédhoz (4. abra) [Paddison és mtsai., 2002; Yang és mtsai., 2010].
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4. abra A mikro RNS-ek biogenezise

A kanonikus ¢€s alternativ itvonalon miRNS tartalmt, miRISC komplex jon létre, a mRNS-
ekhez kotddik mRNS degradaciot és transzlacios gatlast eldidézve.

Az abra a Biorender szoftver segitségével késziilt, a hivatkozott forrdsok abrai és adatai alapjan
modositva [Hutvagner és mtsai., 2001; Lai, 2002; Paddison ¢és mtsai., 2002; Lee Y és mtsai.,
2002 és 2003; Khvorova és mtsai., 2003; Lewis és mtsai., 2003; Yi és mtsai., 2003; Gregory ¢€s
mtsai., 2004; Lee és mtsai., 2004; Liu és mtsai., 2004; Behm-Ansmant és mtsai., 2006; Borchert
¢és mtsai., 2006; Han és mtsai., 2006; Yang és mtsai., 2010; Braun és mtsai., 2012, Ladewig ¢€s
mtsai., 2012; Xie és mtsai., 2013; Ha ¢és Kim, 2014; Inada és Makino, 2014; Shirai és mtsai.,
2014.; Jonas ¢és Izaurralde 2015; O'Brien és mtsai, 2018].
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3.3.2 A mikroRNS-ek eltérd expresszidjanak szerepe a tumorok kialakulasaban

A mikroRNS-¢k kifejez6désében bekovetkezé kvantitativ és kvalitativ valtozasok betegségek,
koztiik a tumorok kialakuldsahoz vezethetnek, amelynek hatterében, a genomban fellelhetd
(kromoszéma) atrendezddések, mutacidk, epigenetikai modosuldsok, és kopiaszam eltérések
allhatnak [Calin és mtsai., 2004; Merritt és mtsai., 2008; Fabbri és mtsai., 2013].

Szamos mikroRNS esetén irtdk le, hogy onkogénként, illetve tumorszupresszorként is
funkcionalhat [Esquela-Kerscher és Slack, 2006; Bartels és Tsongalis, 2008].

Calin és munkatarsai becslései szerint a human miRNS gének tobb mint 50%-a tumorok
kialakulasaval 0Osszefiiggésbe hozhaté genomi régiokban, vagy mutaciok keletkezésére
hajlamosabb helyeken, ugynevezett ,,torékeny” régiokban helyezkednek el, igy fontos szerepet
tulajdonitanak a mikroRNS-eknek a tumorok kialakulasanak patogenezisében [Calin és mtsai.,
2004].

A biogenezisiikben bekovetkezd hiba (Drosha és Dicer enzimek lecsokkent szintje) az érett
mikroRNS-ek alulmiikodéséhez vezet petefészekrakos betegek esetén. Erre példa a miR-34
csaladd, melyet kozvetleniil transzaktivalja a p53 tumorszuppresszor, amely gyakran mutaciot
mutat humén epitelialis petefészekrakban (EOC). A p53 mutacidja kovetkeztében miR-34
expresszidja csokken az EOC-ban, a hianyzé miR-34 expresszio eldsegiti a sejtproliferaciot és
(SNP). Amennyiben az SNP a miRNS-ket kodol6 gének szekvenciajan talalhato, megvaltozott
MIRNS expressziot eredményez, illetve befolyasolja a célmolekulahoz kotédés specificitasat és
affinitasat, ezéltal a betegségre vald hajlam kialakitasat [Corney €s mtsai., 2010; Li és mtsai.,
2020].

A mikroRNS-k génjeiben, illetve a miRNS célgéneken talalhato SNP-k megvaltoztathatjak a
miRNS expresszios szintjét, ezaltal befolyasolhatjak a tumorok kialakulasanak kockazatat
[Mullany és mtsai., 2015].

Egy 2004-es tanulmany Osszefoglalta az egynukleotidos polimorfizmusok szerepét,
elérevetitve az alkalmazhatésaguk eldnyeit és limitacidit, a tumorok kialakulasanak
fogékonysaga, a prognézis és a kezelésre adott valasz tekintetében [Erichsen és Chanock,
2004]. Az eltelt évek alatt szamos tanulmanyt tettek koz¢ genetikai eltérések vizsgalatarol
kiilonboz6 betegségekben és eltérd populacidkban, tobb SNP esetén szamoltak be a petefészek
tumor kialakuldsadnak kockdzatardl. A megjelent meta-analizis vizsgalat 92 SNP, 63 gén ¢€s a
petefészek tumor kialakuldsdra vald hajlam Osszefliggéseit tanulméanyozta. A felallitott

kritériumok ¢és az alkalmazott modszerek alapjan 6t SNP (Fokl rs2228570, miR-146a
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rs2910164, ST3GAL3 rs37460, SRD5A2 rs523349, and ERCC1 rs11615) esetében taladltak
jelentésebb kapcsolatot a petefészek tumorral kapcsolatban, az egyik az altalunk is vizsgalt

SNP (miR-146a rs2910164) [Hu és mtsai., 2023].

3.3.3 A miR-146

A miR-146 mikroRNS génjei a genomban kiilonb6z6 helyeken talalhatéak: a miR-146a (5.
abra) az 5-06s kromoszoman (5q33.3) és a miR-146b a 10-es kromoszéman (10q24.32)
helyezkedik el, a két érett 22-nukleotidos mikroRNS szekvencidja kozott 2 nukleotid a
kiilonbség, illetve kiillonbdz6 RNS érési folyamaton megy keresztiil: a miR-146a a pre-miRNA-
b6l és a MiR-146b mRNS intronbdl keletkezik [Jazdzewski és mtsai., 2008; Testa és mtsai.,
2017]. A miR-146 mikroRNS-nek olyan molekulak a célpontjai (pl. Interleukin-1 receptorhoz
kapcsolodo kinaz 1, Interleukin-1 receptor-associated kinase 1, IRAK1 és TNF receptorhoz
kapcsolodo faktor, TNF receptor associated factor 6, TRAF6), amelynek szerepe van a
gyulladasos folyamatokban és a velesziiletett immunitasban [Taganov és mtsai., 2006]. Shen
¢s munkatarsai a miR-146 szerepére hivtak fel a figyelmet a petefészekrak kialakuldsdban. Az
rs2910164 azonosité szamu egynukleotidos polimorfizmus esetén egy guanin (G) — citozin (C)
csere torténik, ami azt jelenti, hogy a G:U bazispar C:G mismatch-re cserélddik a pre-miR-146
mag szekvencidjaban [Shen és mtsai.,, 2008]. A csere kovetkeztében a miR-146a szintje
lecsokken, ezt kovetden a célmolekulak kifejez0désének mértéke emelkedik [Jazdzewski és

mtsai., 2008].

3.34 A miR-196

A miR-196 csaladhoz harom mikroRNS tartozik, amelyek kiilonb6z6 kromoszomalis
régiokban helyezkednek el, a miR-196al a 17-es (17921.32), a miR-196a2 (5. abra) a 12-es
(12q13.13) és a miR-196b a 7-es kromoszoman (7p15.2); illetve a gerincesek genomjaban a
homeobox (HOX) klaszterek régioiban talalhat6 [ Tanzer és mtsai., 2005; Chen és mtsai., 2011].
Az érett miR-196a és a miR-196b kozott egy nukleotid kiilonbség van, de mindkettonek
ugyanaz a mag szekvencidja [Lu és mtsai.,, 2016]. A miR-196 csaldad onkogén vagy
tumorszupresszor szerepét szdmos kézirat emliti, tobbek kozott upregulalodik négydgyaszati
tumorokban (cervikélis és petefészek), illetve downregulalodik mellrdkban, ezenkiviil
kiilonboz6 egyéb tumoroknal is vizsgaltak szerepét, melynek Osszefoglalasaként egy nemrég

megjelent kozlemény szolgél [Pourdavoud és mtsai., 2020].
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3.3.5 A miR-193

