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1. Fontosabb roviditések

AUC
cDNS
CSF
CNS
CT
dNTP
EGFR
FDA

FDR
FLAIR

GBM
GO _BP
GO_MF
IDH
KEGG
MGMT

miRNS
MRI
mRNS
ncRNS
NSAIDs

PCA

PGE2

PPI
pri-miRNS
pre-miRNS

gorbe alatti teriilet (Area Under the ROC curve)

komplementer DNS (complementary DNA)

cerebrospinalis folyadék (cerebrospinal fluid)

kozponti idegrendszer (Central Nervous System)

komputertomografia (Computed Tomography)
dezoxiribonukleotid-trifoszfat (deoxynucleotide triphosphate)

epidermalis novekedési faktor receptor (Epidermal Growth Factor Receptor)

Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (Food and Drug
Administration)

Hamis felfedezési arany (False Discovery Rate)

folyadék-attenualt inverzio recovery MRI technika (Fluid-Attenuated Inversion
Recovery)

glioblastoma

biologiai folyamat alapt gén ontoldgia (Gene Ontology Biological Processes)
molekularis funkcié alapu gén ontoldgia (Gene Ontology Molecular Function)
izocitrat dehidrogenaz enzim (Isocitrate Dehydrogenase)

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

O°-metilguanin-DNS-metiltranszferaz (O®-Methylguanine-DNA-
Methyltransferase)

mikroRNS (microRNA)

magneses rezonancia képalkotas (Magnetic Resonance Imaging)
hirvivd RNS (messenger RNS)

nem-kddoldo RNS (Non-coding RNA)

nem szteroid gyulladascsokkentd gydgyszerek (Nonsteroidal Anti-
Inflammatory Drugs)

fékomponens analizis (Principal Component Analysis)
prosztaglandin E2 (prostaglandin E2)

fehérje-fehérje kolcsonhatas (Protein-Protein Interaction)
primer-miRNS (primary miRNA)

prekurzor-miRNS (precursor miRNA)
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PTEN
RISC
ROC
RT-gPCR

TCGA
™Z
TP53
UTR
VEGF

WHO

foszfataz ¢s tenzin homolog (Phosphatase and Tensin Homolog)
RNS-indukalta csendesitd komplex (RNA-induced silencing complex)
Receiver Operating Characteristic curve

valos idejli kvantitativ polimeraz lancreakci6 (Real-Time quantitative
Polymerase Chain Reaction)

The Cancer Genome Atlas Program
Temozolomid (Temozolomide)

Tumor Protein P53

nem-transzlalédo régio (Untranslated Region)

vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor (Vascular Endothelial Growth
Factor)

Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)



2. Bevezetés

A kozponti idegrendszert (CNS) érint6 rosszindulatu daganatos elvaltozasokrol altalanosan
elmondhat6, hogy kezelésiik igen nehezen megvalosithatd, melybdl fakaddan az esetek
tulnyomo tobbségében kedvezdtlen altalanos tuléléssel tarsulnak. A CNS daganatok igen jol
ismert képviseldje az astrocyta eredetli glioblastoma multiforme (GBM), melyet 1863-ban
Rudolf Virchow német patologus azonositott a glioma egyik formajaként [Boccellato et al.,
2022]. A GBM az egyik legagresszivabb rosszindulati neoplasztikus elvaltozas, egyben az agy
¢s a kozponti idegrendszer leggyakoribb malignus primer daganata, amely az 0sszes kdzponti
idegrendszert érint6 tumor 14,5%-4t, valamint a rosszindulatt CNS daganatok 48,6%-at teszi
ki [Grochans et al., 2022]. Az elmult néhany évtizedben az idegsebészeti technikak javulasa, a
hatékony kemoterapias szerek kifejlesztése, a sugarterapia fejlodése, valamint az atfogd genomi
profilalkotas és molekuldris jellemzés ellenére a GBM-ben szenvedd betegek atlagos tulélési
ideje tovabbra is rendkiviil csekély maradt, minddssze 9-16 honap. Tovabba az 1 éves talélési
arany 37,2%-ra, mig az 5 éves 5,1%-ra tehetd, mely alapjan a GBM az egyik legmagasabb
mortalitdsu daganatos megbetegedésnek tekinthetd [Yao et al., 2018; Taylor et al., 2019; Wang
etal., 2021].
még mélyebb megértése, illetve olyan Uj molekuldris markerek azonositisa, melyek
segitségével egyrészt szélesebb korli tudomanyos ismeretekre tehetiink szert, masrészrol
1épéseket tehetiink a betegség prognosztikajat és diagnosztikajat illetden, valamint kézelebb
kertilhetlink egy hatékonyabb kezelési stratégia kidolgozasahoz.

Ilyen potencialis marker molekuldk lehetnek a mikroRNS-ek (miRNS), melyek az utobbi
évek molekularis biologiai kutatasai soran egyre inkabb az érdeklddés kdzéppontjaba keriiltek.
A miRNS-ekrdl rendelkezésre all6 eddigi tudasunk szerint elmondhat6, hogy ezek a rovid, 20-
25 nukleotidbol 4ll6, fehérjét nem kodoldé molekuldk meghataroz6 szerepet jatszanak a
génexpresszid poszttranszkripcionalis szintli finomhangolasaban, valamint a fehérjét kodolo
gének kozel 90%-a all regulacids hatdsuk alatt [Jambor et al., 2019]. Ezenfeliil ismert, hogy
ezek a makromolekuldk onkogén és tumorszupresszor funkcioval is rendelkeznek, valamint
alapvetd sejtélettani folyamatok (példaul sejtproliferacio, szigndl transzdukcio, apoptdzis)
nélkiilozhetetlen résztvevoi. Normal egyenstlyuk felborulasa, valamint expresszids szintjiik
valtozésa kétségteleniil dontd szerepet jatszik szamos betegség, példaul kiillonbozé daganatok
kialakulasaban. {gy elmondhatd, hogy a miRNS expressziés mintazat jellemzése GBM-ben

potencialis diagnosztikai és/vagy prognosztikai eszkozként alkalmazhatd, tovabba az
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azonositott miRNS-ek ¢és azok igazolt célpontjai a jovoben hasznosak lehetnek a megfeleld

terapia megvalasztasat illetéen.

3. Epidemiologia

Altaldnossagban elmondhatd, hogy a CNS daganatok magasabb eléfordulasi gyakorisaga
figyelheté meg a nyugati és fejlett orszagokban, a keleti és kevésbé fejlett orszagokkal szemben.
Ezen daganatok koziil a GBM el6fordulésa jelentds eltérést mutat az €letkor, a nem és az etnikai
hovatartozas tekintetében [Shieh et al., 2021]. A betegség éves eldforduldsi gyakorisaga
hozzavetdleg 35/1 millié egyén, kialakulasa az életkor elérehaladtaval ndvekedést mutat és 65-
75 év kozott a legmagasabb, a férfiak és a ndk aranya pedig 1,6:1. [Slika et al., 2023; Colopi et
al., 2023]. Az etnikai hovatartozés szerepét vizsgdlva az eddigi tanulmanyok arra jutottak, hogy
a betegség eléfordulasa magasabb a kaukazusi népcsoportokban, mig alacsonyabb a fekete borii
nok korében [Wu et al., 2021; John et al., 2024]. A néi nem alacsonyabb érintettsége esetében
a szakirodalmi adatok alapjan elmondhat6, hogy a nemi hormonok protektiv hatassal birnak a
GBM kialakulasanak tekintetében [Grochans et al., 2022]. Ugyanis a néi nemi hormonok ¢és a
gliomak el6fordulasi gyakorisaganak vizsgalata sordn leirasra keriilt, hogy e daganatok
kialakulasanak fokozott kockazata volt észlelheté a menopauza idészakaban 1év6 nék korében,
illetve azok esetében, akiknél késoi elsé menstruacio jelentkezett. Mig csokkent kockazatot
figyeltek meg az oralis hormonalis fogamzasgatlo és hormonpotld terapiat hasznalok korében
[Cowppli-Bony et al., 2011]. A nemi hormonok mellett a GBM-hoz k&thetd egyéb protektiv
faktorok is azonositdsra keriiltek mar. Ilyen példdul a nem szteroid gyulladascsokkentd
gyogyszerek (nonsteroidal anti-inflammatory drugs - NSAIDs) potenciadlis védohatasa
agydaganatokban, mely vélhetéen a prosztaglandin E2 (PGE2) szintézisére gyakorolt gatlo
hatasuknak koszonhetd. Ugyanis a PG, mint hormonhatassal rendelkezé molekula a kozvetlen
mutagén hatasok mellett szerepet jatszhat a tumorndvekedés, az invazio, a metasztazis képzeés,
az immunszuppressziod €és az angiogenezis folyamataiban. Ezt a feltételezést alatdmasztja és a
PGE2 potencialis szerepét bizonyitja az a megfigyelés, mely szerint a rosszindulatu
agydaganatokkal 0Osszefliggd emelkedett PGE2-szint a malignus agydaganat mitéti
eltavolitasat kovetden csokkenod tendenciat mutat [Loh et al., 2002; Grochans et al., 2022]. A
NSAIDs csoportjaba tartozé masik, igen gyakran alkalmazott medikacio, az aszpirin €s
metabolitjainak GBM sejtekre gyakorolt hatdsa szintén leirdsra keriilt mar. Altinoz és

kutatocsoportja megfigyelte, hogy az acetilszalicilsav metabolitja, a gentizinsav blokkolja a
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fibroblaszt ndvekedési faktor kotddését a receptorahoz, mig a szulfonat metabolit, a dobezilsav
pedig a C6 GBM sejtvonal sejtjeinek ndvekedését gatolja in vivo [Altinoz et al., 2018]. Emellett
Scheurer és munkatarsai, Osszevetve a GBM kialakulasanak kockazatat a NSAIDs
alkalmazaséaval, 20%-o0s kockazat csokkenést irtak le. A kialakult glidmaban szenvedd
paciensek kevésbé szamoltak be rendszeres aszpirin hasznélatardl a multban [Scheurer et al.,
2011]. Az NSAIDs GBM fejlédésre gyakorolt védohatdsanak molekuléris okait tekintve a
publikdciok eredményei azonban eltéréseket mutatnak, melynek oka vélhetden a potencialis
zavard valtozok, valamint a rendelkezésre allo, sokszor alacsony GBM esetszam lehet.
Ezenkiviil szintén eltéréseket eredményezhet a GBM nagymértékii heterogenitasa és
komplexitdsa - amelyet a Cancer Genome Atlas (TCGA) rogzit - mely befolyasolhatja a
kiilonb6zé tumoraltipusok NSAIDs-re adott eltérd valaszait. Mindemellett egyre tobb
epidemiologiai adat bizonyitja, hogy az atopids betegségek, ugymint az allergia, asztma,
ekcéma csokkentik a glioma kialakulasanak kockazatat [Il'yasova et al., 2009; Cahoon et al.,
2014; Lin et al., 2021]. Ennek bizonyitasara tobb kutatas is tortént, melyek kimutattdk, hogy
amennyiben a pdaciens atopids allapotban van, a glioma kockazata 30-40%-kal csokken
[Schlehofer et al., 1999; Linos et al., 2007; Lin et al., 2021]. Megfigyelték tovabba azt is, hogy
az allergia tipusainak és a tiinetek intervalluméanak novekedésével a glioma kockazata még
tovabb redukalodik [McCarthy et al., 2011]. Ennek hatterében vélhetéen az atdpias
allapotokban megfigyelhetd fokozott immunallapot allhat, mely az immunmonitoring
serkentésével megsziinteti a redkmegel6z0 sejteket [Lin et al., 2021].

A védoéfaktorok mellett kiilonb6zd rizikdtényezok is leirasra keriiltek mar, melyek
feltételezhetden hozzdjarulhatnak a GBM kialakuldsanak fokozott kockazatahoz. Ilyen,
mondhatni elsé helyen emlithetd kockazati tényez0 az ionizdld sugarzas, mely egyike azon
kevés és ismert kockazati tényezoknek, amelyekrdl igazoltak, hogy kétségtelentil fokozzak a
glioma kialakuldsanak kockéazatat. Tovabba az is megfigyelésre keriilt mar, hogy az ionizalod
sugarzas kovetkeztében kifejlodott GBM tobbnyire évekkel egy masik daganatos kérkép vagy
allapot terapidja részeként alkalmazott sugarkezelést kdvetden jelenik meg [Davis, 2016].
Tovabbi, ugyancsak eldkeld helyen szerepld rizikéfaktor a dohanyzéds, ugyanis a
cigarettafiistben megtaldlhato dohdnyspecifikus nitrozaminok ¢és policiklikus aromas
szénhidrogének képesek athatolni a vér-agy gaton (BBB; blood-brain barrier), ami eldsegitheti
a CNS daganatok kialakulasat. Err6l azonban igen valtozatos eredmények allnak rendelkezésre,
igy alatamasztdsuk vagy elvetésiik tovabbi vizsgélatokat igényel. A dohanyzds mellett a
masodik leggyakoribb karos szenvedélynek tekinthetd az alkoholfogyasztds, mely szintén a

BBB-n torténd atjutasan keresztiil képes hatast gyakorolni a gliasejtekre. Tovabba az alkohol
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lebontasa soran keletkezd acetaldehid és reaktiv oxigénfajtak toxikus hatassal birhatnak a
sejtekre, ezzel eldsegitve azok malignus elfajulasat dozis-valasz dsszefiiggés alapjan [Baglietto
et al.,, 2011; Grochans et al., 2022]. Ennek ellenére Qi és munkatarsai metaanalizisiik
eredményeként nem taladltak alapvetd Osszefiiggést az alkoholfogyasztas és a glioma
kialakulasanak kockézata kozott [Qi et al., 2014]. Ezen megallapitast nemrégiben Cote és
munkatarsai is megerdsitették, akik a glioma csokkent kockazatarol szamoltak be alacsony vagy
mérsékelt alkoholfogyasztds esetén [Cote et al., 2021]. Ezek mellett ugyancsak jelentds
problémat jelent az elhizas, mely akarcsak a GBM, a fejlett orszagokban fordul elé nagyobb
szamban. A fokozott tdpanyagbevitel nem csak a zsirszovet ndvekedésével jar. A zsirszovet
tarold funkcioja mellett képes olyan anyagokat, hormonokat kivalasztani, mint példaul az
Osztrogének és kiillonbozo gyulladaskeltdé anyagok, melyek a GBM mellett egyéb daganatok
kialakulasanak is kedvezhetnek [Nelson et al., 2001; Little et al., 2013].

4. Glioblastoma szakirodalmanak attekintése

4.1. A glioblastoma WHO szerinti besorolasa

A kezdeti klasszifikéacios iranyelvekre visszatekintve lathatjuk, hogy az agydaganatokat
elsdsorban morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan osztalyoztak. Az id6 elérehaladtaval azonban
folyamatosan finomitasra keriilt ez a besorolasi mddszer, mely a molekularis osztalyozason
alapulo klasszifikacioig vezetett el.

A CNS-ben eléfordulé daganatokat az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO)
malignitasuk, valamint mitotikus aktivitasuk alapjan kiilonb6z0 fokozatokba, ugynevezett
gradusokba sorolja [Louis et al., 2016; Oronsky et al., 2021]. A klasszifikacion beliil négy
gradust kiilonboztethetlink meg, melyek koziil az 1. és a I1. az alacsony proliferacios potenciallal
rendelkezd gliomakat, mig a III. és a IV. a magas proliferacids rataval, valamint agressziv
fenotipussal jellemezhetd gliomakat foglalja magaba. Az I.-11. csoport képviseli az igynevezett
alacsony malignitési fokozatl, mig a III.-IV. a magas malignitasi fokozata gliomék csoportjat.
Ezek alapjan a GBM, mint a legagresszivabb és leginvazivabb differencialatlan daganattipus a
I'V. gradusba sorolhato [Oronsky et al., 2021]. Megjegyzendd, hogy ezt a ndmenklatirat a WHO
CNS daganatok osztalyozasanak negyedik kiaddsaban (WHO CNS4) feliilvizsgaltdk, és a
,multiforme” kifejezést eltorolték, tehat mar csak glioblastomaként emlitik, melynek
roviditése, a ,,GBM” széles korben hasznalatos [Louis et al., 2016; Boccellato et al., 2022]. Ez
az osztalyozas legutobb 2021-ben keriilt reviziora (WHO CNSS5). Az 1j valtozatban a diffiz
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gliomakat elsdsorban felndtt- és gyermek-tipusra bontjak, melyek koziil a ,,gyermek-tipus”
foként a fiatal felndttek korében jelentkezhet, mig a ,,felndtt-tipus” megjelenése ritkan fordul
el a gyermekek korében. A revizio soran az uj kiadast a szovettani jellemzdk mellett specifikus
molekuléaris markerekkel is kiegészitették, az optimalis kezelési eljards és a prognosztikai
elorejelzés mellett a diagnosztikai kategéridk és a gradusba sorolds konnyebb meghatarozasa
érdekében [Louis et al., 2021; Boccellato et al., 2022; Guo et al., 2023]. A WHO 2021-es CNS5
daganatok besoroldsanak frissitett valtozata szerint a jelenleg érvényben 1évo klasszifikécio
nagymértékben fligg az izocitrat dehidrogendz 1/2 (IDH '2) mutéciods, valamint ezzel egyiitt az
1p/19q kodelécios statusztol. E két paraméter segitségével 3 betegcsoportot tudunk
elkiiloniteni. Ezek az 1.) IDH mutans, 1p/19q kodelécids oligodendroglioma 2.) az IDH mutans,
nem kodelécids asztrocitoma és 3.) az IDH vad tipust GBM [Whitfield et al., 2022]. A GBM-
ek altipusait tekintve elmondhato, hogy a kordbbi osztalyozas sordn 4 altipust kiilonitettek el
transzkripcids sajatsagaik szerint [Verhaak et al., 2010]. Ezek a klasszikus, neuralis, proneuralis
¢s mesenchymalis altipusok. Azonban a kdzelmultban a gliomak atfogd transzkriptomikai
elemzése modositott az altipusok fent emlitett elkiilonitésén. Ugyanis Wang és munkatarsai az
analizis soran a korabbi elveken valtoztatva, a daganathoz kothetd, nem malignus sejtek
transzkriptomjanak elemzését kivontak a vizsgalatbol. Ezzel kizdrva a neurdlis altipust, mely
vélhetéen a normal idegszovet fokozott kontaminacidja miatt keriilt korabban azonositasra. igy
az elemzés eredményeként a klasszikus, proneuralis €s mesenchymalis altipusokban figyeltek
meg szamottévd disuldst, mely alatdmasztja a GBM-altipusok plaszticitasanak 1étét [Sidaway

2017; Wang et al., 2018; Oronsky et al., 2021].

4.2. A glioblastoma kialakulasa és tiinetei

A CNS-ben kialakuld primer agydaganatok stlyossagukat tekintve, a nagyon ritkan
kialakulo, mitétileg gyogyithatd, nem invaziv pilocytds asztrocitomaktol, az igen sulyos,
agressziv, gyakorlatilag gyogyithatatlannak mindsithetd6 GBM-ig terjednek [Teraiya et al.,
2023]. Az egyes CNS daganatok elnevezése a kiindulasi sejtre, illetve szovetre enged
kovetkeztetni, melyek a gliomdk esetében az agyallomany tamasztészovetét alkoto
tamasztosejtek, masnéven gliasejtek (astrocyta, mikroglia, oligodendroglia, radialis glia,
ependyma), valamint azok kiilonféle formai.

Kialakulasi helyét tekintve a GBM legnagyobb gyakorisdggal a hemiszfériumokban,

azon beliil is a supratentorialis régiot alkoté homlok-, nyakszirti-, fali- és halantéklebenyben
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figyelhetd meg, elvétve pedig a kisagyban, az agytorzsben és a gerincveldben is eléfordulhat
[Urbanska et al., 2014; Tamimi et al., 2017; Oronsky et al., 2021; Boccellato et al., 2022]. A
GBM kialakulhat de novo (primer GBM), valamint alacsonyabb gradusu diffuz astrocytomak,
illetve anaplasztikus astrocytomak malignus transzformacidja (szekunder GBM) révén
[Oronsky et al., 2021]. Az esetek tilnyomo tobbségét (~90%) a de novo forma teszi ki, mely
foként az id6s betegekben fordul eld és igen gyors kialakulas jellemzi. Ez a forma jellemzden
a glialis 6ssejtek prekurzor sejtjeibdl fejlodik ki, kiillonbozé mutacidk hatasara. Ezzel szemben
a szekunder valtozatok a fiatalabb egyénekben manifesztalodnak, els6sorban a
homloklebenyben lokalizalédnak ¢€s jelentdsen jobb prognodzissal tarsulnak. E tipus az érett
glialis sejtek (GBM esetében asztrocitakbol) mutacidinak kovetkeztében fejlodik ki [Ohgaki et
al., 2013; Kanderi et al., 2024]. Napjainkra nagy eldrelépések torténtek a glidmagenezis
mélyebb megértése terén. A legfrissebb tanulméanyok arra a feltevésre vilagitanak ra, hogy a
GBM glialis dssejtekbdl és glialis prekurzorsejtekbdl (1gymint oligodendrocita vagy astrocyta)
ered, valamint a sejtvonal a f6 meghatarozdja a GBM molekularis altipusanak. Az el6z6
alfejezetben emlitett klasszikus, proneurdlis ¢€és mesenchymalis altipusok kozil a
mesenchymalis tipus sejtes eredete tovabbra sem egyértelmii. Azonban Ah-Pine és munkatérsai
tanulmanya felveti a fibroblaszt-szerli mesenchymalis sztroma sejtek potencidlis szerepét a
GBM létrejottében, kiilonds tekintettel a mesenchymalis altipusra [Ah-Pine et al., 2023].
Szovettani szempontbol nézve az elsddleges ¢és masodlagos GBM-ek gyakorlatilag
megkiilonbozhetetlenek, azonban genetikai és epigenetikai profiljukban mutatnak olyan
kiilonbségeket, melyek megkonnyitik az elkiilonitésiiket. Ilyen dontd, az elsédleges GBM-ekre
jellemzd genetikai markerek az IDH mutacio hidnya, valamint az epidermalis novekedési faktor
receptor (EGFR) amplifikacidé és a foszfatdz és tenzin homolog (PTEN) mutacid, mig a
masodlagos GBM-¢ek esetében megfigyelheté az EGFR amplifikéci6 hianya, valamint a tumor
protein P53- (TP53) és IDH1 mutacio, amely hipermetilacids fenotipushoz tarsul [Kleihues et

al., 1999; Olar & Aldape, 2014; D’ Alessio et al., 2019].

Az Ujonnan diagnosztizalt GBM igen valtozatos klinikai megjelenéssel tarsulhat, amit
nagymértékben befolydsol a daganat nagysdga és elhelyezkedése. A GBM ilyen
figyelemfelkeltd, nem-specifikus tlinetei kozé sorolhatdak a goércsrohamok, a kognitiv
diszfunkcio, valamint a koponyatiri nyomasfokozodasbol adodd panaszok, tgymint a fejtajas,
szédiilés, hanyinger, hanyas, letargia vagy épp a memoriazavar. Ezek mellett sulyosabb és

specifikusabb tiinetek is felhivhatjdk a figyelmet a betegség jelenlétére, mint példaul a
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személyiségvaltozas vagy a fokalis neuroldgiai eltérések (példaul afazia vagy latotér kiesés)

[Young et al., 2015].

4.3. A glioblastoma diagnosztizalasa

Napjainkban az elsddleges agydaganatok diagnosztizalasa és kezelése egyarant
komplex stratégidk alkalmazéasaval valosul meg. A standard diagnosztikai eljarasok kozé
tartozik az idegrendszeri képalkotd vizsgélat, valamint a hisztopatologiai és molekularis
osztalyozas [Bjorland et al., 2021]. A fent emlitett eljarasok koziil eldszor a képalkotd
eljarasokra térnék ki, majd a molekularis osztalyozas sordn alkalmazott markereket targyalom
részletesebben. Az alkalmazott radiologiai vizsgalomoddszerek koziil a komputertomografia
(CT) ¢és a magneses rezonancia képalkotas (MRI) kozponti szerepet jatszik a GBM
diagnosztizalasaban, jellemzésében és terapids monitorozasaban. Emellett mindkét eljards
rendkiviil hasznos a daganat osztdlyozdséban, valamint a gradusbesoroldsban egyarant [ Abd-
Elghany AAetal., 2019]. E két modszer koziil a MRI eljaras széleskorben alkalmazott a betegek
diagnosztizalasa soran és kezelésiiket kovetden [Shukla et al., 2017]. Nagy felbontast, tobbsiku
szerkezeti informaciot és Iényegesen jobb szoveti karakterizalast biztosit a CT-vizsgalathoz
képest [Abd-Elghany AA et al., 2019]. Ez a modszer tovabba a GBM ¢és egyéb koponyaliri
elvaltozasok megkiilonbdztetésére is alkalmas [Bjorland et al., 2021]. A GBM az MR felvételen
legtobbszor jellegzetes képet mutat. Infiltrativ, heterogén intraparenchymalis 1éziokbol all,
amelyek a fehérallomanybol indulnak ki €és azon beliil terjednek. Ezen feliil gyakori a corpus
callosum érintettsége is. A GBM a felvételen rosszul koriilhatarolt, nem rendelkezik éles
hatérral és a sz€li részén kontrasztfokozddast mutat, mely vélhetden a BBB karosodasat jelzi.
T1 sulyozott képeken a 1€z16 kdzponti része a nekrozis kovetkeztében hypointenz (1. (A) abra),
mely elvaltozast agydodéma vesz koriil, amely a T2 stlyozott és ,,Fluid-Attenuated Inversion
Recovery” (FLAIR) képeken hiperintenzitast mutat (1. (B) abra) [Rockne et al., 2019]. Az
ujabb multimodalis MRI technikak, igymint a diffuzios, illetve perfuizids szekvencidk értékes
kiegészité informéciokat nyljtanak maganak a lézidonak a jellemzdirdl, igy pontosabb
diagnozist tesznek lehetdvé. Az igy nyert adatok hasznosak az invazi6 peritumoralis fokanak
felmérésére, tovabba iranymutatasként szolgdlnak a biopszia kivitelezéséhez, valamint a

betegség terapiat kdvetd kitjuldsdnak nyomon kovetéséhez [Gilard et al., 2021].
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1. abra: Az éabra ,,A” szegmensén egy T1 sulyozott felvétel lathatd6 a GBM-rol, ahol
megfigyelhetdé a daganat kozponti részének nekrozisa. A ,,B” képkockan egy FLAIR
szekvencia lathato, melyen a GBM hiperintenzitast mutat [Broggi et al., 2023].

A képalkoto eljarasokon til a betegség preciz és pontos meghatdrozasdhoz kiilonbozd genetikai
¢s molekularis markermolekuldkat is sziikséges identifikalni. Ezen molekuldk segitségével a
diagndzison tul megjosolhatd tobbek kozott a betegség progresszidja, valamint az egyes
betegek terdpiara adott valasza is [Louis et al.,, 2021]. Jelenleg a korszovettan képezi a
daganatdiagnosztika elsdrendii 4gat, mely nagymértékben hozzdjarul a megbizhatod diagnozis
felallitasdhoz. A kutatasunk soran felhasznalt intraoperativ gyorsfagyasztott szovetmintak
molekularis osztalyozdsa a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Pathologia Intézetében
tortént. A korszovettani vizsgalathoz a beérkezett szovetmintdk formalinban fixalt paraffinba
agyazott (FFPE) mintdkka torténd alakitasat a mikrotommal készitett metszetek vizsgalata
koveti mikroszkop segitségével, majd a szovettani vizsgalatot kiegészitve immunhisztokémiai
eljarassal. Ez utdbbi modszer a daganatos sejtek molekuldris Osszetételérdl szolgaltat
informaciot specifikus antigén-antitest kolcsonhatas révén [Magaki et al., 2019]. E folyamat
soran anti-IDH, anti-ATRX, anti-EGFR, anti-p53, valamint anti-Ki67 antitestek segitségével
torténik a GBM diagnozisanak megerdsitése. A WHO a CNS daganatok osztalyozasanak 2016-
os revizidja Ota az immunhisztokémiai eljarassal igazolt komponenseket tekinti a diagndzis
elementaris faktoraként, melyek ma mar szignifikdns prognosztikai informaciot
szolgaltathatnak [Louis et al., 2021; Priambada et al., 2023]. A fentebb felsorolt markerek koziil

a diffuz gliomék besorolasat illetden az egyik legesszencialisabb paraméter az IDH statusz
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meghatarozasa. Az emberi szervezetben az IDH enzimek 3 izoformaja kiilonithetd el, melyek
koziil az IDH1 a citoplazmaban és a peroxiszémaban, mig az IDH2 és IDH3 a mitokondrialis
matrixban lokalizalodik. Az alacsony gradusu gliomak és a masodlagos GBM-ek esetében az
IDH 1/2 enzimet érintd mutacido az egyik legjellegzetesebb ¢s legkorabbi tumorgenezist
indukal6 genetikai torténésnek tekinthetd [Kayabolen et al., 2021]. Ez az enzim fiziologias
koriilmények kozott a Krebs-ciklus egyik résztvevdjeként az izocitrat a-ketoglutarattd torténd
irreverzibilis atalakitasaért felel, CO, és NAD(P)H keletkezése mellett. Amennyiben az enzim
mutaciot szenved, nem a tipikus metabolikus mutaciokra jellemzo funkcidvesztés figyelhetd
meg, hanem ezzel ellentétben 0j enzimatikus funkcidra tesz szert [Garrett et al., 2018].
Leggyakrabban az IDHI®!*H kodont érintd missense mutaciot lathatjuk, melynek
kovetkezményeként az eredeti termék helyett 2-D-hidroxi-glutarat elnevezésti onkometabolit
keletkezik, mely az egészségesen mitkddo sejtekben nem taldlhaté meg, viszont a muticiot
hordoz6 daganatos sejtekben nagymértékii felhalmozodast mutat. Ezen metabolit hatdsara a
DNS ¢és a hisztonok hipermetilaciojat és aberrans génexpressziot figyelhetiink meg, amit a
daganatképzddés iranyitdé mechanizmusanak vélnek [Cohen et al., 2013; Alzial et al., 2022;
Solomou et al., 2023]. A gliomak molekularis osztalyozasanak masik, legkritikusabb markere
az alfa thalasszémia/mentalis retardacié, X kromoszomahoz kotott (ATRX) statusz,
tekintve, hogy a leggyakoribb mutaciot elszenvedd génként ismert a human daganatos
megbetegedésekben, kiilonds tekintettel a gliomakra [Nandakumar et al., 2017; Aguilera et al.,
2023]. Az ATRX nagyszami, meghatdroz6 bioldgiai Utvonalban vesz részt. Terméke az
SWI/SNF csaladba tartozé kromatin remodellaldo fehérje, mely a telomer régiodban fejti ki
hatasat a DAXX chaperon fehérjével heterodimert alkotva. Ez a kdlcsonhatés jatszik szerepet
a H3.3 hisztonvarians beépiilésében a pericentromerikus kromatin, a telomerek és egyéb
transzkripcionalisan nem aktiv, ismétl6dé genomi régiokba [Valenzuela et al., 2021].
Kovetkezésképpen megallapithatd, hogy az ATRX gén funkcidvesztd muticidja és/vagy az
ATRX kofaktordnak a DAXX-nak a ,hidnya” limitalja a H3.3 hiszton beépiilését a telomer
genomi régdjaba, melynek hianyaban a DNS karosoddsan, valamint a tartos telomerkohézion
keresztlil altalanos genomidlis instabilitast eredményez. E jelenség vélhetéen az ATRX
mutaciot hordozé daganatos betegségek hajtdereje [Dyer et al., 2017]. Az egészséges sejtek
irdnyitott, pontosan meghatdrozott utvonalak altal vezényelt novekedésével szemben a
daganatos sejtek esetében a ndvekedésszabalyozas miikodési zavara figyelhetd meg, melynek
kovetkeztében konstitutiv mddon, tobb Utvonalon keresztiil aktivalodik novekedésiik. Ezen
folyamat egyik legjelentsebb képviseldje az EGF receptor (EGFR), mely szervrendszereink

zomében, koztik a kozponti idegrendszerben is kulcsfontossagli szerepet tolt be a sejtek
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novekedési folyamatdban, ezaltal a daganatképzdédésben [Choi et al., 2013]. Az EGFR vagy
masnéven ErbB-1 az ErbB csaladba tartozo6 transzmembran régidban lokalizalodo tirozin kinaz
receptor, mely feladatdit a megfeleld, aktivalo hatast liganddal torténd receptor-ligand
kolcsonhatast kovetden fejti ki [Lin et al., 2022]. A receptor aktivacio az inaktiv allapotban
monomerként jelen 1évé EGFR homo- vagy heterodimerizacidjat valtja ki az ErbB csalad tobbi
tagjaval, majd kiilonb6z6 downstream utvonalak, mint példaul a MAPK, a PI3K, valamint a
STAT3 citoplazmatikus autofoszforilaciojan keresztiil végiil az mTOR jelatviteli utvonalon at
szabalyozza a sejtproliferacio, az angiogenezis €s a migraci6 folyamatat [Ezzati et al., 2024].
Eddigi ismereteink alapjan elmondhatdo, hogy az EGFR-hoz kothetd jelatvitel
nélkiilozhetetlennek tiinik a GBM progresszidjat, valamint invazios tulajdonsagat tekintve,
ugyanis a gliomak megkozelitdleg 50%-aban konstitutivan aktiv EGFR amplifikacio figyelhetd
meg [Pudetek et al., 2020]. A daganatos betegségek, koztiik a GBM esetében is rendszerint
megfigyelhetd genetikai alterdcid a tumorszupresszor gének inaktivacidja, valamint az
onkogének aktivacidja. Ezek a genetikai valtozasok - mas mdodon ugyan — novekedési elényt
biztositanak a sejteknek a kontrollalatlan sejtosztodéas folyamatat eldsegitvén. Ilyen, igen jol
ismert, a GBM-ben gyakran mutaciot elszenvedd, a ,,genom Orszemeként” is emlegetett
tumorszupresszor gén a TP53, amelynek p53 fehérjeterméke részt vesz a sejtciklus és az
apoptozis szabalyozasaban, a DNS-t érintd karosodas(ok) helyreallitdsanak inicidlasaban,
valamint kulcsfontossagu feladatot 1at el a genetikailag sériilt sejtek proliferaciojabol kovetkezo
tumorgenezis gatlasdban. Ezen létfontossdgu feladatait transzkripcids faktorként latja el a
génexpresszio szabalyozasan keresztiil [Liu et al., 2024; Meel et al., 2024]. Nélkiilozhetetlen
kiemelkedd jelentdséggel bir és kitlintetett figyelmet érdemel a GBM diagnosztizalasaban,
ugyanis a betegség rosszabb kimenetelével és a kezelésében alkalmazott Temozolomide (TMZ)
kemoterapeutikummal szembeni csokkent kemoszenzitivitdssal tarsithatdo [Roshandel et al.,
2019]. A TP53 mellett a Ki-67 index egy masik immunhisztokémiai marker, mely informaciot
mértékérdl egyarant. A tumor nodvekedési frakcidi egyszerlien meghatdrozhatoak Ki-67
antitesttel, ugyanis a Ki-67 fehérje a sejtciklus csaknem 0Osszes fazisaban (G1, S, G2, M)
kifejezddik. Magas expresszidja fokozott recidiva hajlammal és rossz prognozissal tarsithatd

