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1. BEVEZETES

Ez emberi szervezetben naponta 10-100 millidrd Uj sejt keletkezik [1]. Az ép genom
biztositasa az utddsejtek szamara elengedhetetlen a bioldgiai homeosztazis
kontrolldldsa érdekében. A daganatos betegségek hatterében olyan bioldgiai
valtozasok dllnak, melyek a kornyezeti és/vagy endogén hatasok okozta mutacidk
felhalmozdédasan keresztlil a sejtek normalis mikodésében zavart okoznak. A
szabalyozasban szerepet jatszd fehérjék megvaltozott mennyisége, funkcidvesztése
vagy hiperaktivitdsa olyan nemkivanatos eseményeket eredményezhet, mint a
sejtciklus ellenérzésének megszlinése, a programozott sejthaldl elkerilése, vagy a

sejtadhézio elhagyasa.

A rosszindulatu daganatok elleni kiizdelem vildgszerte jelentds egészségligyi probléma
és a varhato élettartam novekedésének meghatdrozé akadalya, hiszen ez a betegség
minden 6t6dik embert érinti élete soran és minden nyolcadik férfi vagy tizenegyedik
né halaldért felel6s. A Nemzetkdzi Rakkutaté Ugynokség (IARC) és a Globalis
Rakmegfigyel6 Intézet (GCO) altal a daganatok incidencidjara és mortalitasara
vonatkozo becslések szerint 2020-ban vilagszerte 19,3 millié Uj rakos eset és csaknem

10 millié rakos elhalalozas tortént [2].

A jelenlegi adatok alapjan a daganatok atlagos 6téves tulélése nem éri el az 50%-ot az
alkalmazott terdpidk toretlen fejlédése ellenére sem, igy még inkdbb felértékel6dnek a
daganatos betegségek elleni kizdelemben a prevencidés és korai diagnosztizalasi
lehetdségek. Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) adatai alapjan az dsszes malignus
tumoros megbetegedés 30-50%-a megel6zhets lenne [3], valamint a korai diagndzissal

altaldban novelhet6 a sikeres kezelés esélye.

Vildgviszonylatban a legtobb, évente 1,8 millié halalesettel jaré tumor a tlid6édaganat
(LC), mely a joléti tarsadalmakban a vezet6 daganatos haldlok. Az LC indukciéjdban
résztvevl legfébb tényezdk kozé példaul a dohanyfist, vagy a kipufogdgaz olyan
komponensei sorolhaték, mint a policiklusos aromas szénhidrogének (PAH), melyek in

vivo karos hatasait laboratériumi allatok, valamint emberek esetén is megfigyelték [4].



Az LC mellett a vastagbélrak (CRC) a legf6ébb daganatos haldlok, mely az 0Osszes
tumoros megbetegedés 9,2%-at teszi ki. Bar a CRC kockazatat az esetek 2-5%-aban [5]
olyan genetikai tényezG6k is novelhetik, mint a MisMatch Repair (MMR) [6] gének vagy
az Adenomatous Polyposis Coli (APC) [7]gén csiravonal mutacidja, szamos egyéb
tényez6 is szerepet jatszik, mint az elhizds, a gyulladasos bélbetegségek, a
mozgdasszegény életmdd, a vords husok és/vagy feldolgozott huskészitmények
fogyasztasa, a dohdnyzas, az alkoholfogyasztas, az inzulinrezisztencia vagy a nemeket

tekintve jellemz&bben a férfi nem [8].

A daganatos haldlozdsok 8,2%-at a majdaganat (HCC) okozza, melynek legfébb
kockazati tényez6i a kréonikus Hepatitis B virus (HBV) vagy a Hepatitis C virus (HCV)
fert6zés, az erds alkoholfogyasztas, vagy olyan anyagcsere-betegségek, mint az elhizas

és/vagy a cukorbetegség [9].

A morbiditasi és mortalitdsi mutatok alapjan azonban a legtobb haldlesetért felel&s
tudoérak csak az otodik a daganatok letalitasat tekintve, a hasnyalmirigyrakot, a
majdaganatot, az agy és kozponti idegrendszer daganatait és a nyel6csédaganatot
kovet6en [2]. Ezen tumortipusok esetén a magas halalozasi arany okai a daganatok
specifikus bioldgiajaban, szoveti lokalizaciéjaban, olykor a korai diagndzis
nehézségeiben keresendd6k [10], a késdi stadiumban vald — akar tiinetek megjelenését
koveté — diagnosztizalas ugyanis hatarozottan csokkenti az alkalmazott terapiak

hatékonysagat [11].

Mig a becslilt adatok szerint 2020-ban az 6sszes megbetegedés 50%-a és a haldlozdsok
58,3%-a Azsidban kovetkezett be, ahol a vildg népességének 59,5%-a lakik, addig az
Osszes daganatos eset 22,8%-a és a haldlozdsok 19,6%-a Eurépaban fordult el, annak
ellenére hogy a vildg népességének csupdn a 9,7%-a él ezen a kontinensen [12].
Osszességében tehat Eurdpaban a daganatos betegségek incidencidja magasabb a
globalis atlaghoz képest, mely azonban 8%-kal kedvez6bb gydgyulasi kilatasokkal
tarsul, ugyanis a mortalitds minden daganattipust figyelembe véve atlagosan 44%, az
52%-0s globalis atlaghoz képest [13]. A jobb eredményesség hatterében az egyre
szélesebb korben elérhet6 szlrdvizsgalatok, az alkalmazott diagnosztikus médszerek és

a célzott terdpias lehet6ségek fejlédése allhat, melyek fontos eleme a betegségekre



specifikus molekuldris biomarkerek vizsgalata — lehetéleg noninvaziv médon — és gyors

értékelése.

A magyar Nemzeti Rakregiszter adatai alapjan 2010-et kovet6en a daganatos
betegségek el6forduldasa Magyarorszagon is toretlen névekedést mutat. A 2010-es év
81 858 esetszdma 2017-re egészen 104 970-ig emelkedett, mely Osszesen 28%-os,

évente atlagosan 4%-os novekedés [14].

Magyarorszagon a daganatos megbetegedés a masodik leggyakoribb haldlok, minden
4. haldleset hatterében daganatos betegség valamilyen formaja all. Az elmult évtized
adatai alapjan ez az arany inkabb stagndl, minthogy javulé tendenciat mutatna. Bar a
pillanatnyi mutatdék a daganatos haldlozdsok szamaban nem mutatnak szamottevé
valtozast, a megbetegedések novekv6 el6forduldsa a mortalitasi mutatok jovébeli

novekedését prognosztizalja.

A globalizacidos hatdsokkal és életmddbeli szokasokkal Osszefliiggé kockazati
tényezbket, valamint a jelenlegi tendenciakat figyelembe véve a daganatos morbiditas
jelenlegi progndzisa 2040-re vildgviszonylatban 28,4 millié eset, ami a 2020-as becsiilt
esetszdmhoz képest 47%-os novekedést jelent [2]. Sziikségszer(i tehat daganatok
kialakuldsdért felel6s hatasok lehet6 legteljesebb megsziintetése, a széleskori
prevencidos megolddsok, a pontosabb diagnosztikai eljarasok és a hatékonyabb terapids
modszerek egylttes és folytonos fejlédése, valamint e teriiletek eredményeinek
miel6bbi gyakorlati alkalmazasa lehet6leg globalis szinten, nem csupan a joléti

tarsadalmakban.
1.1. A daganatok kialakulasat befolyasolé tényez6k

A potencidlisan karcinogén anyagok és hatasok nagyon széles kore ismert. A
rosszindulatu daganatok kialakuldsahoz a kérnyezeti és endogén hatasok, valamint az
orokletes tényez6k egyarant hozzajarulhatnak. A betegség kialakulasaban altaldban

szamos kornyezeti tényezd, és ugyancsak tobb genetikai faktor vesz részt.
1.1.1. Az 6rokletes tényezGk szerepe

A daganatok kialakuldsanak 10%-a orokletes mutacidkhoz kapcsolodik [15], melyek

meghatdrozdéak lehetnek a daganat fenotipusos megjelenésének gyorsasagdra, a



betegség patogenezisére és az esetleges gyogyulast kovet6 késébbi bioldgiai

eseményekre.

Példaul a gyermekeknél altaldban otéves kor el6tt el6forduld retinoblasztéma, a
fejl6dd retina rosszindulatu daganata, mely az esetek 60%-aban sporadikus mutdcidk
kovetkezménye, 40% esetén azonban oOrokletes, amikor is a Retinoblastoma 1 (RB1)
gén egy mutdns allélja 6roklédik egy normalisan mikoéds alléllal egyitt [16]. A
retinoblasztéma kialakuldsahoz végll mindkét esetben az RB1 gén mindkét alléljének
elvesztése, ezaltal a sejtciklus negativ kontrolljdban és a daganatsejtek
progresszidjaban kulcsszerepet jatszé [17] retinoblastoma tumorszuppresszor fehérje
(pRb)  funkciovesztése vagy ritkin az n-Myc proto-onkogén  aktivald
mutdcidja sziikséges [18]. Az Orokletes esetben azonban a daganat fenotipusos
megjelenése gyorsabb (a sporadikus esetben &atlagos 24 hdnap helyett atlagosan
csupan 15 hoénap) és jellemz6en kétoldali, tehat mindkét szemet érinti. Megfigyelték
tovabba, hogy ilyenkor az esetleges gyogyuldst kovetSen az élet kés6bbi szakaszaiban
mas tipusu daganatok kialakuldsanak a valdszinlisége hatszor nagyobb (36%) a nem

orokletes betegekhez képest (5,7%) [16,19].

Bar az orokletes genetikai tényez6k hatassal vannak a daganatfejl6désre és fokozott
kockazatot jelentenek, a kulcsgének mutaciéjanak felhalmozéddsahoz sziikség van
tovabbi molekularis eseményekre, példdul a sejtproliferdcid soran kialakulé és
maradandd spontan genetikai hibakra, vagy tovabbi kiilsé kérnyezeti expozicok karos

hatasaira [20].

1.1.2. A sejtciklus zavara

A genomi integritas fenntartdsa elengedhetetlen a malignus transzformacio elkerilése
szempontjabodl. Bar a becslések szerint a DNS-replikacidé hibaratdja kevesebb, mint egy
tévedés minden egymillidrd lemdsolt bazisban [21], hibdk mégis el6fordulnak. Ezek
szikségszer( kijavitasara szamos szabalyozd mechanizmus ismert, melyek kontrollaljak
a DNS szintézist, a mitdzist és a citokinézist [22]. Ha a hibdsan szintetizalt DNS
kijavitasat végz6 enzimek nem képesek a hibat korrigalni, a sejtnek sziikségeszerlien az
apoptozis Utjara kellene lépnie [23]. Ellenkez6 esetben a keletkez6 mutdcioé rogziilhet

és tovabb oroklédhet az utdédsejtekbe, mely a mutacidok felhalmozédasahoz, a
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sejtciklus szabdlyozdsaban vagy a DNS javitasaban érintett gének sérilése esetén végiil

daganatok kialakuldsahoz vezethet.

El6fordulhat tehat a sejtciklus zavarabdl adédd genetikai elvaltozds, a mutdcidkat
mégis a legtobb esetben (80-90%-ban) a kils6 kornyezeti tényez6k karos hatasai

okozzak [20].
1.1.3. Kérnyezeti expoziciok

A kornyezeti karcinogén agenseknek széles spektruma ismert, melyek altaldban
DNS-kdrosoddst vdltanak ki, azaz mutagén, genotoxikus hatdsuak. Epidemioldgiai
vizsgdlatok eredményei alapjan a rosszindulatu daganatok kialakuldasdért jellemzGen
olyan életmddbeli tényez6k tehetdk felel6ssé, mint az étrend Osszetétele [20], az
obezitas folyamatosan ndvekvd tendenciai [24], a tulzott alkoholfogyasztas [25], vagy a
dohanyzas. Utdbbi esetében példaul egy nagyszabasu prospektiv kohorszvizsgalat, az
1951 és 2001 kozott zajlott British Doctors Study meggydz6 statisztikai bizonyitékot
szolgdltatott arra vonatkozdan, hogy a dohanyzds noveli a tliddrak kialakuldsanak

kockazatat [26].

« 7oz

kornyezeti expozicio kémiai, fizikai, vagy bioldgiai eredetd.
1.1.3.1. Fizikai és bioldgiai hatasok

A fizikai tényez6k kozé tartozhatnak kilonbozé ionizald sugarzdsok, az ultraibolya
sugarzas, kilonféle porok, rostok és kristalyok (pl. azbeszt), de akar az Glémunka is,
mig a bioldgiai tényez6k kdzé olyan patogéneket szokas sorolni, melyek el8segitik a
karcinogenezist. Egyes virusok direkt médon a DNS-be torténd integracidé utjan
fejtenek ki génszabalyozd vagy onkogén hatast. Példdul a human papillomavirus (HPV)
genomja olyan onkogént tartalmaz, mely a fert6zott sejt osztdédasat serkenti, ezzel
noveli a méhnyakrak kialakuldasanak a kockazatat [27]. Mas patogének indirekten,
példaul krénikus gyulladasok altal kozvetitve tamogatjdk daganatképzddést. A
Helicobacter pylori (HP) krénikus gyulladdst okozva jelent6sen megnoveli a nyombél-
és a gyomorfekély, valamint a gyomorrdk (GC) kialakuldsanak kockdazatat [28]. A

hepatitis virusok okozta idilt gyulladds, a karcinogenezisnek kedvezé mikrokornyezeti
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valtozasok és fokozott oxidativ stressz hatassal vannak a sejtproliferaciora novelve a

majdaganat kialakuldsanak a kockazatat [29,30].
1.1.3.2. Kémiai karcinogének és a kémiai karcinogenezis

A karcinogének legnagyobb csoportjat a kémiai karcinogének adjak. Egyes kémiai
rakkelté anyagok a DNS-hez kozvetlenil, valtozatlan formaban koétédve idéznek el6
mutdciét. llyen direkt hatdsu karcinogén példdul az N-metil-N-nitrozo-urea (MNU),
mely nitritekb&l képz6dik savas koriilmények kozott (in vitro, de pacolt husok
fogyasztasa esetén akar in vivo is) és képes DNS-adduktokat képezni, ezdltal tumort

okozhat a vékonybélben, a vastagbélben és f6ként a gyomorban [31].