A miR-193 csaladnak két tagja van, az ’a’ és ’b’ varians, a miR-193a a 17-e¢s kromoszéman
(17911.2), amiR-193b (5. abra) a 16-os kromoszoéman (16p13.12) helyezkedik el. A prekurzor-
miR-193a kb. 70 nukleotid hosszusagl és két érett mikroRNS-sé hasitodik: miR-193a-3p
(dominans vagy vezeto szal) és miR-193a-5p (utas szal), az el6zdekben ismertetett folyamathoz
hasonldan torténik a miR-193b esetén. A miR-193 lassithatja a proliferaciot és a sejtciklus
szabalyozasat normal sejtekben, illetve a miR-193 tumorszuppresszor funkcidja daganatokban
IS megtalalhaté [Grossi és mitsai., 2017]. Mindkét varidnsa specifikus géncélpontokhoz
kapcsolodnak, ezaltal up- vagy downregulalva azokat, igy hozzajarulnak a tumoros sejtek
proliferacigjdhoz, invazidjdhoz, migraciojahoz és metasztdzisok kialakuldsdhoz kiilonbozd
rakos megbetegedések esetén [Khordadmehr és mtsai., 2019]. Petefészekrakban alacsonyan
expresszalodik, viszont a magas miR-193b expresszid a petefészekrakos sejtekben a
sejtproliferaciot gatolhatja és beindithatja az apoptozist, amely felveti a terapidban vald

alkalmazhatdsagat [Nakano és mtsai., 2013; Li és mtsai., 2015].

Cytogenetic band: 5933.3 by HGNC 5g33.3 by Entrez Gene 5q33.3 by Ensembl
MIR146A Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to GenelLoc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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5. abra A miR-146a, a miR-196a és a miR-193b mikroRNS kromoszomalis lokalizacidja
[Genecards, hozzaférés datuma: 2023.10.01.]

34 CD24

A CD24-t el6szor 1978-ban irtdk le, mint hd-stabil antigént, majd az 1990-es évek elején

azonositottdk a human CD24 gént, illetve a kromoszomadlis elhelyezkedését a 6-0s

23



kromoszoéman (6q21) (6. abra) [Springer és mtsai., 1978; Kay és mtsai., 1991; Hough és mtsai.,
1994; Genecards hozzaférés datuma: 2023.10.01.].

Az mRNS 31-34 aminosavat, a szignalszekvencia eltavolitasa és a C-terminalis régio GPI-
horgony altali helyettesitd kapcsolodasa utan egy kis molekulatomegii core proteint koédol,
amely szerin és treonin oldallancokkal rendelkezd, N- és O- glikozilalt, mucinhoz hasonl6
fehérje. Mivel a glikozilacid szintje valtozo, a komplex mérete eltéro lehet, amely szovetekbol
izolalva 20-70 kDa kozott lehet. A fehérjére glikozil-foszfatidil-inozit-horgony keriil
poszttranszlaciésan az endoplazmatikus régioban (ER), majd a horgony segitségével
kapcsolodik a sejtfelszinhez [Kay és mtsai., 1990; és 1991].

A lipid horgony és a fehérje alrészek egyiittes jelenléte egyedi szallitasi jellemzdket biztosit a
fehérjéknek, amely lehetdvé teszi, hogy koleszterinben és szfingolipidekben dusitott detergens-
rezisztens membran mikrodoménekben (DRM vagyis lipid tutajok) lokalizalodjanak [Lebreton
¢és mtsai., 2019].

A CD24 sejtfelszini fehérje megtalalhaté hemopoetikus sejteken, izomsejteken, keratinocitakon
¢és hamsejteken, illetve human karcindmasejteken is, mivel fontos liganduma a P-szelektin
[Aigner és mtsai., 1997; Nagy és mtsai., 2009; Fang és mtsai., 2010]. A CD24 magasabb
expresszidjat eldszor onkohematologiai esetekben, majd prosztatarakban mérték [Kristiansen
¢és mtsai., 2002, 2004]. Szamos publikacio erdsitette meg ezeket az adatokat sok mas tipust
daganatban, példaul B-sejtes limfomaban, hdlyagkarcindmaban, vesesejtes karcindméban,
petefészek- és emldrakban [Weichert és mtsai., 2005; Runz és mtsai., 2007; Fang és mtsai.,
2010]. Korabbi tanulméanyok igazoltdk, hogy a CD24 expresszidja fliggetlen prognosztikai
marker lehet a prosztata- és nem-kissejtes tiidérakban; Osszefiiggést mutat a metasztazisok
kialakulasaval és a taléléssel, illetve a magas CD24-expresszid rossz prognézist jelent a
tumoros megbetegedésekben [Nagy és mtsai., 2008, 2009; Zhu és mtsai., 2012; Nakamura és
mtsai., 2017]. A CD24 citoplazmatikus expresszidja kimutathatdo borderline petefészek
tumorokban és magas koncentracidja a szer6zus adenokarcinomaban [Choi és mtsai., 2005].
Petefészekrakban aszciteszbdl szarmazo exoszomak (extracellularis vezikulak) CD24 tartalma

fokozhatja a tumor invazids képességét a petefészek stromaba [Runz és mtsai., 2007].

Cytogenetic band: 6921 by HGNC 6g21 by Entrez Gene £q21 by Ensemb
CD24 Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to Geneloc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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6. abra A CD24 kromoszomalis lokalizacidja [Genecards hozzaférés datuma: 2023.10.01.]
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4 Célkituzések

A petefészekrak az egyik vezetd haldloknak szamit a nék korében, mert kezdetben a
petefészekrakos esetek tiinetmentesek, késdi stddiumban kerlilnek felismerésre, amikor a
kezelésre adott valasz €s a tilélés esélye csokken Ezek miatt a klinikai diagnosztikaban is

alkalmazhat6 biomarkerek keresése és alkalmazhatosaganak vizsgalata eldtérbe kertil.

1. Vizsgalataink elsédleges célja volt a miR-146a, miR-196a, illetve miR-193b
mikroRNS-ek polimorfizmusainak allél és genotipus el6fordulasi gyakorisagat vizsgalni
petefészek tumoros betegek és egészséges kontrollok vérmintdiban, melybdl kovetkeztetni

lehet a petefészekrakkal vald 0sszefliggésekre.

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

bioinformatikai modszerekkel.

3. A kutatasunk tovabbi részében célul tiiztiik ki, hogy megvizsgéljuk a CD24 sejtfelszini
marker jelenlétét petefészekrakos ¢€s egészséges kontroll személyek szovetmintain,

meghatarozva a CD24 expresszi6 tumor €s tumor stddiummal vald dsszefliggését.

4. A CD24 célgénjein keresztiil betoltott szerepének vizsgalata bioinformatikai

modszerekkel.

Kutatasunk soran olyan biomarkereket szeretnénk talalni, amelyek segithetik késdbbiekben a

petefészekrak gyors diagnosztikajat €s segitenek a gyorsabb kezelési stratégiak kidolgozasaban.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Betegek

A vizsgalatainkhoz a Debreceni Egyetem, Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajan gytijtott
szoveti ¢és vérmintdkat hasznaltuk. A mintdkat felhasznalva a molekularis genetikai
vizsgalatokat kollaboracidban a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszékével végeztiik el
a 30231-2/2016 szamu etikai engedély alapjan. A vizsgalatba bevonni kivant személyek
eldzetesen betegtajékoztatasban részesiiltek és alairtak a beleegyezo nyilatkozatokat.

A vizsgélatainkhoz 6sszesen 100 petefészek tumoros n6 (58,4+13,0 év) és 111 kontroll (111
egészséges nd) (58,0+12,0 év) keriilt mintavételre 2016 és 2018 kozott. Az ovarium tumoros
paciensek négydgyaszati mitétek kapcsan keriiltek mintavételre, a kontrollok, egészséges
néként, a valtozdkori szakrendelésen, és a méh helyzetjavitd miitétei alkalmaval keriiltek
mintavételre.

A 100 tumoros beteg koziil 84 esetben magas gradusu szerozus petefészek karcindma
igazolodott. A 84 esetbdl 7 esetben FIGO I/a, 15 esetben FIGO I/c, egy esetben FIGO II/b, két
esetben FIGO Il/c, két esetben FIGO Ill/a, 8 esetben FIGO IIl/b, 34 esetben FIGO Ill/c, 3
esetben FIGO IVa és 12 esetben FIGO IV/b stadiumot diagnosztizaltak. A 100 -bol fennmarado
16 esetben, 3 esetben szerdzus borderline petefészek tumor és 13 esetben szerdzus joindulati
petefészek tumor keriilt megallapitasra.

