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1. Bevezetés

A kozponti idegrendszert érintd daganatos elvaltozasok igen
jol ismert és intenziven kutatott képviseldje az astrocyta eredetii
glioblastoma (GBM), mely az egyik legagresszivabb
rosszindulati neoplasztikus elvaltozas, egyben az agy ¢és a
kozponti idegrendszer leggyakoribb malignus primer daganata,
amely az Osszes kdzponti idegrendszert érintd tumor 14,5%-4t,
valamint a rosszindulatt CNS daganatok 48,6%-at teszi ki
[Grochans et al., 2022]. A GBM kialakulhat de novo (primer
GBM), valamint alacsonyabb gradusti diffuz astrocytomak,
illetve anaplasztikus astrocytomak malignus transzformacidja
(szekunder GBM) révén [Oronsky et al.,, 2021]. Azonban az
esetek talnyomo tobbségét (~90%) a de novo forma teszi ki, mely
foként az 1dds betegekben fordul eld és igen gyors kialakulés
jellemzi. Ezzel szemben a szekunder valtozatok a fiatalabb
egyénekben manifesztalddnak, elsdsorban a homloklebenyben
lokalizalodnak és jelentdsen jobb progndzissal tarsulnak [Ohgaki
et al., 2013; Kanderi et al, 2024]. Az idegsebészeti technikdk, a
terapias stratégiak, valamint a genetikai és molekularis biologiai
kutatasok teriiletén napjainkig elért fejlodés ellenére a korkép
tovabbra is rendkiviil kedvezétlen taléléssel jar. Atlagos tilélési
ideje mindossze 9-16 honapra becsiilhetd, mig az 1 és 5 éves
tulélési arany 37,2%-ra, valamint 5,1%-ra tehetd. Ezen adatok
alapjan a GBM az egyik legmagasabb mortalitassal jard
daganatos megbetegedésnek tekinthetd, ezért elengedhetetlen a
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molekuléris markerek azonositasa, melyek segitségével nemcsak
sz¢lesebb korii tudomanyos ismeretekre tehetiink szert a betegség
prognosztikajat ¢és diagnosztikdjat illetéen, hanem kozelebb
kertilhetlink egy hatékonyabb kezelési stratégia kidolgozasahoz
is [Yao et al., 2018; Taylor et al., 2019; Wang et al., 2021]. Ilyen,
a GBM kapcsan vizsgalt potencialis marker molekulak lehetnek
a mikroRNS-ek (miRNS), melyek az utdébbi évek molekularis
biologiai kutatasainak igymond forropontjava valtak. A miRNS-
ek olyan rovid, 20-25 nukleotidbdl 4llo, fehérjét nem kodold
molekuldk melyek a génexpresszio poszttranszkripciondlis szintli
finomhangolasaval a fehérjét kodold gének igen nagy részét
(kozel 90%-at) szabalyozzédk [Jambor et al, 2019]. Emellett
onkogén ¢és tumorszupresszor funkcidjuknak koszonhetéen
kiilonbozd  sejtélettani folyamatok (példaul sejtproliferacio,
szignal transzdukcid, apoptozis) esszencialis kozremiikddoi
[Otmani et al., 2022]. Ezen feladatukat fiziologias koriilmények
kozott egyensulyi allapotukban latjadk el. Azonban amikor
expresszios szintjilk médosuldsa miatt ez a balansz megvaltozik
kiilonboz6 betegségeket, koztiik daganatképzddést
indukalhatnak. Ezen ismereteket figyelembevéve elmondhato,
hogy a miRNS expresszidos mintdzat jellemzése GBM-ban
potencialis diagnosztikai é€s/vagy prognosztikai eszkozként
alkalmazhatd, valamint az azonositott miRNS-ek és azok igazolt
célpontjai a jovOben hasznosak lehetnek a megfeleld terapia
megvalasztasat illetden.



2. Célkituzések

Doktori munkam soran célul tiztem ki a glioblastoma
(GBM), mint a leggyakoribb ¢s legagresszivabb felndttkori
agydaganat molekularis genetikai vizsgalatat. Témavalasztasunk
jelentdségét a betegség igen magas morbiditasi és mortalitasi
mutatdi mellett a mai napig tartd toretlen probalkozasok ellenére
sem megoldott korai diagnosztikai és hatékony terapias stratégiak
hianya indokolja. Ezek mellett szandékunkban allt egy ,,4jszerti”
genetikai és modszertani megkdzelitéssel eredményre jutni a
betegség jellemzése ¢és molekularis hatterének mélyebb
megértése érdekében. Ehhez a miRNS-ekre, mint fehérjét nem
kodolo, kisméretli, poszttranszkripciondlis szintli szabalyozo
molekuldkra esett a valasztdsunk, melyek az utobbi évtizedek
molekuléris biologiai kutatasai soran egyre inkabb az érdeklddés
kozéppontjaba kertiltek.

Kutatasom fokuszaban elsdsorban 1) generacios technikak
otvozése (Uj generacios szekvenalas (NGS), NanoString
technoldgia) allt a  miRNS-ek  leghatékonyabb  és
legmegbizhatobb kimutatasa érdekében.

Ezen technikak alkalmazésa soran alapvet6 célunk volt:

- A miRNS-ek korében olyan Uj diagnosztikai és
prognosztikai markereket azonositani, melyek a klinikai
gyakorlatban  jelenleg  alkalmazott = molekularis
markereket kiegészitve lehetové tennék a betegség
megbizhatobb diagnosztizalasat, valamint
progresszidjanak pontosabb meghatarozasat.
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- Tovabbi célunk volt az azonositott miRNS-ek
bioinformatikai elemzése, majd az ily modon prediktalt
miRNS-targetek és  azok  valdés  funkcidjanak
mélyrehatobb vizsgalata, illetve megerdsitése mRNS
szekvenalas segitségével.

