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1. BEVEZETES

A rosszindulatu daganatok elleni kiizdelem vilagszerte jelent6s egészségligyi probléma
és a varhato élettartam novekedésének meghatarozé akaddlya, hiszen ez a betegség
minden 6todik embert érinti élete soran és minden nyolcadik férfi vagy tizenegyedik
né halalaért felel6s. A jelenlegi adatok alapjan a daganatok atlagos otéves tulélése
nem éri el az 50%-ot az alkalmazott terdpiak toretlen fejlédése ellenére sem, igy még
inkabb felértékel6dnek a daganatos betegségek elleni klizdelemben a prevencios és
korai diagnosztizalasi lehetGségek. Az Egészségigyi Vilagszervezet (WHO) adatai
alapjan az 6sszes malignus tumoros megbetegedés 30-50%-a megel6zhetd lenne,
valamint a korai diagndzissal altaldban novelhet6 a sikeres kezelés esélye.

Sziikségszer( tehat daganatok kialakulasaért felel6s hatasok minél korabbi felismerése.

1.1. A daganatok kialakulasat befolyasolé tényez6k

A rosszindulatu daganatok kialakulasahoz a kornyezeti és endogén hatasok, valamint
az orokletes tényez6k egyarant hozzajarulhatnak. A betegség kialakulasaban altaldaban

szamos kornyezeti tényez6, és ugyancsak toébb genetikai faktor vesz részt.

1.1.1. Az 6rokletes tényezbk szerepe

A daganatok kialakulasanak 10%-a o6rokletes mutdcidkhoz kapcsolodik, melyek
meghatdrozdak lehetnek a daganat fenotipusos megjelenésének gyorsasagara, a
betegség patogenezisére és az esetleges gydgyuldst kovetd késSbbi bioldgiai
eseményekre. A kulcsgének mutdcidjanak felhalmozéddsdhoz azonban sziikség van
tovabbi molekuldris eseményekre, példdul a sejtproliferdcid soradn kialakuld és
maradando spontan genetikai hibakra, vagy tovabbi kiilsé kérnyezeti expozicok karos

hatasaira.

1.1.2. A sejtciklus zavara

Bar a becslések szerint a DNS-replikacio hibaratdja kevesebb, mint egy tévedés minden
egymilliard lemasolt bazisban, hibak mégis el6fordulnak. A keletkez6 mutacio
rogzlilhet és tovabb oroklédhet az utddsejtekbe, mely a mutdciok felhalmozédasahoz,
a sejtciklus szabalyozasaban vagy a DNS javitasaban érintett gének sériilése esetén

végll daganatok kialakulasahoz vezethet.



1.1.3. Kérnyezeti expoziciok

A mutacidkat a legtobb esetben (80-90%-ban) a kiils6é kornyezeti tényezdk karos
hatdsai okozzdk, melyek &ltaldban DNS-kdrosoddst valtanak ki, azaz mutagén,
genotoxikus hatdstuak. A kornyezetnek tehat oéridsi szerepe van a daganatok

etioldgidjaban, legyen a kornyezeti expozicié kémiai, fizikai, vagy bioldgiai eredetd.

A fizikai tényez6k kozé tartozhatnak kilénb6z8 ionizald sugarzasok, 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. A karcinogének legnagyobb csoportjat a kémiai karcinogének adjak.
Egyes kémiai rakkelté anyagok a DNS-hez kdzvetlendl, valtozatlan formaban két6dve
idéznek el6 mutdcidt, a legtdbb kémiai karcinogén anyag azonban indirekt karcinogén.
llyenek példdul a szerves anyagok tokéletlen égésekor (pl. dohanyfist, kipufogdgaz,

faszénnel valo grillezés stb.) keletkez6 policiklusos aromds szénhidrogének (PAH).

A vizsgalatunkban haszndlt  7,12-dimethylbenz(a)anthracene  (DMBA) a
kornyezetiinkben gyakran el6fordulé PAH. A cigarettafist vagy az autdk altal
kibocsatott kipufogégaz a DMBA-expozicid jellegzetes és jelentGs forrasai. A DMBA
prokarcinogén, melyet a CYP metabolizalé enzimek aktivalnak. A keletkez6 metabolitok
alkilalhatjak a DNS-t vagy mas cellularis makromolekuldkat, igy a DMBA részt vehet a
karcinogenezis kezdeti fazisaiban, ugymint az iniciacioban és a promdciéban. A DMBA
sejttenyészetben és in vivo allatkisérletekben is gyakran hasznalt genotoxikus
karcinogén dagens, mivel a human daganatokhoz szdvettanilag hasonldé tumorokat

eredményez.