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

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

A miR-193 egynukleotidos polimorfizmus vizsgalatdhoz 86 (84 HGSOC + 2 szerdozus
borderline) petefészek daganatos (atlagos életkor: 58,45 + 13,62 év) és 102 kontroll személyt
(atlagos ¢letkor: 59,44 + 11,85 év) vontunk be a vizsgalatba.

A CD24 sejtfelszini marker vizsgalatadba 21 HGSOC beteget (atlagos életkor: 59,1 + 8,8 év) és
8 kontroll nem-petefészek-tumoros személyt vontunk be (atlagos életkor: 60,8 £ 11,7 év, p =
0,72). A CD 24 expressziés vizsgalatokban 21 alacsonyan differencidlt szerdzus
petefészekrakban szenvedd paciens petefészek szovetmintdja, illetve 8 egészséges nd kontroll
petefészek szovetmintdja keriilt felhaszndlasra. A betegeket FIGO staddiumok alapjan is
besoroltuk: 2 eset FIGO I. (66,5 + 7,8 év; p = 0,48), 15 eset FIGO I1ll. (57,5 + 8,3 év; p = 0,50),
4 eset FIGO 1IV. (61,3 = 10,6 év; p = 0,94). Ugyanezeknek az eseteknek a plazmamintait a
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kapcsolodd miR-146 expresszios vizsgalathoz hasznaltuk fel.

5.2 Maodszerek

Egynukleotidos polimorfizmus meghatdrozas

EDTA-val alvadasgatolt 200 pl vérmintabdl vontunk ki DNS-t szilika adszorpcios médszerrel,
a gyartd utasitdsai szerint (High Pure PCR Template Preparation kit, Roche, Mannheim,
Németorszag). A DNS koncentracidjat és mindségét NanoDrop spektrofotométerrel hataroztuk
meg. A valosidejii PCR soran egy mikroliter DNS-t, egy mikroliter LightSnip keveréket, 3,0
mM MgClz-t és egy mikroliter LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes
keveréket (Roche, Penzdorf, Németorszag) mértiink be a PCR-elegyhez, a végtérfogat 10 pul
volt. A vizsgalathoz tervezett LightSnip primereket hasznaltunk, amit a TibMolbiol (Berlin,
Németorszag) tervezett meg és gyartott le a miR-196a-5p-n talalhato rs11614913, miR-146
rs2910164 SNP-re és miR-193 rs30236 polimorfizmusaira. A PCR sordn a 10 perces
denaturaciot kovetden 36 ciklusban tortént a termékek megsokszorozasa 60 C°-0s annealinggel
(primer kotodési szakasz). Az amplifikdciot olvadasi gorbe analizis kdvette. Az olvadasi gorbe
analizis soran kapott Tm pontok szolgalnak az egyes allélok meghatdrozasara. A miR-146a
1s2910164 esetén a T allél 54 C°-o0s, a C allél 65 C°-0s; miR-196a-2 rs11614913 esetén a C allél
54 C®-os, T allél 62 C°-0s. A miR-193 rs30236 esetében a T-allél 54 C°-os, a C allél 65 C°-0s

Tm-mel mutatkozott a meghatarozasok soran.

Plazma mintak gytijtése és tarolasa

A tumoros €s nem-tumoros személyektdl levett EDTA-val alvadasgatolt vérmintdkat a levételt
kovetden a lehetd leghamarabb feldolgoztuk. El6szor 2500 g-vel 10 percen keresztiil 4°C-on
centrifugéltuk, majd a plazma mintékat atvittiik egy 0;j steril csébe, amelyeket lecentrifugaltuk
16000 g-vel 10 percen keresztiil 4°C-on. A feliilaszot atvittiik 0j csovekbe, majd a hosszabb
1don keresztiili tarolas miatt a sejtmentes plazma mintakat kis mennyiségekben -80°C-on

fagyasztva taroljuk.
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RNS izolalasa

Az RNS izolalasa NucleoSpin RNA kit (Macharey Nagel, Diiren, Németorszag) segitségével
tortént 30 mg petefészekszovetbol, vagy 500 pl plazma felhasznalasaval. A plazma mintakbol
miRneasy serum/plasma kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével vontuk ki a miRNS
frakciot is tartalmazd teljes RNS-et a gyartéi utasitasnak megfeleléen. A teljes RNS
koncentraciojat és tisztasagat NanoDropLite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével mértiik le Qubit microRNA Assay kitet (Thermo
Fisher Scientific, Eugene, OR, USA) alkalmazva.

c¢DNS szintézis

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

ey

illetve Qubit 2.0 Fluorometer segitségével tortént.

Kvantitativ valos-idejii polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

A CD24 meghatarozasahoz primer-proba rendszert alkalmaztunk. Az alkalmazott
szekvencidkat a TibMolbiol (Berlin, Németorszag) tervezte és gyartotta le szamunkra, melyek
a kovetkezok voltak: CD24 esetében a sense szal: 5'-TgA AgA ACA TgT gAg Agg TTT gAC-
3’, az antisense szal: 5'-gAA AAC TgA ATC TCC ATT CCA CAA-3’, és a probak 5'-gAA
AAC TgA ATC TCC ATT CCA CAA+3'-fluoreszcein és LC-640-AAC TCC AgC AgA TTT
AAT ATT ggC ATT CAT CA-PH-3’ voltak. A génexpresszios vizsgalathoz a DNA Master
Hybprobe kitet (Roche, Mannheim, Németorszag) és a LightCycler 1.5 kvantitativ valos-idejl
kapillaris PCR késziiléket hasznaltuk. A reakcid soran 5-5 pmol volt a primerek és a 2 nmol
volt a MgCl: végso koncentracidja. Az adataink normalizalasahoz a beta-globin haztartasi gént
(LightCycler® Control Kit DNA, Roche, Mannheim, Németorszag) alkalmaztuk [Nagy és
mtsai., 2009]. A mikroRNS-ek vizsgalata soran mMIRCURY LNA SYBR Green Kit-et (Qiagen,
Hilden, Germany), miR-146a primer assayt és haztartasi mikroRNS-ként, miR-103-t
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hasznaltunk gyartoi utasitasnak megfelelden szintén a Qiagen-t6l, a méréshez Roche Cobas Z
480 kvantitativ valds-idejii PCR késziiléket hasznéltuk. A relativ expresszids szint
meghatarozasahoz a 2”2t médszert hasznaltuk [Livak és Schmittgen, 2001; Schmittgen és

Livak, 2008].

Bioinformatikai analizis (halozatkutatés)

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

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

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

(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP). Az adatbazisok miikodését tekintve elmondhatod, hogy a
miRNS “mag (seed)” szekvencia és a mRNS szekvencidjanak komplementaritidsa mellett, a
mag szekvencia kdrnyezetét €s evolucios konzervaltsagat is figyelembe veszik a pontos target
felismerése céljabol.

Halozatkutatast végeztiink, hogy megnézziikk a CD24 kapcsolatat mas gének altal kodolt
fehérjékkel (fehérje-fehérje interakcios halozat), illetve mikroRNS-kel vald kapcsolatat a
Biogrid  (https://thebiogrid.org/) és miRTARGETLink  (https://cch-compute.cs.uni-

saarland.de/mirtargetlink2) adatbazisok segitségével.

Statisztikai analizis

A mikroRNS polimorfizmusainak vizsgalatakor Osszehasonlitottuk khi-négyzet teszttel
(https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/default2.aspx) a kategorikus valtozok (allél

¢és a genotipus) gyakorisagat.

