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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

A rosszindulat daganatos megbetegedések szama, valamennyi daganatfélét figyelembe
véve, vilagszerte vagy novekvd, vagy néhany tipusndl is csak mérsékelten csokkend
tendenciat mutat. Kiilonosen nagy jelentségiilk van a korai haldlozdsban betdltott
térnyerésiiknek. A valamennyi szervet/szervrendszert, valtozé mértékben érintd
betegségcsoport, a kiillonbozo és egyre eredményesebb gydgymodok ellenére, rendkiviili
egyéni, kdzosségi €s Ossztarsadalmi betegségterhet, testi €s lelki szenvedést okoz. Az egyes
szerveket érint6, tobbféle szovettani alcsoportba sorolhatd rosszindulat daganatok, mas-
mas gyakorisaggal fordulnak eld. Elterjedtségiik életkor és nemek szerint, foldrajzilag,
népcsoporti érintettségiikben, de kialakulasukat eldidézd kockézati hatteret tekintve is
kiilonboz6 (1,2). A dolgozat témajaul szolgald kutatas emésztd szervrendszeri karcinomak,
azon belill is a nyeldcsO- és gyomorrak molekularis vizsgalatdval kapcsolatos. A
rosszindulatu daganatok inicidcidja és progresszidja hatterében a kiilsé tényezok szerepét
genetikai hatdsdban vizsgdlod kutatasok egyre tobb kapcsolati Osszefliggést tarnak fel. A
kutatasok meger6sité eredményei és az ilyen irany gondolkodas felértékelte a megel6z6
szemléletben a személyes ¢€s tarsadalmi feleldsség kérdéseit, és a prevencios technikak

fejlesztését, elterjesztését.

Az elmult kb. 15 év rendkiviili technikai fejlédése lehetdvé tette olyan molekularis
vizsgélatok kivitelezését, amellyel felgyorsult a sejten beliili fiziologids és patogén
folyamatok analizise és ezzel genetikai azonositasok is lehetségesek a kiilsé tényezok,
beleértve kornyezeti, életmodi noxak hatasainak leirasa. A DNS szekvencian kiviili, azon
tulmutatd szabalyozasi mechanizmusok Osszességét az ismert gének, az 6roklott szituacio

modositasanak lehetdségét feltérképezo 0j tudomanyag is sziiletett: az epigenetika (3).



Dolgozatom a PTE Altalanos Orvostudomanyi Kar Orvosi Népegészségtani Intézetében
végzett vizsgalatok Osszegzése, amelyben nyel6csé- és gyomorrakos betegek anyagaban
vizsgaltuk, hogy van-¢ kiilonbség azonos szovettani diagndzisu betegek egyik jelentOs,
nagy reményekre jogositd genetikai jellemzdjében, a beteg anyagokbdl szarmazé mikro
RNS-ek expressziojaban a normal szovetekhez képest, illetve néhany életmodi kiilonbség a

betegcsoportok kozott megmutatkozik-e a vizsgalt mikro RNS-ek szintkiilonbségeiben.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1.Epidemiologia

3.1.1.El6fordulas és halalozas

A nyeldcsordk és a gyomorrdk a vezetd daganatos haldlozasok korébe tartozik, a vilag

népességét figyelembe véve, gyakorisaguk szamottevo (1,2,4). (1. 2. grafikon)
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1. grafikon: Karcinoma incidencia és mortalitas a vilag lakossagaban, életkorra
standardizalva, 100 000 fore. Férfiak 2012.(2)
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2. grafikon: Karcinoma incidencia és mortalitas a vilag lakossagaban, életkorra
standardizalva, 100 000 fére. Nok 2012. (2)

aranyban a tobbi, mindkét nemre jellemz6é daganathoz képest itt a legnagyobb a nemek

kozotti differencia. Szovettani besorolas szerint a nyeldcsérak két alaptipusa a laphdmrak
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¢s a mirigyhamrak, a foldrajzi eloszlassal Gsszefiiggésben van. A nyelocsé laphamrak a
vilag lakossagaban kovetett elterjedését tekintve a kiilonbozé foldrajzi teriileteken 21-
szeres kiilonbséget is mutat. A rendkiviil nagy geografiai kiilonbségek 0,8/100000 aranytol
17/100000 aranyig terjednek. Legnagyobb aranyban a ,,nyelécsorak dvezetnek” is nevezett
teriileteken, Azsia kozépsé teriiletein éléket, a Kelet-Kozép Kina tartomanyi lakossagot,
tovabba Eszak-India, Iran, Afganisztan lakossagat érinti. Ezeken a teriileteken tehat
elsdsorban a laphamrak elterjedtsége jellemzé, mig a Nyugati orszagokban, Eszak-
Amerikaban ¢és az Europai orszagokban a Barret esophagitis talajan kialakult

mirigyhamrak van talsalyban (1,2,4,5).

Gyomorrak

A gyomorrak a Fold lakossagat tekintve a negyedik leggyakoribb a férfiak, és hatodik
leggyakoribb daganatféleség a ndk korében, 2010-ben. A nemek megbetegedés rataja
férfi/né vonatkozasban: 2:1. Szévettani besorolas szerint nagyrészt mirigyhamrak. 2012-es
adatok szerint 951.000 1 esetet, és 723.100 halalozast regisztraltak a vilag orszagaiban
(1,2). A jelentds szamu megbetegedés ellenére a vilag szamos pontjan mérheté az
incidencia egyenletes csokkenése. Manapsag kiemelkedd szamu megbetegedés Kelet-
Azsiaban, féleg Korea Japan, Kina lakossaga korében van, 2008-2010 kozott 11
szazezrelék felett, de Kozép- és Kelet-Europa lakossagat is érinti az emelkedett betegszam.
Ez utobbi orszagok gyomorrdk incidencidja 7,4-11,0 szazezrelék, 2008-2010 években.
Kozepesen sulyos érintettséggel jellemezhetok. A legkedvezébb helyzetben 1év6 észak-
amerikai és nyugat-europai orszagok lakossagat a 2,8-4 szazezrelék kozotti éves incidencia

jellemzi, 2008-2010 évek vonatkozasaban (1,2,4,5).
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A magyar népesség kedvezotlen egészségi allapota széles korben ismeretes. A sziiletéskor
varhato atlagos ¢€lettartam (minden javulas ellenére) és kiilondsen a korai haldlozas, ez altal
az elvesztett életévek mértéke tekintetében is negativok az adatok (6). Az adatgyiijtés és
azok nemzetkOzi Osszehasonlitasa alapjan nagyobb és kisebb ivii sziirési programok,
népegészségligyi tervek sziilettek az elmult 20 évben (6,7).

Viltoztak egy-egy betegségcsoporton beliili gyakorisagok is. Néhany sziirési koncepcio
bevaltotta a hozza flizétt reményeket, masok kevésbé voltak sikeresek. Az évek oOta vart
népegészségiigyl szlrési modell, a vastag- ¢és végbéldaganatok kiterjesztett lakossagi
szlirése nem keriilt mai napig bevezetésre, masrol pl. a prosztatardk sziirésként gyakran
alkalmazott PSA vérmintabol torténd meghatarozasrol kideriilt, hogy a prosztatarak

halalozast csokkenté eredményt nem hozott (8).

A genomikai és epigenetikai kutatasok tiikkrében felértékelddik az elsddleges prevencid
onkologiai jelent6sége, annal is inkabb, mert a lakossag halalozasat az tigynevezett fejlett
orszagokban, masodik leggyakoribb moddon és ndvekvd aranyban a rosszindulata
daganatos megbetegedésbol szarmazo halalozasok okozzak (9,10,11).

Magyarorszagon a daganatos megbetegedések okozta haldlozds 2011-ben kozel

masfélszerese az 50 évvel korabbinak (12). (I. tablazat)
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1960 2011
Halalozas fébb okok szerint -
(9%

Fert6z6 és ¢él6sdiek okozta betegségek 3898 521
Daganatos betegségek 17 386 33076
Keringési rendszer betegségei 45 249 65 819
Légzoérendszer betegségei 8933 6524

Emésztérendszer betegségei 4162 7739

Balesetek 3352 4301

Ongyilkossag 2493 2492

Egyéb 16 052 9984
Osszesen: 101525 130456

I. tablazat: A halalozasok szamanak alakulasa, halalokok szerint 1960. és 2011. (12)

Azon talmenden, hogy minden betegségcsoport koziil a daganatos halalozas nott
legnagyobb mértékben, a daganatos halalozason beliil az érintett szervek- szervrendszerek
dominancidja is valtozott. A tiidorak okozta haldlozas okozza a legmagasabb mortalitast,
2000-2012 kozott. Incidencidja ugyanezen id6é intervallumban csak a 40-59 éves kora
férfiaknal mérséklodott kis mértékben, de a ndi mortalitds erésen emelkedett (13). S
mindez 0gy, hogy abszolut értékben az esetszam is novekszik.

A gasztrointesztinalis traktus daganatai koziil a vastag-és végbélrak a 80 év feletti
korcsoportban vezetd, egyéb korcsoportokban masodik halalok tigy a férfiak, mint a nék
korében, enyhén emelkedd tendencidju (13).

Ehhez képest a nyel6csordk €s gyomorrdk gyakorisdg €s az ebbdl eredd haldlozas
lényegesen alacsonyabb incidenciaju. Osszehasonlitva az évtizedekig jellemzd korabbi

gyakorisagokkal kedvez6 trend irhat6 le (10,11,13). (II. tablazat)
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Férfiak Nok

Daganat | Rovidités
Incidencia | Halalozas | Incidencia Halalozas

Nyeldcsérak ESCC 9,0 7,7 31 2,7

Gyomorrak GAC 17,4 12,8 7,5 5,7

Il. tablazat: Nyel6cso- és gyomorrak incidencia és halalozas 100 000 fére 2010-ben
Magyarorszagon (1)

Vilagszerte tapasztalhatdo kedvezodtlen jellemzdje mindkét daganatféleségnek: az atlagos
talélési id6, amely kiilonosen a nyel6csorak esetében, rendkiviil alacsony. A daganat
diagnoézisanak stadiumatol fliggden valtozo, de nyeldcsérak esetén az 5 éves tulélés 7%,
gyomorrak esetében pedig 20% (2). Mindazok ellenére, hogy a diagnosztika eszkoztara
soha nem latott modon fejlédott az elmult évtizedekben. A terdpids eszkoztar is precizebb
lett, 0y farmakokinetikaju gyogyszerekkel és sok tapasztalattal bdviilt. A betegek nagy
része azonban eldrehaladott stadiumban keriil az egészségiigyi ellatérendszerbe. Ennek oka
lehet a betegségek kezdetének tiinetszegény volta, de hozzdjarul ehhez az érintettek
betegség megeldzési szemléletének teljes hidnya, a betegség kialakuldsdban feltehetden

szerepet jatszo kockazati tényezok élethosszig tartd figyelmen kiviil hagyasa is.

Az elmult masfél évtizedben a molekularis genetika kutatdsai alapjan jelentds szemléletbeli
valtozas kovetkezett be a daganatos megbetegedések kialakuldsat, molekularis
megkozelitését tekintve. Mindehhez hozzajarult a 2000-dik évet kdvetden, az emberi
genom strukturdlis feltérképezése utdn, a funkciondlis genomika részleteinek kutatasa,

amelyhez kapcsolodva jelentds szerepet kapott a kornyezeti tényezdk hatdsadnak vizsgalata.
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A soklépcsOs daganatképzddési folyamat kapcsolata €s a kornyezeti, életmddi tényezOok
Osszefiiggése mindig is ismert volt. A genetikai alapkutatasok sokaig az egyes gének
mutacioja, bazis sorrend megvaltozasa mentén gondolkodva modellezték a kialakult
betegségeket (14). Az uj felfedezések, kutatasok nyoman a sejten beliili jelatviteli
rendszerek fiziologias és patologias modozatainak részletezése, a dinamikus valtozasok,

egylitthatasok értelmezése keriilt a fokuszba.