A legtobb kémiai karcinogén anyag azonban indirekt karcinogén. llyenek példaul a
szerves anyagok tokéletlen égésekor (pl. dohanyfist, kipufogdgaz, faszénnel vald
grillezés stb.) keletkez6 PAH vegyliletek, vagy az ipari élelmiszer feldolgozds soran

el6forduld nitrézaminok (NA).

A prokarcinogének metabolizdciés folyamatok eredményeként alakulnak at
karcinogénekké, és daganatkelt6 hatdsukat csak a sziikséges elGzetes kémiai
atalakulast kovetéen képesek kifejteni [32]. Az aktivdlé transzformacidban
kulcsszerepet jatszé enzimek az l-es fazisu metabolizalé enzimek, melyek képesek 4j
funkcids csoportot (pl. -OH, -SH, -NH;) kapcsolni prokarcinogén szubsztratjaikhoz, vagy
egy meglévé csoportjukat modositani, ezaltal beldliik aktiv, elektrofil metabolitokat
l[étrehozni [33]. Az igy keletkezett nagy reakcioképességli molekuldk kétédhetnek a
szervezetlink makromolekuldihoz és igy DNS-, RNS-, vagy fehérjeadduktok johetnek
létre. Az l-es fazisi metabolizalé enzimek legnagyobb szupercsaladja a citokrém P450
(CYP) enzimcsalad, mely szamos endogén és exogén vegyilet biotranszformaciéjanak

katalizadlasaban jatszik szerepet [34,35,36].

Az l-es fazisu, aktivald hatasi metabolizaldé enzimekkel oOsszetett rendszerben
mikoédnek egyltt a ll-es fazisu metabolizdlé enzimek. A ll-es fazisu metabolizald
enzimek féként transzferazok (példaul N-acetil-transzferaz  (NAT), vagy

glutation-S-transzferdaz (GST)), melyek a szubsztrajaikkal konjugatumot képezve
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elmindljak azokat. Kézrem(kodésikkel az aktivalt prokarcinogének jelentds része

kiliril a szervezetbdl és csak kis hanyaduk képes végiil a DNS-hez kotGdni.

A kornyezet és a genetika kolcsonhatdsainak tipikus példaja az egyéni érzékenység
kiilonbozésége a kornyezeti expozicidkkal szemben. Az iniciacié kialakuldsaban nem
csupdn az kornyezeti expozicid mértéke és koncentracidja jatszik szerepet, hanem
olyan genetikai polimorfizmusok is, melyek a kornyezetb6l a szervezetbe keril6
vegylletek karcinogén hatdsait befolydsoljak. Az l-es és ll-es fazisi metabolizald
enzimek mindegyikének jellemzéen tobb polimorfizmusa van jelen a populdcidban,
ezdltal az egyének érzékenysége a kilonbozd expoziciokra, véglil egy betegség

kialakulasara nagy eltéréseket mutathat [37].

A karcinogenezis tobblépcsés folyamatanak potencidlis kiindulédpontjai lehetnek a DNS
adduktok altal |étrehozott szerkezeti és funkciébeli valtozasok. Amennyiben a DNS-t
érinté elvaltozasokat (pl. bazis kicserél6déseket, delécidkat vagy inzercidkat) a DNS

javité mechanizmusok nem képesek helyrehozni, permanens mutaciok keletkezhetnek.

Ha proto-onkogéneket érinté aktivalé mutdciok, vagy a tumorszuppresszor gének
funkcidvesztését okozd inaktivalé mutacidk keletkeznek, az irreverzibilisen
megvaltoztathatja a kdédolt fehérjék aktivitasat és/vagy mennyiségét, ami a késGbb
bekovetkez6 tovabbi mutacidkkal egylitt a sejtciklus szabalyozdsanak zavarahoz
vezethet. Ennek kovetkeztében a sejtek a normalisnal gyorsabban szaporodnak és

tovabbadjak az altaluk hordozott mutaciokat.

A daganatkialakuldsdban olyan kémiai anyagok is részt vehetnek, melyek nem
mutagének, dnmagukban nem képesek daganatot okozni, de képesek szabdlyozni
sejtciklus-kontrollalé gének miikodését és promoterkén gyorsitjdk az inicidlt sejtek
proliferacidjat, mely tovdbb ndéveli az Ujabb genetikai hibak létrejottét [38]. A
forbolészter példaul nem genotoxikus, de mitogén hatdsu a protein kindz C (PKC)

serkentésével [39].

A mutdaciok egyre gyorsabb felhalmozddasa véglil az osztodasi képesség tovabbi

novekedéséhez, az apoptdzis és a replikativ oregedés elkeriiléséhez, angiogenezishez,
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a sejt adhézid diszfunkciojahoz, a kornyez8 szovetek invazidjahoz és metasztazishoz

vezethet [40-44].

Osszességében tehat a kialakult gén-, vagy kromoszémaszintli genetikai eltérések
meghatdrozzdk a sérilt sejtek bioldgiai tulajdonsagait, mas sejtekkel valé
interakcidjukat, invaziv és/vagy metasztazisképz4 képességiiket és az esetlegesen

alkalmazott terdpiara adott valaszukat, igy annak eredményességét.

A vizsgalatunkban hasznalt  7,12-dimethylbenz(a)anthracene  (DMBA) a
kornyezetlinkben gyakran el6forduld PAH [45,46]. A PAH vegylletek jellemz&en
szerves anyagok tokéletlen égése soran keletkeznek, igy példaul a cigarettafiist vagy az
autok altal kibocsatott kipufogdgdz a DMBA-expozicid jellegzetes és jelent6s forrasai
[47]. A DMBA sejttenyészetben és in vivo allatkisérletekben is gyakran hasznalt
genotoxikus karcinogén agens [48], mivel a human daganatokhoz szévettanilag
hasonlé tumorokat eredményez [49]. A DMBA prokarcinogén, melyet a CYP
metabolizalé enzimek aktivalnak [50,51]. A keletkez6 metabolitok alkilalhatjak a DNS-t
vagy mas cellularis makromolekuldkat, igy a DMBA részt vehet a karcinogenezis kezdeti
fazisaiban, ugymint az iniciaciéban és a promadcidoban [52,53]. Mindemellett a DMBA
fokozza a reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzddését [54], mely hatas szintén
hozzajarulhat a sejtek diszfunkcidjdhoz, vagy megvaltozott viselkedéséhez [55].
Korabbi vizsgdlatok ramutattak, hogy a DMBA mar 24-48 érdval a kezelést kdvetben
hatdssal van egyes gének (pl. H-RAS, c-Myc, p53) és miRNS-ek (pl. miR-21, miR-146a)

expresszidjara, melyek ilyen médon korai biomarkerként alkalmazhatdk [56,57].
1.2. Molekularis biomarkerek szerepe a daganatok prevencidjaban

Minden rosszindulatu daganat kialakulasat megel6zik molekularis bioldgiai jelenségek,
példaul génexpressziés mintazatok atrendezddése. Ebben az idGszakban a klinikai

tinetek még nem jelennek meg, ezért a folyamat nehezen ismerhet6 fel.

A daganatok kialakuldasat meghatarozé mutdcidkat, kromoszéma-rendellenességeket
és/vagy a betegség fenotipusos megjelenését atfogdan vizsgalni rendkivil koltséges és

idGigényes, ezért komoly érdek fliz6dik olyan biomarkereket Osszefogd vizsgalati
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modszerek kidolgozasahoz, melyek a karcinogén hatdasok minél kordbbi felismerését

teszik lehet6vé.
1.2.1. Mutaciok vizsgalata

A karcinogenezis kutatdsa soran kezdetben a kémiai karcinogének altal okozott
genotoxikus és mutagén hatdsok detektaldsa, megismerése és megértése volt a

legf6bb cél.

A CRC kialakulasakor példaul a karcinogenezis korai szakaszaban tlinetmentesen
fejl6d6é premalignus adenomdk megjelenését molekularis szinten jelezheti a
kolorektalis daganatokban gyakran el6fordulé APC génmutacid [7]. Ennek detektalasa
lehet6séget ad a korai diagndzisra, mely novelheti a kezelések sikerességét, az olyan
tinetek ugyanis, mint avér a székletben, a fogyas, vagy a faradékonysag a
karcinogenezis mar el6rehaladott stadiumaban jelennek meg, és ekkor az alkalmazott

terapiak hatékonysaga nagymértékben csokken [8,58,59].

A daganatképzddés biomarkereivel kapcsolatos korai irodalmi adatokban tehat, a
potencialis karcinogének vizsgdlata elsGsorban azok karcinogén hatdsaira 6sszpontosul,
a vizsgdlatok genotoxicitdson alapulnak és kromoszéma- vagy génszintl mutagenitast

jeleznek.

A hagyomanyos karcinogenitasi vizsgalatokban napjainkban is elsédleges szerepet tolt
be az 1973-ban Bruce Ames altal kifejlesztett és kozzétett Ames-teszt, mely egy adott
vegylilet mutagén hatasanak észlelésére a korabbiaknal gyorsabb, viszonylag
koltséghatékony és konnyen replikdlhaté megoldast adott [60,61]. A hagyomanyos
citogenetikai kromoszémaanalizis jellemz6 technikdja a Giemsa kromoszédmasdvozas és
festés. A maddszerrel a sejt teljes kromoszémaallomanyardl kapunk informaciot, igy
felismerhet6ek a kromoszomaaberraciok, delécid, transzlokacié vagy duplikacid.
Segitségével azonban csak az 5-10 Mb-nal nagyobb méretl eltérések mutathatok ki,

melyek mikroszképpal lathatdak [62].

A korai vizsgalati mddszerek tehat a bekovetkezett mutacidk azonositasara iranyulnak
és mutagén, genotoxikus hatdsu karcinogéneknek a vizsgdlatat teszik lehet6vé. Ahhoz

azonban, hogy a mutacidk elkeriilheték legyenek és mélyebben megismerjik a
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karcinogenezist elinditd és elGsegité mechanizmusokat, sziikségessé valt a mutdcidt

megel6z6 korai bioldgiai valtozasok detektaldsa és megértése.
1.2.2. Génexpressziok vizsgalata

A karcinogenitasi vizsgalatok Uj teriiletét nyitottak meg a mutaciok detektaldsan tul a
gének expresszidjat befolyasold hatasok vizsgalatai. A génexpresszids valtozasok
szamos kémiai, fizikai vagy bioldgiai karcinogén vegyilet altal okozott karosodast
reprezentalhatnak mind sejttenyészetekben, mind in vivo allatkisérletes modellekben

[63].

A Pécsi Tudomdnyegyetem Altalanos Orvostudomdnyi Kar Orvosi Népegészségtani
Intézetében korabban végzett génexpresszids vizsgdlatok ramutattak, hogy a
kornyezeti daganatkelté anyagok (a DMBA és az MNU) a c-Myc és a Ha-ras onkogének
fokozott expresszidjat idézik el6 példaul a tlid6ben és a csecsemGmirigyben a DMBA
kezelést kovetben 6 és 12 draval, az MNU kezelést kdvet6en pedig mar 3 draval.
Emellett az MNU 12 6rdval a kezelés utan novelte a p53 sejtciklus szabalyozé és
tumorszuppresszor gén kifejez6dését. A génexpressziés mintdk vizsgalataval
megfigyelhet6 volt a direkt karcinogén hatdsi MNU és metabolikusan aktivalt DMBA

eltéré mechanizmusa [53].

A mutacidok és kromoszomaaberracidk vizsgalatain tul tehat, a daganatkialakulads
folyamatanak oOsszetettebb, atfogdbb megértését teszi lehetévé a génexpresszids
mintazatok, mint biomarkerek tanulmdnyozdsa. A mutdcidk keletkezésekor ugyanis a
legtobb esetben szintén megfigyelhet6k eltérések a gének kifejez6désében, de
génexpresszidés szinten olyan hatasok is megfigyelhet6k, melyek a mutdcioktdl

fliggetlenek.

