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ROVIDITESEK JEGYZEKE:

AA — arachidonsav (arachidonic acid)

Ct — kiiszobceiklus (cycle threshold)

DHA - dokozahexaén-sav (docosahexaenoic acid)

DMEM — Dulbecco sejttenyészté médium (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
dPCR — digitalis polimeraz lancreakcid

EPA — eikozapentaén-sav (eicosapentaenoic acid)

EZH2 — hiszton-lizin N-metiltranszferaz

FCS — fotalis borju szérum (fetal calf serum)

FSN — fast spiker neuron

GABA - gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)
GAPDH - glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GLA — gamma linolénsav (gamma-linolenic acid)

HTS — nagy ateresztoképességii sziirés (high-throughput screening)
MGMT - metil-guanin metil-transzferaz

miRNP — mikro RNS — ribonukleoprotein komplex

miRNS, miR — mikro RNS

mRNS — hirvivé RNS

NGF — neurogliaform sejt

PC — piramissejt

RISC — RNS-indukalt csendesité komplex (RNA induced silencing complex)
RN4az — ribonukleaz

rRNS — riboszomalis RNS

RT — reverz transzkripciod

SC-QPCR — egy-sejt valos idejli polimeraz lancreakcio

siRNS — kis interferalé6 RNS (small interfering RNA)

TMZ — temozolomid

3” UTR - 3’ nem transzlal6do régio (3” untranslated region)

5” UTR — 5’ nem transzlalodo régié (5° untranslated region)



GYAKRABBAN HASZNALT GENEK JEGYZEKE:

acox] — acetil-koenzim A oxidéaz 1

actl — alfa aktinin 1

apol2 — apolipoprotein L-2

apoal — apolipoprotein A-V

bax — BCL2-asszocialt X gén

bcl2 — B sejtes leukémia/limfoma 2

cendl — ciklin D1

cox1, 2 — ciklooxigendz 1, 2

cxcll2 — kemokin (C-X-C) ligand 12

egfr — eukariota novekedési faktor receptor

ezh2 — hiszton-lizin N-metiltranszferaz

fas — TNF receptor superfamily member 6

hprt — hipoxantin foszforiboziltranszferaz

gabrd - gamma-aminovajsav (GABA) A receptor, delta
gapdh — gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

igf— inzulin-szert novekedési faktor

igf-1r — inzulin-szeri névekedési faktor 1 receptor

irsl, irs2 — inzulin receptor szubsztrat 1, 2

lypla3 — lizofoszfolipaz 3

mapk— mitogén-aktivalt protein kinaz

mgmt - O-6-methylguanine-DNA methyltransferase
nfib - nukledris faktor kappa-B

nrf2 - nukledris, eritroid-eredetl faktor 2

npy - neuropeptid Y

pafahlbl — trombocita-aktivalo faktor acetilhidrolaz, izoforma 1b, alegység 1
pdcd4 — programozott sejthalal 4

pecaml — trombocita/endothél sejt adhéziés molekula
pdgfra — vérlemezke eredeti novekedési faktor receptor A

ppara — peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor alfa



pten — foszfataz és tenzin homolog
rps18 — riboszomalis protein S18
sele - selectin E

selp - selectin P

sgmsl — szfingomielin szintaz 1
tp53 — tumor protein p53

tnf - tumor nekrozis faktor

tubb — béta tubulin

vegfa- vaszkularis endothelialis novekedési faktor A



1. BEVEZETES

Az utdbbi évek molekularis bioldgiai kutatasainak egyik legjelentdsebb eredménye a
mikro RNS molekuldk (miRNS) felfedezése ¢és jelentdségiik felismerése volt. A betegségek
genetikai hatterében a fehérjéket kodold gének mindig ardnytalanul nagy hangsulyt kaptak,
még 50 évvel a DNS modelljének leirasa utan is. Az életfolyamatok molekularis
bonyolultsaga azonban igen sokféle feladatra specializalodott alkotot feltételez. Ennek
megfeleléen az emberi gének szamat kezdetben tobb mint 100 ezerre becsiilték, am mai
tudasunk alapjan és a human genom szekvenciajanak birtokaban, ez a szam csupan 25-28
ezerre tehetd. A tulbecslés egyik oka, hogy az atird6dé primer mRNS-ekbdl alternativ
splicinggal szamos kiilonb6z6 modosulat keletkezhet, nagyszdmu protein varidnst
eredményezve. A kutatok figyelme egészen a 90’-es évekig elsdsorban ezekre a kodolo
régiokra irdnyult, amelyek a humén genomnak alig tobb mint 1%-at teszik ki. Mara azonban
egyértelmiivé valt, hogy szamos, a génexpressziot befolyasold regulator elem éppen a nem
kodold intergenikus DNS szakaszokra lokalizalodik. Az utdbbi évtized felismerése az is,
hogy a nem transzlalodo kis RNS molekulak (mikro RNS-ek) fontos szabalyozé szerepet
toltenek be a fehérjék keletkezésének szabalyozasaban. A mikro RNS-ek olyan RNS
molekuldk, melyek hossziisaga altaldban 17-25 nukleotid, nem kddolnak fehérjét, de mRNS
kolcsonhatasuk révén hatassal vannak a sejtek mukodésére. Ezek a kisméreti RNS
transzlacidjukat gatolni, illetve lebontasi folyamataikat elésegiteni.

A miRNS-ek jelentdségére eldszor 1993-ban figyeltek fel. A Harvard egyetemen
Victor Ambros €s munkatarsai évek ota igyekeztek megfejteni a Caenorhabditis elegans
lin-14 génjének a larvafejlodésben betoltott szerepét. Azt tapasztaltak, hogy a LIN-14
szekvenciarol elobb egy 61 nukleotid hosszisagih prekurzor RNS, majd ebbdl egy 22
nukleotidos, érett miRNS molekula keletkezik, amely komplementere a lin-14 mRNS 3’
UTR régio6 bizonyos szakaszainak, ezaltal képes azokhoz hozzakapcsolodni (1).

A miRNS-eket koédold gének megtalalhatoak a legkiilonbozobb fajok, igy az ember
genomjaban is. Kifejezodésiik egy adott szervezeten beliil sejt- illetve szdvetspecifikus. Az

ezidaig azonositott humian miRNS szekvencidk szdma meghaladja az ezret



(www.mirbase.org). Szabalyoz6 funkciojukbol kovetkezden, egy miRNS molekula
ismereteink szerint a human gének mintegy 30 %-a all miRNS-ek szabalyozasa alatt. A
miRNS-ek potencidlis célmolekuldinak azonositasa elsésorban bioinformatikai modszerek
segitségével torténik. Bar még szamos kérdés tisztazasra var, az mar most nyilvanvalo, hogy
a miRNS-ek tobb alapvetd sejtélettani folyamatban, mint példaul a sejtproliferacio, a
differenciacio, a jelativitel és az apoptdzis szabalyozas, meghatarozd szerepet jatszanak.
Célmolekulaik sokszinli funkcidjat figyelembe véve érthetd, hogy a miRNS expresszios
mintazat a differencialodas, illetve kiillonbozé korfolyamatok soran megvaltozhat (2). A
miRNS-ek patogenetikai szerepét eddig szamos betegség, tobbek kozt neurodegenerativ
korképek és autoimmun betegségek esetében is igazoltak. A legtobb irodalmi adat azonban
a miRNS-ek daganatképzddésben betdltott szerepérdl all rendelkezésiinkre. Mdig szamos
tumortipus esetében irtak le jellemzd expresszids mintdzatot, amely bizonytalan diagnoézis
esetén jelentdsen megkonnyitheti a daganat osztalyozasat, illetve a betegség kimenetelének
elorejelzését. Ezenkiviil szakirodalmi adatok igazoljak azt is, hogy a miRNS-ek szabalyozé
szerepet toltenek be a kiillonbozo citotoxikus anyagokkal szembeni szenzitivitas/rezisztencia

kialakitasaban (3).