3.1.2. Kockazati tényezdk

A nyelOcs6rak szovettani tipusait tekintve mirigyhamrak (adenokarcinoma) és laphdmrak
(squamosus karcinoma). Eurdpéban és Eszak- Amerikaban az el6zé tipus nagyobb
aranyban fordul elé a masikkal szemben. Prekancerosus allapota a Barrett-féle nyeldcso,
ami mirigyham metaplazia a normal koriillmények kozott laphammal bélelt nyeldcsé alsd
szakaszan. Ennek a jelenléte 50-100 szoros kockazat novekedést jelent nyeldcso
mirigyhamrak kialakuldsaban (15). Néhany korallapot, ami az idilt gyulladasra,
kovetkezményesen rak rizikora hajlamosit még a lapham rakot is beleértve.

o (Gasztroosofagealis reflux

e Obezitas

e Diszplazia

e Minden olyan medikalis beavatkozas, ami gyengiti a gyomor fels§ zard6izom

funkcidjat

Néhany a felsoroltak koziil egymas hatasat erdsitik, illetve egymasbol kovetkezd rizikok

(15). A nyeldcsOraknak egyértelmiien igazolhatd Gsszefiiggése van a szocidlis statusszal,

valamint az alkohol és dohanytermék hasznalattal, kiilondsen az egyiittes hasznalattal (15,
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16). Nagy jelentdsége lehet az alkohol, de mas étel és ital magas hdfokon wvald
fogyasztasanak is. Ez utobbi rizikok foleg a laphamrak kialakulasanak kockéazatat emelik.
A nyeldcsérak szaméanak nagyon feltlind foldrajzi kiilonbozosége miatt kézenfekvd az
érintett népcsoportokra jellemzd genetikai polimorfizmusok feltételezése is (17).

A gyomorrak kialakuldsat megel6z6 allapotok is ismertek az orvostudomanyban, ezek
megléte fokozott kockdzatot jelenthetnek a rosszindulati daganat kialakuldsa

szempontjabol:

Atrofias gasztritisz

Anémia perniciosa

Helikobakter pylori fert6zottség (antralis tertilet)

Ventrikularis fekély

Ezek a klinikai korképek valtozo gyakorisaggal fodultak eld az elmult évtizedekben, de
fennallasuk kifejezett rizikot jelentettek gyomorrak potencialis kialakuldsara. A gyomorrak
dontd tobbsége a fed6hambol kiinduldé mirigyhdmrdk. A gyomorbetegeket diétas
eldirasokkal is gyogyitottdk még a prekancerdzusnak tekintett betegségekben, felismerve a
kiilsé tényezdk hatasat. Mindenekel6tt a fiiszeres, sos ételektdl ¢és valamennyi
nyalkahartyat irritdlo hatasu termékek eltiltasaval probaltak gydgyitani. A gyomorrak eld-
allapota, a manapsag is érvényes tudomanyos megitélés szerint a gasztritisz, melynek
talajan alakul ki az a kezdetben atrofiat okozé folyamat, amely a parietalis sejtek eltlinését
okozza. Ez késobb intesztinalis metaplasia terjedésébe megy at. A parietalis sejtek eltiinése
achlorhydridt is okoz. A folyamat elinditdja az antralis szakaszon megtelepedd
Helikobakter pylori. A folyamat mar onfenntartova valik, a Helikobakter pylori nem is

mutathatd ki minden esetben. Mas oldalrdl, a gyulladasos szdvet ateresztOképességének
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novekedése a karcinogén hatasti termékek, mint a nitrozamin, hatasdnak nyit kaput. A
nitrozamin, a nitrit-nitrat tartalma termékek, a flistolt aruk, a dohanyflist komponensei
jelenthetik a kiils6 veszélyforrast (18).

A gyomorrak hatterében riziké tényezoként a mar emlitett tartositd eljarasként alkalmazott
fiist6lés, a Helikobakter pylori jelenléte és a dohanyzas, mint tokéletlen égéstermékek
forrasa, nyalkahartyat kozvetleniil karosito hatasa emelhet6 ki.

Kiilon emlitést érdemel a két legfontosabb sajat dontési korben valasztott rizikofaktor a
dohanyzas és erds alkohofogyasztas egyiittes jelenlétének szinergista hatdsa. A szinergista
hatds mechanizmusa is multifaktoridlis. Egyik oldalrdl az acetaldehid helyi hatisa a
mukosaban. Az acetaldehid az alkohol lebontas koztiterméke és a DNS adduktjaként valik
karcinogén hatdsivd. A dohdnyosok nyaldban is magas az acetaldehid koncentricio,
amellett hogy a dohanytermékben szamos kozvetleniil karcinogén anyag van, példaul a
benzpirén, ez alkoholban oldva magas koncentracioban kozvetleniil keriil a nyalkahartya
mukosdhoz. Masrészrél a CYP 2E1 aktivalasa az alkohol révén lehet a szinergista hatés

fontos tényezdje (19,20).

3.2. Epigenetika. A mikro RNS rendszerrdl altalaban.

Ma a tudomanyos 4llasfoglalds szerint a rosszindulati daganatos megbetegedések
legnagyobb része olyan genetikai megbetegedés, amely kdrnyezeti, civilizacios eredetli
artalmak karositd6 hatasa kovetkeztében alakulnak ki. A daganat kialakulasanak,
tobblépcs6s modellje alapjan a folyamat évtizedekig is tarthat, valtozhat, és a génekben
bekdvetkezett mutacio tobbszords volta okozza aztan a kialakuld betegséget (14).

A legutobbi masfél, két évtized kutatdsainak eldterébe 0j tipusu kutatasok és kissé mas

megkozelitésti tudomanyos gondolkodas keriilt. A génmutéciok, akar egyes, akar mindkét
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allélra kiterjedd bazis sorrend valtozasai vagy a nukleinsavhoz kapcsolodo karos termékek
kutatasan tal a transzkripcids szintli és a posttranszkripcids folyamatokra koncentrald
kutatasok 1) Osszefiiggéseket talaltak, amelyek igazolhatéan a kornyezeti tényezOk
jelenlétével korrelalnak. Az epigenetika tehat ezeknek a kozvetlen, adott bazis sorrendet
tartalmaz6 informacios egységeken tali, azokon kiviili folyamatokkal foglalkozik (21). A
genetikai szabalyozasrol alapvetéen megvaltozott a tudomanyos allaspont, amikor az addig
a tudomanyos érdeklédésen kivill maradd, vagy azt eredményteleniil kutato6 DNS
szakaszrol deriilt Ki, hogy alapvetd szabalyozd elemeket kodol (21,22). Az addig csak
,hulladék” DNS-nek tartott szakaszt, ami amigy a DNS molekula tobb mint 98%-a,
evoluciés maradvanynak, felesleges, vagy molekulastabilizalo, helykit6ltd funkcidra
hivatottnak gondoltak. Ezzel szemben az errdl a szakaszrol atirodd rovidlanci RNS

molekulaknak dont6 szerepe van a posttranszkripcios folyamatszabalyozasban (23,24).

A miR-ek masik része az intronok belsejébdl kodolodik (21). Az epigenetikai kutatasok
magyarazatot adtak nem csak a kornyezeti hatdsok emberi szervezetre gyakorolt kozvetlen
hataséra, de egy-egy kornyezeti tényez0 hatasanak orokletes voltat is magyarazzak.
Ugyanakkor nem kizardlagosan a miR-el kapcsolatos vizsgalatok képezik az
epigenetikdhoz kothetd eredményeket, a DNS metilacidé vagy a hiszton fehérjék
génexpressziokat befolyasolo hatasai is az intenziv kutatasok targya (25, 26).

A kutatasok rendkivili intenzitassal folynak vilagszerte, kiilonsen amidta 2006-ban
Nobel-dijat kaptak a téma kutatoi az RNS interferencia jelenségének leirasaért. Eloszor
népszerii néven “gén-csendesités” elnevezéssel illetett 10j szabalyozd rendszerrel

kapcsolatosan évi kozel 10.000 publikécio jelenik meg.
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3.2.1. miR-ekrol részletesen

A miR-ek a DNS fehérjét nem kodold részérdl atirddd 19-23 nukleotidbdl allo egyszala
RNS molekulak. Expresszidjuk a posttranszkripcidos szabalyozas alapja. Az eredeti
genetikai kodot tovabbit6 MRNS-hez interferalva gyakorlatilag megakadalyozzak a
transzlacioé 1étrejottét. A miR-ket kodoldo gének gyakorta vannak a kromoszomak
toréspontjai kozelében, mar azonositott, betegségeket kodold gének mellett (26,27).

A miR-ek azon tal, hogy rovidlancuak, mas szerkezeti tulajdonsagban is kiilonboznek az
RNS csalad tagjaitol. Jellemezjiik, hogy érési folyamatuk elején kettds lancuak, majd a
prekurzor formak atalakuldson esnek at. Az interferencia jelensége minden bizonnyal

evoluciodsan fixalt mechanizmus (28,29,30).

3.2.2. miR-ek biogenezise

A miR-ek transzkripcidja az RNS polimeraz II. kdzremiikodésével torténik, egy hajtii
alakt prekurzor keletkezik: ez a pri-miR. Az érési folyamatban a kdvetkezd 1€pés a hurok
levalasztasa egy endoribonukleaz (III.) a DROSHA mikodésével. Egy kofaktorral
egylittmiikddve hat. Igy keletkezik egy kozti termék a pre-miR, ami még tobb tiz nukleotid
hosszl. A folyamat eddig a pontig a sejtmagban jatszodik. Specidlis exportin és kofaktora
révén a citoplazmaba jut a pre-miR, ahol egy ribonukleoprotein komplexbe épiil be.
Kovetkezd 1épésben egy ribonukleaz DICER és kofaktora a termindlis hurok eltavolitasat
végzi. A komplexben kettévalik az addig dupla szal, amibdl az egyik degradalodik. A
miRISC effektor miikodését az Argonauta fehérje csalad tagjai végzik (25,31). Az érett
miR a mRNS 3’ végéhez kotddik. A transzlacio gatldsa human vonatkozasban ily mdédon
valosul meg. Egyéb fajokban az egész, az interferenciaban részt vevd mRNS degradacid is

megtorténhet. Ennek eléfeltétele a teljes komplementeritds az interferenciakor. Az
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eukariota sejtekben a csendesitéshez nem feltétel a szdz szazalékos komplementeritas

megléte. A hatastalanitas igy is megtorténik (26,32,33). (1. abra)
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1. abra: miR érési folyamatinak molekularis mechanizmusa (21)

A miR-ek kutatasa rohamléptekkel halad. Az egyes miR-ek azonositasa, funkcidjuk
kutatasa adatbazis létrehozasat tették sziikségessé. A www.mirbase.org honlapon a
legfontosabb ismérvek Osszefoglaldjat megtalalhatjuk az egyes, szammal jelzett miR-ek
vonatkozasaban, Gigy a pri-, pre-, mint az érett miR jellemz6i szerepelnek.