A tumoros ¢és nem-tumoros csoportok CD24 sejtfelszini marker expresszidjanak
Osszehasonlitasahoz, illetve a miR-146a expresszidjanak vizsgalatahoz a Student-féle t-probat

alkalmaztunk

A szignifikancia szintet mindegyik esetben p<0,05-ben hataroztuk meg.
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6 Eredmények

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

6.1.1 A miR-146a és miR-196a-2 egynukleotidos polimorfizmusanak allél- és genotipus
gyakorisaga

El6szor alkalmaztunk olvadasi gorbe analizist munkank soran a miR-146a és a miR-196a
egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasara magyar populacio vizsgalata soran. Az
egyes allélok olvadasi pont szerinti megbizhato elkiilonitésére az alkalmazott PCR koriilményei
alkalmasak voltak, az olvadési pontokat az olvadési gorbék (melting curves, 7. és 8. abra)
csucspontjai (melting peaks, 7. és 8. dbra) alapjan olvastuk le. Az olvadési Tm pontok alapjan

hataroztuk meg az allélokat, és ezaltal a genotipusokat.
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7. dbra A miR-146a polimorfizmus (rs2910164) alléljeinek elkiilonitésére hasznalt olvadasi gorbék és
olvadasi cstcspontok bemutatasa az altalunk vizsgalt populacid egy-egy tagjanak vizsgalataval. A G
allél (narancs szinili gorbe), azaz a vadtipus olvadasi pontja 60,16°C; a C allél (zold szinli gorbe), azaz a
mutans tipus olvadasi pontja 66,69°C; az abran egy heterozigota (kék szinti gorbe) vizsgalt személy
példaja is bemutatasra kertiil (60,00°C és 66,98°C), illetve a DNS-t nem tartalmazé kontroll minta sziirke
szinnel van abrazolva.
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8. abra A miR-196a2 polimorfizmus (rs11614913) alléljeinek elkiilonitésére hasznalt olvadasi gérbék
és olvadasi csucspontok bemutatasa az altalunk vizsgalt populacid egy-egy tagjanak vizsgalataval. A T
allél (piros szinii gorbe) olvadasi pontja 55,92°C; a C allél (kék szinli gorbe) olvadasi pontja 62,96°C;
az abran egy heterozigoéta (zold szinli gorbe) vizsgalt személy példaja is bemutatasra keriil (56,15°C ¢és
62,96°C), illetve a DNS-t nem tartalmazo kontroll minta sziirke szinnel keriilt abrazolasra.

A kutatdsunkba 75 petefészekrdkos €s 75 nem-tumoros beteg mintait vontuk, hogy
meghatarozzuk a két miRNS SNP eléfordulasi gyakorisagat. A bevalasztasi szempont egyik
kritériuma volt, hogy a tumoros és nem-tumoros személyek csoportjai kozotti éatlagos
¢letkorban ne legyen lényeges kiilonbség. A kapott adataink alapjan kiszamitottuk az
egynukleotidos polimorfizmusok allél- és genotipus gyakorisagat, melyet a 2. tablazatban
Osszesitettiink. Az olvadasi gorbe analizis soran a miR-146a rs2910164 esetében a betegek
csoportjaban 82,00%-ban a G allél, 18%-ban a C allél, a kontroll csoportban 72,67%-ban a G
allél és 27,33%-ban a C allél fordult eld (p=0,053). A genotipusok gyakorisagat tekintve a
betegeknél a GG 65,33%; a GC 33,33% és a CC 1,33%-ban, mig a kontroll csoportban 53,33%,
38,67%, és 8,00%-ban fordultak el6 (p=0,0917). A miR-196a-2 rs11614913 esetében a betegek
csoportjaban a C allél eléfordulasi gyakorisaga 67,33%-ban, a T allél 32,67%-ban, a kontroll
csoportban a C allél 59,33%-ban és a T allél 40,67%-ban fordult eld (p=0,15). A genotipusok
gyakorisaga a betegek csoportjaban a CC 46,67%; a CT 41,33% ¢és a TT 12,00%, mig kontroll
csoportnal 37,33%, 44,00%, 18,67%-ban mutatkoztak (p=0,3815).

31



2. tablazat A miR-146a és miR-196a-2 mikroRNS-ck allél- és genotipus frekvenciaja

miR-146ars 2910164

G C

allél Kontroll (n=75) 109 (72.67%) 41 (27.33%) p = 0,053.
Beteg (n = 75) 123 (82%) 27 (18%)

GG GC CC

genotipus  Kontroll (n=75) 40 (53.33%) 29 (38.67%) 6(8%)  p=0,0917
Beteg (n=75) 49 (65.33%) 25 (33.33%) 1 (1.33%)

miR-196a-2 rs 11614913

T C
allél Kontroll (n=75) 61 (40.67%) 89 (59.33%) p=0,15
Beteg (n=75) 49 (32.67%) 101 (67.33%)
TT TC cC
genotipus  Kontroll (n=75) 14 (18.67%) 33 (44%) 28 (37.33%) p =0,3815

Beteg (n=75) 9 (12%) 31(41.33%) 35 (46.67%)

6.1.2 A miR-146a és miR-196a-2 mikroRNS-ek bioinformatikai analizise (halozatkutatis)

Az alkalmazott bioinformatikai médszerekkel négy gén bizonyult kdzos célgénnek a Lamin B
receptor (LBR), a Rab4 kolcsonhaté fehérje (RUFY2; Rab4 interacting protein), autofagiaval
kapcsolatos 9a (ATG9A; Autophagy-related 9a), és a metil-CpG koété domén 4 (MBD4; Methyl
CpG binding domain 4), melyet az 9. dbran foglaltunk dssze.
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9. abra A miR-146a és miR-196a-2 mikroRNS-ek halozatkutatassal azonositott célgénjei

(miRTargetLink)

6.2 A miR-193b egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasa ovariumtumoros

betegek vérmintaiban

6.2.1 A miR-193b egynukleotidos polimorfizmusinak allél- és genotipus gyakorisaga

A kutatomunkank soran el6szor alkalmaztunk olvadasi gorbe analizist a miRNS-193b

egynukleotidos polimorfizmusanak meghatarozasara magyar populdcio vizsgalata soran. Az

olvadasi Tm pontok alapjan hataroztuk meg az allélokat, és ezaltal a genotipusokat (10. abra).
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10. abra A miR-193b polimorfizmus (rs30236) alléljeinek elkiilonitésére hasznalt olvadasi gorbék és
olvadasi csticspontok bemutatdsa az altalunk vizsgalt populéacio egy-egy tagjanak vizsgalatdval. A T
allél (piros szinli gorbe) olvadasi pontja 54,22°C; a C allél (lila szinii gorbe) olvadasi pontja 65,96°C;
az abran egy heterozigota (kék szinli gorbe) vizsgalt személy példaja is bemutatasra keriil (54,18°C ¢és
65,87°C), illetve a DNS-t nem tartalmazo6 kontroll minta sziirke szinnel keriilt abrazolasra.

A miRNS SNP eléfordulasi gyakorisagat 102 nem-tumoros személy és 86 petefészekrakos
beteg mintaiban hataroztuk meg, a két vizsgalt csoport atlagos életkordban nem volt 1ényeges
kiilonbség. A 3. tablazatban foglaltuk Ossze a rs30236 allél- és genotipus eldforduléasi
gyakorisagat. A betegek csoportjaban a T allél 30,24%-ban, a C allél 69,76%-ban, a kontroll
csoportban a T allél 35,78%-ban, és a C allél 64,22%-ban fordult eld (p=0,2549). A genotipusok
a betegek csoportjanal CC 45,35%, a CT 48,84%, a TT 5,81%-ban, mig a kontroll csoportban
a CC 39,22%, a CT 50,0%, a TT 10,78%-ban fordultak el6 (p=0,4096).