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A mikro RNS-ek jellemzdi, érési folyamatuk és a szabalyozas mechanizmusa

A miRNS-eket kodolo gének lokalizaciojuk szerint Ilehetnek intra- vagy
intergénikusak. A miRNS-ek legnagyobb része annotalt, fehérjét kodold gének intronikus
szakaszaira lokalizalodik, amelyek a transzkripcié soran kivagasra keriilnek a prekurzor
mRNS-bdl. Ezek az intragenikus miRNS gének a fehérjét kodold exonokkal azonos DNS
szalon helyezkednek el, 6nallo promdterrel nem rendelkeznek, igy az annotalt gén részeként
keriilnek atirasra (4). A miRNS-ek kisebb része fehérjét nem kodolo, intergénikus régiokban
talalhato, igy ezek fliggetlen transzkripcids egységet alkotnak.

A miRNS-ek az éldvilagban szinte mindeniitt jelenlevo szabalyozé molekulak,
amelyek az evolucié soran nagyfoku konzervaltsagot mutatnak. Bioszintézisiik fobb 1épései

az ¢lovilagban univerzalisak (1.4bra).
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1.4bra. A miRNS molekulak érési folyamata

A miRNS molekulak szerkezeti jellegzetessége, hogy prekurzor alakjaik az mRNS-
ektodl eltéréen kettds szalat alkotnak. A szintézis elsd 1épése a sejtmagban zajlik. A miRNS
molekuldk prekurzorat (pri-miRNS) az RNS-polimeraz II. (POL II.) enzim szintetizalja

onallo génrdl, vagy mas gének intronikus régidjaként. A pri-miRNS egy megkozelitdleg 1



kilobazis hosszisagu hajtiikanyar szerkezetli molekula. Az atalakitas els6 1épése a stem loop
(torzshurok) rész levalasztasa. A hajtiikanyar bazisanal elhelyezkedo koriilbeliil 10 bazispar
hosszisagli hélix szerkezet nélkiilozhetetlen ehhez a 1épéshez. Ezt ismeri fel a Drosha
enzimbdl (I1I-as tipust endoribonukledz) és kofaktorabol, a DGCRS8-bo1 allé enzimkomplex,
amely a pri-miRNS-t a bazisanal hasitja. Ez a hasitas egy korilbeliil 70 nukleotid
hosszsagu, hajtii szerkezetii koztes terméket eredményez, amit pre-miRNS-nek neveziink.
A kovetkezo 1épés a pre-miRNS aktiv transzporttal vald kijuttatasa a sejtmagbo6l, amelyben
az exportin-5 és kofaktora, a Ran GTP-koté formaja vesz részt. A citoplazmaba kijutd pre-
miRNS beépiil egy ribonukleoprotein-komplexbe (miRNP vagy miRISC), amelynek
szervezOdése dinamikus folyamat. A beépiild pre-miRNS végsd atalakitdsat egy masik
ribonukledz, a DICER és kofaktora, a TRBP (Tar RNA binding protein) végzi, a terminalis
hurok eltavolitasaval. Ebben a komplexben a duplex szal szétvalik és a 3°-5 komplementer
szal degradalodik. Az igy képzddd érett mikro-RNS-ek kotddése a cél-mRNS-ekhez a
RISC-kel kapcsoltan torténik meg. A komplexbe épiilt miRNS szerkezeti informaciot
szabalyozza, jellemzden a 3’ végi, nem transzlalédo részhez (3’ UTR) kapcsolodva (5).

Bioinformatikai becslések alapjan a fehérjét kodolo gének koriilbeliil egyharmada all
miRNS szabdlyozas alatt. Arrol, hogy a miRNS molekuldk hogyan ismerik fel a
célmolekuldkat még nem 4all rendelkezésre pontos informdci6. A miRNS kotdhelyek
magasabbrendli fajokban altaldban az mRNS molekulak 3’-, illetve ritkabban az 5’UTR
miRISC-ben integralt miRNS-ek. A miRNS-eket kodolo gének a legkiilonbozébb fajok, igy
az ember genomjaban is megtalalhatok, expresszidjuk egy adott szervezeten beliil
szovetspecifikus (6, 7). Allatokban és emberben a poszttranszkripcids géncsendesités
négyféleképpen torténhet (2.4bra). A lehetséges mechanizmusok a kovetkezok:

1) A miRNS kotddése a mRNS 3° UTR régioban a polyA farok deadenilaciojat,

ezaltal szabad 3’ véggel rendelkezd0 mRNS kialakulasat eredményezi.

2) A szabalyoz6 miRNS a mar transzlaloédott protein lebomlasat eredményezi.

3) A miRISC komplex a transzlacié iniciacidjat gatolja a riboszomalis 60S alegység

kapcsolodasanak akadalyozasan keresztiil.

crcr
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2.abra A miRNS-eken keresztiil megvalosulo poszttranszkripcios géncsendesités
lehetséges mechanizmusai. (Filipowicz és mtsai. abraja alapjan)
A miRNP komplex 3 UTR-hez val6 kotddése 4 kiilonb6zé moédon idézhet el6 gatlast:

deadenilacio, iniciacid gatlasa, proteolizis, elongacio gatlasa.

2.2 A miRNS-ek szerepe a daganatképzédésben

A miRNS-ek tumorszupresszorok és protoonkogének poszttranszkripcids gatlasan
keresztiil szabalyozzak a jelatvitel és a sejtciklus folyamatait. Ebbol kdvetkezik, hogy
expressziojuk valtozasa a sejtosztodas egyenstlyanak felborulasahoz, fokozott
sejtproliferacidhoz ¢és daganatképzddéshez vezet. A miRNS-ek tumorigenezisben betdltott
szerepére utal az is, hogy az ezeket kodoldo gének tobb mint fele, olyan sériilékeny
kromoszomalis régiokban talalhatd, amelyek aberracidja gyakran megfigyelhetd
daganatokban. Az utobbi években a tumorbioldgiai kutatdsok egyre nagyobb hangsulyt
fektettek a kiilonboz6 daganattipusok miRNS expresszid alapjan torténd osztalyozasara. A
mRNS expresszidos mintazat alapjan torténd vizsgalatokkal szemben a miRNS-ek eldnye,
hogy mivel egy miRNS molekula egyszerre tobb szdz cél mRNS expresszidjat
szabalyozhatja, igy mar joval kisebb szami miRNS marker is elegend6 jol elkiilonithetd

csoportok felallitasahoz (8, 9).
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A miRNS-ek patogenetikai szerepét elsdként B-sejtes kronikus lymphoid leukémia
esetén igazoltdk. Ezt kovetéen azonban szdmos daganattipusban irtak le szignifikdnsan
megvaltozd miRNS expresszids mintdzatot, tobbek kozt pancreas (10), pajzsmirigy (11),
tido (12), maj (13), gyomor (14), petefészek (15) és kiillonbozo idegrendszeri daganatok
(glioblastoma multiforme, neuroblastoma) esetében is (16). Daganatokban az €p szovethez
képest valtozast mutatd expresszioji miRNS-ek a klasszikus onkogén-tumorszupresszor
vonal alapjan osztalyozhatok. Azaz a tumorszdvetben fokozott expressziot mutatdé miR-ek
onkogén (onkomiR), mig a represszéltak tumorszupresszor tulajdonsdgiiak. Mivel az in
silico becslések alapjan a miRNS-ek egyszerre akar tobb szaz protoonkogén és
tumorszupresszor tulajdonsagi célmolekulat is szabalyozhatnak, igy daganatképzésben
betdltott szerepiik tisztazasdhoz elengedhetetlen célpontjaik és azok biologiai funkcidjanak
azonositasa is.