Az érett miIRNS-ek szama 2014-ben mar az 1500-hoz kozelitett, és a szam folyamatosan
boviil az alapkutatdsok eredményeit dsszefoglalva illetve bdovitve. Nagy valoésziniiséggel
mondhatd, hogy a gének legkevesebb 30%-a miR szabalyozas alatt all. A helyzet rendkiviil
komplex, mert egy-egy miR szamos target mRNS-hez képes kapcsolodni, illetve egy-egy

mRNS 3’UTR szakaszahoz tobb miR is kapcsolodhat (29). Ezaltal a szabalyozasnak

20


http://www.mirbase.org/

.....

azonban, bar ismert j6 néhany szabalyszeriiség €s Osszefiiggés, még nem teljes kortien
feltart. SOt a lehetdségek szdmossaga miatt leginkabb csak bioinformatikai mddszerekkel

lesznek becsiilhetok és kovethetdk az interferenciak hatasai (33).

3.2.3. miR-ek funkcioéjarol

Egy mondattal kifejezve: feladatuk, vagy mtikodésiik értelme a gének finomhangolasa. A
koregulaci6 abban is megnyilvanul, hogy funkcionalisan 0Osszetartozd gének, azonos
utvonalhoz tartozéan nem véletlenszertien, hanem Osszehangangoltan 1épnek miikddésbe.
Az egyes miR csaladok maguk is egyiitt, clusterba rendezédve jutnak érvényre (34). A
miR-ek a cél mRNS-en hatasukat csak nagymértékli expressziojukkal képesek kifejteni, ez
1,5-4 szeres mennyiséget jelent a target mRNS-hez képest. Miikddésiik nem egyenletes
expresszioval torténik, elvalasztodasukat feltehetden szamos kiilsé koriilmény befolyasolja
(35).

A miR-ek az egész élévilagban, beleértve az egysejtiieket is jelentds élettani szereppel
birnak, és a torzsfejlodés egyes szintjein alapvetd hasonlosagot mutatnak felépitésiikben,
hatasukban. A biologiai kutatasok eredményei ezért jol egyesithetok és részben
adoptalhatok a human genetikai kutatasokra is (35,36).

Mindemelett a gének szama az egyes torzsfejlddési szinten allo €él6lényekben és az ismert
miR-ek szama ugyanazokban, egymashoz képest mas nagysagrendet képvisel (37).

(ITl.tablazat)
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Gének szama miR-ek szama

Ecetmuslinca 14 000 kb. 150
Egér 23 000 kb. 500
Ember 21 000 kb. 1500

I11. tablazat: Példak a gének és miR-k szamvaltozasara az evolucié soran (37)

Az élettani hatasai az egyedfejlédés, a sejtdifferencialodas, teriiletén is szoba jon. Fontosak
az immunologiai, a hormonalis szabalyozas teriiletén is. Kiilon-kiilon vizsgalatok és miR
azonositasok torténnek kiilonb6z6 betegségekben, de talan mindennél intenzivebb
kutatdsok folynak az egyes daganatok miR mintdzatanak azonositasara és valtozasainak

mérésére a betegség lefolydsa soran.

3.2.4. miR-ek és a daganatok

A miR-k azonositasa utdn hamarosan fény deriilt integralo szerepiikre a sejtszaporodas
folyamataiban, ezért a tumorkutatasok egyik vezeté helyére keriiltek. Felfedezésiik
kezdetétdl adodott, hogy kapcsolatban allhatnak a tumorgenezissel, mar csak azért is, mert
a kromoszomdk toréspontjaihoz kozeli helyekrdl kédolodnak. Tovabba hamar észlelték,
hogy eltéré expressziok mérhetdk a kiilonb6z6 daganatokban (35).

A szervek osszetétele heterogén, sokféle sejtbdl allnak. Valamennyi sejt tipusnak a tobbitdl
elkiilonithetd génexpresszids programja van. A betegségek nem csak az altaluk érintett
sejttipus génexpresszids mintazatat, de a sejttipusok addigi dsszetételét is befolyasoljak. A
leginkabb jellegzetesek ¢és eltéréek a normaltél a tumormintak profiljai (35). Az
ugyanazokat a miR kifejez6déseket meghatarozva kiilonb6zé szovetekben, jellegzetes az

azonos miR kifejezddések kiilonbsége. (2. dbra)
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2. abra: Néhany szovet miR profiljanak mennyiségi kiilonbozésége (35)

3.2.5. miR-ek onkogén és szupresszor szerepben

A miR-ek tumorgenezisben kifejtett hatasanak lehetséges értelmezése szerint hatasuk
felfoghat6, mint tumor szupresszor €s tumor onkogén szerep annak megfelelden, hogy a
target mRNS onkogén vagy szupresszor gén transzkriptuma. A mRNS és a miR
interferencia eredményeként ugyanis az eredeti transzkriptum kod nem jut érvényre. A
gének legkevesebb 30%-ban, de egyes szerzOk szerint 60%-ban allnak a miR rendszer
szabalyozasa alatt (26). A miR-ek alul vagy feliil regulalo hatasa mérheté a kiilonb6z6

rosszindulatd daganatokban. Egy-egy daganattipusban vannak teljesen kovetkezetesen
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feliilmérhet6, vagy alulreprezentalt miR-ek. Ugyanakkor a miR expresszid6 nem

kifejezetten latszik oki tényezének a tumorgenezisben. De a miR-k alul- vagy

feltilreprezentaltsaga sok esetben Gssszefliggést mutat egyes daganatokkal. Nem egyszer a

daganat klinikai stadiumaval és szovettani besorolasaval is. Expresszidjuk clusterekben

torténik. Az egyik legtobbet vizsgalt a miR17-92 cluster. Magas expressziojuk markans

oncomir hatast tobbféle tumorban mérhetd. Mégis a miR csalad tagjai koziil van egy eltérd

viselkedési €s alulregulalt néhany tumorfélében. A tobbitdl eltérden supresszor funkcidnak

latszik a hatasa (26).

Vizsgalatok sokasaga méri a kiilonb6z6 tumorokban a miR szinteket és valtozasokat.

Kiilonbozo tumorokkal egéren végzett kisérletek vagy sejttenyészetekkel végzett kisérletek

igazoltak kiilonbozé mértéki és valtozo expresszidjukat (31,35). (IV. tablazat)

miR Tumor Diagnosztikus jel
155,182,197 Tiidérak overexpresszio
378,451 Veserak overexpresszid
215,299 Emlérak overexpresszio
143,222,452 Holyagrak overexpresszio

V. tablazat: Egy-egy gyakori daganat és egyes miR expressziok kapcsolata

A miR-k kimutathatok a testvaladékokban, de szdveti szinten is mérheték, a paraffinba

agyazott szovetekbdl standardizalt eljarassal kivonhatok, és tigy mérhetok.
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3.2.6. Vizsgalatunkhoz valasztott miR-ekrol

A nyeldcso- és gyomorrakok kialakuldsi folyamatdban szdmos miR vizsgalata tortént, és
keriilt azonositasra. A kétféle tumor eseteiben altalunk is vizsgalt miR-ek kivalasztasa a
szakirodalmi hivatkozasok alapjan tortént ugy, hogy a daganat kialakulasi folyamatban, a
diszregulacioban tobb szignaluthoz is kotodjon.

Tovabba a valasztasnal figyelemmel voltunk arra, hogy az egyes életmodi és kornyezeti
tényezOk hatasa a miR expressziora hogyan fiigg 6ssze mas szerzok vizsgalatai szerint (38,
39). Ez utobbi témaban alig talaltunk kozleményt, azok is tobbnyire csak dohanyzasra
vonatkoztak.

Nyeldcsorakos betegek esetében a kivalasztott betegek szovettani mintaiban miR-21, miR-
143, miR-196a, miR-203, miR-205, miR-221 szinteket késébb részletezendd
Osszahasonlitasokban mértiink, mig a gyomorrakos betegek esetében a miR-21, miR-34a,
miR-93, miR-143, miR-203, miR-205, miR-223 expresszidkat hasonlitottunk dssze.

A nyeldécsorakot genetikai szempontbol, kiilondsen a laphdmrakot, csak az utdbbi idében
vizsgaljak részletesebben, de ma sem tartozik a Kkutatasok elsGvonalbeli témai kozé.
Nyilvan, a mérsékeltebb gyakorisdga, esetleg foldrajzi koncentrdlodasa miatt. Utobbi
években azonban az azsiai, tavol-keleti kutatok éppen a teriilet érintettsége folytan mar

nagy szamban kiterjesztették kutatasaikat erre a betegségre is.

Osszefoglaldan ki lehet jelenteni, hogy a miR szabalyozas kiterjed minden olyan génre,
amelyek részt vesznek a sejtproliferacid, az apoptozis, a sejt migracio, vagyis a metasztazis

képzddés, de az érajraképzidés folyamataiban is.

A miR-21 sejtproliferaciot serkentdé hatast, az Ecal09 sejtvonalon igazolhat6, az

ERK1/2/MAPK jeltt aktivalasa eredményezi ezt (40).
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Li és munkatarsai Ggy talaltak, hogy a miR-21 magas szintje a nyel6csé laphamrak
progresszidjat okozza, a PTEN szupresszor gén szabalyozott fehérje termelés csokkentése
utjan (41). Wang és munkatarsai altal végzett kutatasban a miR-21 inhibitort EC-1 és
EC9706 sejtekbe juttatva megfigyelhetd volt, hogy megnovekedett a Fas és természetes
ligandja, valamint a RECK ¢és TIMP 3. Mindezek a tumornecrozist mozditja el6 (42).
Indirekt mdédon igazolja a miR-21 onkomiR természetét.

Ni és munkatarsai a miR-143 vonatkozasaban igazoltak, hogy a nyelécsorakos sejtvonalon
a magas miR-143 szint fokozza az apoptozist, és visszafogja a sejtproliferaciot (43). Mas
szerzOk az alacsony miR-143 és miR-145 mellett az ESCC sejtek invazios €s migracios
készségének novekedését tapasztaltak (44). Az azonos Osszecsengésii eredmények a miR-
143 target génjének hatasaval érthet6k. Az FSCN1 az actin épitéfehérje génje, s mint ilyen
a filamentumok, sejtadheziok erésségét biztositja. Nélkiile, a stabilitds hianyaban az
invazio, a metasztazis folyamatai erésodhetnek.

A miR-196a az ANXAl vagy p53 alulreprezentaltsagat okozva a nyelGcsérak
tumorgenezisének korai jele. Mar 2004-ben igazoltak (HU és munkatarsai) hogy ezen Ca
¢s phospholipid kotd fehérje hidnya a nyeldcsérdk korai jele illetve mar kifejezett
dysplasiaban is mérheté Annexin Al veszteség. Tehat a miR196a és ANXA Al inverz
kapcsolatban allnak (45).

A miR-200-s csalad egy nagyon sokat kutatott részteriilet, szamos daganatban leirtak
kulcsszerepliket. Clusterba rendezddésiik és egyiitthatasuk is az egyik elsoként leirt és
igazolt miikodési elem a miR-ek korében. A homeotikus szektorgének targetjei, olyan
transzkripcios faktorok kifejezodését szabalyozzak, amik az epitel-mesenhimalis
atalakulasra, a proliferacié mértékére, vagy az apoptozis folymataira is hatassal vannak

(46,47). Az egyiittes elvalasztodas nem jelent feltétleniil azonos hatast.
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miR-203 a nyel6csé laphamrakos szovetben, illetve sejtvonalakban indukalja az
apoptozist, visszafogja a sejtproliferacidt, a migraciot és invaziot, és fékezi a miR-21 hatast
(48).

