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Célkitiizés: A CD24 egy kis molekulasulyu sejtfelszini fehérje, tobb csoport kutatasi eredménye utal arra, hogy alkalmas
lehet fliggetlen prognosztikus tumormarkernek. Munkank sordn a CD24-gén expresszidjanak meghatarozasat tlztuk ki
célul petefészekrakos betegek széveti mintaibol.

Anyagok és médszerek: A vizsgélatokhoz 22 f6 alacsonyan differencialt szerézus papillaris petefészekrakos és 6 f6 pete-
fészekrakban nem szenvedd személy széveti mintait hasznaltuk fel, amelyeket a petefészkek mitéti eltavolitadsa sordn
nyertlink. Az RNS-t szilika adszorpciés modszerrel izoldltuk ki a szovetekbdl. Ezt kovetéen cDNS-t szintetizéltunk, majd
kvantitativ valésideji PCR-t végeztiink primer-préba rendszerrel, és meghataroztuk a CD24-gén expresszidjat. Haztartasi
génként B-globint hasznaltunk fel az eredmények normalizaldsahoz. Az adatok statisztikai kiértékeléséhez Student-féle
t-prébat hasznaltunk.

Eredmények: A kontroll- és a betegcsoport (FIGO |, Il és IV) CD24 mRNS expresszidjaban lényeges kilonbség mutatkozott
[1,1002+2,6227 ACt vs. 36,5764+75,0772 (p=0,03)]. Hat beteg esetében (26,8%) a vizsgélt szovetek génexpresszidja nem
tért el [ényegesen az egészségesektdl. A haldzatokat kutatva a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok kozott négy kolcsonhatast
sikerilt kimutatni a LYN, a SELP, a FGR és a NPM1 fehérjékkel. A szabalyozé mikroRNS-molekuldkat kutatva a miRTargetLink
adatbazisa szerint tdbb miRNS van hatassal a CD24 expresszidjéra, ezek koziil a legspecifikusabbak a hsa-miR34a-5p és a
hsa-miR-373-3p.

Kovetkeztetések: A CD24-gén expresszidjat vizsgalva magasabb szinteket mutattunk ki petefészektumoros betegek sz6-
veti mintaiban, amely a FIGO-stadiummal is 0sszefliggést jelzett. Hal6zatokat kutatva fehérje-fehérje és szabalyozé miRNS
kolcsonhatasokat is taldltunk, amelyek fontos szerepet jatszanak a tumor kialakulasdban és progressziéjaban.

Kulcsszavak: mRNS, CD24; génexpresszid, petefészekrdk, hdlézat

Expression of CD24 with qualitative real-time PCR in low grade serous ovarian cancer patients’ samples
Objective: CD24 is a small molecular weight cell-surface protein, the results of independent research groups called the
attention for its use as prognostic tumor marker. We decided to determine the CD24 gene expression in ovarian cancer
patients’ tissue samples.

Materials and methods: We collected tissue samples from 22 low grade serous ovarian cancer patients and from 6 non-
ovarian cancer patients. We isolated the RNA by silica adsorption method. We synthetized the cDNA and we performed
quantitative real-time PCR. We used beta- globin gene as housekeeping gene for the normalization of the data. We
performed Student t-test for the statistical analysis of the data. We checked the CD24 protein-protein and miRNA
connections.

Results: There was a significant difference in the CD24 gene expression in the ovarian cancerous and non-cancerous tissue
samples [1.1002+2.6227 ACt vs. 36.5764+75.0772 (p=0.03)]. In the case of six patients (26.8%) the gene expression was low,

Levelezési cim:
Dr. Nagy Balint, 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. E-mail: nagy.balint@med.unideb.hu

25




A CD24 mRNS-expresszié meghatarozasa Soltész Beata és mtsai

similar to the controls. During the network analysis in the protein-protein interactions LYN, SELP, FGR and NPM proteins
were associated with CD24. In the miRTargetLink database hsa-miR34a-5p and hsa-miR-373-3p showed connection.

Conclusions: CD24 gene expression was higher in the ovarian cancer patients tissue samples, it showed correlation with
FIGO classification. During the network analysis we found four proteins and two miRNAs which showed association with

CD24.