Mindez arra utal, hogy a miR-ek expresszids mintdzatdnak tanulmanyozésa
kiilonbozo tumorok esetében tobb szempontbdl is nagy jelentoségli. Egyrészt kozelebb vihet
a daganatok patogenezisének pontosabb megértéséhez, masrészt segitségével olyan
biomarkerek azonosithatok, melyek alkalmazasa nagymértékben megkonnyiti a tumorok
felismerését és osztalyozasat. Ilyen biomarkereket alkalmaznak tobbek kozt a follicularis
pajzsmirigytumorok esetében is. Ezek korszovettani elkiilonitése rendkiviil nagy gyakorlatot
igényel, kétes esetekben azonban néhany miRNS marker (miR-197, miR-221, miR-346)
expresszidjanak vizsgalata segitheti a diagnozist, illetve a késObbi terapia megvalasztasat
(17). A miR-221 expresszid-valtozdsa azonban nem csak tumoros szovetekben, hanem a
kornyezd, szovettanilag még ¢ép teriileteken is megfigyelhetd. Ez felveti annak lehetdségét,
hogy a miR expresszid megvaltozasa a tumorképzodés kezdeti jele, igy segitéségével a
betegség mar korai stddiumban is felismerhetd. A miR expresszio vizsgalata a prognozis
megallapitasanak szempontjabol is jelentds lehet, mivel egyes daganatok esetében a tumor
agresszivitasa, az attétképzodés és a betegek tulélési ideje mind prediktalhatok a miRNS
profil alapjan (18). Végiil, de nem utols6 sorban a valtozast mutatdé miRNS-ek és az altaluk

szabalyozott gének a jovoben a daganatterapia uj célpontjait is jelenthetik.
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2.3 Glioblasztéma sejtek molekularis karakterizalasa

A glioblastoma multiforme (GBM) a kozponti idegrendszert érinté daganatos
megbetegedések kozel 20%-at teszi ki. Napjainkban a leggyakoribb ¢és legnehezebben
kezelhetd tipust primer agytumorként tartjak szamon. Malignus astrocytakbol felépiild
neuroepithelialis daganat, amely kiindulhat a halantéki (lobus temporalis) és a
homloklebenyb6l (lobus frontalis) is, valamint képes atterjedni az ellenoldali agyféltekébe is
(19). A tumor rendkiviil gyorsan képes novekedni, ezaltal képes nyomasfokozodast,
valamint ¢életveszélyt el6idézé beékelddést is kivaltani. Elhelyezkedésétol fliggden
esetenként ugyan sebészileg eltavolithatd, am a komplex miitéti-, sugar- és gyodgyszeres
kezelés ellenére is igen gyorsan, rendszerint honapok alatt kitijul. Az agressziv kezelések
ellenére is, a betegek atlagos tulélése valamennyi agytumor tipus kozott ennél a
legalacsonyabb, minddssze 14 hoénap. A malignus agydaganatokra jellemzd a diffuz
infiltracid az agyszovetbe és az emelkedett rezisztencia a hagyomanyos daganatterapiakkal
szemben (20). Az utdbbi élvekben elért jelentds terapias fejlodés ellenére a malignus
gliomak korai diagnosztizalasa és sikeres kezelése tovabbra is nagy kihivast jelent.

Hasonléan mas daganatokhoz, a glioblasztomak esetében is alapvetd fontossagu a
tumorsejtek molekularis karakterizalasa, kiilonos tekintettel a metasztazisképzé hajlammal
Osszefliggésbe hozhaté markerek azonositasara. Ennek ismeretében ugyanis nemcsak a
progndzis megallapitdsa, hanem az optimalis daganatellenes terdpia megtervezése is
lényegesen leegyszerlisodne. Az agytumorok esetében a terapia legfontosabb molekularis
célpontjai a novekedési faktorok, illetve ezek receptorai. A hagyomanyos kemoterapiak
mellett, az elmult évtizedben 0jabb tipusu készitmények is megjelentek, amelyek ezeken a
daganatképzddésben, novekedésében ¢és attétképzodésben is kulcsszerepet jatszo
célpontokon hatnak. A target gének mellett egyre nagyobb hangstlyt kapnak a molekularis
biomarkerek is, amelyek nagymértékben megkonnyithetik a tumorok osztalyozasat, ezaltal
tampontot adhatnak az optimalis terapia megvalasztasahoz. llyen példaul az egfi- (epidermal
growth factor receptor), melynek overexpresszidja esetén valdszinisithetd, hogy primer
glioblasztomardl van szd, valamint a 53 (tumor protein 53) gén, amelynek mutacidja
megnoveli a tumor szekunder glioblasztomava alakulasanak esélyét (21). Ezek az ismeretek
a klinikai gyakorlatban is nélkiilozhetetlenek, ugyanis a két valtozat gyogyszer- és sugar-

érzékenysége nagyon eltérd lehet.
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Az utdbbi években a gyogyszerkutatasban a mar hagyomanyosnak mondhato gén-
célpontok mellett, az érdeklédés egyre inkabb a gének természetes inhibitorai, a miRNS-ek
felé fordult. A gliomakban szamos kulcsfontossagia miRNS overexpresszalt allapotban van,
melyek igy negativan szabdlyoznak olyan sejtciklust befolydsold géneket, amelyek
nélkiilozhetetlenek a sejtosztodds normalis muikodéséhez. Ilyen magas szinten
expresszalddé miRNS molekulak példaul az X kromoszoéman lokalizalodd miR-221 és a
miR-222. Expresszidojuk nagymértékii novekedését kimutattak mar glioblasztoma,
prosztatarak és pajzsmirigy karcindma esetében is. Galardi és munkatarsai (22)
glioblasztoma sejtek miRNS expresszios valtozasait vizsgalva, azonositottak két
transzkripcios faktort (NF-KB, c-Jun), melyek egyiittes bekotddése megnoveli a miR-
221/222 expressziojat, ezaltal tumorok keletkezését indukalva. Visone és kutatcsoportja
(23) pajzsmirigy tumorsejteken TagMan QRT-PCR technikaval vizsgaltak néhany,
specialisan tumorokban indukal6édé miRNS expresszidés mintazatat, valamint az ezek altal
szabalyozott gének kifejezddését. Eredményeik alapjan ugyancsak ez a két miRNS
molekula tehetd feleléssé a p57<7 sejteiklus szabalyozd gén expresszidjanak csokkenéséért
is.

Egy 2011-ben megjelent tanulmanyban két olyan molekulat vizsgaltak, amelyek
hatdsukat a kromatindllomany moddositdsan keresztiil fejtik ki. Az mar kordbban is ismert
volt, hogy az egészséges agyszOvetben nagy mennyiségben el6forduld miR-153 alig
detektalhatd szinten expresszalodik glioblasztoma sejtvonalakban. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy a miR-153 olyan géneket reguldl, amelyek az apoptozis
szabalyozasaban jatszanak szerepet, ezaltal tumor szupresszorként funkcional. Ezt tdimasztja
ala az a tény is, hogy azokban a glioblasztoma sejtvonalakban, ahol a miR-153 expresszidjat
indukaltak, azt tapasztaltdk, hogy két antiapoptotikus hatasa célgén (bcl2, mcll)
expresszidja lecsokken, ami apoptdzishoz vezet. Xu J. és munkatarsai (24) a kromatin-
modositd molekuldkkal torténd kezelést kovetden, a miR-153 hasonléan nagyfoku
overexpresszidjat tapasztaltak. Mindkét anyag esetében igazoltak, hogy a kezelés hatasara
szignifikdnsan csokkent a tumorsejtek talélése. Ennek oka lehet a miR-153 szintjének
ugrasszerii novekedése, ami tobb apoptozisban kulcsszerepet jatszo gén expresszidnak
csokkenését eredményezte. Ilyen expresszio-valtozast tapasztaltak tobbek kozt az