Ha a nyelGcsérakos sejteket miR-203 hatasnak tették ki, a sejtproliferacio mérséklodését
tapasztaltadk. Ez a hatas deltaNp63 targetalasaval jon létre. Ez a tumor fehérje a p63
promotere és blokkolasa antiproliferacios hatassal rendelkezik (49).

A miR-205 az epitel-mesenchimalis sejt atalakulast (EMT) gatolja, a ZEB2 utjan, az E-
kadherin kot6fehérje termelését novelve. A fehérje a CDHI1 szupresszor gén terméke (50).
A miR-221 is egy gyakran vizsgalt, onkogén hatasi miR. A PTEN szupresszor gén hatas
blokkolésa révén, a nyeldcsd laphdmrakban is az apoptozis, a proliferacio, és az invanzid

befolyasolasaval fejti ki hatasat (51).

Gyomorrakkban szenvedé betegek mintaiban miR-34a expressziot mértek. A miR-34a-c
szintén egy miR csalddnak tekinthetd és tagjainak hatasa in vitro és in vivo is igazolhat6
volt. A miR-34a eltér6 expresszidja tobbféle tumorban is mérhetd volt a gastrointestinalis
rendszerben, igy a gyomorcarcinomaban is (52). Magas expresszidja onko-szupresszios
hatasként értékelhetd, a szupresszioban kiemelkedd hatasu p53 gén medialasaban, a cMyc
¢s CDKG6 targetalasval. A Sirtuinl gén fehérjék inhibitoranak is tinik, igy fontos
befolyasoldja sejten beliili anyagcsere folyamatoknak (54,55).

A miR-21 szerepét, mar a nyel6csorakkal kapcsolatos felsorolas is tartalmazta. Szinte
valamennyi szerzé megemliti, hogy a daganatképzddésben kulcsszerepet betoltd miR
kifejezett onkogén, (onkomiR) hatassal rendelkezik, amit a ventricularis mirigyhamrakok
esetében is tobbszordsen igazoltak. Gétolja a PTEN gén kifejezddését, ugyancsak
negativan hat a PDCD4, a SPRY1, a SPRY2 miikodésre, zavarja az apoptozis és a sejt

proliferacié normal folyamatait (56,57). Zhang és munkatarsai 0Ggy talaltak, hogy a
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gyomorkarcinoma kifejezett progresszidja idézheté elé a miR-21 overexpresszidjakor
mert, a RECK tumorszupresszor gén altal kozvetitett regulaciot zavarja. So6t, kapcsolatot
talaltak a magas miR-21 expresszid, a Helikobakter pylori és gyomor carcinoma kozott is
(58).

Kutatasunk soran anyagainkban vizsgaltuk a miR-93 jelenlétének mértékét is. Ez a miR a
miR-106B-25 csalad tagja, erdsiti a daganatnévekedést és az érujraképz6dést az emberi
daganatokban feltehetéen az integrin-Béta8 befolyasolasaval, a Cdk inhibitor fehérje-
csalad tagjainak gatlasaval, a G1 fazis sejtjeire hatva. Cél génje a p21 (58,59).

A miR-143 vizsgalataval kapcsolatban kideriilt, hogy a gastrointesztinalis tumorokban,
fokeént vastagbél és nyeldcsd érintettségben, alacsonyabb expressziot talaltak. A KRAS és
a DNMT3A géneket blokkolja (60,61,62).

A miR-223 direkt targetjeként szerepel a TP53INP1 (22). A miR-223 szerepét szamos
daganatban leirtak, alulexpresszaltsagat kolorektalis, hepatocellularis tumorokban és
gyomorrakban is észlelték, ahol a STMNI feltételezett targetjeként azonositottak (64). A
miR-203, miR-205 szerepét a nyel6csé vizsgalatnal részleteztem. A gyomor
adenokarcinoma eseteiben, mindkett6 a ZEB1 és az ERBB gének hatasat szuprimalva,
mint szupresszor gén miikodik. De vizsgaltak a normal epitelidlis struktiraban fenntartott
szerepét is (65). A vizsgalatok valtakozd eredményt mutatnak magas és alacsony
kifejezodésiikr6l. A miR-205, a PTEN gatlasa utjan, a CYR 61 és a CTGF

befolyasolasaval, a tumor iniciaciot, progressziot idézi el6 gyomorrakban (66).

A tumoros ¢és normal szovetek, kiilon a soliter és kiilon a hemopoetikus eredetii tumorok

miR mintazat kiilonbségét szamos fenn is hivatkozott tanulmany kutatta.
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A kornyezeti tényezok ¢és egyes tumorok Osszefiiggései a miR mintdzat véaltozés
vonatkozasaban joval kevesebb tanulmany targya volt. Az irodalomban is inkabb
epidemiologiai vizsgalatok olvashatok a kockéazat noveld tényezOkrdl. Az azonos vagy
kozel azonos klinikai stadiumi, és azonos szOvettani besorolast mutaté daganatos
betegségben szenvedd betegek szOvetani anyagait az anamnézisben fellelhetd kornyezeti,
¢életmodi hatasok alapjan Osszehasonlito miR expresszio differencia kifejezetten kevés
szamu kutatas targya volt eddigiekben.

A kornyezeti faktorok kockazat ndoveld szerepe az egyes tumorok patogenezisében,
elsdsorban epidemioldgiai vizsgalatok alapjan, tankonyvi tény.

Az epigenetikai modifikacio révén befolyasold kiilsé tényezdk tisztazasa nagyon jelentds
lehet6ség a prevencids technikak meghatarozasaban. A gyomor-béltraktus tumorainal a
taplalkozas és az altalanosan negativ hatdsu életmodi tényezdk szerepe biztosnak latszik.
Az étrendi hibék, az alkoholivési és dohanyzési szokdsok, de a stressz, bizonyos infekciok,
mint epigenetikai modulal6 faktorok jonnek szoba (67).

Takanabe és munkatarsa (2008) egerek mezenterialis zsirszovetében megnovekedett miR-
143 szintet talalt, magas zsirtartalmu étrendes etetés utan (68).

A mikronutriensek szerepét, kiilonésen az E-vitamin, és a folsav hianyara,
allatmodellekben, de emberi szovetben is kutattak Marsit és munkatarsai 2006-ban. A
miR-ek szintjének megemelkedését irtak le a folsav hiany eseteire (69). Mas szerzok az E-
vitaminhianyos étrend hatasat vizsgaltak patkanyok majaban. A miR-122-125 cluster
csokkent expresszidjat talaltak (70). Hosszantart6 alkoholhatas a miR-34a, miR-103, miR-
107, miR-122 emelkedését, valamint a miR-19b és miR-200b csokkent szintjét okozta
patkany majszovetben (71). A miR-212 emelkedett szintjét talalta Tang és munkacsoportja

alkoholos majbetegségben szenvedd paciensek epitelialis sejtjeiben (72).
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A dohéanyzassal 0Osszefliggd miR mintazat valtozast tiidérakos szovetben Seike és
munkatarsai talaltak Osszesen 36 fajta miR-t vizsgalva. A dohanyzasi anamnézissel
Osszefliggd kapcsolatot irtak le miR-29b, miR-30b, miR-96, miR-145, miR148a, miR-155,
miR-191, miR-210, miR-223 vizsgalata soran (73). Avissar ¢és munkatarsai a miR
expressziok ¢és alkohol fogyasztas kapcsolatat kutattdk fej-nyak tumoros paciensekben. A
miR-375 magas szintjét irtak le a fogyasztassal Osszefiiggésbe, illetve a miR-21 magas
szintjét a rossz prognozissal kapcsolatban (74). Yang ¢és munkatarsai 2013-as
kozleményében a nyeldcsOrakos betegek szovetmintainak eltérd miR mintazatat talaltdk a
rizikd faktorok szerint. Eletkort, étrendi szokasokat, dohanyzast, alkoholfogyasztast
vizsgaltak. Csokkent expressziot talaltak miR-139p, és miR-338p esetében, az emelkedett
mérték rizikokkal Gsszefliggésben, és kifejezett emelkedett miR szinteket miR-21, miR-
183, miR-574p, miR-601p mérésekor. Sziginifikans volt a kapcsolat az er6sen ivod és a
miR-21 emelkedésének mértéke kozott (75).

A gyomorrak vonatkozasaban tobb vizsgalatot is végeztek az alacsony szocidlis statusz,
valamint az ezzel részben Osszefiiggd Helikobakter pylori fertézések kapcsolatarol. A
dohanyzas, az alkoholfogyasztas, és néhany demografiai adat: életkor, nem, lakohely
magas rizikojat talaltak a gyomor adenokarcinoma kialakulasaban (76,77).

Zhang és munkatarsai azonositottak olyan GSTP1 allél varianst, amelynél gyakoribb a
dohanyos, nagyivo paciens és a Helikobakter pylori eléfordulasa a gyomorrakos esetek
elézményében (78). Torténtek vizsgalatok kinai népcsoportban, ahol egyes
polimorfizmusok mellett kapcsolatot talaltak a daganatos kimenet és a dohanyzasi valamint

az alkoholfogyasztasi szokas kozott (79).
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4. CELKITUZESEK

1. A Vas megyei Markusovszky Egyetemi Oktatokorhazban kezelt nyel6csérakban és
gyomorrakban szenvedd betegek mintaiban talalhato-e eltérés a normal szoveti
mintakhoz képest a kivalasztott mikro RNS- expressziok tekintetében?

2. Nyeldcsérakban, a korelozményekben fellelhetd kornyezeti tényezdk, ugymint:
lakohely, dohédnyzési szokas, alkoholivads alapjan képzett betegcsoportok mintdiban
mérhetd-e mikro RNS-expresszios kiilonbség az azonos vagy kozel azonos szovettani
besorolés esetén?

3. Gyomorrékban a koreldzményekben fellelheté kornyezeti tényezok, tgymint: lakohely,
dohanyzasi szokéas, alkoholivéas alapjan képzett betegcsoportok mintadiban mérhetd-e
mikro RNS-expresszios kiilonbség azonos vagy kozel azonos szdvettani besorolas
esetén?

4. A betegek korelozményébdl ismert két rizikdfaktor (dohanyzas és alkoholfogyasztas)
egyiittes jelenléte valtoztat-e az egyesével el6forduld rizikok mikro RNS-expresszid
mintdzataban?

5. A szocialis statusz okozta kiilonbség mérhet6-e a mikro RNS-expresszio valtozasban?

6. A mikro RNS-expresszid 0sszefiiggésben all-e az azonos vagy kozel azonos szdvettani

stadiumu betegségben szenvedd betegek talélésével?

31



5. METODIKA

5.1. Beteganyag

Vizsgalatainkhoz a betegmintdk ¢&s ezekhez adatok a szombathelyi székhelyt
Markusovszky Egyetemi Oktatokorhazbol szarmaznak.

A gyomorrakos vizsgalathoz 39 paciens mintdit hasznaltuk (25 férfi és 14 nd). Az
atlagéletkor (a miitét idején) 62.12 év volt. A paciensek 2005 és 2010 kozott operalt,
gyomor-eltavolitason atesett azon betegek kozil keriiltek ki, akiknek diagnozisa
adenokarcinoma volt. Klinikai stadiumaik az alabbiak voltak: III. stadium—29 beteg, IV.
stadium—10 beteg. A koérhaz MedSol betegnyilvantartoéi rendszerébdl —kertiltek
levéalogatésra.

Nyeldcsérakos betegminta 20 allt rendelkezésiinkre. Szdvettanilag ezek mind laphdmrakok
voltak. 20 paciens (17 férfi és 3 nd), atlagéletkoruk 61.5 év. A diagnézis idején III. vagy
IV. stadiumban voltak.