Keywords: mRNA, CD24, gene expression, ovarian cancer, network

Bevezetés

A CD24 egy kis molekulastlyu, 27 aminosavbdl allg, erésen
glikolizalt, mucinhoz hasonlé sejtfelszini fehérje. Az érett
fehérje molekulasulya 3 kDa, a szovetekbdl torténd izolalas
soran mérete 20-70 kDa kozott véltakozhat, ez jelzi, hogy
a glikolizacidja eltérd [1, 2, 3]. Ligandja a P-szelektinnek,
segiti a CD24+-sejtek szétszorddasat, a sejteken beliili jel-
addsban vesz részt a tirozin-kindzokhoz val6 kozvetlen kap-
csolddassal (4, 5].

Kezdetben féleg onkohematolégiai megbetegedések-
ben vizsgaltdk, majd Kristiansen és munkatarsai [6], va-
lamint Schostak és munkatarsai [7] prosztatarakos be-
tegek mintdiban, munkacsoportunk is végzett hason-
16 meghatarozasokat régebben [8, 9]. Az eredmények
arra utalnak, hogy a CD24 fiiggetlen prognosztikus
marker lehet a petefészek, a prosztata és a nem kissej-
tes tidétumorokban [5]. Zhu és munkatérsai szerint a
CD24 expresszidja olyan fiiggetlen faktor, amely 0sz-
szefiiggést mutat a tumor-metasztazissal és a taléléssel
[10]. Onkogén és metasztatikus molekulaként soroltdk
be Lee és munkatdrsai [11] 28 tanulmanyt feldolgozé és
2925 beteg adatait kiértékelé munkajukban. Kiilonbo6zé
orszagokbol szdrmazd, és tobb fajta tumort feloleld
metaanalizisiik soran emld, petefészek, gyomor, bér, tii-
dé, prosztata és colorectalis daganatokat targyalo cikke-
ket gytjtottek 6ssze. Megéllapitottdk, hogy a malignus
és a benignus daganatok CD24 expresszidja lényegesen
kiilonbozott, de osszefiiggés mutatkozott a nyirokmirigy-
attétekkel, a klinikai stadiummal és a kedvezétlen tudl-
éléssel is.

A CD24 pontos hatdsmechanizmusa a hormonfiiggd
szervek esetében (mell és petefészek) nem ismert részletei-
ben. Annyi tudott, hogy a CD24-et expresszalo sejteknél a
P-szelektin ligandja, és tigy funkcional, mint adhézi6és mole-
kula, amely a trombocitdk aggregacidjat fokozza. A CD24+
tumorsejtek a metasztazisok kialakulasaban jatszanak sze-
repet.

A n6knél a petefészekrak az egyik vezet6 halalozasi ok, az
osszes tumor kb. 4%-4t teszi ki, és az 0sszes haldlozés 4,2%-
at okozza [12]. A tumor altalaban késén kertil felismerésre

és nehezen kezelhet6. Ezért fontos olyan biomarkerek ku-
tatasa, amelyek segithetik a korai felismerést és a kezelések
monitorizalasat. Ezért hatdroztuk el a CD24 expresszidjanak
meghatdrozasat petefészekrakos betegek mintaibdl valos-
idejii PCR modszerrel.

Anyagok és médszerek

Betegek és mintavétel

A vizsgalatokhoz 22 alacsonyan differencidlt szerdzus
papillaris petefészekrdkos és 6 nem ovarium tumoros sze-
mély szoveti mintdit hasznaltuk fel, ezeket mutéti eltdvo-
litds soran nyertiik. A két csoport atlagos életkora nem
tért el lényegesen (petefészekrakos: 61,3+11,7 év; kontroll:
57,8+10,3 év) (1. tdbldzat). A kontrollcsoportba besorolt
asszonyok esetében a méh rendellenes elhelyezkedése miatt
tortént a méh eltavolitasa és miitét soran a két ovarium is
eltavolitasra keriilt. A részletes szovettani vizsgalat ezeknél
a személyeknél nem mutatott tumoros elvaltozast. A vizs-
galatokba bevont személyek demografiai és klinikai adatait
az 1. tdbldzat mutatja, a betegek tdjékoztatva lettek a tanul-
manyrdl, és beleegyezd nyilatkozatot irtak ald. A vizsgalatok
elvégzéséhez TUKEB-engedéllyel rendelkeziink.

