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BEVEZETES

A dolgozat témajaul szolgaldé kutatas emészeérvrendszeri karcinomak, azon belll is a
nyelbcs-és gyomorrak molekularis vizsgalataval kapcsola®srosszindulati daganatok
iniciacidja és progresszioja hatterében a kidnyesdk szerepét genetikai hatdsaban vizsgalo
kutatasok egyre tobb kapcsolati 6sszefliggést tédelalkh kutatasok megésits eredményei

és az ilyen iranyad gondolkodas felértékelte a migelszemléletben a személyes és
tarsadalmi feléisseg kérdéseit, és a prevencids technikak fejlesztélterjesztéseét.
Dolgozatom a PTE Altalanos Orvostudomanyi Kar Orvhigpegészségtani Intézetében
veégzett vizsgalatok 0sszegzése, amelyben éngiees gyomorrakos betegek anyagaban
vizsgaltuk, hogy van-e kilonbség azonos szévettmgndzisu betegek egyik jelést nagy
reményekre jogosito genetikai jelletjpzben, a beteg anyagokbdl szarmazé mikroRNS-ek
expresszigjdban a normal szovetekhez képest, dllatehany életmddi kiulonbség a

betegcsoportok kdz6tt megmutatkozik-e a vizsgdkronRNS-ek szintkilonbségeiben.



CELKIT UZESEK

1. A Vas megyei Markusovszky Egyetemi Oktatokérhazidazelt nyebcsorakban és
gyomorrakban szenvédetegek mintaiban talalhato-e eltérés a normaletzinintakhoz
képest a kivalasztott mikro RNS- expressziok tetétien?

2. Nyelécssrakban, a kérézményekben fellelhétkdrnyezeti tényeik, agymint: lakohely,
dohanyzasi szokéas, alkoholivas alapjan képzettgbstgortok mintaiban meérliee
mikro RNS-expresszios kuldnbség az azonos vagyl kiizenos szovettani besorolas
esetén?

3. Gyomorrakban a korétmeényekben fellelhétkornyezeti tényeik, ugymint: lakohely,
dohanyzasi szokéas, alkoholivas alapjan képzettgbstgortok mintaiban meérliee
mikro RNS-expresszios kulonbség azonos vagy kézeas szbvettani besorolas esetén?

4. A betegek korélzmeényéldl ismert két rizikdfaktor (dohanyzas és alkoholfaggtas)
egylttes jelenléte valtoztat-e az egyeséevéfoeduld rizikbk mikro RNS-expresszio
mintazatédban?

5. A szocidlis statusz okozta kilonbség méfret mikro RNS-expresszio valtozasban?

6. A mikro RNS-expresszio dsszefliggésben all-e azawzwvagy kdzel azonos szdvettani

stadiumu betegségben szenvbetegek tulélésével?



Modszertan

5.1. Beteganyag

Vizsgalatainkhoz a betegmintak és ezekhez adasdombathelyi székhalyMarkusovszky
Egyetemi Oktatokérhazbol szarmaznak.

A gyomorrakos vizsgalathoz 39 paciens mintait hakak (25 férfi és 14 4). Az atlagéletkor

(a mitét idején) 62,12 év volt. A paciensek 2005 és Aaibtt operalt, gyomor-eltavolitason
atesett azon betegek kozul kerultek ki, akiknelgukdeisa adenokarcinoma volt. Klinikai
stadiumaik az alabbiak voltak: Ill. stadium—29 lgeté/. stadium—-10 beteg. A kérhaz MedSol
betegnyilvantartoi rendszer@lkerultek levalogatasra.

Nyelécssrakos betegminta 20 allt rendelkezésiinkre. Szavikttpezek mind laphamrakok
voltak. 20 péaciens (17 ferfi és @)n atlagéletkoruk 61.5 év. A diagnozis idejen Viagy 1V.
stadiumban voltak.

Kontrollként mikroszképosan a normal szerkézefyomor és nyélkcsd szovetmintak
szolgaltak. A gyomor normal szdveti mintak beteggkéti anyagabol, az ép szoveti rédizb
kerlltek kimetszésre. A ny@ss normal szerkezétszdvettani anyagait nem minden esetben
tudtuk ugyanabbdl a betegjlszarmaztatni.