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

alkalmazott terapiara adott valaszukat, igy annak eredményességét.
1.2. Molekularis biomarkerek szerepe a daganatok prevencidjaban

Minden rosszindulatu daganat kialakulasat megel6zik molekularis bioldgiai jelenségek,

példaul génexpresszids mintazatok atrendezédése.



1.2.1. Mutaciok vizsgalata

A daganatképzGdés biomarkereivel kapcsolatos korai irodalmi adatokban, a potencidlis
karcinogének vizsgalata els6sorban azok karcinogén hatdsaira 0Osszpontosul, a
vizsgdlatok genotoxicitason alapulnak és kromoszédma- vagy génszintli mutagenitast
jeleznek. Ahhoz azonban, hogy a mutaciok elkerilheték legyenek és mélyebben
megismerjiik a karcinogenezist elinditd és el6segité mechanizmusokat, szlikségessé

valt a mutdciot megel6z6 korai bioldgiai valtozasok detektaldsa és megértése.
1.2.2. Génexpresszidk vizsgalata

A mutdciok és kromoszémaaberraciok vizsgdlatain tul, a daganatkialakulas
folyamatanak Osszetettebb, atfogdbb megértését teszi lehetévé a génexpresszids
mintazatok, mint biomarkerek tanulmanyozasa. A mutaciok keletkezésekor ugyanis a
legtobb esetben szintén megfigyelhet6k eltérések a gének kifejez6désében, de
génexpresszids szinten olyan hatasok is megfigyelheték, melyek a mutacioktdl
figgetlenek. A génexpresszids valtozasok szamos kémiai, fizikai vagy bioldgiai
karcinogén vegyillet dltal okozott karosodast reprezentdlhatnak  mind
sejttenyészetekben, mind in vivo allatkisérletes modellekben. A karcinogén anyagok
emellett nem minden esetben genotoxikusak, mégis jelent6s hatdsuk lehet a
karcinogenezisben szerepet jatsz6 gének mikodésének befolydsoldsaval a
daganatképzédésre. A sejtciklust kontrollalé tumorszuppresszor gének expresszidjanak
csokkentése torténhet egy egyébként nem mutagén epigenetikus hatds, példaul
DNS-metilacié eredményeként is. A végeredmény ebben az esetben is a normalisan
m(ikddé tumorszuppresszor fehérje mennyiségének csokkenése, hatdsanak
redukdlasa. A génkifejez6dés megvaltozasahoz tehat nem szlikségszerl az adott gén

mutacidja.
1.2.3. MikroRNS expressziok vizsgalata

A valtozatos génexpresszios mintazatok megértésén tul a gének reguldcidjaban
kozremUkodé mikroRNS-ek (miRNS) hatasainak a feltérképezése tovabbi részletek

megismerésére biztosit lehet&ségeket.



1.2.3.1. A miRNS-ek

A miRNS-ek novényekben, allatokban, gombakban és néhdny virusban megtalalhatd
specialis 19-22 nukleotid hosszUsagu erdsen konzervalt RNS molekuldak, melyek a
részben vagy teljesen komplementer messenger RNS-ek (mRNS) megfelel6 3’
UTR-jéhez (three prime untranslated region) valé kot6déssel képesek befolyasolni azok

transzlacidjat, ezen keresztiil a fehérjekddold gének expresszidjat, a fehérjeszintézist.
1.2.3.2. A miRNS-ek szerepe a génszabalyozasban

A miRNS-ek a human génkifejez6dés megkdzelitleg 30%-50%-at szabalyozzak, ezaltal
olyan, a daganatképz6déssel kapcsolatosan fontos sejtbioldgiai folyamatokat
befolydsolnak, mint a sejtciklus, a sejtdifferencialédds vagy az apoptdzis. A szabalyozé
hatasok rendkiviil valtozatosak lehetnek, ugyanis egy miRNS tobb target génre lehet
hatassal és emellett a miRNS-ek biogenezisét is befolyasoljak mas tényezék. A
miRNS-ek onko vagy tumorszuppresszor hatast is kifejthetnek az altaluk szabalyozott
gének természetétdl fliggben. A szabdlyozds 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. Az ellenkez6

hatdsok lehetnek tumorspecifikusak, de lehetségesek dézisfliggd eltérések is.
1.2.3.3. A miRNS-ek mint biomarkerek