RNS-izolalas

A szovetekbdl az RNS-t szilika adszorpcids modszerrel
izolaltuk ki NucleoSpin RNS (Macharey Nagel, Diiren,
Németorszag) kitjével a gyarté utasitdsa szerint, 30 mg
mennyiség(i mintdkbol.

cDNS-szintézis
cDNS-t szintetizaltunk First Strand cDNA synthesis kit for

RT-PCR (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, USA) se-
gitségével.

1. tablazat. Petefészekrakos és nem ovarium tumoros n6k demografiai adatai és klinikai besorolasa

Nem ovarium

tumoros nék FIGO |-IV
Mintaszam 6 22
Atlagos életkor (év) 61+12,3 55,9+9,7
Szignifikanciaszint (p) 0,377

Petefészekrékos betegek

FIGOI FIGOIII FIGOIV
3 13 4
47,0+£17,0 55,1+5,6 64,5+10,8
0,292 0,303 0,650
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Kvantitativ valésidejii PCR

Kvantitativ valdsidejii PCR-t végeztiink primer-préba (TIB
MOLBIOL, Berlin, Németorszag) rendszerrel és megha-
taroztuk a CD24-gén expresszidjat LightCycler 96 készii-
1ék alkalmazasaval. A CD24 specifikus primer szekvenci-
ak a kovetkez8k voltak, 5-TgA AgA ACA TgT gAg Agg
TTT GAC-3’ sense, 5-gAA AAC TgA ATC TCC ATT CCA
CAA-3’ antisense, és a fluoreszcens probak 5°-ggA TgT TgC
CTCF TCC TTC ATC TTg TAC ATg-3’-fluoreszcein, LC-
640-AAC TCC AgC AgA TTT AAT ATT ggC ATT CAT
CA-PH-3’ A primerekbél és a probakbol 5 pmol, a MgCl2-
bél 2 nmol mennyiségeket hasznéltunk fel 10 pl végtérfo-
gatban. A kezdeti 10 perces 95 °C-on torténé denaturalds
utdn 45 ciklusban denaturiciés (95 °C; 10 sec), annealing
(58 9C; 15 sec) és extenzids (72 °C; 20 sec) 1épések kovetkez-
tek. Az egyes mintak kozotti esetleges RNS mennyiségi és
mindségi killonbségek kikiiszobolésére haztartasi génként
a 3-globint hasznaltuk fel az eredmények normalizéldsdhoz
(Control kit, Roche, Németorszag) [8, 9].

Hal6zati elemzések

A CD24 halézati elemzése soran megvizsgaltuk a szaba-
lyoz6 miRNS-ek és a fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat. A
miRTargetLink a szabdlyozé miRNs molekuldk, a Biogrid
adatbazist a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok felderitésére
hasznaltuk (www.mirbase.com).

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai kiértékeléséhez Student-féle t-probat
végeztiink, a szignifikanciat (p<0,05) értékben hatdroztuk
meg.

Eredmények

Az ovariumtumoros betegek 73,92%-aban mutatkozott ma-
gas CD24-expresszid, mig 26,08%-aban nem. Osszességében
szignifikdns kiillonbség mutatkozott a kontroll- és a be-
tegcsoportok (FIGO I, III és IV) mRNS-expresszidjaban
[1,1002+2,6227 ACt vs. 36,5764+75,0772 (p=0,03)].

A CD24-gén expresszids eredményeket a 2. tdbldzat mu-
tatja. A FIGO-besorolas szerint lebontva a csoportokat ezek
kozott a killonbség szintén jelentds, azonban ez statisztikai-
lag nem szignifikans (2. tdbldzat).

<
cD24

&
e

1. abra. A CD24 protein-protein kapcsolatok
Az eredmények a Biogrid adatbazis felhasznalasaval készlltek
A kisérleti eredmények affinitas kromatografias kisérleteken alapulnak

A halézatokat kutatva a fehérje-fehérje kolesonhatasok
kozott négy kolcsonhatast sikeriilt kimutatni LYN, SELP,
FGR és NPM1 fehérjékkel (1. dbra).