[Armocida et al., 2020; Familiari et al., 2023]

A fejlett diagnosztikai €s terapids stratégia ellenére is elmondhat6, hogy a GBM korai

diagnosztizalasa, ezaltal sikeres kezelése még ma is meglehetdsen nagy kihivast jelent az
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egészségligyl ellatérendszer szamdra. Ugyanis a betegség kezelésének eredményességét
vélhetden az is befolyasolhatja, hogy az idegrendszeri képalkotd vizsgalatok az esetek nagy
részében a betegség eldrehaladott stadiumaban torténnek. A késéi diagnosztizalas elsésorban
az agydaganatokra jellemzd lassti disszeminacidés folyamatra vezethetd vissza, melynek
kovetkeztében még a daganat agyszovetbe vald behatolasanak kifejezett morfologiai jelei
esetén is el6fordulhat, hogy a klinikai manifesztacidja teljesen hianyzik [Silantyev et al., 2019].
A jelenleg alkalmazott kezelési protokoll multimodalis terdpias stratégidkon (miitéti reszekcio,
sugarterapia, kemoterapia) alapul, melyek szinergizmusban fejtik ki hatdsukat a daganat
megsemmisitése érdekében. A hatasossag eléréséhez az emlitett stratégidkat személyre
szabottan sziikséges kidolgozni a betegek funkcionalis allapota, életmindsége, a betegség
progresszidjanak iiteme, valamint a képalkotd vizsgalat és a klinikai diagnozis alapjan [Rocha
Pinheiro et al., 2023]. A hatékony terapia megtalalasanak nehézségei elsdésorban négy okra
vezethetdk vissza: a daganat nagymértékili heterogenitdsara, valamint invaziv tulajdonsdgara,
emellett az alkalmazott radio-kemoterapidval szemben mutatott rezisztenciakészség gyors
kifejlodésére, tovabba a BBB jelenlétére, amelyen a legtobb terapeutikum nem képes atjutni,
azonban a 400 Da-nal kisebb molekulatomegii lipofil molekuldk igen. Ilyen, a GBM kezelésére
hasznélt elsé vonalbeli terapids készitmény a TMZ, melyet a kereskedelmi forgalomban

Temodal™ néven értékesitenck Eurépaban [Teraiya et al., 2023].

4.4. A glioblastoma kombinalt onkoterapiaja

Az elmult évtizedben szamos kiilonféle kezelési stratégiat vizsgaltak meg a betegség
{6 kihivasa a daganat lokalizaciojaval és az Osszetett, heterogén bioldgiai jellemzdivel hozhatéd
Osszefliggésbe [Kesari et al., 2011; Hanif et al., 2017]. Az Gjonnan diagnosztizalt GBM
ellatasanak jelenlegi standardja a megalkotdja utan elnevezett Stupp protokoll, mely magédban
foglalja a tumoros szovet sebészi reszekciojat, valamint az azt kovetd kemoradioterapiat (2.
abra) [Stupp et al., 2005; Bjorland et al., 2021]. A protokoll gerincét a tumor lehetd legteljesebb
és legbiztonsagosabb, sebészi tton torténd eltavolitasa képezi, ugyanis a reszekci6 a daganatos
tomeg, valamint a parenchymalis kompresszids szimptomak csokkentésén til a daganat
genetikai vizsgalatat, tovabba a szdvettani diagnozis feléllitasat is lehetdvé teszi. Azonban a
GBM nem gyogyithato csupan miitéti beavatkozassal, mivel szinte minden esetben recidival.

Ennek elsddleges oka a daganat infiltrativ tulajdonsédga, melynek kdszonhetden képessé valik
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az €ép agyszovetbe torténd besziirddésre, igy teljes mértéki eltavolitdsa gyakorlatilag lehetetlen
[Rocha Pinheiro et al., 2023]. A terdpia masik nélkiilozhetetlen pillére a kemoterapiaval
egyidejlileg alkalmazott radioterapia, melyet monoterapiaban alkalmazott TMZ adminisztracié
kovet. A 6 hétig tartdo konkurald fazisban (TMZ+radioterapia) a betegek naponta Gsszesen 60
gray (Gy) — 30x2 Gy lebontasban — sugarkezelést kapnak, melyet napi 75 mg/m? per os TMZ
adasaval egészitenek ki. Ezt kovetden 6 cikluson at tart6 TMZ monoterapidban részesiilnek.
Minden ciklus 28 napbol all, mely ciklusok elsé 5 napjéban torténik a TMZ adminisztracid
kezdetben 150 mg/m?, a tovabbiakban pedig 200 mg/m? doézisban. Ez a monoterapia jo
tumorkontroll esetén akar 12 ciklusig is tovabb folytathato [Gilbert et al., 2013; Fasano et al.,
2024; Kovacs, 2024; Rodgers et al., 2024]. Stupp ¢és munkatarsai hatékonysagi ¢&s
biztonsagossagi szempontbdl Osszevetették az Onmagaban alkalmazott radioterapiat, a
sugarkezeléssel egyidejiileg alkalmazott TMZ kemoterapeutikummal torténd kemoterépiat,
illetve a sugarterapiat kovetd TMZ terapiat. Vizsgalatuk eredményeként megallapitottdk, hogy
az Oonmagaban alkalmazott radioterapidval szemben a TMZ-dal kiegészitett sugarkezelés
klinikailag jelentOs és statisztikailag szignifikans (median talélési id6 12,1 hoénaprol 14,6
honapra emelkedett; p<0,001) talélési eldnyt eredményezett az Gjonnan diagnosztizalt GBM
esetében, a toxicitds minimalis emelkedése mellett [Stupp et al., 2005]. Ezen eredményeket
Feng és munkatarsai szintén alatamasztottdk egy metaanalizis keretén beliil, mely szerint a
kombindlt terapia hatdsara a median tulélés 13,4—19,0 honapnak adodott, szemben a 7,7-17,1
honappal, melyet az dSnmagdaban alkalmazott radioterapiaval kezelt csoport mutatott [Feng et
al., 2017]. Ez a terapids stratégia azonban a beteg életkora, a beteg altalanos allapotat kifejezd
Karnofsky-index (0-halott - 100-panaszmentes), az OS-metilguanin-DNS-metiltranszferaz
(MGMT) javité enzim promoter metilacids statusza €és a daganat kitjulasa alapjan valtozik,

ugyanis a TMZ sem képes megakadalyozni ennek bekovetkezését [Rocha Pinheiro et al., 2023].
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Daganat detektalasa Muitéti eltavolitas Sugarterapia Kemoterapia

b § 4
y Ve
Fizikilis vizsgalat Maximalisan biztonsigos Volumetrikusan-modulalt Temodar®
reszekeid ivterdpia (temozolomide)
Komputertomogrifia (CT) ) . Rintgensugarak, Egvidejii alkalmazis:
Intraoperativ technikik gammasugarak, fotonok vagy 75 mg/m?
:I|k:l|lll:ll:i’5:l. ﬂum:cs/ccnciu- protonok
Migneses rezonancia vezérelt sebészet Adjuvins alkalmazds:
képalkotds (MRI) 2 Gy x 5 nap / hét = dsszesen 150-200 mg/m?* x 5 nap/28

60 Gy napos ciklus

2. abra: A glioblastoma (GBM) kombinalt onkoterapidja a Stupp protokoll alapjan. [Kovécs,
2024; Rodgers et al., 2024]

A TMZ egy masodik generacios imidazotetrazin, mely az imidazolgytriivel rendelkezé uj
tipust alkildlo szerek osztalydba tartozik [Ghosh et al., 2018; Teraiya et al., 2023].
Megkiilonboztetiink monofunkcionalis alkilalo szereket, melyek adduktumot képeznek a DNS-
sel, illetve olyan tipusuakat, amelyek a DNS lancok keresztkotését okozzak. A TMZ egy
monofunkcionalis DNS alkilalé szer, mely, mint prodrug, 6nmagaban inaktiv és savas pH
(pH<5) értéken stabil. Az aktiv vegyiilet, a 3-metil-(triazen-1-yl)imidazol-4-karboxamid
(MTIC) létrejottehez nem igényel hepatikus metabolizacidt, ugyanis az aktiv metabolit
fiziologias pH (pH>7) értéken spontan atalakulassal jon létre [Lee, 2016; Arora et al., 2019].
Ezt kovetéen az MTIC tovabb hidrolizal 5-amino-imidazol-4-karboxamidda (AIC) és metil-
diazoniumma, amely reakcioba 1ép a DNS-sel (3. abra). A folyamat sordn a negativ toltésii
DNS nukleofilként miikodik, melynek kovetkeztében a metil-diazonium-ion metilcsoportja

atkeriil a DNS purinbézisaira [Zhang et al., 2012; Singh et al., 2021]. A TMZ hatasara a DNS-

crer

crer

crcr

mismatch eldidézésén, valamint annak sikertelen javitdsan keresztiil egy- és kétszali DNS

toréseket okoz, valamint a sejtciklus ledllasat indukéalja a G2/M atmenetnél, majd ezek
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kovetkezményeként a sejt(ek) apoptdzisahoz vezet [Kanzawa et al., 2004; Zhang et al., 2012;
Hu et al., 2020].
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3. abra: A TMZ hatdsmechanizmusa ¢és 4talakulasa aktiv vegyiiletté [Giotta & Luzzi, 2021].

4.5. Temozolomide rezisztencia

Annak ellenére, hogy a radioterapiaval kombinalt TMZ kezelés nagyban hozzéjarult a
betegek atlagos, illetve progressziomentes tulélési idejéhez, sajnalatos modon igen sok esetben
tapasztalhatdo az alkalmazott kemoterapiaval szemben fellépd rezisztencia jelensége.
Megkiilonboztetiink természetes, azaz intrinsic, valamint szerzett rezisztenciat (4. abra).
Amennyiben a GBM sejtek specifikus tumorigén szubpopuldcidja intrinsic rezisztencidval
jellemezhetd, abban az esetben ezek a sejtek kontrollalatlan sejtproliferaciot tartanak fenn a
terapias kezelést megeldzden, a terdpia idOtartama alatt, illetve azt kovetéen egyarant. Ennek
koszonhetden a tumor tomege folyamatos novekedést mutat. Szerzett rezisztencia esetén
azonban a sejtek egy adott populédcioja valik ellenallova a terapidval szemben (beleértve a radio-
és kemoterapiat is) genetikai muticiok kovetkeztében, vagy a sejtekben zajlo jelatviteli
utvonalak rendellenes megvaltozasa révén. A szerzett rezisztencia esetében altalaban
elmondhat6, hogy kezdetben a kezelés klinikai elonyei megfigyelhetdk, és a daganat tomege
csokken, azonban egy bizonyos kezelési id0 eltelte utan az ellenalloképesség megszerzése miatt

ez a tendencia hanyatlik [Teraiya et al., 2023].
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1.) Intrinsic rezisztencia
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4. abra: A TMZ rezisztencia kialakuldsanak két fo tipusa. 1.) Természetes rezisztencia 2.)

Szerzett rezisztencia. [Teraiya et al., 2023]

A TMZ az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatalanak (FDA) 2005-6s
jovahagydasa Ota hasznalatos a GBM elsévonalbeli DNS-metilald dgenseként. Citotoxicitasat
tekintve eziddig sem irtak le olyan készitményt, amely ilyen hatékonynak bizonyult volna
[Teraiya et al., 2023]. Ennek ellenére az eddigi tapasztalatok azt mutatjak, hogy a TMZ-dal
kezelt betegek hozzavetdleg 50%-a nem reagal megfelelden a terdpiara. Ennek oka elsdsorban
a GBM sejtekben fellépd OS-metilguanin-metiltranszferaz (MGMT) enzim thlzott
expressziojaban és/vagy a DNS repair rendszerének hianyaban keresendd [Lee, 2016]. Azonban
azok a GBM sejtek, melyek nagyfokia DNS hibajavitasra képesek megfordithatjadk a TMZ
metilacids hatékonysagat, ezaltal rezisztenciat fejlesztve ki a készitménnyel szemben [Teraiya
etal., 2023]. A TMZ rezisztencia kialakulasaért az alabbi DNS-javité mechanizmusok felelnek:
O°-metilguanin-DNS metiltranszferaz (MGMT), a mismatch DNS-hibajavitasi mechanizmus
(MMR), a bazis kivagasos DNS javitas (BER, a poli-ADP-rib6z polimeraz (PARP) utvonal) (5.
abra) [Zhang et al., 2012; Teraiya et al., 2023].
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A felsoroltak koziil az MGMT enzim jatssza a legfontosabb szerepet a rezisztencia
kialakuldséban, ugyanis ez az endogén hibajavité enzim direkt modon képes a DNS alkilacios
karosodéasanak kiegyenlitésére, ezaltal pedig a genomi stabilitds fenntartasara. Javité funkcioja
soran eltavolitja az O°-metilguaninhoz kapcsolt metilcsoportot, ezaltal semlegesiti a TMZ
hatasara kialakult DNS karosodast, igy csokkentve a készitmény altalanos hatékonysagat. A
TMZ kezelésre adott valaszban kiemelkedd szerepe van az MGMT gén promoéter régié CpG
metilacios statuszanak. Az MGMT promoter hipermetilacioja az enzim csokkent kifejezddését

rrrrr

2021].

MGMT/PARP/BER
MMR

N3- metiladenin

DNS N7-metilguanin Apoptozis
O‘-metilguanin (TMZ érzékenység)

X

MGMT/PARP/BER
MMR

Nincs citotoxicitas
(TMZ rezisztencia)

5. abra: A sejtek TMZ érzékenységében, illetve rezisztencidjaban szerepet jatszo utvonalak.
MGMT - O°-metilguanin-DNS metiltranszferaz, APNG — Alkilpurin-DNS-N-glikozildz, BER

- bazis kivagasos DNS javitds, MMR — mismatch repair.
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Amennyiben TMZ rezisztencia 1ép fel, ugy a kezelési protokoll szerint meghatarozott,
ugynevezett ,,masodik vonalbeli” terapids készitmény, a bevacizumab (Avastin®; Genentech,
Inc., South San Francisco, CA) jon szamitasba. Az FDA éltal, a GBM kezelésében jovahagyott
bevacizumab olyan, a TMZ-t6l eltéré tdmadasponttal és hatasmechanizmussal jellemezhetd
humén monoklonalis IgG1l antitest, mely az angiogenezis gatldsan keresztiil fejti ki
daganatellenes hatasat. Hatdsmechanizmusa soran a keringd vaszkuldris endotelidlis
novekedési faktor (VEGF) molekuldkhoz kapcsolddik, melynek hatdsdra a VEGF nem képes
kotédni receptorahoz, igy az érijdonképzddés redukcidja miatt romlik a daganatos szdvet
vérellatasa (6. abra) [Kazazi-Hyseni et al., 2010; Giotta & Luzzi, 2021]. A malignus
gliomakrol, amilyen a GBM is, kdztudott, hogy nagy mennyiségben expresszaljak a VEGFR-t
a sejtfelsziniikon, ami eldrejelezheti a betegség kedvezdtlenebb prognozisat [Ghiaseddin &

Peters, 2015].
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6. abra: A bevacizumab hatdsmechanizmusa [Giotta & Luzzi, 2021].

-23-



5. MikroRNS-ek (miRNS-ek)

5.1. A miRNS-ek biogenezise

Az elmult évtizedek soran az emberi szervezet teljes genetikai anyaganak legnagyobb
mértékben tanulmanyozott részét a fehérjét kodold gének szekvenciai adtak. A human genom
egyre nagyobb mértékii megértésével egyidejliileg azonban vildgossa valt, hogy ezeknek a
géneknek a kodold régidi (exonok) a genomnak mindossze 1,5-2%-at teszik ki. Ezen
informaciok mellett az évek eldrehaladtaval egyre nyilvanvalobba valt, hogy a genom fehérjét
nem kodold része is kulcsfontossagti funkciondlis jelentdséggel bir fejlodéstani, fizioldgiai,
valamint a betegségek szempontjabol egyarant. A fehérjét nem kodoldé genomi szakaszok
funkcionalis relevanciaja kivaltképp nyilvanvalo a kis nem kodold RNS-ek (ncRNS-ek) egyik
osztalyat képezd ugynevezett miRNS-ek esetében [Esteller, 2011].

A miRNS-ek felfedezése a jelenkori molekularis biologia egyik legjelentdsebb
mérfoldkovének tekinthetd, melynek koszonhetden a genetikai informaci6 kifejez6désével
Osszefliggésben allo, Gjabb finomhangolasi 1épés leirasa valosult meg [Shukla et al., 2011]. Az
els6 miRNS, a lin-4 1993-ban keriilt leirdsra Caenorhabditis elegans-ban, mely felfedezés
forradalmasitotta a molekularis biologia teriiletét. Azota kiilonbozo allatmodell-rendszerekben
mutattadk ki sikeresen a miRNS-eket és némelyekrdl igazoltak, hogy a fajok kozott erdsen
konzervaltak. Jelen allas szerint a miRBase adatbazis alapjan koriilbeliil 1917 prekurzor-
miRNS  és  kozel 2654 érett miRNS keriilt eddig azonositdsra [miRBase
(https://www.mirbase.org); Plotnikova et al., 2023]. Ez a szdm a jovében novekvd tendenciat
fog mutatni, ugyanis az 1 miRNS-ek azonositasa napjainkban is toretlentil zajlik.

A miRNS-ek kis, 20-25 nukleotidbdl all6 RNS molekulak, amelyek nem kodolnak
fehérjéket, de szabalyozzak azok expresszids szintjét poszttranszkripcids regulacid révén
[Ohtsuka et al., 2015]. Ez a szabalyozasi mechanizmus a specifikus messenger RNS (mRNS)
molekuldk gatlasan keresztiil valosul meg, azéltal, hogy az mRNS-en megtalalhato, altaldban a
3’ nem transzlalodo régioban (3° UTR) elhelyezkedd komplementer szekvenciakhoz kétddnek,
ami az mRNS destabilizalasdhoz és transzlacids teljesitményének csokkenéséhez vezet [Tat et
al., 2016]. Egyetlen UTR régi6 tobb, kiilonbdzé miRNS kotdhelyét is tartalmazhatja, illetve
tobb  kotohelyet egyetlen miRNS szdmdara, amely a génexpresszid komplex
poszttranszkripcionalis szabalyozasara utal [Shukla et al., 2011]. Az ezidaig azonositott human

miRNS 16kuszok mintegy fele intragenikus lokalizciét mutat, és tobbnyire intronokbol,
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valamint fehérjét kodold génekben talalhatdo exonokbol processzalodnak az RNS polimeraz 11
kozremiikddésével [Kim et al., 2007]. A gazdagénen beliil, azonos orientacidban elhelyezkedd
intronikus miRNS-eket az elsddleges transzkriptum mellett ugyanaz a promoter irja at
[Macfarlane et al., 2010]. Mig a fennmaradé rész intergenikus és a gazdagéntdl fiiggetleniil
irodik at, mely folyamatot sajat promotereik szabalyozzak [O'Brien et al., 2018]. Azonban néha
eléfordul, hogy a miRNS gének egyetlen hosszu, igynevezett policisztronos transzkriptumként
irédnak at, amelyet klaszternek neveziink [Khan et al., 2019]. A klaszteren beliil hasonl¢ ,,seed”
régidval rendelkezhetnek, mely esetben miRNS csaladnak tekintjiik 6ket [Tanzer et al., 2004;
O'Brien et al., 2018]. A miRNS-ek biogenezisét tekintve kanonikus és nem kanonikus
(nonkanonikus) atvonalakat kiilonbdztetiink meg, melyek koziil az elobbi a miRNS-ek érésének
f6 Gtvonala [Brown, 2022]. A miRNS hatasanak kanonikus mechanizmusa, a 3'UTR-rel valo
kolesonhatés, a szekvencia komplementaritason alapul [Ohtsuka et al., 2015]. A hagyomanyos
miRNS biogenezis folyamata egy nuklearis és egy citoplazmatikus hasitasi 1épésbdl all.
Léteznek azonban alternativ biogenezis utak is, amelyek kiilonboznek a hasitasi események ¢€s
a résztvevo enzimek szamaban. A kanonikus utvonalon az elsddleges miRNS-ek (pri-miRNS-
ek) atirddnak génjeikbdl, melyeket két RNaz III tipust enzim a DROSHA ¢és a DICER hasit
prekurzor-miRNS-ekké (pre-miRNS). Ezen enzimek két egymast kovetd processzalasi
eseményt katalizalnak a sejtmagban, illetve a citoplazmaban. Az érett miRNS a fent emlitett
hosszl pri-miRNS-b6l jon 1étre, melynek jellemzo strukturdja az 5' 7-metil-guanozin sapka ¢€s
a 3' poliadenilalt régi6. A pri-miRNS egy ugynevezett hajtliszerkezetet tartalmaz, amelynek
hossza tobb szaztol tobb ezer bazisparig terjedhet. A processzalasi folyamat soran a pri-miRNS
a hajtiiszerkezet szaranal elhasad, amely egy ~60-70 nukleotid hosszisagl hajtlistruktura
felszabadulasahoz vezet, amit pre-miRNS-nek neveznek [Lao et al., 2020]. Ezt a sejtmagban
lejatszodo folyamatot a mikroprocesszor komplex katalizalja, amely a nuklearis RNaz III tipusu
Drosha fehérjét és kofaktorat, a DGCRS8 (DiGeorge-szindroma kritikus régidja 8) fehérjét
tartalmazza [Michlewski et al., 2019]. Ezt kovetden a szar-hurok szerkezetli pre-miRNS tovabbi
feldolgozas céljabol a Ran/GTP/Exportin-5 fehérje komplex kozremiikddésével a sejtmagbol a
citoplazmaba exportalodik, ahol egy masik RNaz III tipust enzim, a Dicer processzalja tovabb
~20-22 nukleotidbdl 4ll6 miRNS/miRNS* duplexé (a * szimbolum az utasszalat jeloli a
duplexben, a masik szal az igynevezett érett vagy vezetd szal). Ezt kdvetden az érett miRNS
szal beépiil az RNS-indukalta csendesitd komplexbe (RISC), mely a target mRNS-hez torténd
iranyitasért felelds [Peng et al., 2016]. A RISC részeként az Argonauta fehérjék is részt vesznek
a miRNS érési folyamatdban, valamint rogzitési helyeket is biztositanak szdmukra a

génexpresszio szabalyozasdhoz a citoplazméaban. Az Argonauta fehérje masik f6 funkcidja a
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vezetd szal felismerése €s kivalasztasa, melyet a termodinamikai aszimmetria szabalya szerint
hajt végre, amit az utasszal hasitasa ¢és kilokddése kovet. Ennek mechanizmusa azonban még
mindig nem teljesen feltart [Wu et al., 2020]. A miRNS azon széla (-5p vagy -3p szal) amely
degradalodik (utas szal) vagy beépiil a RISC komplexbe (vezetd szal), meghatarozza a cél-
mRNS-ek csoportjat. A RISC mRNS-ekkel szembeni specifitdsa nagymértékben fligg az
mRNS-en 1év6 ugynevezett miRNS-valaszelemek (MRE), valamint a miRNS-szalon 1év6
,»seed” szekvencia kozotti komplementaritastol [Correia et al., 2019]. A vezetd szal és az mRNS
target kozott fennallé6 komplementaritas mértéke hatarozza meg, hogy melyik génexpressziot
szabalyoz6 mechanizmus érvényesiil; a cél mRNS hasitasa, majd ezt kdvetd lebontasa vagy a
transzlacié gatlasa [Macfarlane et al., 2010]. Elébbi mechanizmus teljes komplementaritas
esetén valosul meg, mig részleges komplementaritas meglétekor a fehérjeszintézis gatlasa jon
1étre (7. abra). Ez utobbi fordul eld leginkabb az emldsdkben, koztiik az emberi szervezetben
is. Ezen &ltalanos mechanizmus mellett azonban megfigyelték azt is, hogy ugyan ritkdn, de
el6fordulhat, hogy a cél mRNS 3” UTR régidja helyett az 5° UTR régiéval vagy akar
génpromoterekkel alakul ki kotédés a komplementaritasnak koszonhetden, mely kapcsolat
ellentétes hatdst, nevezetesen a génexpresszid aktivalasat hozhatja l1étre [Xiao et al., 2017;

Correia et al., 2019].
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7. abra: A miRNS érési folyamatanak és miikodésének sematikus abraja [Peng & Croce,
2016].
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5.2. A miRNS-ek szerepe az epigenetikai szabalyozasban

Az emberi szervezet genetikai anyaga, Osszefoglald néven genomja szdmos
mechanizmuson keresztiil szabalyozza a sejtek homeosztazisat és belsé funkcidit, ugymint a
DNS replikaciot és a kornyezeti jelekre adott valaszt. Mig a genomot a DNS kddolja, addig a
genombol szadrmazd Osszetett biologiai folyamatok szamtalan kdolcsonhatasban 1évo és
egylittmik6dé RNS-molekulat, valamint kiilonb6z6 fehérjestrukturat foglalnak magukban [Liu
etal., 2014].

A miRNS-ek napjainkban a transzlaciés medicina intenziven kutatott szegmenseként
szerepelnek a génexpressziora gyakorolt hatasuk, valamint a szovetekben ¢&s a
testfolyadékokban megfigyelheté és igazolhatd jelenlétiiknek koszonhetéen, melynek
kovetkeztében a kiillonbozo betegségek potencialis biomarker jeldltjeit képviselhetik [Hill et al.,
2021]. A kozelmultban megannyi tanulmany bizonyitotta az epigenetika és a miRNS-ek
Osszehangolt mitkddését kiilonféle sejtfolyamatokban ¢és tobbek kozott olyan Osszetett
betegségekben is, mint a rak [Arif et al., 2020]. A miRNS-ek epigenetikai szabalyozo6 funkcidjat
tekintve elmondhat6, hogy olyan valtozasokat hoznak létre, melyek nem jarnak egyiitt a DNS
szekvencia megvaltozasaval. Sokrétli biologiai szerepiik abban &ll, hogy a transzkripcid és
transzlacid folyamatanak pozitiv szabalyozasan til specifikus mRNS szekvencidk felismerésén
keresztiil képesek akar tobb szdz, eltérd6 mRNS targethez is kdtddni, valamint egy adott mRNS
kiilonbozo regulator molekuldiként 1s mitkodni [Tregub et al., 2023]. Ismeretes tovabba, hogy
a miRNS-ek olyan epigenetikai szabalyoz6 molekuldk kifejezodését kontrollaljak, mint a DNS-
metiltranszferazok, a hiszton-metiltranszferazok vagy a hiszton-deacetilazok, melynek
kovetkeztében befolyasoljak a teljes epigenomot. Tovabba a komplementaritas elvén alapulva
bizonyos gének promotereihez kapcsolodva specifikus fehérjekomplexek 1étrehozasan
keresztlil képesek a kromatin szerkezetét megvaltoztatva szabalyozni a génkifejezddés
folyamatat [Pajares et al., 2021]. Azonban a miRNS-ek is szabalyozas ala keriilhetnek
epigenetikai folyamatok révén. Ilyen regulacidés mod példaul a DNS-metilacio, amely soran egy
metilcsoport kapcsolddik kovalens kotéssel altalaban a CpG szigetekben megtalalhatd adott
citozin nukleotidhoz, 5-metil-citozint létrehozva. Ezeknek a CpG-szigeteknek valamivel tobb,
mint 50%-a a gének promoter régioiban taldlhatd. Ezeken a helyeken a DNS-metilacio a
transzkripcio represszidjat eredményezi, lehetdve téve ezzel a represszor fehérjék bekotddését
¢€s gatolva a transzkripcios faktorok és a DNS molekula kozotti interakciot [Antequera, 2003;

Pajares et al., 2021]. A miRNS-ek ily mdodon torténd epigenetikai szabalyozasanak bizonyitékat
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Saito ¢és munkatarsai irtak le el0szor a miR-127 esetében 2006-ban [Saito et al., 2006]. Azota
meglehetdsen sok, a miRNS-ek hozzavetdleg 50%-aban azonositottdk a promoter régidjukban
talalhat6 CpG-szigetek metilacigjaval kapcsolt epigenetikai szabalyozasnak valé kitettségiiket
[Tuna et al., 2016]. Az eddigi ismereteink azt sugalljak, hogy a miRNS-ek €s az epigenetikai
szabalyozas kozott fennallo kapcsolat egy olyan szabalyozd kort hoz 1étre, mely a teljes

génexpresszios profilért felel [Ilango et al., 2020].