A miRNS-ek kozll sokrdl elmondhatd, hogy torékeny genomi régidkban vannak jelen és
a malignusan transzformalt mintdkban tobbnyire megvaltozott expressziés mintazatot
mutatnak. Mindemellett kisérletes vizsgalatokon és klinikai szovettani mintak
elemzésén alapuld bizonyitékok arra utalnak, hogy minden karcinogén hatas esetében
megfigyelhet6k specifikusan expresszalt miRNS-ek és mivel a miRNS-ek a szérumban
stabilak, igy potencidlisan korai epigenetikai biomarkerekként szolgalhatnak kilénb6z6

daganatok és egyéb betegségek kimutatasara.
1.2.4. A vizsgalatban szerepl6 miRNS-ek és gének

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 megviltozott

expressziot mutatnak szamos malignus daganatban és szerepik van kilonb6z6



jelatviteli  utakon  keresztil onkogének vagy tumorszuppresszor  gének
szabdlyozasaban, a sejtek novekedésében, proliferacidjaban, invazidjaban,
migracidjaban, a metasztazis képzésében vagy az apoptozisban. Ezen miRNS-ek és az
MTORC1 gén DMBA-val valdé kolcsonhatasainak vizsgalata fontos informdacidkat
nyujthat a kémiai karcinogének altal indukalt daganatok patogenezisének hatterében
allé mechanizmusokrél. Az eredményeink megértésével a vizsgdlt miRNS-ek és az
MTORC1 tovdbbi, a daganatképz6désben feltételezett szerepét ismerhetjik meg,
valamint értékelhetjiik korai biomarkerként valé felhasznalasuk lehetGségét egy

génekbdl allo vizsgdlati panel kidolgozasaban.
1.3. Célkit(izés

A daganatos betegségek természetéb6l addddan a betegség kialakuldsa elleni
kiizdelemben egyre nagyobb jelentGséggel bir a prevencid, mely terileten
szlikségszer(i a karcinogén anyagok altal okozott hatdsokat/kdrosodasokat jelzd
molekuldris bioldgiai jelenségek minél korabbi felismerése, joval a klinikai tlinetek

megjelenése elbtt.
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
expresszios mintazatainak korai biomarkereként torténd értékelése a DMBA

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

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

kolcsdnhatasainak feltarasa.

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

vizsgalatdra is.



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 6nmagaban 0.1 ml
kukoricaolajat. 24 6ras DMBA-expoziciét kovetéen nyaki diszlokacié utan a boncolds
soran eltdvolitottuk az allatok majat, veséit és [épét, és az aldbb leirtak szerint azokbdl
RNS izolalast végeztink. A laboratériumi allatokra vonatkozd iranyelveknek
megfelel6en az egerek humanus ellatasban részesiltek. A kisérletet a hatalyos etikai

el6irasoknak megfelelGen végeztik. (Etikai engedélyszam: BA02/2000-79/2017)
2.1. RNS izolalas

A teljes celluldris RNS-t TRIZOL reagenssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) izoldltuk a gyartd utasitasainak megfelel6en. Az RNS-minGséget abszorpcios
fotometriaval ellendriztik, és a tovabbiakhoz csak azokat az RNS-mintakat

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

A one-step PCR-t, beleértve a reverz transzkripcidt 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. 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 szekvencidit az Integrated DNA Technologies
(Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, lowa, USA) szintetizalta, a szekvenciak

kordbbi publikaciékbdl szarmaznak.
2.3. Szamitas és statisztikai elemzés

A relativ miRNS expresszids szinteket a 2722¢T mddszerrel szdmitottuk ki és
hasonlitottuk 6ssze. Az eredményeloszlas vizsgdlatara szolgdld statisztikai elemzés
soran a Kolmogorov—Smirnov tesztet hasznaltuk. Az atlagok 06sszehasonlitasara