- Végezetiil a kapott transzkriptomikai eredmények
Osszevetését céloztuk meg folyadék biopszids mintavételi
eljarassal nyert plazmamintdk bevonasaval.

Céljaink  megvalositasathoz a  Debreceni  Egyetem
Idegsebészeti  Klinika Agydaganat és  Szdvetbankjabol
rendelkezésiinkre  bocsatott GBM-as  betegektél ¢és a
kontrollcsoportnak definidlt alacsonyabb gradust gliomas
betegek peritumordlis agyi teriiletérdl szarmazo szovetmintak,
valamint a két csoportba sorolhatd paciensektdl vett
plazmamintak egyarant rendelkezésemre alltak.

3. Betegek és modszerek

3.1. Felhasznalt agyszovetmintak

Kutatasunk elsd fazisdban a fent emlitett szovet-pool-bol 5-5
db (GBM ¢és kontroll) szovetmintdt hasznaltunk fel az 1
generacios RNS (miRNS ¢és mRNS) szekvendldshoz. A
kontrollként  alkalmazott szovetek mindegyike esetén
hisztopatologiai vizsgalat segitségével keriilt megerdsitésre, hogy
egyértelmilen peritumoralis, tehdt tumorsejtektél mentes
agyallomanyrdl van sz6. A kontrollok mellett a betegcsoportba
tartoz6 mintdk is szOvettani megerdsités utan keriiltek
felhasznalasra. A GBM csoportban résztvevd egyének

6



kivalasztasa soran tigyeltiink arra, hogy egyikiik se részesiiljon
kemoterapidban és/vagy sugarterapidban a kutatasba torténd
bevonast megelézéen. A GBM-4as betegek atlagéletkora 63 év,
mig a kontrollcsoport résztvevdié 64 év volt. A paciensek
demografiai és klinikai adatait a vonatkozo koérlapok
attekintésébol gytjtottiik ossze.

Kutatasunkat az Egészségligyi Minisztérium
Orvostudomanyi Kutatasi Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsaga, Budapest, Magyarorszdg az alabbi engedéllyel
jovahagyta: ETT TUKEB; projektazonositdo kod: IV/1753-
/2021/EKU.

3.1.2. Total RNS izolalas agyszovetmintabol

Az 1) generacidos miRNS és mRNS szekvenalashoz
szlikséges miRNS frakciot is tartalmazo total RNS-ek tisztitasa a
fentebb emlitett 5-5 db szovetmintabol a miRNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) felhasznéaldsaval tortént. Az
izolalas sordn mind a tiz agyszovetmintdbdl egyarant 30 mg
kertilt felhasznalasra a kapott eredmények minél precizebb
OsszevethetOsége érdekében. Az izolalast kovetéen az RNS
mintaink koncentraciojardl és mindségérél Nanodrop (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) spektrofotométer segitségével,
az A260/A280 és A260/A230 abszorbancia aranyok alapjan
nyertiink informaciot.



3.1.3. Az uj generdcios szekvenalassal nyert adatok
bioinformatikai analizise

A miRNS-expresszids mintdzat valtozadsadnak elemzése uj
generacidos kis RNS szekvenalas alkalmazasaval, Illumina
NextSeq 500 késziilékkel wvaldsult meg. A szekvenalasok
eredményeként nyert eltérd mértékben expresszalodott miRNS-
ek ¢ mRNS-ek normalizalt eredményeit hasznaltuk fel a
transzkriptomban  bekdvetkezett  valtozasok — mértékének
megallapitdisdhoz a GBM-kontrollcsoport 6sszehasonlitasban.
Ezen adatok bioinformatikai kiértékelése az iDEP.96 integralt
webes program segitségével tortént.

3.1.4. In_ silico miRNS célgén-predikcio, fehérje-fehérje

kolesonhatason alapulo  halozatok épitése, gén  ontoldgiai,

funkcionalis annotdacios és utvonal analizis

Az eltér6 mértékli expressziot mutatd miRNS-ek
lehetséges target génjeit a web-alapt miRNet és miRNA
Enrichment Analysis and Annotation (miEAA) programokkal
azonositottuk, melyek a miRTargetLink 2.0 adatbéazis alapjan
végezték a célpontok predikcidjat. Az analizis soran kizarolag a
kisérletesen validalt célgéneket vettiik figyelembe. Ezek alapjan
a miRNet segitségével miRNS-target halozatot alkottunk,
melyben a top miRNS-ek a ,degree centrality” (fokszdm-
kdzpontisag) értékiik alapjan keriiltek meghatarozasra. Emellett a
NetworkAnalyst 3.0 vizudlis analitikai platform segitségével
atfogo fehérje-fehérje interakcios (PPI) haldzatokat hoztunk létre
a top 50 up- ¢és downreguldlt mRNS, illetve miRNS
felhasznalasaval, ahol a hub, azaz kdézponti fehérjéket szintén
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»degree centrality” értékiik szerint rangsoroltuk. Emellett
ugyancsak a NetworkAnalyst 3.0 platform hasznalataval hal6zat-
alapt, bioldgiai folyamatokat leirdé gén ontologiat (GO), valamint
funkcionalis dusulasi és utvonalelemzést végeztiink a platform
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
adatbazisanak utvonal-dusitd opcidjaval. Az elemzés soran a
<0,05 p-értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