A karcinogén anyagok emellett nem minden esetben genotoxikusak, mégis jelent8s
hatasuk lehet a karcinogenezisben szerepet jatsz6 gének miikodésének
befolyasolasaval a daganatképz8désre. A sejtciklust kontrollalé tumorszuppresszor
gének expresszidjanak csokkentése torténhet egy egyébként nem mutagén
epigenetikus hatas, példaul DNS-metilacié eredményeként is. A végeredmény ebben az

esetben is a normalisan m(ikédé tumorszuppresszor fehérje mennyiségének
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csokkenése, hatasanak redukaldsa. A génkifejez6dés megvaltozasahoz tehat nem

szikségszer( az adott gén mutacidja.

A karcinogenezis kilonb6z6 pontjain, az egészséges allapothoz viszonyitott eltéré
génexpressziés mintazatok korai biomarkerként jelezhetik a karos koérnyezeti
expozicot, annak mértékét, lehetGséget nyujtanak a tumorgenezis stddiumainak
detektaldsara, vagy a sejtek mikodésbeli valtozdsainak kimutatasara, a kivaltd okok

pontosabb megértésére [64-66].
1.2.2.1. A vizsgalatban szerepl6 mTORC1 gén

Az mTORC1 (Mammalian target of rapamycin complex 1) a sejtnévekedés egyik f6
szabdlyozdja, szabalyozza az aminosavszint ingadozdsaira adott sejtreakciét [67], a
sejtanyagcsere folyamatokat, a transzlaciét [68]. A karcinogenezis szempontjibadl
szintén figyelmet érdemel, hogy az mTORC1 és a lizoszémak kozotti konvergencia
koordindlja az autofagiat, megnovelve ezzel a sejtek tulélését tapanyaghidanyos
kornyezetben [69,70]. A daganatos sejtek ugyanis a megvaltozott anyagcsere és
osztodasi potencialjuk végett jellemz6en tdpanyaghidnyban szenvednek [71,72]. Ezen
tal példaul egér és gyimolcslégy modellekben in vivo is megfigyelték, hogy az
mTOR-Utvonal farmakolégiai gatlasa meghosszabbithatja a tényleges élettartamot az
autofagia és a transzlacié szabdlyozasaval [73,74]. Az mTORC1 aktivalé mutacidéit a
human daganatok széles korében azonositottdk és a sejtndvekedés egyik kozponti
vezérlGjeként kulcsszerepet jatszik a rosszindulatu daganatképzddésben, de szamos
mas életmdddal kapcsolatban allé betegség kialakuldasaban is, példaul a sziv-ér

rendszeri betegségek, az elhizas vagy a cukorbetegség [75,76].
1.2.3. MikroRNS expressziok vizsgalata

A valtozatos génexpresszids mintazatok megértésén tul a gének reguldcidjaban
kozremUkodé mikroRNS-ek (miRNS) hatasainak a feltérképezése tovabbi részletek
megismerésére biztosit lehetéségeket, példaul géntermékek megjelenéseirdl, relevans
szabdlyozasi Utvonalak, valamint vellik 0sszefliggésben allé egymast akar kolcsondsen
szabdlyozd miRNS-ek funkciodirdl, azok mddosuldsairdl, illetve, hogy azok mintdzata

milyen élettani folyamatokat tiikroz. A folyamatok egzakt megismerése lehetG6séget
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nydjthat a génexpressziés mintazatoktdl komplexebb és érzékenyebb miRNS

expresszios mintazatok biomarkerként torténé alkalmazasara.
1.2.3.1. A miRNS-ek

A miRNS-ek ndévényekben, allatokban, gombdkban és néhany virusban megtaldlhaté
specidlis 19-22 nukleotid hosszusagu erdsen konzervalt RNS molekuldk, melyek a
részben vagy teljesen komplementer messenger RNS-ek (mRNS) megfelel6 3’
UTR-jéhez (three prime untranslated region) vald kot6déssel képesek befolyasolni azok
transzlaciojat, ezen keresztll a fehérjekddold gének expresszidjat, a fehérjeszintézist
[77]. Bar egyes miRNS-ek extracelluldrisan is el6fordulhatnak, és kimutathatok
kiilonféle testfolyadékokban (pl. szérum, plazma, nyal, vizelet, anyatej), donté

tobbséglik mégis a sejteken belil taldlhato [78].

1.2.3.2. A miRNS-ek biogenezise

A miRNS-ek a human genomban o0ndlléan vagy klaszterekbe csoportosulva
helyezkednek el, biogenezisiik az innen torténd atirasukkal a DNS fligg6 RNS polimeraz
Il vagy ritkdbban a DNS fiiggé RNS polimeraz Il segitségével torténik. A jelenleg ismert
miRNS-eknek nagyjabdl a fele intragenikus és féként a fehérjekdédolé gének
intronjaibdl, ritkdbban azok exonjaibdl késziilnek. A tobbi miRNS intergenikus, host
géntdl fuggetlenll irddnak at és specifikus promodterek dltal szabalyozottak [79]. A
transzkripci6 eredményeként keletkez6 Ugynevezett elsGdleges atiratok a

primary-miRNS-ek (pri-miRNS) [80].

Bar a miRNS-ek biogenezise nem kanonikus Utvonalakon (pl. tRNS-ekbdl) is Iétrejohet
[81], a kanonikus biogenezis utvonal a dominansabb miRNS képz6 utvonal. Ebben az
esetben a pri-miRNS-ek a génjeikbSl irodnak at, aztan a sejtmagban egy
mikroprocesszornak nevezett heterotrimer fehérjekomplex kivagja ki bel6lik a miRNS
prekurzorat, a pre-miRNS-t. A mikroprocesszor-komplex legf6bb részei az
endonukleolitikus hasitast végzé Drosha (Class 2 ribonuclease Il enzyme), illetve a
Drosha-t kvazi pozicionalé DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8) fehérje, de a

vagas hatékonysagat mads kapcsolddd fehérjék is befolyasolhatjak [82]. Ezt kbvetGen a
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hajtit képz6, 70-100 nukleotid hosszisagu pre-miRNS-t a sejtmagbol Exportin-5

transzport fehérje a sejtplazmaba szallitja [83].

A citoplazmaban uUjabb hasitds kovetkezik, melyet a Dicer (Class 4 ribonuclease Il
enzyme) enzim végez egy dupla szalu RNS koté fehérje (dsRBD, Double-stranded
RNA-binding domain) kozrem(ikédésével. A pre-miRNS hurok (loop) régidjanak

eltavolitasaval egy kis RNS molekula miRNA:miRNA* duplex keletkezik [84].

A duplex mindkét szala funkcionalis miRNS-ként mikodhet, mégis csak egy szal épil be
a RISC-be (RNA-induced silencing complex), mely végil a génszabdlyozas
kulcsfontossagl eszkozeként mdkodik [85]. A keletkez6 multiprotein komplex
katalitikusan aktiv Argonaute (AGO-1-4) fehérjéje véglil annak az mRNS
transzkriptumnak a hasitasat fogja elvégezni, mellyel a komplexbe épilt miRNS
vezetGszal kozel, vagy teljes egészében komplementer. Részleges egyezés esetén a
RISC génszabdlyozé hatdsa (az RNS-interferencia (RNSi)) a mRNS lebontdsa helyett

késbbb, a transzlacié elnyomasaval is megtorténhet [85-87].
1.2.3.3. A miRNS-ek szerepe a génszabalyozasban

A miRNS-ek a human génkifejez6dés megkozelit6leg 30%-50%-at szabalyozzak [88,89],
ezaltal olyan, a daganatképz6déssel kapcsolatosan fontos sejtbioldgiai folyamatokat

befolyasolnak, mint a sejtciklus [90], a sejtdifferencidlédas vagy az apoptdzis [91].

A miRNS-ek szabdlyozd hatasai rendkiviil valtozatosak lehetnek, ugyanis egy miRNS
tobb target génre lehet hatassal. Emellett nem csak a miRNS-ek fejtenek ki reguldciés

hatast, hanem a miRNS-ek biogenezisét is befolyasoljak mas tényezék.

A daganatképzédéssel kapcsolatosan a miRNS-ek onko vagy tumorszuppresszor hatast
is kifejthetnek az altaluk szabdlyozott gének természetétdl fliggéen [92]. Normalis
korilmények kozott a tumorszuppresszor miRNS-ek onkogének regulacidjat végzik,
csokkentve az aktiv onkogén hatasu fehérjék mennyiségét, ebbdl adéddan ezen
miRNS-ek funkcidvesztése onkogének fokozott transzlaciéjdhoz vezethet. Egyes
miRNS-ek kozvetlentl szabalyozzak az onkogének és/vagy tumorszuppresszor gének
expressziojat, mint példdul a MET proto-onkogént direkt szabdlyozé miR-199a [93].

Mas miRNS-ek az onkogének vagy tumorszuppresszor gének kozvetlen célpontjai.
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Példaul a sejtciklus egyik f6 proapoptikus szabdlyozdja a p53 tumorszuppresszor
fehérje, mely szabalyozza a miR-34 expressziéjat a miR-34 lokusz upstream p53-fiiggé
elemén keresztll [94,95]. Ezen kivil szdmos mikroRNS részt vesz a tumorsejtek
proliferaciéjaban, az apoptdzisban, az invazidban és a metasztazisban, példaul a
miR-134 fokozza a Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (p21) kifejez6dést, ezzel
szabalyozva a sejtnOvekedést és csokkentve a sejtburjanzast [96,97]. A szabalyozas
bonyolultsagat mutatja, hogy egyes miRNS-ek egyszerre fejthetnek ki onko és
tumorszuppresszor hatast is, mivel egy miRNS tobb mRNS-el lehet részben vagy
egészben komplementer. Bizonyos korilmények koézott a miR-125 mint
tumorszuppresszor képes csokkenteni a MUC1 és a Bcl-2 gének apoptdzisgatld (tehat
onkogén) hatasait [98,99], emellett elnyomja a vaszkuldris endothelialis ndvekedési
faktor (VEGF) expresszidjat gatolva ezzel a tumor proliferacidjat és az attétképzést
[100]. Azonban vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a miR-125 képes tumor
promoétereként hatni, ezzel elGsegiteni a tumorgenezist [98], és a STARD13
GTPaz-aktivald fehérjén keresztil el6segiti a metasztazis kialakuldsat bazalis sejtes
karcindma (BCC) esetén [101]. Az ellenkez6 hatasok lehetnek tumorspecifikusak, de
lehetségesek dozisfliggd eltérések is. Példaul a miR-155-5p esetén megfigyelték, hogy
a magas expresszioja gatolta a GC sejtek proliferacidjat és elGsegitette az apoptozist,
mig ezzel ellentétben a csokkent kifejez6dése el6segitette a proliferaciot és novelte a
sejtek rezisztencidjat az alkalmazott terdpids szerrel (cisplatin) szemben [102]. Ez
alapjan a miR-155-5p magas szintje el6nyo6s lehet, mig alacsony szintje inkabb karos

hatasu tumorellenes szempontbdl [103].
1.2.3.4. A miRNS-ek mint biomarkerek

A miRNS-ek kozil sokrdl elmondhatd, hogy torékeny genomi régidkban vannak jelen és
a malignusan transzformalt mintakban gyakran megfigyelt amplifikacio, delécié vagy
transzlokacio kovetkeztében tébbnyire megvaltozott expresszids mintazatot mutatnak

[104,105].

Mindemellett kisérletes vizsgalatokon és klinikai szovettani mintak elemzésén alapuld
bizonyitékok arra utalnak, hogy minden karcinogén hatas esetében megfigyelhet6k

specifikusan expresszalt miRNS-ek [106] és mivel a miRNS-ek a szérumban stabilak, igy
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potencialisan korai epigenetikai biomarkerekként szolgalhatnak kilénb6z6 daganatok

és egyéb betegségek kimutatasara [107].
1.2.3.5. A vizsgalatban szerepl6 miRNS-ek

A vizsgdlatba bevont miRNS-ekrél (miR-9-1, miR-9-3, miR-29a, miR-124-1, miR-132,
miR-134, miR-155, miR-212, miR-330) mar kordbban leirtdak, hogy megvaltozott
expressziot mutatnak szamos malignus daganatban és szerepik van kiilonb6z6
jelatviteli  utakon  keresztil onkogének vagy tumorszuppresszor gének
szabalyozasaban, a sejtek novekedésében, proliferacidjaban, invazidjaban,

migracidjaban, a metasztazis képzésében vagy az apoptdzisban.

A miR-9 kritikus szerepet jatszik a tumorgenezisben azaltal, hogy el&segiti a tumor
invazidjat és metasztazisat [108]. A sejt-sejt adhézidért felelGs transzmembran fehérje,
az E-cadherin alulszabdlyozasaval el6segiti a karcindmasejt mozgékonysagat,
invazivitasat, valamint aktivalja a B-katenin jelatvitelt, ami hozzajarul a VEGF fokozott
kifejez6déséhez, végeredményében az angiogenezishez [109]. Emellett szignifikansan

tulexpresszalt tobb daganattipusban [110-112].

A miR-29a kiilonféle fiziologiai folyamatok szabdlyozasaban vesz részt, beleértve a
virusreplikaciot, a gyogyszerrezisztenciat [113], a karcinogenezis szempontjabdl pedig
a sejtproliferaciot [114], a differencialédast [115], az apoptdzist [116], a fibrdzist [117],
az angiogenezist [118] és a metasztazisképzést [119]. Erzékenységének és
specifitasanak kdszonhetéen a miR-29a potencialis terapids célpontként és igéretes

biomarkerként szolgalhat kiilonb6z6 daganatok esetén [115].