antiapoptotikus hatasu irs2, a bcl2 és az mcll esetében is.
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A fentiekhez hasonléan a miR-124a expresszioja is jelentdsen lecsokkenhet
tumorsejtek esetében. Ez egy elsdsorban agyszovetben expresszaloddo miRNS, amely
szamos sejtproliferacioban, sejtciklus szabalyozasban és apoptdzisban szerepet jatszo gén
szabalyozasaért felel. Fowler és kutatocsoportja kimutatta (25), hogy azoknal a
glioblasztomaban szenvedd pacienseknél, akiknél a miR-124a expresszidja szignifikans
csokkenést mutat, lényegesen alacsonyabb az atlag tulélési id6, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a miR-124a a tumor ndvekedésének inhibitoraként funkcional. Ezt
kdvetden, in vitro glioblasztoma sejtvonalakban is megvizsgaltak a miR-124a expresszid
tumorsejtekre gyakorolt hatasat. Mind a glioblasztoéma sejtekben detektalt miR-124a szint
drasztikus csokkenése, mind az ezzel korrelald génexpresszios valtozasok arra utalnak, hogy
ezen molekula konstitutiv expresszidja elengedhetetlen a sejtproliferacié és migracidé normal
miikodéséhez.

Az agytumorokban bizonyitottan alacsony szinten expresszalodd mikro RNS
molekulak kozé tartozik a miR-101 is, amely elsdsorban apoptézisban és sejtciklus
szabalyozasban szerepet jatszo gének miikodését szabalyozza (26). Tobb kisérletsorozat is
igazolta, hogy a miR-101 szabalyozésa alatt all6 ezh2 gén terméke markerként hasznélhato6 a
betegség kimenetelének és agresszivitasanak prediktalasara. In vitro eredmények alapjan az
ezh? gén valamennyi vizsgalt glioblasztoma sejtvonalban rendkiviill magas szinten
expresszalodik, ami korreldl a miR-101 szint csdkkenésével. Ezen eredmények alapjaul
szolgalhatnak egy potencialis terapianak, amely az EZH2 protein gatlasan keresztiil

A miRNS mintazat mellett, génexpresszios markerek alapjan is megjosolhat6, mind
a betegség kimenetele, mind a kiilonb6zé kemoterapias szerekre adott valasz. Ilyen
markergén példaul a pten, amely a kiilonb6z6 tumoros szdvetekben nagyon gyakran deletalt
formaban van jelen (27). Tobb szaz paciens bevondsaval végzett klinikai vizsgalatok
igazoltdk, hogy azokban az esetekben, ahol a pten gén deletalt, az atlagos tulélési ido
lényegesen lerdvidiil. A daganat kemoszenzitivitdsa ugyancsak prediktalhaté molekularis
markerek alapjan (28). Az mgmt gén egy olyan DNS hibajavitd enzimet kddol, amely
tobbek kozt a kemoterapias szerek altal okozott 1éziok megsziintetését segiti eld. Ennek
kdszonhetd, hogy azok a sejtek, ahol az MGMT (metil-guanin metil-transzferaz) protein

nagy mennyiségben termelddik, sokkal kevésbé szenzitivek a kemoterapids kezelésre.
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Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy amennyiben géncsendesités révén csokkenthetd az
mgmt aktivitasa, Ggy a sejtek citosztatikumokkal szembeni szenzitivitasa is novelhetd. A
klinikumban az egyik leggyakrabban hasznalt glioblasztoma ellenes szer a temozolomid. Ez
egy alkilald agens, amely hatasat a tumorsejtek DNS-ének metilacidjan keresztil fejti ki,
ami a sejtek apoptozisahoz vezet. Megfigyelték, hogy azokban az esetekben, ahol a
tumorsejtekben nagy mennyiségben termelédik MGMT, a daganat teljesen rezisztens a
temozolomid kezelésre (29).

A fenti eredmények alapjan az mgmt, a pten €és a hozzajuk hasonld markerek
egyiittes analizise alapjan prediktalhatd, mind a kiilonb6z0 daganatterapiakra adott valasz,

mind a betegség kimenetele.

2.4 Tobbszorosen telitetlen zsirsavak alkalmazasa a tumorterapiaban

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA) tobb élettani funkciot toltenek be az
emlds szervezetben. Jelentds hatast gyakorolnak a génexpressziora, szabalyozva a négy
transzkripcios faktor csaladot, tovabba fontos szerepet jatszanak gyulladascsokkentd és

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak koziil a legjelentdsebbek az eikozapentaén-sav
(EPA), a dokozahexaén-sav (DHA) és a gammalinolénsav (GLA), melyek élettani hatasa
tobbiranyu. Kozvetleniil hatnak a zsiranyagcserére, részt vesznek a sejtmembranok
felépitésében, hormonszerli hatast fejtenek ki, kardioprotektiv hatastak, kdzvetleniil hatnak
az agyi génaktivitasra, valamint szerepiik van az idegrendszer fejlédésében (30, 31). Bar a
tobbszorosen telitetlen zsirsavakat évek ota alkalmazzak kiegészito terapiaként kiilonbozo
gyulladasos, valamint daganatos betegségek esetén, ennek ellenére még mindig nem teljesen
ismertek azok a molekularis mechanizmusok, melyek a pozitiv hatas kivaltasaban szerepet
jatszanak.

A gyulladasos és daganatos betegségek mellett kardiovaszkularis betegségekben is
kisérleteznek tobbszorosen telitetlen zsirsavak adagolasaval. Egy, az USA-ban végzett, tobb
mint 10 ezer szivinfarktuson atesett paciens bevonasaval végzett klinikai vizsgalat soran, a
betegek napi 900 mg PUFA tartalmu kapszulat kaptak. A vizsgalok 3 és fél évvel késobb azt
allapitottdk meg, hogy az n-3 PUFA fogyasztasa szignifikdnsan csdkkentette a haldlozast,

kiilonos tekintettel a hirtelen szivhaldlra. Ezen eredményeket Osszevetve korabbi
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szivbetegeken végzett vizsgalatokkal alapjan feltételezhetd, hogy az n-3 PUFA antiarritmias
hatasu (32, 33).

A daganatterapiaban a tobbszordsen telitetlen zsirsavakat azonban nem csak étrend
kiegészitdként, hanem citosztatikumkeént is sikerrel alkalmaztak mar (34). A kiindulasi &tlet
azon a megfigyelésen alapult, hogy azoknal a népcsoportoknal (pl. japanok, eszkimok), ahol
rendszeresen fogyasztanak tengeri halat, 1ényegesen alacsonyabb a rakos megbetegedések
szama. Ezt a halakban nagy mennyiségben eloforduld zsirsavaknak (DHA, EPA)
tulajdonitottak. A normal sejtekkel ellentétben a daganatsejtek csak kis mennyiségben
tartalmaznak lipid peroxiddz enzimeket és rezisztensek a lipid peroxidacios folyamatokra.
Ez a tumorsejtek alacsony PUFA tartalmanak tulajdonithatd, ami abbol kovetkezik, hogy
ezekben a sejtekben rendkiviil alacsony az A6 és AS deszaturdz enzim aktivitasa, ami pedig
esszencialis a prekurzor zsirsav molekuldk tobbszorosen telitetlen zsirsavakka torténd
alakitasahoz. Mindez felveti annak lehet6ségét, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavak
fokozott bevitele megnoveli a lipidperoxidaz enzimek aktivitasat, amelyek bizonyitottan
apoptozis indukalasara képesek.