Az epidemiologiai adatok részben a korhazi adatiéiti az ott nem szerépl pedig a
paciensek haziorvosaitdl szarmaznak. E tekintethesgaltuk a dohanyzasi szokasokat (két
kategoria: dohanyz6 [a diagnozis feldllitasaéttelegalabb 10 évig dohanyzott] és nem
dohanyz0), az alkoholfogyasztasi szokasokat (kéegdaia: napi tébb mint két egység
alkoholfogyasztas ellentétben ennél kevesebb),¥oaalis helyzetet (magas vagy alacsony

[munkanélkili és/vagy rokkant és/vagy minimalbémtrjovedelem)).



5.2. RNSKivonas

A nukleinsavat, mint alapanyagot a koérszovettanddigozashoz hasznalt, formalinban
tortént fixadlas utén, paraffinba &gyazott blokkoklgertiik. 10 yum vastag metszeteket
készitettiink, amelyekb deparafinalassal jutottunk a vizsgalanddé riboririldavakhoz. A

deparafindlast proteinasedktzelést koveéen xylol-ethanol felhasznalasaval végeztik. A
RNS extrakciohoz a HighPure FFPE RNA Micro Kit-Bothe, Németorszag) hasznaltuk, a
abszorpcioés fotometriaval, 260/280nm-en dileritik. Az optikai denzitdsok hanyadosai 1,9-

2,1 voltak.

5.3. Reverz transzKkripcio

Mikro-RNS-b5l cDNS eballitAsahoz Transcriptor First Strand cDNA Synthegiit-et
hasznaltunk (Roche, Németorszag). A 20 revers transzkriptase keverékp2 miRNS
templatot, 2uL véletlenszel hexamer primert, 4L revers transzkriptase reakcié puffert, 0,5
uL revers transzkriptase transzkriptortpR deoxynucleotid keveréket, 0ji. RN-az gatlot
és 9uL H,0 —t tartalmazott.

A reakciéelegyet 30 percig 55°C-on inkubaltuk, ayaela reverz transzkipcionak 80°C-on

tortérd, Ot perces inaktivacioja kovetett.

5.4. qRT-PCR analizis

A valos idefi, mennyiségi lancreakciét (quantitative realtimdypwrase chain reaction =
gRT-PCR) LightCycler 480 LightCycler rendszerre¥BIR Green Kit-tel végeztik (Roche,
Németorszag). A 2L PCR elegy a kovetkézOsszetebket tartalmazta: fuL template

cDNA, 2 uL szekvencia specifikus primer, 1@ Master Mix és 3L H,0.



A miR-specifikus primereket (miR-2MiR-34a, miR-93, miR-143, miR-208)iR-205,miR-

223) a TIB Molbiol cég készitette.

5.5. Statisztikai analizis

A kapott eredmények statisztikai elemzését fluggekétmintas t-probaval, 18.0 és 21.0
verzioju SPSS programokkal végeztik. A kiloénbségtékét a szokasos p &05 értéken
fogadtuk el szignifikansnak.

A tulélés és az egyes miR értékek Osszefuggésémsgalatakor a gRT-PCR soran kapott
eredményeket minden egyes miRNS median értékejaalagichotomizaltuk. A median
értekek kovetkedk voltak: miR-21 — 0.591, miR-34a — 0.147, miR-9®.481, miR-143 —
0.321, miR-203 — 0.252, miR-205 — 0.252, miR-228202.

A Kaplan-Meier tulélési gorbéket minden egyes meReg rank teszttel készitettuk.



Eredmények

1. Mindkét daganatfélében szignifikans kulonbségedltiahk a normal és a tumoros

szovetek kozotti miR-expressziokban.

- A nyelocssrakos szovetmintakban szignifikans métitékelllreprezentaciot
mertink a miR-21 (p= 0,015), a miR-143 (p=0,00GLMiR-203 (p=0,0001), a

miR-205 (p= 0,0001) és a miR-221 (p=0,001) esetében

- Gyomorrdkos szovetmintdkban szignifikans (p=0,0RA)bnbséget talaltunk a
tumoros szovetben a miR-21 és miR-143 esetén, migiRx34a a kontroll

szovetben volt (p=0,001) volt felllreprezentalt.