3. tablazat A miR-193b mikroRNS polimorfizmusainak allél- és genotipus frekvenciaja

miR-193b rs30236

C T

allél Kontroll (n=102) 131 (64,22%) 73 (35,78%) p=0,2549
Beteg (n = 86) 120 (69,76%) 52 (30,24%)

CC CT 1T

genotipus Kontroll (n=102) 40 (39,22%) 51 (50,00%) 11 (10,78%) p=0,4096
Beteg (n = 86) 39 (45,35%) 42 (48,84%) 5 (5,81%)
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6.2.2 A miR-193b célgénjeinek feltérképezése bioinformatikai analizissel (hdldozatkutatas)

A miR-193b mikroRNS célgénjeinek feltérképezésére halozatkutatast végeztiink, az
eredményeinket 4. tablazat és a 11. abra foglalja 0ssze. A miR-193b altal szabalyozott
legfontosabb géneket és a megerdsitésiikre szolgald vizsgalati modszereket a miRTarbase
(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn),  TargetScan  (https://www.targetscan.org),  MirBase
(https://www.mirbase.org/) és a microRNA-Datalntegration-Portal
(https://ophid.utoronto.ca/mirDIP) predikcios adatbazisok hasznalataval és az ezek altal
felkinalt algoritmusok segitségével azonositottuk. A cyclin D1 (CCND1; Cyclin D1), az
Osztrogén receptor (ESR1; Estrogen Receptor 1), a plazminogén aktivator (PLAU; Plasminogen
Activator, Urokinase), a prolin rich acidic protein (PRAP1; Proline Rich Acidic Protein 1) és a
myeloid cell leukemia sequence (MCL1; Myeloid Cell Leukemia Sequence 1 Apoptosis
Regulator, BCL2 Family Member) génekre kifejtett hatdsat igazoltak a legtobb modszerrel. A
miR-193b legfontosabb génkapcsolatait abrazolja hal6zat formajaban a 11. abra.

4. tablazat A miR-193b-3p célgénjei és igazolasi modszerei

Reporter | Western | gRT-
assay blot PCR

X X X
X
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11. abra A miR-193b mikroRNS ¢és célgénjei kozotti kdlesonhatasok halozati sémaja. A
kisérletesen igazolt kolcsonhatasokat vastagabb vonalak jelolik, mig a szekvencia alapjan
prediktalt kapcsolatokat halvanyabb vonalak jeldlik. Abrank elkészitéséhez a miRTargetLink
adatbazist hasznaltuk fel.

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

A CD24 sejtfelszini marker expresszidjanak szintjét kvantitativ valos-idejli polimerdz
lancreakcidval hataroztuk meg, majd a CD24 fehérje — egyéb fehérje interakcids halozatat, és

CD24 — mikroRNS-¢ek kapcsolatat web feliileti adatbazisok segitségével hataroztuk meg.
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6.3.1 A CD24 sejtfelszini marker expressziojanak meghatdrozdsa gqRT-PCR segitségével

A CD24 expresszidjat petefészek szovetmintakon vizsgaltuk primer-proba kimutatasi rendszert
alkalmazva kvantitativ valos-idejii polimeraz lancreakcioval. A 21 petefészekrakos és 8 nem-
tumoros személy petefészek szovetmintdinak CD24 expresszidja kozott statisztikailag
szignifikans kiilonbséget taldltunk (44,97 =+ 68,06; 0,16 + 0,32; p < 0,01).
A szOvettani vizsgalatok eredménye alapjan a betegeket kiilonb6z6 FIGO stadiumokba soroltuk
be. A CD24 expresszidja magasabbnak bizonyult a FIGO I, III és IV stadiumokban (FIGO I,
72,22 + 88,54; FIGO 111, 17,34 + 32,09; FIGO 1V, 134,90 + 91,42) a kontrollhoz képest, de ez
nem volt statisztikailag szignifikans, igy csak sejtheté, hogy a magasabb stadiumokkal

Osszefiiggést mutathat a CD24 magasabb expresszidja (12. abra).

37



ns

ns
1 1
ns
| 1
1000- —
swl N P
=
L
o
= 10 TL A Vv
8 o v
- O o vy
8 1 'L v ©
& = v
= 0.1- o v
~
2
& 0.01-
0.001 . : : : :

Kontroll FIGO I-IV FIGOT FIGOIII FIGO IV

12. abra A CD24 expresszidjanak dsszehasonlitasa petefészek tumoros betegek €s nem tumoros
kontrollok petefészek szovetmintai esetén. A FIGO stadiumok utalnak a petefészek tumor
elérehaladottsagara. Statisztikailag szignifikans kiilonbség figyelhetd meg a betegek és a
kontrollok csoportja kozott (**; p <0,01). A kiilonb6z6 FIGO stadiumokkal (FIGO I, III és IV)
rendelkez6 betegek és a kontroll csoport kozott nem statisztikailag szignifikans kiilonbséget
tapasztaltunk p = 0,46; 0,06 és 0,06.

A betegek és kontrollok anamnézis felvétele utdn mintat vettiink azoktol a személyektdl, akik,
nem kaptak kezelést a mintavétel el6tt. Majd utankovettiik a vizsgalt személyeket (21 személy),
a kutatdmunka ideje alatt (a mintavételt kdvetd egy honap mulva) 2 beteg vesztette életét (FIGO
III és FIGO IV stadiumu betegek) egyéb egészségiigyi problémaik kdvetkezményeként, ami

rrrrrr

38



6.3.2 A CD24 sejtfelszini marker bioinformatikai analizise (halozatkutatas)

A CD24 sejtfelszini fehérje és egyéb mas fehérjék kapcsolatanak vizsgalatat a Biogrid adatbazis
segitségével hataroztuk meg. Négy fehérjét azonositottunk, amely kapcsolodik a CD24-hez:
LYN, SELP, FGR, ¢s NPM1 (13. abra). Szamos mikroRNS esetén leirtak, hogy hatassal van a
CD24 expressziojara, a mikroRNS-CD24 kapcsolatat miRTargetLink adatbazis segitségével
hataroztuk meg. A héaldzatkutatds soran 31 mikroRNS esetén talaltuk, hogy kapcsolatban all a
CD24-gyel, amelyek koziil a hsa-miR34a és a hsa-miR373-3p a legspecifikusabbak (14. abra).

&

gEL

cD24

G
s

13. abra Fehérje - CD24 fehérje interakciok vizsgalata bioinformatikai halozatkutatassal
(Biogrid adatbazis). A kisérletes eredmények affinitds kromatografian alapulnak.
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14. dbra CD24 — mikroRNS halozatanalizis. A CD24 - mikroRNS halozatanalizis a

miRTargetLink, miRDIP adatbazisok segitségével, majd a NAVIGATOR programmal
szerkesztve. S6tét szinnel a legspecifikusabb mikroRNS-ket jeloltiik.

6.3.3 A CD24 seijtfelszini marker kapcsolata a miR-146a mikroRNS-sel

A kutatdcsoportunk irodalmi adatokat felhasznalva lehetséges kapcsolatot talalt a miR-146a
mikroRNS és a CD24 ko6z6tt, ugyanis a CD24-et a miR-146a 11j funkcionalis célpontjaként
azonositottak [Ghuwalewala és mtsai., 2021]. Ezért megvizsgaltuk a miR-146a expresszidjat
az ebben a fejezetben ismertetett 21 petefészek tumoros beteg és 8 kontroll egészséges nd
plazmamintaiban. Azt tapasztaltuk, hogy a petefészek tumoros csoportban magasabban
expresszalodik a miR-146a a kontroll csoporthoz képest (0,30+0,15; 0,19+0,16; p=0,183), de
nincs szignifikans kiilonbség a csoportok kozott. Tovabbi vizsgalatok eredményei szerint a
MiR-146a expresszio stadiumfliggést is mutat az alacsonyabbtol a magasabb stadiumig

(0,25+0,13; 0,28+0,16; 0,37+0,15; p=0,647, p=0,255, p=0,117), de az eredmény ebben az
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estben sem szignifikdns (15. &bra). Az alacsony esetszam az egyes csoportokon beliil

alatamaszthatja az eredményeink nem szignifikans voltat.
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15. abra A miR-146a mikroRNS relativ expresszios szintje petefészek tumoros és nem-tumoros
személyek plazmamintaiban
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7 Megbeszélés

Az ovarium tumor vezetd haldloknak szamit a ndk korében, annak kovetkeztében, hogy a
tiinetek nem tal specifikusak, nem keriilnek idében felismerésre és az alkalmazott tumor
markerek sem elég érzékenyek a kimutatasukra. A késoi felismerés (I1I és IV stadium) miatt, a
korszerti kezelési stratégidk ellenére is rossz tulélési rataval jellemezhetd a petefészekrak
(kevesebb, mint 50%-os talélési aranyt ér el), viszont a korai diagnozis javitja a betegek
tulélését, az 5 éves tulélés elérheti a 90%-ot [Cannistra, 2004; Nakamura és mtsai., 2016]. A
tumoros megbetegedések szamdnak a nodvekedésével 1) diagnosztikai, terdpids és
monitorizalasi lehetdségek kidolgozéasa valt sziikségessé. A nem-invaziv mintavételi eljarasok,
mint a folyadék biopszia hozzajarulhat a kiilonb6z6 betegségek korai felismeréséhez, ideértve

a petefészekrakot is.