5.2.1. MiRNS-ek szerepe a poszttranszkripcios szabalvozasban

Ahogy az mar a 5.1. alfejezetben is targyaldsra keriilt, a miRNS-ek specifikusan
szinten. A miRNS-ek els6, 1993-ra datdlhatd leirdsa ota mara mar olyan mélyrehatod
informaciokkal rendelkeziink mind a bioldgiai funkcioikat, mind a génszabalyozasban betoltott
komplex szerepiiket illetden, melyek hozzasegitettek minket a daganatos betegségek
kialakulasaban betoltott nélkiilozhetetlen szerepiik megértéséhez [Shi et al., 2021]. Ismeretes,
hogy az emldsok génjeinek hozzavetdleg 1-2%-at teszik ki ezek a molekuldk, melyek
mindegyike tobb szaz célponttal rendelkezik, igy a fehérjét kodolo gének tetemes részét tartjak
ellendrzésiik alatt. Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy voltaképpen az 6sszes biologiai folyamatunk
miRNS-fliggd szabalyozds ald esik, melynek fényében elmondhatd, hogy az emberi
szervezetben betoltott szerepiik kétségbevonhatatlan. Tovabba kideriilt, hogy a miRNS-ek és
azok célpontjai rendszerint evollcios konzervaltsagot mutatnak, mely ugyancsak aldtdimasztja
ezen molekulak funkcionalis relevancidjat [Vidigal & Ventura, 2015]. A kiilonb6z0 sejtélettani
folyamatok megfeleld szabalyozisat normal expresszidjuk esetén képesek ellatni. Amikor
azonban diszregulaciojuk kovetkeztében ez a balansz felborul, patologids folyamatok
elinditasara képesek olyan mechanizmusok révén, mint a proliferativ jelatvitel fenntartasa, az
apoptozis €s novekedésgatlas elkeriilése, vagy az invazio €s az angiogenezis aktivalasa [Peng
& Croce, 2016]. A miRNS-ekrél ma mar tudjuk, hogy szovetspecifikus kifejez6dést mutatnak,
mely expresszids mintdzat segitséget nyuUjthat a kiilonb6zé tumoros elvaltozasok
diagnosztikdjaban, progndzisuk meghatarozasdban vagy akar a gydgyitasukat célzo terapia
hatdsossaganak nyomon kovetésében is [Nagy et al., 2018]. A daganatképzddésben betoltott
szereplik alapjan onkogén (onkomiR) és tumorszupresszor miRNS-eket kiilonboztetiink meg.
Az onkomiR-ek a tumorszupresszor génekrdl atirodo6 mRNS-ek gatlasan keresztiil a

tumorképzddés folyamatat segitik eld. A daganatos betegségekben ezen miRNS-ek fokozott
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kifejezodése, azaz upregulacidja figyelhetd meg. Mig ezzel ellentétben a tumorszupresszor
miRNS-ek csokkent kifejezddésiik, tehat downregulacidjuk mellet az onkogének mRNS
molekulainak kisebb mértékii gatlasaval jarulnak hozza a tumorgenezis folyamatahoz (8. abra)
[Otmani et al., 2022]. A miRNS-ek human daganatokban bet6ltott szerepének elso bizonyitékait
a B-sejtes kronikus limfocitas leukémiaban Croce €s kutatocsoportja irta le. Kutatasuk soran a
vizsgaltak és azt talaltak, hogy ez, a B-sejtes leukémiaban gyakran deletal6do régiod két miRNS
(miR-15a és miR-16-1) gént tartalmaz, melyek térlédése vagy downregulacidja dsszefiiggésbe
hozhatdo a betegséggel. E két miRNS tumorszupresszor mivoltat tovabbi kutatdsok is
alatamasztottdk, melyek szerint a Bcl-2 represszidja révén apoptozist valtanak ki a malignus,
nem o0szt6dd B-sejtekben [Cimmino et al., 2005; Calin et al., 2008; Peng & Croce, 2016]. Az
onkogén miRNS-ek igen jol ismert képviseldje a miR-21, melyet szamtalan tanulmany leirt mar
a GBM-en kiviil egyéb daganatokban is. Ugymint az emlddaganatban, melynek esetében a
tropomiozin 1 (TPM1) tumorszupresszor gén gatlasan keresztiil fejti ki onkogén hatasat [Zhang
et al., 2007]. Tovabba ugyancsak onkogén miRNS-ekként ismertek a miR-20 és a miR-106,
melyeknek a retinoblasztoma (RBI) és a transzformald novekedési faktor béta-receptor 2
(TGFBR?2) tumorszupresszor gének a célpontjaik kiilonb6z6 szolid tumorokban [Volinia et al.,
altaluk  szabdlyozott  tumorszupresszor  gének ¢és  onkogének  aktivitdsanak

kiegyensulyozatlansaga.
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8. abra: A tumorszupresszor ¢és onkogén miRNS-ek miikodése.
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5.3.  MiRNS-ek alkalmazasi lehetOségei a tumordiagnosztikaban

A miRNS-ek tudomanyos felfedezése ota terjedelmes ismeretanyag all rendelkezésilinkre
normadl- illetve tumorgenezist indukald funkcidjukat illetéen. Fiziologias koriilmények kozott
az emberi szervezetben fellelhetd onkogén ¢és tumorszupresszor miRNS-ek kifejezddése
ugymond egyensulyi allapotban van. Azonban egyes miRNS-ek diszregulacidja kiilonbozé
korképek, koztiik daganatos megbetegedések kialakulasdhoz vezethet a sejtproliferacio, az
invazid és angiogenezis folyamatanak aktivalasan keresztiil [Peng et al., 2016; Jambor et al.,
2019]. Diszregulaciojuk kialakuldsaért a biogenezisiik soran fellépd processzalasi hiba, illetve
kromoszoma rendellenességek mellett foként a miRNS géneket érintd mutacids események,
valamint epigenetikai moddosuldsok tehetdk feleldssé, melyek szorosan Osszefliggésbe
hozhatoak a daganat kialakulésaval [Calin & Croce, 2006; D'Angelo et al., 2016]. Ezek alapjan
kijelenthetd, hogy a miRNS-ek alkalmas biomarkerek lehetnek a kiilonb6z6 daganatok
diagnosztizalasanak folyamataban, valamint emellett fontos szerepet tolthetnek be a prognozis
becslésében és az alkalmazott terapidk hatékonysdganak monitorozasaban. Az els6 miRNS-
alapu diagnosztikai teszt, miRview™ néven a 2000-es évek végén keriilt kereskedelmi
forgalomba a Rosetta Genomics Ltd. (Rehovot, Israel) fejlesztése altal, mely 97%-os
szenzitivitassal és 91%-os specificitassal képes elkiiloniteni a laphamsejtes és nem-
laphamsejtes nem kissejtes tiidédaganatban szenvedd betegeket [Gilad et al., 2012]. Tovabbi
ilyen, forgalomban Iév0 tesztek példaul a bizonytalan eredetli pajzsmirigy gobok
meghatarozasara hasznalt Afirma® Thyroid és a ThyGeNEXT® + ThyraMIR® molekularis
genetikai platformok. Ez utobbinak kiilonlegessége, hogy az 1) generacids szekvenalasi panelt
kombinalja a miRNS expressziot osztdlyozd panellel, melynek koszonhetéen 98%-os
szenzitivitassal és specificitassal miikddik [Yang et al., 2025]. Mindkét panel jelentds segitséget
nyujt a sziikkségtelen pajzsmirigy mitétek csokkentésében, melyek koziil az Afirma® Thyroid
platform kiemelkedd értékkel, 75%-kal csokkentette a beavatkozasok szamat [Kandil et al.,
2023]. Ez a néhany példa igazan jol szemlélteti, hogy milyen potenciallal rendelkeznek a
miRNS-ek a daganat diagnosztika teriiletén, melynek a technoldgia rohamos fejlédésének

koszonhetden a kdzeljovOben ugrasszerii novekedése figyelhetd majd meg.
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5.4. Glioblastomaban azonositott miRNS-ek

Ismerve a miRNS-ek sokrétli szabalyozo funkciojat és szovetspecifikus kifejezddésiik
tényét, nem véletlen, hogy szamtalan daganat kapcsan leirasra keriiltek mar. Ugymint
vastagbél-, gyomor-, tiid6-, petefészek-, hasnyalmirigy-, mell-, vagy €pp a prosztatadaganat [Di
Leva et al., 2014]. Sok esetben megfigyelheté azonban ellentétes irdnyu kifejezodésiik a
kiilonbozo daganattipusokban, melynek kdszonhetéen tumorspecifikus miRNS-eket vagyunk
képesek azonositani. A GBM esetében is leirasra keriilt mar jonéhany ilyen specifikus marker
miRNS. A fokozott expresszioval jellemezhetdé miRNS-ek kozil az elsé szamu, leginkabb
tanulmanyozott GBM-re jellemz6 molekula a hsa-miR-21, mely igen magas upregulacioval
jellemezhetd, melynek kovetkeztében fokozza a tumorsejtek invazids képességét, valamint
részt vesz mind a sugar-, mind a kemoterapiaval szemben kialakul6 rezisztencia folyamatdban
[Aloizou et al., 2020]. Tovabbi, GBM-ben ismerten upregulalt miRNS-ek a hsa-miR-15b, a hsa-
miR-93 ¢és a hsa-miR-221/222, melyek koziil a hsa-miR-15b-t meglehetdsen hasznos
diagnosztikai és prognosztikai markerként irtak le, mivel a kiilonb6z0 testfolyadékokban, mint
a szérumban, plazmaban, cerebrospindlis folyadékban és a vérben is kimutathatd [Ordofiez-
Rubiano et al., 2024]. Emellett a VEGF-on tul mas, az érijdonképzdodés folyamatat timogatd
molekula, a hsa-miR-93 is ismert GBM-ben, mely onkomiR-ként funkciondlva elésegiti a
daganat tulélését és novekedését [Banelli et al., 2017]. Tovabba bizonyitottan GBM specifikus
molekuldk még a hsa-miR-221/222, melyek kulcsfontossagl szerepet téltenek be az apoptdzis
folyamatdnak gatldsaban, valamint részt vesznek a sejtciklus és a sejtproliferacio
szabalyozasaban is, igy kifejtve onkogén hatasukat [Makowska et al., 2023]. A GBM-ben
fontos tumorszupresszor miRNS-ek is leirasra keriiltek mar, ugymint az Ahmed és munkatérsai
altal azonositott hsa-miR-181, mely a GBM sejtek novekedésének gétlasan és az apoptdzis
indukalasan keresztiil fejti ki hatasat, valamint prognosztikai markerként tartjak szamon a
betegségben. Emellett tovabbi tumorszupresszor miRNS-eket is azonositottak, mint a hsa-miR-
302-367, a -Cdh4, a -378a-3p, a -342, a -153, a -940, a -7-5p, a -101 és a -338 melyek az anti-
apoptotikus gének gatlasa mellett kiillonbozd transzkripcids faktorok és szignalizacios
utvonalak inhibitoraként funkcionalnak a GBM novekedésének elnyomasa érdekében [Ahmed

et al., 2021].
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6. Biopsziak

6.1. Szovetbiopszia

A kiilonb6z6 szolid daganatok felderitése a mar korabban emlitett hagyomanyos képalkoto
technikakkal torténik, ugymint a CT, MRI, pozitronemisszids tomografia (PET) és ultrahang
(UH). Ezek az eljardsok a daganat lokalizacidjat és anatomiai kapcsolatait hivatottak
jellemezni, viszont korlatozottan alkalmazhatoak a tumor gradusba soroldsa és molekularis
jellemzése tekintetében. Ennélfogva a daganatos allomanybol torténd kozvetlen mintavétel
sziikséges mind a szovettani, genomi és molekularis jellemzéshez, valamint a pontos diagndzis
felallitasahoz ¢és a sziikséges terapia hatékony megtervezéséhez [Desroches et al., 2018].

A jelenkori daganatdiagnosztika a szdvettani mintanyerés mellett a molekularis €s
genomidlis tumorelemzést egyardnt magaba foglalja. A tumormintavétel egyik leggyakoribb,
gold standard modszere az Gigynevezett célzott, sztereotaxids tiibiopszids eljards, amit olyan
esetekben végeznek, amikor a daganat elhelyezkedése (példaul az agyi allomanyban mélyen
elhelyezkedo) és kiterjedése miatt tul nagy a mutéti uton torténd részleges vagy teljes eltavolitas
kockazata [Di Bonaventura et al., 2021]. Szintén elterjedt technika a sebészi tumorreszekcio,
melynek teljes vagy részleges megvalositdsa Ujonnan diagnosztizalt betegek esetében
prognosztikai értékkel bir, mindazonaltal hatékonysaga fiigg az érintett agyi teriilet
lokalizaciojatol, illetve a daganat stadiumatol is [Scott et al., 2011; Arneth et al., 2018; Hanif et
al., 2017]. A primer magas gradusu gliomak esetében, mint amilyen a GBM is restrospektiv
vizsgalattal sikeresen alatamasztottdk, hogy mind az &ltalanos, mind a progresszidmentes
tulélést szamottevOen befolydsolja a tumorreszekci6 mértéke, mely hangsulyozza a
maradéktalan reszekcid horderejét a progressziomentes tulélést illetéen [Yang et al., 2023].
Ezen analizis keretében ugyanis meghataroztak a teljes reszekcioval és a ,,szubtotalis reszekcid”
- val nyert adatokat, melyek 6sszevetése egyértelmiien kimutatta, hogy a ,,szubtotalis” eljarassal
szemben a teljes reszekcid magasabb tilélési aranyt mutatott az 1 éves nyomon kovetés sordn
[Brown et al., 2016]. Utobbi technikanak koszonhetden a tulélési idé 20-25 honapig is
novekedhet az eddigi 15-18 honapos median tulélési idovel 6sszevetve. Ennek ellenére mindkét
reszekcid altal nyqjtott javuld talélési tendencia ellenére sajnalatos mdédon a GBM esetében
ennek megvalositdsa komoly akadalyokba iitkézik a daganat diffaz infiltrativ jellegének
koszonhetéen, melynek eredményeképp a kornyezd ép agyszovetbe is képes behatolni, igy

komplett eltavolitasa gyakorlatilag lehetetlen [Roh et al., 2023]. Ezek alapjan értheté a GBM-
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et jellemzd gyors rekurrencia jelensége, mely a sebészeti eltavolitast kovetden a marginalis
zonaban hatra maradt daganatsejtekbdl kiindulva ugynevezett minimalis rezidualis

betegségként jelentkezik [Qazi et al., 2022; Garcia-Diaz et al., 2023].

6.2. Folvadékbiopszia

Evtizedekre visszamendleg és jelenleg is elsdsorban a szoveti mintavétel képezi a
daganatdiagnosztika gerincét. Azonban egyre nagyobb teret hodit a kiilonb6zd
testfolyadékokbdl nyert biologiai adatok felhasznaldsa a tumoros betegségek azonositasara és
a terapias stratégia kidolgozasara iranyuldan. Jelenleg ez az tigynevezett folyadék biopszias
eljaras nem képezi szerves részét a rutindiagnosztikai folyamatnak, azonban a kdzelmultban
nagy eldrelépés tortént az onkologia teriiletén az EGFR mutécios statusz elsé véralaptu, FDA
altal 2016-ban engedélyezett tesztjének koszonhetéen [Gatto et al., 2021]. Napjainkban
vilagszerte szamtalan kutatocsoport végez egyre intenzivebb kutatdsokat, és ér el egyre
figyelemreméltobb eredményeket ezen az ,,(j generacids™ teriileten.

A szdveti biopsziaval Osszevetve a folyadékbiopszids eljaras egyik legnagyobb eldnye,
hogy jelentds mértékben képes redukalni a betegeket érinté mintavételbdl fakado, sokszor igen
magas kockazati tényezOket. Tovabbi elényként emlithetd, hogy minimalisan invaziv
metddusként a mintanyeréshez elegendd csupan egy tliszlras, ezaltal barmilyen idépontban
konnyedén megismételhetd, melynek nagy hasznat veheti az egészségiigyi ellatdé személyzet
példaul egy daganatterapia iddtartama alatt. Ezzel egyidében megbizhatdé informaciot
mar korabban emlitett minimalis rezidudlis betegség jelenlétérdl [Adhit et al., 2023]. Az esetek
zomében a vérplazma és a vérszérum képezi a folyadékbiopszids vizsgalatok kiindulési
mintatipusat, melyekbdl daganatsejtek, vagy az azokbdl szarmaz6 nukleinsavak - példaul
keringd tumor DNS (ctDNS), keringd mitokondridlis DNS (cmtDNS), sejtmentes DNS
(cfDNS) vagy akar nem-kodolé RNS molekuldk (ncRNS), mint a miRNS ¢és a hosszi nem-
kodoldé RNS (IncRNS) -, fehérjék, illetve extracellularis vezikulak, igymint az exoszémak
kimutatasa valdsithatd meg [Birko et al., 2020]. A folyadékbiopszia kezdeti alkalmazéasa
elsésorban a keringd tumorsejtek (CTC — circulating tumor cells) és a sejtmentes frakciok,
ugymint a ctDNS kimutatasara irdnyult. A késébbiekben a cfDNS ¢és a miRNS-ek bevonéasaval
szélesitették a palettat, ezaltal kialakitva egy tobbmarkeres diagnosztikai, prognozis becsld és
terapiads stratégiat. A vizsgalatok kezdetén megfigyelték, hogy mas extrakranialis

daganattipusokkal szemben a gliomak esetében a ctDNS molekula jelenléte a vérben

-33-



meglehetdsen ritka, ezért érdemesebb annak kimutatdsat, illetve analizisét cerebrospinalis
folyadékbol (CSF) végezni, mely szintén egyik jol ismert mintatipusa a folyadékbiopszias
vizsgalatoknak [Finotti et al., 2018; Otsuji et al., 2024]. A CSF mintdk tumor DNS kimutatasara
iranyuld hasznosithatosagat az a tény is alatamasztja, hogy a BBB jelentés mértékben
korlatozza ezen nukleinsav molekuldk vérkeringésbe torténd bekertilését, ilyen formén
akadalyozva a véralapu analizist.

A folyadékbiopszidval nyert kiillonbozd testfolyadékok analizise egyre intenzivebben
kutatott teriilett¢ ndtte ki magat, igy a rutindiagnosztikdba torténd biztonsdgos integralasa
reményeink szerint nem vdarat sokaig magara. Ennek kiemelten nagy jelentdsége lenne az
agydaganatok, foként a gliomak (beleértve a GBM-et is) esetében, ugyanis hatékony megoldast
tudna nytjtani azokra a problémakra, melyek a tumorszovetek molekuléris jellemzésére
iranyulo erdfeszitések esetében felmeriilnek. Ilyen, a teljesség igénye nélkiil jelen 1évo
problémék a daganat sok esetben megkozelithetetlen elhelyezkedése, a gliomak jol ismert
intratumoralis heterogenitasa és a betegség longitudindlis monitorozasanak sziikségessége

[Orzan et al., 2023].
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7. Célkituzések

Doktori munkém soran célul tiiztem ki a glioblastoma (GBM), mint a leggyakoribb ¢és
legagresszivabb felnoOttkori agydaganat molekularis genetikai vizsgalatat. Témavalasztasunk
jelentéségét a betegség igen magas morbiditasi és mortalitasi mutatdi mellett a mai napig tartod
toretlen probalkozasok ellenére sem megoldott korai diagnosztikai €s hatékony terdpias
stratégidk hidnya indokolja. Ezek mellett szandékunkban allt egy ,,4jszerti” genetikai és
modszertani megkozelitéssel eredményre jutni a betegség jellemzése €s molekularis hatterének
mélyebb megértése érdekében. Ehhez a miRNS-ekre, mint fehérjét nem kodolod, kisméretii,
poszttranszkripcionalis szintli szabalyozd molekuldkra esett a valasztasunk, melyek az utobbi

évtizedek molekularis bioldgiai kutatasainak ugymond forrépontjava valtak.

Kutatasom fokuszaban elsésorban 1j generaciés technikak 6tvozése (Uj generacios
szekvenalas (NGS), NanoString technoldgia) allt a miRNS-ek leghatékonyabb ¢és
legmegbizhatébb kimutatasa érdekében. Masodsorban alapveté célunk volt a miRNS-ek
korében olyan 1j diagnosztikai és prognosztikai markereket azonositani, melyek a klinikai
gyakorlatban jelenleg alkalmazott molekuldris markereket kiegészitve lehetévé tennék a
betegség  megbizhatobb  diagnosztizalasat, valamint progressziojanak  pontosabb
meghatarozasat. Ezen feliil tovabbi célunk volt az azonositott miRNS-ek bioinformatikai
elemzése, majd az ily modon prediktalt miRNS targetek és azok valds funkcidjanak
mélyrehatobb vizsgalata, illetve megerdsitése mRNS szekvenalas segitségével. Végezetiil
pedig a kapott transzkriptomikai eredmények Osszevetését céloztuk meg folyadék biopszias

mintavételi eljarassal nyert plazmamintadk bevonésaval.

Céljaink megvalositasahoz a Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikajaval, Dr.
Klekner Almos Péter idegsebész szakorvossal mitkddtiink egyiitt. A kollaboracié keretén beliil
rendelkezésiinkre bocsatott GBM-es betegektdl és a kontrollcsoportnak definidlt alacsonyabb
gradusu glidbmas betegek peritumoralis agyi teriiletérdl szarmazo szovetmintdk, valamint a két

csoportba sorolhat6 paciensektdl vett plazmamintak egyarant rendelkezésemre alltak.
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8. Betegek és modszerek

8.1. Felhasznalt agyszovetmintak

A munkdnk els6 felében felhasznélt intraoperativ gyorsfagyasztott szovetmintak
mindegyike a Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinika Agydaganat és Szovetbankjabol
szarmaztak, melyek vizsgalatahoz a kutatasba bevont 0sszes egyén irasos beleegyezését adta.
A kutatasunk sordn hasznalt mintakat kollaboraciés partneriink, Dr. Klekner Almos Péter
bocsatotta rendelkezésilinkre. A gytijtési folyamat sordn a szovetmintak a miitéti eltavolitast
kovetden még a mitdben azonnal folyékony nitrogénbe kertiltek. A gyorsfagyasztas torténhet
egyrészt abbdl az okbol, hogy a szdvetminta siirgdsséggel a patologiai laborba keriiljon
korszovettani elemzés céljabol, masrészt azért, hogy a tovabbi kutatdsi célzattal torténd
feldolgozasig hatékonyan megovhato legyen és stabil maradjon a kiilonbdz6 bioldgiai adatok
kinyeréséig. Esetlinkben ez utdbbi ok szolgalt a gyorsfagyasztas alapjaul. A szovetek hosszabb

tavu tarolasa pedig -80 °C — os ultramélyh{itdben tortént.

Kutatasunk elsé fazisaban a fent emlitett szovet-pool-bol 5-5 db szdvetmintat hasznaltunk
fel az 0j generacids RNS (miRNS és mRNS) szekvenalashoz. Az egyik csoportot a GBM-bdl
szarmaz0, a masikat pedig a kontrollcsoportként hasznélt alacsonyabb gradusa gliomak (1-2
gradus) peritumoralis régidjabol szarmazod mintak képezték. A paciensek demografiai és
klinikai adatait a vonatkozo6 korlapok attekintésébdl gytijtottiik ossze (1. tablazat). A GBM-es
betegek atlagéletkora 63 év, mig a kontrollcsoport résztvevoié 64 év volt. Ezen kontrollként
alkalmazott szovetek mindegyike esetén hisztopatologiai vizsgdlat segitségével Kkeriilt
megerdsitésre, hogy egyértelmiien peritumoralis, tehat tumorsejtektdl mentes agyallomanyrol
van sz0. A kontrollok mellett a betegcsoportba tartozé minték is szévettani megerdsités utan
kertiltek felhasznalasra. A GBM csoportban résztvevd egyének kivalasztasa soran tigyeltiink
arra, hogy egyikiik se részesiiljon kemoterapiaban és/vagy sugarterapiaban a kutatasba torténd

bevonast megeldzden.

Kutatdsunkat az Egészségiigyi Minisztérium Orvostudomanyi Kutatdsi Tanacs
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsdga, Budapest, Magyarorszdg az alabbi engedéllyel
jovahagyta: ETT TUKEB; projektazonosito kod: IV/1753-/2021/EKU.
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1. tablazat: Az 0j generaciés RNS szekvenalasokhoz felhasznalt 5 kontroll- ¢s 5 GBM-es

beteg nemére (F — férfi, N — n0), életkorara és immunhisztokémiai jellemzoire vonatkozé

adatok.
e Immunhisztokémiai
Mintak Nem Kor jellemzé
Kontroll 1 F 70 -
Kontroll 2 F 52 -
Kontroll 3 F 52 -
Kontroll 4 N 71 -
Kontroll 5 N 80 -
GBM 1 F 65 IDH vad tipus
GBM 2 F 57 IDH vad tipus
GBM 3 F 70 IDH vad tipus
GBM 4 N 60 IDH vad tipus
GBM 5 N 56 IDH vad tipus

&.1.1. Total RNS izolalas agyszovetmintabol

Az1j generacios miRNS és mRNS szekvendlashoz sziikséges miRNS frakcidt is tartalmazo
total RNS-ek tisztitasa a 8.1. fejezetben emlitett 5-5 db szovetmintabol a miRNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) felhasznélasaval tortént. Ez az izolalo kit a fenol/guanidin alapu
lizist €s a szilika membran alapu tisztitast egyesitve lehetdséget nyljt a sejttenyészetek és a
kiilonféle allati szovetek mellett az emberi szdvetbdl torténd totdl RNS és egyeb kis RNS
molekuldk magas kihozatali tisztitdsara. Emellett szamunka fontos sajatossdga, hogy a
mondhatni nehezen izoldlhatd szovetekbdl is - amilyen az agyszovet is - kimagaslo
effektivitassal képes az RNS molekuldk kinyerésére. Kisérletiink megtervezése soran ez a
tulajdonsaga jelentette kivalasztasanak egyik okat, tovabba az a tény, hogy a miRNS-ekkel
végzett kutatdshoz a Qiagen egy teljes ,,workflow” - t alkotott meg, melynek a miRNeasy Mini

Kit az egyik tagja.

Az izolalas soran mind a tiz agyszovetmintabol egyarant 30 mg keriilt felhasznaldsra a
kapott eredmények minél precizebb Osszevethetdsége érdekében. A szovetek eldkészitése,
felapritasa jégre helyezett és eldzetesen hiitott targylemezeken tortént meg. Ezt kdvetden a
felapritott szovetek a lehet6 legrovidebb 1don beliil QIAzol lizis reagensbe kertiltek, melybdl
megelézéen 700 pl keriilt kimérésre a mintaszdmmal megegyezd mennyiségli 2 ml-es

gyljtéecsovekbe. Ez a 1épés jelenti az izolalds egyik legkritikusabb részét, ahol nem
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késlekedhetiink az RNS mindségének megorzése érdekében. Ugyanis ez a lizis reagens a fenol
¢és guanidin-tiocianat tartalmébol adodoan a DNS molekuldk és a fehérjék nagy részének
eltavolitasa mellett a szovetek lizisének megkonnyitésével és az RNazok gatlasaval eldsegiti a
mintaban 1évé RNS molekuldk kijutasat, valamint azok degradaciotol valo védelmét. A
szOovetmintak feltarasanak hatékonysagat a QIAzol oldat mellett fizikéalisan, 1-1 db
rozsdamentes acélgyongy hozzdadasaval is eldsegitettiik. Ezt kovetden tortént meg a tényleges
feltarasi folyamat, amely 5 percen at 2000 xg sebességgel zajlott MagNa Lyser késziilék
segitségével. Ezt egy rovid inkubalasi 1épés (4°C-on 3 percig) kovette az esetlegesen fellépd
habosodds megsziintetése cé€ljabol. Az inkubacidét kovetéen a keletkezett lizatum
viszkozitdsanak csokkentése érdekében a mintdinkat 2 percen 4t ugyancsak 2000 xg
sebességgel homogenizaltuk. Ez szintén egy kritikus 1épése az izolalasi folyamatnak, ugyanis
inkomplett homogenizaci6é fennallasakor a tisztitani kivant RNS molekuldk nem képesek
megfelelden kotddni a tisztitd oszlop szilika membranjdhoz, amely nagymértékben redukalja a

kinyerhetd RNS mennyiségét.

A feltarasi és homogenizaldsi 1épést szobahOmeérsékleten (RT) torténd inkubéciod (4-5 perc)
kovette. Ezutan vegyi fiilke alatt 140 pl kloroformot adtunk az egyes mintakhoz, majd 15 mp-
en at er6sen raztuk oket, amit ijabb, 2-3 perces RT-n torténd inkubacié kovetett. Az inkubalas
utan a homogenizatumokat 15 percen at 4°C-on, 12.000 xg sebességgel centrifugaltuk a
fazisszeparacio eldsegitése céljabol. A centrifugélast kovetden 3 fazisra valtak szEét a mintdink;
a fels6 vizes-, a k6z€pso inter-, és az also szerves fazisokra, melyek koziil a szdmunkra fontos
RNS molekulakat a vizes fazis tartalmazta, igy a tovabbiakban ezzel a fazissal folytattuk tovabb
az izolalasi folyamatot. Az interfazisban DNS molekuldk, mig a szerves fazisban fehérjék
talalhatoak, mely utobbiak az interfazisban is eléfordulhatnak. gy a tovabbi 1épések soran
rendkiviil 1ényeges volt a vizes fazis pontos eltdvolitisa, az esetleges fehérje vagy DNS

»szennyezOddés” elkeriilése végett.
A fazisok szétvalasat kovetd mosasi és centrifugalasi 1épések mindegyike RT-n tortént.

A vizes fazisbol 350 ul mennyiséget mértiink at egy, a kit-ben 1évo 0j gylijtdcsébe, majd 1,5
térfogatnyi (525 pl) 100%-os etanollal vegyitettiik a mintdkat tobbszori fel-le pipettazéassal,
mellyel biztositottuk a 18 nukleotidtol nagyobb méretli RNS molekuldk membranhoz torténd
kotddésének megfeleld koriilményeit, valamint a fenol és egyéb szennyezddések eltdvolitasat a
mintakbol. Ett6]l a mosasi 1épéstdl fogva a kit-ben 1€v6 szilika membrant tartalmazé RNeasy
Mini oszlopokkal folytattuk a tisztitdsi folyamatot, melynek sordn két részre osztva adtuk a
mintakat az oszlophoz és mindkét alkalommal 12.000 xg sebességgel, 15 mp-ig centrifugaltuk
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Oket. A protokoll kévetkezd, DNaz emésztésre vonatkozo 1épése ez esetben kihagyasra keriilt,

ugyanis szekvenalasra izolaltunk és igy biztositottuk annak zavartalan kivitelezhetdségét.

Azonban amikor a szekvenalas eredményének validalasahoz tortént a total RNS izolalasa, akkor
ez a Iépés beiktatasra kertilt. Ennek soran az RNase-Free DNase Set (DNase I torzsoldat + RDD
puffer) felhasznalasaval végeztiik el a DNS molekulak emésztését, melynek érdekében eldszor
350 ul RWT puffert mértiink az oszlopra mosas céljabol, majd 15 masodpercig 12.000 xg
sebességgel centrifugaltuk €s a keletkezett atfolyot kiontottiik. Ezt kovetden mintanként 80 pl
DNaz I Mix-et készitettiink 10 pl DNaz I torzsoldat €s 70 ul RDD puffer felhasznalasaval, majd
ezt a mixet kdzvetleniil az oszlop membranjara pipettaztuk, figyelve, hogy ne sértsiikk meg a
membrant. {gy inkubaltuk a mintdinkat 15 percen at, majd 350 ul RWT pufferrel mostuk az

oszlopot és 15 masodpercig 12.000 xg sebességgel centrifugéltuk, majd az atfolyot kiontottiik.

A tovabbiakban 2 x 500 pl RPE pufferrel folytattuk az oszlop mosasat, a két 1épés kozotti
centrifugalasi 1épést beiktatva (12.000 xg sebességgel, 15 mp-ig, atfolyd kidntése). A mosasi
1épéseket kovetden az RNeasy Mini oszlopot egy Uj gylijtdcsébe helyezve, maximalis
sebességgel centrifugaltuk 1 percen a4t a membran teljes megszaradasa érdekében. Végezetiil a
kit-ben 1év6 1j 1,5 ml-es gytijtdcsovekbe helyeztiik az oszlopokat és 30 ul RN4z — mentes vizet
pipettaztunk kozvetleniil az oszlop membranjara. Ezt kdvetden 2 percen at RT-n inkubaltuk,

majd az RNS eludlasdhoz 12.000 xg sebességgel 1 percig centrifugéltuk a csoveket (9. abra).