Begin ¢s munkatarsai, in vitro vizsgaltadk a tobbszordsen telitetlen zsirsavak
tumorsejtekre gyakorolt hatasat (35). Azt tapasztaltak, hogy mig a DHA semmilyen hatast
nem valtott ki, addig az AA, EPA ¢és a GLA egyforman toxikusnak bizonyultak
glioblasztoma és adenokarcindma sejtvonalak esetében is. Tovabbi pozitivam, hogy bar
tumorsejteken az AA és a GLA ugyanolyan mértékii apoptozist indukalt, az utobbi a normal
sejtekre egyaltalan nem volt toxikus. A GLA szelektiv tumorellenes hatasat timaszja ala az
is, hogy ha ZR-75-1 eml6tumorbdl szarmazo sejteket kevert kultiraban tenyésztettek human
fibroblaszt sejtekkel, akkor a daganatsejtek minden esetben tilnéttek az egészségeseken, €s
egy 1d6 utan teljesen kiszoritottak dket. Ha azonban a tenyészetet GLA-val kezelték, akkor
az a tumorsejtek proliferaciojat meggatolva, illetve apoptdzist indukalva, tiszta fibroblaszt
tenyészetet eredményezett (36). Ezt kovetéen Vartak és kutatocsoportja in vivo kisérletekkel
is igazoltdk a GLA tumorellenes hatdsat. Vizsgalataikat asztrocitomds patkdnyokon
végezték és azt tapasztaltak, hogy mig a GLA kezelés hatasara a rosszindulata asztrocita
sejtek tulélése csokkent, addig az egészséges sejtek membranjaba beépiilé zsirsavak

megndvelték azok oxidativ potencialjat (37, 38).
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A tOobbszorosen telitetlen zsirsavak tumorellenes hatasat agytumorban szenvedd
pacienseken végzett fazis I-11. klinikai vizsgéalatok is bizonyitjak (39). Mivel etikai okokbdl
placebo kontroll csoport vizsgalatara nem volt lehetdség, igy a szer hatdsossagat a tumor
méretének csokkenése, illetve a paciensek atlagos tulélési ideje alapjan mérték. A paciensek
tobbségénél a kisérleti kezelést megelozéen mar alkalmaztak kemoterapias illetve
sugarkezelést, am ezek nem bizonyultak hatdsosnak. A 3.A abran egy glioblasztomaban
szenvedd paciens computer tomograf felvétele lathatd, melyen a nyilakkal jelolt teriileten
helyezkedik el a tumor. A felvételt kovetéen a péciens egy 10 napos intrakranialis GLA
injekcio kuarat kapott (Img/nap). Az utolsé kezelés utan 28 nappal megismételték a CT
felvételt, amit a 3.B abra mutat be. Amint az a nyilakkal jeldlt teriileten lathato, a kezelés
hatasara a tumor mérete nagymértékben lecsokkent, ugyanakkor a paciensek sem a kezelés

soran, sem a késobbiekben nem tapasztaltak mellékhatasokat.

14 YRS M CT-1514
FRONT

3.abra. Glioblasztomas paciens computer tomograf felvételei GLA kezelés elott és utan

Bér a tobbszorosen telitetlen zsirsavak tumorokkal szembeni jotékony hatdsa immar
bizonyitott, a pontos hatasmechanizmusrol még mindig nagyon keveset tudni és tovabbi
klinikai vizsgalatok sziikségesek a terapiaban vald hatdsossaguk igazolasara is. A DHA és
EPA kezelés hatasara bekovetkez6 molekularis valtozasokat tanulmanyozta Habermann és
kutatdcsoportja adenocarcinoma sejtekben (39). Microarray analizissel tobb, mint 100 olyan
gént azonositottak, amelyek expresszidja szignifikansan valtozott PUFA kezelés hatasara.
Ezek kozott megtalalhatd szamos sejtciklus szabalyozd, szignaltranszdukcidoban és az
apoptozisban szerepet jatszo6 gén is. Mindkét kezelés esetében rendkiviil erdteljes
csokkenést észleltek a cox-2 (ptgs2) gén expresszidjaban. A ciklooxigenaz, masnéven

prosztaglandin, endoperoxid szintdz enzimrendszer a prosztaglandin bioszintézis két
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kulcsenzimét kodolja: a konstitutivan termelddo prgsi-et és az indukalhato pigs2-t. A ptgs?2
olyan arachidonsav metabolitok termelését inditja el, amelyek elsésorban a gyulladasos
folyamatok kialakulasdban jatszanak szerepet. Az utdbbi években szamos olyan
gyogyszermolekula keriilt kifejlesztésre, melyek a ptgs?2 gatlasan keresztil kiilonb6zo
gyulladasos megbetegedések kezelésére alkalmasak (40).

Vecchini €s munkatarsai hepatoma sejteken vizsgaltdk a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak génexpressziora gyakorolt hatasat (41). A tumorsejteket Wistar patkanyok bore
ala iltették be, majd az allatokat magas PUFA tartalmt étrenden tartottak. A diéta
megkezdését kovetd 20. napon az allatokat terminaltak és a beiiltetett tumorsejteket
visszaizolaltak. Azt tapasztaltdk, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal etetett
allatoknal lényegesen magasabb volt az apoptotikus tumorsejtek szama, mint a normal
étrenden tartott tarsaiknal. Az ezt kovetd génexpresszids vizsgalatok soran szamos
szignaltranszdukcioban részt vevo gén mellett szignifikans valtozast tapasztaltak a zsirsav
szintaz (fas), az acetil-CoA carboxilaz (acaca) €és a ptgs2 esetében is. A ciklooxigenaz
represszidja a kezelt 4llatok esetében a sejtek csokkent arachidonsav szintjével
magyarazhatd, amely a ptgs2 csokkent termelddéséhez és apoptozishoz vezetett.

A tobbszordsen telitetlen zsirsavak hatasat legtobbet adenokarcindoma sejtvonalakon
vizsgaltak (42, 43). Ezeknek a kisérleteknek koszonhetden mara sikeriilt tobb szaz olyan
gént azonositani, melyek bizonyitottan szerepet jatszanak azokban a molekularis
folyamatokban, amelyek a tumor ndvekedésének gatlasaért, illetve a tumorsejtek
apoptozisaért felelések. Az eddigi eredmények alapjan ezek koziil is kiemelkedo jelentosége
lehet a ppara, bcl2, her2, sele, hnf4 és a ptgs2 géneknek.

Bar szamos klinikai vizsgalat igazolta, hogy a PUFA-k jotékony hatast fejtenek ki
kardiovaszkularis, gyulladasos, illetve daganatos megbetegedések esetén is, ennek ellenére a
mai napig nem teljesen ismertek azok a molekularis folyamatok, illetve gének, amelyekre a

tobbszordsen telitetlen zsirsavak hatast gyakorolnak.

2.5 Interneuronok molekularis karakterizalasa
Az idegtudomanyi kutatasok egyik legnagyobb kihivasa az idegsejtek molekularis
alapokon torténé azonositdsa. Még a legegyszeriibb agyi folyamatokat is komplex

halézatokba rendezddd, am morfologiailag és funkcionalisan rendkiviil diverz neuronok
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Osszehangolt muikodése iranyitja. Az agykéreg idegsejtjeinek tobb mint 20%-at gatld
idegsejtek, un. interneuronok alkotjak, melyek gatld hatasukat a posztszinaptikus
interneuronon vagy piramissejteken gamma-amino vajsav ligand aktivalta ioncsatorndkon
keresztiil fejtik ki (44). Az interneuronoknak szamos altipusa létezik, amelyek

morfologidjuk, fizioldgiai, molekuldris és szinaptikus jellemzdik alapjan kiiloniilnek el.