3.1.5. A miRNS szekvendalas eredményeinek validalasa RT-gPCR
modszerrel

A szekvenalassal kapott eredmények megerdsitését
nagyobb mintaszam bevonasaval végeztik el, melyhez 28
kontroll és 30 GBM szdvetmintat hasznaltunk fel. A méréshez
sziikséges total RNS izolaldsa a 3.1.2. fejezetben emlitett
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) gyarto altal
meghatarozott protokollja alapjan tortént Ggyszintén 30 mg
szovetminta felhasznalaséval. A tisztitott RNS koncentraciojat és
mindségét Nanodrop spektrofotométerrel (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) mértilk. A génexpresszid
mértékének meghatirozasa valos idejii kvantitativ polimeraz
lancreakcio (RT-qPCR) modszerrel, LightCycler® 96 (Roche,
Pleasanton, Kalifornia, USA) késziilék segitségével zajlott. Az
RT-gPCR mérésekhez sziikséges cDNS mintdk a miRCURY LNA
RT Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével keriiltek
atirasra a miRNS frakciot is tartalmazo total RNS mintainkbol. A
validéalasra az iDEP analizis €s a szekvenalds normalizalt adatai
alapjan az alabbi 5 miRNS kertilt kivalasztasra log2FC értékeik
alapjan: harom upregulaloédott (hsa-miR-196a-5p (log2FC =



5,6); hsa-miR-21-3p (1og2FC =4,39); hsa-miR-10b-3p (log2FC
= 3,66)), valamint két downregulalédott miRNS (hsa-miR-383-
S5p (log2FC = -6,33); hsa-miR-490-3p (log2FC = -5,61). A
validalni kivant érett miRNS-ek kimutatdsara és mennyiségiik
meghatdrozasara kereskedelmi forgalomban kaphat6 primereket
(miRCURY LNA miRNA PCR Assay-t (Qiagen, Hilden,
Németorszag)) alkalmaztunk, referencia génként a hsa-miR-
103a-3p-t hasznélva, melynek kivélasztasahoz a
szakirodalomban elérhetd ismeretek szolgéltattak alapot.

3.1.6. Az mRNS szekvendalas eredményeinek validalasa RT-gPCR
modszerrel

Az mRNS szekvenalassal nyert eredmények megerdsitése
ugyanazon totdl RNS mintdk felhaszndldsaval tortént, mint a
miRNS szekvendlds validdldsa esetében. Azonban ebben az
esetben az RT-qPCR reakciohoz sziikséges cDNS molekulak
atirasa a Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, a gyartd
utasitasait kovetve tortént. A validalasra az iDEP analizis és a
szekvenalas normalizalt adatai alapjan az alabbi 14 mRNS gén
kertilt kivalasztasra log2FC értékeik alapjan: az upregulaciot
mutatd E2F2 (log2FC = 3,59); HOXDI13 (1og2FC = 3,69);
VEGFA (10g2FC = 4,3); CDC45 (log2FC = 4,31); AURKB
(log2FC = 4,6); HOXC10 (10g2FC = 4,9) és MYBL2 (log2FC =
5,73); valamint a downregulédlodott FABP6 (log2FC = -2,3);
PRLHR (log2FC =-4,37); NEURODG6 (1og2FC =-5,72); CBLN1
(log2FC = -6,16); HRH3 (log2FC = -6,39); HCNI (log2FC = -
7,36) és RELN (log2FC = -8,5), melyek relativ expressziojat a
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Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix ¢és a Lightcycler® 96
(Roche, Pleasanton, Kalifornia, USA) késziilék segitségével
hataroztuk meg, referencia génként a GAPDH-t hasznalva [Kreth
et al., 2010]. A miRNS-ek esetében végzett validalassal szemben
az mRNS-ek kifejezddésének vizsgalata az dltalunk megtervezett
primerekkel tortént, mely tervezési folyamatot az NCBI (National
Center for Biotechnology Information — Nemzeti Biotechnologiai
Informacids Kézpont) weboldalan elérheto primer tervezo feliilet
hasznélataval végeztiik.

3.1.7. Statisztikai analizis

A miRNS-ek és az mRNS-ek validalasaval kapott adatok
eloszlasat egységesen a Kolmogorov-Smirnov teszttel elemeztiik,
melynek atlag és szoras értékeit analizalva informaciot nyeriink
arrol, hogy a vizsgélt adatok normal eloszlast mutatnak-e. Mivel
a mintdink nem mutattak normal eloszlast, az RT-qPCR
mérésekbdl szarmazd normalizalt expresszids adatok statisztikai
szignifikancidjat nem-parametrikus Mann-Whitney U teszttel
szamitottuk ki, melynek soran a kontroll vs. beteg csoport kdzott
megfigyelhetd expresszios kiilonbséget p< 0,05 értéknél
tekintettlik 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 szignifikancia
szint ebben az esetben is p<0,05 volt.

3.1.8. Az uj generdcios szekvendldassal meghatarozott miRNS és

mRNS expresszio kozott fennadllo korrelacio megadllapitdasa
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A deregulalt miRNS és mRNS adatkészletiink kozott
fennallo korrelaci6 megallapitasa érdekében a miRTarBase és a
miRTargetLink 2.0 adatbazisok segitségével miRNS-mRNS
kolcsonhatasokat vizsgaltunk, amely soran csak a kisérletesen
validalt target gén-interakcidkat vettiik figyelembe.