A nem-invaziv eljarasok alkalmazasanak kidolgozasa soran a figyelem elsdsorban a
mikroRNS-ek felé fordult, ugyanis a kis nem-kodoldé RNS-ek gyakran jelezték elére a
daganatot, még akkor is, amikor a jelenleg a klinikumban alkalmazott CA-125 és HE4 szintek
normalisak voltak. A CA-125 tumormarker nem elég érzékeny a petefészek tumorok
kimutatasara. A CA-125 nagy molekulasulyu glikoprotein, amely a Miiller-tipust
epitheliumbol differencialédo sejtek felszinén mutathatd ki, és tobb esetben is fals pozitiv
eredményt mutathat, mint példaul menstruaciokor, peteéréskor, terhesség idején, holyag-és

majtumorok esetén is [Sharma és mtsai., 2017].

A munkénk sordn harom mikroRNS polimorfizmusat vizsgaltuk meg, amelyekrdl Ugy
gondoltdk, hogy biomarkerekként szolgalhatnak a petefészekrak diagnosztikajaban, illetve a
mMiR-193b polimorfizmusardl mutattak ki, hogy Osszefiiggést mutat a platinakezelés

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

A miR-146a cél RNS-ei kozé tartozik a tumor nekrozis faktor, az interleukin-1 receptorhoz
kapcsolodo kinaz 1, az interleukin 1-béta, a tumornekrozis faktor receptorhoz kapcsolodo 6-0s

faktor és a komplement H faktor gének [Ni és Huang, 2016, Sun és munkatarsai., 2016].

Sun és munkatarsai vizsgaltdk a miR-146 polimorfizmusat petefészekrakos betegek, és az
egészséges kontrollok mintdin, GG genotipus a CC genotipushoz 3,73-szor, a CG + GG
genotipus a CC genotipushoz 1,68-szor, a GG genotipus a CG + CC genotipushoz képest 3,02-
szer gyakrabban fordul el6, a kiilonbség statisztikailag jelentds volt mindharom 6sszehasonlitas

soran [Sun és mtsai., 2016]. Jelen tanulmanyunkban ugyanez az dsszehasonlitas a kovetkezd
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aranyokhoz vezetett 7,35 (GG genotipus a CC genotipushoz), 6,4 (CG + GG genotipusok a CC
genotipushoz), 1,65 (GG genotipus a CC + CG genotipusokhoz), de egyik sem volt
statisztikailag szignifikdns. Eredményeink alapjan, feltételezziik, hogy a miR-146a

polimorfizmus szerepe nem kizardlagos a petefészekrak kialakuladsaban.

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

A petefészekrakot mar tobb mint 30 évvel ezeldtt Osszefliggésbe hoztdk a 17. kromoszoéma
hosszu karjan lokalizal6do gének alléljainak elvesztésével, amely kromoszéma homeoboxanak
géncsoportjaibol szarmazik a miR196a-1 is [Eccles és mtsai., 1990]. Igy genetikai eltérései
Osszefliggésbe hozhatoak a petefészekrak kialakuldsaval. Illetve a miR-196a altal befolyasolt
gének vizsgalata soran a kutatok a nagy mobilitast AT-hurok 2 (HMGAZ2; high mobility AT-
hook 2) gént azonositottak elsddleges célpontként, amelynek fehérjeterméke egy nem hiszton
fehérje, amely a DNS kettOsszal toréseit okozo kornyezeti hatdsokban (sugarzas, kemoterapia
egyes tipusai) permissziv szerepet jatszik. Korabbi tanulmanyok elemezték a miR-196-a
expresszidjat petefészekrak sejtvonalakban [Chen ¢és mtsai., 2011]. A miR-196a
tumorpromoterként viselkedhet, ahol a cél gén (HOXA 10) a downstream lokalizacioban
talalhato, ezaltal a miR-196a-1 fokozott expresszidja rossz prognozist jelent petefészekrakos

betegek esetében [Fan €és mtsai., 2015; Yang €s mtsai., 2016].

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

Song és munkatérsai azt talaltdk, hogy a CC genotipusok 1,34-szer nagyobb valdsziniiséggel
fordulnak el6 a vad-tipusu (TT) vagy a heterozigota (CT) genotipushoz képest petefészekrakos
betegekben, mint egészséges kontrollokban [Song és mtsai., 2016]. A kutatomunkankban az
esélyhanyados (odds ratio) 1,5 volt, amely statisztikailag nem volt szignifikans. A kinal
vizsgalatok eredményei nem altalanosithatok, mert a betegek kevesebb, mint felében volt
szerozus papillaris daganat, mig a betegek kevesebb, mint egyharmadéanak volt magas gradust
daganata. Az eurdpai ¢s amerikai statisztikdkkal szemben a kinai esetek tobbsége mucinosus ¢s

endometrioid daganat volt. A kinai tesztpopulacié nem tekinthetd reprezentativnak a klasszikus
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szerozus petefészekrdkban a genetikailag eltérd tipusok gyakorisaga miatt [Song €s mtsai.,

2016].

A kutatdsaink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a magas gradust szerdzus
papillaris petefészekrakban a miR-146a rs2910164 ¢és a miR-196a-2 rs11614913
polimorfizmusai statisztikailag nem mutatnak szignifikans eltérést az egészséges kontrollokhoz
képest és egy 2016-ban megjelent publikacioban ugyanerre a kdvetkeztetésre jutottak kinai
szerzOk [Ni és Huang, 2016].

A két miRNS, miR-146a ¢és miR-196a-2 lényeges szerepet jatszik a daganat és a
kemorezisztencia kialakuldsaban, igy az altaluk befolyasolt gének feltérképezésével, jobban
megismerhetjiik ezen mikroRNS-ek hatasmechanizmusat. A bioinformatikai halozati
elemzésiink soran négy olyan gént talaltunk, amelyekre a vizsgalt két miRNS egylittesen hat:

LBR, RUFY2, ATGY9A ¢és MBDA4.

Az ATG9a gén talzott expressziodjat irtak le petefészekrakos betegeknél, illetve a fehérje szintje
fontos biomarkerként szolgalhat, mely dsszefiiggést mutat a betegség progndzisaval, valamint

kemoszenzitivitassal [Dai €s mtsai., 2014].

Kilenc gén esetében talaltak, hogy hozzéjarul a platina-rezisztens petefészekrak kialakitdsahoz,
az egyik ilyen gén az LBR, kifejezddését kovetden, egy membranfehérje keletkezik, amely a

kromatinhoz kotédik és a rezisztencia kialakitasaban is részt vesz [Helleman és mtsai., 2006].

Az MBD4 a DNS mismatch javitdo fehérjékkel (MMR; mismatch repair protein) egyiitt
kapcsolddik a metilalt DNS-hez, ezaltal az MBD4 alapvetd szerepet jatszik a DNS-mutacidk
helyreallitaisaban. A MED1/MBD4 gének alacsonyabban expresszalddnak vastagbél- és

petefészekrak esetén [Howard és mtsai., 2009].

A mikroszatellita instabilitds vizsgéalataval a RUFY2 génrdl megéllapitottak, hogy a gyakran

mutéciot szenvedett gének egyike [Shin és mtsai., 2011].