2.5.1 A neuronok csoportositisanak nehézségei

Az interneuronok kozos jellemzdje, hogy mig elektrofiziologiai paramétereik jol
definidltak, addig molekularis jellemzdikrél a mai napig rendkiviil kevés informacio all
rendelkezésre. A legnagyobb probléma az idegsejtek csoportositisa soran, hogy nincs
altalanosan elfogadott nézet arra vonatkozdan, hogy melyek azok a paraméterek, amelyek a
legpontosabban meghataroznak egy neuront. Jelenleg a kozponti idegrendszert alkotd
(CNS) sejtek elkiilonitése els6sorban morfologiajuk, elektrofizilogiai jellemzoik, illetve
neurotranszmittereik alapjan torténik (45). Ilyen megkozelités alapjan keriiltek
csoportositasra az agykéreg GABAerg interneuronjai is, melyek — bar mind gamma-amino-
vajsavat termelnek — morfologiailag és funkcionalisan egy rendkiviil diverz csoportot
alkotnak (46). Ehhez hasonld eredményt adott az elektrofiziologiai paraméterek, illetve a
sejtmorfologia alapjan torténd csoportositas is. Mindezek alapjan sziikségessé valt egy
olyan komplex, elsésorban molekuléris alapt rendszer kidolgozésa, amely a fenti jellemzdk
mellett nagy hangsulyt fektet az egyes neuronok génexpresszids mintazatara is, kiilonds
tekintettel a mukodésiik alapjaul szolgald ioncsatorna génekre. Az utdbbi néhany évben
egyre tobb kutatcsoport probalkozott az idegsejtek ilyen jellegli osztalyozasaval, illetve a
mar kialakitott csoportok molekularis alapokon torténd igazolasaval. Sugino és munkatarsai
egerek eldagyabol izolaltak 20 kiillonb6zo idegsejt populaciot és ezek génexpresszios
mintazatat Osszehasonlitva alkottak funkcionalis csoportokat (47). Subkhankulova és
kutatocsoportja pedig az agykéreg II. és III. rétegébol izolalt, tiizelési mintazatuk alapjan
kiilonbozo idegsejtek mMRNS expresszion alapuld csoportositasaval bizonyitotta a
molekularis klaszterezés elonyeit (48). Mindkét kisérletsorozat eredményei szoros
kapcsolatot mutattak a kiilonb6z6 neuronok fizioldgiai és molekularis paraméterei kozott.
Ez arra utal, hogy az idegsejteken végzett génexpresszios vizsgalatok tokéletesen

alkalmasak a neuronok diverzitasanak tanulmanyozasara, illetve funcidjuk tisztazasara.
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A neuropeptid Y (npy) az egyik els6 molekularis marker volt, amelyet idegsejtek
osztalyozasara hasznaltak (49). A 36 aminosav hosszisagi peptid, — amely elsésorban a
cerebralis cortex II. és III. rétegében fordul eld — olyan agyi folyamatokban jatszik
kulcsszerepet, mint a szinaptikus transzmisszid, vagy az agyi vérellatas szabalyozasa.
Karagiannis és mtsai. ezt a molekulat hasznaltak a cortexben elhelyezkedd, rendkiviil diverz
csoportot alkotd neuronok vizsgalatara, ezzel az elsdk kozott alkalmazva molekularis
modszereket (QRT-PCR) az idegsejtek osztalyozasa soran (50).

A molekularis karakterizalas legnagyobb problémaja, hogy az expresszios
vizsgalatok relative nagy mennyiségli mintat igényelnek, ami ritka idegsejtek esetén
altalaban nem hozzaférhet6. Ez olyan technikak kifejlesztését teszi sziikségesseé, amelyek

mar egyetlen sejt esetében is alkalmasak, akar a teljes genomot érintd vizsgalatokra is.

2.5.2 A piramissejtek

A piramissejtek az agyban a legnagyobb szamban megtalalhatdé neuronok, amelyek
az agykéreg sejtjeinek 70%-at alkotjak, valamint megtalalhatéak a hippocampusban és az
amygdalaban. Neviiket jellegzetes haromszog alaku sejttestjiikr6l kaptak (51). A
piramissejteket az emlds prefrontalis kéreg legfontosabb serkentd neuronjaiként tartjak
szamon, mivel glutamat felszabaditasaval képesek serkenteni a posztszinaptikus sejtjeiket.
A kérgi neuronhaldzatok legnagyobb sejtcsoportjaként olyan kulcsfolyamatok szabalyozasat
végzik, mint a tanuladsi folyamatok, valamint az idegi plaszticitds. Az idegrendszer tobbi
sejtcsoportjahoz hasonldéan a piramissejtek osztalyozasara is elsdsorban elektrofiziologiai
jellemzoik szolgalnak alapul. Mivel a piramissejtek egy rendkiviil jol azonosithatd és
izolalhatd csoportot alkotnak, valamint rendkiviil gyakoriak, ezaltal kiilondsen alkalmasak

az idegsejtek molekularis karakterizalasa soran kontroll csoportnak.

2.5.3 A neurogliaform sejtek

A gatldo interneuronok egy kiemelkedd jelentdségli csoportjak alkotjak az
ugynevezett neurogliaform sejtek. Ezeket az apré szomaval és nagyszamu vékony dendrittel
rendelkez6 neuronokat Ramon Y. Cajal irta le elsoként a 19. szazad végén. A tdobbi
interneuronnal ellentétben a neurogliaform sejtek nem csak egymassal képesek elektromos

szinapszisok kialakitasara, hanem az agykéregben talalhat6 minden GABAerg neuronnal
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kapcsolatban allnak, ezaltal kdzponti szabalyozd szerepet toltenek be. A neurogliaform
sejtek szerepét elsoként Dr. Tamas Gabor és kutatdcsoportja irta le (52). Kimutattak, hogy a
neurogliaform sejtekben keltett egyetlen akcids potencial elég ahhoz, hogy posztszinatikus
piramissejtekben Osszetett GABA, ¢és GABAgp receptor medialt valaszokat generaljon.
Ezaltal a neurogliaform sejtek az agykérgi halozatok elsé és mindezidaig egyetlen olyan
ismert sejtcsoportja, amelyek a gyors (ionotrop) gatlas mellett, lassi (metabotrop) gatlasra is
képesek.

Néhany klinikailag is relevans korképben a gyors és a lassu gatlas aranya
nagymértékben eltolodik. Ilyen példaul a depresszio, amelyben a lassi gatlas dominanciaja
mutathato ki (53). Az epilepszia egyes formainal is megfigyeltek sulyponteltolodast a gyors
¢s a lassu gatlas kozott. Mivel eddigi eredmények alapjan a neurogliaform sejt az egyetlen
olyan interneuron tipus, amely lassu gatlas kivaltasara is képes, ezért fontos lenne ezek
molekularis karakterizalasa, a miikodésiikben kulcsszerepet jatszo gének azonositasa. Ez
alapot adhatna olyan hatdanyagok fejlesztéséhez, amelyek szelektiven ezeken a sejten
hatnak, ezaltal szabalyozhatdak lennének a gyors és a lassu gatlas aranyait meghatarozo

folyamatok.
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3. CELKITUZESEK

Kutatasaink soran célunk olyan miRNS-ek vizsgalata volt, amelyek valtozo
expressziot mutatnak tumorsejtekben, szabalyozd szerepet toltenek be a kiillonbozo
citotoxikus anyagokkal szembeni szenzitivitas/rezisztencia kialakitasaban, valamint néhany
specialis funkciot betolté idegsejt mikodésében. A kisérleteket a vizsgalt mintak tipusa

illetve az alkalmazott kezelések alapjan négy csoporta osztottuk.