A miR-124-1 tumorszuppresszor hatdsu miRNS azaltal, hogy gatolja a sejtciklust
szabdlyozo CDK6 (Cyclin-dependent kinase 6) transzlacidjat, valamint csokkenti a pRb
foszforilaciéjat [120]. Megfigyelt tovdabbd a tumorsejtekben a miR-124-1 gyakori
funkcidvesztése hipermetilacio kovetkeztében [121], és ez 6sszefliggést mutat a rossz

progndzisra utald klinikopatoldgiai paraméterekkel [122].

A miR-132 daganatspecifikusan onko és tumorszuppresszor hatast is kifejthet.

Onkogén hatdst figyeltek meg a hasnyalmirigy-karcinéma esetén, ahol elGsegiti a rakos

« s
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homolog) tumorszuppresszor gén gatlasaval [123]. Nem kissejtes tidédaganat (NSCLC)
valamint ismert a CRC sejtek esetén proliferaciét gatlé hatasa, és a programozott
sejthalal indukaldsa [125]. Ez utébbi tumortipusokban tehat inkdbb tumorszuppresszor

hatdst fejt ki.

A miR-134-rél kimutattak, hogy fokozza a p21 expresszidjat és elnyomja a ciklin D1, a
ciklin D2 és CDK4 (Cyclin-dependent kinase 4) fehérjék kifejez6dését melyek a
sejtciklus el6remozditéi és szamos emberi raksejtben fellilszabalyozddottak, eziltal
csokkenti a sejtburjanzast [96] és fokozza a programozott sejthalalt [126]. Megfigyelt
metasztazis-szupresszor hatasa is hepatocellularis karcindmaban a B1 integrin

alulszabdlyozasaval [127].

Tanulmanyok igazoljdk a miR-155 szerepét a gyulladasok kialakuldsaban azaltal, hogy a
transzformald novekedési faktor béta 1 (TGF-Bl) fehérje kozrem(ikddésével
szabdlyozza a kollagén szintézist [128]. A miR-155 szerepet jatszik a velesziiletett és
adaptiv immunvadlaszok szabdlyozasaban és szignifikansan tulexpresszalodik a
méhnyakrakos szovetekben a normal szévetekhez képest [129]. Ismert tovabba, hogy a
miR-155 a Suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) gén expresszidjanak gatlasaval

elnyomja a daganatos sejtek szaporoddsat és fokozza az apoptdzist [130].

A miR-212 tulzott expresszidja elnyomja a prosztatadaganat (PCa) sejtek proliferaciojat
és invazidjat, elGsegiti a PCa sejtek apoptdzisat [131]. A miR-212 altal szabalyozott
fehérjék hatassal vannak a tumorgenezis kilonb6z8 pontjaira, ideértve a
sejtproliferacidt, az invaziot, az attétképzést és az apoptodzist [132]. A SOX4
transzkripcidés faktor példaul a miR-212 célpontjaként részt vesz kulonb6z6
daganatsejtek invazidjaban, migraciéjadban, és metasztazisdban [133]. Megfigyelt
tovabba, hogy a miR-212 a rakos sejtek kemoterapidval vagy sugdrterapiaval szembeni

érzékenységét is befolydsolhatja [134].

A miR-330 gdtolja a CRC sejtek szaporoddsat azaltal, hogy elnyomja a BACH1 gén
expressziot poszttranszkripcids szinten [135]. Emellett tumorszuppresszor hatasu olyan
célgének regulacidjaval, mint a Musashi-1, melynek tulzott expresszidja 6sszefligg a

malignitas és a proliferativ aktivitds mértékével [136,137]. A tulzottan expresszalt
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miR-330 azonban el8segitheti a sejtek mezenchimadlis atalakuldsat, proliferacidjat,
invazidjat és apoptozisat a PRRX1 gén altal kozvetitett Wnt/B-catenin jelatviteli Gt

gatlasan keresztil [138].

Ezen miRNS-ek és az mTORC1 gén DMBA-val valé kdlcsonhatdsainak vizsgdlata fontos
informacidékat nyujthat a kémiai karcinogének altal indukdlt daganatok
patogenezisének hatterében all6 mechanizmusokrdl. Az eredményeink megértésével a
vizsgalt miRNS-ek és az mTORC1 tovabbi, a daganatképz6désben feltételezett szerepét
ismerhetjik meg, valamint értékelhetjik korai biomarkerként valé felhasznalasuk
lehet6ségét egy génekbdl allé vizsgdlati panel kidolgozasaban. Végul a primer,
szekunder és tercier prevencié eszkozeiként alkalmazva Uj lehetGségek nyilhatnak a

daganatos betegségek incidencia- vagy mortalitasi mutatdinak tovabbi csdkkentésére.
1.3. Célkit(izés

A daganatos betegségek természetébsl addddan a betegség kialakuldasa elleni
kiizdelemben egyre nagyobb jelent6séggel bir a prevencid, mely terileten
szlikségszer(i a karcinogén anyagok altal okozott hatdsokat/karosodasokat jelz6
molekuldris bioldgiai jelenségek minél korabbi felismerése, joval a klinikai tlinetek

megjelenése elGtt.
A vizsgalatunk célja ezzel 6sszhangban,

1. a kivalasztott kilenc miRNS (miR-9-1, miR-9-3, miR-29a, miR-124-1, miR-132,
miR-134, miR-155, miR-212, miR-330) és az mTORC1 gén megvaltozott
expresszidos mintazatainak korai biomarkereként torténd értékelése a DMBA

okozta karcinogén hatdsok kimutatasara 24 6raval a DMBA kezelést kovetGen.

2. tovabbd az mTORC1 gén és a vizsgalt miRNS-ek DMBA expoziciot kovetd

kélcsonhatasainak feltarasa.

3. az eredmények alapjan a vizsgdlt miRNS-ek és az mTORC1 gén felhaszndlasaval
egy olyan vizsgalati panel 6sszedllitdsa, mely alkalmas a karcinogén folyamatok
korai jeleinek azonositasara, vagy a bizonyitottan karcinogén és feltételezetten
kemopreventiv anyagok egyittes hasznalataval antikarcinogén anyagok gyors

vizsgalatdra is.
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2. ANYAG ES MODSZER

A vizsgalat soran CBA/Ca egerek két csoportjat hasznaltuk. Mind a kontroll-, mind a
DMBA-kezelt csoport 12 (6-8 hetes) egyedbdl (6 him, 6 ndstény) allt. A DMBA kezelt
csoport intraperitonealisan 20 mg / ttkg DMBA-t kapott 0.1 ml kukoricaolajban (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) feloldva, mig a kontrollcsoport 6nmagdban 0.1 ml
kukoricaolajat. 24 6ras DMBA-expoziciét kovetéen nyaki diszlokacié utan a boncolds
soran eltavolitottuk az allatok majat, veséit és Iépét, és az alabb leirtak szerint azokbdl

RNS izolalast végeztiink.

A laboratériumi allatokra vonatkozé irdnyelveknek megfelel6en az egerek humanus
ellatdsban részesiltek. A kisérletet a hatdlyos etikai el6irasoknak megfeleléen

végeztik. (Etikai engedélyszam: BA02/2000-79/2017)
2.1. RNS izolalas

A teljes cellularis RNS-t TRIZOL reagenssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) izoldltuk a gydartd utasitdsainak megfelel6en. Az RNS-min&séget abszorpcids
fotometriaval ellendriztik, és a tovabbiakhoz csak azokat az RNS-mintakat

hasznaltunk, ahol 260/280 nm esetén A>2.0 volt.
2.2. Reverz transzkripcids polimeraz-lancreakcié (RT-PCR)

A one-step PCR-t, beleértve a reverz transzkripciot és a cél amplifikacidt, a Kapa SYBR
FAST One-step qPCR kit (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA) alkalmazdasaval
végeztik 96 lyuku plate-en, LightCycler 480 qPCR (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA) platformon.

A hémeérsékleti programot az aldbbiak szerint allitottuk be: a mintdkat 5 percig
inkubaltuk 42 °C-on és 3 percig 95 °C-on, majd 45 cikluson keresztil (95 °C—-5's, 56 °C
— 155,72 °C—-5s), az egyes ciklusok végén fluoreszcens leolvasast végeztink. Minden
egyes futtatdst olvadasi gorbe analizissel végeztiink (95 °C—-5s, 65 °C—60s, 97 °C o0)
az amplifikacid specifitasanak megerdsitése érdekében. A reakcidelegy a kovetkezd
volt: 10 pl KAPA SYBR FASTqPCR Master Mix, 0,4 ul KAPA RT Mix, 0,4 ul dUTP, 0,4 ul

primerek, 5 pl templat miRNS, 20 ul 6ssztérfogatra kiegészitve steril bidesztillalt vizzel.
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Az mTORC1 gén, a vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, a miR-9-3, a miR-29a, a miR-124-1, a
miR-132, a miR-134, a miR-155, a miR-212 és a miR-330), valamint a belsé kontroll gén

(mouse U6), primer szekvenciait az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. Tablazat: A vizsgalat soran hasznalt primer szekvenciak.

- FORWARD REVERSE

miR-134 TGTGACTGGTTGACCAGAGG GTGACTAGGTGGCCCACAG
miR-132 ACCGTGGCTTTCGATTGTTA CGACCATGGCTGTAGACTGTT
miR-124-1 TCTCTCTCCGTGTTCACAGC ACCGCGTGCCTTAATTGTAT
miR-212 GGCACCTTGGCTCTAGACTG GCCGTGACTGGAGACTGTTA
miR-155 GACTGTTAATGCTAATCGTGATAG GTGCAGGGTCCGAGGTATTC
miR-330 GACCCTTTGGCGATCTCTG CTGTGCTTTGCTCGTTGGAT
miR-29a CCCCTTAGAGGATGACTGATTTC AACCGATTTCAGATGGTGCT
miR-9-1 CGGGGTTGGTTGTTATCTTT TGGGGTTATTTTTACTTTCGGTTA
miR-9-3 GCCCGTTTCTCTCTTTGGTT TCTAGCTTTATGACGGCTCTGTGG
mTORC1 AAGGCCTGATGGGATTTGG TGTCAAGTACACGGGGCAAG
mouse U6 CGCTTCGGCAGCACATATAC TTCACGAATTTGCGTGTCAT

A primereket az Integrated DNA Technologies (Integrated DNA Technologies Inc.,
Coralville, lowa, USA) szintetizalta, a szekvencidk korabbi publikdciékbdl szarmaznak

[139,140].
2.3. Szamitas és statisztikai elemzés

A relativ miRNS expresszids szinteket a 27227 mddszerrel szamitottuk ki és
hasonlitottuk Ossze. Az eredményeloszlas vizsgalatara szolgdld statisztikai elemzés
soran a Kolmogorov—Smirnov tesztet hasznaltuk. Az &atlagok 0Osszehasonlitasara
Levene-tipusu T-prébat hasznaltunk. A szamitasokhoz és az elemzésekhez az IBM SPSS
21 (International Business Machines Corporation, Armonk, NY, USA) statisztikai
szoftvert hasznaltuk. Statisztikailag szignifikdns szintnek a p<0,05 értékeket

tekintettlk.
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3. EREDMENYEK

Mind a negativ kontroll, mind a kezelt csoport esetén meghataroztuk a vizsgalt
miRNS-ek és az mTORC1 gén expresszidit 24 oraval a DMBA kezelést kdvetben. Az
eredmények feldolgozasa nem csupdn a kezelt és kontrollcsoport atlagos eredményeit
Osszegzi, hanem a nemek szerinti és szervek szerinti elvdltozasokat is annak
érdekében, hogy a minél mélyebb 0Osszefliggéseket ismerhessiink meg a DMBA
expozici®6 okozta mIiRNS és génexpresszids valtozasok kolcsonhatdsairdl. A
kontrollcsoporthoz képest az eltéréseket szazalékos formaban hataroztuk meg, ahol a

kezeletlen kontrollt tekintettiik 100%-nak.
3.1. Az mTORC1 gén expresszidjanak valtozasa

Megfigyeltik, hogy a néstény allatok esetén az mTORC1 gén expresszidja a DMBA
kezelést kovet6en 24 o6raval a minden vizsgdlt szervben emelkedett. Az 1. abra
megmutatja, hogy a kontrollcsoport értékeihez képest a majban 124% (SD=19,6%), a
[épben 182% (SD=25,4%), a vesékben pedig 324%-os (SD=49,2%) értéket tapasztaltunk.
Mindharom szervben statisztikailag szignifikdnsak voltak a valtozasok, a maj esetén a
p-érték 0,024 (p<0,05), ennél erésebben a Iépben 0,0001 (p<0,001), a vesékben pedig
0,000002 (p<0,001).
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1. Abra: Az mTORC1 gén expresszéjanak valtozasa 24 éraval a DMBA kezelést kdvetéen ndstény

CBA/Ca egerek majaban, Iépében és veséiben (*p<0,05; ***p<0,001).

A ndstény egereknél kapott eredményeink szerint tehat a vizsgalt szervek koziil a vesék
voltak a DMBA expozicidra a legszenzitivebbek, de 6sszességében minden szervet

figyelembe véve a DMBA egyértelmdi, er6s hatassal volt az mTORC1 kifejez6désére.