Levene-tipusu T-probat hasznaltunk. A szamitasokhoz és az elemzésekhez az IBM SPSS



21 (International Business Machines Corporation, Armonk, NY, USA) statisztikai
szoftvert hasznaltuk. Statisztikailag szignifikdans szintnek a p<0,05 értékeket

tekintettik.
3. EREDMENYEK

Mind a negativ kontroll, mind a kezelt csoport esetén meghatdroztuk a vizsgalt
miRNS-ek és az mTORC1 gén expresszidit 24 oraval a DMBA kezelést kdvetben. Az
eredmények feldolgozdsa nem csupan a kezelt és kontrollcsoport atlagos eredményeit
Osszegzi, hanem a nemek szerinti és szervek szerinti elvdltozdsokat is annak
érdekében, hogy a minél mélyebb 0sszefliggéseket ismerhessiink meg a DMBA
expozici®6 okozta mIiRNS és génexpresszids valtozasok kolcsonhatasairdl. A
kontrollcsoporthoz képest az eltéréseket szazalékos formaban hataroztuk meg, ahol a
kezeletlen kontrollt tekintettiik 100%-nak (1-8. abra). Osszességében a kezelt csoport
eredményei alapjan kijelenthet6, hogy a DMBA kezelés 24 6ra elteltével hatassal van a
vizsgalt miRNS-ek és az mTORC1 kifejez6désére a kontrollcsoporthoz képest, melyek

mértéke és irdnya azonban specifikus a vizsgdlt gén, miRNS, szovet és/vagy nem

szerint.
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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
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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) expresszéjanak valtozasa 24 éraval a DMBA kezelést kovet6en him

CBA/Ca egerek lépében (*p<0,05; ***p<0,001).
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CBA/Ca egerek veséiben (*p<0,05; ***p<0,001).
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4. MEGBESZELES
4.1. mTORC1

Az mTOR-jeldtvitel aktivdlasa szamos onkogén folyamatot indukdl, beleértve a
daganatsejtek novekedésének, tulélésének és proliferacidjanak el8segitését. Az
MTORC1 kozvetits szerepet jatszik a DMBA hatdsara indukalédo TGF-a (Transforming
growth factor alpha) és IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) onkogén hatasaban.
Emellett a DMBA-val egyiitt er6siti az IGF-2 (Insulin-like growth factor 2) proliferaciot
el@segité hatasat. Potencialis onkogén szerepe a ndéstények esetén jelen vizsgdlati
modellben is bizonyitast nyert, ugyanis a DMBA hatasara 24 éra elteltével a nGstény
allatokban az mTORC1 expresszido szignifikdns emelkedését tapasztaltuk minden
vizsgalt szervben. A him egerek esetén azonban ezek ellenére is csdkkend
eredményeket tapasztaltunk, melyek emellett nem szignifikdnsak. Ennek oka lehet,
hogy a tesztoszteron hidnydban magas expressziot mutaté PTEN (Phosphatase and
tensin homolog) tumorszuppresszor gén az mTORC1 inhibitora. Az mTORC1-et tehat a
ndstény allatok esetén a jelen vizsgalatunkban alkalmazott modellben a karcinogének

vizsgalatara alkalmasnak itéltik.
4.2. miR-132

Ismeretes, hogy a miR-132 a DMBA hatdsara indukalédé SOX (SRY-related HMG-boksz
4) transzkripcidés faktor elnyomdsaval szabdalyozza mdjdaganatsejtek szaporodasat,
apoptdzisat, migraciojat és invazidjat. Ismert tovabba, hogy a DMBA hatasara
dozisfiiggé mddon novekszik a TGF-B1 szintje, a TGF-B1 fokozott kifejez6dése pedig
noveli a miR-132 expressziét. A miR-132 azonban blokkolja a DMBA altal aktivalt
TGF-B1/Smad2/3 jelatvitelt. Ez alapjan tehat a TGF-B1 és a miR-132 kozotti kolcsonos
visszacsatolas all fenn, mely aktivitasara a DMBA er6sit6, mig a miR-132 csendesit6
hatdssal van. Kordbbi irodalmak arra is ramutattak, hogy a miR-132 elnyomja a
daganatképz6dés el6mozditasdban részt vevs, DMBA hatasara aktivalodé Akt/mTOR
jelatviteli utat, mely kolcsénhatas eredményeinkben is tlikroz6dott. A miR-132 és az
MTORC1 hasonlé expresszidos mintdzatat kaptuk, igy az mTORC1 expresszios
novekedésére valaszként emelkedhetett a miR-132 kifejez6dése. A himek esetén csak