A miRTargetLink adatbazis szerint tobb miRNS van ha-
tassal a CD24 expresszidjara, de ezek koziil a legspecifiku-
sabbak a hsa-miR34a-5p és a hsa-miR-373-3p (2. dbra).

Megbeszélés

A petefészekrak a leggyakoribb halalt okozé négyogyaszati
tumoros betegség. A betegek jelentds részénél (kb. 70%) a
tumor csak késon keriil diagnosztizalasra, a nem specifi-
kus, nem egyértelmi tiinetek miatt. Ehhez hozzdjarul még
az is, hogy a napjainkban alkalmazott tumormarkereknek
alacsony a specificitsa és a szenzitivitasa [13, 14]. Fiiggetlen
diagnosztikus markerként irta le tobb szerz6 a CD24-
molekulat, amelynek mRNS-expresszidja Osszefiiggést mu-
tatott a tumor elérehaladottsagaval, a FIGO-besorolassal és
a tumor progresszidjaval.

Tanulmanyunkban 23 petefészekrakos és 6 kontroll
petefészektumor-mentes né szoveti mintdjaban a CD24-
gén mRNS expresszidjat hatdroztuk meg valosideji PCR-
modszerrel. Az esetleges szoveti mennyiségek eltéréseinek a
kikiiszobolésére a béta-globin génexpresszidjat is lemértiik
és ehhez normalizaltuk az eredményeket. A két csoport ko-
z06tt Iényeges kiilonbséget taldltunk a CD24 expresszidjaban
és a FIGO-besorolassal is dsszefliggés mutatkozott.

2, tablazat. A CD24-expresszié meghatarozasa peefészekrakos betegek és nem-ovarium tumoros nék mintaiban

Nem-ovarium

tumoros nék FIGO I-IV
mintaszam 6 22
ACt 1,10+£2,62 36,58+75,08
szignifikanciaszint (p) 0,038

ACt: normalizalt ciklus kiiszobérték (génexpresszié meghatarozasa)

Petefészekrakos betegek

FIGOI FIGOIII FIGOIV

3 13 4
4,74+8,13 31,48+73,88 91,10+£109,31
0,522 0,164 0,198

27



hsa-miR-302d-3p

hsa-miR-548a-3p
hsa-miR-520e

hsa-miR-302a-3p

hsa-miR-520d-3p
hsa-miR~338-5p

hsa-miR-520b

hsa-miR-19b-3p

‘ CD24

hsa-miR-592
hsa-miR-196-5p

hsa-miR-129-5p

hsa-miR-548|
hsa-miR-520c-3p 7 &

hsa-miR-196b-5p

hsa-miR-582-5p

2. abra. A CD24 mikroRNS halézat

hsa-miR-181c-5p

hsa-miR+450b-5p

hsa-miR-9-5p
hsa-miR-302b-3p

hsa-miR-377-3p

‘ hsa-miR-373-3p

hsa-miR-653-5p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-501-5p
hsa-miR-520a-3p

CD24-hsa-miR-19a-3p

hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-512-3p

hsa-miR-181a-5p

hsa-miR-199a-3p

hsa-miR-498

A miRDIP tool segitségével a CD24-miRNA-halozatbol elkészitett, NAVIGATOR-programmal szerkesztett dbra. A kékkel jel6lt miRNA tekinthet6 a

legspecifikusabb szabalyozé elemnek

Davidson és munkatarsai a CD24-et specifikus marker-
nek talaltak a petefészek szerdzus karcindma és a malignus
peritonedlis mesothelioma differencidldiagnézisaban [15],
majd késébbi munkajukban a petefészekrakos és a mellra-
kos betegek szoveti mintdiban, a petefészekrak esetében ér-
zékeny és specifikus markerként soroltak be [16].

Zeng és munkatarsai 97 petefészekrakos beteg mintait
tanulmanyozva Osszefiiggést talaltak a CD24 expresszioja, a
klinikai stddiuma és a patoldgiai besorolasa kozott [17]. A
benignus tumorok 25%-a, a maligndns tumorok 81,25%-a
bizonyult CD24-pozitivnak a munkajuk soran.