Ahogy az a 2. dbran lathatdé, a him allatok esetén ellenkez6 hatasokat tapasztaltunk. A
karcinogén expoziciét kdvetéen az mTORC1 génkifejez6dése csendesiilt, mely valtozas
minden vizsgdlt szervben egyiranyu volt. A legnagyobb atlagos valtozast a mdjban
tapasztaltunk, ahol a kontroll 100%-os értékéhez képest 83%-ra csokkent a
génexpresszid mértéke. A vesékben 11%-os csokkenést, mig a lépben csekélyebb
6%-0s csOkkenést tapasztaltunk. A tapasztalt szérdsok rendkivil er6teljesek az atlagos
valtozdsok mértékéhez képest, a maj esetén 19%, a lép esetén 33,2%, a vesékben

pedig 20%.
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2. Abra: Az mTORC1 gén expresszéjanak valtozasa 24 6raval a DMBA kezelést kévetGen him CBA/Ca

egerek majaban, lépében és veséiben.

A himek szerveiben mért elvaltozasok bar egyiranyuak, statisztikai szignifikancidjuk
nem éri el a kivant mértéket, mindharom szervben p>0,05, a majban 0,113, a Iépben

0,741, a vesékben 0,389.
3.2. A vizsgalt miRNS-ek expresszidjanak valtozasa a DMBA kezelést kovetéen

A DMBA kezelés nem csupan a vizsgalt mTORC1 gén expresszidjara volt hatassal,
egyértelml valtozdsok voltak megfigyelhet6k a vizsgdlatba bevont miRNS-ek

kifejez6désében is az 6sszes vizsgalt szervben.
3.2.1. A vizsgalt miRNS-ek expresszidjanak valtozasa a majban

A DMBA hatdsdra 24 éraval a kezelést kovet6en megfigyelhet6 volt a mdjban a vizsgalt
miRNS-ek kifejez6désének megvaltozasa mind a him, mind a néstény allatok esetén a

kontrollcsoporthoz képest.

A ndstények majaban a miR-9-1-et leszamitva minden vizsgalt miRNS esetén er6s6d6

expresszidos mintazatot tapasztaltunk. A miR-9-1 egyedili csokkend eredménye
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azonban figyelemreméltdé, hiszen erGteljes 84%-os csokkenés, melynek a szdrasa

csekély mértékd, csupan 6,5%, és statisztikailag erésen szignifikans (p=0,0003).

A kontroll eredményekhez képest a legcsekélyebb valtozast a miR-330-nal
tapasztaltunk. Az emelkedés mindossze atlagosan 14%-os, ennél azonban valamivel
nagyobb 19%-os szdrdssal. Emellett ezen miRNS kifejez6désének a valtozdsa volt az
egyetlen, melynek a statisztikai szignifikancidgja nem érte el az alapvetéen elvart

p<0,05-0s hatarértéket (0,18).

A n6stények majaban miR-330-on kivil minden tovabbi, a vizsgalatban szereplé miRNS
statisztikailag szignifikdns eredményt adott a DMBA kezelés hatdsara a kontroll
értékekhez képest. Ezek a szignifikanciak rdadasul jellemzGen er6s p<0,001 értéket
mutattak. Kivételt csak a legcsekélyebb névekedést mutaté miR-29a képezett, ahol az
58%-0s (SD=30%) novekedéshez p=0,002 (p<0,05) érték tarsult, megkozelitve, de at

nem lépve a p<0,001-es hatart.

A legerGsebb eltérést a miR-9-3 kifejez6désében figyeltiink meg 330%-os (p=0,00005)
atlagos emelkedéssel a kontrollhoz képest, 118%-0s szdrdssal. Ezt a miR-132 kovette a
100%-o0s kontroll mellett 359%-0s (p=0,00004) értékkel, melyhez 90%-0s szoras tarsult.
A miR-124-1, a miR-134, a miR-155 és miR-212 esetén kapott értékek tobb mint
kétszer magasabbak voltak a kontrollcsoport azonos génjeihez képest. A
miR-124-1 70%-0s szorassal 243%-ra (p=0,0007), a miR-134 50%-0s szorassal 213%-ra
(p=0,0003), a miR-155 31%-0s szérassal 211%-ra (p=0,00001), a miR-212 pedig 49%-0s
szordssal 204%-ra (p=0,0006) emelkedett.

Osszességében a néstény egerek majaban mért miRNS expresszids valtozasok, ahogy

azt a 3. abra mutatja, jellemz6en erételjesek és statisztikailag szignifikdnsak voltak.
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3. Abra: A vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, a miR-9-3, a miR-29a, a miR-124-1, a miR-132, a miR-134, a
miR-155, a miR-212 és a miR-330) expresszdjanak valtozasa 24 6raval a DMBA kezelést kovetéen

ndstény CBA/Ca egerek majaban (*p<0,05; ***p<0,001).

A him egerek majadban megfigyelt miRNS expressziés mintdzat nagy kilonbségeket
mutatott a néstények azonos szervéhez képest (4. abra). Az eltérések csekélyebbek
voltak a kontrollcsoporthoz képest, valtozatos, de inkabb csokkend irdanyuak, a valtozas

mértékéhez képest altaldban jelentds szérassal.

A vizsgdlt miRNS-ek kozlil a miR-132, a miR-212 és a miR-155 esetén csekély
eltéréseket tapasztaltunk. Negativ irdnyu volt a miR-132 5%-os csékkenéssel (p=0,73)
és 24%-os szorassal, valamint a miR-212 6%-os csokkenéssel (p=0,63) és 23%-0s
szorassal, a miR-155 esetén azonban 14%-os novekedés (p=0,36) volt megfigyelhet6

25%-0s szorassal.

Bar a miR-29a 75%-0s novekedést (SD=72%, p=0,052), a miR-134 pedig 32%-os
csokkenést (SD=22%, p=0,058) mutatott a kontroll eredményekhez képest, a miR-132,
a miR-212 és a miR-155 mellett e két miRNS eredményei nem feleltek meg a

statisztikai szignifikancia kapcsan tamasztott (p<0,05) kdvetelménynek.
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4. Abra: A vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, a miR-9-3, a miR-29a, a miR-124-1, a miR-132, a miR-134, a
miR-155, a miR-212 és a miR-330) expresszdjanak valtozasa 24 draval a DMBA kezelést kovetGen him

CBA/Ca egerek majaban (*p<0,05).

A vizsgalatban szereplS kilenc miRNS kozil csupan négy érte el a p<0,05 statisztikai
szignifikancia értéket (miR-330, miR-124-1, miR-9-1 és miR-9-3), de ezek kdziil egy sem
felelt meg a néstény csoport majaban gyakran tapasztalt p<0,001 értéknek. A miR-330
esetén pozitiv irdnyd 185%-os valtozdsahoz (SD=99%) 0,002-es szignifikancia szintet
tapasztaltunk, mely a him egerek majaban mért legnagyobb vdltozds, és annak
ellenére, hogy nem éri el p<0,001 értéket, erésen szignifikans eredmények tekinthetd.
A tovabbi hdrom statisztikailag szignifikans eredményt mutatdé miRNS esetén
expresszio csokkenés volt megfigyelhet6 a kontrollhoz képest. A miR-124-1-nél 44%-o0s
(SD=15%), a miR-9-3-ndl 46%-0s (SD=19%), a miR-9-1-nél pedig erdteljesebb 70%-os
(SD=8%) negativ iranyu eltérést tapasztaltunk. Utdbbi kett6 esetén a p-érték
megkozelitette a p<0,001 értéket, mig a miR-9-3 esetén p=0,004, addig a miR-9-1-nél
p=0,002 volt tapasztalhatd. A miR-124-1 esetén ugyanez az érték 0,021 volt.

3.2.2. A vizsgalt miRNS-ek expresszidjanak valtozasa a |épben

A néstény egerek lépében jellemzéen pozitiv iranyl expresszid valtozasok voltak

megfigyelhetSk a kontroll értékekhez képest, ahogy ezt az 5. abra szemlélteti. A kilenc
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vizsgdlt miRNS-b6l csupan egy, a miR-155 mutatott expresszid csokkenést csekély

mértékben (4%), 13%-os szorassal és p=0,64 szignifikancia értékkel.

A miR-155 mellett a miR-29a, a miR-9-1, a miR-330 és a miR-212 statisztikai
szignifikancidja sem érte el a p<0,05 értéket. Ezen miRNS-ek mért értékei a 100%-0s
kontrollhoz képest pozitivak irdnydak voltak. A miR-29a eredménye 111% 22%-o0s
szérassal és 0,45-0s p-értékkel, a miR-9-1-é 147% 41%-os szérassal és 0,053-as
p-értékkel, a miR-330-é 149% 47%-os szérassal és 0,06-os p-értékkel, a miR-212-é
pedig 183% 89%-0s szdrdssal és 0,059-es p-értékkel.

A tovabbi négy vizsgalt miRNS esetén rendkivil erds (p<0,001) statisztikai
szignifikanciat tapasztaltunk. A p-érték a miR-9-3 esetén 0,0006, a miR-132 esetén
0,0001, a miR-134 esetén 0,00001, a miR-124-1 esetén pedig 0,00006 volt.
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5. Abra: A vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, a miR-9-3, a miR-29a, a miR-124-1, a miR-132, a miR-134, a
miR-155, a miR-212 és a miR-330) expresszdjanak valtozasa 24 6raval a DMBA kezelést kévetéen

ndstény CBA/Ca egerek lépében (***p<0,001).

A néstények |épében a legnagyobb eltérést a miR-124-1 expresszid valtozdsaiban

tapasztaltunk a kontrollhoz képest, melynek mértéke 464% (SD=170%) volt, ezt
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kovette a miR-134 319%-o0s (SD=94%) értéke és a miR-132 221%-os (SD=85%) értéke. A
legkisebb, még statisztikailag szignifikans értéket a miR-9-3 esetén figyeltik meg 230%
(SD=64%).

A 6. dbran lathatd, hogy a him egerek lépében a kilenc vizsgalt miRNS kozul 6t esetén
(miR-132, miR-212, miR-155, miR-330 és miR-29a) tapasztaltunk statisztikailag
szignifikans eltérést a kontrollcsoporthoz képest. Mig ez az érték a miR-330 esetén
0,02 (p<0,05) volt, addig a miR-132-nél 0,0003, a miR-212-nél 0,00002, a miR-155-nél
0,0004, a miR-29a-nal pedig 0,00004 volt, tehat ez utébbi esetekben a p<0,001.
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6. Abra: A vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, a miR-9-3, a miR-29a, a miR-124-1, a miR-132, a miR-134, a
miR-155, a miR-212 és a miR-330) expresszdjanak valtozasa 24 éraval a DMBA kezelést kdvetéen him

CBA/Ca egerek lépében (*p<0,05; ***p<0,001).

A szignifikans valtozast mutatd miRNS-ek kozil a miR-29a expresszidjanak az erGteljes
csokkenését tapasztaltuk 10%-ra csupan 2%-os szorassal. A masik négy esetben a
kifejez6dés novekedése volt megfigyelhets, a legnagyobb mértékben a miR-330-nal
557%-ra erBs 413%-os szorassal. Ezt koévetSen nagyon hasonléd eredményekkel
kovetkezett a miR-155 (261%, SD=71%), a miR-132 (259%, SD=61%), majd a miR-212
(258%, SD=45%).
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A him egerek |épében a maradék négy miRNS expresszidja csupan csekély mértéki
eltérést mutatott a kontrollhoz képest, melyek emellett nem voltak statisztikailag
szignifikansak. Atlagosan a miR-134 3%-kal csdkkent (SD=23%, p=0,81), a miR-124-1
16%-kal csokkent (SD=25%, p=0,24), a miR-9-3 23%-kal csokkent (SD=22%, p=0,15), mig
a miR-9-1 28%-kal emelkedett (SD=28%, p=0,075).

3.2.3. A vizsgalt miRNS-ek expresszidjanak valtozasa a vesékben

A néstény egerek veséiben jellemzben erds pozitiv eltéréseket tapasztaltunk kezelt

csoportban a kontrollhoz képest (7. dbra).

A legkisebb valtozasokat a miR-29a és miR-155 miRNS-ek esetén tapasztaltuk, mely
eredmények azonban nem voltak statisztikailag szignifikansak. A miR-155 volt az
egyetlen, ahol negativ irdnyu valtoztas volt megfigyelhets, a csokkenés mértéke
25%-volt (SD=17%) 0,06 p-értékkel, mig a miR-29a-ndl esetén elenyészd, 4%-os
emelkedést tapasztaltunk (SD=16%, p=0,7).

A statisztikailag szignifikans eredmények kozul a legkisebb eltérést a miR-330 hozta,
mely a kontrollcsoporthoz képest 84%-kal emelkedett, a szérdsa 33%, mig a p-értéke
0,0007 (p<0,001) volt. A harom leger6sebb emelkedés a miR-132, a miR-124-1 és a

miR-134 esetén volt megfigyelhetd.
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7. Abra: A vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, a miR-9-3, a miR-29a, a miR-124-1, a miR-132, a miR-134, a
miR-155, a miR-212 és a miR-330) expresszdjanak valtozasa 24 6raval a DMBA kezelést kovetéen

ndstény CBA/Ca egerek veséiben (*p<0,05; ***p<0,001).