Kontrollként mikroszkoéposan a normal szerkezeti gyomor ¢€s nyelocsé szovetmintak
szolgaltak. A gyomor normal szdveti mintdk betegek mitéti anyagabol, az ép szoveti
részbdl keriiltek kimetszésre. A nyelocs6 normal szerkezetli szdvettani anyagait nem
minden esetben tudtuk ugyanabbdl a betegbdl szarmaztatni.

Az epidemiologiai adatok részben a korhazi adatbazisbol, az ott nem szereplok pedig a
paciensek haziorvosaitdl szarmaznak. E tekintetben vizsgéaltuk a dohanyzési szokasokat
(két kategoria: dohanyzo [a diagndzis felallitasa elott legalabb 10 évig dohanyzott] €s nem
dohanyz0), az alkoholfogyasztasi szokasokat (két kategdria: napi tObb mint két egység
alkoholfogyasztas ellentétben ennél kevesebb), €s a szocidlis helyzetet (magas vagy

alacsony [munkanélkiili és/vagy rokkant é€s/vagy minimalbér, mint jovedelem]). Egy
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egység alkoholfogyasztasnak tekintettiik a m4j altal egy ora alatt lebonthaté mennyiséget
(8-12 mg)

Az e tekintetben létrehozott csoportok (epidemiologiai adatok) k6zott sem az ¢€letkor, sem
a betegség stadiuma tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség.

Minden tevékenységiink jogi, tovabba a korhdzi és a tudomanyos ¢letben eldirt etikai
szabalyok figyelmbe vételével tortént (1997. évi CXLVIL tv. 21.§.). Tudomanyos kutatasi

engedély: (0/31-0/2011).

5.2. RNS Kkivonas

A nukleinsavat, mint alapanyagot a kérszovettani feldolgozdshoz hasznalt, formalinban
tortént fixalas utan, paraffinba agyazott blokkokbol nyertiik. 10 um vastag metszeteket
készitettiink, amelyekbdl deparaffinalassal jutottunk a vizsgalandé ribonukleinsavakhoz. A
deparafinalast proteinase eldkezelést kovetéen xylol-ethanol felhasznalasaval végeztik. A
RNS extractiohoz a High Pure FFPE RNA Micro Kit-et (Roche, Németorszag) hasznaltuk,
tisztasagat abszorpcios fotometriaval, 260/280nm-en ellendriztiik. Az optikai denzitasok

hanyadosai 1,9-2,1 voltak.

5.3. Reverz transzKkripcio

Mikro-RNS-bSl ¢DNS eléallitasahoz Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit-et
hasznaltunk (Roche, Németorszag). A 20 pL revers transcriptase keverék 2 pL miRNS
temlplatot, 2 uL véletlenszerli hexamer primert, 4 pL revers transcriptase reakcié puffert,
0,5 pL revers transcriptase transcriptort, 2 pL deoxynucleotid keveréket, 0,5 pL RN-az
gatlot és 9 ul H,O —t tartalmazott.
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A reakcioelegyet 30 percig 55°C -on inkubaltuk, amelyet a reverz transcipcidonak 80°C -on

torténd, Ot perces inaktivacidja kovetett.

5.4. qRT-PCR analizis

A valo6s idejli, mennyiségi lancreakciot (quantitative real time polymerase chain reaction =
gRT-PCR) Light Cycler 480 Light Cycler rendszerrel, SYBR Green Kit-tel végeztiik
(Roche, Németorszag). A 20 uL PCR elegy a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: 5 ulL
template cDNA, 2 pL szekvencia specifikus primer, 10 pL Master Mix és 3 uLL. H,O.

A miR-specifikus primereket (miR-21, miR-34a, miR-93, miR-143, miR-203, miR-205,

miR-223) a TIB Molbiol cég készitette, melyek részletesen a kovetkezok voltak:

miR-21

forward: 5'-GCTTATCAGACTGATGTTGACTG-3,,
reverse: 5'-CAGCCCATCGACTGGTG-3,

miR-34a

forward: 5'- TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTG-3,
reverse 5-GGCAGTATACTTGCTGATTGCTT-3}
miR-93

forward 5-AAGTGCTGTTCGTGCAGGT-3,
reverse: 5-CTCGGGAAGTGCTAGCTCA-3';
miR-143

forward: 5'-TGAGGTGCAGTGCTGCATC-3',
reverse:5'- GCTACAGTGCTTCATCTCAGACTC-3;
miR-196a

forward 5'- TAGGTAGTTTCATGTTGTTGGG-3',
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reverse: 5'- ATCGGGTGGTTTAATGTTG-3;
miR-203
forward:5-TCCAGTGGTTCTTAACAGTTCA-3,
reverse:5-GGTCTAGTGGTCCTAAACATTTC-3;
miR-205

forward: 5'- CCTTCATTCCACCGGAGT-3,
reverse:5'- GAACTTCACTCCACTGAAATCTG-3;
miR-221

forward:5'- CCTGGCATACAATGTAGATTTCTG-3/,
reverse:5'- AAACCCAGCAGACAATGTAGCT-3,,
miR-223

forward:5'- CCGTGTATTTGACAAGCTGAGT-3',
reverse:5-TGGGGTATTTGACAAACTGACA-3..
5s rRNS

forward: 5'-ACGCGCCCGATCTCGTCTGAT-3,,

reverse: 5'-GCCTACAGCACCCGGTATTCCC-3.

5.5. Statisztikai analizis

A kapott eredmények statisztikai elemzését fiiggetlen kétmintas t-probaval, 18.0 és 21.0
verzidji SPSS programokkal végeztiik. A kiilonbség mértékét a szokasos p < 0.05 értéken
fogadtuk el szignifikdnsnak.

A talélés és az egyes miR értékek Osszefiiggésének vizsgalatakor a qRT-PCR soran kapott
eredményeket minden egyes miRNS median értékei alapjan dichotomizaltuk. A median
értékek kovetkezok voltak: miR-21 — 0.591, miR-34a — 0.147, miR-93 — 0.181, miR-143 —
0.321, miR-203 — 0.252, miR-205 — 0.252, miR-223 — 0.202.

A Kaplan-Meier talélési gorbéket — minden egyes miR-re log rank teszttel készitettiik.
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6. EREDMENYEK

6.1. Nyelocsé laphamrakos betegek mintai

Quantitativ valos idejii PCR vizsgéalattal hasonlitottuk 0ssze az el6z6 fejezetben ismertetett
szempontok alapjan a hat valasztott mikro-RNS (miR-21, miR-143, miR-196a, miR-203,
miR-205, miR221) expressziot normal és nyelécsérakban szenvedé betegek mintaiban.
Aztan a tumoros mintakbol képeztiink csoportokat a dohanyzasi és alkoholfogyasztasi
szokésok szerint. De Osszehasonlitottunk miR expressziokat a betegek szocialis helyzete
és lakohelye szerint is.

Normal és nyelocsorakos szovetek oOsszehasonlitasa: (Az expresszios értékek az 5s
rRNA-ra standardizalva vannak megadva). Szignifikdns mértékti feliil regulaltsagot
mértiink a miR-21 (p= 0,015), a miR-143 (p=0,0001), a miR-203 (p=0,0001), a miR-205

(p=0,0001) és a miR-221 (p=0,001) esetében. (V. tablazat és 3. grafikon)

Daganat Kontroll Viltozas Y
(Atlagtszoras) | (Atlagtszéras) (x) pertek

hsa-miR-21 0.0002:0.0003 1x10°+5x107 +20.000 0.015
hsa-miR-143 0.0272+0.0118 0.0019+5x107 +14.315 0.0001
hsa-miR-196a 0.0059+0.0124 0.0065+0.0005 -1.101 0.831
hsa-miR-203 0.0176+0.0135 0.0017+5x107 +10.352 0.0001
hsa-miR-205 0.0345+0.0195 0.0069+1x107 +5.000 0.0001
hsa-miR-221 0.6005+0.5608 0.1081+0.0069 +5.555 0.001

V. tablazat: Nyel6csorakos és normal szovetek miR expresszidja
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3. grafikon: Nyelocs6rakos és normal szovetek miR expresszidja

Meértiik nyel6csérakos betegek korébol képezett csoportok kozott a szocialis helyzet
alapjan a miR kiilonbségeket. Jelentds miR143, (p=0,0001) és mérsékeltebb miR 203

(p=0,001) szignifikanciaval alul expresszaltsaigot mértiink a rossz szocialis statusza

nyeldcsorakos betegek mintdiban. (VI. tablazat és 4. grafikon)

Szocialis helyzet
Rossz szocialis Megfelel6 Valtozas p érték
) helyzet szocialis helyzet (x)
(Atlagxszoras) | (Atlagtszoras)
hsa-miR-21 0.0001+0.0001 0.0002+0.0005 -2.000 0,432
hsa-miR-143 0.0037+0.0023 0.0304+0.0093 -8.216 0,0001
hsa-miR-196a 0.0041+0.0057 0.0082+0.0177 -2.000 0,475
hsa-miR-203 0.0034+0.0026 0.0205+0.0136 -6.029 0,001
hsa-miR-205 0.0329+0.0196 0.0366+0.0204 -1.112 0,684
hsa-miR-221 0.4386+0.3453 0.914+0.6564 -2.083 0,052

o7

V1. tablazat: Nyel6csorakban nem megfelel6 és megfelel6 szocialis statusz miR

expresszioja
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4. grafikon: Nyelocsérakban nem megfelelé és megfelel6 szocialis statusz miR

expresszioja

Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a miR expressziés mintdzatban, amikor

Osszehasonlitottuk az ESCC-s betegek mintdit, lakohely szerint. A vérosi és vidéki

lakosok kozott nem volt értékelhetd kiilonbség ebben a tekintetben. (VII. tablazat, 5.

grafikon)
Lakéhely
VAros vidék Valtozas p érték
(Atlagtszoras) | (Atlagtszoras) (x)
hsa-miR-21 6x10°+4x107 0.0002+0.0004 +3.333 0.117
hsa-miR-143 0.0251+0.0060 0.0281+0.0133 +1.119 0.482
hsa-miR-196a 0.0147+0.0094 0.0063+0.0148 +2.333 0.088
hsa-miR-203 0.0094+0.0122 0.0164+0.0132 -1.744 0.167
hsa-miR-205 0.0495+0.0195 0.0342+0.0196 +1.447 0.051
hsa-miR-221 0.3377+0.2893 0.7002+0.6328 -2.073 0.064
VII. tablazat: Nyelocsorakos varosi és vidéki lakosok miR expresszidja
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5. grafikon: Nyelocsérakos varosi és vidéki lakosok miR expresszidja

Vizsgéltuk az alkoholfogyasztas feltételezett hatdsat a miR expresszids mintazatra az

nyelGcsérakos betegek kozott. Szignifikansan alacsonyabb volt a miR-143 (p=0,002) a

miR-203 (p=0,0001) és a miR-205 (p=0,016) szintje azokban a szdvetekben, amik az

anamnézis szerint erds ivok mintai voltak. (VIIL. tablazat, 6. grafikon)

Alkoholfogyasztas
nagyivé nem ivé Valtozas p érték
(Atlag+széras) (Atlagtszoras) (x)

hsa-miR-21 0.0002+0.0003 0.0001+4x10° +2.000 0.421
hsa-miR-143 0.0264+0.0127 0.03810.0049 -1.443 0.002
hsa-miR-196a 0.0065+0.0134 0.0026+2x107 +2.500 0.249
hsa-miR-203 0.0153+0.0134 0.0327+0.0011 -2.137 0.0001
hsa-miR-205 0.0327+0.0207 0.0463+0.0009 -1.415 0.016
hsa-miR-221 0.6133+0.5905 0.8811+0.0043 -1.436 0.08