a lépben volt szignifikdns a valtozas, mig a néstényeknél jelentls és statisztikailag
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erésen szignifikans novekedéseket tapasztaltunk minden vizsgdlt szervben, korreldlva
az irodalmi adatokkal, tehat a miR-132 biomarkerként nemi specifitassal, a ndstény

egerek esetén haszndlhaté.

4.3. miR-212

A miR-212 esetén tapasztalt valtozatos eredmények hatterében az allhat, hogy
tumorszuppresszor és onkogén hatast is kifejthet példaul a FOXA1 (Forkhead Box Al)
gén szabalyozasaval, mely hatds nemspecifikus, ugyanis a FOXA1l elengedhetetlen
mind az 0&sztrogén, mind az androgén jelatviteli folyamatokhoz. 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
esetén megfigyelt onkogén hatast. Annak ellenére, hogy a miR-212 expresszidjdban
szignifikdns és er6teljes ndvekedést tapasztaltunk a ndstények majaban és veséiben,
valamint a himek |épében, az 6sszes kapott eredmény alapjan (mely magdba foglalja az
Osszes vizsgalt szervet mind a két nem esetén) a miR-212 biomarkerként torténd

haszndlatat szignifikancia hianya miatt jelen vizsgalatban elvetettiik.
4.4. miR-124-1

A miR-124-1 tumorszupresszor hatasa 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. Emellett a
DNS karosodds altal kivaltott nukledris faktor-kappa B (NF-kB) aktivaciéo a hatékony
tumorellenes terapia egyik f6 akadalya, a miR-124-1 azonban elnyomja a TRAF6 (TNF
Receptor Associated Factor 6) expresszidjat, ezzel gatolja az NF-kB jelatviteli utat. Az
ezek alapjan a karcinogén expoziciot kdvetéen vart expresszidés ndvekedés azonban
csak a nGstény csoport esetén jelentkezett, ahol mindharom vizsgalt szervben er6sen
szignifikdns és jelentés novekedés volt tapasztalhatd, igy a miR-124-1-et
biomarkerként a nGstények esetén talaltunk hasznalhatdnak. A himek esetén azonban
a DMBA kezelés a miR-124-1 szintjének a csOkkenését okozta, mely emellett nem
minden szervben volt szignifikans. A DMBA aktivalja a STAT3 (Signal transducer and
activator of transcription 3) transzkripciés faktort, melynek a miR-124-el szemben

elnyomd hatasa van, emellett STAT3 indukdlé hatast a tesztoszteron esetén is

12



megfigyeltek, mely a DMBA-val koherensen megmagyardzhatja a him csoport esetén

tapasztalt miR-124-1 downregulaciot.
4.5. miR-155

A miR-155 esetében egyiranyu, pozitiv valtozast az 6sszes vizsgalt szerv kozil egyediil a
majban tapasztaltunk mindkét nem esetén, bar a himeknél nem szignifikans maodon,
ami megmagyardzhatdé az 0Osztrogének miR-155 expresszidt serkenté hatdsaval.
Emellett a DMBA metabolikus aktivaciojat CYP enzimek végzik, f6ként a citokrom P450
1A1 (CYP1A1) és 1B1 (CYP1B1), amelyek a madjban jellemz6en nagy mennyiségben
szintetizdlddnak, igy a DMBA hatdasa a miR-155 expresszidéra ebben a szervben
gyorsabban, domindnsabban érvényesilhet. Megfigyelt tovabba, hogy a miR-155
expresszido majkdrosodds esetén megemelkedik és védd hatast fejt ki az NF-kB jelatvitel
elnyomasaval, valamint olyan gyulladasos mediatorok csokkentésével, mint a tumor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) vagy az Interleukin 6 (IL-6). 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 kot6 fehérje, vagy a VHL (von Hippel-Lindau) tumorszuppresszor
fehérje. Az irodalomban és a vizsgdlatunk soran tapasztalt valtozatos adatok alapjan, a
miR-155 korai biomarkerként a célunkként kit(izott vizsgdlati panelben nem