A miR-132 novekedése 496% (SD=154%) volt 0,00002 p-értékkel, a miR-124-1 421%-kal
emelkedett (SD=163%) 0,0001 p-értékkel, mig a miR-134 esetében a pozitiv irdnyu
eltérés 383% (SD=106%) volt 0,000006 p-értékkel. A miR-9-3 esetén a p-érték 0,0003
(p<0,001) és az emelkedése a kontrollhoz képest 266% (SD=85%). Ezen miR-ek tehat
statisztikailag erésen szignifikans (p<0,001) eredményeket mutattak, de a tovabbi két
vizsgdlt miRNS (miR-212 és miR-9-1), melyeknél p<0,05 eredmény sziiletett is erésnek
tekinthetd, hiszen a p-érték a miR-212 esetén 0,004, mig a miR-9-1 esetében csupdan
0,002. Emellett mindkett6 hatdrozott expresszid valtozdst mutatott a DMBA kezelést
kovet6en, a miR-212 értéke 416% (SD=204%) volt, a miR-9-1 értéke pedig 433%
(SD=196%).

A himek veséiben tapasztalt miRNS expresszids valtozasok rendkivil valtozatosak
voltak, melyet a 8. dbra szemléltet. Négy esetben nem kaptunk statisztikailag
szignifikdns eredményt. A 100%-os kontroll mellett a miR-132 értéke 121% 32%-os

szérassal és 0,2 p-értékkel, a miR-212 eredménye 67% 36%-0s szérassal és
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0,09 p-értékkel, a miR-29a értéke 103% 41%-o0s szérassal és 0,88 p-értékkel, a miR-9-3

eredménye pedig 62% 31%-0s szorassal és 0,054 p-értékkel.
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8. Abra: A vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, a miR-9-3, a miR-29a, a miR-124-1, a miR-132, a miR-134, a
miR-155, a miR-212 és a miR-330) expresszéjanak valtozasa 24 6raval a DMBA kezelést kovet6en him

CBA/Ca egerek veséiben (*p<0,05; ***p<0,001).

Ezen miRNS-eknél er6sebb kifejez6dést mutattak a statisztikailag szignifikans
eredményt hozéd miRNS-ek, a miR-134, a miR-124-1, a miR-155, a miR-330 és a
miR-9-1. A leger6sebb valtozds a kontrollhoz képest a miR-155 esetén volt
megfigyelhetd 109% (SD=40%), mely az egyetlen ndvekvé iranyu szignifikans valtozas a
him egerek veséiben er6s p-értékkel (p=0,0003 tehat p<0,001). A tobbi szignifikans
eredményt hozd miRNS kifejez6désében csokkenés volt tapasztalhatd. A legnagyobb
mértékben a miR-9-1 csokkent, melynek atlagos értéke a 100%-os kontrollhoz képest
13%-ra (SD=3%) esett le (p=0,000002). Ezt kovete a miR-330 32%-kal (SD=9%), ahol
p=0,0015, majd a miR-124-1 40%-os (SD=10%) eredménnyel és 0,00005 p-értékkel,
végil a miR-134 49%-o0s (SD=11%) eredménnyel, ami 0,00006 p-értékkel tarsul.
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Osszességében a kezelt csoport eredményei alapjan kijelenthetd, hogy a DMBA kezelés
24 ora elteltével hatdssal van a vizsgalt miRNS-ek és az mTORC1 kifejez6désére a
kontrollcsoporthoz képest, melyek mértéke és iranya azonban specifikus a vizsgalt gén,

miRNS, szovet és/vagy nem szerint.
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4. MEGBESZELES

Az eredmények alapjan kijelenthet6, hogy a vizsgdlatunkba bevont kilenc miRNS
(miR-9-1, miR-9-3, miR-29a, miR-124-1, miR-132, miR-134, miR-155, miR-212, miR-330)
és az mTORC1 gén 24 6ra elteltével eltéré expressziés mintdzatot mutattak a DMBA
kezelt csoportban a kontrollhoz képest. Azonban a mintazatok sokszor ellentmondasos
valtozatossaga és a statisztikai szingnifikancia mutatdk alapjan az is lathato, hogy a
célunkban szerepld vizsgdlati panelben nem minden vizsgdlt miRNS és/vagy gén

hasznalhato.
4.1. mTORC1

A rosszindulatd humdan daganatos betegségek széles korében ismeretesek az mTOR
jelatviteli utat aktivaldé mutacidok, és ez Osszhangban van az mTOR bizonyitott
daganat-elGsegité hatasdval [75,141]. Az mTOR-jelatvitel aktivdldsa ugyanis szamos
onkogén folyamatot indukal, beleértve a daganatsejtek novekedésének, tulélésének és

proliferacidjanak elésegitését [142].

Az mTORC1 potencialis onkogén szerepe a néstények esetén jelen vizsgalati modellben
is bizonyitast nyert, ugyanis a DMBA hatdsdra 24 6ra elteltével a ndstény allatokban az
MTORC1 expresszid szignifikdns emelkedését tapasztaltunk. Egyes DMBA indukalta
daganattipusokban (pl. eml6daganat) megfigyelt a TGF-a (Transforming growth factor
alpha), az IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) és az IGF-2 (Insulin-like growth factor 2)
magas expresszidja, mely osszefliggésben all az 6sztrogén hatdsaval [143]. Az mTORC1
azonban kozvetit6 szerepet jatszik a novekedési faktorok, példaul az TGF-a, IGF-1 vagy
a IGF-2 dltal serkentett sejt proliferacidban [76,144-146]. Erre csendesit6 hatdssal lehet
a PTEN tumorszuppresszor gén erdsebb kifejez6dése, a tesztoszteron hianydban magas
expressziot mutatéd PTEN [147] ugyanis az mTORC1 inhibitora [76]. Ezen gatlas
kozvetlen negativ visszacsatolds nélkili [76], tehat egy ezt fellliré negativ
visszacsatolasos szabalyozd mechanizmus allhat a jelenség hatterében, mely tovabbi

vizsgalatok célpontja lehet.

Mindemellett a varakozdsunkkal szemben, a him allatokban a mTORC1 gén — az

irodalmi adatok altal aldtdmasztott karcinogenezist tamogatdé mechanizmusa ellenére
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— nem mutatott a kontrollhoz képest szignifikans eltérést. Ugyanakkor, mivel a
néstény dallatok majaban, lépében és veséiben az mMTORC1 gén expresszidja
statisztikailag szignifikdnsan n6tt a DMBA kezelés hatdsara, azt a ndéstény allatok
esetén a jelen vizsgalatunkban alkalmazott modellben a karcinogének vizsgalatara

alkalmasnak itéltuk.
4.2. miR-132

Bar a him egerek majaban és veséiben csupan csekély mértékl és nem szignifikans
elvaltozasok torténtek, a Iépben és a ndstények esetén mind a harom vizsgalt szervben

a miR-132 jelent®s, statisztikailag szignifikdns overexpresszidjat tapasztaltuk.

Ismeretes, hogy a miR-132 a DMBA hatdsdara indukalédé SOX (SRY-related HMG-boksz
4) transzkripcidés faktor elnyomdasaval szabdlyozza mdjdaganatsejtek szaporodasat,
apoptdzisat, migracidjat és invazidjat [148,149]. A miR-132 emellett gatolja a
Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) kifejez6dését, mely a DMBA hatdsara szintén

megnovekedett expresszidot mutat [150].

Ismert tovabbd, hogy a DMBA hatdsara dozisfliggd mddon novekszik a TGF-B1 szintje
[151], a TGF-B1 fokozott kifejez6dése pedig noveli a miR-132 expressziét [152]. A
miR-132 azonban blokkolja a DMBA altal aktivalt TGF-B1/Smad2/3 jelatvitelt [153]. Ez
alapjan tehat a TGF-B1 és a miR-132 kozotti kdlcsonds visszacsatolas all fenn, mely

aktivitasara a DMBA erGsit6, mig a miR-132 csendesit6 hatassal van.

Korabbi irodalmak arra is rdamutattak, hogy a miR-132 elnyomja a daganatképzddés
el6mozditasaban részt vevs, DMBA hatdsara aktivalédé Akt/mTOR jelatviteli utat
[154]. Ahogy a 9. dabran l4thatd, jelen vizsgdlatban csak a ndéstények esetén
tapasztaltuk az mTORC1 szignifikans novekedését a DMBA expozicidt kdvetGen, mely
az irodalmi adatokkal dsszhangban megmagyarazhatja, hogy a miR-132 expresszids
valtozasok (feltehetéen a fokozott mTORC1 kifejez6dés reguladlasara) is inkabb a

néstény csoportban voltak szignifikansak.
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9. Abra: A miR-132 és az mTORC1 expresszéjanak valtozasa 24 éraval a DMBA kezelést kdvetsen
CBA/Ca egerek majaban, Iépében és veséiben (*p<0,05; ***p<0,001). Az mTORC1 expresszids

névekedésere valaszként emelkedett a miR-132 kifejezGdése.

Osszességében a vizsgalatunkban szignifikinsan megfigyelt miR-132 expreszsids
novekedések, korai valaszreakcidk lehetnek az olyan DMBA indukalta jelatviteli
eseményekre, mint a SOX, TGF-B1 vagy az mTOR aktivacié. Figyelembe véve a himek
esetén megfigyelt eltéréseket, megallapithatjuk, hogy jelen eredmények alapjan a
miR-132 biomarkerként torténd hasznalta a himek esetén nem lehetséges. A
néstényeknél azonban jelent8s és statisztikailag erésen szignifikdns névekedéseket
tapasztaltunk, korreldlva az irodalmi adatokkal, tehdt a miR-132 biomarkerként nemi

specifitassal, a nGstény egerek esetén hasznalhaté.
4.3. miR-212

In vitro és in vivo vizsgdlatok megerGsitik a miR-212 Osszetett szerepét a karcinogenezis
folyamataban. Gatolja a GC sejtek szaporodasat [155], képes elnyomni a pajzsmirigyrak

sejtjeinek novekedését [156] és LC esetében elnyomja az aberrans sejtek fejlédését és
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befolydsolja a sejtciklust a p21 és a ciklin D1 célzasdval [157]. Biomarkerként
megfigyelt, hogy tulzott expresszidja GC esetén a nyirokcsomd attét jelzGje [132],
valamint HCC-s betegeknél jelent6sen csdkken az expresszidja a szérumban, ami

szorosan 0sszefligg a HCC kialakuldsaval, progresszidjaval és attétképzésével [158].

Hasonléképpen bebizonyosodott, hogy a vesesejtes karcinoma (RCC) esetén a miR-212
gatolja az RCC sejtek szaporoddsat, migracidjat és invazidjat és tumorszuppresszor
hatast fejt ki a TBX15 (T-box transcription factor TBX15) alulszabdlyozasaval [159,160].
Emellett a miR-212 az RCC sejtekben apoptdzis szabdlyozo, azaltal, hogy a miR-212
kdzvetlen downstream célpontja a XIAP (X-Linked Inhibitor Of Apoptosis) és
expresszios szintje negativan korreldlt az RCC szévetekben a XIAP kifejez6désével

[160].

A miR-212 HCC esetén a FOXA1 (Forkhead Box A1l) gén expresszidjanak gatlasaval
elnyomja a tumor novekedését [161], mely hatds azonban nemspecifikus, ugyanis a
FOXA1 elengedhetetlen mind az 6sztrogén, mind az androgén jelatviteli folyamatokhoz
és a himnem esetén gyakrabban kialakulé HCC-ben a szexualis dimorfizmus kdzponti
szabdlyozdjaként mdlkodik [162]. Jelen vizsgdlatban a miR-212 expresszid
majszovetekben tapasztalt eredményei bar nemek szerint ellentétes (a himek esetén
csokkend a néstényeknél novekvE) irdnydak, a FOXA1L reguldcidjaval mindkét esetben
inkdbb a daganat kialakuldsat el6re mozdité hatasuak, ugyanis az expresszid
novekedés a néstények esetén a FOXA1 elnyomadsaval csdkkenti az 6sztrogén védé
hatdsat, mig a himek esetén a csokkent miR-212 szint segiti az androgén jelatvitel HCC
esetén megfigyelt onkogén hatasat. Ezzel korreldl az a kordbbi megfigyelés, miszerint a
FOXA1 elnyomasa a nGstények esetén tobb és nagyobb daganatos sejtallomanyt, mig a
himeknél a tumorndvekedés csokkenését eredményezte [163]. Ez ravilagit a HCC
esetén fennalld, a nemi hormonok és fehérjék altal kdzvetitett kdlcsonhatasokra, mely
pontos megértéséhez tovabbi vizsgalatok szikségesek a résztvevé gének

szabdlyozasban szerepet jatszd miRNS-ek (pl. miR-212) hatasait illetGen.

A miR-212 a vizsgalatunkban szerepl6 masik miRNS-rel, a miR-132-vel szorosan
kapcsolédd erGsen konzervalt udgynevezett tandem miRNS [164], tobb kozos

downstream célmolekuldval (pl. HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor))
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[165,166], pRb [167]), igy részben azonos hatdsokkal. Ennek megfelel6en a
vizsgalatunkban a DMBA kezelést kvetéen 24 éraval a miR-212 expresszids valtozasai
rendkivil hasonld mintazatot mutattak a miR-132 eltéréseivel, melyet a 10. abra

szemléltet.
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10. Abra: A miR-132 és a miR-212 tandem miRNS-ek hasonl6 expressziés mintazata 24 6raval a DMBA

kezelést kovetGen CBA/Ca egerek majaban, lépében és veséiben (*p<0,05; ***p<0,001).