VIII.

tablazat: Nyelocsorakos erés és mérsékelt vagy nem ivok miR expresszioja

39



B miR-21

1,0 B miR-143
[l miR-196a
l miR-203
1 miR-205
Il mir-221

0,8

0,6

0,4

0,2

- } -
oo o T - @ . - -
T T
alkohol + alkohol -

6. grafikon: Nyelocsorakos erds és mérsékelt vagy nem ivok miR expresszioja

A dohanyzasi szokas alapjan is képeztiink csoportositast a nyeldcsé tumorban szenveddk

kozott. A miR-205 feliilreprezentacidja kétszeres volt a dohanyos csoportban (p=0,009). A

tobbi expresszios kiilonbség a szignifikans szintet nem érte el. (IX. tablazat, 7. grafikon)

Dohanyzas
dohanyos nem dohanyos Valtozis p érték
(Atlagn:l:sz()rés) (Atlag:l:sz()rés) )
hsa-miR-21 0.0002+0.0004 6x10°+6x107 +3.333 0.072
hsa-miR-143 0.0259+0.0133 0.0231+0.0076 +1.121 0.51
hsa-miR-196a 0.0073+0.0148 0.0019+0.0007 +3.842 0.192
hsa-miR-203 0.0164+0.0125 0.0091+0.0148 +1.802 0.196
hsa-miR-205 0.0358+0.0193 0.0145+0.0204 +2.468 0.009
hsa-miR-221 0.6535+0.6125 0.3583+0.3698 +1.823 0.135

IX. tablazat: Nyeldcsérakos dohanyzok és nem dohanyzok miR expresszidja
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7. grafikon: Nyelécsérakos dohanyzok és nem dohanyzok miR expresszioja

Szignifikans alulexpressziot talaltunk azokban a nyel6csddaganatos betegmintakban,

akiknél kombinalt abuzus (1) fordult el6 a miR-143 (p=0,012) és még erésebben a miR-

203 (p=0,0001) esetén. (X. tablazat, 8. grafikon)

Dohanyzasi és alkohol fogyasztasi

szokasok (1)
nagyivo és nem nagyivo, Viltozas p érték
dohanyos nem dohanyos )
(Atlag+szoras) (Atlagtszoras)
hsa-miR-21 0.0002+0.0004 0.0001+3x10° +2.000 0.328
hsa-miR-143 0.0255+0.0138 0.0373+0.0038 -1.462 0.012
hsa-miR-196a |  0.0077+0.0153 0.0026=1x107 +2.961 0.253
hsa-miR-203 0.0149+0.0123 0.0327+0.0009 -2.194 0.0001
hsa-miR-205 0.0352+0.0203 0.0463+0.0004 -1.315 0.068
hsa-miR-221 0.6373+0.6338 0.8819+0.0015 -1.383 0.189

X. tablazat: Nyel6csorakos mintakban kombinalt abiizus (1) miR expresszidja
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8. grafikon: Nyel6csérakos mintakban kombinalt abtzus (1) miR expresszioja

Osszehasonitottuk a paciensek mintait olyan bontasban is, akik kombinalt abtizusban (2)

szenvedtek, az életmodi tényezok tekintetében, mig a masik csoportban csak egyik vagy

masik életmodi tényezd szerepelt. A kombindlt szereket hasznalok miR-143 (p=0,012) és

miR-203 (p=0,001) szintek voltak szignifikansan alacsonyabbak, mint a dohanyos, de nem

v csoporté. Az ivd és dohanyos csoportban a miR expresszidt tobb mint négyszeres

aranyban talaltuk nagyobbnak a miR-205 (p=0,001) esetében,

mint abban a

kombinacioban, amikor a paciensek alkoholfogyasztok voltak, de nem dohanyoztak. (XI.,

tablazat, 9. grafikon és XII. tablazat, 10. grafikon)
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Dohanyzasi és alkoholfogyasztasi

szokasok (2)
nagyivo és dohanyos nem Viltozas p érték
dohanyos nagyivé (x)
(Atlagxszoras) (Atlagxszoras)
hsa-miR-21 0.0002+0.0004 0.0001+3x10° +2.000 0.403
hsa-miR-143 0.0255+0.0138 0.037+0.0038 -1.450 0.012
hsa-miR-196a 0.0077+0.0153 0.0026+3x107 +2.961 0.251
hsa-miR-203 0.0149+0.0123 0.0307+0.0003 -2.060 0.001
hsa-miR-205 0.0352+0.0200 0.0439+0.0003 -1.247 0.145
hsa-miR-221 0.6373+0.6338 0.8710+0.0038 -1.366 0.208

XI. tablazat: Nyeldcsérakos mintakban kombinalt abuzus (2) miR expresszioja
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S

T
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B miR-21
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9. grafikon: Nyel6csérakos mintakban kombinalt abuzus (2) miR expresszidja

43




Dohanyzasi és alkoholfogyasztasi
szokasok (3)
e . nagyivo és nem | Valtozas | p érték
nagyivo és dohanyos :
(Atlagtszoras)  dohanyos ()
(Atlagtszoras)
hsa-miR-21 0.0002+0.0004 2x10°+5x10°° +10.000 0.061
hsa-miR-143 0.0255+0.0138 0.0215+0.0071 +1.186 0.362
hsa-miR-196a 0.0077+0.0153 0.0017+0.0007 +4.529 0.186
hsa-miR-203 0.0149+0.0123 0.0051+0.0121 +2.921 0.051
hsa-miR-205 0.0352+0.0203 0.0087+0.0164 +4.045 0.001
hsa-miR-221 0.6373+0.6338 0.2617+0.3108 +2.435 0.067

XII.  tablazat: Nyelocsorakos mintakban kombinalt abtizus (3) miR expresszidja
B miR-21
= miR-143
] miR-196a
Il miR-203

0,8 CImiR-205
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10. grafikon: Nyelécsorakos mintakban kombinalt abiizus (3) miR expresszioja
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11. (A-F) grafikon: miR 221 expresszié abrazolasa nélkiil

(jobb szemléltethetéség)
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6.2. Gyomorrakos betegek mintaibol végzett vizsgalatok

A gyomorrakos mintakban megvizsgaltuk a betegmintak és normal szovetek kozotti miR-

ek expresszios kiilonbségét. A betegek mintaibol képzett csoportok kozotti miR mintazat

kiilonbséget a lakohely, szocidlis statusz, a dohanyzasi €s alkoholfogyasztasi szokasok

kiilonboz6sége szerint osztva. A vizsgalt miR-ek: miR-21, miR-34a, miR-93, miR-143,

miR-203, miR-205, miR-223.

Tumoros és normal szovet. Szignifikans (p=0,001) kiilonbséget talaltunk a tumoros

szOvetben a miR-21 és miR-143 esetén, mig a miR-34a a kontroll szovetben volt (p=0,001)

volt feliilreprezentalt. (XIII. tablazat és 12. grafikon)

il 4 hib Kiilonbség
b | atlag std hiba megbizhat.tart. 95%
érték | kiilonbség kiilonbség . ps
also felso
miR-21 ,001 , 7166269444 , 123685142 516292449 1,016246440
miR-34a ,001 -,931963611 ,072517897 -1,078527747 | -,785399475
miR-93 , 137 ,345581056 ,227520379 -, 114254783 ,805416894
miR-143 ,001 ,657252781 ,073024443 509664877 ,804840685
miR-203 ,299 ,106699167 , 101415705 ,098269620 ,311667953
miR-205 797 -,036902000 , 142314295 -,324529919 ,250725919
miR-223 , 165 ,047320956 ,033486567 -,020357921 ,114999832
X111, tablazat: Gyomorrak és normal szovet miR expresszioja
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12. grafikon: Gyomorrak és normal szovetek miR expressziéja

Dohanyzas

Magasabb miR-21 volt detektalhaté a dohanyos daganatosokban, (p=0,001), a miR-143
pedig szignifikansan (p=0,004) alacsonyabb volt ugyanitt. Tobbi miR tekintetében a mért

kiilonbség nem volt szignifikans. (XIV. tablazat, 13. grafikon)
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p atlag std. hiba | Kiilonbség megbizhat. tart. 95%
érték | kiilonbség | kiilonbség also felso
miR-21 ,001 1,14110000 ,116770000 ,898930000 1,383260000
miR-34a ,769 -,099516151 | ,334100106 -,792397363 ;593365061
miR93 ,206 -,430372821 | ,330116469 -1,114992477 ,254246834
miR-143 ,004 -1,002503571 | ,307936354 -1,641124483 -,363882659
miR203 ,799 ,031438270 ,122255953 -,222105058 ,284981597
miR-205 ,526 ,168821943 ,262064633 -,374666841 ,712310728
miR-223 ,499 ,025472269 ,037064319 -,051394425 ,102338962
XIV. tablazat: Dohanyzé és nem dohanyzé gyomorrakos betegek miR expresszidja
dohanyos nem dohanyos
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13. grafikon: Dohanyos és nem dohanyos gyomorrakos betegek miR expresszidja
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Alkoholfogyasztas

Szignifikans miR szintkiilonbségeket mértiink az alkoholfogyasztasi szokasok szerint
megosztott két csoport kozott. miR-21 (p=0,001), miR-203 (p=0,001), miR-205 (p=0,003),

miR-223 (p=0,001) esetében. (XV. tablazat, 14. grafikon)

0 atlag std.hiba Kiiliinbségsr;ngiz.tart.
érték kiilonbség kiilonbség also felsé

miR-21 ,001 ,84591000 ,16587000 ,49873000 1,193090000
miR-34a ,175 ,576351905 ,408979156 | -,279651307 1,432355116
miR-93 ,254 ,455033190 ,3386560820 | -,354047903 1,264114284
miR-143 ,828 ,101692857 ,4620944603 | -,865481962 1,068867676
miR-203 ,001 ,635459714 ,076620230 | ,475091730 , 795827699
miR-205 ,003 ,790991714 ,232196364 | ,304999139 1,276984289
miR-223 ,001 ,594559214 ,059987380 | ,469004186 ,7120114243
XV. tablazat: Alkoholfogyaszté és nem fogyaszto gyomorrakos betegek miR

rendszeres alkoholfogyasztas

expresszidja

ritka alkoholfogyas=ztas
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14. grafikon: Alkoholfogyaszté és nem fogyaszté gyomorrakos betegek miR expressziéja
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Szocidlis helyzet

Az alacsony szocidlis helyzetli betegek mintaiban szignifikdns mértékii (p=0,049)
magasabb kifejez0dést mértiink a miR-21, és ugyancsak szignifikans kiilonbég volt

(p=0,003) az alacsonyabb miR-143 expresszio esetén. (XVI. tablazat, 15. grafikon)

p atlag std.hiba Kiilombség megbizh.tart. 95%
érték | kiilonbség | kiilonbség also felso

miR-21 ,049 ,297840000 ,14139000 ,00079000 ,594890000
miR-34a ,533 ,226331832 | ,356218236 -,522054912 974718575
miR-93 ,545 ,146569396 | ,237398671 -,352186705 ,645325496
miR-143 ,003 ,856748901 | ,254623241 ;321805322 1,391692480
miR-203 ,939 ,010169011 | ,131726047 -,266577145 ,286915167
miR-205 ,308 -,201619398 | ,192097307 -,605200865 ,201196620
miR-223 ,582 ,023744744 | ,042399823 -,065333980 ,112823467