3.2. Felhasznalt vérplazmamintak

Kutatdsunk masik fontos célkitlizéseként a szovetek
vizsgalataval kapott eredmények 0Osszevetését végeztik el
folyadék biopszias eljarassal nyert plazmamintak vizsgélataval. A
kutatasba bevont egyének mindegyike ugyancsak a Debreceni
Egyetem Idegsebészeti Klinikdjan allt kezelés alatt. A
munkankhoz felhasznalt vérmintak 6, szovettani vizsgalattal
igazolt GBM-as betegtdl, valamint 6 porckorongsérv miatt
kezelés alatt all6 egyéntdl szarmaztak, mely utobbiak képezték a
vizsgalatunk kontrollcsoportjat. Ez utdbbi csoportba sorolt
egyének atlagéletkora 58,6 ¢v, mig a GBM-4s csoportban
szerepld betegeké 61,3 év volt. A mintdk kivalasztasdnal a
szovetmintdkhoz hasonloan ebben az esetben is olyan GBM-és
betegeket valogattunk be, akik a vizsgalatban valo részvételt
megelézden se kemoterapids, se sugdrterapias kezelésben nem
részesiiltek.

Kutatasunkat az  Egészségiigyi Tudomanyos Tanécs
Tudoményos  ¢és  Kutatasetikai  Bizottsaga, = Budapest,
Magyarorszag az aldbbi engedéllyel hagyta jova: ETT TUKEB;
projekt azonosito kod: 51450/2015/EKU (0411/15).
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3.2.1. Total RNS izolalas vérplazmabol

A plazmamintakbol torténd sejtmentes total RNS tisztitasat —
beleértve a miRNS-eket is - a miRNeasy Serum/Plasma Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével végeztik a gyartd
utasitasai szerint. Az izoldlas végeztével Nanodrop (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) spektrofotométer segitségével,
az A260/A280 ¢és A260/A230 abszorbancia ardnyok alapjan
nyertiink informacidt az izolalt RNS mintaink koncentracidjarol
¢s mindségérél. Az izolalassal nyert érett miRNS-ek reverz
transzkripcidjat a miScript II RT Kit hasznélataval hajtottuk végre
2.0 Fluorometer (Thermo Fischer Scientific, USA) segitségével
hataroztuk meg.

3.2.2. Differencialisan expresszalt miRNS-ek azonositasa

NanoString analizissel

A kontroll, illetve a GBM-4s betegektél szarmazo
plazmamintdk miRNS expresszids mintdzata a NanoString
nCounter Analysis System (NanoString Technologies, Seattle,
WA, USA) nCounter Human v3 miRNS panel alkalmazéséaval
keriilt meghatarozasra, mely az RT-Europe Kutaté Kozpontban,
Mosonmagyarovaron tortént. A kapott adatok hattérkorrekcidjat
kivonasaval végezték. A savonkénti technikai eltérést a pozitiv
kontrollok mértani kozépértékével korrigaltak. A  teljes
adatkészlet normalizalasat 10 haztartdsi miRNS mértani atlagat
véve végezték. Ezt kdvetden a GBM és kontrollcsoport kdzott
szignifikansan eltérd expressziot mutatdé miRNS-ek azonositasat
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nem-parametrikus Mann Whitney U teszttel végeztiikk, majd a
differencialis miRNS-expresszios adatokat az iDEP.95 webes
program DESeq2 csomagjaval elemeztiikk (FC > 1 ¢és FDR < 0,1
beallitast alkalmazva).

3.2.3. A4 differencialisan expresszalt miRNS-célpontok in silico
predikcioja

Az in silico target predikcid soran eldszor egy miRNS-
célgén haldzatot hoztunk létre a web-alapu miRNet vizualis
halézat elemzd platform haszndlatdval, mely a halézatban
szerepl6 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 végeztik. Ezt
kovetden a kapott target interakciokat tovabb validaltuk a
miRWalk?2 adatbazis hasznalataval, majd a célgének altalanos és
GBM-specifikus protein-protein interakcios (PPI) halozatait a
NetworkAnalyst 3.0 platformmal hoztuk 1étre. A differencidlisan
expresszalodott miRNS-célgéneket felhaszndlva a DAVID
szoftver segitségével halozat-alapt, bioldgiai folyamatokat leird
gén ontologiat (GO), valamint funkciondlis duasulasi és
utvonalelemzést végeztiink a szoftver KEGG adatbézisanak
utvonal-dusité opcidjat hasznalva. Az elemzések soran a <0,05 p-
érteket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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3.2.4. A NanoString analizissel kapott eredmények validalasa RT-
gPCR modszerrel

A NanoString analizissel kapott eredmények
megerdsitéséhez felhasznalt sejtmentes total RNS-ek kinyerése
28 egészséges kontroll egyén ¢és 26 GBM-as beteg
plazmamintajabol tortént ugyancsak a miRNeasy Serum/Plasma
Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznélataval. Az izolalt total
RNS mintdkban 1évé miRNS-frakcid koncentracidjat a Qubit®
2.0 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) miRNS-
specifikus fluorometrias eszkozzel mértiikk. Az érett miRNS-ek
mennyiségének  mérése RT-qPCR  mérésekkel  tortént
LightCycler® 96 késziilek (Roche, Pleasanton, CA, USA)
segitségével. A reakcid sordn kvantitalni kivant miRNS-ek reverz
transzkripcigjahoz 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 véletlenszertien kivalasztott hsa-
miR-433-3p, hsa-miR-29-3p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-362-3p,
hsa-miR-133a-3p és a hsa-miR-1286-3p miRNS-ek expresszios
szintjének detektaldsa a GBM-as és kontrollcsoportban egyarant,
a gyarto altal készitett specifikus primerek (miScript Primer
Assays, Qiagen, Hilden, Németorszdg) alkalmazaséaval.
Referencia miRNS-ként a hsa-miR-16-5p-t hasznaltuk [Ma et al.,
2018]. A kisérletek soran harom parhuzamos mérést végeztiink.