hasznalhaté.
4.6. miR-330

A DMBA kezelés eredményeként a nGstény egerek l1épében és a majadban a miR-330
tumorszuppresszor expresszid kisebb mérték( novekedése volt megfigyelhets, mint a
him egerek esetén. Ennek oka lehet a kordbban emlitett proapoptikus PTEN
tumorszuppresszor gén magas expresszidja tesztoszteron hidnydban, aminek a
génterméke csokkenti a DMBA hatasara fokozottan expresszalddd c-Myc fehérjék altal
kifejtett onkogén hatast. A nO6stény egerek veséjében mért miR-330
tumorszuppresszor expresszidjanak emelkedése Gsszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy az Osztrogén hatasara megnovekedett RCC rizikdjat csokkenti.

Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a miR-330
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expresszios szintje biomarkerként f6ként a him allatok esetén lehetne alkalmazhat¢, az
eredmények azonban nem voltak azonos irdnyuak minden vizsgalt szervben (mely
lényeges szempont a kivalasztdsban), igy a biomarkerként torténd hasznalatat

elvetettik.
4.7. miR-29a

A DMBA expoziciét kovetéen 12 drdval megfigyelték a c-Myc génexpresszid
fokozdédasat. A Myc proto-onkogén azonban a miR-29a kifejez6dését elnyomja példaul
hasnyalmirigyrakban, mely LOXL2 (Lysyl Oxidase Like 2) regulacido csokkenését
eredményezi, ezzel segitve a tumorképz6dést. A LOXL2 ugyanis szerepet jatszik a
daganatsejtek invazidjaban, a metasztazisképzésben, az angiogenezisben, valamint a
malignus transzformdacidban. A miR-29a-nak tehat hatdsa van a DMBA daganatképzé
potencidljara a Myc/miR-29a/LOXL2 utvonalon keresztul. 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 koziil jelent8sen csak a him allatok Iépében volt tapasztalhato,
valamint, hogy a mechanizmus szabdlyozasa Osszetett, |atszdlag ellentmondasos és
még mindig nem feltart, a miR-29a expresszid, mint biomarker, az altalunk hasznalt

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 csdkkent a HCC szbvetekben és negativ
fokozza az onkogének expresszidjat, melyet az altala reguldlt RUNX1-RUNX1T1
transzkripciods faktor komplex indukal. Tovabba igazoltak, hogy a miR-9 csokkenés korai
biomarkerként szolgdl kilonb6z6 rosszindulaty daganatok, példdul az emlérak
kialakulasakor. A miR-9-3 Iékuszra hatd (és a DMBA hatdsara novelt expresszidju)
c-Myc és n-Myc onkoproteinek a tumorsejtekben a miR-9 expressziéjanak novekedését
okozzak, ami (ezuttal onkogéneket tamogatd moddon viselkedve) az E-cadherin
amplifikaciéjan keresziil a c-Myc expresszidjanak tovabbi novekedését okozza, és ezen

keresztlil elGsegiti a hepatocellularis karcindma képz6dését. Ezt a megallapitast
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alatamasztja az a tény, hogy a néstény egerek majaban jelentds kiilonbséget talaltunk

a miR-9-1 és a miR-9-3 expresszidja kozott.

A n@stény csoportban a miR-9-3 expresszidja a védé jellegli 6sztrogén ellenére is
novekedett a DMBA kezelés utdn 24 éraval minden vizsgdlt szervben, ellentétben a
miR-9-1-gyel, ahol a majban csdkkenést tapasztaltunk. Ahogy az irodalmi adatok
alapjan feltételezhetS volt, a miR-9-3 a sajat vizsgalatunk eredményei szerint is jol
hasznalhaté biomarkerként néstény egyedek esetén. igy a miR-9-3 vizsgélataval, a
DMBA kezelést feltételezetten kemopreventiv anyagokkal kiegészitve, valdszin(leg
Ujabb molekularis epidemioldgiai 0sszefliggéseket fedezhetiink fel. A miR-9-1 esetén
altaldban, vagy a miR-9-3 esetén a himeknél tapasztalt expresszids valtozasok
biomarkerként toérténd haszndlatat azonban jelen vizsgalati eredmények alapjan