XVI. tablazat: Megfelel6 és nem megfelel6 szocialis helyzetii gyomorrakos betegek miR

ore
expresszioja
alacsony szocialis statusz magas szocialis statusz
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15. grafikon: Megfelel6 és nem megfelelé szocialis helyzetii gyomorrakos betegek miR
expresszioja
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Vizsgaltuk, hogy lakéhely szerint van-e kimutathatd miR expresszios kiilonbség a
gyomorrakos betegek kozott. Falun laké betegekbOl szarmazod mintakban szignifikans
kiilonbséget detektaltunk. A miR-34a (p=0,032) ¢és miR-143 (p=0,001) voltak

alacsonyabbak. (X VII. tablazat, 16. grafikon)

. . Kiilonbség
. p’ .. a..ﬂag . S..to.l.'h'b"fl megbizhat.tart. 95%.
érték | kiilonbség | kiilonbség , ,,
also felso

miR-21 ,698 ,20822000 ,532290000 -,87601000 1,292460000
miR-34a ,032 -1,631918333 | ,727892850 | -3,112827472 | -,151009194
miR-93 ,969 ,035298429 ,907931313 | -1,811901716 | 1,882498574
miR-143 ,001 -2,544247625 | ,691385922 | -3,950882860 | -1,137612390
miR-203 ,298 ,797838038 ,7153544452 -,739026003 | 2,334702080
miR-205 ,352 ,263495657 ,278202795 -,307329329 ,834320642
miR-223 ,562 -,018315167 ,031230757 -,082096882 ,045466549

XVII. tablazat:Varosi és vidéki gyomorrakos betegek miR expresszidja
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16. grafikon: Varosi és vidéki gyomorrakos betegek miR expressziéja
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6.3. miR és tulélés kapcsolata

A miR expresszio kiillonb6z6 mérhetd jellemzdinek, illetve mintdzatanak kapcsolata szoros

Osszefliggést mutat a tumorgenezis altalanos folymatan kiviil a nyel6csérak és a gyomorrak

progressziojaval €s prognozisaval is.

Vizsgalatunkban a gyomorrakos mintakban mért miR-k és a tulélés vonatkozasdban

szignifikans eredményeket a miR-21, a miR-34a és a miR-205 talaltunk. A t6bbi miR

esetében nem volt az eredmény Osszefliggése szignifikans mértéki. (XVIII. tablazat, 17.

18., 19., 20., 21., 22., 23. grafikon)

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

XVIII. tablazat: Vizsgalt miR-ek és atlagos tulélés osszefiiggésének vizsgalata

gyomorrak mintiakban
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17. grafikon: miR 21 expresszio és tilélés osszefiiggésének vizsgalata
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18. grafikon: miR 34a expresszi6 és tulélés osszefiiggésének vizsgalata
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19. grafikon: miR-93 expresszio és tilélés osszefiiggésének vizsgalata
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Survival Functions
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21. grafikon: miR-203 expresszié és tulélés osszefiiggésének vizsgalata
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22. grafikon: miR-205 expressz
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23. grafikon: miR-223 expresszié és tulélés osszefiiggésének vizsgalata

A nyeldcsorak esetében egyetlen mintdban mért miR esetén sem talaltunk értelmezhetd
Osszefliggést az expresszid mértéke és a tulélés kozott. Ennek magyardzata, egyrészt
minden bizonnyal abban all, hogy a nyeldcsérakban szenvedd betegeink, még a Ill. vagy
IV. stddiumos helyzetiiknél varhatonal is, atlagos talélésiiket tekintve, igen rovid

id6tartamot éltek, masrészt, hogy alacsony esetszammal dolgoztunk.
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7. MEGBESZELES

7.1. Nyelocsorak és normal szovet

A vizsgalt hat miR koziil 6t esetében volt a kiilonbség mértéke szignifikans. Mind az 6t
miR-nél a daganatos szévetben feliilregulalt miR-ket mértiink.

A miR-21 mindenképpen egy kulcsfontossagu, onkogén hatasu miR, amint azt nyelécsérak
vonatkozasban is szamos szerz6 megallapitotta (80,81,82). Mi is lattuk ezt az Gsszefiiggést.
A miR-143 emelkedett szintjét talalta nyelécsérakban a normal szovethez képest Liu és
mukatarsai (83). A miR-205 magas szintjét észlelték a tumoros szovetben Kimura és
munkatarsai (84). Ugyanezt tapasztalta kutatdsai soran Matsushima munkacsoportja is.
Tanulmanyaikban ko6zo6lték, hogy extrém miR-205 expressziot mértek, a miR-21 magas
szintjei mellett, a nyel6cs6laphamrakos szovetekben (85). Ugyanakkor Feber és
munkatarsai, tovabba Santhos és munkatarsai vizsgalataikkal nyel6csérakban kifejezett, 4-
5-szordsen alulexpresszalt miR- 203-at ¢s miR-205-t talaltak (86,87).

A miR-205, és miR-203 alterald expresszioja is leirasra keriilt mar. Huszonegy
nyeldcsérakos beteg és normal nyeléecs6 mintak Osszehasonlitasakor. A miR-203
overexpresszidja, addig a miR-205 alulexpresszaltsaga volt megfigyelhetd mas soliter
tumorokban (85). Nyel6csérakban a miR-196a relative magas szinjét talaltak (45). Mi nem
tudtunk szignifikanshoz kozeli differenciat sem igazolni a nyel6csérakos és normal
szOvetmintaink kozott a miR-196a vonatkozdsdban, pedig egyes szerzék nyeldcsd
specifikus miR-nek is véleményezték, igaz ezeknek a vizsgalatoknak tobbsége kinai
populacioé korében tortént, ahol jellemzd polimorfizmus befolyasolhatja az eredményeket.
A miR-221, onkomir esetében, abszolut értékben IS, extrém magas értékeket mértiink

minden egyes vizsgalt miR-nél a tumoros mintdkban.
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7.2. Gyomorrak és normal szovet

Hét miR esetében vizsgaltunk expresszids kiilonbséget.

A szolid tumorok miR vizsgalatai koziil elsék kézott, mar 2005-ben vizsgaltdk a gyomor
adenokarcinoma miR profiljat a normal szévetéhez képest (88). A hat szoliter tumorbol
szarmazo Osszesen 540 mintabdl a gyomorkarcinomara vonatkozoan megallapitottak, hogy
Osszesen huszonkettd6 mIiR magas szinten valasztodott el, illetve hat alulregulalt miR
jellemezte. Az altalunk is vizsgalt miR-21 teljes mértékben, mig egyes, a 200-as clusterbol
szarmazok mutattak hasonlo 0sszefiiggést vizsgalatunkkal.

Osawa és munkatarsai analizaltak miR oligochippel koézel kilencszaz miR-t paraffinba
agyazott metszetekbdl kivonva. Ezek a mintdk gyomorrdkban szenvedd betegekbdl
szarmaztak. A miR-21 feliilregulaciojat talaltdk gyomor tumoros szovetben, ez
Osszhangban van a mi eredményeinkkel. Ez a kutatocsoport az altalunk regisztralt
eredménnyel ellentétben a miR-34, és miR-143 szintjét alulregulaltnak mérte a tumoros
szovetekben (89).

Tobb mas vizsgalattal is igazoltdk és megerdsitették a miR-21 erds onkogén szerepével
harmonizald vizsgalati eredményeket, és ugyandk gy hataroztak meg ezt a miR-t, mint
potencialis biomarkert a ventrikularis adenokarcinomaban (90,91).

A feliilregulalt miR-223-r61 gyakran kozoltek valtozd mértékii expresszidt, a mi
vizsgélatunkban nem volt szignifikdns expresszidos kiilonbség a kétféle mintaban.
Hasonléan a miR-203 ¢és miR-205 mérések sem adtak szignifikans differenciat, de
kiilonbség azért mérhet6 volt (92,93).

A miR-93 vizsgalatunkban szignifikans kozeli kiilonbséget mutatott a tumoros és normal
mintdk kozott, de az értékek szorast jeleztek. A miR-93, lokalizacid szerint vizsgalva a

gyomorrakokat mindegyikben jelen van, és tobb gén targetjeként miikodik (94,95).
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7.3. Kornyezeti tényezok hatasa

Kornyezeti tényezok jelenléte és a kozel hasonlé szovettani besorolasu daganatok
kozotti miR expresszio kiilonbségre vonatkozo kérdés felvetést, majd az erre adott
valaszokat, megallapitdsokat tekintettiik a kutatasunk ujdonsaganak, hiszen az altalunk
ismert szakirodalomban adatot, konkrétan ebben az Osszefiiggésben, alig talaltunk.
Természetesen vizsgaltak egy-egy epigenetikai tényezO hatdsara bekdvetkezd6 miR
eltéréseket, de elsésorban allatkisérletben, vagy csak egy-egy miR vonatkozasban. Az
¢letmodi tényezdk szerepét is mutaciok, SNP, vagy egyéb szignalut befolyasold hatasokra
mérték széles korben.

Lalond korszakalkotdo Osszefoglald tanulmanya Ota valt kozismertté, hogy a szocialis
helyzet, beleértve az (iskolazottsdgot és a foglalkoztatottsagot) szoros Osszefiiggésben van
az egészségallapottal (96).

Az egyes betegségekben szenvedd betegek mintaibol az életmddi és életkoriilményi adatok
alapjan két csoportot képeztiink és vizsgaltuk a miR expresszids kiilonbségeket.
Nyeldcsérak eseteiben az alacsony szocidlis helyzetben szignifikdnsan alacsonyabb miR-
143-at és miR-203-at mértiink, mint a megfeleld szocidlis helyzetliek mintaiban. Ez az
Osszefliggés pontosan ugyanazt mutatta, amit a kombindlt ablizus esetén mértiink a
dohanyos és erésen ivo betegek mintaiban. Kifejezett szignifikans kapcsolat volt a miR-
143, miR-203, miR-205 alulexpresszaltsagaban az erés ivok esetén. Eredményiinket azért
is figyelemre méltonak tartottuk, mert Navarro és munkatarsai nagy esetszamu
epidemioldgiai vizsgalata szerint a nyeldcsé laphamrakos péaciensekben nem sikeriilt
igazdn bizonyitani az alkohol rizikd szerepét a betegségiikben. A nagyszabasi
multicentrikus eset-kontroll vizsgalatban, amiben szamos riziké faktor szerepét vizsgaltak
a felsé gastrointestindlis traktus vonatkozdsdban, arra a megallapitasra jutottak, hogy a

nyeldcsérakban szenvedék dohanyzasi és alkoholfogyasztasi szokasa egyiittes el6fordulasa
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miatt nagyon nehéz csoportokat képezni (97,98). Ezzel a problémaval mi is kiizdottiink.
Szinte nem volt alkoholt egyaltalan nem fogyaszto paciensiink. Ennek ellenére az alkohol
fogyasztas mennyisége illetve iddbelisége alapjan sikeriilt csoportokat képezni (38).