3.2.5. Statisztikai analizis

Az RT-gPCR mérésekkel kapott miRNS expresszios
szintek szignifikancia szdmitdsait a nem-parametrikus Mann-
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Whitney U-teszttel kalkulaltuk, melynek soran a p<0,05 értéket
tekintettilk  statisztikailag szignifikdnsnak. Az RT-qPCR
mérésekbdl szarmazo, szignifikans kiilonbséget mutato miRNS-
ek normalizalt expresszios adatait felhasznalva az easyROC
program segitségével ROC-AUC gorbéket készitettiink a
miRNS-eink diagnosztikai potencialjanak felmérése érdekében.
A szignifikancia szint ebben az esetében is p<0,05 volt.

4. Eredmények

4.1. Uj generdciés szekvendldssal azonositott miRNS és mRNS

expresszios profil a glioblastomas és a kontrollcsoport

szovetmintaibol

A szekvenalasbol szarmazd normalizalt adatokat
felhasznalva a miRNS-ek expresszids mintdzatdban bekovetkezo
valtozdsok vizualizalasa érdekében az 1DEP.96 program
segitségével hierarchikus klaszterelemzést ¢és fokomponens
elemzést (PCA) végeztink a GBM - kontrollcsoport
Osszehasonlitdsban. A program 4ltal, minden egyes minta estében
rangsorolt 200 legnagyobb mértékii eltérést mutatdé miRNS és
mRNS gén globdlis expresszids mintdzata alapjan képezett
klasztereket tekintve elmondhato, hogy a vizsgéalt miRNS-ek és
mRNS-ek expresszioja egyértelmi kiilonbséget mutat a kontroll-
¢s a GBM-as csoport kozott. Mely megallapitasunkat a miRNS-
¢s mRNS  expresszios  értékek  eloszlasdnak  jobb
értelmezhetdsége ¢s vizualizalasa érdekében végzett PCA
analizisek is megerdsitettek, melyek alapjan megallapitottuk,
hogy a GBM-4s mintdk expresszids mintdzatuk alapjan egyetlen
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klasztert  alkottak, ¢és  egyértelmiien elkiiloniiltek a
kontrollmintakt6l. Ez az adateloszlds arra utal, hogy a GBM
biogenezise szamos miRNS és mRNS expressziojanak drasztikus
valtozasat indukalta.

4.1.1. Differencialisan expresszalodott miRNS és mRNS gének
azonositasa és validalasa RT-gPCR modszerrel

Az iDEP.96 webes program DESeq2 algoritmusaval, FDR
<0,05 és FC> 2 kiiszobértékek alkalmazasa mellett 6sszesen 117
olyan miRNS-t, és 1590 olyan mRNS-t sikeriilt azonositanunk,
amelyek szignifikansan eltérd expressziot mutattak a GBM-as
betegek mintaiban a kontrollmintakkal 6sszevetve. Ezek koziil 35
miRNS és 365 mRNS upregulaciot (log2FC > 1), mig 82 miRNS
és 1225 mRNS downregulaciot (log2FC < —1) mutatott. A
validalasra kivalasztott 3.1.5. és 3.1.6. fejezetekben leirt miRNS-
ek és mRNS-ek esetében végzett RT-qPCR méréseket kovetd
Mann-Whitney U teszt segitségével kalkulalt p-értékek alapjan
mindhdrom upregulalt (hsa-miR-196a-5p: p<0,00001; hsa-miR-
21-3p: p<0,00056; hsa-miR-10b-3p: p<0,00001) és mindkét
downregulélt (hsa-miR-383-5p: p<0,00028; hsa-miR-490-3p:
p<0,00056) miRNS, valamint mind a hét up- (E2F2: p=0,00056;
HOXD13: p<0,00001; VEGFA: p<0,00001; CDC45: p=0,00024;
AURKB: p=0,0001; HOXCI10: p<0,00001 ¢és MYBL2:
p<0,00001) ¢és hét downregulalt mRNS (FABP6: p=0,02088;
PRLHR: p=0,00062; NEURODG6: p=0,00252; CBLNI:
p=0,00094; HRH3: p=0,00028; HCN1: p=0,00194 és RELN:
p<0,00001) esetében szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a
GBM vs. kontroll csoport dsszehasonlitasban. Igy elmondhato,
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hogy mind a miRNS-ek, mind az mRNS-ek esetében sikeresen
megerdsitettiik a szekvenalas soran megfigyelt eltérd expressziot
a GBM csoportban a kontrollhoz viszonyitva.