_ Daganat _ Kontroll Véltozas p
(Atlagtszorés)| (Atlagtszoras) (x) erték
hsa-miR-21 0.0002+0.0003 1X36x10° +20.000 0.015
hsa-miR-143 0.0272+0.0118 0.0019+5%10 | +14.315 0.0001
hsa-miR-196a|  0.0059+0.0124 0.0065+0.0005 -1.14 3108
hsa-miR-203 0.0176+0.0135 0.0017#5%10 | +10.352 0.0001
hsa-miR-205 0.0345+0.0195 0.0069+1X10 +5.000 0.0001
hsa-miR-221 0.6005+0.5608 0.1081+0.0069 +5.58 100

I. tablazat: Nyelécsirakos €s normal szévetek miR-expresszidja




Al id hib Kulénbség
P atlag | sta niba megbizhat.tart. 95%

erték | kulonbség| kilbnbség . ,,

also felsé
miR-21 ,001 | ,766269444 ,123685142 516292449 1484640
miR-34a ,001 | -931963611 ,072517897 -1,078527[747785399475
miR-93 ,137 | ,345581056 ,227520379 - 114254783 86894
miR-143 ,001 | ,657252781 ,073024443 509664877  A08E5
miR-203 299 | ,106699167 ,101415705 ,0982696P0  EA9%3
miR-205 797 | -,036902000 ,142314295 -,324529919 0725919
miR-223 165 | 047320956 ,033486567 -,020357921 999432

. tablazat: Gyomorrak és normal szévet miR expreszioja

2. A daganatos szoveteslbkivont miR-ekexpressziés kilonbséget mutattakegyes

életmddi tényeidk alapjan képzett csoportok kdzott.

A differencia mértéke szignifikans valyelécssrakos mintakban:

- erés és a mérsekelt ivok kozott a miR-143 (p=0,002miR-203 (p=0,001),

miR-205 (p=0,016) volt szignifikans.

Alkoholfogyasztas
~ nagyivo ~ nemivo Valtozas ér?ék
(Atlag+szordy | (Atlag+szoras) (x)

hsa-miR-21 0.0002+0.0003 0.0001+4%10 | +2.000 0.4210
hsa-miR-143 0.0264+0.0127 0.0381+0.0049 -1.443 D00
hsa-miR-196a 0.0065+0.0134 0.0026+2%10 | +2.500 0.2490
hsa-miR-203 0.0153+0.0134 0.032740.0011 -2.137 @00
hsa-miR-205 0.032740.0207 0.0463+0.0009 -1.415 6001
hsa-miR-221 0.6133+0.5905 0.8811+0.0043 -1.436 o8

lll. tAblazat: Nyel 6csorakos erés €s mérsékelt vagy nem ivok miR-expressziodja

- a dohanyos és nem dohanyosok kozétt a miR-205 miélé&szott volt

szignifikans differencia. A miR-205 magasabb voitcdnanyosoknal.



Dohanyzas
dohanyos nemdohanyos | Véltozas érE[)ék
(Atlagn+szoras)| (Atlag+szoras) ()
hsa-miR-21 0.0002+0.0004 6x1o6x10° +3.333 0.072
hsa-miR-143 0.0259+0.0133 0.0231+0.0076 +1.121 ®.51
hsa-miR-196a 0.0073+0.0148 0.0019+0.0007 +3.842 9.1
hsa-miR-203 0.0164£0.0125 0.0091£0.0148 +1.802 ®.19
hsa-miR-205 0.0358+0.0193 0.0145+0.0204 +2.468 .00
hsa-miR-221 0.6535+0.6125 0.3583+0.3698 +1.823 .13

IV. tdbldzat: Nyelécsorakos dohanyzok és nem dohanyzok miR-expresszioja
- kombinalt abldzosokat is vizsgaltunk, azzal nefik.élletve a csak egyik vagy
masik életmddi tényétr kovetk mintdinak miR-expresszidés kilbénbségei

vonatkozasaban.

o A miR-203, és a miR-143 esetén detektaltunk sfilgms kilonbséget
(p=0,001 és p=0,001, p=0,012). .A nagyivo és dpbsutsoport a miR-143 és
miR-203 alacsonyabb elvalasztasat igazolta a neinéy nem dohanyos

csoporttal szemben.

o0 A miR-205 a nagyivd és nem dohanyos csoportbart smignifikansan
alacsonyabb (p=0,001) azzal a csoporttal szembarkambinaciéban talaltuk

a kedve#tlen hatasu életmddi ténytiket.

o Abhol csak dohanyzd, de alkoholt nem fogyaszt6 pésektdl allt a csoport, ott
a miR-143 és miR-203 volt szignifikAnsan magasatdieanyz6 és alkoholt is

fogyasztomintak csoportjaban mérteknél (p=0,012=¢5001).

- nem megfelél és megfeld szocialis statusz kozott a miR-143 (p=0,001) és a
miR-203 (p=0,001) volt szignifikAnsan alacsonyahiossz szocialis helyzetk

esetén.