Mégis annak ellenére, hogy a miR-212 expresszidjdban szignifikdns és erételjes
novekedést tapasztaltunk a ndéstények mdajaban és veséiben, valamint a himek
lépében, az 6sszes kapott eredmény alapjan (mely magaba foglalja az 6sszes vizsgalt
szervet mind a két nem esetén) a miR-212 biomarkerként torténé hasznalatat
szignifikancia hidnya miatt jelen vizsgdlatban elvetettiik. Az eredményeink és az
irodalmi adatok alapjan azonban a késébbiekben célszerlinek tartjuk a miR-212 esetén

a vizsgdlatunk nagyobb elemszammal torténé megismétlését.
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4.4. miR-124-1

A miR-124-1 tumorszupresszor hatdsa tobb mechanizmuson keresztil is megfigyelt. A
miR-124-1 kozvetlen célpontja a CASC3 fehérje, melyen keresztil képes inaktivalni a

p38-MAPK, a JNK vagy az ERK jelutakat, gatolva ezzel a sejtek proliferaciojat [168].

Az Interleukin 11 (IL-11) tulzott expresszidja szamos raktipus esetén megfigyelt, és
kapcsolatot teremthet a gyulladasok és a daganatok kialakuldsa kozétt [169]. Az IL-11
emellett a miR-124-1 egyik célgénje, és a miR-124-1 az IL-11 downregulacidjan
keresztul képes gatolni a sejtproliferaciot, valamint a migraciét [170]. A miR-124-1
tumorszupresszor hatdsat figyelték meg tovabba a sejtciklushoz kapcsolédé Ciklin D1, a
CDK2 (Cyclin-dependent kinase 2), a CDK4, valamint a CDK6 gatlasan keresztil is
[171,172].

Emellett a DNS kdrosodas altal kivaltott nuklearis faktor-kappa B (NF-kB) aktivacid a
hatékony tumorellenes terapia egyik f6 akadalya, a miR-124-1 azonban elnyomja a
TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6) expressziojat, ezzel gatolja az NF-kB
jelatviteli utat [173].

Az ezek alapjan a karcinogén expoziciét kovetéen vart expresszids ndvekedés azonban
csak a nGstény csoport esetén jelentkezett, ahol mindharom vizsgalt szervben er6sen
szignifikdns és jelent6s novekedés volt tapasztalhato, igy a miR-124-1-et

biomarkerként a néstények esetén talaltunk hasznalhatonak.

A himek esetén azonban a DMBA kezelés a miR-124-1 szintjének a csokkenését okozta,
mely emellett nem minden szervben volt szignifikdns. A DMBA aktivalja a STAT3 (Signal
transducer and activator of transcription 3) transzkripcios faktort [174], melynek a
miR-124-el szemben elnyomd hatdsa van [175], emellett STAT3 indukdlé hatast a
tesztoszteron esetén is megfigyeltek, mely a DMBA-val koherensen megmagyardazhatja
a him csoport esetén tapasztalt miR-124-1 downregulaciot [176] a nGstények esetén

tapasztalt emelkedéssel szemben.
4.5. miR-155

In vivo megfigyelt a miR-155 expresszié emelkedés kilonboz6 szovetekben (maj, 1ép,

tid6, vese) DMBA kezelést kovetéen 3 és 6 o6rdval [57]. Az eredményeink ezzel
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korrelalva a DMBA expoziciot kovetéen 24 éraval is erés novekedést mutattak a himek
[épében és veséiben, valamint a néstények majaban. Egyiranyd, pozitiv valtozast az
Osszes vizsgalt szerv kozul azonban egyedil a majban tapasztaltunk mindkét nem
esetén, bar a himeknél nem szignifikans mddon, ami megmagyarazhatd az 6sztrogének
miR-155 expresszidt serkent6 hatdsaval. Emellett a DMBA metabolikus aktivaciojat CYP
enzimek végzik, f6ként a citokrém P450 1A1 (CYP1A1) és 1B1 (CYP1B1), amelyek a
majban jellemz&en nagy mennyiségben szintetizdlédnak, igy a DMBA hatdsa a miR-155
expressziora ebben a szervben gyorsabban, dominansabban érvényesiilhet [177].
Megfigyelt tovabba, hogy a miR-155 expresszié majkarosodas esetén megemelkedik és
védd hatast fejt ki az NF-kB jelatvitel elnyomasaval [178], valamint olyan gyulladdsos
mediatorok csokkentésével, mint a tumor nekrdzis faktor alfa (TNF-a) vagy az
Interleukin 6 (IL-6). A TNF-a szintjének emelkedése egyébként fokozza a miR-155
expressziojat, mely a CARHSP1 (Calcium Regulated Heat Stable Protein 1)
kozremUkodésével csokkenti a TNF-a mRNS stabilitasat [179]. A miR-155 tehat egy
negativ  visszacsatolasi hurokkal enyhiti a kronikus  gyulladdst  a

miR-155-CARHSP1-TNF-a Utvonalon keresztdil.

Emellett azonban a miR-155-6t a human daganatok kiilonb6z6 tipusaiban
oncomiRNS-ként is azonositottak, mely fokozott expresszidjaval gatolja olyan
tumorszuppresszor targetek aktivitasat, mint a TP53INP1 (Tumor protein p53 induced
nuclear protein 1), a RhoA (Ras homolog family member A) GTP koté fehérje, vagy a

VHL (von Hippel-Lindau) tumorszuppresszor fehérje [180-182].

Az irodalomban és a vizsgadlatunk sordn tapasztalt valtozatos adatok egyarant
ravilagitanak a miR-155 bonyolult m(ikodésére a karcinogenezis szempontjabdl akar
onko és tumorszupresszor médon. A valtozasok pontos megértéséhez és a miR-155
szintet befolyasolé mechanizmusok pontos felderitéséhez azonban tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, ezért jelen eredmények alapjan a miR-155 korai biomarkerként a

célunkként kitlizott vizsgalati panelben nem hasznalhato.
4.6. miR-330

A DMBA kezelés eredményeként a néstény egerek lépében és a majaban a miR-330

tumorszuppresszor expresszid kisebb mértékl novekedése volt megfigyelhets, mint a
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him egerek esetén. Ennek oka lehet a korabban emlitett proapoptikus PTEN
tumorszuppresszor gén magas expresszidja tesztoszteron hianyaban [147], aminek a
génterméke csokkenti a DMBA hatasdra fokozottan expresszalédd c-Myc fehérjék [53]
altal kifejtett onkogén hatdst. Myc fehérjecsalad onkogén hatasanak csokkentése az
ING4 (Inhibitor Of Growth Family Member 4) esetén is ismert [183], a miR-330
azonban gatolja az ING4 gén expresszidjat és igy — ebbdl a szemszogbdl vizsgdlva — akar

a daganat-kialakulast elGsegit6 hatasu is lehetne [184].

A nGstény egerek veséjében mért miR-330 tumorszuppresszor expresszidjanak
emelkedése 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy az Osztrogén hatdsdra

megnovekedett RCC rizikojat csokkenti [185].

Egyébként ismeretes, hogy a DMBA okozta hiperkoleszterinémia [186] estén az
LDL-koleszterin (LDL) szintje n6, ami az LDL-receptor gén (LDLR) expresszidjanak a
csokkenését okozhatja, mig a LDLR és a miR-330 egymas expresszidjat

keresztbeszabdlyozza [187].

Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a miR-330
expresszios szintje biomarkerként f6ként a him allatok esetén lehetne alkalmazhaté.
Azonban az irodalmi adatok alapjan a nemi hormonok sokrét(i hatasai és a negativ
visszacsatolasi mechanizmus altal térténd szabdlyozas miatt, a miR-330 expresszid
biomarkerként torténé felhasznalhatdsaga kérdéses és pontos funkcidinak felderitése

tovabbi vizsgalatokat igényel.
4.7. miR-29a

A miR-29a részt vesz a sejtek proliferaciojaban, differencidlédasaban, apoptdzisdban,
angiogenezisében, metasztazisaban, gyodgyszerrezisztencidjdban [115] és tobb

daganattipusban alulszabalyozott [188].

A DMBA expoziciot kovetéen 12 ordval megfigyelték a c-Myc génexpresszid
fokozddasat [53]. A Myc proto-onkogén azonban a miR-29a kifejez6dését elnyomja
példaul hasnydlmirigyrakban, mely LOXL2 (Lysyl Oxidase Like 2) regulacid csokkenését

eredményezi, ezzel segitve a tumorképz6dést [189]. A LOXL2 ugyanis szerepet jatszik a

« s
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malignus transzformacidban [190]. A miR-29a-nak tehat hatdsa van a DMBA

daganatképzd potencialjara a Myc/miR-29a/LOXL2 Utvonalon keresztil.

A DMBA expozicio, noveli a TGF-B1 mennyiségét, ami a csdkkenti a miR-29a
expressziojat [191,192]. Ugyanakkor a TGF-B1 onkogén hatdsa mellett az ezzel
ellenkez6 tumorszuppresszor hatdsat is megfigyelték éppen a majsejtekben [193,194].
Példdul Zhang és mtsai. egérmodellben vizsgalva arra az eredményre jutottak, hogy a
TGF-B1 hidnydban spontan daganat képzddik [195]. A TGF-B1 hatdsainak valtozatos
megnyilvanulasait megmagyarazza a miRNS-ek képessége a TGF-B1 szint regulalasara
[196], ami feltehet6en a tumorszuppresszor miR-29a esetén egymast kdlcsondsen
keresztbe szabalyozo jelleggel torténik. Ez ravilagit arra, hogy mas szabalyozo faktorok
a miR-29a-hoz képest erésebb hatdssal is birhatnak a DMBA TGF-B1 altal kozvetitett

hatasait illetéen.

Irodalmi adatok szerint a miR-29a szamos sejtbioldgiai folyamatban vesz részt, melyek
még nincsenek teljesen feltarva. Figyelembe véve, hogy a miR-29a expresszid
szignifikans csokkenése az altalunk vizsgalt szervek kozil jelent&sen csak a him allatok
[épében volt tapasztalhatd, valamint, hogy a mechanizmus szabalyozasa Osszetett,
l[atszolag ellentmonddsos és még mindig nem feltart, a miR-29a expresszid, mint

biomarker, az altalunk haszndlt allatmodellben nem johet szdba.
4.8. miR-9-1 és miR-9-3

Irodalmi adatok szerint a miR-9 tumorszuppresszorként gatolja a HCC progresszidjat,
tovdbba a miR-9-1 expresszidja szignifikansan csokkent a HCC szbvetekben és negativ
korrelaciéban all a HCC teljes tulélési idejével [197,198]. Ismert, hogy a miR-9-1
csendesitése fokozza az onkogének expresszidjat, melyet az altala regulalt
RUNX1-RUNX1T1 transzkripcids faktor komplex indukal [199]. Tovabba igazoltak, hogy
a miR-9 csokkenés korai biomarkerként szolgal kiilonb6z6 rosszindulatu daganatok,
példaul az eml6rak kialakulasakor [111]. A miR-9-3 |6kuszra hatd (és a DMBA hatasara
novelt expresszidju) c-Myc és n-Myc onkoproteinek a tumorsejtekben a miR-9
expresszidjanak novekedését okozzak, ami (ezuttal onkogéneket tdmogaté maodon
viselkedve) az E-cadherin amplifikaciojan kereszil a c-Myc expresszidjanak tovabbi

novekedését okozza, és ezen keresztiil elGsegiti a hepatocellularis karcindma
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képz6dését [109,200]. Ezt a megallapitast alatamasztja az a tény, hogy a ndstény
egerek majaban jelentGs kiilonbséget taldltunk a miR-9-1 és a miR-9-3 expresszidja

kozott.

A nGstény csoportban a miR-9-3 expresszidja a védé jellegli 6sztrogén ellenére is
novekedett a DMBA kezelés utan 24 éraval minden vizsgalt szervben, ellentétben a
miR-9-1-gyel, ahol a majban csdkkenést tapasztaltunk. Ahogy az irodalmi adatok
alapjan feltételezhetd volt, a miR-9-3 a sajat vizsgalatunk eredményei szerint is jol
hasznalhaté biomarkerként néstény egyedek esetén. igy a miR-9-3 vizsgalataval, a
DMBA kezelést feltételezetten kemopreventiv anyagokkal kiegészitve, valdszin(leg
Ujabb molekularis epidemiolégiai 0sszefliggéseket fedezhetlink fel. A miR-9-1 esetén
altaldban, vagy a miR-9-3 esetén a himeknél tapasztalt expresszids valtozasok
biomarkerként torténé haszndlatat azonban jelen vizsgalati eredmények alapjan

szignifikancia hidnya miatt elvetettik.
4.9. miR-134

Egyre tobb bizonyiték jelzi a miR-134 jelentds tumorszupresszor szerepét a
karcinogenezisben. A miR-134 er6s kifejez6dése a c-Myc onkogén, a Cyclin E és a Cyclin
D1 sejtciklus szabdlyozé fehérjék csokkent expresszids szintjét okozza, és a miR-134-el
azonos iranyu Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27) expresszié novekedés is
megfigyelt, mely a CDK (Cyclin-dependent kinase) megkotésével szintén gatolja a
sejtciklust [201,202]. Emellett tumorszupresszor hatast fejt ki olyan intracellularis
jelatviteli uUtvonalak szabalyozasaval is, mint a RAS/MAPK/ERK uatvonal, vagy a
RAS/PI3K/AKT jelatvitel, melyek befolyasoljak a sejtek proliferacidjat, invaziojat és
apoptdzisat [203,204]. Mindemellett a miR-134 alacsonyabb szintje negativan

befolyasolja tobb daganatos betegség progndzisat [97].