szignifikancia hidnya miatt elvetettik.
4.9. miR-134

A miR-134 erds kifejez6dése a c-Myc onkogén, a Cyclin E és a Cyclin D1 sejtciklus
szabalyozd fehérjék csokkent expresszios szintjét okozza, emellett tumorszupresszor
hatdst fejt ki olyan intracellularis jelatviteli Utvonalak szabdlyozasaval is, mint a
RAS/MAPK/ERK utvonal, vagy a RAS/PI3K/AKT jelatvitel, melyek befolydsoljak a sejtek
proliferacidjat, invazidjat és apoptodzisat. Ez eredményeinkben tapasztalt egyértelm( és
jelentds nemi eltérések hatterében a miR-134 olyan upstream regulatorai allhatnak,
mint az NF-kB transzkripcidés faktor. A DMBA noveli az NF-kB expresszidjat, mely
tobbek kdzott a miR-134 inhibitora is, tehat a DMBA az NF-kB erdsebb expresszidjan
keresztiil csokkentheti a miR-134 kifejez6dését, mely megmagyarazhatja a him egerek

esetén megfigyelt csokkenéseket.

A nGstény egerek esetén azonban az 0Osztrogén receptor (ER) gatolja az NF-kB
aktivaciot, igy gatolja annak repressziv hatdsat a miR-134-re, mely ebben az esetben az
expresszid hatarozott novekedéséhez vezethetett. Figyelembe véve a nemi jellegl
hormonalis kiilonbségek hatdsat és a vizsgalt szervekben tapasztalt statisztikailag
szignifikdns hatarozott novekedéseket, végiil a miR-134 expresszidjat biomarkerként

csak a néstény egyedek esetén taldltuk hasznalhatdnak.
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5. OSSZEFOGLALAS

Osszességében véve az mTORC1 gén és a vizsgdlt 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 mértéki és azonos iranyd minden
vizsgalt szervben, a ndstény egerek miR-134, miR-132, miR-124-1, miR-9-3 miRNS-ei és
az mTORC1 gén esetén tapasztaltunk. Ezen lényeges vizsgdlati szempontok a tobbi
miRNS esetén, vagy altalaban a him allatok vizsgalt szerveiben kevésbé teljesiltek. A
céljaimmal 0Osszhangban tehat, a kutatdsunkban megtervezett vizsgalati panel

kialakitasa ezen mikroRNS-ek, valamint az mTORC1 gén bevondasaval megvaldsult.

Eredményeink hangsulyozzdak, hogy mig a génexpresszids és mIiRNS expresszids
valtozdsok érzékeny biomarkerek, befolyasolhatjak 6ket potencidlis zavard tényezo6k.
igy egy korai karcinogenitasi tesztrendszer kidolgozasa a hasznalt gének és miRNS-ek
gondos kivalasztasat igényli, mivel akar a nemi jellegli hormonalis kilénbségek is
jelent&sen befolyasolhatjak az expresszidos mintazatokat. A miRNS-ek és gének emellett
direkt médon vagy olykor kozvetve mads géntermékek kozremikodésén keresztiil
egymas kifejez6dését/hatasat is befolyasoljak, melyet tobb tekintetben, a

vizsgalatunkban szerepl6 gén és miRNS-ek esetén is megfigyelhettlnk.

A karcinogenezis molekuldris folyamatainak a komplexitdsa szlikségessé teszi a
tesztrendszerek kiterjesztését a jeldtviteli utak és szabalyozéik lehet6 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 fazisaban jellemz6en magasabb aktivitast

mutatnak.

A gyakorlatban alkalmazva, a karcinogenezis prediktiv jelzésére kialakitott 5
biomarkeren alapulé vizsgalati panel értékes eszkdzként szolgdlhat tovabbi
vizsgalatokhoz, karcinogén expoziciok detektalasahoz, valamint kemopreventiv és/vagy
komplementer terdpids tumorszuppresszor vegylletek felderitéséhez, igy a primer,
szekunder és tercier prevencié eszkdzeként hasznalva, Uj lehet6ségeket nyithat meg a

daganatok incidencidjanak és mortalitasanak 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*, lépében*** és veséiben*** 24 éraval 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 éraval a

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

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

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

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