3.1 Fibrozus szovetekre is alkalmazhatéo miRNS izolalé protokoll fejlesztése

A miRNS expresszio vizsgalatdhoz elengedhetetlen a vizsgalt minta tisztasaga. A
legtobb kutatécsoport a mai napig teljes RNS-t hasznal a miRNS-ek vizsgalata soran.
Altaldban ennek elSallitisira a mar hagyoméanyosnak mondhaté szerves oldoszerekkel
torténd extrahalassal és alkoholos kicsapassal torténd izolalasi modszert valasztjdk. Ennek
egyik hatrdnya, hogy az izolalas soran a vizsgalni kivant révid RNS szekvencidk jelentds
része elveszik. Az igy izolalt totdl RNS csak nagyon kis szdzalékban tartalmaz 30
nukleotidnal rovidebb szekvencidkat, ennek koszonhetéen pedig jelentdsen csokken a
modszer érzékenysége. A probléma megoldasara egyre tobb cég fejlesztett ki olyan specialis
nukleinsav tisztitd6 kiteket, amelyek a hagyomanyos szerves oldoszerekkel torténd
extrahalast kombinaljak a szilika-membran alaptu oszlopos technikaval, ezaltal kifejezetten a
kis méretli RNS molekulak megkotésére alkalmasak. Bar ezek a kitek a legtobb szovettipus
esetében kitinden miikddnek, egyik sem alkalmas olyan fibrézus szovetekbdl torténd
miRNS izolalasra, mint példaul a sziv vagy a tiidészovet.

Célunk elsddlegesen egy olyan miRNS izolald6 modszer kidolgozasa volt, amely a
lehetd leggyorsabban, megbizhaté mindségli és viszonylag nagy mennyiségii mintat képes
biztositani az expresszios vizsgalatokhoz. A mddszer optimalizdlasat kovetden, a rendszer

beallitasat a késébbi miRNS profil valtozasokon alapuld kisérleteinkhez hasznaltuk.

3.2 Tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal kezelt glioblasztoma sejtek miRNS és
génexpresszios vizsgalata
Annak ellenére, hogy mind in vitro kisérletekben, mind klinikai vizsgalatokban

sikeresen alkalmaztak tobbszordsen telitetlen zsirsavakat glioblasztoma kezelésére, még
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mindig nagyon kevés informdacidé all rendelkezésre ezen anyagok miRNS és mRNS

expressziora gyakorolt hatdsair6l. Szdmos miRNS gén olyan kromoszomadlis régidoban

helyezkedik el, melyeknél tumorokban gyakori a genetikai aberracio, igy kisérleteink soran

els0sorban ezek azonositasara fektettiik a hangsulyt.

Célkitlizéseink:

azon miRNS-ek azonositdsa melyek expresszidoja PUFA kezelés hatasara eltérést
mutat a kontrolltol.

olyan els6sorban apoptotikus gének vizsgalata melyek miRNS-ek altali
szabalyozasat még nem vizsgaltak.

a szignifikdns valtozast mutatdé miRNS-ek expresszids mintazatdnak Osszevetése a
pozitiv kontrollként hasznalt temozolomid hatasara bekovetkezd valtozasokkal.

azon sejtélettani valtozasok ¢és biokémiai utvonalak azonositdsa, amelyek
Osszefliggésben allnak a PUFA kezeléssel és a késobbiekben potencialis
tamadaspontok lehetnek glioblasztoma sejtekben.

a zsirsavak és a temozolomid kezelés hatasara eltérd vagy azonos valtozast mutatd
biomarkerek azonositisa, amelyek akar a gydgyaszat teriiletén is alkalmazast

nyerhetnek.

3.3 Tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal etetett patkanyokbol izolalt sziv és
majszovet miRNS és génexpresszios vizsgalata

Szamos klinikai vizsgalat igazolta, hogy a PUFA-k jotékony hatast fejtenek ki

kardiovaszkularis, gyulladasos, illetve daganatos megbetegedések esetén is. Ennek ellenére

a mai napig nem teljesen ismertek azok a molekularis folyamatok, illetve gének, amelyekre

a tobbszordsen telitetlen zsirsavak hatast gyakorolnak.

Célkitlizéseink:

olyan miRNS-ek és mRNS-ek azonositasa melyeket eddig zsirsavakkal kapcsolatban
még nem vizsgaltak.
amennyiben sikeriil zsirsav metabolizmusban eddig még nem azonositott gént taldlni,

annak milyen folyamatokban van szerepe.
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e azon sejtélettani valtozasok és biokémiai Uitvonalak azonositdsa, amelyek a PUFA

kezeléssel 6sszefliggésbe hozhatok.

3.4 Idegsejtek karakterizalasa miRNS és mRNS mintazat alapjan
A gatldo interneuronok egy kiemelkedd jelentdségli csoportjak alkotjak az

ugynevezett neurogliaform sejtek, melyek az agykéregben talalhatdé minden GABAerg
neuronnal kapcsolatban allnak, ezaltal kozponti szabalyozd szerepet toltenek be. A
neurogliaform sejtek az agykérgi halézatok elsé és mindeziddig egyetlen olyan ismert
sejtcsoportja, amelyek gyors €s lassu gatlasra is képesek. Bar nyilvanvalo, hogy ezek a
sejtek kozponti szabalyozo szerepiik révén, szamos klinikailag is relevans folyamat
megértését segithetik, mikodésiikrél és molekularis jellemzoikrdl a mai napig rendkiviil
kevés informacio all rendelkezésre.
Célkittizéseink:

e olyan modszerek optimalizalasa €s validalasa piramissejteken, amelyek alkalmasak

egyetlen sejt molekularis vizsgalatara.

e a mar hagyomanyosnak tekinthetd expresszids vizsgalatok mellett egy forradalmian

uj technika, a digitalis PCR alkalmazasa egyetlen sejten.

e az agykérgi halozatok gatlasaban kiemelkedd szerepet jatszo neurogliaform sejtek

molekularis karakterizalasa.

e minél tobb olyan molekularis marker azonositasa, amelyek segitik a neurogliaform

sejtek tobbi interneuront6l vald elkiilonitését, illetve amelyek kulcsfontossagiak

lehetnek ezen specialis sejttipus mikddése soran.

e olyan miRNS és mRNS molekulak azonositasa, amelyek eltérd expressziot mutatnak

piramis és neurogliaform sejtekben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Sejtek tenyésztése és kezelése

Vizsgéalatainkhoz harom human glioblasztoma sejtvonalat hasznaltunk (U373,
GBM2, GBMS5). Ezeket 37 °C-on, 5% CO, és 100% relativ paratartalom mellett
penicillinnel, streptomycinnel és 10% FCS-sel kiegészitett DMEM ¢és RPMI tapoldatban
tenyésztettiilk. A tumorsejteket 24 6ran keresztiil kezeltiik tobbszorosen telitetlen zsirsavak
kiilonboz6 koncentracidival (AA: 50 és 75 uM, DHA: 50 ¢és 75 uM, GLA: 75 és 150 uM).
Pozitiv kontrollként temozolomidot hasznaltunk (50 ¢s 100 uM), ami klinikai gyakorlatban
a legszélesebb korben hasznalt citosztatikum glioblasztdéma kezelésére. A kezelt sejtek

tulélését holografikus mikroszkop segitségével kovettiik nyomon.

4.2 Holografikus mikroszkop

A tumorsejtek talélését a HoloMonitor™ M3 holografikus mikroszkép (Phase
Holographic Imaging AB, Lund, Svédorszag) segitségével vizsgaltuk (54). A HoloMonitor
Otvozi a hagyomanyos faziskontraszt mikroszopos technikat a flow citometria elonyeivel. A
késziilék képes elkiiloniteni a sejteket alakjuk és méretiik szerint, illetve meghatarozhato
vele az €106 és halott sejtek aranya. Alkalmazésa sordn valds-idejli informaciokat nyerhetiink
a sejtek szamarol, proliferacios és életképességérdl, illetve morfologiai tulajdonsagaikrol,
mint példaul alak, méret, denzitas. A 24 oras kezeléseket kdvetden a sejttenyészeteket 10X

¢s 40X nagyitassal vizsgaltuk holografikus és faziskontraszt technikaval is.