Az irodalmi adatok szerint a miR-134 jelent6sen csokkent expressziét mutat RCC
szovetekben [203], ezzel korreladl, hogy a him egerek veséiben szignifikdans miR-134
expresszio csokkenést tapasztaltunk 24 oraval a DMBA expoziciét kovetben.
Mindemellett csokkenés volt megfigyelhetd — bar nem statisztikailag szignifikansan — a
tobbi vizsgalt szervben is, igy a him egerek esetén a miR-134 tumorszuppresszor hatasa

csekélyebb mértékben érvényesiilt. A nGstények veséiben ezzel éppen ellenkezbleg,
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jelentés novekedést okozott a DMBA kezelés 24 ora elteltével, mely egyarant

megfigyelhet6 volt a majban és a lépben is.

Az egyértelmi és jelentés nemi eltérések hatterében a miR-134 olyan upstream
regulatorai allhatnak, mint az NF-kB transzkripcids faktor, melynek aberrans aktivacidja
megfigyelt a rosszindulatl daganatos sejtvonalakon [205]. A DMBA noéveli az NF-kB
expressziojat [206], mely olyan tovabbi downstream gének miikodését szabalyozza,
amelyek kulcsszerepet jatszanak a radk kialakuldsaban, a proliferaciéban, migracidoban
vagy az apoptdzisban [207,208]. Az NF-kB tobbek kozott a miR-134 inhibitora is [209],
tehat a DMBA az NF-kB er8sebb expresszidjan keresztiil csokkentheti a miR-134
kifejez6dését, mely megmagyarazhatja a him egerek esetén megfigyelt csokkenéseket.
A néstény egerek esetén azonban az Osztrogén receptor (ER) gatolja az NF-kB
aktivaciét [210], igy gatolja annak repressziv hatasat a miR-134-re, mely ebben az

esetben az expresszio hatdrozott novekedéséhez vezethetett.

Megfigyelt tovabba, hogy a vizsgalatunkban szereplé miR-124-1 novelt expresszidja, a
TRAF6 szabalyozasdval az NF-kB -re szintén csendesité hatdssal van [173], ezaltal
csokkenti a miR-134 NF-kB altal kozvetitett inhibiciéjat. Ennek megnyilvanulasa
eredményeinkben is megfigyelheté (11. dbra), ugyanis a miR-134 és a miR-124-1
rendkivil hasonld expressziés mintazatat tapasztaltuk. Ezek alapjan feltételezhet6,
hogy a miR-124-1 az TRAF6/NF-kB Utvonalon szabalyozza a miR-134 expresszidjat
[173,209].
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11. Abra: A miR-134 és a miR-124-1 expresszojanak valtozasa 24 6raval a DMBA kezelést kovet6en

CBA/Ca egerek majaban, Iépében és veséiben (*p<0,05; ***p<0,001).

Figyelembe véve a nemi jellegli hormondlis kiilonbségek hatasat és a vizsgalt
szervekben tapasztalt statisztikailag szignifikdns hatdrozott ndovekedéseket, végil a
miR-134 expresszidjat biomarkerként csak a ndstény egyedek esetén taldltuk

hasznalhatdénak.
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5. OSSZEFOGLALAS

Osszességében véve az mTORC1 gén és a vizsgalt miRNS-ek (miR-9-1, miR-9-3,
miR-29a, miR-124-1, miR-132, miR-134, miR-155, miR-212, miR-330) kozil konzekvens
és jelentds valtozast, mely statisztikailag szignifikdns mértékd és azonos irdnyd minden
vizsgalt szervben, a néstény egerek miR-134, miR-132, miR-124-1, miR-9-3 miRNS-ei és
az mTORC1 gén esetén tapasztaltunk (12. dbra). Ezen Iényeges vizsgdlati szempontok a
tobbi miRNS esetén, vagy altaldban a him allatok vizsgdlt szerveiben kevésbé
teljestiltek, melynek hatterében olyan eltéré szabalyozasi mechanizmusok és nemekre
jellemz6 hormondlis kilonbségek dallhatnak (példaul az 6sztrogén és a tesztoszteron

hatasai), melyek felderitéséhez tovabbi vizsgalatok szlikségesek.
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OO 7,12-dimethylbenz [a] anthracene
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12. ABRA: A vizsgalat soran alkalmas biomarkernek itélt miR-9-3, miR-124-1, miR-132, miR-134 és
mTORCI1 expressziok valtozasai 24 6raval a DMBA kezelést kovetGen és a szakirodalmi adatok alapjan
érintett, a megbeszélésben kifejtett relevans jelatviteli itvonalak (az dbra nagyobb méretben

megtalalhat6 a fiiggelékben).

Eredményeink hangsulyozzak, hogy mig a génexpresszids és mIiRNS expresszids
valtozasok érzékeny biomarkerek, és a klasszikus genotoxicitdsi tesztekkel ellentétben
képesek kimutatni a karcinogén expozicié kisebb vagy korai jeleit, befolyasolhatjak
6ket potencidlis zavard tényezdk. igy egy korai karcinogenitasi tesztrendszer

kidolgozdsa a hasznalt gének és miRNS-ek gondos kivalasztasat igényli, mivel akar a
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nemi jellegli hormonalis kilonbségek is jelentésen befolyasolhatjak az expresszios
mintazatokat. A miRNS-ek és gének emellett direkt mddon vagy olykor kdzvetve mas
géntermékek  koézrem(kodésén  keresztil egymas  kifejez6dését/hatasat s
befolyasoljak, melyet tobb tekintetben, a vizsgalatunkban szereplé gén és miRNS-ek
esetén is megfigyelhettlink: példaul feltehet6en az mTORC1 expresszids ndvekedésere
véalaszként emelkedik a miR-132 kifejez6dése, a miR-124-1 pedig a TRAF6/NF-kB
utvonalon szabalyozza a miR-134 expresszidjat. Ezen jelatviteli kdlcsonhatasok pontos

felderitése és megismerése Ujabb vizsgalatok célpontja lehet.

A miR-9-3, a miR-124-1, a miR-132, a miR-134 miRNS-eket és a mTORC1 gént
(ellentétben a miR-330, a miR-29a, a miR-9-1, miR-212 és a miR-155 miRNS-ekkel)
biomarkerként alkalmasnak taldltunk néstény egyedek esetén a DMBA vagy a hozza

hasonlé potencialis kémiai karcinogén anyagok gyors vizsgdlatara [211,212].

Mindemellett ugyanez a modell alkalmazhatd kemopreventiv  hatasok
tanulmanyozasara is, a DMBA és a feltételezett kemopreventiv anyagok egyidejl
alkalmazasa mellett annak a megfigyelésével, hogy a vizsgdlatba bevont anyagok
mennyire képesek csokkenteni/megakadalyozni a DMBA altal kivaltott gén és miRNS
expresszios novekedéseket 24 o6ra elteltével. A céljainkkal 6sszhangban tehat, a
kutatdsunkban megtervezett vizsgalati panel kialakitdsa a miR-9-3, a miR-124-1, a

miR-132 és a miR-134 miRNS-ek, valamint az mTORC1 gén bevondsaval megvaldsult.

A karcinogenezis molekularis folyamatainak a komplexitasa szilikségessé teszi a
tesztrendszerek kiterjesztését a jelatviteli utak és szabalyozdik lehetS legszélesebb
korére. A miR-9-3, miR-124-1, miR-132 és miR-134 miRNS-ek és az mTORC1 gén olyan
jelatviteli utakban érintettek, mint a RAS/MAPK/ERK, RAS/PI3K/AKT, p38 MAPK, vagy a
JNK, melyek mar a karcinogenezis korai fazisdban jellemz6en magasabb aktivitast
mutatnak. Emellett ez a négy miRNS szabdlyozza kilénb6z6 novekedési faktorok,
novekedési faktor receptorok, szigndl transzdukcids proteinek, transzkripcids faktorok,
sejtciklus szabdlyozdk, tumorszuppresszor gének, gyulladasos medidtorok és kozvetett
modon akdar tovabbi miRNS-ek szintézisét, melyek kulcsszerppel birnak a proliferacios
aktivitasban és/vagy a karcinogenezis folyamatdban. A vizsgéalati panellinkkel, a

karcinogenezisben részt vevd jelatviteli utak és szabalyozo fehérjék széles érintettsége
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végett, a hagyomanyos génexpresszios modelleknél komplexebben, nagyobb
érzékenységgel detektalhatok a kémiai karcinogének altal indukalt korai molekularis
folyamatok és a kemopreventiv anyagok védé jellegli hatasai. Az egyelem( gén vagy
mMiRNS expersszids vizsgalatokkal dsszehasonlitva, ez a robusztus elemzési stratégia
lehet6vé teszi a feltételezett karcinogén expozicid hatékonyabb kvalitativ és kvantitativ
észlelését. Mindemellett, ha szlikségessé vdlik a kés6bbiekben, a modell tovabb
optimalizalhaté tovabbi miRNS-ek és gének bevondsaval és azok sulyaban fenndlld

lehetséges kilonbségek feltarasaval.

A gyakorlatban alkalmazva, a karcinogenezis prediktiv jelzésére kialakitott 5
biomarkeren alapuldé vizsgalati panel értékes eszkozként szolgdlhat tovabbi
vizsgalatokhoz, karcinogén expoziciok detektdldsahoz, valamint kemopreventiv és/vagy
komplementer terdpids tumorszuppresszor vegylletek felderitéséhez, igy a primer,
szekunder és tercier prevencidé eszkozeként hasznalva, Uj lehetfségeket nyithat meg a

daganatok incidencidjanak és mortalitdsanak csokkentése terén.
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6. UJ EREDMENYEK
Kutatasunk sordn igazoldst nyertek az aldbbi Uj eredmények:

1. Az mTORC1 gén expresszidja statisztikailag szignifikans novekedést mutat a
néstény CBA/Ca egerek majaban*, 1épében*** és veséiben*** 24 draval a

DMBA expoziciot kovetben (*p<0,05; ***p<0,001).

2. A miR-9-3 miRNS expresszidja statisztikailag szignifikdns novekedést mutat a
néstény CBA/Ca egerek majaban***, [épében*** és veséiben*** 24 6raval a

DMBA expoziciét kbvetéen (***p<0,001).

3. A miR-124-1 miRNS expresszidja statisztikailag szignifikans névekedést mutat a
ndstény CBA/Ca egerek majaban***, lépében*** és veséiben*** 24 o6raval a

DMBA expoziciét kdvetGen (***p<0,001).

4. A miR-132 miRNS expresszidja statisztikailag szignifikdns novekedést mutat a
néstény CBA/Ca egerek majaban***, [épében*** és veséiben*** 24 éraval a

DMBA expoziciot kovetben (***p<0,001).

5. A miR-134 miRNS expresszidja statisztikailag szignifikdns novekedést mutat a
néstény CBA/Ca egerek majaban***, [épében*** és veséiben*** 24 6raval a

DMBA expoziciét kovetéen (***p<0,001).

6. A miR-9-3, a miR-124-1, a miR-132, és a miR-134 miRNS-ek, valamint az
MTORC1 gén expresszidjanak novekedése korai biomarkerként jelzi a nGstény
CBA/Ca egerek majaban, lépében és veséiben a DMBA okozta karcinogén

hatast 24 6raval az expozicidt kdvetden.
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Doktori értekezés benyujtasa és nyilatkozat a dolgozat eredetiségérdl

Alulirott
név: Tomesz Andras
anyja neve: Veres Eszter

sziletési hely, id6:  Kazincbarcika, 1984.03.07.

»,Karcinogén és kemopreventiv hatdasi anyagok tanulmanyozdsara alkalmas,
génexpresszid és mikroRNS expresszid valtozasokon alapuld korai biomarker vizsgalati
panel kidolgozdsa” cim( doktori értekezésemet a mai napon benyujtom a Pécsi
Tudomanyegyetem, Egészségtudomanyi Kar, Egészségtudomanyi Doktori Iskola

részére. Program szdma: PR-6. Téma szama: 0-22.
Témavezetd neve: Prof. Dr. Kiss Istvan

Egyuttal nyilatkozom, hogy jelen eljaras soran benyujtott doktori értekezésemet

e korabban mas doktori iskoldba (sem hazai, sem kilfoldi egyetemen) nem
nyujtottam be,

o fokozatszerzési eljarasra jelentkezésemet két éven belil nem utasitottak el,

e az elmult két esztend6ben nem volt sikertelen doktori eljarasom,

e 0Ot éven bellil doktori fokozatom visszavondsara nem kerdlt sor,

o értekezésem 6nallé munka, mas szellemi alkotdsat sajdtomként nem mutattam
be, az irodalmi hivatkozasok egyértelmlek és teljesek, az értekezés
elkészitésénél hamis vagy hamisitott adatokat nem hasznaltam.

Datum: 2022.08.08.

témavezet6 aldiras
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