A protokoll befejezéseként Nanodrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
spektrofotométer segitségével, az A260/A280 és A260/A230 abszorbancia aranyok alapjan
nyertiink informaciot az izolalt RN'S mintaink koncentracidjarol és mindségérdl. Az eluatumok
ezt kovetd tarolasat a tovabbi felhasznalasuk hatarozta meg. Az izolalast kovetd komplementer
DNS (cDNS) szintézis, majd RT-qPCR mérés esetén jégen, késobbi felhasznalas esetén pedig -

&0 °C-on tortént tarolasuk.
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Szovet + rozsdamentes acélgyongy

l L Vizes fazis + etanol
= Total RNS és kis
Lizis és RNS-ek kotodése
homogenizalas
Mosas
Kloroform
+

razas ‘t‘ Elualas

e i - Fazisszeparacid

Total RNS (beleértve a kis
RNS molekulakat is)

9. abra: A miRNeasy Mini Kit-tel torténd total RNS izolalas protokolljanak fobb lépései.
(Forras: https://www.qiagen.com/; miRNeasy Mini Kit Handbook).

8.1.2. Uj genericios RNS (miRNS és mRNS) szekvenalis

Az elmult néhany évtized technoldgiai fejlédésének kdszonhetben ma mar meglehetdsen
rovid 1d6 alatt, a korabbi technikdkhoz képest nagyobb pontossaggal és koltséghatékonyan
vagyunk képesek a teljes emberi genom nukleotid sorrendjének meghatarozasara. Ez az
ugrasszerl fejloddés nemcsak az alapkutatdsokat tette hatékonyabba, hanem az orvostudomany
fejlodése felé is 0 kapukat nyitott meg. Ennek a folyamatnak az alapkovét az 1996-ban indulo,
majd 2001-ben lezarult Human Genom Projekt rakta le. Az 0j generacios szekvenalasi (NGS)
technikak lehetdséget teremtenek nagyszamu biologiai minta ugynevezett ,,high throughput” —
azaz nagy ateresztoképességgel végzett paralel vizsgalatara. Ennek soran egyidében tobb szaz
(akar millionyi) révid, néhany szaz bazisparos DNS szakasz meghatarozasa zajlik, melyeket

végiil a referencia genomhoz torténd illesztés utan értékelnek ki.

Az NGS egyik, esetiinkben is alkalmazott tipusa a kis RNS szekvenalas (,,Small RNA-Seq”),
melynek segitségével a vizsgalt mintakban egyidOben jelenlévo €s expresszios valtozast mutato

RNS molekuldkrol tudunk informéciot nyerni. Ennek koszonhetdéen képesek vagyunk
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tajékozodni tobbek kozott egy adott patoldgids allapot sordn kialakuld és abban részt vevo
gének fiziologiastol eltérd kifejezGdésérél. Igy atfogd képet kaphatunk a teljes

transzkriptomrodl, mely ismeret a tovabbiakban kiilonbozo kutatdsok alapjaul szolgalhat.

A kutatasunk soran alkalmazott kis RNS szekvenalas 1épéseit a konyvtarkészitéstol a nyers
adatok elemzéséig a Debreceni Egyetem Genomi Medicina ¢€s Bioinformatikai Szolgaltato
Laboratériuma (Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Biokémiai és Molekularis
Biolodgiai Tanszék) végezte Illumina NextSeq 500 késziilékkel, szintézisen alapul6 ,,paired-
end” szekvenaldsi mddszert alkalmazva. A folyamat elsé 1épéseként az altalunk izolalt total
kivéalogattak a kis (17-25 nt) RNS frakciot, majd 3’ és 5° adaptereket ligaltak az RNS fragmentek
végeihez. Az ezt kovetd reverz transzkripcidjuk és PCR amplifikaciojuk utan egy szilard
hordoz6 felszinén (flow cell) 1évd, adaptervégzddéseikkel komplementer oligonukleotid
horgonyokhoz rogzitették Oket, majd a hordozo6 feliiletén megtortént az adott fragmentek
klonalis amplifikacidja ugynevezett hidamplifikacios eljarassal. Ennek soran a kihorgonyzott
DNS szalakat megszintetizaltak, majd azok szabad adaptervégzddésiiknél fogva hidszertien
meghajolva hozzékapcsolodtak a szildrd hordozén 1évé komplementer oligonukleotid
primerekhez, majd az amplifikacios 1épést kovetden a reverz szalakat kimostak a rendszerbdl.
Végezetiil ezeken a klondlisan felamplifikdlt szalakon zajlott a szekvendlds, melyhez
fluoreszcens jeloléssel ellatott dezoxi-ribonukleotid-trifoszfatokat (ANTP) hasznaltak, melyek
detektalasa az egyes nukleotidok bekdtddésével parhuzamosan zajlott (10. abra). Az altalunk
izolalt RNS minték szekvenalast megel6z6 mindségellendrzését Agilent Bioanalyzer késziilék
¢s Eukaryotic Total RN A Nano Kit segitségével végezték a gyarto utasitasait kovetve. A genomi
konyvtarkészitéshez azon RNS mintak keriiltek kivalasztasra, amelyek esetében az igynevezett
RIN érték (RNS integritds szdm) magasabb volt, mint 7. Maga a konyvtarkészitési folyamat a
NEBNext Multiplex Small RNA Prep Set for [llumina (1-48) 96 rxn kit (New England BioLabs,
Ipswich, MA, USA) alkalmazasaval 1 pg totdl RNS felhasznalasaval valosult meg. Az RNS
szekvenalasi konyvtarak elkészitéséhez a felhasznalt mintakbol a NEBNext® rRNA Depletion
és az Ultra II RNA Sample Prep Kit (New England BioLabs) segitségével keriiltek eltavolitasra
a riboszomlis RNS (rRNS) molekuldk. Az elkészitett konyvtarak fragmentum méretének
eloszlasa és molaritasa (anyagmennyiség-koncentracid) Agilent Bioanalyzer DNA 1000 chip-

en kertilt ellendrzésre (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

-41 -



A szekvenalas végeztével a kapott nyers adatokat (fastq) a miRNS-ek esetében a Novoalign,
mig az mRNS-ek esetében a HISAT2 algoritmus segitségével illesztették a human referencia
genomhoz (GRCh38). Ezt kdvetden BAM — fajlokat generaltak, melyek tovabbi elemzését és
az adatok normalizélasat a StrandNGS 2.8 szoftver (Strand Life Sciences, Bangalore, India)

DESeq?2 algoritmusaval végezték.

A B
i — n H n : ﬂﬂ TRl
= 'y
c ) ¢ 1 Aramlasi cella
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57¢és3’
adapterek - ===
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10. abra: Az 0j generaciés RNS szekvendlési folyamat fobb 1épései (Juarez, 2017). Az ,,A”
képkockan a konyvtarkészitésnek, a ,,B”-n a hidamplifikacioval torténd klaszterképzésnek, mig
a,,C”-n a szintézissel torténd szekvenalasnak és az azzal parhuzamosan zajlé fluoreszcens jelek

detektalasanak, majd a kapott eredmények kiértékelésének (,,D”’) folyamata 14thato.
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8.1.3. Az uj generacios szekvendlassal nyert adatok bioinformatikai analizise

A szekvenalasok eredményeként nyert eltéré mértékben expresszalodott miRNS-ek ¢és
mRNS-ek normalizalt eredményeit hasznaltuk fel a transzkriptomban bekdvetkezett valtozasok
mértékének megallapitdséhoz a GBM-kontrollcsoport Osszehasonlitasban. Ezen adatok
bioinformatikai kiértékelésére az 1DEP.96 integralt webes programot hasznaltuk

(http://bioinformatics.sdstate.edu/idep96). Az analizis ugymond eldsziirési Iépéseként az

alacsony, vagy expresszios valtozast nem mutatd miRNS-eket és mRNS-eket a program
segitségével kisziirtik (=CPM 1 minden konyvtarban), igy csak a bioldgiailag relevans
eltérésekkel dolgoztunk tovabb. Az ezt kovetd elemzési 1€pések soran hierarchikus és k-kozép
klaszterezést, valamint fékomponens elemzést végeztiink. Tovabba azonositottuk az eltérd
mértékben expresszalddott géneket (FC > 2 és FDR < 0,05 beallitdsok mellett) a program

DESeq?2 csomagjanak segitségével.

8.1.4. In silico miRNS célgén-predikcid, fehérje-fehérje kolcsonhatason alapuld

halozatok épitése, gén ontologiai, funkcionalis annotacids és utvonal analizis

Az eltéré mértékli expresszidt mutatd miRNS-ek lehetséges target génjeit a web-alap
miRNet ¢és miRNA Enrichment Analysis and Annotation (miEAA) programokkal
azonositottuk, melyek a miRTargetLink 2.0 adatbazis alapjan végezték a célpontok predikciojat.
Az analizis soran kizardlag a kisérletesen validalt célgéneket vettiik figyelembe, melyek mas
kutatoécsoportok altal, kiillonb6zé molekularis bioldgiai mdodszerekkel (reporter assay, western
blott, qPCR) korabban mar megerdsitésre keriiltek. Ezek alapjan a miRNet segitségével
miRNS-target halozatot alkottunk, melyben a top miRNS-ek a ,,degree centrality” (fokszam-
kozpontisag) értékiik alapjan keriiltek meghatarozasra, mely érték az adott csomopontba
beérkez6 €s/vagy abbdl kiinduld kapcsolatok szaméat hatdrozza meg.

Emellett a NetworkAnalyst 3.0 vizudlis analitikai platform segitségével atfogd fehérje-
fehérje interakcios (PPI) halozatokat hoztunk létre a top 50 up- és downregulalt mRNS, illetve
miRNS felhasznalasaval, ahol a hub, azaz kdzponti fehérjéket az eldbb leirtakhoz hasonldéan
»degree centrality” értékiik szerint rangsoroltuk. Ezt kovetéen ugyancsak a NetworkAnalyst 3.0
platform haszndlatdval halozat-alapti, bioldgiai folyamatokat leird gén ontologiat (GO),

valamint funkcionalis dusulasi és utvonalelemzést végeztiink a platform Kyoto Encyclopedia
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of Genes and Genomes (KEGG) adatbazisanak utvonal-dusito opciojaval. Az elemzés soran a

<0,05 p-értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

&.1.5. A miRNS szekvendlads eredménveinek validaldsa RT-gPCR modszerrel

A szekvenalassal kapott eredmények megerdsitését nagyobb mintaszam bevonasaval
végeztik el, melyhez 28 kontroll és 30 GBM szovetmintat hasznaltunk fel. A méréshez
szlikséges totdl RNS izolalasa a 8.2. fejezetben részletezett miRNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) gyart6 altal meghatarozott protokollja alapjan tortént Gigyszintén 30 mg
spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) mértiik.

A validalasi folyamat valés idejti kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-qPCR) modszerrel,
LightCycler® 96 (Roche, Pleasanton, Kalifornia, USA) késziilék segitségével zajlott, amely 96
minta egyidejli analizisét teszi lehetdvé nagy pontossaggal és meglehetdsen rovid 1d6 alatt (~1,5
ora). Gyorsasaga tobbek kozott annak kdszonhetd, hogy a késziilék kevesebb, mint 1 masodperc
alatt képes mind a 96 well szimultan detektalasara.

Mivel ez a modszer kiindulasi mintaként DNS-t igényel, igy eldszor el kellett végezniink a
miRNS frakciot is tartalmazé totdl RNS mintdink ¢cDNS-sé vald atirasat reverz transzkripcio
segitségével. Ehhez a miRCURY LNA RT Kit-et (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk,
melynek komponenseivel az alabbi 10 ul végtérfogati reakcid mix-et allitottuk Ossze

mintanként:

- 2 Wl miRCURY RT Probe Reaction puffer

- 5 ul RNaz-mentes viz

- 2 ul templat RNS (eldzetesen 5 ng/ul koncentraciora higitott)
- 1 pl 10x miRCURY RT Enzyme Mix

Az ezt kdvetd cDNS szintézis sordn a reakcidelegyeket elészor 60 percen at 42 °C-on, majd
tovabbi 5 percig 95 °C-on inkubaltuk a reverz transzkriptaz enzim deaktivaldsa céljabol. Az igy
kapott reverz transzkripcids reakciokat az RT-qPCR reakcio kivitelezéséig jégen tartottuk.

Hosszabb tavu tarolasuk pedig -80 °C-on tortént.
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Az RT-gPCR méréseket a miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) felhasznalasaval végeztiik, mely tartalmazta a reakcid soran keletkezett DNS
mennyiség meghatarozasara alkalmas SYBR Green festéket, mely a nem-specifikus
detektalashoz leggyakrabban hasznalt interkalalodo festéktipus. A SYBR Green a DNS
molekula két szala koz¢é beé¢kelddve és rogziilve nagyon jo fluoroforra valik, ugyanis ebben az
allapotaban emisszios szintje szaimottevoen megnd (akar 100-200x-osara), mely tulajdonsaga

lehetdvé teszi az egyes ciklusokban keletkezett PCR termékek valds idejii szamszertsitését (11.

. SHBR A

abra).
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soran. Az abran lathato, hogy kotott allapotban jelentésen megnd a festék emisszios szintje.

(Forras: SMOBIO Technology, Inc., https://www.smobio.com/faq-real-time-pcr)

A validalni kivant érett miRNS-ek kimutatdsdra és mennyiségiik meghatdrozasara
kereskedelmi forgalomban kaphaté primereket (miRCURY LNA miRNA PCR Assay-t
(Qiagen, Hilden, Németorszag)) hasznaltunk fel, igy résziinkrdl ez kiilon tervezési 1épést nem
igényelt. Referencia génként a stabil és konstitutiv expresszidval jellemezhetd hsa-miR-103a-

3p-t hasznaltuk, melynek kivalasztdsahoz a szakirodalomban elérhetd ismeretek szolgaltattak

alapot.
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Az RT-gPCR reakciohoz sziikséges ,,Master Mix” - hez az alabbi komponenseket mértiik

0ssze mintanként:

- 5 ul 2x miRCURY SYBR Green Master Mix
- 3 ul cDNS templat (a protokoll alapjan eldzetesen 60x-oséra higitott)

- 1 ul RNaz mentes viz

Végiil a kapott elegybdl 9-9 ul-t adtunk a PCR plate megfeleld well-jeibe, majd mindegyikhez

egységesen 1-1 ul specifikus primer mixet mértiink.
A RT-gPCR reakci6 koriilményeit a kovetkezéképpen allitottuk be (12. abra):

Kezdeti denaturacids 1épés: 95 °C, 120 masodperc.

A 2. ciklusto6l a 40. ciklusig:

- Denaturacios 1épés: 95 °C, 10 masodperc - a DNS szélak szétvalasat eredményezi.
- Primer hibridizaci6 (annedlds) és lanchosszabbitas (elongéacid): 56 °C, 60 masodperc - a
primerek megfeleld helyre torténd bekotddése utan a DNS polimerdz enzim

megszintetizalja a komplementer DNS szélat.

Olvadasi gorbe (melting curve) analizis:

- 95°C, 20 masodperc
- 40 °C, 20 masodperc
- 85°C, 1 masodperc

Hiitési 1épés: 37 °C, 30 masodperc
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1. ciklus 2. ciklus
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12. abra: Az RT-qPCR reakcio6 fobb 1épései (Forras: https://www.aatbio.com/).

A 40 PCR ciklus soran keletkezd termék mennyiségének ¢€s a fluoreszcens jel intenzitasanak
korrelacidja alapjan meghatarozhatdéak az egyes amplifikacios gorbék, melyekrdl értékes
informaciokat olvashatunk le. Az egyik ilyen fontos adat az ugynevezett Ct-érték, mely a
kiiszobérték atlépéséhez sziikséges ciklusszamot jeloli, ami felett a PCR reakcié soran
kimutathatdva valik az adott célgén jelenléte. Emellett ez a szdm szolgél alapjaul a kiindulasi
templat-DNS mennyiség meghatarozasanak is. A masik Iényeges paraméter az exponencialis
fazist jelold szakasz, amely soran a vizsgdlni kivant DNS szakaszok sokszorozodasa
exponencialisan torténik. Az ezt kovetd platd fazis fel¢ kozeledve egyre csokken az
amplifikacié mértéke, ami a reakcio-hatékonysag csokkenésének eredménye, mely a reakcid
soran folyamatosan fogy6 reagensek limital6 hatdsanak kovetkezménye. Ennek eredményeként

nem keletkezik mar termék és a reakcio eléri a platod fazist (13. abra).

Fontos azonban, hogy az expresszids valtozas kvantitalasara ne a késoi exponencialis vagy
a plato fazisban keriiljon sor, hanem az exponencialis fazis korai szakaszaban, ugyanis ekkor
még az Osszes reagens feleslegben van jelen a reakcidkozegben, valamint a DNS-polimeraz

enzim is nagy hatékonysaggal miikodik, ezaltal pontosabb eredményeket kapunk.
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A vizsgalt miRNS-ek relativ expresszios szintjét komparativ Ct mddszerrel szdmoltuk ki. A
fold change (FC) értékeket a 2722t modszerrel hatdroztuk meg, melynek sordn a ACt-t Gigy
szamoltuk ki, hogy a referencia gén (hsa-miR-103a-3p) Ct-értékét kivontuk a cél-miRNS Ct-

értékébol minden egyes minta esetén.

| <— Exponencialis fazis —> —>

Plato fazis

C, érték

Fluoreszcencia

0.1 —
| Kosziibvonal/kiiszobérték i

(75 ]
o

0 10 20
PCR ciklusok

40

13. abra: Az RT-qPCR reakci6 sordn keletkezd amplifikacios gorbe és annak fobb fazisai
(Forrés: https://www.bio-rad.com/).

8.1.6. Az mRNS szekvenalas eredményeinek validalasa RT-qPCR mébdszerrel

Az mRNS szekvenalassal nyert eredmények megerdsitése ugyanazon totdl RNS mintak
felhasznalasaval tortént, mint a miRNS szekvenalas validalasa esetében. Azonban a két
procedura kozott voltak kiilonbségek a felhasznalt mintdk mennyiségét és az alkalmazott kit-
eket illetéen. Ebben az esetben az RT-qPCR reakcidhoz sziikséges cDNS molekulak atirasa 500
ng totdl RNS felhasznéaldsaval a Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, a gyarto utasitasait kovetve, 20 ul végtérfogatban

tortént.
Melyhez az esetleges genomi DNS maradvanyok degradalasa érdekében

- 1 pl 10x dsDNase Buffer-t
- 1 pl dsDNase-t
- 0Osszesen 8 ul nukleaz mentes vizet és templat RNS-t mértiink 6ssze, attol fliggden, hogy

hany pl total RNS tartalmazta az 500 ng RNS mennyiséget.
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A kapott elegyet 2 percig 37°C-on inkubaltuk a degradécios folyamat lezajlasa érdekében, majd

jégen tartottuk Oket a reakcid mix Osszedllitasaig, mely az alabbi komponenseket tartalmazta:

- 4 ul 5x Reaction Mix
- 2 pl Maxima Enzyme Mix

- 4 pl nukledz mentes viz

A két elegy Osszevegyitését kovetden a cDNS szintézis érdekében 10 percig 25 °C-on, 15 percig
50 °C-on, valamint 5 percig 85 °C-on inkubaltuk a mintakat. A validalasra az iDEP analizis és
a szekvenalds normalizalt adatai alapjan az alabbi 14 mRNS gén keriilt kivalasztasra: E2F2,
HOXDI13, VEGFA, CDC45, AURKB, HOXC10, MYBL2, FABP6, PRLHR, NEURODG, CBLNI1,
HRH3, HCNI és RELN, melyek relativ expresszigjat a Maxima™ SYBR Green qPCR Master
Mix ¢és a Lightcycler® 96 (Roche, Pleasanton, Kalifornia, USA) késziilék segitségével

hataroztuk meg, referencia génként a GAPDH-t hasznélva.

A miRNS-ek esetében végzett validalassal szemben az mRNS-ek kifejez0désének vizsgalata
az altalunk megtervezett primerekkel zajlott (2. tablazat), mely tervezési folyamatot az NCBI
(National Center for Biotechnology Information — Nemzeti Biotechnologiai Informacios
Koézpont) weboldalan elérhetd primer tervezo feliilet hasznalataval hajtottunk végre. A tervezési
folyamatot az aldbbi specifikus bedllitdsok alapjan végeztiik el: a PCR termék méretét 200
nukleotidban maximalizaltuk, a primerparok altal amplifikdland6 szakaszon legalabb egy
intron szekvencia meglétét engedélyeztiik, melynek minimalis hosszisagat 100 nukleotidra
allitottuk be, tovabba engedélyeztiik a kivalasztott primerek esetében a splice varidnsok
amplifikacigjat is.

A tervezési folyamat kritikus Iépése, hogy megtaldljuk azokat a primereket, melyekkel
képesek vagyunk a megfeleld és hatékony amplifikacié elérésére, valamint a primer dimerek
képzédésének elkeriilésére. Igy a megfelelé primerek kivalasztasa érdekében az alabbi

szempontokat kovettiik:
- a guanin (G) — citozin (C) nukleotidok aranya 30-60% kozott legyen
- a primer hosszusaga 18-30 nukleotid tartomanyba essen

- az optimalis olvadasi hdmérséklet (Tm) 60 °C; a forward és a reverz primerek kdzott ne

legyen 2 °C-nal tobb Tm kiilonbség

- a 3’ self-complementarity (3’ dnkomplementaritds) a lehetd legkisebb legyen mindkét

primer esetében.
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A felhasznalt primerek higitasa ebben az esetben nem egységesen tortént. A gyarto altal,
minden primerre kiilon meghatarozott mennyiségli nukleaz mentes viz hozzaadasat kdvetden

100 uM-os oldatot kaptunk, amit az RT-qPCR reakciéhoz 10 uM-osra kellett higitanunk.

Az RT-qPCR reakcid Osszedllitasdhoz egy primer- és egy cDNS mix-et allitottunk 6ssze. A
PCR reakciohoz 200 ng cDNS sziikséges, igy a 11 ul végtérfogati cDNS mix-hez mintanként
annyi templat DNS-t mértlink ki, amennyi tartalmazza ezt a 200 ng-ot és azt egészitettiik ki
annyi nukleazmentes vizzel, hogy 11 pl-t kapjunk. A primer mix-hez 12,5 pl Maxima SYBR
Green qPCR Master Mix-et, valamint 0,75-0,75 ul forward és reverz primert hasznaltunk fel
mintanként. Az igy kapott két elegyet a plate egyes well-jeibe mérve well-enként 25 pl
végtérfogatban zajlottak az RT-qPCR mérések.

A RT-qPCR reakciot az alabb feltiintetett beallitasok alapjan végeztiik el:

Kezdeti denaturacios 1épés: 95 °C, 10 perc

A 2. ciklustél a 40. ciklusig (3 step cycling):

- Denaturécios 1épés: 95 °C, 15 masodperc — a DNS szdlak szétvalasat eredményezi.

- Primer hibridizacié (annealas): 60 °C, 30 masodperc — a primerek megfeleld helyre
torténd bekotodése.

- Lénchosszabbitas (elongacid): 72 °C, 30 méasodperc — a primerek bekotddése utdn a DNS

polimerdz enzim megszintetizalja a komplementer DNS szélat.

Olvadasi gorbe (melting curve) analizis:

- 95°C, 10 masodperc
- 65 °C, 60 masodperc
- 97 °C, 1 mésodperc

Hitési 1épés: 37 °C, 30 masodperc
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2. tablazat: Az RT-qPCR mérésekhez hasznalt primerparok listaja.
Gén név Forward primer (5’-3’) Reverz primer (5°-3’)
MYBL?2 CGGAGCAGAGGGATAGCAAG TCCAGTCCTGCTGTCCAAAC
AURKB ACCCCATCTGCACTTGTCCT TCGGGTGTCCCACTGCTATT
VEGFA CTACCTCCACCATGCCAAGT GATAGACATCCATGAACTTCACCA
CDC45 CGGATGCTGCACAACCATTT GTGCGTCCAGAAACTTGCTC
E2F2 GAAGGCCAAGAACAACATCCAG TTGTCCTCAGTCAGGTGCTT
HOXCI10 CACCTCGGATAACGAAGCGA GGGCACCTCTTCTTCCTTCC
HOXD13 AGTCCTGGACGCTGGCTA CCCTCTTCGGTAGACGCAC
HRH3 CTGCTCAACCTCGCCATCTC CTGTCAGCACGTAGGGTACA
CBLNI1 AGAACGCAGCACTTTCATCG CCAGCGAAGGCTGAAATCAC
RELN ATACAGCGTCAACAACGGGA CGACCTCCACATGGTCCAAA
HCNI AGACAGTTGCCATTGACCGA CTGCACCATCTCCCTGTCAT
NEURODG6 CAGGAGACGATGCGACACT TTTGCTTCTGGTCCTCGCA
PRLHR TTCTTCCCGCGAGTGCTTT CTCTGGTTGGCGGGAGTTG
FABP6 TCACCGGCAAGTTCGAGATG TGCGGGCCTTTTCGATTACA
GAPDH2 | GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG | ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
8.1.7. Statisztikai analizis

A miRNS-ek és az mRNS-ek validilasaval kapott adatok eloszlasat egységesen a

Kolmogorov-Smirnov teszttel elemeztiik, melynek atlag és szords értékeit analizélva

informaciot nyeriink arrdl, hogy a vizsgalt adatok normal eloszladst mutatnak-e. Mivel a

mintdink nem mutattak normal eloszlast, az RT-qPCR mérésekbdl szarmazé normalizalt

expresszios adatok statisztikai szignifikanciajat nem-parametrikus Mann-Whitney U teszttel

szamitottuk ki, melynek soran a kontroll vs. beteg csoport kdzott megtigyelhetd expresszids

kiilonbséget p< 0,05 értéknél tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A validalt miRNS-ek

diagnosztikai hatékonysagat az EasyROC (ver. 1.3.1.) analizissel készitett ROC-AUC gorbék

alapjan hataroztuk meg a szenzitivitasi és specificitasi értékek alapjan. A ROC analizis egy
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sz¢éleskortien alkalmazott statisztikai modszer, mely rendkiviil hasznos €s informativ mind a
molekularis diagnosztikai, mind a biomarker vizsgalatok teriiletén. Ugyanis megbizhato
adatokat szolgéltat a valddi- valamint alpozitiv és negativ értékekrdl egy adott diagnosztikai

teszt esetén. A szignifikancia szint ebben az esetben is p<0,05 volt.

8.2. Felhasznalt vérplazmamintak

Kutatasunk masik fontos célkitlizéseként a szovetek vizsgalatdval kapott eredmények
Osszevetését végeztiik el folyadék biopszias eljarassal nyert plazmamintak vizsgélataval. A
kutatdsba bevont egyének mindegyike ugyancsak a Debreceni Egyetem Idegsebészeti
Klinik4jan 4llt kezelés alatt. Minden vizsgalati alanytdl irasos beleegyezést kaptunk a mintajuk
felhasznalasat illetéen. A munkéankhoz felhasznalt vérmintak 6, szovettani vizsgalattal igazolt
GBM-es betegtdl, valamint 6 porckorongsérv miatt kezelés alatt 4116 egyéntdl szarmaztak, mely
utobbiak képezték a vizsgalatunk kontrollcsoportjat (3. tablazat). Ez utobbi csoportba sorolt
egyének atlagéletkora 58,6 év, mig a GBM-es csoportban szerepld betegeké 61,3 év volt.
Mindkét csoportban egyenld volt a ndk és a férfiak szama. A vizsgalati alanyok demografiai és
klinikai adatait a korlapok attekintésébdl nyertiik. A mintdk kivalasztasanal a szovetmintakhoz
hasonléan ebben az esetben is olyan GBM-es betegeket valogattunk be, akik a vizsgalatban
valo részvételt megel6zden se kemoterapias, se sugarterapias kezelésben nem részesiiltek. A
vérmintdk gyljtésére a vizsgalati alanyok korhazi felvételekor, vagy a miitéti altatast

megeldzden kertilt sor.

A teljes vérmintdkat EDTA-antikoagulalt csovekbe (BD Vacutainer, Euromedic, Budapest,
Magyarorszag) gyljtotték minden betegtdl és egészséges onkéntestdl. A szamunkra fontos
plazma kinyerése érdekében a mintavételtdl szamitott 2 oran beliil (addig -4 °C-on tortént
tarolasuk) a teljes vért kétlépcsds centrifugalasi protokollnak vetettiik ala (2500% g és 16 000%
g; 10-10 perc, 4 °C). A plazma frakcio elvalasztasa utan a sejtmentes plazmamintakat aliquot-

okba meértiik €s tovabbi felhasznélasig -80 °C-on taroltuk.

Kutatdsunkat az Egészségligyi Tudoményos Tanidcs Tudoményos ¢és Kutatdsetikai
Bizottsaga, Budapest, Magyarorszag az aladbbi engedéllyel hagyta jova: ETT TUKEB; projekt
azonosito kod: 51450/2015/EKU (0411/15).
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3. tablazat: A NanoString nCounter Analizishez felhasznalt 6 kontroll- és 6 GBM-es beteg

nemére (F — férfi, N — n6), életkorara €¢s immunhisztokémiai jellemzdire vonatkozé adatok.

Mintik Nem Kor Immu.nhisztorlfémiai
jellemzo
Kontroll 1 N 64 -
Kontroll 2 N 62 -
Kontroll 3 N 60 -
Kontroll 4 F 42 -
Kontroll 5 F 68 -
Kontroll 6 F 56 -
GBM 1 F 52 IDH vad tipus
GBM 2 F 69 IDH vad tipus
GBM_3 F 67 IDH vad tipus
GBM_4 N 59 IDH vad tipus
GBM_5 N 59 IDH vad tipus
GBM_6 N 62 IDH vad tipus

8.2.1. Total RNS izolalas vérplazmabol

A plazmabol torténd miRNS kimutatds az utobbi idoben nagy érdeklddést valtott ki a
kiilonb6zé betegségek non-invaziv biomarkereinek felfedezésére iranyuldan. Ezeket a
torekvéseket indokolja a miRNS-ek relative stabil extracellularis jelenléte, valamint az a tény,
hogy szamos sz€rumbol vagy plazmabdl tisztitott miRNS egyedi expressziojat mutattak mar ki

néhany daganat tipus esetén.

A plazmamintakbol torténd sejtmentes total RNS tisztitasat — beleértve a miRNS-eket is - a
miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével végeztiik a gyartd
utasitdsai szerint. A szovetek esetén felhasznalt RNS izolalé kit-hez hasonléan a miRNeasy
Serum/Plasma Kit is a fenol/guanidin alapt lizist kombinalja a szilika membran alapt
tisztitdssal az RNS molekuldk megfeleld mindségii és kihozatalu tisztitdsa érdekében. A kit
nagy elonye, hogy meglehetésen kis mennyiségli (200 pl) plazmaminta elegendd a nagy

hatékonysagu tisztitashoz.
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Az izolalas megkezdése elétt RT-n kiolvasztottuk a felhasznalni kivant plazmakat, majd 4°C-
on 10 percig 16.000 xg sebességgel centrifugaltuk a mintdkat az izolalast esetlegesen zavard
komponensek kitilepitése érdekében. Ezt kovetden a centrifugalt mintdkat jégre helyeztiik €s
kiindulasi mennyiségként mindegyikbdl 200 pl-t mértiink steril eppendorf csdvekbe. A plazmak
megmaradt részét tovabbi feldolgozasig - 80°C-on taroltuk. Ezt kovetden elszivo fiilke alatt 5
térfogatrész QIAzol lizis reagenst (200 pl kiindulasi plazma mennyiség esetén 1000 pl) adtunk
a mintdinkhoz a lizis megkonnyitése mellett a fehérje komplexek és RNazok denaturalasa,
valamint a maradék DNS ¢és fehérje nagy részének szerves extrakcidval torténd eltavolitasa
érdekében. A QIAzol - al torténd vortexelést kdvetden 5 percig inkubaltuk a mintainkat RT-n.
Az 5 perc letelte utdn ugyancsak elszivo fiilke alatt a kiinduldsi minta térfogataval megegyezo
mennyiségli (200 ul) kloroformot adtunk a mintdkhoz, majd 15 mésodpercen 4t erésen raztuk
Oket. Ezzel a [épéssel eldsegitve a kdvetkezd centrifugalas soran bekdvetkezd fazisszeparaciot,
mely el6tt egy Gjabb 5 perces inkubacio kovetkezett RT-n. Az inkubdacids 1d6 letelte utan 4°C-
on 15 percig 12.000 xg sebességgel fugaltuk a mintdkat, majd a fazisok szétvalasat kdvetden
az RNS molekulakat tartalmazé felso vizes fazissal dolgoztunk tovabb. Ezt a fazist (200 pl
minta esetén 600 pl) 6vatosan Uj gyiijtdcsdbe pipettaztuk iigyelve arra, hogy az interfazisbol ne

keriiljon at semmi.
A tovabbi lépések mindegyike RT-n zajlott.