4.1.2. A validalt miRNS-ek diagnosztikai hatékonysdganak
jellemzése EasyROC program segitségével

A validdlt miRNS-ek normalizdlt expressziés adatait
felhasznalva generalt ROC-AUC gorbék alapjan megallapitottuk,
hogy a vizsgadlt miRNS-eink kiemelked6 diagnosztikai
potenciallal jellemezhetok AUC, szenzitivitasi és specificitasi
értékeik alapjan, melyek a kdvetkezOképpen alakultak a hsa-miR-
196a-5p, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-10b-3p, hsa-miR-383-5p ¢és
hsa-miR-490-3p esetében. AUC: 0,96032; 0,97768; 0,99206;
0,9375 ¢és 0,9648. A legmagasabb szenzitivitasi értékeket a két
downregulalodott miRNS-iink, a hsa-miR-383-5p (95%) és a hsa-
miR-490-3p (95%) esetében figyeltik meg. Valamivel
alacsonyabb, de ugyancsak kiemelkedd értékeket kaptunk az
upregulalodott hsa-miR-10b-3p (94%), a hsa-miR-21-3p (93,8%)
¢€s a hsa-miR-196a-5p (88%) esetében. Az 1-specificitas értékek
ettdl eltérd sorrendet kovettek. Ebben az esetben a legnagyobb
értékek az upregulalédott 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 downregulalddott hsa-miR-383-5p (95%) és
hsa-miR-490-3p (85%) kovetett.
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4.1.3. Az uj generacio szekvenalassal nyert miRNS és mRNS

adatkészlet kozott fennallo korrelacio

Az analizissel kapott korrelaciés adatok alapjan arra a
feltételezésre jutottunk, hogy a GBM-4s paciensekben
szignifikans mértékben up-, vagy downregulalodott miRNS-ek
részt vehetnek a sejtciklus (AURKB, CDC45, CDK6), a
sejtproliferacio (EGFR, VEGFA) és az angiogenezis (VEGFA)
folyamatdban  szerepet  jatsz6  gének  kifejezddésének
szabalyozasaban, ezaltal tumorndvekedést tdmogatd hatast
kifejtve. Tovabba ugyanebben a kontextusban elmondhat6, hogy
kolesonhatnak olyan upregulalt transzkripcios faktorokkal,
ugymint az E2F2 és a MYBL2, melyek szabalyozzak a
sejtciklusban, a sejtdifferenciacioban és a sejtproliferacioban
részt vevl gének atirasat. Ezen feliil mas target gének (4JAPI,
MMPY9, POSTN, STC2) az adhézi6 vagy a migracio
szabalyozasaval eldsegitik az attétképzddést, mig az upregulalt
HOXCI0 részt vesz a migracios kapacitast fokozo gének
transzkripcigjdban. Ezek mellett olyan géneket (LTBP-I,
POSTN) 1is azonositottunk, amelyeken keresztiil a tumorhoz
kapcsolddd makrofagok szabalyozo funkcidja befolyasolhatja a
tumor mikrokornyezetét.

4.2. NanoString nCounter _analizissel azonositott eltéerd
mértékben expresszalodott miRNS-ek a glioblastomas és kontroll

egyenek plazmamintdibol

A NanoString analizis eredményeként a vizsgalt 798 egyedi
miRNS-b6l 107 mutatott szignifikans kiilonbséget a daganatos és
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a normal plazmamintdk kozott a szlrési és differencialis
expresszios elemzést kovetden. A kapott expresszids 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 dsszesen 52 miRNS mutatott upregulaciot. A
szakirodalom, valamint a miRCancer ¢és miR2Disease
adatbazisokban  torténd keresésiink eredménye alapjan
elmondhatd, hogy az A&ltalunk azonositott eltérd mértéki
expressziot mutatd miRNS-ek tobbségérdl (~ 94%) mar korabban
kideriilt, hogy kiilonb6z6 rosszindulati daganatokkal, illetve
kozolik jonéhdnyan (~ 57%) a GBM-val is 0Osszefiiggésbe
hozhatoak. Azonban a GBM-hoz kothetd, eddig még mas
kutatocsoportok altal le nem irt 2 1) asszociaciot is
azonositottunk. Ezek a hsa-miR-1252-5p és a hsa-miR-591.

4.2.1. A NanoString nCounter analizis soran eltéré mértékben
expresszalodott miRNS-ek validalasa RT-gPCR mddszerrel

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 megnodvekedett expresszios
szintjét a GBM-4s csoportban. 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
addédtak, mig a hsa-miR-362-3p és a hsa-miR-133a-3p esetében
sem a GBM-4s, sem az egészséges kontrollmintdkban nem
tudtunk expressziot kimutatni. Eredményeinkhez hasonléan
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Wang ¢és munkatarsai szintén kimutattak a hsa-miR-195-5p
fokozott  expresszidjat GBM-as  betegek  vérmintaiban.
Feltételezésiik szerint ez a miRNS a zsirsav metabolizmus
szabalyozasaban miikodhet kozre GBM-ban [Wang & Lu, 2020].
Egyes megfigyelések szerint a relapszussal jellemezhetd
daganatos betegségek szoros Osszefiiggést mutatnak bizonyos
anyagcsere rendellenességekkel, mint példaul a zsirsav
bioszintézis csokkenése, melyrdl megéllapitottak, hogy szerepet
jatszik tobb daganatos betegség patogenezisében [Kannan et al.,
1980]. A hsa-miR-195 kifejez8dését vizsgalva Jia és munkatarsai
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ezen miRNS fokozott
honap), szemben a csokkent kifejezddést mutato betegekkel, akik
esetében ez az értek 15 honapnak adddott. Tovabba az altaluk
végzett, t0lélés vizsgalatdra irdnyuld tobbvaltozos Cox-
regressziods analizis azt mutatta, hogy a magas hsa-miR-195 szint
a betegség csokkent mortalitdsaval jart egyiitt [Jia et al., 2020]. A
kovetkezo validalt miRNS-iink, a hsa-miR-29a esetében Zhao és
munkatarsai megallapitottdk, hogy ezen miRNS aktivalja a GBM
programjat a PTEN, az EphB3 és a SOX4 downregulalasan
keresztiil, ezzel tamogatva a GBM agressziv természetét.
Megfigyelték tovabba, hogy a hsa-miR-29a fokozott expresszidja
korrelaciot mutat a betegek csokkent talélésével [Zhao et al.,
2019]. Az utols6 altalunk azonositott keringd miRNS-t, a hsa-
miR-433-3p-t illetden kordbbi tanulméanyok is leirtdk