Petefészekrakos betegek esetében a miR-193b gén rs30236 SNP polimorfizmusat még nem
vizsgaltak, viszont az Ensembl adatbazisban az allélok eléfordulasi gyakorisdgarol talalhatod
informacio, amely szerint az eurdpai populacioban a T-allél 43,2%, a C-allél 56,8%-ban fordul
eld 503 személyt vizsgalva. Ezek az allélgyakorisagok a mi adatainkt6l (kontroll csoport: T
allél 35,78%, C allél 64,22%, beteg csoportban T allél 30,24%, C allél 69,76%) némileg
eltérnek, de pontos informacionk nincs az adatbazisban taldlhatdé mintdk eredetérol

[https://www.ensembl.org]. Az eredményeink khi-négyzet tesztelése nem bizonyult
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szignifikansnak (p=0,2549). Az Ensembl adatbazisban a genotipus gyakorisagok is fellelhetok,
a kiilonbdzo népcsoportokban, az eurdpai populaciora a kovetkez6 adatok vonatkoznak: TT
genotipus 20,1%, CC genotipus 33,6% ¢és CT genotipus 46,3% gyakorisdggal fordul eld, a
vizsgalataink (kaukazusi populacid) soran kapott eredményeink kis mértékben eltérnek ettol, a
kontroll csoportban TT genotipus 10,78%, CC genotipus 39,22% ¢és CT genotipus 50,0%,
illetve a beteg csoportban TT genotipus 5,81%, CC genotipus 45,35% és CT genotipus 48,84%
gyakorisaggal fordulnak el6, de khi-négyzet tesztet alkalmazva statisztikailag az eredményeink

nem voltak szignifikansak (p=0,4096).

A bioinformatikai haldzatanalizis soran kapott eredményeink szerint, a miR-193b szabalyozasa
alatt kiilonb6z6 gének allnak, amelyek szamos é€lettani folyamat meghatarozo6 elemei. Néhany
fontosabb gén ezek koziil is kiemelendd, az egyik a ciklin D1 gén, amely a CDK (ciklin-
dependens kindz) mikodését szabalyozza, genetikai eltérései, taltermelése tumor
kialakuldsdhoz vezethet. A cisplatin gatolhatjia a CCND1 expresszidjat human epthelialis
sejteken [Dai ¢és mtsai., 2016]. A miR-193b hatassal van az ESR1 génjére, amely a petefészek
epithelium ndvekedését és differencialddasat szabalyozzék, illetve hozzajarul a petefészekrak
progndzisanak meghatarozasahoz is, igy lehetséges biomarkerként is alkalmazhaté lenne
[Zamagni és mtsai., 2009]. A miR-193b hatéssal van a plazminogén aktivator (urokinaz) génre,
amely a proteolitikus, koagulacios, fibrinolitikus utakat szabalyozo gének kozé tartozik
[Havrilesky és mtsai., 2008]. Prolinban gazdag savas fehérje 1 génjének fehérjeterméke a rakos
sejtek novekedésében jatszik szerepet, illetve a pS3 aktivacioja altal jarul hozza a rakos sejtek
taléléséhez [Huang és mtsai., 2012]. A miR-193b tobbek kozott erds Osszefliggésben all a
MCL1 molekulaval, amely a BCL-2 anti-apoptotikus hatastu fehérje csaladba tartozik,
amelynek a kemoterapia soran kifejlddd platinarezisztencia kialakuldsdban lényeges szerepe

van [Sugio és mtsai., 2014].

A CD24 alkalmazasa fiiggetlen biomarkerként igéretesnek tiinik szdmos tumorban, ideértve a
petefészekrakot is. A CD24 expresszidja Osszefliggést mutatott a tumor progresszidjaval, a

FIGO stadiumokkal €s tuléléssel [Ozols, 2005; Nakamura ¢és mtsai., 2017].

Meghatéaroztuk a CD24 expresszidjat ovarium tumoros €s nem-tumoros személyek petefészek
szovetmintain kvantitativ valos-ideji PCR segitségével. Haztartasi génként a f-globin gént
hasznaltunk az értékek normalizalasahoz [Nagy ¢és mtsai., 2008, 2009]. Statisztikailag
szignifikans kiilonbséget azonositottunk a kontroll és a petefészekrakos betegek szovet mintain
mért CD24 expresszio kozott (p < 0,01), ami nem szignifikdns Osszefiiggést mutatott az

elérehaladottabb FIGO stadiumokkal is. Ez Osszefliggésben allt a kordbbi tudomanyos
45



kozleményekben is leirtakkal, hogy a CD24 expresszidja magasabb volt a malignus, magas
gradust, mint az alacsony gradusu petefészekrakban [Kristiansen és mtsai., 2002; Moulla és
mtsai., 2013]. Zeng ¢és munkatarsai 97 petefészekrakos beteget vizsgaltak és szintén talaltak
Osszefiiggést a CD24 expresszidja, a klinikai gradusok és a szovettani besorolds szerinti
csoportok kozott [Zeng €s mtsai., 2017]. Nakamura és munkatarsai 200 petefészekrakos beteg
bevonasaval azt talaltak, hogy az esetek 71,1 %-aban a CD24 magasabb expressziot mutat

[Nakamura ¢€s mtsai., 2017].

Nem taldltunk 6sszefiiggést a magas CD24 expresszio és az alacsony betegtulélési rata kozott,
viszont korabban Kristiansen és munkatarsai kimutattdk a kapcsolatot a kettd kozott

[Kristiansen és mtsai., 2002].

Davidson szerint a CD24 sejtfelszini fehérjét specifikus markerként lehet hasznalni a szerdzus
ovarium karcinéma és a malignus pleuralis mesothelioma differenciél diagnoziséban, és néhany
tudomanyos kozlemény szerint specifikus és érzékeny biomarker lehet a petefészekrak

diagnosztikdjaban [Ozols, 2005; Davidson, 2016; Nakamura és mtsai., 2017].

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

A Biogrid adatbazis szerint a LYN, SELP, FGR és a NPM1 fehérjék allnak kapcsolatban a
CD24 fehérjével. A LYN az Src fehérje csalad tagja, amely a tirozin-kinaz csaladhoz tartozik,
¢s a sejtek aktivacigjaban jatszik szerepet [Marech €s mtsai., 2014]. A LYN szerepét mar leirtak
CD24-indukalta extracellularis jel-szabalyzo6 kinazok (ERK1/2, extracellular signal-regulated
kinases 1 and 2) aktivacidjaban és szabalyozasaban vastagbélrak kialakuldsaban [Su és mtsai.,
2012]. A SELP egy ismert P-szelektin, amely a sejtadhézioban jatszik szerepet, elhelyezkedését
tekintve az erek belsé felszinén, illetve aktiv formaban az endotélialis sejtek Weibel-Palade
testeiben talalhato. Zastawski és munkatarsai hivtak fel a figyelmet a SELP fehérjére, mert a
kezelés soran hatdssal van ciklooxigenaz expressziora [Zastawski és mtsai., 2005]. A FGR a
tirozin-kinaz csaladon beliill a Src csalad egyik tagja, amelynek szerepe van a sejtek
hogy a c-FGR hatassal van a CD24-re kis-sejtes tiid6 karcindma sejtvonalakon [Zarn és mtsai.,
1996].

A halozatkutatas feltarta a lehetséges kapcsolatokat a mikroRNS-ek és a célmolekulak kozott,

viszont tapasztalataink szerint egy adatbazis hasznalata nem elegendd. A kereséseket tobb
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adatbazisban és publikalt tudoméanyos kézleményekben végeztiik. Az irodalmi adatok alapjan
a miR-146a poszttranszkripcionalisan modositja a CD24-et, ezért 1j funkcionalis célpontjaként
azonositottak. A kutatocsoportunk statisztikailag nem szignifikansaan magasabb miR-146a
expressziot talalt a petefészek tumoros betegek esetén a kontroll csoporthoz képest
plazmamintakban, illetve nem szignifikans stadiumfiiggés is igazolodott az alacsonyabbtol a
magasabb stadiumig [Ghuwalewala és mtsai., 2021]. A szignifikancia hidnyat az alacsony
esetszam magyarazhatja. A kontroll csoportba keriild nék egészségesek, €és a kontroll szoveti
mintdk bels0 néi nemiszervek helyzetjavitd miitéte kapcsan eltavolitott petefészkekbdl
szarmaznak. A helyzetjavito, petefészek eltavolitassal is jaré mitétek szdma kevesebb, mint a
petefészek tumor miatt végzett mitéteké, ez magyarazza az alacsonyabb kontroll csoport

esetszamot.
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8 Az értekezés ij tudomanyos eredményei

1. Ismereteink szerint elsoként vizsgaltuk magyarorszagi alacsonyan differencialt
szerozus petefészekrakos nébetegek esetén a miR-146a, miR-196a-2 és miR-193b
polimorfizmusait, PCR ¢és olvadasi gorbe alapt kimutatasi rendszerrel. Megallapitottuk,
hogy az altalunk alkalmazott modszer hatékonyan és gyorsan mutatja ki ezen
polimorfizmusokat. A GG genotipus a miR-146a rs2910164 polimorfizmus vizsgalata
soran magasabb, de nem szignifikans gyakorisaggal fordult el6 (p=0,0917) a
petefészekrakos betegek csoportjaban, a kontrollokhoz képest. A CC genotipus a miR-
196a-2 rs11614913 és a miR-193b rs30236 SNP polimorfizmusok vizsgalata soran
magasabb, de nem szignifikans gyakorisaggal fordult elé a betegcsoportban, mint a
kontroll csoportban (p=0,3815; p=0,4096). A vizsgalatok nagyobb esetszamra torténd
kiterjesztése vetheti fel a lehetéségét a miR-146a, miR-196a-2 és miR-193b
polimorfizmusainak kombinacidés vizsgalatara a petefészekrakra vald hajlam
tekintetében.