Nakamura és munkatdrsai [14] kozel 200 beteg mintdit
vizsgalva, a mi eredményeinkhez hasonléan 71,1%-ban mu-
tattak ki CD24-expressziot és fiiggetlen tulélést eldrejelzd
molekuldnak irtdk le. Nekiink erre vonatkozéan még nin-
csenek adataink.

Fontos a génexpresszios vizsgalatok mellett a szabalyozé6
RNS-molekuldk és a fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsga-
lata is. Ezért haldzati analizist is végeztiink. A fehérje-fe-
hérje kolcsonhatasokat vizsgélva a LYN, a SELP, a FGR és a
NPM1 molekulakkal 1ép kélesonhatasba a CD24.

A LYN az Src fehérje csalad tagja, tirozin-kinazok ko-
zé tartozik a sejtek aktivalasdban tolt be kulcsszerepet [18].

A SELP, inkabb P-szelektin nevén ismert, a sejtek adhézi-
ojat szabalyozza, az erek belsd felszinén helyezkedik el, inak-

tiv allapotban Weibel-Palade-testek formajaban tarolédik.
Zazlawski és munkatdrsai [19] petefészekrakos betegek ke-
zelésében emelték ki ennek a fehérjének a jelentéségét tera-
pids szempontbdl, a ciklooxigenaz-2 expresszidjaval egyiitt
tanulmanyoztak.

Az FGR szintén az Scr fehérje csalad tagja, a kindzok ko-
z¢ tartozik. A sejtek adhézidjanak és migracidjanak szaba-
lyozasaban vesz részt. A petefészekrak kezelésében valo fon-
tossagat mutatja, hogy egy Gj készitménnyel az FGR-t vették
célba. Jelenleg a klinikai kiprobalas III. fazisaban van, ez a
Nintedanib nev{i készitmény kiprobalasa, amely egy oralis
tirozin-kinaz-inhibitor, célmolekuldja a VEGF-receptor 1-3,
a FGFR 1-3 a PDGFR a és {3 [20].

Az NPM1 a nukleoralis ribonukleoproteinnel kapcsolé-
dik 6ssze, a szimpla, vagy dupla szalia DNS-sel is kapcsolat-
ba tud Iépni, elényben részesiti a G-quadruplex formatumot
felvevé nukleinsavakat. A riboszémak biogenezisében is
szerepet jatszik. Az NPMI jelent6ségét Londero és munka-
tarsai [21] is megfigyelték petefészekrakban, az expresszidja
Osszefiiggést mutatott a rovidebb tuléléssel és a prognozis-
sal.

A halézatkutatasi eredményeink megerdsitik, hogy a
CD24-gyel kapcsolatban 1év6 fehérjék fontos szerepet jat-
szanak a tumorok kialakuldsdban, a prognézis meghatdaro-
zasaban.
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A mikroRNS-ek koziil a has-miR34a-5p és a has-miR-
373-3p mutat legszorosabb kapcsolatot a CD24-génnel. Az
érett miR-34a-5p a p53 tumorszuppresszor network tagja,
igy fontos szerepe van kiilonb6z6 tumorok kifejlédésében
(www.mirbase.com).

A miR-373-3p az irodalmi adatok szerint a sejtek
proliferacidjaban, az apoptdzisban, a sejtek migraciéjaban,
adhézidjaban, és a DNS-sériilések kijavitasaban jatszik sze-
repet. Onkogén és tumorszuppresszor funkcioja is van [22].

A mirbase adatok olyan szabalyozé mikroRNS-
kapcsolatokat mutattak ki, amelyek lényeges szerepet tolte-
nek be a tumorok kialakuldsaban, ezek tovabbi vizsgalata és
meghatdrozasa segitheti az 1j biomarkerek bevezetését és a
kezelések monitorizalasat.

Mind a halézatkutatdsi, mind a molekularis genetikai
adatok is megerdsitik a CD24-expresszié meghataroza-
sanak jelent6ségét petefészekrakos betegek esetén. Olyan
tehérjékkel és szabdlyozé mikroRNS-molekuldkkal van
kapcsolatban, amelyek a CD24 fontossdgat mutatjak a
tumorgenezisben. Fiiggetlen rizikéfaktorként vald beveze-
tése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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