A vizes fazis atmérését kovetden 1,5 térfogatrész (600 pl vizes fazis esetén 900 pl) 100%-os
etanolt adtunk a csdvekhez, majd alaposan elegyitettiik a vizes fazissal tobbszori fel-le
pipettazassal. Ezzel biztositva az RNS molekulak szilika membranhoz torténd kotddésének
megfeleld koriilményeit. Ezt kovették az oszlopos tisztitasi 1épések, melyek soran maximum
700 pl mintat mértiink az RNeasy MinElute Spin oszlopokra és 8000 xg sebességgel 1 percig
centrifugaltuk RT-n, majd az atfolyot kiontottiik. Ezt a 1épést addig ismételtiik, amig az §sszes
minta maradéktalanul az oszlopra nem keriilt. Az ezt kdvetd mosasi 1épések részeként eldszor
700 ul RWT puffert mértiink az oszlopra, amit egy ujabb centrifugalas (8000 xg, 1 perc, RT)
kovetett. Ezt kovetden 500 pul RPE pufferrel folytattuk a mosast, majd a centrifugalas (8000 xg,
1 perc, RT) utdn 500 pl 80%-os etanollal zartuk a folyamatot, melyet 2 percen at, 8000 xg
sebességgel végzett centrifugalas kovetett. A mosas befejezését kovetden az RNeasy MinElute
Spin oszlopokat a kit-ben 1évé 1) 2 ml-es gylijtécsdovekbe helyeztikk, majd 16.000 xg
sebességgel 5 percen at centrifugaltuk a membréanok teljes megszaradasa érdekében. Végezetiil

uj 1,5 ml-es gytijtdcsovekbe helyeztiik az oszlopokat, majd 15 pl RNaz mentes vizet mértiink
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kozvetleniil a membranra, ligyelve, hogy ne sértsiik fel. 5 perc RT-n torténd inkubaciot kvetden

teljes sebességgel 1 percen at centrifugdltuk a mintékat elualas céljabol. (14. abra).

Az izolélas végeztével Nanodrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) spektrofotométer
segitségével, az A260/A280 és A260/A230 abszorbancia aranyok alapjan nyertiink informaciot
az izolalt RN'S mintdink koncentracidjarol és mindségérdl. Az eluatumok ezt kovetd tarolasat a
tovabbi felhasznaldsuk hatarozta meg. Az izoléalast koveté cDNS szintézis, majd RT-qPCR

mérés esetén jégen, késobbi felhasznaléas esetén pedig -80 °C-on tortént tarolasuk.

Plazma

.

x
'

Vizes fazis + etanol

Total RNS és kis

QIAzol lizis reagens RNS-ek kotodeése

Kloroform + razas Mosas

? Fazisszeparaciod

<=

Elualas

*}(ﬁ'ﬂ[ﬂ@ﬁm@ﬁ

Total RNS (beleértve a kis
RNS molekulakat is)

14. abra: A miRNeasy Serum/Plasma Kit-tel torténd total RNS izolalas protokolljanak fobb

1épései. (Forras: https://www.giagen.com/; miRNeasy Serum/Plasma Handbook).

Az izolalassal nyert érett miRNS-ek reverz transzkripcidjat a miScript II RT Kit
hasznalatdval hajtottuk végre a gyartd utasitasait kovetve. A reakcidhoz sziikséges 20 pl

végtérfogatl elegy az alabbi dsszetevoket tartalmazta:

- 4 ul 5x miScript HiSpec Buffer
- 2 pl 10x miScript Nucleics Mix

- 2 ul miScript Reverse Transcriptase Mix
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- 10 ng templat RNS

- nukleaz mentes viz

A kész elegyeket a reverz transzkripcids reakcid soran 60 percig 37 °C-on, majd 5 percig 95

°C-on inkubaltuk. Utobbi 1épés biztositotta a reverz transzkriptdz enzim inaktivalasat.

crer

Scientific, USA) segitségével hataroztuk meg, melyhez 2 pl cDNS-t vegyitettiink 198 ul, a
Qubit™ dsDNA Quantification Assay Kit-ben 1évé DNA Reagent Buffer és DNA reagent 200:1
aranyu elegyével. Az d6sszemérést rovid vortexelés utan 2 percig tartd inkubalas kovette RT-n,

majd megmértiik az egyes mintakban 1évé cDNS-ek mennyiségét.

8.2.2. Eltéré mértékben expresszalddott miRNS-ek azonositdsa NanoString analizissel

A kontroll, illetve a GBM-es betegektdl szarmazd plazmamintdk miRNS expresszids
mintdzata a NanoString nCounter Analysis System (NanoString Technologies, Seattle, WA,
USA) nCounter Human v3 miRNS panel alkalmazéaséval keriilt meghatarozasra, mely
rendkiviil nagy érzékenységgel képes detektalni az eltérd expressziot mutatd miRNS-eket még
olyan kihivast jelentd mintatipusokban is, mint a plazma, melyrdl jol tudjuk, hogy nagyon
alacsony koncentracioban (tapasztalatunk alapjan az esetek legnagyobb részében ~20-100

ng/ul) tartalmazza példaul a sejtmentes miRNS-eket.

Magat az RNS izoldlast kovetd mérési folyamat az RT-Europe Kutaté Kozpontban,
Mosonmagyarovaron tortént. A modszer specialis miikodési elvének kdszonhetden multiplex
gén kvantifikaciét tesz lehetdvé egy enzimmentes, hibridizdcion alapuld technologia
segitségével, amplifikacios €s reverz transzkripcids lépés nélkiil, molekuldris vonalkddok
segitségével. Ezek alapjan elmondhatd, hogy ez a modszer egy egyszerli és gyors biomarker
vizsgalatot tesz lehetdvé, melynek magyarazata, hogy szinte az 6sszes miRNS ,,read” 200-300
miRNS-hez tarsul, igy elonydsebb egy olyan platformmal analizalni, amely maximalizalja a

bioldgiailag  relevans  lefedettséget  (https://nanostring.com/products/ncounter-assays-

panels/immunology/mirna-expression-panels).

A NanoString technoldgia egyetlen reakcidban 798 - a miRBase adatbazis alapjan
bioldgiailag ¢és klinikailag leginkdbb relevans - érett miRNS molekulat képes egyszerre

detektalni, és a miRNS expresszio kozvetlen digitalis mérésén alapul. A folyamatban egy proba
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par vesz részt. A par egyik tagja a riporter proba, aminek az 5 végén talalhatd fluoreszkald
szegmensek hat pozicids, négy szinbdl allo szinkodot alkotnak, amely az 6sszes tesztelt miRNS
esetében egyedi. A masik a capture proba, ami a 3’-végen biotint hordoz, mely a NanoString
mintakazettainak feliiletén (cartridge) 1évo streptavidin réteghez vald kotodésért és ezaltal a
miRNS targe-proba komplexek immobilizalasaért felelds. Az analizis soran el6szor a capture
¢s a riporter proba parokat 0sszekeverik a total RNS-sel (100 ng). Majd az oldatfazisu overnight
hibridizacié soran (16-24 6ra, 65 °C) a proba parok szekvencia specifikusan felismerik a target
miRNS-eket. A hibridizaciot kovetden a target-proba komplexek a NanoString
mintakazettainak feliiletéhez kotddnek, majd immobilizalodnak és a felszinéhez simulnak. A
hibridizacié utan a mintdk az nCounter késziilékbe keriilnek, amely egy kétlépcsds,
automatizalt magneses gyongy alapu tisztitassal eltavolitja a felesleges, nem kotodott probakat.
Végiil a komplexeket az nCounter Digital Analyzer késziilék (NanoString Technologies,
Seattle, WA, USA) automata fluoreszcens mikroszkopja szkenneli, nagy slirliségli szkennelést
(600 latomezd) alkalmazva, majd a vonalkdodokat minden egyes célmolekula esetében
megszamolja s az egyes mintakban jelen 1év6 cél RNS molekuldkat szamszerisiti, melyek egy

szoftver segitségével keriilnek elemzésre (15. abra).

1. Hibridizacio 2. Tisztitds & immobilizalas 3. Vonalkéd szamolas
VA RRYA .
-~ \ s g 90
Soomme Vo0 g 2§
e X as -\
MTJ\X?” M?m\%gw & J Y 000
0 5e ] D000 W0
Non b N [+ 75 - A + @8 32 1
VOO VOO 5 s JOONe 90 @ 99
v \n\ o % y 2
VA v 9030
- 0
9 3 z H
Oldat fazist Felesleges probak Hibridizalt probak Target-proba komplexek SOSNS
hibridizacio eltavolitasa kotodése a cartridge-hez  immobilizacioja a cartridge-hez Vonalkoédok szamolasa

)

15. abra: Az nCounter NanoString technologia f6 1€péseinek attekintd dbraja. (Forras:

https://nanostring.com/)

A kapott adatok hattérkorrekciojat a negativ kontrollok atlagos + 2 standard
mértani kozépértékével korrigaltak. A korrekcio utan egy fiiggetlen eldszirési 1épést hajtottak
végre, annak érdekében, hogy minden olyan miRNS eltavolitasra keriiljon, amely a mintdk
barmelyikében haromndl kevesebbszer volt jelen. Ezt kdvetden a GBM ¢és kontrollcsoport
kozott szignifikdnsan eltérd expressziot mutatd miRNS-ek azonositdsat nem-parametrikus

Mann Whitney U teszttel végeztiik, majd az eltérd mértékii miRNS-expresszids adatokat az
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iDEP.95 webes program DESeq2 csomagjaval elemeztiik (FC > 1 és FDR < 0,1 beallitast

alkalmazva).

8.2.3. Az eltéro mértékben expresszaldodott miRNS-célpontok in silico predikcidja

Az in silico target predikcid sordn el0szor egy miRNS-célgén halozatot hoztunk 1étre a web-

alapi miRNet vizudlis halozat elemz6 platform hasznalataval (https://www.mirnet.ca), mely a

halézatban szerepld top miRNS-eket ,.degree” - és ,betweenness (kozottiség) centrality”
értékeik alapjan rangsorolta. Ezen miRNS-ek kisérletesen validalt target génjeinek eldrejelzését
a  miRNet, a  miRTarBase  ¢és a  TargetScan  szoftverekkel — végeztiikk

(http://miRTarBase.mbc.nctu.edu; www.targetscan.org). Ezt kovetden a kapott target

interakciokat tovabb validaltuk a miRWalk2 adatbazis (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de)

hasznalataval, majd a célgének altalanos és GBM-specifikus protein-protein interakcids (PPI)

halézatait a NetworkAnalyst 3.0 (www.NetworkAnalyst.ca) platformmal hoztuk 1étre. Az eltérd

mértékben  expresszalodott miRNS-célgéneket felhaszndlva a DAVID  szoftver

(https://david.ncifcerf.gov) segitségével haldzat-alapu, biologiai folyamatokat leirdé gén

ontolégiat (GO), valamint funkciondlis disulasi és utvonalelemzést végeztink a szoftver
KEGG adatbazisanak utvonal-dusitd opcidjat hasznalva. Az elemzések soran a <0,05 p-értéket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

8.2.4. A NanoString analizissel kapott eredménvyek validalasa RT-gPCR modszerrel

A NanoString analizissel kapott eredmények megerdsitéséhez felhasznalt sejtmentes total
RNS-ek kinyerése 28 egészséges kontroll egyén és 26 GBM-es beteg plazmamintajabol (200
pl) tortént a miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval, a
8.2.1. fejezetben leirt, gyarto altal megadott protokoll alapjan. Az izolalt total RNS mintakban
1évé miRNS-frakcid koncentraciojat a Qubit® 2.0 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA) miRNS-specifikus fluorometrias eszkozzel mértiik. Az érett miRNS-ek mennyiségének
mérése RT-qPCR mérésekkel tortént LightCycler® 96 késziilék (Roche, Pleasanton, CA, USA)
segitségével. A reakcio soran kvantitalni kivant miRNS-ek reverz transzkripcidjahoz a miScript
II RT Kit-et (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk. Az RT-qPCR mérések soran a miScript
SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével tortént a validalasra
kivalasztott hsa-miR-433-3p, hsa-miR-29-3p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-362-3p, hsa-miR-
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133a-3p ¢és a hsa-miR-1286-3p miRNS-ek expresszios szintjének detektidlasa a GBM-es ¢€s
kontrollcsoportban egyarant, a gyart6é altal készitett specifikus primerek (miScript Primer
Assays, Qiagen, Hilden, Németorszag) alkalmazéasaval. A kisérletek soran harom parhuzamos

mérést végeztiink.
Az egyes, 10 pul végtérfogatu PCR reakcidelegyek az aldbbi 6sszetevoket tartalmaztak:
- 5 ul QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (2x)
- 1 pl miScript Universal Primer (10x)
- 1 pl miScript Primer Assay
- 500 pg cDNS termék és nukledz mentes viz (10 ul térfogatig kiegészitve)
Az RT-qPCR reakcidkat az alabbi beallitasok szerint végeztiik:

Kezdeti denaturacios 1épés: 95 °C, 15 perc

A 2. ciklust6l a 50. ciklusig (3 step cycling):

- Denaturécios 1épés: 94 °C, 15 masodperc, a DNS szélak szétvalasat eredményezi.

- Primer hibridizacié (annealds): 55 °C, 30 masodperc, a primerek megfeleld helyre
torténd bekotddése.

- Lénchosszabbitas (elongaciod): 70 °C, 30 masodperc, a primerek bekdtddése utdn a DNS

polimerdz enzim megszintetizalja a komplementer DNS szélat.

Tovabbi 1 ciklus:

- 95°C, 20 masodperc
- 40 °C, 20 masodperc
- 85 °C, 00 masodperc

Hiités: 37 °C, 30 masodperc

Annak igazolasara, hogy a detektalt jel egyetlen PCR termékhez tartozik 50 °C - 95 °C-os
hémeérséklet tartomanyban 25 mésodpercenként torténd fluoreszcens mérésekkel olvadasi
gorbe analizist végeztiink a hémérséklet 0,2 °C-onkénti csokkentésével. A validalt miRNS-
ek expresszios szintjét komparativ Ct modszerrel szamoltuk ki, belsé kontrollként a miR-
16-5p-t hasznalva, melyet szakirodalmi adatok alapjan valasztottunk ki a normalizalasra. A

relativ expresszio értékének meghatarozasara a ACt modszert alkalmaztuk.
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8.2.5. Statisztikai analizis

Az RT-qPCR mérésekkel kapott miRNS expresszios szintek szignifikancia szamitasait
a nem-parametrikus Mann-Whitney U-teszttel kalkulaltuk, melynek soran a p<0,05 értéket
tekintettlik statisztikailag szignifikansnak. Az RT-qPCR mérésekbdl szarmazo, szignifikans
kiilonbséget mutatdo miRNS-ek normalizalt expresszids adatait felhasznalva az easyROC

(http://biosoft.erciyes.edu.tr/app/easyROC/; ver. 1.3.1.) program segitségével ROC-AUC

gorbéket készitettiink a miRNS-eink diagnosztikai potencialjanak felmérése érdekében. Az
analizissel kapott optimalis cut-off, AUC, szenzitivitasi és specificitasi értékek alapjan
értékes informdaciot nyerhetiink a miRNS-ek, mint lehetséges biomarker jeloltek klinikai

értekérdl. A szignifikancia szint ebben az esetében is p<0,05 volt.
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9. Eredmények

9.1. Eltér6 mértéki expressziot mutatd miRNS-ek azonositasa a
glioblastomas ¢€s a kontrollcsoport szovetmintaibol

9.1.1. Uj generécios szekvenalds

A miRNS-expressziés mintdzat valtozasanak elemzése 1) generacios kis RNS
szekvenalas alkalmazéasaval, Illumina NextSeq 500 késziilékkel valdsult meg. Az ehhez
sziikséges szekvendld konyvtarak létrehozdsa 5-5 db intraoperative eltavolitott GBM-es
tumorszovetbdl és alacsonyabb gradust (1-2 gradus) gliomas beteg periférids agyi

terliletérdl szarmazo ép szovetmintabdl tisztitott totdl RNS felhasznéldsaval tortént.

A 8.1.2. alfejezetben ismertetett szekvenalasbol szarmazo normalizalt adatokat a 8.1.3.
alfejezetben leirtaknak megfeleléen az iDEP.96 webes program segitségével bioinformatikai
elemzésnek vetettilk ala. Majd az igy kapott eredmények validalasat, valamint tovabbi

bioinformatikai és statisztikai elemzését végeztiik el.

9.1.2. Hierarchikus klaszterezés és fokomponens elemzés

A miRNS-ek expresszios mintazataban bekovetkezd valtozasok vizualizalasa érdekében
hierarchikus klaszterelemzést végeztiink a GBM — kontrollcsoport dsszehasonlitdsban. Az
analizis soran a program minden egyes minta esetében rangsorolta a miRNS géneket a 200
Ezek koziil a két csoport 0sszehasonlitasaban a top 50 legvaridbilisabb expresszidt mutatd
miRNS keriilt abrdzolasra (16. abra). Az dbran lathaté heatmap adatmegjelenitési technika
a vizsgalt csoportokon belill a miRNS-ek globalis expresszidos mintdzata alapjan olyan
egymasba agyazott klasztereket képezett, melyeken beliil a hasonld szignifikans expresszios
mintdzatot mutaté géneket helyezte el. Zold szinnel a downregulalodott, piros szinnel az
upregulalodott gének lathatoak az egyes csoportokban. A program altal képzett klasztereket
megfigyelve elmondhatd, hogy az abran feltiintetett 50 vizsgalt miRNS expresszidja

egyértelmi kiillonbséget mutat a kontroll- és a GBM-es csoport kozott.
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16. abra: A top 50 miRNS expresszids profiljdnak 4brazoldsa hierarchikus klaszterezés

segitségével a GBM-kontroll &sszehasonlitasban. Az egyes oszlopok a GBM-es és a
kontroll- (G — glioblastoma, C — kontroll) mintakat, mig az egyes sorok egy adott miRNS-t
jelolnek. Zold szinnel a downreguléciot, piros szinnel az upregulaciot mutatd miRNS gének

vannak jelolve.

A miRNS-expresszios értékek eloszlasanak jobb értelmezhetdsége és vizualizalasa
érdekében fokomponens-elemzést (PCA — ,,Principal Component Analysis”) is végeztiink,
melynek célja a vizsgalt biologiai mintak csoportositasa és az esetleges igynevezett ,,outlier”
azaz kilogo6 mintak identifik4cioja volt. Az elemzéssel az eredeti valtozokat kevesebb szamu
fékomponens valtozova tudjuk Osszevonni korrelacidjuk alapjan, ugy, hogy az adott
valtozokhoz rendelt sulyok segitségével a lehetd legnagyobb varianciat megtartjuk az eredeti
valtozok teljes heterogenitasabol. Az abran lathato két fétengely koziil a PC1 a leginkabb
mérvadd, mely féirdny mentén a mintdk a legnagyobb eltérést mutatjak. Analizisiink
eredményeként elmondhatd, hogy a GBM-es mintdk expresszidos mintazatuk alapjan
egyetlen klasztert alkotnak, és egyértelmiien elkiiloniilnek a kontrollmintaktol az elsé

fékomponens alapjan, amely a variancia 43%-at képviseli. Ez az adateloszlas arra utal, hogy
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a GBM biogenezise szamos miRNS expresszidjdnak drasztikus valtozasat indukalta (17.

abra).

Principal component analysis (PCA)
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17. abra: A GBM - kontrollcsoport miRNS expresszidos profiljanak &brazolasa
fékomponens analizis (PCA) segitségével. Az elsd fOkomponens (PC1) mentén egyértelmi

elkilonilés lathatd a GBM-es mintak és a kontrollmintak kozott.

9.1.3. Eltéré6 mértékben expresszalddott miRNS gének azonositasa

A szignfikansan eltérd expressziot mutatd géneket az iDEP.96 webes program DESeq2
algoritmusaval, (FDR) <0,05 ¢és FC> 2 kiiszobértékek alkalmazasaval identifikaltuk. Ezen
beallitdsok mellett Osszesen 117 olyan miRNS-t sikeriilt azonositanunk, amelyek
expresszidja szignifikansan eltért a GBM-es betegek mintdiban a kontrollmintdkkal
Osszevetve. Ezek koziil 35 miRNS upregulaciot (log2FC > 1), mig 82 downregulaciot
(Iog2FC < —1) mutatott. Az analizissel kapott 117 szignifikans eltérést mutaté miRNS kdoziil
az alabbi négy mutatta a legerdsebb upreguléaciot: hsa-miR-10b-5p (log2FC = 6,9), hsa-miR-
196a-5p (log2FC = 5,62), hsa-miR-10a-5p (log2FC = 5,48) ¢és hsa-miR-21-3p (log2FC =
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4,39). Ezzel szemben a négy legnagyobb mértékben downregulalédott miRNS a hsa-miR-
383-5p (log2FC = -6,3), a hsa-miR-129-5p (log2FC = -5,96), a hsa-miR-129-2-3p (log2FC
= -5,89) és a hsa-miR-219a-2-3p (log2FC = -5,8) volt.

Ahhoz, hogy jobban megértsiik és felmérjiik a GBM kialakuldsanak miRNS expresszios
mintdzatra gyakorolt hatasat, k-kozép klaszterezést alkalmaztunk, melynek soran a miRNS-
eket expresszids értékeik alapjan soroltuk csoportokba. Emellett az egyes csoportokon beliil
volcano plot analizist is alkalmaztunk a miRNS gének rangsoroldsa érdekében, mely
egyidejlileg abrazolja a minimum kétszeres expresszios kiilonbséggel jellemezhetd géneket,
ugy, hogy kozben kiemeli azokat, amelyek szignifikdns mértékii expressziot mutattak. Az
igy kapott hétérkép (18. (a) abra) és volcano plot (18. (b) abra) analizis alapjan
megallapithato, hogy a GBM tumorgenezise szignifikans véaltozast eredményezett a miRNS-
transzkriptomban. Ezen nagymértékii deregulaciot mutatdé miRNS-ek koziil, az alabbiak
keriiltek kivalasztasra a validalasi folyamathoz log2FC értékiik alapjan: a downreguléciot
mutatd hsa-miR-383-5p (log2FC = -6,339192) ¢s hsa-miR-490-3p (log2FC = -5,615576),
tovabbé az upregulalodott hsa-miR-21-3p (log2FC =4,391175), a hsa-miR-196a-5p (log2FC
=5,620502) és a hsa-miR-10b-3p (log2FC = 3,666952).

(@) (b)
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18. abra: (a) A DESeq2 algoritmussal detektalt 117 eltérd mértékli expresszidt mutatd
miRNS gén k-k6zép klaszterezése. ,,G” jeloléssel a glioblastomas, mig ,,C” jeloléssel a
kontroll mintak lathatdéak. Zo6ld szinnel a downregulacidt, piros szinnel az upreguldciot
mutatd miRNS géneket szemlélteti a hoétérkép. (b) A szignifikdnsan eltérd expresszidt
mutatd miRNS gének abrazoldsa volcano plot segitségével. Megjeldlve a validalasara

kivalasztott miRNS-ek lathatdak.
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9.1.4. A miRNS-ek rangsorolasa halozat-alapu elemzéssel

Ahogy azt mar a szakirodalmi attekintésben is ismertettem a miRNS-ek onkogén vagy
tumorszupresszor funkcioval is rendelkezhetnek, mely tulajdonsaguknak kdszonhetden igen
komplex szabélyozasra képesek. Emellett azon tények ismerete, hogy egyetlen miRNS tobb
gént is szabalyoz, valamint a miRNS-ek kombinacidja egyiittesen modulalhatja a daganat
kialakulasahoz sziikséges jelatviteli utakat, nélkiilozhetetlenné teszi a halozat-alapt
megkozelitések alkalmazasat, melynek soran a kozvetlen célpontjaik meghatarozasa
megkonnyiti egy adott miRNS szerepének megismerését és megértését a GBM
kialakulasaban. Ennek érdekében a miRNet vizualis haldzat elemzo platformot alkalmazva
elemeztiik a miRNS-célpontokat, melynek sordn kizarolag a kisérletileg validalt targetekre
fokuszaltunk. Az elemzés sordn az eltéré mértékben expresszaldédott miRNS-eink adatait
felhasznalva egy olyan miRNS-kdzponti halozatot épitettiink, amely magaban foglalja a
kozvetlen miRNS-célgén kolcsonhatasokat, valamint a célgének altal kodolt fehérje-fehérje
kolesonhatasokat egyarant. Megfigyeléseink alapjan elmondhatd, hogy ebben a heterogén
halézatban a hsa-miR-15a-5p rendelkezett a legmagasabb fokszamértékkel (260), amelyet a
hsa-miR-424-5p (185) és a hsa-miR-21-5p (131) kovetett, ami vildgosan tiikrozi
jelentdségiiket az interaktom haldzatban. A célgének tekintetében elmondhatd, hogy a
Nuklearis FMR1 Interakcids Fehérje 2 (NUFIP2) volt a legtobb miRNS altal szabalyozott
target, emellett a legtobb interakcios fehérjepartnerrel rendelkezett (degree értek: 20), melyet
a Cinkujj-fehérje 460 (ZNF460; degree érték: 19), a Ciklin D1 (CCND1; degree érték: 15)
¢s a Ciklin-fliggd kindz 6 (CDKG6; degree érték: 15) kovetett. Ezt a miRNet altal generalt
miRNS-célgén és fehérje-fehérje kdlcsonhatasokbol felépitett minimum héalozatot a 19. abra

szemlélteti.
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19. abra: Az iDEP.96 analizis alapjan eltéré mértékii expressziot mutaté miRNS-ek és azok

kisérletesen validalt célgénjeinek miRNet altal generalt minimum halézata. Szinkdd: a piros

négyzetek az upreguldlodott, a zold négyzetek pedig a downregulalédott miRNS-eket

jelolik. A kék pontok a fehérjéket szemléltetik.

9.1.5. A miRNS célpontok gén ontoldgiai és utvonalelemzése

A kisérletesen validalt miRNS-célpontok 9.1.4. alfejezetben bemutatott kdlcsonhatasi

halézata alapjan a NetworkAnalyst 3.0 vizudlis analitikai platform GO ¢és KEGG

adatbazisainak hasznalataval funkcionalis dusulasi és Utvonalelemzést végeztiink annak

felmérése érdekében, hogy a GBM-ben szignifikansan eltérd expressziot mutatdé miRNS-ek

¢€s azok targetei milyen bioldgiai folyamatokban vesznek részt, illetve ezek a folyamatok
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milyen mértékben jarulnak hozza a daganat kialakuldsdhoz. Az upregulalédott miRNS-eket
vizsgdlva azt taldltuk, hogy azok célgénjeinek fehérjetermékei olyan bioldgiai
folyamatokban mutatnak dusulést, mint az anyagcsere folyamat pozitiv szabalyozasa (p =
2,11 x 1079), a jelatvitel (p = 4,54 x 102%) vagy épp az apoptotikus folyamat szabalyozasa
(p = 9,54 x 10%%) (20. (a) 4abra). Mig a downreguldlodott miRNS-ekhez kéothetd
fehérjetermékek a fejlddési folyamatok regulacidja (p = 1,37 x 10%) mellett, a metabolikus
folyamatok negativ- (p = 5,21 x 107%) és a transzkripcid pozitiv szabalyozasaban (p = 1,4 x

107%) mutattak dusulést (20. (b) abra).
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20. abra: A NetworkAnalyst 3.0 programmal végzett GO bioldgiai folyamatokon alapul6
funkcionalis dasulési elemzése az (a) upregulalddott és a (b) downregulalédott miRNS-
ekhez kapcsolodo célgéneknek. Az észlelt biologiai folyamatok szignifikancidjat az FDR és
a -logio(p-értékek) jellemzik. A pontok mérete ardnyos az adott folyamatban szerepld gének

szamaval.

A gén ontologiai elemzést kovetd, KEGG adatbazis segitségével végzett ttvonal
analizissel azt talaltuk, hogy a vizsgalt upregulalédott miRNS-ek célgénjei kiilonbozd
daganatos megbetegedésekhez kothetd utvonalakban vesznek részt, ugymint a tumoros
megbetegedések (p = 1,22 x 107!), a sejtciklus (p= 5,33 x 1071®) és a FoxO jelatviteli titvonal
(p = 3,22 x 10°7'%) (21. (a) abra). A downreguldlodott miRNS-ek célgénjei esetében is a
daganatos folyamatokban résztvevd utvonalak mutattak leginkabb dasulast, mint példaul az
AGE-RAGE jelatviteli itvonal szabélyozasa (p = 1,3 x 107'%) és a proteoglikanok szerepe a

daganatképzédésben (p = 2,25 x 107!6) (21. (b) abra).
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21. abra: A NetworkAnalyst 3.0 programmal végzett (a) upregulélodott és (b)
downregulalodott miRNS-ekhez kapcsolddd célgének KEGG tutvonal-alapu funkcionalis
dusulasi elemzése. A detektalt Gitvonalak szignifikancidja az FDR és a -logio(p-értékek)
alapjan keriilt meghatarozasra. A pontok mérete aranyos az adott folyamatban szerepld

gének szdmaval.

9.1.6. A szOvetmintakban eltér mértékben expresszalddott miRNS-ek validalasa RT-

dPCR modszerrel

Az NGS-sal kapott eredmények megerdsités¢hez harom upregulalodott (hsa-miR-196a-
5p (log2FC = 5,6), hsa-miR-21-3p (log2FC = 4,39), hsa-miR-10b-3p-t (log2FC = 3,66)),
valamint két downregulalédott miRNS-t (hsa-miR-383-5p-t (log2FC =-6,33), hsa-miR-490-
3p-t (log2FC = -5,61)) valasztottunk ki log2FC értékeik alapjan. A 1og2FC értékeken tal a
kivélasztas sordn azt a szempontot kovettiik, hogy jol elkiilonithetéen, vagy csak a kontroll,
vagy csak a GBM-es csoportban mutassanak eltérd expressziot az adott miRNS-ek az NGS-
sel kapott normalizalt adatok alapjan. A kivalasztott miRNS-ek relativ expresszidjanak
meghatarozasat RT-qPCR mérésekkel végeztiik, amelyhez sziikséges total RNS-ek izolalasa
30 GBM-es ¢és 28 kontroll csoportba tartozé egyén agyszovet mintajabdl tortént. Mindkeét
csoportban egyenld volt a férfiak és a ndk szama. A kisérletek soran harom parhuzamos
mérést végeztiink. Referencia miRNS-ként a hsa-miR-103a-3p-t hasznaltuk [Veryaskina et
al., 2022]. Az RT-qPCR méréseket kdvetd statisztikai elemzés soran a Mann-Whitney U teszt
segitségével hataroztuk meg a mérésekbdl szdrmazé eredmények szignifikancigjat (22.
abra). A teszt segitségével kalkulalt p-értékek alapjan mindharom upregulélt (hsa-miR-
196a-5p, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-10b-3p) és mindkét downregulalt (hsa-miR-383-5p, hsa-
miR-490-3p) miRNS esetében szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a GBM vs. kontroll
csoport Osszehasonlitdsban, igy elmondhatd, hogy sikeresen validaltuk az NGS-bol

szarmaz6 eredményeket.
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22. abra: A szignifikansan dereguldlt miRNS-ek normalizalt Ct-értékeinek abrazolasa
GraphPad Prism 8.0 program hasznalataval. A p-értékeket Mann-Whitney U teszttel
szamoltuk ki. Az dbran lathat6 validalt miRNS-ek p-értéke ***p<0,001.