2. A CD24 expresszidjanak meghatarozasat magyarorszagi ndbetegek és egészséges
kontroll személyek szdvetmintdin elsdként végeztiik el. A kutatasi eredményeink
alapjan szignifikansan magasabb CD24 expresszio jelezheti a petefészekrak jelenlétét,
illetve a CD24 expresszio statisztikailag nem szignifikans 6sszefiiggést mutatott a FIGO

stadiumokkal.
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9 Osszefoglalas

A petefészek tumor vezetd halaloknak szamit a nék korében, a magas mortalitasi rata
koszonhetd a nem specifikus tiineteknek és a kés6i diagnodzisnak. A betegség a korszerii
kezelési stratégidk ellenére is rossz tulélési rataval jellemezhetd, igy 1) diagnosztikai, terapids
¢és monitorizalasi lehetdségek kidolgozasa valt sziikségessé. Munkdnk sordn olyan
biomarkereket kerestlink, amelyek igéretesek lehetnek a petefészek tumor kimutatdsaban és a

majdani diagnosztikai tesztek kidolgozasaban.

A nem-invaziv, illetve a minimalisan invaziv eljarasok alkalmazéasakor a figyelem
els6sorban a mMikroRNS-ek felé fordult, igy a kutatasunk elsdé részében olyan mikroRNS
polimorfizmusokat vizsgaltunk, amelyekrél 1gy gondoltdk, hogy biomarkerekként
szolgalhatnak a petefészek tumor diagnosztikajaban. A vizsgalt polimorfizmusok (miR-146a
rs2910164, miR-196a-2 rs11614913 és miR-193b rs30236) esetén nem volt szignifikans eltérés
a vizsgalt petefészek tumoros betegek és egészséges kontrollok kozott. EzZ nem zarja ki elébbi
polimorfizmusok alkalmazhatosagat, ha mas polimorfizmusokkal kombinacioban végezziik el
a vizsgalatukat. A kontroll és a petefészek tumoros betegek szovet mintain mért CD24
expresszio kozott szignifikans kiilonbséget azonositottunk, ami statisztikailag nem szignifikans

Osszefliggést mutatott az elérehaladottabb FIGO stadiumokkal is.

Munkank jelentdségéhez hozzajarul, hogy vizsgélataink soran els6ként vizsgaltuk meg
a miR-146a rs2910164, miR-196a-2 rs11614913, miR-193b rs30236 mikroRNS
polimorfizmusokat, és a CD24 expresszidjat magyarorszagi petefészek tumoros és egészséges

nok korében.
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10 Summary

Ovarian tumor is the leading cause of death among women, the high mortality rate is
due to non-specific symptoms and late diagnosis.It is characterized by a poor survival rate
despite modern treatment strategies, so the development of new diagnostic, therapeutic and
monitoring options has become necessary. During our work, we searched for biomarkers that
could be promising candidates for the detection of ovarian tumors and the coming out of future
diagnostic tests.

Using non-invasive procedures, attention was primarily directed towards microRNAs,
so in the first part of our research we examined microRNA polymorphisms that were thought
to be potential biomarkers in the diagnosis of ovarian tumors. Although there was no significant
difference between the examined polymorphisms (miR-146a rs2910164, miR-196a-2
rs11614913 and miR-193b rs30236) between the examined ovarian cancer patients and healthy
controls, it does not rule out their applicability if they are tested in combination with other
polymorphisms. The expression of CD24 was determined on tissue samples. We identified a
significant difference between the CD24 expression measured in tissue samples from control
and ovarian tumor patients, which also showed a correlation but not significant with more
advanced FIGO stages.

The significance of our work is contributed by the fact that during our investigations we
analysed for the first time the miR-146a rs2910164, miR-196a-2 rs11614913, miR-193b

rs30236 microRNA polymorphisms and the expression of CD24 among Hungarian women.
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14 Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Poka Robert Professzor Urnak, témavezetdmnek, a Debreceni
Egyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika korabbi igazgatdjanak, amiért Onzetlen
segitségével, tamogatasaval, inspiracidjaval hivatasom gyakorlasanak kezdetétdl figyelemmel
kisérte palyamat, lehet6vé tette szakmai- és kutatomunkam fejlodését és feltételeit. Koszonom,
hogy a jelen munka létrejotte soran Onzetlen szakmaisaggal, segitséggel ¢s humanummal

irdnyitotta munkamat.

Ko6szonom Dr. Nagy Balint Professzor Urnak a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszék
korabbi vezetdjének, hogy a fenti intézetek kozotti kollabordcid 0sztonzd szervezésével
lehetdvée tette a laboratoriumi vizsgélatok elemzd megvalosulasat, illetve hogy a kozds munka

soran emberi és szakmai oldalrol is egyenloképpen messzemend tamogatéast nyujtott.

Koszonetet mondok Dr. Soltész Beata Adjunktus Nonek, a Debreceni Egyetem
Humaéngenetikai Tanszék adjunktusanak, tarstémavezetémnek, aki intézete és honos klinikdm
kozotti egyiittmiikodés sordan a kutatdmunka laboratoriumi, elméleti vonatkozasainak
lelkiismeretes atadasa, klinikummal vald egyeztetése kapcsan odaadd szakmaisaggal

tamogatta, segitette kutatdmunkdm minden allomésat.

Szeretném koszonetem kifejezni Dr. Krasznai Zoard Tibor Tanar Urnak, a Debreceni Egyetem
Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika jelenlegi igazgatdjanak, aki példaértékli munkatarsként,

munkacsoport-vezetoként, és igazgatoként is tamogatta és 6sztondzte munkamat.

Ko6széném Dr. Balogh Istvan Professzor Urnak a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszék
jelenlegi tanszékvezetdjének, hogy az intézetek kozotti egyiittmiikddés feltételeit dszintén

tamogatva segitette munkamat.

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

utjan mellettem alltak.
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K6sz6nom korabbi intézetvezetimnek - Dr. Borsos Antal Professzor Ur, és Dr. Lampé Rudolf

Tanar Ur személyében - szakmai és kutatomunkam fejlédésének elésegitését.

Ko6szonom a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszék munkatarsainak a tobbszords €s
tobbréti egylittmitkodés lehetdségét és segitségiiket a tudomanyos munka terén.
Koszonet illeti Galné Dr. Remenyik Judit Tandrndt €s munkacsoportjat a tovabbi tudomanyos

munkakapcsolatok révén, mely a Humangenetikai Tanszék altal jott 1étre.

Ko6szondm tarsintézeteinknek - DEKK Onkolégiai Klinika, DEKK Patholégia Intézet - a

klinikai és tudomanyos egylittmiikddés lehetdségét.

Tovabba kiilon koszonet illeti a Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinika minden jelenlegi és
korabbi munkatarsat, onkoldgiai, n6gyogyaszati miitd és perinatologiai — ultrahang - genetika
részlegeinken dolgozd orvos és szakdolgozo kollégaimat, akik segitségiikkel és tamogatod
munkdjukkal, tandcsaikkal hozzdjarultak a kutatomunka létrejottéhez ¢és szakmai

fejlédésemhez.

Koszonom csaladomnak kutatd és klinikai munkdm kapcsan nyujtott tdmogatasukat,

segitségiiket és a mindig tiirelmes hattér biztositasat.
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15 Fiiggelék — az értekezés alapjaul szolgalo kézlemények
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