crer

szignifikans asszocidciot taldltak ezen miRNS megvaltozott
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expresszioja és a betegségek klinikai kimenetele k6zott. Azonban
figyelték meg tobbek kozott gyomor karcindmaban ¢€s hepatitis
B-virussal asszocialt hepatocellularis karcindmaban [Luo et al.,
2009; Wang et al., 2012]. Ennek az ellentétes eredménynek
szamos oka lehet, beleértve a mintaforrasokat, a kimutatasi
modszerek és a tumor altipusok kozotti kiilonbségeken til az
egyéni kiilonbségeket is. Eppen ezért tovabbi vizsgalatokra van
sziikség a hsa-miR-433-3p GBM-ban betdltott szerepének
tovabbi értékeléséhez.

4.2.2. A validalt miRNS-ek diagnosztikai hatékonysaganak
jellemzése EasyROC program segitségével

A validalasbol szarmazo normalizalt expresszios adatokat
felhasznalva generalt ROC-AUC gorbék AUC, szenzitivitasi €s
specificitasi értékei alapjan megallapitottuk, hogy a két csoport
kozott szignifikdnsan eltérd expressziot mutatd hsa-miR-433-3p,
hsa-miR-195-5p és hsa-miR-29a-3p AUC értekei 0,98214-nek,
0,9704-nek ¢és 0,98214-nek adddtak, melyek mindegyike
kiemelkedd diagnosztikai potencidllal ruhazza fel a vizsgalt
miRNS-eket, ezaltal elérejelezve esetleges biomarkerként torténd
alkalmazhatosagukat a klinikai gyakorlatban. Ezen feltevésiinket
a vizsgalt miRNS-ek szenzitivitasi és specificitasi értékei is
alatamasztottak. Ugyanis 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.
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4.2.3. A miRNS célpontok gén ontologiai (GO) és utvonal
dusulasi elemzése

A miRNS-specifikus targetlistink felhasznalasaval végzett
GO BP ¢és KEGG utvonal-alapu funkciondlis annotacids
elemzésiink feltdrta, hogy a deregulalt miRNS-ek altal
poszttranszkripcios szinten szabdlyozott gének a tumorgenezis
szempontjabol kulcsfontossagu jelatviteli itvonalakban mutatnak
dusulast. Ehhez kapcsolodoan a bioldgiai folyamatok kozott a
DNS-metilaciot, a fehérjék O-kapcsolt glikolizacigjat, az RNS
polimeraz II prométerrdl 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
utvonal elemzés eredményei alapjan szaimos raktipus, igymint a
glioma, a prosztatrdk, a holyagrak, a kissejtes tiidordk, a nem
kissejtes tiidordk, a melanoma, az endometriumrdk, a
hasnyalmirigyrdk és a virusfertdzésekhez kothetd utvonalakkal
(hepatitis B, HTLV-I fert6z¢és) mutatkozott 6sszefiiggés.

4.2.4. A miRNS tarcetek fehérje-fehérje interakcios (PPI)

analizise

A target fehérjék és azok funkciondlis szempontbol fontos
interakcios partnereik kozott fennallo lehetséges
kolcsonhatdsokat az 4ltalanos és ,.cortex” specifikus PPI-
halozatok segitségével térképeztiik fel. A f0, bioldgiailag relevans
csomopontokat alkoto fehérjék a kdvetkezok voltak: BCL2, RB1,
PTEN, ERBB2, CCND1, ZEB1, FSCN1, WNT1, XIAP, FOXOl,
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UBA2, DNMT3B, ANXA2 ¢és WEEIL. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy mindkét halozatban 1ényegében ugyanazokat a
fehérjéket figyeltiik meg, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
eltér6 mértékben expresszalodott miRNS-ek olyan célgéneket
szabalyoznak, amelyek a tumorképzddést kivaltd alapvetd
folyamatokban vesznek részt. A NetworkAnalyst halozatelemzd
platform segitségével olyan folyamatokban figyeltink meg
dusulast, - a teljesség igénye nélkiil-, mint a sejtciklus, a virusos
karcinogenezis, az ubiquitin-medialt proteolizis, az apoptozis, a
transzkripcids szabalyozasi zavar rakban, a glioma genezis, az
EGEFR tirozin kinaz inhibitor rezisztencia vagy a FoxO-, a p53-,
az ErbB-, a PI3K-Akt-, és a neurotrofin jelatviteli utvonalak. A
kulcsfontossagu biologiai folyamatok koz¢ tartozott a sejtciklus,
az apoptozis, a fehérjemoddositd folyamatok, valamint a
sejtanyagcsere folyamatok pozitiv €s negativ szabalyozasa. A
molekularis funkcidk tekintetében az alabbiak dusuldsa volt a
legjelentdsebb: enzim-kotés, a transzkripcid negativ és pozitiv
szabalyozasa, transzkripcios faktor-kotés, kinaz-kotés és 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 keringd miRNS-ek
potencialis szabdlyozd molekuldk lehetnek a tumorgenezis
folyamataban. Ugyanakkor az adatok azt is szemléltetik, hogy
ezek a megfigyelések nem kizarélag egy adott tumortipusra
specifikusak. Azonban a halézat alapia megkozelités olyan 1j
fehérjék és interakcidok felfedezésének eszkozét biztosithatja,
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amelyek fizikai ¢és funkciondlis kolcsonhatasban allnak az
ugynevezett magfehérjékkel, ezaltal ) daganathoz kotheto
géneket vagy biomarkereket képviselhetnek.
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5. Ertekezés \ij tudomanyos eredményei

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 glioblastomaban szenvedd betegek
szovetmintdiban. Emellett  kiemelked6  diagnosztikai
mutatokkal jellemezhetdek, igy igéretes marker molekulai
lehetnek a betegségnek.