Ezen miRNS-ek normalizalt expresszios adatait felhasznalva ROC-AUC gorbéket
készitettiink az EasyROC program segitségével, annak érdekében, hogy a tumorgenezisben
betoltott szerepiik mellett felmérjiik az esetleges diagnosztikai potencidljukat. A ROC
analizis egyik legfontosabb paramétere a gorbe alatti teriilet, az ugynevezett AUC érték,
melynek maximalis értéke 1. A validalt hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-10b-3p,
hsa-miR-383-5p és hsa-miR-490-3p esetében az alabbi AUC értékeket kaptuk: 0,96032;
0,97768; 0,99206; 0,9375 és 0,9648. Az optimalis cut-off értékek kiszamitasahoz a kontroll-
¢s a GBM-es csoportban a validalt miRNS-ek normalizalt Ct-értékeit dichotomizéltuk a
szenzitivitasi értékek 1-specificitasi értekekhez viszonyitott leképezésével. A betegségben
szenvedOk szamdnak aranyabol a diagnosztikai szenzitivitas, mig az egészséges résztvevok
aranyabol a diagnosztikai specificitasrol tudunk informacidt nyerni. Ezen paraméterek és az
alabbi képletek segitségével meg tudjuk hatarozni a diagnosztikai tesztliink hatékonysagat

[Fazekasné & Goth, 1999].
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- Diagnosztikai szenzitivitis = VP/(VP+AN)
- Diagnosztikai specificitas = VN/(VN+AP)
A képletekben a VP: a valddi pozitiv, a VN: a valddi negativ, az AP: az alpozitiv, az AN:

pedig az alnegativ eseteket jeloli.

A legmagasabb szenzitivitasi értékeket a két downregulalédott miRNS-iink, a hsa-miR-
383-5p (95%) és a hsa-miR-490-3p (95%) esetében figyeltiikk meg. Valamivel alacsonyabb,
de ugyancsak kiemelkedd értékeket kaptunk az upregulalodott hsa-miR-10b-3p (94%), a
hsa-miR-21-3p (93,8%) ¢és a hsa-miR-196a-5p (88%) esetében. Ezzel szemben az 1-
specificitas értékek eltérd sorrendet kdvettek. Ebben az esetben a legnagyobb értékek az
upregulalodott miRNS-ekhez voltak kothetéek. A legmagasabb érték a hsa-miR-10b-3p
(100%) esetében volt megfigyelhetd, amit a hsa-miR-21-3p (92,9%), a hsa-miR-196a-5p
(92%), majd a két downreguldlodott hsa-miR-383-5p (95%) és a hsa-miR-490-3p (85%)
kovetett (23. abra).

-72-



Szenzitivitas Szenzitivitas Szenzitivitas

Szenzitivitas

Szenzitivitas

08

0.4

00

04 08

00

hsa-miR-10b-3p ROC girbe

’_l—._,"

08
L

04
L

00
1

T T T
00 02 04 06 08 10

1- Specificitis

hsa-miR-196a-5p ROC girbe

08

04

00

00 02 04 06 08 10

1- Specificitis

hsa-miR-383-5p ROC girbe

00 02 04 06 08 10

1- Specificitis

hsa-miR-490-3p ROC girbe

L ¢ " i

T T T T T T
00 02 04 06 08 10

1- Specificitis

hsa-miR-21-3p ROC girbe

,..J—'

T T T T T T
00 02 04 06 08 10

1- Specificitis

hsa-miR-10b-3p optimilis cutoff

T A Sens
2 “~.] — Seec
- | \

-]

. \-~._
a | Iy
e F T T T

5 10 15 20

Normalizilt Ct-érték

hsa-miR-196a-5p optimilis cutoff

Normalizilt Ct-érték

hsa-miR-383-5p optimilis cutoff

by Sens.
/\_/ — Spec

08
I

04

00
Ll
L

Normalizilt Ct-érték

hsa-miR-490-3p optimilis cutoff

1 1 n - Sens
g n /\_ﬁ Spec
- .

L=

o1/

T T T T

Normalizilt Ct-érték

hsa-miR-21-3p optimilis cutoff

e
- Sens.
o

/0 \
-

10 12

Normalizilt Ct-érték

hsa-miR-10b-3p dot plot analizis

Normalizalt Ct-érték Normalizalt Ct-érték Normalizalt Ct-érték

Normalizalt Ct-érték

Normalizalt Ct-érték

2 4

15

10

o o fpdy %0

o

&

Kontroll

T

T

GEM

hsa-miR-196a-5p dot plot analizis

5 10 15 20
1 L

g e
o
o
I
T T
Kontroll GBM

hsa-miR-383-5p dot plot analizis

£

15

10

R T

&

]

o @2

Kontroll

GEM

hsa-miR-490-3p dot plot analizis

15

10

3
o
¢ 3
* °
T L}
Kontroll GBM

hsa-miR-21-3p dot plot analizis

o

02468

Lt 11

oo oPgo®

Kontroll

- & Mwo

GEM

23. abra: (a) Az RT-qPCR moddszerrel sikeresen validalt miRNS-ek szenzitivitasi és 1-

specificitasi értékeinek abrazolasa ROC-AUC gorbék segitségével. (b) A validalt miRNS-

ek (hsa-miR-10b-3p — normalizalt Ct-érték: 9,9; hsa-miR-196a-5p — normalizalt Ct-érték:

9,8; hsa-miR-383-5p normalizalt Ct-érték: 9,8; hsa-miR-490-3p normalizalt CT-érték: 9,8;

hsa-miR-21-3p normalizalt Ct-érték: 5,8) optimalis cut-off értékei. (¢) A validalt miRNS-ek

dot plot analizise a kontroll ¢s GBM-es szovetmintadkra vonatkoztatva.
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9.2. Eltérd mértékli expressziot mutatd mRNS-ek azonositasa a
glioblastomas betegek és a kontrollcsoport szovetmintaiban

9.2.1. Uj generécids szekvenalas

A GBM-es ¢és a kontrollcsoportba tartozo egyénektdl szdrmazd szovetmintak mRNS-
expresszios profiljanak oOsszehasonlitdsa érdekében NGS-t alkalmaztunk az Illumina
NextSeq 500 késziilék (Illumina, San Diego, CA, USA) segitségével. A szekvenalo
konyvtarak létrehozdsa ugyanabbdl az 5 GBM-es beteg tumorrégiojabol és 5 alacsony
gradusu gliomas beteg periférids tumorrégiojabol szarmazd szdvetmintakbdl izolalt total
RNS felhasznalasaval tortént, mint a miRNS szekvenalas esetében. Utobbi mintakat

hasznaltuk kontrollcsoportként a kisérletlink soran.

9.2.2. Hierarchikus klaszterezés és fokomponens elemzés

Az mRNS szekvendlds eredményeinek értelmezése érdekében az iDEP.96 webes
program segitségével hierarchikus klaszterelemzést végeztiink a GBM-es és kontrollcsoport
alapjan kertiltek rangsoroldsra az 6sszes mintaban, a top 200 legvariabilisabb expressziot
mutaté gén felhasznalasaval, melyek koziil a két csoport Osszehasonlitdsdban a top 50
legnagyobb meértékli expresszids valtozdst mutatd mRNS keriilt abrazolasra hdtérkép

formajaban (24. abra).
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Color Key

24, abra: A top 50 mRNS expresszios profiljanak abrazolasa hierarchikus klaszterezés
segitségével a GBM-kontroll 6sszehasonlitasban. Az egyes oszlopok a GBM-es és a kontroll-
(G — glioblastoma, C — kontroll) mintékat, mig az egyes sorok egy adott mRNS-t jeldlnek. Zold

szinnel a downreguléciot, piros szinnel az upregulaciét mutatd mRNS gének vannak jeldlve.

A miRNS-ekhez hasonléan az mRNS expresszids értékek eloszlasat is PCA segitségével
szemléltettiik, az els6 és a masodik fékomponens mentén. A 25. abran lathaté PCA plot alapjan
elmondhat6, hogy a GBM-es mintak egyetlen klasztert alkotnak mRNS expresszids mintazatuk
alapjan, igy egyeértelmiien elkiiloniilnek a kontrollmintdktol az els6 fékomponens mentén,
amely a variancia 31%-at képviseli. A variancia ezen adateloszlasa ebben az esetben is
alatdmasztja, hogy a GBM biogenezise drasztikus valtozast indukal szdmos mRNS

expresszidjaban.
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25. abra: A GBM - kontrollcsoport mRNS expresszios profiljanak abrdzolasa fékomponens
analizis (PCA) segitségével. Az elsé fokomponens (PC1) mentén egyértelmi elkiiloniilés

lathat6 a GBM-es mintak és a kontrollmintak kozott.

9.2.3. Eltér6 mértékben expresszalddott mRNS gének azonositasa

A szignifikansan eltérd expresszidt mutatd gének azonositdsat az iDEP.96 webes
program DESeq?2 algoritmusaval végeztiik. Az (FDR) <0,05 és FC> 2 kiiszobértékek beallitasa
mellett 365 upregulalt (log2FC > 1) és 1225 downregulalt (1og2FC < -1) mRNS-t detektaltunk
a GBM-es betegek mintaiban a kontrollcsoporthoz képest. Az 5 legnagyobb mértékii
upregulaciot mutatd mRNS a HOXD10 (1og2FC = 7,06), a SHOX?2 (1og2FC = 6,86), a POSTN
(Iog2FC = 6,09), a TOP24 (log2FC = 6,08) ¢s a HOXDI1 (log2FC = 5,95) volt. Mig az 5
leginkabb downreguldlt mRNS a RELN (log2FC = -8,56), a GRINI (log2FC = -8,29), az
UNCI13C (log2FC = -8,04), az OPALIN (1og2FC = -7,94) és a GABRAI (log2FC =-7,89) volt.
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Annak érdekében, hogy felmérjik a GBM kialakuldsanak mRNS-expressziora
gyakorolt hatdsat k-k6zép klaszteranalizist végeztiink, melynek soran az iDEP.96 program az
expresszios értékeik alapjan csoportositotta az mRNS-eket (26. abra (a)). Az ezen értékeket
abrazolo volcano-plot az x-tengelyen az mRNS-ek log2FC értékét, az y-tengelyen pedig a p-
értékét megjelenitve (26. (b) abra) vilagosan szemlélteti, hogy a GBM kialakuldsa az mRNS-
transzkriptom mélyrehatd valtozasat eredményezi. Ezen megfigyelés megerdsiti a miRNS-ek

mRNS-eket szabalyozo6 funkciodjat és azok GBM genezisben beto6ltott valodi szerepét.
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26. abra: (a) A DESeq? algoritmussal detektalt 1590 eltéré mértékii expressziot mutatd mRNS
gén k-kozép klaszterezése. ,,G” jeloléssel a glioblastomas, mig ,,C” jel6léssel a kontroll mintak
lathatoak. Zold szinnel a downregulaciot, piros szinnel az upregulaciot mutatdé miRNS géneket
szemlélteti a hotérkép. (b) A szignifikansan eltérd expressziot mutatd mRNS gének abrazolasa
volcano plot segitségével. A downregulalodott gének kék, mig az upreguldlodott gének piros

szinnel vannak megjelenitve az abran.

9.2.4. A dereguldlt mRNS-ek fehérje-fehérje interakcids (PPI) hilozatinak elemzése

A top 50 legjelentésebb mértékben up- és downreguldlodott mRNS-eket kiilon-kiilon
analizalva a NetworkAnalyst 3.0 analitikai platform segitségével ugynevezett minimum PPI
haldzatokat épitettiink fel, melyeket a 27. abra szemléltet. Mindkét analizis eredményeképpen
a kozponti fehérjék (hub) kozott - melyek szignifikans biologiai relevanciaval rendelkez6 kulcs
csomopontoknak tekinthetdek — sok olyat talaltunk, amelyekrdl mar ismert, hogy szerepet
jatszanak a tumorgenezis folyamatdban. A kapott halézatot vizsgalva azt az érdekes

megallapitast tettiik, hogy mind az up-, mind a downregulalt mRNS-ek elemzése soran az
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ubiquitin C (UBC) fehérje rendelkezett a legtobb kdlcsonhatassal. Az ubikvitinacid, mint
poszttranszlacios fehérje modositas jelentds szerepet tolt be a kiillonbozo sejtfolyamatokban,
koztiik a hiszton mddositasban, melynek révén szabalyozza a gének kifejezddését. Ezen kiviil
Osszefliggésbe hozhato a fehérjék lebontasaval, a DNS-hibajavitassal, a kinaz modositassal, az
endocitozis folyamataval, valamint a sejtciklus €s a szignalutak szabalyozasaval [Scholz et al.,
2020; Maksoud et al., 2021]. Az upregulalt mRNS-alapu kolcsonhatasi halozatban (27. (a)
abra) az UBC mellett a kis ubiquitinszerii modosito fehérje 2 (SUMO?2) és az inzulin-szerQ
novekedési faktor 2 mRNS ko6td fehérje 3 (IGF2BP3) rendelkezett a legtobb kdlcsonhatassal és
viszonylag magas fokszam-értékkel (12 és 9 a SUMO?2 ¢és a IGF2BP3 esetében). Mig a
downregulalt mRNS-alapu haldzatban a szinaptotagmin 1 (SYT1) és az amiloid prekurzor

fehérje (APP) kovette az UBC-t (27. (b) abra).
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27. abra: A NetworkAnalyt 3.0 analitikai platform segitségével készitett (a) upregulalodott és
(b) downregulalodott mRNS-alapu PPI minimum hélézat topologidja. A csomopontok az egyes

fehérjéket jelolik, mig a csomopontok mérete a fehérjék fokszdm-centralitasanak felelnek meg.

9.2.5. Az mRNS molekulak gén ontoldgiai (GO) és utvonal-dusulasi elemzése

A NetworkAnalyst 3.0 GO ¢és KEGG adatbazis-opcidinak alkalmazasaval PPI
funkciondlis dusulasi és utvonalelemzést végeztiink a deregulalt mRNS-ek felhasznalasaval. Az
upregulalt fehérjék GO bioldgiai folyamat-alapti (GO_BP) dusulasi elemzésével azt talaltuk,
hogy ezek a fehérjék tobbek kozott a nukleobézis-tartalmti vegyiiletek anyagcsere
folyamatainak pozitiv szabalyozasaban (p = 1,27 x 107%%), a sejtciklus folyamataban (p = 2,28
x 10721), az RNS-anyagcsere folyamatok pozitiv szabalyozasaban (p = 2,66 x 102%), valamint a

kromoszoma szervezédésében (p = 3,35 x 107'%) jatszanak szerepet (28. (a) abra). Ezzel
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szemben a downregulalt fehérjék olyan folyamatokban dusultak, mint a neuronok fejlodése (p

= 45 x 10%), a neuronok nyulvanyainak fejlddése (p = 5,48 x 10-22), a neuronok

differencialodasa (p = 1,3 x 10"'%) vagy a szinaptikus transzmisszio (p = 1,43 x 10°'7) (28. (b)

abra).
(2)
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28. abra: A NetworkAnalyst 3.0 programmal végzett GO bioldgiai folyamatokon alapuld
(GO_BP) funkciondlis dusulési elemzése a top 50 (a) upregulalodott és (b) downreguldlodott
mRNS-nek. Az észlelt biologiai folyamatok szignifikancidjat az FDR ¢és a -logio (p-értékek)

jellemzik. A pontok mérete aranyos az adott folyamatban szereplé gének szdmaval.

A KEGG adatbazis hasznalatdval megallapitottuk, hogy az upregulalt mRNS-ek kiilonb6zd, a
daganatképzddéshez kapcsolddo Utvonalakban jatszanak szerepet, igymint a sejtciklus (p =
8,31 x 10%), a sejtek oregedése (p = 1,69 x 107'%), Gitvonalak a daganatos betegségekben (p =
3,06 x 107!1) és az IL-17 jelatviteli utvonal (p = 5,38 x 10°'2) (29. (a) abra), mig a downregulalt
mRNS-ek a fokélis adhézié (p = 1,13 x 107!2), Gitvonalak a daganatos betegségekben (p = 1,23
x 107", a hosszll tavli potenciacié (p = 1,27 x 107'!), valamint az ErbB szignalizacios

utvonalakban jatszottak szerepet (29. (b) abra).
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29. abra: A NetworkAnalyst 3.0 programmal végzett (a) upregulalodott és (b)
downregulalodott mRNS-ek KEGG tutvonal-alapu funkcionalis dusulasi elemzése. A detektalt
utvonalak szignifikancidja az FDR és a -logio(p-értékek) alapjan keriilt meghatarozéasra. A

pontok mérete aranyos az adott folyamatban szerepld gének szamaval.

9.2.6. A szovetmintakban eltéré meértékl expressziot mutatdé mRNS-ek validalasa RT-

gPCR modszerrel

Az NGS ¢és a bioinformatikai elemzés alapjan szignifikdnsan eltérd expressziot mutatd
mRNS-ek megerdsitését szintén RT-qPCR modszerrel végeztiik, melyhez ugyanazon total RNS
mintakat hasznaltuk fel a GBM-es és a kontrollcsoportbol, mint a miRNS-ek esetében. Ezzel
biztositva az eredmények lehetd legpontosabb Osszevetését, valamint a miRNS-ek valodi
szabalyozé funkcidjanak felderitését.

Mivel az mRNS-ek esetében lényegesen nagyobb szdmu deregulalt gént azonositottunk,
igy a validalasra torténd up-, és downregulalt mRNS-ek kivalasztasakor els6sorban arra
torekedtiink, hogy a teljes expresszios spektrumot lefedjiik és ezaltal atfogobb képet kapjunk a
miRNS-ek 4ltali szabalyozas poszttranszkripcionalis szintjérdl.

A validalas soran az alabbi 7 up-, és 7 downregulalt mRNS relativ expresszidjat
hataroztuk meg, mely eredmények normalizalasdhoz a GAPDH-t hasznaltuk belsd kontrollként

(4. tablazat) [Kreth et al., 2010]. Minden esetben harom parhuzamos mérést végeztiink.

4. tablazat: A validalasra kivalasztott up-, és downregulalt mRNS-ek neve és log2FC értéke.

Upregulalt mRNS | logoFC érték | Downreguldlt mRNS | log:FC érték
E2F2 3,59 FABP6 -2,3
HOXD13 3,69 PRLHR -4,37
VEGFA 4,3 NEURODG6 -5,72
CDC45 4,31 CBLNI -6,16
AURKB 4,6 HRH3 -6,39
HOXC10 4.9 HCNI1 -7,36
MYBL2 5,73 RELN -8,5
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Az RT-gPCR mérésekkel kapott normalizalt expresszids értékek szignifikancidjanak
kiszamitasat Mann-Whitney U teszttel végeztiik a GBM vs. kontrollcsoport 6sszehasonlitasban,
melynek eredményeként elmondhatd, hogy mind az upregulalt E2F2, HOXDI13, VEGFA,
CDC45, AURKB, HOXCI10 ¢és MYBL2, mind a downregulalt FABP6, PRLHR, NEURODG,
CBLNI1, HRH3, HCNI ¢és RELN gének esetében sikeresen megerdsitettiik a szekvenalas soran
megfigyelt eltérd expressziot a GBM csoportban a kontrollhoz viszonyitva. A Mann-Whitney
U teszttel nyert szignifikancia értékeket az upregulalt mRNS-ek esetében a 30. (a) abra, a
downregulalt mRNS-ek esetében pedig a 30. (b) abra szemlélteti.
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30. abra: A validalasi folyamatban részt vevd (a) szignifikdnsan upreguldlt és (b)
szignifikansan downregulalt mRNS-ek normalizalt Ct-értékeinek dbrazoldsa a GraphPad 8.0.1
program segitségével. A feltiintetett p-értékek kalkulacigja Mann-Whitney U teszttel tortént. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Az upregulalt mRNS-ek mindegyike, valamint a HRH3,
CBLNI, RELN ¢és PRLHR downregulalt mRNS-ek p<0,001 értékkel rendelkeznek. Mig a
szintén downregulalt HCNI és NEURODG esetében p<0,01, a FABP6 tekintetében pedig
p<0,05 értéket kaptunk.

9.2.7. Azj generacios szekvenalassal (NGS) meghatdrozott miRNS és mRNS

expresszid kozotti korrelacid megallapitasa

Az NGS adatok bioinformatikai elemzését és azok validalasat kovetden a deregulalt miRNS
¢s mRNS adatkészletiink kozott fennalld korrelacié megallapitasa érdekében a miRTarBase ¢€s
a miRTargetLink 2.0 adatbazisok segitségével miRNS-mRNS kolcsonhatasokat vizsgaltunk,
amely sordn csak a kisérletesen validalt target gén-interakciokat vettiikk figyelembe. Az
analizissel nyert miRNS-ek és azok cél mRNS-einek expresszidja kozotti inverz korrelaciot a

5. tablazat mutatja be.

5. tablazat: Az NGS adatkészletliinkben megtalalhat6 deregulalt miRNS-ek és azok kisérletesen

validalt target génjei kozott megfigyelhetd korrelacio.

Szabélvozott Expresszio Expresszio
’y Biologiai folyamat valtozasa miRNS valtozasa Referenciak
gén
(up/down) (up/down)
transzkripcid . [Liu et al.,
AHR szabdlyozdsa up hsa-miR-124-3p down 2018]
transzkripciod . [Zhang et al.,
E2F2 szablyozisa up hsa-miR-218-5p down 2015]
transzkripcid . [Liu et al.,
HOXCI0 szabdlyozdsa up hsa-miR-129-5p down 2020]
[Phua et al.,
transzkripcid . 2011;
HOXD4 szabalyozasa up hsa-miR-10b up Deforzh et
al., 2022]
transzkripcid . [Zhang et al.,
MYBL?2 szablyozisa up hsa-miR-30e-5p down 2018]

-85 -



transzkripcio

[Agrawal et

NEUROD?2 szablyozisa down hsa-miR-210-3p up al., 2018]
AJAPI sejtadhézio down hsa-miR-196a-5p up [Takzk(? 2r le]t al,
MMP9 sejtmigracio up hsa-miR-490-3p down [thlz)‘(’; 9e]t al,
POSTN sejtmigracio up hsa-miR-340-5p down [lelz) Ttg]a L,

STC2 sejtmigracio up hsa-miR-381-3p down [Mactal,
2020]
GABRAI szinaptikus atvitel down hsa-miR-155-5p up [D*Urso et
al., 2012]
hsa-miR-10a-5p [Grigore et
GABRB2 szinaptikus atvitel down ' up al., 2024; Liu
hsa-miR-10b-5p et al., 2020]
HONI idegimpulzus down hsa-miR-10a-5p u [Valle-Garcia
atvitele hsa-miR-10b-5p P et al., 2024]
sejtciklus b 1oa [Huang et al.,
AURKA szabdlyozdsa up hsa-miR-124-3p down 2021]
o hsa-miR-93-5p,
AURKB Szzeé;(;ll;l;:sa up hsa-miR-17-5p, up [Hugr(;% le ]t al,
y hsa-miR-130b-3p
sejtciklus Py [Liu et al.,
CDC45 szablyozdsa up hsa-miR-485-5p down 2021]
sejtciklus P [Chen et al.,
CDK6 szabilyozésa up hsa-miR-107 down 2013]
EGFR sejtproliferacid up hsa-miR-7 down [Kefas ctal,
2008]
sejtproliferacio D g2 [Liu et al.,
VEGFA angiogenezis up hsa-miR-383-5p down 2024]
tumor-asszocialt [Liu et al
LTBP-1 makrofagok up hsa-miR-340-5p down 2019] v
szabalyozasa
tumor-asszocialt [Liu et al
POSTN makrofagok up hsa-miR-340-5p down 2019] °
szabalyozasa
BCL2 apoptozis up hsa-miR-136-3p down [Ya; 5;1;‘[] al,
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[Qiu et al.,

epigenetikai hsa-miR-138-5p, 2013;
EZH2 szabalyozas up hsa-miR-490-3p down Vinchure et
al., 2019]

Az analizissel kapott korrelacios adatok alapjan arra a feltételezésre jutottunk, hogy a GBM-
es paciensekben szignifikdns mértékben up-, vagy downregulalodott miRNS-ek részt vehetnek
a sejtciklus (AURKB, CDC45, CDK®6), a sejtproliferacio (EGFR, VEGFA) és az angiogenezis
(VEGFA) folyamataban szerepet jatszo gének kifejez6désének szabalyozasaban, ezaltal
tumorndvekedést tamogato hatést kifejtve. Tovabba ugyanebben a kontextusban elmondhato,
hogy kolcsonhatnak olyan upregulalt transzkripcios faktorokkal, ugymint az E2F2 és a MYBL2,
melyek szabalyozzék a sejtciklusban, a sejtdifferenciacioban €s a sejtproliferacioban részt vevo
gének atirasat. Ezen feliil mas target gének (4JAP1, MMP9, POSTN, STC?2) az adhézi6 vagy a
migracio szabalyozasaval eldsegitik az attétképzdodést, mig az upregulalt HOXC10 részt vesz a
migracios kapacitast fokozd gének transzkripcidjaban. Ezek mellett olyan géneket (LTBP-1,
POSTN) is azonositottunk, amelyeken keresztiil a tumorhoz kapcsolédé makrofagok

szabalyozo funkciodja befolydsolhatja a tumor mikrokdrnyezetét.

9.3.  Eltér6 mértékben expresszalodott miRNS-ek azonositasa GBM-es
betegek ¢és egészséges kontroll egyének plazmamintdibdl NanoString
nCounter Analizis alapjan

A GBM-es betegek ¢€s az egészséges kontrollcsoportba tartozo egyének miRNS expresszios
profiljanak 6sszehasonlitasa 6 GBM-es és 6 porckorongsérvvel diagnosztizalt személy - mint
egeészséges kontrollok — plazmamintajanak felhasznalaséval tortént. A betegek életkora 52 és
69 év kozott mozgott, az atlagéletkoruk 61,3 év volt, mig a kontrollcsoport tagjai 42 és 68 év
kozottiek voltak, atlagéletkoruk pedig 58,6 év volt. Mindkét csoportban egyenld aranyban
szerepeltek nok és feérfiak. Az emlitett mintdkban eltérd expressziot mutatd miRNS-ek a
NanoString nCounter Analysis System (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA) nCounter
Human v3 miRNS panel segitségével keriiltek meghatarozasra. Az analizissel kapott
normalizalt miRNS-szdmlalasi értékek jelentdsen eltértek a vizsgélt csoportok kozott, melyek
koziil a kontrollcsoportban a legtobb minta miRNS-tartalma igen alacsony volt, n¢hany
kivételtdl eltekintve. A vizsgéalt miRNS-ek koziil a hsa-miR-451a esetében figyeltilk meg a
legmagasabb normalizalt szamlalasi értéket, mely a kontroll csoport esetében 1144, a GBM-es

betegekben pedig 2965 csoportos atlagértékkel volt jellemezhetd. Ezt a hsa-let-7i-5p és a hsa-
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miR-6721-5p kovette (csoportos atlagértékek kontroll vs. GBM: 233, illetve 349; 179, illetve
254). Ennek ellenére ezen magas mértékii expressziot mutatdé miRNS-ek egyike sem mutatott
szignifikansan eltérd expressziot a vizsgalt csoportok kozott. A teljes adatkészlet normalizalasat
10 haztartdsi miRNS mértani atlagat véve végezték. Az analizis eredményeként a vizsgalt 798
egyedi miRNS-b6l 107 mutatott szignifikans kiilonbséget a daganatos és a normal
plazmamintak kozott a sziirési és differencidlis expresszids elemzést kovetden. A kapott
expresszios adatokat a fold-change (FC) és hamis felfedezési arany (FDR — false discovery rate)
cut-off hatarértékeihez (log2FC 1 és FDR 0,1) igazitva csupan egyetlen miRNS, a hsa-miR-
181a-3p mutatott downregulaciot és 0sszesen 52 miRNS mutatott upregulaciot (6. tablazat) a
GBM-es mintdkban az egészséges kontrollhoz viszonyitva, melyek koziil a hsa-miR-338-5p
expresszios szintje volt a legmagasabb (1og2FC = 2,14). Ezen eltéréen expresszalodo miRNS-

ek eloszlasat a 31. (a) és (b) abra szemlélteti.

n »

-

e
. .

.

log, fold change
log, fold change

.
=05 0.6
4 s 6 7 3 1s 4 48 s

atlagos expresszio atlagos expresszié

31. abra: A GBM-es betegek plazmamintaiban eltéré mértékii expresszidt mutatdé miRNS-ek
normalizalt értékének abrazolas log2FC és atlagos expresszids értékeik fliggvényében. Az (a)
jeloléstt MA plot az expresszios adatok FDR 0,15 és FC 0,5-6s hatarértékekre torténd sziirését,
mig a (b) dbra ugyanezeket az adatokat szemlélteti FDR 0,1 ¢s FC 1 értékek beallitasa mellett.

A szakirodalom, valamint a miRCancer és miR2Disease adatbazisokban torténo keresésiink
eredménye alapjan elmondhato, hogy az altalunk azonositott eltéré mértékii expressziot mutatd
miRNS-ek tobbségérdl (~94%) mar kordbban kideriilt, hogy kiilonb6zé rosszindulata
daganatokkal, illetve k6zoliik jonéhanyan (~57%) a GBM-val is dsszefliggésbe hozhatdak (6.
tablazat). Azonban a GBM-hez kdthetd, eddig még mas kutatocsoportok altal le nem irt 2 j

asszociaciot is azonositottunk. Ezek a hsa-miR-1252-5p és a hsa-miR-591.
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6. tablazat: A GBM vs. kontroll csoport plazmamintaiban szignifikdnsan eltérd expressziot

mutatd miRNS-ek listaja log2FC értékeik és a kiilonb6z6 tumortipusok kialakulasaban betoltott

szerepiik alapjan.
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miRNS ID log2FC miRNS ID lo gZF C
hsa-miR-182-5p 1.61 hsa-miR-338-5p 2.14
hsa miR-1289 1.58 hsa-miR-433-3p 19
hsa-miR-610 147 hsa-miR-302e 1.78
hsa-miR-22-3p 1.44 hsa-miR-6503-3p 16
hsa-miR-758-5p 1.36 hsa-miR-1273c 1.52 E’?
=
o hsa-miR-5204-3p | 1.35 hsa-miR-195-5p 1.48 ;
g hsa-miR-3065-3p | 1.27 hsa-miR-362-3p 1.3 E
f hsa-miR-503-3p 1.27 hsa-miR-369-3p 1.25 -E‘
% hsa miR-650 1.27 hsa-miR-4425 1.19 ;
é hsa miR-135a-5p 1.27 hsa-miR-510-3p 1.18 :‘;
g hsa-miR-29a-3p 1.26 hsa miR-3127-5p 1.18 §
5 hsa-miR-215-5p 1.22 hsa miR-625-5p 1.15 g
% hsa-miR-152-5p 1.18 hsa-miR-5481 1.14 §'
é hsa-miR-548e-3p 1.18 hsa-miR-656-3p 1.13 5
hz hsa-miR-769-3p 1.15 hsa-miR-331-3p 1.11 g‘
% hsa-miR-296-3p 1.15 hsa-miR-520h 1.1 %
g; hsa-miR-133a-3p| 1.14 hsa-miR-3131 1.1 E
2 [hsa-miR-1296-3p| 1.14 hsa-miR-361-5p 1.09
5 hsa-miR-381-3p 1.14 hsa-miR-1908-3p 1.06
§‘ hsa-miR-1185-5p | 1.13 hsa-miR-744-5p 1.05
;ﬁ hsa-miR-423-5p 1.12 hsa-miR-4536-3p 1.01
; hsa-miR-497-5p 1.1
hsa-miR- 197_5}1 1.07 Csak a GBM-val mutat asszociaciot
hsa-miR-573 1.05 hsa-miR-423-3p 1.42
hsa-miR-147a 1.04
hsa-miR-196b-5p | 1.01
hsa-miR-433-5p | 1.01 Uj asszociacié
hsa-miR-345-5p 1.01 hsa-miR-1252-5p 1.18
hsa-miR-181a-3p | -0.43 hsa-miR-591 1.22




9.3.1. Az eltérdé mértékben expresszalddott miRNS-ek plazmamintakbol torténd

azonositdsa RT-qPCR moéddszerrel

A NanoString analizissel kapott eredmények validalasahoz véletlenszerlien kivalasztott 6
miRNS (hsa-miR-433-3p, hsa-miR-362-3p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-29a-
3p és hsa-miR-1286-3p, ez utdbbi nem mutatott eltéré mértékii expressziot a két csoport kdzott)
relativ expresszidjanak meghatdrozasa RT-qPCR mérésekkel tortént a hsa-miR-16-5p-t
hasznélva referencia miRNS-ként [Ma et al., 2018; Fong et al., 2015]. Minden kisérlet soran 3
parhuzamos mérést végeztiink. Az RT-qPCR mérésekbdl szarmazo normalizalt adatok alapjan
a hsa-miR-433-3p, a hsa-miR-195-5p ¢és a hsa-miR-29a-3p expresszidja mutatott szignifikans
upreguléciot a GBM-es csoportban a kontrollcsoporthoz képest (a Kruskal-Wallis p-értékek a
hsa-miR-433-3p esetében p = 0,00714-nek a hsa-miR-195-5p esetén p = 0,0466-nek, mig a hsa-
miR-29a-3p esetében p = 0,0041-nek adddtak), mig a hsa-miR-362-3p és a hsa-miR-133a-3p
esetében sem a GBM-es, sem az egészséges kontrollmintdkban nem tudtunk expressziot

kimutatni.