Szocialis helyzet
Rossz Megfelelé szocidlis Valtozas b

szocidlishelyzet ~ helyzet (x) ertek

(Atlagtszoras) (Atlagtszoras)
hsa-miR-21 0.0001+0.0001 0.0002+0.0005 -2.000 ®432
hsa-miR-143 0.0037+0.0023 0.0304+0.0093 -8.216 (1,00
hsa-miR-196a 0.0041+0.0057 0.0082+0.0177 -2.000 7504
hsa-miR-203 0.0034+0.0026 0.0205+0.0136 -6.029 1mM00
hsa-miR-205 0.0329+0.0196 0.036620.0204 -1.112 4m68
hsa-miR-221 0.438620.3453 0.914+0.6564 -2.083 ®052

V. tablazat: Nyelécssrakban nem megfeleé és megfeldl szocialis statusz miR-
expresszioja

A differencia mértéke szignifikans vayomorrakos mintakban:

Szignifikdns miR szintkilonbségeket mértiink az athfngyasztasi szokasok

szerint megosztott két csoport kdzott. miR-21 (pOQ), MiR-

203(p=0,001),miR-205(p=0,003), miR-223(p=0,001 }&sen.

0 atlag std.hiba KUIbnbségsrg)egbiz.tart.
érték | kulonbség | kuilonbség . LR
also felsé
miR-21 ,001 ,84591000 ,16587000  ,49873000 1,1930800
miR-34a 175 ,576351905 408979156  -,279651807  2BBRL16
miR-93 254 ,455033190 ,33865608R0 -,354047903 4124284
miR-143 ,828 ,101692857 /4620944603 -,865481062  68B67676
miR-203 ,001 635459714 ,076620230  ,475091730 brgzie)
miR-205 ,003 ;790991714 232196364  ,304999139 924539
miR-223 ,001 594559214 ,059987380  ,469004186 72943

VI. tAblazat: Alkoholfogyaszté és nem fogyasztd gyworrakos betegek miR-expresszidja

- Magasabb miR-21 volt detektalhaté a dohanyos dagsoiéban, (p=0,001), a
miR-143 pedig szignifikansan (p=0,004) alacsonyatibugyanitt. Tébbi miR

tekintetében a mért killénbség nem volt szignifikans



p atlag std. hiba | Kulénbség megbizhat. tart. 95%
érték | kuldonbség | kilonbség alsé felsd
miR-21 ,001 1,14110000| ,116770000 ,898930000 1 BHHI0
miR-34a 769 | -,099516151  ,334100106 -,792397363 3368061
miR93 206 | -430372821 ,330116469 -1,114992477 226434
miR-143 ,004 | -1,002503571 ,3079363%4 -1,641124483 ,363882659
miR203 799 ,031438270|  ,122255953 -,222105058 foaszong
miR-205 526 ,168821943|  ,262064633 -,374666841 3707228
miR-223 499 ,025472269| 037064319 -,051394425 338962

VII. tAblazat: Dohanyzé és nem dohanyz6 gyomorrakobetegek miR-expresszidja

- Az alacsony szocidlis helyZet betegek mintdiban szignifikans meéiriek
(p=0,049) magasabb kifej@tést mértiink a miR-21, és ugyancsak szignifikans

kulénbég volt (p=0,003) az alacsonyabb miR-143 esszio esetén.

p atlag std.hiba Kulénbségmegbizh.tart. 95%
érték | kilonbség| kiilénbség alsé felsd
miR-21 ,049 | ,297840000  ,14139000 ,00079000 ,5948900
miR-34a 533 | ,226331832 ,356218236 -,522054912 738975
miR-93 545 | 146569396 ,237398671 -,352186705 Ba536
miR-143 ,003 | ,856748901 254623241 ;321805322 X180
miR-203 939 | ,010169011 ,131726047 -,26657714¢ 928867
miR-205 ;308 | -,201619398 ,192097307 -,60520086 1196620
miR-223 582 | ,023744744 042399823 -,06533398( 8234267

VIII. tablazat: Megfelel 6 és nem megfelél szocidlis helyzai gyomorrakos betegek miR-

expresszioja
- Vizsgaltuk, lakéhely szerint van-e kimutathatd miR-expressziGknbség a
gyomorrakos betegek kozott. Falun lakd betegekézarmazd mintakban

szignifikans kulénbséget detektaltunk. A miR-34a=Q®32) és miR-143

(p=0,001) voltak alacsonyabbak.