A MYBL2, AURKB, VEGFA, CDC45, E2F2, HOXCI0,
HOXDI13, HRH3, CBLNI, RELN, HCNI, NEURODG,
PRLHR, FABP6 gének midegyike esetében szignifikans
deregulaciot figyeltink meg a glioblastomas betegek
szovetmintaiban.

Kutatdsunk eredményeként egy olyan 5 miRNS-t és 14
mRNS-t tartalmazé panelt allitottunk 0ssze, amely segithet a
glioblastoma tumorgenezisének jobb megértésében ¢és
szovetmintdkon alapuld diagnosztizdldsdban a magyar
populécioban.

A szovetmintdkon tul, a glioblastomas betegektdl szarmazo
plazmamintakbdl is  sikeresen azonositottunk  eltérd
expressziot ~ mutatd  miRNS-eket. 53 szignifikdns
deregulécioval jellemezhetd miRNS-t detektaltunk.
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» A validalas 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 szovetmintadkban azonositott miRNS-ekhez
hasonldan kivalo diagnosztikai potenciallal rendelkeznek, igy
értékes non-invaziv biomarkerei lehetnek a betegségnek.

» Ebben a foldrajzi régidban mi végeztiik el6szor glioblastomas
betegek szOvetmintdinak miRNS ¢és mRNS, illetve
plazmamintdinak miRNS profilozasat.

Ugy vélem, hogy eredményeink a jovében jo alapjat képezhetik
egy nagyszamu prospektiv kohorszvizsgalatnak tovabbi validalas
céljabol.
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6. Osszefoglalas

A kozponti idegrendszert érintd daganatos betegségeket
tekintve magasan a glioblastoma (GBM) jelenti a legnagyobb
kihivast mind az egészségiligyi ellatérendszerben, mind az
alapkutatasban tevékenykeddk szamdra. A daganat nagyfoku
heterogenitasabol és infiltracidos képességébdl fakadd terapias
nehézségek, valamint fokozott recidiva hajlama miatt
esszencialis fontossagu kialakuldsdnak még mélyebb megértése.
Ezzel Osszefiiggésben sziikséges tovabbi kulcs molekulak
azonositdsa, melyek 1) terdpids és/vagy prognosztikai
célpontokként szolgéalhatnanak, Ilehetévé téve a Dbetegség
hatékonyabb kezelését, jobb kimenetelét és a tulélési 1dd
novekedését. Az ebben torténd eldrelépés reményében a jelenkori
molekularis biologia teriiletén kiemelkedd figyelemnek 6rvendd
miRNS-ekre esett a valasztdsunk, mely molekuldk, mint
poszttranszkripcionalis szabalyozok, nélkiilozhetetlen bioldgiai

Doktori munkdm sordn a mai napig is gold standard
eljarasként alkalmazott szovetbiopszidval nyert agyszovetmintak
miRNS profiljat hataroztam meg 1Uj generacios kis RNS
szekvenalassal, melynek elsddleges célja ezen molekuldk GBM
tumorgenezisben betoltott szerepének megismerése volt.
Kutatdsunk altal egy olyan, 6t miRNS-bdl (hsa-miR-196a-5p,
hsa-miR-10b-3p, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-383-5p és hsa-miR-
490-3p) allo6, GBM-ra specifikus miRNS panelt azonositottunk
sikeresen, melyek a daganatképzddésben igazolt szerepilikon tal
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diagnosztikai markerekként is funkciondlhatnak. Emellett,
szintén 1) generacios RNS szekvenalas alkalmazésaval kivantuk
igazolni a GBM-ara jellemz6, deregulaciét mutatdé miRNS-ek
valés szabdlyoz6d  funkcidjat. Ennek soran  sikeresen
identifikaltunk 14 mRNS molekulat (MYBL2, AURKB, VEGFA,
CDC45, E2F2, HOXC10, HOXD13, HRH3, CBLNI1, RELN,
HCNI, NEUROD6, PRLHR, FABP6), melyek a deregulalt
miRNS-ek szabalyozasa alatt allnak és szignifikdnsan eltérd
expressziot mutattak GBM-ban. Ezt kovetden célunk volt az 6t
validalt miRNS plazmamintakban térténd kimutatasa is RT-qPCR
madszerrel, melynek soran azonban egyik miRNS esetében sem
sikertilt mérheté amplifikaciot detektalnunk.

fgy kutatasunk masodik felében eltéré elven alapulé modszer
alkalmazaséval céloztuk meg a folyadék biopsziaval nyert
plazmamintak miRNS expresszios profiljanak feltérképezeését. A
NanoString modszer eredményeinek validaldsa soran sikerrel
azonositottunk harom keringd miRNS-t (hsa-miR-29a-3p, hsa-
miR-195-5p, hsa-miR-433-3p), melyek részt vehetnek a GBM
kialakuldsdban. Kutatdsunk jelent6ségét a betegség magas
mortalitdsi €és morbiditdsi mutatéi mellett az adja, hogy
analiziseinket valodi betegmintak segitségével végeztiik, melyek
a lehetd legnagyobb mértékben képesek reprezentalni a betegség
soran kialakul6 valtozasokat.
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