A dohanyos csoportban a nem dohanyzokéhoz képest egyediil a miR-205 volt
szignifikansan magasabb. Kiilonbségeket azonban mértiink mas miR-ek esetében is. A mar
hivatkozott eset-kontroll tanulmanyban (97) nyel6csé laphamrakban a dohanyzast
allapitotta meg a betegség elsd szamu rizikojanak. Vizsgaltunk Osszefliggést a rizikok
kombinaciojaval is. A dohanyos vagy nagyivo csoportot néztiik a mindkét rizikoval
¢lokével Osszevetve. A kombinalt rizikoval €16k alacsonyabb miR-143 és miR-203 szintet
mutatattak, mint a nagyivo, de nem dohanyos mintakbol szarmazé miR szintek.
Emelkedett miR-205-t talaltunk a nemdohanyz6, de nagyivé csoportban 1évé mintakhoz
képest. A dohanyzés és erds alkoholizalas szinergista hatdsat, amelyet mas vizsgalatok,
elsdsorban epidemiologiai mddszerekkel igazoltak, a miR expresszids mintazat is igazolni
latszik. Vannak kiilonbségek a rizikok haszndlatdnak egyiittes vagy kiilon-kiilon domindlo
hasznalata kapcsan.

Elsésorban Japan kutatok foglalkoztak az elmult néhany évben a témaval és
megallapitottak, a kombindlt, szinergista modon karos hatasu élvezeti cikkek hasznélata a
p53 gén fehérje expresszidjaval Osszefligg. A p53 gén, mint cél gén, néhany altalunk is
vizsgalt miR-nek a targetje, illetve a p53-ig vezetd szignalut részeihez kapcsolodnak
hatasukkal. (miR-21, miR-200 cluster tagjai). Korai jelnek tartjak a p53 fehérje valtozasait
nyeldcsd laphamrakban, de szoros kapcsolatban lehet valamennyi fels6 emésztOszervi €s
felsd 1éguti daganat ezzel a p53 gén fehérje szintvaltozassal (109,99,100).

A kombinalt rizikok jelenléte is leirhatdo miR mintdzat kiilonbséggel, ami szignifikans

mértékd, és vannak ahhoz nagyon kozeli értékek, amivel kapcsolatban azt gondoljuk, hogy
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Onmagaban a mintaszam emeléssel a staisztikai eré novekedhetett volna. A vizsgalatainkat
elvégezni azonban nagyobb elemszdmmal nem volt lehetdség.

A gyomorrakos ¢és alacsony szocialis statusza betegek szovetmintaiban a miR expresszio a
magasabb szocialis allapothoz képest, miR-21 markansan magasabb szintjét mértiik.
Ugyanezt talaltuk a dohdnyosokban is. Mint mar hivatkoztunk a miR-21 kulcsszerepére és
a dohanyzas kozismerten sulyos potencirozo szerepére a Karcinogenezis feltehetéen tobb
pontjan is. A dohanyzasi szokds azonban az altalunk vartnal kisebb mértékben adott
jellegzetes mintazat kiilonbséget a kutatas egészében.

A gyomorrékos paciensek kozott a falun vagy varosban lakds dsszevetésében is talaltunk
kiilonbséget a kifejezOdésben. A varosban lakok miR-34a és miR-143 szignifikansan
magasabb volt. A miR-143, és annak overexpresszidja az EGFR szignalutjan kapcsolodhat
a tumorgenezishez Sakari Knuutila Helsinki Egyetem vizsgalatai szerint (101). Ez az
aktivacios Ut lehetséges az alkohol és dohanyzas hatasaként is értelmezhet6 (102).

A gyomorrakos betegmintak a miR-203, miR-205, és miR-223 szintje az erdsen ivo
panciensek mintaiban szignifikdnsan magasabb volt, a nemivokéhoz képest, ami egyezést
mutat a rendszeres ivokra vonatkozd epidemioldgiai vizsgalatokban kimutatott relativ
rizikonovekedési értékek egy részével (103). Ezekben a nagyobb esetszamt prospektiv
tanulmanyokban csak az erGsebb alkoholfogyasztas (2 egységnél tobb/nap) mutatott
rizikonovekedést, vagy még azt sem az Azsiai populcidban, de egyértelmilen okozott
rizikondvekedést az eurdpaiak korében (104, 105).

2005-ben Lu és munkatarsaiprobaltakkutatasukban tumorspecifikus profilt Osszeallitani,
solid tumorokban 217-féle miR méréssel. A kutatasban megallapitottak, hogy nem csak a
normdl és szervfiiggd daganatos szdvetekben van miR expresszid kiilonbség. Az egyes
szerven beliili szovettani altipusok illetve a metasztazisok, vagyis a betegség stadiuma, igy

az atlagos tilélés kozott is van Osszefliggés, amit azdta tobb kutatas is igazolt (106,107).
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7.4. miR expresszio és tulélés

A miR kutatas egyik kozponti kérdése a hasznosithatosag teriiletén, hogy az egyes miR-k
valtoz6 expresszioja, illetve szokasostdl eltéré miR megjelenése a betegség lefolyasanak
alkalmas monitoringja-e? Mutatnak-e kapcsolatot a betegség lefolyasaval, betegek
tulélésével? Tobb tanulmany rdmutatott arra, hogy a miR expresszi6 mértéke szoros
korrelaciot mutat a gyomorrak progresszidjaval és progndzisaval. Ertelemszertien a
tumorszupresszorként funkcionalé6 miR-k magasabb szintje hosszabb talélést eredményez,
mig az onkomiR-ek overexpresszidja negativ eldjelti. Ezek elvalasztasanak mértéke és
annak jelent6sége, nem minden ponton tisztazott még (108, 109).

Gyomorrakban, az altalunk is vizsgalt miR-ek koziil a miR-21 és a miR-223 magas
expresszidja fiiggetlen prediktiv jele volt a betegség progresszidjanak és ezzel egyiitt
tulélésnek. Vizsgalatok csaknem minden szolid tumorra és Osszesen 40 feletti miR
expressziora terjedtek ki. A miR-21 és a miR-221, és miR-91-re vonatkozdan is igazolast
nyert, hogy expressziojuk a rovidebb tuléléssel allt osszefliggésben gyomorrakos betegek
mintaiban (110).

Ugyancsak a miR-21, de mellette a miR-93 és a miR-221 megnoévekedett szintjének
Osszefliggését allapitottak meg kutatasukban Jiang és Chen és munkatarsaik (111, 112).

A miR 196a megemelkedett szintje a betegséggel, a betegség kitjulasanak jelével
azonosithatd (113). A miR 34a masok mellett biomarker szerepli a gyomorrak

diagnozisban és Osszefligg a daganat stadiumaval és a progresszio szintjével (114).
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8. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

Vizsgalatunk jelentdségét, illetve ujszeriségét abban latjuk, hogy azonos klinikai
diagnozisu, ugyanazt a szervet €rintd €s azonos szovettani tipusu karcinomékban, amelyek
stadium besorolasa is kozel azonos, az anamnezisbdl ismert kiilsd, kornyezeti, ¢letmddi
faktorok hatasat alig, vagy egyaltalin nem vizsgaltdk a miR expresszios kiilonbségek
vonatkozasdban.

Kutatasunkkal igazoltuk, hogy ezen faktorok mentén is sikeriil miR-expresszios
differenciat megallapitani., vagyis az epigenetikai hatds miR eltérésekkel is leirhatd. Ezen
kiviil reprodukéltuk a daganatos és normal szovetek miR expresszids kiilonbségeit az
altalunk valasztott miR-ek esetében nyel6csd- és gyomorrakban. Ezeket a miR-ket, ebben
az Osszeallitasban nem vizsgaltak magyarorszagi beteg anyagon.

A célkitizések (4. fejezet) sorrendjében megfogalmazottak szerinti valaszok:

1. Nyel6csoérak mintak eseteiben a leghatarozottabban sikeriilt igazolni a feltételezést,
mely szerint a daganatos szovetekben a vizsgalt miR-ek markéansan kiilonboznek a
normal nyel6csé szoveti mintakban mérheté miR mennyiségektol.

A miR-21, miR-143, miR-203, miR-205, miR-221 erds szignifikanciaval magasabb
a tumoros mintdkban.

2. Az eltérés a normdl és gyomor mirigyhdmrakos szovetmintdk miR szintjében
megmutatkozott, de nem a vart mértékben. Szignifikans mértéki kiilonbség a miR-
21 és miR-143, valamint a miR-34a értékében volt. A miR-93, miR-203, miR-205
¢s miR-223 differencidja nem volt szignifikans.

3. Mindkét tumor esetében taldltunk expresszids kiilonbséget, a kérositd hatasu

¢letmodi tényezOkkel ¢€lés tekintetében. Az alkohol hatdsara Ilétrejott miR
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expresszid szignifikans jelenléte a miR-203, miR- 205, miR-221, miR-223
vonatkozasaban is kovetkezetesen jelen van, mindkét daganatféleségben.

A dohanyzasi szokés hatasat kevésbé atiitobnek mértiik a sajat mintainkba, de volt
értékelhetd kiilonbség. A miR-205, a miR-21 szignifikansan magasabb szintjét
mértiik, mig a miR-143 alacsonyabb voltat detektaltuk.

A szocialis helyzet kiilonbozdsége szintén mérheté miR szintkiilonbséget mutatott,
vagyis a tarsadalom egy bizonyos kohorsza, Osszefiiggésben a foglalkoztatottsag
hidnyaval, nem egyszer az iskoldzottsag, vagy altalanos életviteli ismeretek
hianyaval, 6nmagaban epigenetikai hatast, de ez a helyzet egyiittjarhat a karosito
¢letmodi tényezOk fokozott mértékli alkalmazasaval is. A lakohely vidéki vagy
varosi volta tovabbi rétegezés nélkiil nem hozta ki markansan ezt az életmoddal is
kapcslatban allhato kiillonbséget.

A kombinalt, karos életmodi tényezd hasznalata a nyeldcsélaphamrakban szenvedd
betegek mintaiban is inkdbb az alkohol hatdsat fejezte ki az expresszios
kiilonbségmérésnél. Gyomorraknal a kombinacidt nem vizsgaltuk.

Nem tapasztaltuk a kombinalt ablizus hasznalatnal az esetlegesen markansabban,
vagy egyiittesen tobb miR vonatkozasban is mérhetd kiillonbég jelenlétét.

Tobb 0sszefliggésben is igazoltuk a miR-21 fontos szerepét a tumoros szovetekben.
Szinte mindeniitt bebizonyosodott ennek az onkomiR-nek a feliilreprezentaltsaga.
Tapasztaltuk a miR-34a tumorszupreszor gén alulreprezentaltsagat is, a daganatos
mintdkban. Azonban ismert, hogy az egyes miR szintek nem mindig ilyen egyszer(i
ssszefiiggésben reguldlodnak. Eppen ezeknek méréseknek, kutatdsoknak gyfijtése
folyik vilagszerte.

A miR expreszio és a betegek talélésével kapcsolatban kutatasunkban megtalaltuk

harom miR-el 6sszefiiggésben az irodalmi adatokban is taglalt relevanciat.
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Vizsgalatunkkal epigenetikai hatasok jelenlétét és fontossagat igazolni tudtuk.
Igazoltuk, hogy az altalunk vizsgalt betegeségekben és a valasztott mintdkban a
korallapotok nem fiiggetlenek kiils6é tényezoktol. Ravilagitottunk arra, hogy az
epigenetikai hatasok, a kiils6, nem 6roklott tényezok genetikai kdvetkezménnyel
jarnak és ezek, mivel tudatosan befolyasolhato eclemeket tartalmaznak az
¢letmoddal egyéni dontéssel nagy valdsziniiséggel szabalyozhatok.

A tudatos dontéseinken alapul6 életmodd €s annak valtoztatasa iranyithato esélyeket
jelenthet betegségek elkeriilésére, vagy kockazatuk csokkentésére.

A nem sajat dontési korben megnyilvanuld kornyezeti tényezdk karositd hatasait, a
kockazat mértékét peig az élet minden teriiletén figyelembe kell venni az abban

dontési kompetenciaval rendelkezoknek.
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