A NanoString analizis és az RT-qPCR mérésekkel torténd validalast kovetden a
diagnosztikai hatékonysagot szemléltetd ROC-AUC gorbéket készitettiink a két csoport kozott
szignifikansan eltérd expressziot mutatd hsa-miR-433-3p, hsa-miR-195-5p és hsa-miR-29a-3p
normalizalt expresszios adatait felhasznalva. Az analizissel kapott AUC értékek 0,98214-nek,
0,9704-nek ¢és 0,98214-nek adodtak a hsa-miR-433-3p, hsa-miR-195-5p és a hsa-miR-29a-3p
esetében, melyek mindegyike kiemelkedd diagnosztikai potenciallal ruhazza fel a vizsgalt
miRNS-eket, ezaltal eldrejelezve esetleges biomarkerként torténd alkalmazhatéosagukat a
klinikai gyakorlatban. Ezt kdvetden az optimalis cut-off értékek meghatarozasahoz a kontroll-
¢s a GBM-es csoportban a validalt miRNS-ek normalizalt Ct-értékeit dichotomizaltuk, a
szenzitivitdsi értékek 1-specificitasi értékekhez viszonyitott leképezésével. Ennek
eredményeként a hsa-miR-433-3p és a hsa-miR-29a-3p azonos szenzitivitasi (92%) és 1-
specificitasi (96%) értéke volt megfigyelhetd, mig a hsa-miR-195-5p esetében a szenzitivitas

(88%) valamivel alacsonyabb volt valtozatlan 1-specificitas érték (96%) mellett (32. abra).
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abra: (a) Az RT-qPCR moddszerrel sikeresen validalt miRNS-ek (hsa-miR-29a-3p, hsa-

miR-195-5p, hsa-miR-433-3p) szenzitivitasi €s 1- specificitasi értékének abrazolasa ROC-AUC

gorbék segitségével. (b) A validalt miRNS-ek (hsa-miR-29a-3p — normalizalt Ct-érték: 2; hsa-

miR-195-5p — normalizalt Ct-érték: 0,97; hsa-miR-433-3p — normalizalt Ct-érték: 2) optimalis

cut-off értékei. (¢) A validalt miRNS-ek dot plot analizise a kontroll és GBM-es plazmamintékra

vonatkoztatva.
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9.3.2. A miRNS-ek rangsorolasa haldzat-alapu elemzéssel, targetgén predikcio

Az eltér6 mértékli expressziot mutatd miRNS-ek funkcidjanak pontos jellemzéséhez
kritikus fontossagi a miRNS-célpontok megfeleld azonositdsa. A miRNS funkci6 haldzatalapt
elemzésének fontossagat az a tény indokolja, hogy egyetlen miRNS nem csak egy, hanem tobb
is szabalyozhatja. igy az elemzésiink soran létrehozott haldzatban kozvetlen miRNS-célgén,
valamint fehérje-fehérje kdlcsonhatasok szerepelnek, mely megkdzelités lehetdve teszi az adott
miRNS-ek halézaton beliili fontossaganak meghatarozasat haldzat-specifikus centralitas
értékek alapjan. Az igy kapott eredményeink szerint a hsa-miR-215-5p rendelkezett a
legmagasabb fokszamértékkel (755), amelyet a hsa-miR-195-5p és a hsa-miR-362-3p kovetett
640 és 536 fokszamértékekkel, mely a halozatban betoltott fontossagukat tiikkrozi.

Ezt kovetéen a kisérletiink soran azonositott, szignifikdnsan eltérd expresszidot mutatd
miRNS-ek adatait felhasznalva a miRTargetLink adatbazis haszndlataval egy ugynevezett
,core” miRNS-target halozatot hoztunk létre azzal a céllal, hogy reprezentaljuk a kisérletesen
validalt miRNS-target interakciokat a 10 legnagyobb mértékii expresszids értékkel rendelkezd
miRNS esetében. Ebbe az analizisbe az RT-qPCR-rel torténd validalas soran vizsgalt hsa-miR-
433-3p, hsa-miR-362-3p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-133a-3p ¢és hsa-miR-29a-3p miRNS-eket
is bevontuk (33. abra). A halozatépités eredményeként a teljes halozatban szerepld, ketténél
tobb kolcsonhatassal rendelkezd kozos célgének az alabbiak voltak: RUNX2 transzkripcios
factor (RUNX2), nukleéris kindz (WEEI, a sejtciklus progresszidjanak kulcsfontossagu
szabalyozdja), sejtosztodasi ciklus fehérje 42 (CDC42), B-sejtes limfoma 2 (BCL2, az
apoptozis szabalyozdja), ciklin-fliggd kinaz 4 (CDK4), RNS-hasité endonukledz 1 (DICERI),
vaszkularis endotelidlis novekedési faktor A (VEGFA), foszfataz és tenzin homolog (PTEN) és
a ciklinfliggd kindz inhibitor 1A (CDKINA), melyek fehérjetermékei ismerten részt vesznek a
tumorgenezis folyamataban (33. abra) [Okura et al., 2016; Zhao et al., 2019; Luo et al., 2019;
McDonald et al., 2002].
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hsa-miR-362-3p

33. abra: Az eltéré meértékii expressziot mutatd miRNS-ek és azok kisérletesen validalt target

génjeinek ,,core” halozata. A halozatépités a miRTargetLink adatbazis ,,strong” interakcio
opcidjaval tortént. Narancssarga szinnel a teljes halozatban tobb, mint két interakcidval, mig

kék szinnel a két interakcioval rendelkezd célgének szerepelnek.

9.3.3. A miRNS-targetek gén ontoldgiai é€s uitvonal-dusulasi elemzése

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a prediktalt target gének funkcidjat és a
szignifikansan eltérd expressziot mutatdo miRNS-ek lehetséges patofizioldgiai szerepét a GBM
kialakulasdban, a DAVID bioinformatikai szoftver segitségével a bioldgiai folyamatokat
jellemzé GO (GO bioldgiai folyamat: GO BP és molekuléris funkcio: GO MF) és az
utvonalakat detektdld KEGG analizist végeztiink a legnagyobb mértékben upregulalt 38 és az
egyetlen downregulalt miRNS (hsa-miR-181a-3p) bevonasaval. A GO BP (34. abra) ¢s
GO _MF (35. abra) alapti analizissel azonositott biologiai folyamatok kozott DNS-
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demetilaciot, fehérje-O-kapcsolt glikozilacidt, az RNS-polimeraz II promoterrdl torténd
transzkripcid pozitiv szabalyozasat, az RNS-polimeraz II promoterrdl torténd transzkripcid
negativ szabalyozasat, a génexpresszid szabalyozasat, a mitotikus sejtciklus G1/S dtmenetének
negativ szabalyozasat és az apoptodzis folyamatit azonositottuk. Mig a KEGG utvonal
elemzésének eredménye alapjan szdmos daganattipussal, igymint a glidma, prosztatadaganat,
holyagdaganat, kissejtes- és nem kissejtes tiidodaganat, melanoma, endometriumdaganat,
hasnyalmirigydaganat, valamint virusfertézéshez kothetd utvonalakkal (hepatitis B, HTLV-I
fertdzés) voltak Osszefliggésbe hozhatdak a vizsgalt top miRNS-ek (36. abra).

GO Biological Process

GO:0080111~DNA demethylation I 0,003423

GO:0006211~5-methylcytosine catabolic process I 0,004479

G0:0042493~response to drug I 0,010246

G0:0070989~oxidative demethylation

GO:001951 1~peptidyl-proline hydroxylation

GO:0006915~apoptotic process

GO0:2000134~negative regulation of G1/S transition of mitotic cell
cycle

GO:0032355~response to estradiol

GO:0000122~negative regulation of transcription from RNA
polymerase II promoter

G0O:0006493~protein O-linked glycosylation

GO:0042802~identical protein binding

GO:0031625~ubiquitin protein ligase binding

GO:0009636~response to toxic substance

GO:0045944~positive regulation of transcription from RNA
polymerase II promoter

GO:0010468~regulation of gene expression

had 0.038928

b 0.038928

e 0.079140
e 0.079140
e 0.079140
e 0.079140
e 0.118562
e 0.159745
|
D 0373108
I 0 +34902
45736

FDR

0,164576

34. abra: A top 38 dereguldlt miRNS célgénjeinek funkcionalis annotdcios elemzése a GO

bioldgiai folyamatokban valé dusuldsuk alapjan. Az ébran jelolt Gtvonalak szignifikanciajat az

oszlopdiagramon feltiintetett FDR-értékek jellemzik.
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GO Molecular Function
GO:0000907~sulfonate dioxygenase activity | 0,000489465
GO:0070579~methylcytosine dioxygenase activity | 0,000489465
GO0:0052635~C-20 gibberellin 2-beta-dioxygenase activity | 0,000489465
GO:0052634~C-19 gibberellin 2-beta-dioxygenase activity | 0,000489465
GO:0034792~hypophosphite dioxygenase activity | 0,000489465

GO:0019798~procollagen-proline dioxygenase activity | 0,000489465

GO:0018602~2,4-dichlorophenoxyacetate alpha-ketoglutarate
dioxygenase activity

| 0,000489465

GO:0043734~DNA-N1-methyladenine dioxygenase activity | 0,001516475

G0:0042802~identical protein binding _ 0,159744747
GO0:0031625~ubiquitin protein ligase binding _ 0,164575579

FDR

35. abra: A top 38 deregulalt miRNS célgénjeinek funkcionalis annotacids elemzése a GO
molekularis funkcién alapul6 dusulasuk alapjan. Az abran jeldlt utvonalak szignifikancidjat az

oszlopdiagramon feltiintetett FDR-értékek jellemzik.

KEGG Pathway

hsa05215:Prostate cancer | 0,000968654
hsa05215:Prostate cancer | 0,000968654
hsa05206:MicroRNAs in cancer | 0,001835085
hsa05222:Small cell lung cancer || 0,005483213
hsa05200:Pathways in cancer || 0,006725875

hsa04510:Focal adhesion |ed 0073345126

hsa04110:Cell cycle  |u— 0,089823388
hsa05219:Bladder cancer |— 0,039823388
hsa05166:HTLV-T infection  |— 0,099856034
hsa05213:Endometrial cancer  |— 0,099856034

hsa05161:Hepatitis B | 0,099856034
hsa05223:Non-small cell lung cancer  |— 0,105370884
hsa05212:Pancreatic cancer  |— 0,119586362
hsa05214:Glioma |l 0.119586362
hsa05218:Melanoma | 0,131593081

hs204068:FoxO signaling pathway | 3 667 834
FDR
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36. abra: A top 38 deregulalt miRNS célgénjeinek funkciondlis annotacios elemzése a
specifikus  KEGG Tttvonalakban valdé dusulasuk alapjan. Az &bran jel6lt tutvonalak

szignifikancidjat az oszlopdiagramon feltiintetett FDR-értékek jellemzik.

9.3.4. A miRNS-targetek fehérje-fehérje interakcios (PPI) halozatanak elemzése

A géndusulasi ¢és utvonal analizist kdvetéen a top 38 upregulalt és az egyetlen
downregulalt miRNS ko6zds fehérje-célpontjai alapjan a NetworkAnalyst segitségével eldszor
egy altalanos, majd egy ugynevezett ,,cortex-specifikus” PPI haldzatot hoztunk 1étre szabalyozo
funkciojuk pontosabb feltdrasa érdekében. Mindkét generdlt halozat igen nagyméretiinek
bizonyult, melyek az altaldnos PPI halozatban Osszesen 1191 csomoponttal és az azokat
0sszekoto 1676 ¢llel, mig a ,,cortex-specifikus” PPI halozat esetében 668 csomoponttal és 852

¢llel voltak jellemezhetéek (37. (a) és (b) abra).
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37. abra: A top 39 eltérd mértékli expressziot mutatd miRNS kozds célpontjai alapjan a
NetworkAnalyst segitségével 1étrehozott (a) altalanos és (b) ,,cortex-specifikus” PPI minimum
héalozatok. Mindkét halozat a f6 csomopontokat (piros szinnel jeldlve) tartalmazza, melyek
mindegyike egy-egy fehérjét képvisel. Az egyes csomdpontok mérete fokszam-
kozpontisaguknak (degree centrality) felel meg, mely az egyes csomdpontok kapcsolatainak

szamat viszonyitja a haldzatban 1év6 6sszes kapcsolathoz.

A két halozat 6sszehasonlitasat kovetden arra a megallapitasra jutottunk, hogy a biologiailag
relevans, kulcsfontossagu csomopontok koziil sok kozos a két halozatban, €s olyan fehérjéket
képviselnek, amelyekrdl mar ismert, hogy részt vesznek a tumorgenezis folyamataban. Ilyen
azonositott fehérjék példaul a BCL2, a retinoblasztéma 1 (RB1), a PTEN, az erb-b2 receptor
tirozin-kindz 2 (ERBB2), a ciklin D1 (CCND1), a cinkujj E-boksz k6t6 homeobox 1 (ZEB1), a
fascin aktin-kot6 fehérje 1 (FSCN1), a Wntl jelatviteli fehérje (WNT1), az X-kromoszémahoz
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kotott apoptozisgatld fehérje (XIAP), a forkhead box Ol transzkripcios faktor (FOXO1), az
ubiquitin-szerli moédositod aktivald enzim 2 (UBA2), a DNS-metiltranszferaz 3B (DNMT3B),
az annexin A2 (ANXA2) és a WEEL.

Azonban a csomopontok fokszdm alapjan torténd rangsoroldsa nem volt azonos a két PPI
halozatban. Ugyanis az ERBB2, RB1, ANXA2, CCNDI, PTEN, FSCN1, DNMT3B, BCL2,
XIAP, FOXO és a WEEI mindkét halozatban jelen volt, azonban magasabb foku centralitassal
voltak jellemezhetdek a ,,cortex-specifikus™ PPI halozatban.

Ezt kdvetden a NetworkAnalyst eszkdz GO és KEGG adatbazisainak hasznalataval PPI
haldézat alapt funkcionalis disulési €s utvonal analizist is végeztlink az 4ltalanos és a ,,cortex-
specifikus” elemzéssel kapott eredmények dsszehasonlitdsa érdekében, melynek eredményeit a
38. és a 39. abrak szemléltetik. A funkciondlis dusulasi elemzés eredményei arra engednek
kovetkeztetni, hogy a plazmaban fellelhetd keringd miRNS-ek nem véletlenszerlien
szabadulnak fel a sejtekbdl. Ezen miRNS-ek szamos prediktalt target génje a tumorgenezis
folyamatat elomozditd, kritikusan fontos biologiai folyamatokban és tutvonalakban mutat
jelent6s dusulast. Ugymint, a sejtciklus, a virusos karcinogenezis, az ubiquitin altal kozvetitett
proteolizis, az apoptdzis, a FoxO-, a p53-, az ErbB-, a PI3K-Akt-, a neurotrofin jelatviteli
utvonal, a glioma genezis, a transzkripcids szabalyozasi zavar vagy épp az EGFR tirozin-kindz

inhibitor rezisztencia (40. abra).

(a)

Regulation of cell cycle

66.12090412

Regulation of apoptotic process 51.22475374

|

Regulation of protein modification process

49.41228903

Positive regulation of cellular metabolic
process

48.7619539

47.84771166

Negative regulation of cellular process

i

Phosphorylation 38.7878124

l

3436051351

Cell proliferation

l

Interaction with host

28.68402965

Regulation of cellular component
organization

27.51712642

|

- logm FDR
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(b)

Cell cycle 15,79860288

I

Intrinsic pathway for apoptosis 13,39147397

|

Mitotic G1-G1/S phases 11,9625735

|

Activation of BH3-only proteins 10,22694531

Innate Immune System 10,14387556

II

Cyclin D associated events in G1 9,325138859

Signaling by ERBB2 9,325138859

I

Cell Cycle Checkpoints 5,821023053

DNA Repair 5,655607726

|

-log,, FDR
38. abra: Az eltérd mértékben expresszalodott miRNS-ek célgénjeinek GO BP alapu (a)
altalanos ¢és (b) ,cortex-specifikus” funkcionalis annotacids elemzése a NetwokAnalyst
segitségével. Az abran jelolt utvonalak szignifikancidjat az oszlopdiagramon feltiintetett FDR-

értéekek jellemzik.

(a)

Negative regulation of transcription; DNA dependent —1 ,34678749
Transcription factor binding _ 39,14387556
Positive regulation of transcription; DNA dependent _ 37,62525165
Protein kinase binding _ 36,95860731
Transcription from RNA polymerase II promoter — 31,19517932
Protein domain specific binding _ 25,88941029
Chromatin binding _ 22,83268267
Transcription cofactor activity _ 21,58169871

Ligase activity - 7,440093375
Protein tyrosine kinase activity - 5,869666232
Damaged DNA binding - 4,581698709

0 10 20 30 40 50
-log10 FDR
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(b)

Protein kinase binding | 208144547
Protein domain specific binding  |—— 2 |,37778598
Transcription factor binding ||————— 20,928 11799
Negative regulation of transcription; DNA dependent | ———— [ 0,66554625
Transcription from RNA polymerase 1 promoter  |—— 16,06600684
Positive regulation of transcription; DNA dependent  |— 14,48017201
Chromatin binding  |———— 1285387196
Chaperone binding  |— 6,345823458
SMAD binding |l 5,935542011

Steroid hormone receptor binding ﬁ 5,860120914

Unfolded protein binding i 3,155522824

0 5 10 15 20 25 30
-log10 FDR

39. abra: Az eltér6 mértékben expresszalodott miRNS-ek célgénjeinek GO MF alapu (a)
altalanos ¢és (b) ,cortex-specifikus” funkcionalis annotacids elemzése a NetwokAnalyst
segitségével. Az 4dbran jeldlt Gitvonalak szignifikancidjat az oszlopdiagramon feltiintetett FDR-

értéekek jellemzik.
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(a)

Wt signaling pathway

VEGF signaling pathway

NOD-like receptor signaling pathway
MAPK signaling pathway

TNF signaling pathway
PI3K-Akt signaling pathway
Focal adhesion

Neurotrophin signaling pathway

I 1116430943
e 11,74714697
e 1252724355
e 1488941029
T cell receptor signaling pathway in cancer I ——) 1497061622
e 15.71669877
—  16.,50584541
——d 16,79860288
e 17.22112553

EGFR tyrosine kinase inhibitor. . —) 17.90657831

——dl 17.96657624

e 19.24336389

Transcriptional misregulation in cancer | —————f 19.83268267

—————d 21.91364017

e 23773992861

—— 25.49894074

———— 26.99139983

d. 30.11690664
Cellcycle I —— 10.60205999

Pathways il CANCET —d. 2 00308999

Glioma genesis
ErbB signaling pathway

P53 signaling pathway

FoxO signaling pathway
Apoptosis

Ubiquitin mediated proteolysis
Viral carcinogenesis

(b)

Wt signaling pathway
Neurotrophin signaling pathway
MAPK signaling pathway
Focal adhesion

Transcriptional misregulation
ErbB signaling pathway
Adherens junction

MicroRNAs in cancer

Platinum drug resistance

EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance
Ubiquitin mediated proteolysis
PI3K-Akt signaling pathway
Apoptosis

Glioma

P53 signaling pathway

FoxO signaling pathway
Cellular senescence

Viral carcinogenesis

Pathways in cancer

Cell cycle

log10 FDR

e  0,610833916
e 6.853871964
B 7.210419288
— 8.061980903
e 8203282218
e 8.46470588
e 0.184422252
e 0435333936

e 0.886056648

e 0.93930216

— 9.962573502

——— 11.20134935

e 11.42136079

—— 1208144547

e 13.37882372

el 1381247928

el 1691721463

—— 22.01592297

— 22.60205999

—— <, 5 28 70829
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40. abra: Az eltéré mértékben expresszalodott miRNS-ek célgénjeinek KEGG utvonal alapa
(a) altalanos és (b) ,,cortex-specifikus” funkcionalis annotacios elemzése a NetwokAnalyst

segitségével. Az abran jeldlt Gtvonalak szignifikanciajat az oszlopdiagramon feltiintetett FDR-
értékek jellemzik.
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10. Diszkusszio

A glioblastoma (GBM) jelenleg a magas gradusu gliomak tobb, mint 50%-at teszi ki, mely
gyakorisaganak ¢és sulyossaganak koszonhetéen a neuroonkologia teriiletén az egyik
legnagyobb kihivast jelentd kdzponti idegrendszeri daganattipust képviseli [Reimunde et al.,
2021]. A GBM-et az esetek legnagyobb részében de novo kialakulas jellemzi, amely rendkiviil
gyorsan, néhany héten vagy honapon beliil kovetkezik be. Ritkdbb esetben azonban
alacsonyabb gradusu gliomakbol torténd kifejlodése figyelhetd meg [Bianco et al., 2017;
Martinez-Garcia et al., 2018]. A betegség a patogenezisérdl eddig rendelkezésre allo, igen nagy
mennyiségli adat ellenére tovabbra is gyodgyithatatlannak mindsithetd, melyen a komplex,
minddssze 15 honapra, mig az 5 éves talélési esély hozzavetdleg 10%-ra tehetd [Ostrom et al.,
2014; Shea et al., 2016]. Intenziv kutatottsaga ellenére sem ismert még teljes mértékben a
betegség molekularis hattere, ezért tovabbra is nagy az igény a koérkép kialakuldsa és
progresszidjanak alakulasa mogott allé olyan 1) molekuldk azonositasara, amelyek a
tumorgenezis folyamatanak mélyrehatobb megértése mellett képesek a diagnodzis felallitasanak
elésegitésében is. Ennek érdekében tanulmanyunk elsédleges célkitiizése a GBM-re jellemzd
miRNS-ek - mint a tobbsejtli szervezetek univerzalis és nélkiilozhetetlen génszabalyozo
molekulainak — szovet és plazmamintdkban torténd azonositasa, tovabba a tumorgenezisben
betdltott szerepiik, valamint az altaluk ténylegesen szabalyozott célgének igazoldsa volt.
Ugyanis ezek a molekulak kiemelkedd diagnosztikai és/vagy prognosztikai biomarkerekként
szolgalhatnak kiilonb6z6 daganatos megbetegedések esetén, kdszonhetden szdvetspecifikus
kifejezddésiiknek, illetve onkogén vagy tumorszupresszor mitkddésiiknek, mellyel olyan gének
szabalyozasaban vesznek részt, amelyek szorosan Osszekapcsolhatok a daganatképzddés
folyamatéaval [Chakrabortty et al., 2023]. Tovabbi elénye ezen molekuldk vizsgalatanak, hogy
a szovetek mellett a kiillonb6zd testfolyadékokban (vér, szérum/plazma, cerebrospinalis
folyadék, vizelet) is meglehetdsen stabilan jelen vannak, igy koros expressziojuk szintén
eldsegitheti a kiilonbozd daganatos betegségek azonositasat. Ezen ismeretek fényében tovabbi
célunk volt annak felmérése, hogy az identifikalt miRNS-ek milyen eséllyel alkalmazhatdak a

jovoben diagnosztikai biomarkerekként a klinikumban.
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10.1. Eltérdé mértékii expressziot mutatd miRNS-ek és mRNS-ek azonositasa
glioblastoméban szenvedo betegek szovetmintaiban gén ontologiai €s
utvonal dusulasi elemzéssel kombinalva

A miRNS ¢és mRNS szekvenalasok eredményeit elemzé bioinformatikai analiziseket,
valamint a validalési folyamatot kdvetd funkcionalis disulasi elemzéssel szamos olyan, a GBM
progresszidjaval kapcsolatos folyamatot sikeriilt feltarnunk, melyek az altalunk azonositott
eltéré mértékii expresszidot mutatdé miRNS-ekhez és mRNS-ekhez kothetok. Ilyenek példaul a
klasszikus neurotranszmitter-receptorok (NTRs), ugymint a gamma-aminobutirinsav (GABA)
receptorok, a glutamat receptorok és a dopaminreceptorok eltérd expresszidja, melyek
mindegyike hozzéjarulhat a tumor kialakuldsdhoz. A GBM-hez kotheté NTRs megvaltozott
miikodésérdl tobbek kozott Belotti és munkatarsai is beszamoltak mar, akik 10 N7TR gén
2022]. Tanulmanyunk soran, hasonléképpen Belotti-ék megfigyeléséhez a 10 NTR génbdl 5 gén
(GABRAI, GABRB2, GABRG2, GRINI ¢és DRDI) szignifikans mértékben csokkent
expressziojat tudtuk kimutatni ugyszintén GBM-es betegek szovetmintaibol. Ezen génekhez
kothetben D’Urso ¢és munkatarsai  kimutattdk, hogy a GABRAI a hsa-miR-155
poszttranszkripcionalis szabalyozasa alatt all, mely Osszefiiggést az NGS adatkészletiink
alapjan készitett miRNS-mRNS korrelacios adatok €s az ezek alapjan végzett target predikcios
analizis is megerdsitenek (5. tablazat) [D’Urso et al., 2012]. A KEGG adatbazis segitségével
végzett Utvonalelemzés alapjan a miRNS-ekre vonatkozdan azt talaltuk, hogy a deregulalt
miRNS-ek eltéré kombindcioban kiilonb6zé daganattipusok kialakulasaban is szerepet
jatszhatnak, illetve tobb daganatképzddéshez kothetd utvonalban is dusulast mutattak, beleértve
a FoxO jelatviteli utvonalat az upregulalédott miRNS-ek, vagy a tumoros folyamatokban
szerepet jatszo proteoglikanokat a downreguldciot mutatd miRNS-ek esetében. Elbbi
jelatviteli Utvonalban résztvevd, tumorszupresszorként funkciondlé FOXO transzkripcios
faktorok bizonyitottan fontos szerepet jatszanak a daganat anyagcserefolyamatdban, valamint
az angiogenezis szabalyozasaban [Farhan et al., 2020]. Utobbiak kiilonb6z6 kolcsonhatasokat
indukalnak a tumor és mikrokdrnyezete kozott, tovabba szdmos tumorképzddést serkentd
utvonalat szabéalyoznak. Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy a proteoglikdnok az Oket
modositd enzimekkel egyiitt fontos terapias célpontként és biomarkerként szolgalhatnak GBM-
ben [Wade et al., 2013]. Az NGS alapjan detektalt mRNS-ek esetében az upregulalt mRNS-
ekkel Osszefliggésbe hozhatd utvonalakra fokuszalva olyan, a daganatképzddéssel szorosan

Osszefliggd molekulakat és utvonalakat azonositottunk, mint példaul az IL-17 jelatvitel, mely
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az Aktl altal indukalt K63-kapcsolt ubikvitinacion keresztiil hat a TNF Receptor Asszocialt
Faktor 6 (TRAF6) jelatviteli fehérjére, amely a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK), a
CCAAT-enhancer koté fehérje B (C/EBPP) és a nuklearis faktor kB (NF- xB) utvonalak
aktivalédasdhoz vezet [Monin et al., 2018]. Az emlitett folyamatok mindegyike bizonyitottan
Osszefliggésben all a GBM kialakulasaval a GBM-es sejtek tulélésének (NF- kB, TRAF6,
MAPK, IL-17), novekedésének (IL-17, MAPK, NF- «B), invazidjanak (TRAF6, IL-17)
serkentésén, valamint a kronikus gyulladasos folyamat kialakitasan (IL-17) és fenntartdsan
(NF- «B), tovabba az angiogenezis (IL-17) elsegitésén keresztiil [Karin et al., 2002; Sun et al.,
2019; Kowthavarapu et al., 2021; Laszczych et al., 2024]. A downregulaciét mutato6 mRNS-
eket illetéen megallapitottuk, hogy tobbségiik a fokalis adhézidhoz kapcsoldodd utvonalakhoz

kothetdek, melyben szerepet jatszo adhézids molekulak csokkent kifejezddése sziikséges a

rrrrrrrr

10.2. Az eltérdé mértékii expressziot mutatdé miRNS-ek validalasa RT-qPCR
modszerrel szovetmintakban

Az RT-gPCR mérésekkel sikeresen validalt miRNS-einket tekintve elmondhato, hogy
eredményeinkhez hasonléan Takkar és munkatarsai is szignifikansan emelkedett expressziot
figyeltek meg a hsa-miR-196a esetében, valamint hipoxia-indukalhat6 faktor (HIF) éaltal
szabalyozott miRNS-ként azonositottdk, mely onkomiR-ként funkciondl GBM-ben [Takkar et
GBM-es betegek nagy csoportjan, tovabba szignifikans korrelaciot véltek felfedezni a hsa-miR-
196a deregulacidja és a betegség rossz prognozisa kozott [Yang et al., 2014]. A kovetkezo,
altalunk azonositott, nagymértékben upregulalt miRNS a hsa-miR-10b, melynek érdekessége,
hogy fizioldgias koriilmények kozott nem mérhetd expresszidja az agyszovetben, azonban
minden GBM-altipus esetén erdsen megnovekedett kifejezodést mutat [Teplyuk et al., 2016]. A
hsa-miR-196a-hoz hasonléan a hsa-miR-10b-t is onkomiR-ként azonositottdk, mely
tulajdonsagéaval a tumorgenezis folyamatanak eldsegitése mellett szerepet jatszik még a GBM
sejtek malignus természetének fenntartdsdban [Gabriely et al., 2011]. Ezt igazolja El Fatimy ¢és
kutatocsoportjanak megfigyelése 1s, melyet a hsa-miR-10b génszerkesztésével végzett
kutatdsuk soran allapitottak meg. Kimutattdk ugyanis, hogy az emlitett miRNS
funkciovesztéses mutacidja a gliomasejtek pusztuldsdhoz vezet, szemben mds tumoros
sejtvonalakkal. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a nagymértékben

deregulalt hsa-miR10b virus medialta génablacidja hatékony terdpias modszert képviselhet a

-105 -



GBM kezelésében [El Fatimy et al., 2017]. A harmadik és egyben utolso, altalunk azonositott
szignifikans upregulaciot mutatd miRNS a hsa-miR-21, melyet szdmos tanulmany irt mar le az
egyik legfontosabb oncomiR-ként GBM-ben [Chen et al., 2021; Beylerli et al., 2022]. A tumor
kialakulasahoz ¢és progressziojahoz tarsithaté folyamatokban, igymint a p53 és a PI3K-Akt
utvonalakban betdltott szerepe igazolja fontossagat, illetve magyarazatot ad az upregulacidja és
a GBM-ben szenvedd betegek rovid tulélési ideje kozotti osszefiiggésre [Jiang et al., 2020].

Az altalunk sikeresen validalt downregulaciot mutatdé miRNS-ek, a hsa-miR-383-5p ¢s a
hsa-miR-490-3p esetében elmondhaté, hogy a megfigyeléseinkhez hasonléan mas
kutatocsoportok is csokkent kifejezodésiiket irtak le glioma szdvetekben ¢€s sejtekben [Xu et
al., 2015; Zhang et al., 2019]. He és munkatérsai arr6l szdmoltak be, hogy az inzulinszer(i
novekedési faktor-1 receptor (IGF1R) a hsa-miR-383-3p kozvetlen célpontjaként az IGFIR
metalloproteindz 2 (MMP2) enzim termelésének serkentésén keresztiil fokozott invaziot
eredményez. Ezen eredményekhez hasonldéan kutatocsoportunk is sikeresen azonositotta
néhany metalloproteindz enzim (MMP9: log2FC = 5,36; MMP14: log2FC = 3,74; MMP23:
log2FC = 2,4) szignifikdnsan megndvekedett szintjét az mRNS szekvenalas segitségével,
melyek koziil az MMP9 és az altalunk sikeresen validalt masik downregulalt miRNS-sel, a hsa-
miR-490-3p-vel mutatott korrelaciot. Tovabba ezt a miRNS-t Vinchure és munkatarsai az egyik
hiszton metilalé molekula, az enhancer of zeste homolog-2 (EZH2) meglehet6sen fontos direkt
célpontjaként azonositottak, mely alapjan feltételezik, hogy az EZH?2 upregulacioja és a hsa-
miR-490-3p downregulacidja a tumorgenezis korai Iépése lehet. Megallapitasaikhoz hasonldan
mind a miRNS, mind az mRNS szekvendldssal nyert eredményiink alapjan ugyanilyen
expresszios valtozast detektdltunk mindkét molekula esetében (EZH2: log2FC = 2,72)
[Vinchure et al., 2019].