. , Kulénbség
atla std.hiba .
P avag . o . megbizhat.tart. 95%.
erték | kulonbseg | kulbnbseég 7 ,,
also felsé
miR-21 ,698 ,20822000 ,532290000 -,87601000  1,20046
miR-34a 032 | -1,631918333 ,727892850  -3,1128274#72151009194
miR-93 ,969 ,035298429|  ,907931313  -1,811901716 2188574
miR-143 001 | -2,544247625 691385922  -3,95088286Q,137612390
miR-203 ,298 ,797838038|  ,75354445p  -,739026003 4732080
miR-205 ,352 ,263495657|  ,278202795  -,307329329 333842
miR-223 562 -018315167  ,031230757  -,082096882 5468549

IX. tAblazat: Varosi és vidéki gyomorrakos betegekniR expresszidja

3. Vizsgaltuk a talélés és a miR-expressziok Ossze&f$@igis gyomorrakos betegek
mintaiban. Vizsgalatunkban a gyomorrakos mintakipaért miR-ek és a tulélés
vonatkozasdban szignifikansan dsszefiiggedményeket a miR-21, a miR-34a és a

miR-205 talaltunk.

Chi négyzet df Sig.
miR-21 4,934 1 0,026
miR-34a 7,955 1 0,005
miR-93 2,088 1 0,148
miR-143 2,769 1 0,096
miR-203 0,428 1 0,513
miR-205 3,898 1 0,048
miR-223 0,087 1 0,768

X. téblazat: Vizsgalt miR-ek és atlagos tulélés dasfliggesének vizsgalata gyomorrak
mintakban



KOVETKEZTETESEK

1. Nyelécssrak mintdk eseteiben a leghatarozottabban sikégaltolni a feltételezést,
mely szerint a daganatos szOvetekben a vizsgéltekifarkansan kilonbdznek a
normal nyebcss széveti mintdkban mérkemiR mennyiségekt.

A miR-21, miR-143, miR-203, miR-205, miR-2215srszignifikanciaval magasabb a
tumoros mintakban.

2. Az eltérés a normal és gyomor mirigyhamrakos sziwvegfk miR szintjében
megmutatkozott, de nem a vart mértékben. Szigmékaérték kilénbség a miR-21
€s miR-143, valamint a miR-34a értékében volt. RMB,MIiR-203, MiR-205 és
miR-223 differencigja nem volt szignifikans.

3. Mindkét tumor esetében talaltunk expresszios kigégbt, a karositd hatasu életmadi
tényedkkel élés tekintetében. Az alkohol hatasara IétrejiniR-expresszio
szignifikans jelenléte a miR-203, miR-205, miR-22#hjR-223 vonatkozasaban is
kovetkezetesen jelen van, mindkét daganatfélesegben

4. A dohanyzasi szokas hatasat kevesbéoatkt mertik a sajat mintainkba, de volt
ertékelhed kilonbség. A miR-205, a miR-21 szignifikansan nsaddp szintjét
mertuk, mig a miR-143 alacsonyabb voltat detekkaltu

5. A szocialis helyzet kulonbésége szintén meértietmiR szintkilénbséget mutatott,
vagyis a tarsadalom egy bizonyos kohorsza, ¢ssgé$ingn a foglalkoztatottsag
hianyaval, nem egyszer az iskolazottsag, vagyaatal életviteli ismeretek hianyaval,
onmagaban epigenetikai hatasu, de ez a helyzetitegybiat a karositd életmodi
tényedk fokozott mértek alkalmazasaval is. A lakohely vidéki vagy varosita
tovabbi rétegezés nélkil nem hozta ki markansarazzletmoddal is kapcsolatban

allhato kaldnbséget.



A kombinalt, karos életmdédi tényghaszndlata a ny@ss laphamrakban szenvéd
betegek mintadiban is inkabb az alkohol hataséat zfejeki az expresszids
kilonbségmérésnél. Gyomorraknal a kombinaciot nizsgaltuk.

Nem tapasztaltuk a kombinalt ablzus hasznélatnésettegesen markansabban, vagy
egylttesen t6bb miR vonatkozasban is mérkatonbég jelenlétét.

Tobb 6sszefliggésben is igazoltuk a miR-21 fonteseg®t a tumoros szdévetekben.
Szinte mindenutt bebizonyosodott ennek az onkon@R-a felllreprezentaltsaga.
Tapasztaltuk a miR-34a tumorszupresszor gén ahelzeptaltsagat is, a daganatos
mintakban. Azonban ismert, hogy az egyes miR szinam mindig ilyen egyszér
osszefiiggésben regulalodnak. Eppen ezeknek mésdsekntatasoknak dytése
folyik vildgszerte.

. A miR expresszid és a betegek tulélésével kapdsoiakutatasunkban megtalaltuk

harom miR-rel dsszefliggésben az irodalmi adatokbtaglalt relevanciat.
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