Legjobb tudomésunk szerint a fent részletezett 6t miRNS, a hsa-miR-196a-5p, a hsa-miR-
10b-3p, a hsa-miR-21-3p, a hsa-miR-383-5p ¢és a hsa-miR-490-3p expressziojanak egyiittes,
lehetséges magyardzata lehet az etnikai hovatartozéas, mely a miRNS-hez kothetd kutatasok
kozotti heterogenitas alapjat képezheti [Ma et al., 2018; Wang et al., 2019]. Ezért célszerli egy
adott fenotipussal, példaul a GBM-el Osszefliggd, egy adott foldrajzi teriiletre specifikus
szignifikansan deregulalt miRNS-eket azonositani. Ezt a feltevést erdsiti a Zhou €s munkatarsai
altal végzett metaanalizis, melynek eredményeként azt talaltak, hogy a miRNS-ek magasabb
diagnosztikai értéket mutattak a kaukazusi populdcidban, mint az azsiaiak korében. Ebbdl arra

kovetkeztethetiink, hogy ugyanazon miRNS deregulacidja a kiilonb6zd etnikumokban szintén
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befolyéasolhatja a miRNS-ek diagnosztikai értékét [Zhou et al., 2018]. Az etnikai hovatartozas
mellett a rendelkezésre 4llo betegpopuldciobdl szdrmazd adataink — dsszhangban mas GBM
vizsgalatokkal — megerdsitik, hogy a betegség eléfordulasa az életkor elérehaladtaval nd,
valamint nagyobb gyakorisdgot mutat és rosszabb median taléléssel tarsithato a férfiak korében,

Osszevetve a nok vizsgalatabol szarmazo6 adatokkal [Colopi et al., 2023].

10.3. Az eltérd mértékili expressziot mutatd mRNS-ek validalasa RT-qPCR
modszerrel szovetmintakban

Kutatasunk sordn az aldbbi 7 upregulacioét mutatd (E2F2, HOXDI13, VEGFA, CDC45,
AURKB, HOXCI10, MYBL?2), valamint 7 downreguldlodott (FABP6, PRLHR, NEURODSG,
CBLNI, HRH3, HCNI és RELN) gén keriilt kivalasztdsra az mRNS szekvendlés és az iDEP
analizis alapjan, melyek mindegyike esetében szignifikdnsan eltérd expresszids kiilonbséget
detektaltunk a GBM-es csoportban, a kontrollcsoporttal 0sszevetve. Az aldbbiakban ezen
génekre ¢és az altaluk betoltott funkciokra térek ki részletesebben. A szekvendlas alapjan
szignifikans eltérést mutatd gének koziil kiemelenddk a HOX-gének, melyekrdl kijelenthetd,
hogy a HOXDI és a HOXD-ASI kivételével nem figyelhetd meg kifejez0désiik a normal
agyszovetben. Kovetkezésképpen elmondhato, hogy deregulaciojuk szerepet jatszhat a GBM
kialakuldsdban. Az altalunk validalt upregulalt HOXCI10 génrdl kimutattdk, hogy
megnovekedett expresszidja fokozza a GBM sejtvonalak migracids képességét [Gongalves et
al., 2020]. A szekvenalas eredményei alapjan a 39 ismert HOX-gén koziil a F1. kiegészito
tablazatban feltiintetett 15 gén eltérd expresszidjat figyeltik meg a GBM-es betegek
szovetmintaiban. A tobbi, megndvekedett expresszios szinttel jellemezhetd gént tekintve
elmondhat6, hogy a MYB Proto-Onkogén Like 2 (MYBL2), mint a myeloblastosis
transzkripcios faktor csaldd tagja - hasonldan az E2F2 transzkripcids faktorhoz - fontos
al., 2015; Fu et al., 2022]. Ezen novekedett expresszidt mutatd transzkripcids faktorok mellett
emliteném meg a Neurondlis differencidlodds 6 (NEURODG6) gént, melynek azonban
downreguléacigjat véltiik felfedezni. Ehhez kapcsolodéan Agrawal ¢€s munkatarsai
megfigyelték, hogy a NEUROD?2 tumorszupresszor szereppel rendelkezik a sejtproliferacio, a
migracio €és a tumorképzddési képesség gatlasan keresztiil GBM sejtvonalakban. Tovabba azt
is megallapitottdk, hogy a gén downregulacidja Osszefliggést mutat a betegség rossz
prognézisaval [Agrawal et al., 2018]. Az eddig jellemzett transzkripcios faktorok mellet a

validalasi csoportban a sejtproliferacié szabalyozasaval 0sszefiiggésbe hozhatd egyéb gének is
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sejtosztodasi ciklus 45 (CDC45), melynek fehérjeterméke alapvetd szerepet tolt be az eukariota
DNS-replikacié iniciacids szakaszédnak szabdlyozésdban. A CDC45 megnovekedett
kifejezodését a GBM mellett szamos mas daganattipusban is megfigyelték mar, valamint ezen
iranyu expresszios valtozasat osszefliggésbe hoztak a rovidebb teljes tulélési idével [Lu et al.,
2022]. Tovabbi, a sejtciklus folyamataban résztvevd upregulalt gén az Aurora Kindz B
(AURKB), mely szerin/treonin kindzként mitkddve a kromatidok szétvalasanak szabalyozasan
keresztiil fejti ki regulacios hatasat. A GBM esetében e gén megnovekedett expresszidja rossz
prognoézissal, valamint fokozott TMZ rezisztenciaval tarsul [Alafate et al., 2019]. A sejtciklus
szabalyozasan tul tovabbi, a daganatképzddés folyamatdhoz kapcsolodd gén szignifikans
novekedés faktor A (VEGFA), mely a sejtproliferacié elémozditasan tul az angiogenezis
indukciojaban jatszik kulcsfontossdgi szerepet, eldsegitve ezzel a tumorndvekedéshez
elengedhetetlen tapanyagok szallitasat [Liu et al., 2024].

A downregulalodott gének funkcionalis dusulasi elemzésével megallapitottuk, hogy ezen
mRNS-ek talnyomé tobbsége a neuronfejlédéssel és a szinaptikus transzmisszid, azaz a
neuronok kozotti jelatvitel jelenségével hozhatéak Osszefiiggésbe. Eredményeink szerint a
GBM-es betegekben legnagyobb mértékben downregulalt mRNS a Reelin (RELN), amely -
mint nagy szekretalt extracellularis matrix glikoprotein - részt vesz az agy fejlodésében,
valamint szabalyozza a neuronok migracidjat és az agykérgi rétegek kialakulasat [Honda et al.,
2011]. Emellett a hiperpolarizaci6 altal aktivalt ciklikus nukleotid altal kapuzott 1-es csatorna
(HCNI), a hisztamin receptor H3 (HRH3) és a cerebellin-1 (CBLN) mutatott igen nagymértekii

downregulaciot. Ezek koziil a HCNI eldsegiti a Nat+ és K+ ionok mozgasat a sejtmembranon

crer
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vizsgalata soran. Melynek eredményeként arra jutottak, hogy a géncsalad HCNI tagjanak
kifejez6dése az agydaganatok koziil kiilondsen GBM-ben mutatott meglehetésen alacsony
expressziot, mely valtozas negativ korrelaciot feltételez a teljes tulélési idodt illetéen [Phan et
al., 2017]. A HRH3 génre iranyul6 eddigi kutatdsok azt mutattdk, hogy az esetek legnagyobb
részében a gén nagymértékli kifejez6dése figyelhetd meg a bazalis ganglionokban, az
agykéregben ¢és a hippokampusz teriiletén, valamint fontos szerepet tolt be a
neurotranszmitterek felszabadulasanak szabalyozasaban [Lin et al., 2015]. Ezzel szemben a mi
eredményeink a HRH3 expresszidjanak nagyfoku csokkenését mutatta, melynek magyarazata

lehet a korabban mar emlitett etnikai kiilonbség. Ugyanis Lin tanulménya az 4zsiai populaciora
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terjedt ki. A CBLNI a szinaptikus szervezOdésben betoltott szerepérdl ismert, melynek
[Zhang et al., 2023]. A fent emlitett gének mellett a prolaktin felszabadité hormon receptor
(PRLHR) ¢és a zsirsavkoté fehérje 6 (FABP6) gének GBM-ben megfigyelhetd
megerdsitették a gén csokkent kifejez6dését gliomakban. Tovabba egy érdekes Osszefliggést
allapitottak meg, mely szerint ezen tumorszupresszorként miikodé immungén kifejezodése
negativ korrelaciét mutat a gliomas betegek életkoraval és a kialakult glioma gradusaval,
nemtodl fiiggetleniil. Tehat az ¢letkor eldrehaladtaval (>45 év) és a magasabb gradussal
aranyosan csokken a PRLHR expresszioja, melynek koszonhetden uj terapids célpontot
képviselhet a tulélési aranyt illetden [Liu et al., 2022]. Eredményeink alapjan ezt a megfigyelést
mi is meg tudjuk erdsiteni, ugyanis a validalasba bevont betegek 99%-a 45 év feletti volt. A

FABPG6 kifejezddése esetében azonban mas kutatocsoportok eredményeivel ellentétében, mi a

crer

10.4. AmiRNS és mRNS expresszid kozotti korrelacidé meghatarozasa 0j
generacios szekvenalas (NGS) eredményei alapjan

A miRNS és mRNS NGS-bol szarmazo két adatkészlet kozotti kapesolat vizsgalataval a
GBM tumorgenezisének kiilonb6zd szakaszaiban résztvevd molekuldk attekintését céloztuk
meg, melynek eredményeit a 5. tablazat szemlélteti. A felsorolt miRNS-ekrdl elmondhato,
hogy olyan kulcsfontossagu, a daganat ndovekedését eldsegitd folyamatokban szerepet jatszo
gének epigenetikai szabalyozasaban vesznek részt, mint a sejtciklus (AURKB, CDC45, CDKG6),
a sejproliferacio (EGFR, VEGFA) vagy az angiogenezis (VEGFA). Mas gének (4JAP1, MMP9,
STC2) a sejtek adhézios vagy migracios folyamatanak szabalyozésaval jarulnak hozza az
attétképzOdéshez. E gének koziil az mRNS szekvendlds soran a GBM-ben feltételezett
tumorszupresszorként azonositott 4JAPI az altalunk sikeresen validalt hsa-miR-196a-5p
kisérletesen validalt célpontja [Takkar et al., 2021]. A sztanniocalcin 2 (STC2) szekretalt
glikoproteinr6l Yun és munkatarsai kimutattdk, hogy upregulacioja jelentés mértékben
hozzajarul a GBM sejtek novekedéséhez és az invaziv fenotipus kialakitasahoz. Tovabba
kisérletesen igazoltak, hogy az STC2 a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) jelatviteli
utvonalon keresztiil fokozza a matrix metalloproteinazok (MMPs) expresszios szintjét, ezzel

crer

hogy az STC2 kifejezddése a hsa-miR-381-3p szabalyozésa alatt 4ll, mig az altalunk sikeresen
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validalt hsa-miR-490-3p az MMPs koziil az MMP9 expresszidjanak jelentds csokkenését
eredményezi [Zhang et al., 2019; Ma et al., 2020]. Ezenkiviil megfigyeltiik, hogy a tumor-
asszocialt makrofagok (LTBP-1, POSTN) altali szabalyozas szerepet jatszik a daganatos sejtek
terjedésében a tumor mikrokdrnyezetének modositasaval. Ezt Liu ¢és munkatarsai is
megerdsitették, ugyanis azt talaltdk, hogy a miR-340-5p Iényeges szerepet tolt be ezen

makrofagok szabalyozasaban a POSTN ¢és az LTBP-1 targetalasan keresztiil [Liu et al., 2019].

10.5. Eltéré mértékben expresszalddott miRNS-ek azonositasa glioblastomas
betegek ¢és egészséges kontroll egyének plazmamintdiban

10.5.1. NanoString analizis és az eltér0 mértékben expresszalodott miRNS-ek

azonositasa

A kontroll- és a GBM-es csoport Nanostring System nCounter Human v3 paneljaval
végzett keringd miRNS-expresszios profiljanak Osszevetése soran a miRNS-ek tobbsége
esetében alacsony miRNS-count értékeket figyeltink meg. Ennek magyarazata maga a
kimutatdsi modszer, mely alapvetden eltér a PCR segitségével végzett miRNS detektacios
modszerektdl, ugyanis a NanoString analizis amplifikacios 1épés nélkiil zajlik. A kisérlet
eredményeként azonositott szignifikansan deregulalt 53 miRNS az Osszesen elemzett 798
miRNS 6,64%-at tette ki. Ezen miRNS-ek tovabbi vizsgalataval azt talaltuk, hogy kozel 93%-
uk mar leirasra keriilt kiilonb6z0 rosszindulata dagantos betegségekben, illetve kortilbeliil 57%-
ukat a GBM-el is Osszefiiggésbe hoztak (6. tablazat) [Hsu et al., 2011; Xie et al., 2013]. A
NanoString mérések eredményeként az 53 deregulalt miRNS koziil az egyetlen dowregulaciot
mutaté a hsa-miR-181a-3p volt, mig a legnagyobb mértékii upregulaciot a hsa-miR-338-5p
mutatta. ElI6bbirdl Shi €s munkatarsai azonositottak, hogy tumorszupresszorként funkcional,
valamint a novekedés gatlasat, az apoptdzis indukalésat és az invaziod gatlasat eredményezi
glioma sejtekben. Mely megéllapitasok arra utalnak, hogy az abberans hsa-miR-181a kritikus
tényezé lehet a gliomak malignus megjelenését illetden. A miR2Disease és miRCancer
adatbazisokban keresve azt talaltuk, hogy ezen szignikansan dereguldlt miRNS-ek koziil kettd,

a hsa-miR-1525-5p és a hsa-miR-591 1) 0sszefiiggést mutatott a GBM-el.
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10.5.2. Az eltéré mértékben expresszalddott miRNS-ek validalasa RT-gPCR méddszerrel

A NanoString analizissel kapott eredmények validalasara véletlenszertien kivalasztott
miRNS-ek koziil a hsa-miR-433-3p, a hsa-miR-195-5p és a hsa-miR-29a-3p esetében sikeresen
megerdsitettiik azok szignifikdnsan megndvekedett expresszios szintjét a GBM-es csoportban.
Eredményeinkhez hasonloan Wang ¢€s munkatérsai szintén kimutattdk a hsa-miR-195-5p
fokozott expressziojat GBM-es betegek vérmintaiban. Feltételezésiik szerint ez a miRNS a
zsirsav metabolizmus szabalyozasdban miikodhet kozre GBM-ben [Wang & Lu, 2020]. Egyes
megfigyelések szerint a relapszussal jellemezhetd daganatos betegségek szoros dsszefiiggést
mutatnak bizonyos anyagcsere rendellenességekkel, mint példaul a zsirsav bioszintézis
csOkkenése, melyr6l megéllapitottdk, hogy szerepet jatszik tobb daganatos betegség
patogenezisében [Kannan et al., 1980]. A hsa-miR-195 kifejez6dését vizsgalva Jia és
munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ezen miRNS fokozott expresszidja hosszabb
median talélési idével tarsithatdo (56,53 honap), szemben a csokkent kifejez0dést mutatod
betegekkel, akik esetében ez az érték 15 honapnak adodott. Tovabba az altaluk végzett, talélés
vizsgalatara irdnyul6 tobbvaltozds Cox-regresszios analizis azt mutatta, hogy a magas hsa-miR-
195 szint a betegség csokkent mortalitdsaval jart egyiitt [Jia et al., 2020]. A kdvetkezd validalt
miRNS-iink, a hsa-miR-29a esetében Zhao és munkatarsai megallapitottak, hogy ezen miRNS
PTEN, az EphB3 ¢és a SOX4 downregulalasan keresztiil, ezzel tdmogatva a GBM aggressziv
természetét. Megfigyelték tovabba, hogy a hsa-miR-29a fokozott expresszidja korreldcidt mutat
a betegek csokkent talélésével [Zhao et al., 2019]. Az utols6 altalunk azonositott keringd
kiilonbozd daganatos megbetegedésekben €s szignifikans asszocidciot talaltak ezen miRNS
megvaltozott expresszidja ¢és a betegségek klinikai kimenetele kozott. Azonban
gyomor karcindbmaban és hepatitis B-virussal asszocialt hepatocelluléris karcindmaban [Luo et
al., 2009; Wang et al., 2012]. Ennek az ellentétes eredménynek szdmos oka lehet, beleértve a
mintaforrasokat, a kimutatasi mdodszerek és a tumor altipusok kozotti kiilonbségeken tal az
egyéni kiilonbségeket is. Eppen ezért tovabbi vizsgalatokra van sziikség a hsa-miR-433-3p

GBM-ben betoltott szerepének tovabbi értékeléséhez.
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10.5.3. A miRNS-ek rangsoroldsa, target gén predikcio

A vizsgalt miRNS-ek rangsoroldsa a miRNet eszkoz segitségével tortént fokszdm-
kozpontisaguk alapjan, mely a haldzatban betoltott bioldgiai jelentdségiiket tiikrozi. A
rangsorolast kovetden a miRTargetLink eszkdzt alkalmazva a 15 eltéré mértéki expressziot
mutatd6 miRNS (beleértve a validalt miRNS-eket is) kozott fenndlld legerdsebb
kolcsonhatasokat szemléltetd ,,core” miRNS-target halozatot alkottunk. Ennek eredményeként
a teljes haldzatban ketténél tobb kdlcsonhatast mutatd kozos célgének a kovetkezok voltak:
RUNX2, WEEI, CDC42, BCL2, CDK4, DICERI, VEGFA, PTEN és CDKINA. Ezek koziil
Yamada és munkatarsai hét GBM-es sejtvonalbol 6t esetében kimutattak a RUNX2 fehérjét,
melynek szintje pozitivan korreldlt a GBM sejtek proliferacids kapacitdsaval [Yamada et al.,
2018]. Wu és munkatarsai a WEE] vizsgélatakor arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a PI3K-
val kombinaltan alkalmazva sikeres célzott terapiat tesz lehetévé GBM-ben [Wu et al., 2018].
A CDC42 esetében megfigyelték, hogy expresszidja a GBM proneurdlis és neuralis
alcsoportjaiban a legmagasabb, mely rosszabb progressziomentes ttléléssel tarsithatd [Okura
et al., 2016]. Ehhez hasonldan a bcl-2 expressziodja is szignifikdns kapcsolatban all a taléléssel.
Ugyanis McDonald és munkatarsai 79 GBM-ben és 80 anaplasztikus asztrocitomaban szenvedd
beteg szovetmintajaban vizsgaltdk az anti-apoptotikus bcl-2 expressziojat immunfestés
segitségével, melynek eredményeként megallapitottak, hogy a bcl-2-vel festddd sejtek aranya
statisztikailag szignifikdns prognosztikai faktorként szerepel a magas gradusu gliomékban ¢€s
jobb tul¢léssel hozhatd Gsszefliggésbe, melyet nem befolyésol a szovettani gradus [McDonald
et al., 2002]. A sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatsz6 CDK4 gén amplifikacidja gyakori
jelenség a GBM-ben. Eppen ezért potenciélis célpontnak tekintheté a betegség kezelésében.
Erre j6 példa Li és munkatéarsainak megfigyelése, mely szerint a proneuralis GBM fokozottan
érzekeny a CDK4/6 palbociclib altali gatlasara, melynek hatisara dinamikus atprogramozason
megy keresztiil, ami kombindlt terdpia sziikségességének megfontolasat sugallja [Li et al.,
2017]. Mig a VEGFA emelkedett expresszidja feltételezhetd eldfeltétele az asztrocitomak
agressziv ¢és infiltrativ novekedésének [Johansson et al., 2002]. A PTEN esetében szamos
tanulmany kimutatta, hogy enzimatikus aktivitasatol fiiggetleniil, specifikus nuklearis
fehérjékkel torténd interakcion keresztiil irdnyitja a tumorgenezis folyamatat. Ezt a
megfigyelést Benitez és munkatérsai is megerdsitették, mely szerint a PTEN a DAXX és a H3.3
hiszton kromatin-asszocialt komplexein keresztiil szabalyozza a GBM onkogenezisét [Benitez

et al., 2017].
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10.5.4. A miRNS célpontok gén ontoldgiai (GO) és titvonal disulasi elemzése

A miRNS-specifikus targetlistank felhasznalasaval végzett GO BP és KEGG tutvonal-
alapti funkcionalis annotacids elemzésiink feltarta, hogy a dereguldlt miRNS-ek altal
poszttranszkripcios szinten szabalyozott gének a tumorgenezis szempontjabol kulcsfontossagu
jelatviteli itvonalakban mutatnak dasulast. Ehhez kapcsoldddan a bioldgiai folyamatok kozott
a DNS-metilaciot, a fehérjék O-kapcsolt glikolizacidjat, az RNS polimeraz II promoterrdl
torténd transzkripcid pozitiv és negativ szabalyozasat, a génexpresszid szabalyozasat, a
mitotikus sejtciklus G1/S atmenet negativ szabalyozasat és az apoptotikus folyamatokban
betoltott szerepiiket azonositottuk. Mig a KEGG ttvonal elemzés eredményei alapjan szamos
tumortipus, ugymint a glioma, a prosztatadaganat, a holyagdaganat, a kissejtes- €s nem kissejtes
tidddaganat, a melanoma, az endometriumdaganat, a hasnyalmirigydaganat és a
virusfertézésekhez kotheté tutvonalakkal (hepatitis B, HTLV-I fert6zés) mutatkozott

Osszefiigges.

10.5.5. A miRNS targetek fehérje-fehérje interakcids (PPI) analizise

A target fehérjék és azok funkcionalis szempontbdl fontos interakcios partnereik kozott
fennalld lehetséges kolcsonhatdsokat az 4ltalanos és ,,cortex” specifikus PPI-héalozatok
segitségével térképeztiik fel. A f6, biologiailag relevans csomodpontokat alkotd fehérjék a
kovetkezdk voltak: BCL2, RB1, PTEN, ERBB2, CCNDI, ZEB1, FSCN1, WNTI, XIAP,
FOXOI1, UBA2, DNMT3B, ANXA2 ¢s WEEIL. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy
mindkét haldzatban lényegében ugyanazokat a fehérjéket figyeltik meg, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az eltérd mértékben expresszalddott miRNS-ek olyan célgéneket
szabalyoznak, amelyek a tumorképzddést kivaltdo alapvetd folyamatokban vesznek részt. A
NetworkAnalyst halozatelemzd platform segitségével olyan folyamatokban figyeltiink meg
dusulast, - a teljesség igénye nélkiil-, mint a sejtciklus, a virusos karcinogenezis, az ubiquitin-
medialt proteolizis, az apoptdzis, a transzkripcios szabalyozasi zavar daganatban, a glibma
genezis, az EGFR tirozin kindz inhibitor rezisztencia vagy a FoxO-, a p53-, az ErbB-, a PI3K-
Akt-, és a neurotrofin jelatviteli utvonalak. A kulcsfontossagli biologiai folyamatok kozé
tartozott a sejtciklus, az apoptozis, a fehérjemddositd folyamatok, valamint a sejtanyagcsere

folyamatok pozitiv és negativ szabdlyozéasa. A molekuléris funkcidk tekintetében az alabbiak
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dasulasa volt a legjelentdsebb: enzim-kotés, a transzkripcid negativ és pozitiv szabalyozasa,
transzkripcids faktor-kotés, kinaz-kotés €s a kromatin-kotés.

A dusulasi elemzések eredményei alapjan kijelenthetd, hogy a legtobb miRNS-target
részt vesz a tumorképzddés szempontjabol kritikus jelatviteli utvonalakban és biologiai
folyamatokban, ami arra utal, hogy a keringdé miRNS-ek potencidlis szabalyozo molekuldk
lehetnek a tumorgenezis folyamataban. Ugyanakkor az adatok azt is szemléltetik, hogy ezek a
megfigyelések nem kizardlag egy adott tumortipusra specifikusak. Azonban a hal6zat alapu
megkozelités olyan 1) fehérjék és interakciok felfedezésének eszkozét biztosithatja, amelyek
fizikai ¢és funkcionalis kolcsonhatasban allnak az ugynevezett magfehérjékkel, ezaltal 1j

daganathoz kothetd géneket vagy biomarkereket képviselhetnek.
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11. Osszefoglalas

A kozponti idegrendszert €rinté daganatos betegségeket tekintve magasan a glioblastoma
(GBM) jelenti a legnagyobb kihivast mind az egészségiigyi ellatérendszerben, mind az
alapkutatasban tevékenykedok szamara. A daganat nagyfoku heterogenitasabol és infiltracios
képességébdl fakado terapias nehézségek, valamint fokozott recidiva hajlama miatt esszencialis
fontossagu kialakuldsanak még mélyebb megértése. Ezzel 6sszefiiggésben sziikséges tovabbi
kulcs molekuldk azonositdsa, melyek 1) terdpids és/vagy prognosztikai célpontokként
szolgalhatnénak, lehetové téve a betegség hatékonyabb kezelését, jobb kimenetelét és a talélési
1d6 novekedését. Az ebben torténd eldrelépés reményében a jelenkori molekularis biologia
teriiletén kiemelkedd figyelemnek 6rvendd miRNS-ekre esett a valasztasunk, mely molekulék,
mint  poszttranszkripciondlis ~ szabalyozok, nélkiilozhetetlen biologiai  folyamatok

Doktori munkdm soran a mai napig is gold standard eljarasként alkalmazott
szovetbiopszidval nyert agyszovetmintadk miRNS profiljat hataroztam meg 0j generacios kis
RNS szekvenalassal, melynek elsédleges célja ezen molekuldk GBM tumorgenezisben betdltott
szerepének megismerése volt. Kutatasunk altal egy olyan, 6t miRNS-bdl (hsa-miR-196a-5p,
hsa-miR-10b-3p, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-383-5p ¢s hsa-miR-490-3p) 4&llo, GBM-re
specifikus miRNS panelt azonositottunk sikeresen, melyek a daganatképzddésben igazolt
szereplikon tal diagnosztikai markerekként is funkcionalhatnak. Emellett, szintén 0j generacios
RNS szekvenalas alkalmazasaval kivantuk igazolni a GBM-re jellemzd, deregulaciot mutato
miRNS-ek valds szabdlyoz6 funkcidjat. Ennek sordn sikeresen identifikdltunk 14 mRNS
molekulat (MYBL2, AURKB, VEGFA, CDC45, E2F2, HOXC10, HOXD13, HRH3, CBLNI,
RELN, HCN1, NEURODG6, PRLHR, FABP6), melyek a deregulalt miRNS-ek szabalyozasa alatt
allnak és szignifikdnsan eltérd expressziot mutattak GBM-ben. Ezt kovetden célunk volt az 6t
validalt miRNS plazmamintdkban torténd kimutatasa is RT-qPCR modszerrel, melynek sordn
azonban egyik miRNS esetében sem sikeriilt mérhetd amplifikaciot detektalnunk.

fgy kutatisunk masodik felében eltéré elven alapulé modszer alkalmazasaval céloztuk meg
a folyadek biopsziaval nyert plazmamintak miRNS expresszios profiljanak feltérképezését. A
NanoString modszer eredményeinek validalasa soran sikerrel azonositottunk harom keringd
miRNS-t (hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-433-3p), melyek részt vehetnek a GBM
kialakuldsadban. Kutatasunk jelentségét a betegség magas mortalitasi és morbiditdsi mutatoi
mellett az adja, hogy analiziseinket valodi betegmintdk segitségével végeztiik, melyek a lehetd

legnagyobb mértékben képesek reprezentalni a betegség soran kialakuld véltozasokat.
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12. Summary

Among all cancers affecting the central nervous system, glioblastoma (GBM) is by far the
most challenging, both for the helathcare system and for those involved in basic research. Due
to the therapeutic difficulties arising from the high degree of heterogeneity and infiltration
capacity of the tumor, as well as its increased tendency to relapse, it is essential to gain a deeper
understanding of its development and thereby identify key molecules that could serve as
therapeutic and/or prognostic targets that would enable more effective treatment of the disease,
better outcomes, and contribute to increased survival time.

In the hope of making progress in this area, we chose miRNAs, which are receiving
outstanding attention in the field of molecular biology recently. These molecules, as post-
trancriptional regulators, participate in the regulation of essential biological processes. It can
therefore be said that their altered expression can lead to tumor formation, among other things.

In the first part of my doctoral research, I characterized the miRNA profile of brain tissue
samples obtained by tissue biopsy, which is still used as a gold standard procedure today, using
next-generation small RNA sequencing. The primary goal of this analysis was to understand
the role of these deregulated molecules in tumorgenesis. Through our research, we successfully
identified a GBM-specific miRNA panel consisting of five miRNAs (hsa-miR-196a-5p, hsa-
miR 10b-3p, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-383-5p and hsa-miR-490-3p), which, in addition to their
proven role in tumorigenesis, may also function as diagnostic markers. In addition, we also used
next-generation RNA sequencing to confirm the true regulatory function of the deregulated
miRNAs in GBM. We successfully identified 14 mRNA molecules (MYBL2, AURKB, VEGFA,
CDC45, E2F2, HOXCI10, HOXD13, HRH3, CBLN1, RELN, HCNI, NEURODG6, PRLHR,
FABP6) that are under the control of deregulated miRNAs and showed significantly different
expression in GBM. Subsequently, our goal was to detect the five validated miRNAs in plasma
samples using the RT-qPCR method, but we were unable to detect measurable amplification for
any of the miRNAs.

Thus, in the second part of our research, we aimed to map the miRNA expression profile
of plasma samples obtained by liquid biopsy using a different method. During the validation of
the results of the NanoString method, we successfully identified three circulating miRNAs (hsa-
miR-29a-3p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-433-3p) that may be involved in the development of
GBM. The significance of our research, in addition to the high mortality and morbidity rates of
the disease, is that our analyses were performed using real patient samples, which are able to

represent the changes that occur during the disease to the greatest extent possible.
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13. Ertekezés ij megallapitasai

>

A hsa-miR-196a-5p, a hsa-miR-10b-3p, a hsa-miR-21-3p, a hsa-miR-383-5p és a hsa-miR-
490-3p szignifikdnsan eltérd expressziot mutatott a glioblastomdban szenvedd betegek
szovetmintaiban. Ezen miRNS-ek mindegyike kiemelkedd diagnosztikai mutatokkal

jellemezhetd, igy igéretes marker molekulai lehetnek a betegségnek.

A MYBL2, AURKB, VEGFA, CDC45, E2F2, HOXC10, HOXD13, HRH3, CBLNI, RELN,
HCNI1, NEURODG6, PRLHR, FABP6 gének midegyike esetében szignifikans deregulaciot

figyeltiink meg a glioblastomas betegek szovetmintaiban.

Kutatdsunk eredményeként egy olyan 5 miRNS-t és 14 mRNS-t tartalmazo panelt
allitottunk Ossze, amely segithet a glioblastoma tumorgenezisének jobb megértésében ¢és

szovetmintakon alapul6 diagnosztizalasdban a magyar populacioban.

A szOvetmintakon tal, a glioblastomés betegektdl szarmazd plazmamintdkbol is sikeresen
azonositottunk eltéré expressziot mutatd miRNS-eket. 53 szignifikdns deregulacioval

jellemezhetd miRNS-t detektaltunk.

A validélas soran a hsa-miR-29a-3p, a hsa-miR-195-5p és a hsa-miR 433-3p expresszidja
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a glioblastomas betegek plazmamintaiban. Ezen
miRNS-ek a szovetmintdkban azonositott miRNS-ekhez hasonloan kivalo diagnosztikai

potenciallal rendelkeznek, igy értékes non-invaziv biomarkerei lehetnek a betegségnek.

Ebben a foldrajzi régidban mi végeztiik eldszor glioblastomds betegek szdovetmintainak

miRNS és mRNS, illetve plazmamintdinak miRNS profilozasat.

Ugy vélem, hogy eredményeink a jovoben jé alapjat képezhetik egy nagyszamu prospektiv

kohorszvizsgalatnak tovabbi validalas céljabol.
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