4.3 miRNS izolalo protokoll fejlesztése szivszovetre

Az altalunk optimalizalt mdodszer alapja a miRNS izolalasra széles kdrben hasznalt
High Pure miRNA Isolation Kit (Roche). A standard protokoll hatranya, hogy fibrozus
szovetek esetében egyaltalan nem alkalmazhato, igy ebbe Ujabb 1épéseket beiktatva tettiik
sziv és tliddszovet vizsgalatara alkalmassa (4.abra). Els6 Iépésben a folyékony nitrogénben
poritott mintat egy specidlis oldatban inkubaljuk 30-60 percen keresztiil 55 °C-on. Az oldat
50 pl Proteinaz K-t, 20 pl 10%-os SDS-t, valamint 120 pl lizispuffert (Roche), amelyet
elsésorban paraffinba dgyazott mintdk feltardsara fejlesztettek ki. Az inkubdaciot kovetden

325 ul Binding Buffer (Roche) ¢s 320 pul Binding Enhancer (Roche) hozzaadasa utan a
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mintat oszlopra vissziik és egy 2 1épéses mosast (500 és 300 ul Washing Buffer) kovetden

az oszlopra kikot6dott RNS molekulédkat elualjuk.

Homogenized hearttissue 5 —=

o + 120 pl Paraffin Tissue Lysis Buffer
Lysis .20l 10% sbs
+ 50 pl ProteinaseK

Proteolysis §6 °C, 30min
+300 pl Binding Buffer ﬂ
+200 pl Binding Enhancer

‘.ﬁ #t column
L

Binding

Washing 500 p | Wash buffer
300 p | Wash buffer

1st Elution 40 pl Elution Buffer @
Total RNA
+ miRNA

+ 310 pl Binding Buffer

244 cojumn

Flow thorugh

N M + 200 pl Binding Enhancer .
2n Binding K 4 R
Washing 500 p | Wash buffer ‘

300 p | Wash buffer

;—ﬂ— :
|
i ”ﬂ -
I

2 Elution

miRNA

4.abra. Fibrozus szovetekbol torténé miRNS tisztitas sematikus abrazolasa

Ezen a ponton az eluatum egyarant tartalmazza a rovidebb és hosszabb nukleinsav
molekulakat is. A kovetkezo 1épésben 310 ul Binding Buffer-t mériink az elegyhez, majd
azt egy Ujabb szilika oszlopra kotjiik. A centrifugalas utan az oszlop tartalmazza a nagyobb
(elsésorban mRNS, rRNS) molekuldkat, amelyek ezutan innen egy mosasi 1épést kovetden
konnyedén izolalhatéak. Az oszlopon atfolydé mintdhoz, amely a fel nem kot6dd kisméretii
RNS molekuldkat (miRNS-ek és degredalt szekvencidk) tartalmazza, tovabbi 200 pl
Binding Enhancer-t adunk, majd az elegyet egy 10j oszlopra vissziik. A korabbiakhoz
hasonldan ezt az oszlopot is két 1épésben mossuk, majd 40 pl Elution Buffer hozzadadasaval
eludljuk. A modszer 1ényege tehat, hogy a tiszitdsi 1épés mintdnként 3 RNS izolald
oszloppal, a felkotopuffer 0sszetételét oszloponként valtoztatva torténik, ami biztositja a

kisméretli RNS molekulak tokéletes elvalasztasat (55). Mivel az eljaras soran egy kiilon
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frakcioban a nagyméreti RNS molekuldk is felkotddnek, igy a modszer alkalmazéasa

elegendd mintat biztositott mind a miRNS, mind a mRNS expresszios mérésekhez.

4.4. Az RNS mindségi ellenorzése

Az izolalt miRNS ¢és mRNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométer,
mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech. Inc., Santa Clara, USA) késziilék
segitségével hataroztuk meg. A mikrochip futtatasokhoz Agilent RNA Nano 6000 chipeket
hasznaltunk, a wellekbe 1-1 pl RNS-t mérve. A mintak zart chip kazettdban automatikusan
festddnek, innen egymas utan a mérdkapillarisba jutnak, ahol a minta komponensei a
kombinalt elektrokinetikus-elektroforetikus elvalasztas soran, méretiiknek megfeleld
sorrendben athaladnak a 1ézerdetektor el6tt. A kapott jelek digitalisan keriilnek rogzitésre

¢s real-time elektroferogram, gélkép €s adattablazat formajaban jelennek meg.

4.5 miRNS expresszio vizsgalata microarray technikaval

A microarray vizsgalatokat Agilent rendszeren végeztiik, amihez mintanként 50 ng
miRNS-t jeloltink meg Agilent’s miRNA Complete Labeling and Hyb kit System (Agilent
Technologies Palo Alto, CA, USA, p/n 5190-0456) felhasznalasaval. Elsé 1épésben 25-25
ng, parhuzamos kezelésekbdl szarmazé miRNS kevertiink 6ssze, majd ezt 2 pl-re higitottuk.
A defoszforilacios 1épéshez a mintdkat 2 ul CIP reagens (Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase) hozzaadasaval 30 percen keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, majd 2,8ul DMSO-t
hozzamérve 100 °C-on denaturaljuk. Ezt kdvetden tortént az RNS mintak jelolése T4 RNS
ligdz ¢és Cyanine3-pCp felhasznalasaval 16 °C-on 2 o6ran keresztiil. A fluoreszcensen
megjelolt mintdkat vadkumos beparlds utan 18 pul vizben oldottuk fel. Ezt kdvetden blokkold
reagens ¢s hibridizacios puffer (Agilent) hozzdadésa utdn 20 6rara a hibridizacids kamrakba
helyeztiik (55 °C). A chipek (Agilent 8x15k Rat miRNA Microarray, Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA p/n G4473A) 350 validalt miRNS probat tartalmaztak. A hibridizacié
utan a lemezeket specialis pufferekkel mostuk. Az egyes array-k leolvasasa, valamint az
adatok normalizalasa, kiértékelése Agilent Microarray Scanner-rel és a Feature Extraction

Software-rel (8.5 verzid) tortént (Agilent Tech. Inc., Santa Clara, USA).
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4.6 miRNS expresszio meghatarozasa nanokapillaris QRT-PCR technikaval

Az OpenArray™ nanokapillaris kvantitativ valdsideji PCR analizis 6tvozi a
microarray technologia nagy ateresztoképességét €s erzékenységét a kvantitativ valos ideju
PCR (QRT-PCR) specifikussdgaval. A nanokapillaris QRT-PCR soran egy reakcié 33 nl
térfogatban zajlik le. Egy chipen dsszesen 3200 reakciotér talalhatd meg, igy egyszerre 3200
QRT-PCR reakcio futtathaté. Minden chip 48 almatrixra oszthatd és almatrixonként 64
assay vizsgalhato egyszerre, igy ez a modszer egyediilallo lehetéséget biztosit nagyszamu

minta elemzésére (5.abra).

5.abra. Az OpenArray nanokapillaris QRT-PCR miikodése
A sejtkultiirabol izolalt miRNS-t mindség-ellendrzés utan atirtuk (1), majd egy preamplifikacios
lépést kovetden, a nanokapillaris chip reakciotereibe toltottiik (2). A chipeket egy olajat tartalmazo
iivegtartoban rogzitettiik (3), majd megfelelé hémérsékleten 40 cikluson keresztiil inkubaltuk (4). A

Ct értékek normalizalast és elemzését szoftveresen végeztiik (5).

A miRNS expresszios vizsgalatokhoz sajat paneleket allitottunk Ossze, melyek
egyenként 112 fluoreszcens festékkel (FAM) jelolt miRNS TagMan probat tartalmaztak, igy
egy chipen 24 minta parhuzamos analizisét tudtuk elvégezni. Ehhez elsd 1épésben 350 ng
miRNS keriilt atirasra a vizsgalni kivant specifikus primerek felhasznalasaval (Applied
Biosystems). Az igy kapott ¢cDNS-t ezutin TagMan miRNS probak jelentlétében
preamplifikaltuk (95 °C-10 perc, 55 °C-2 perc utan 12 ciklus: 95 °C-15 sec, 60 °C-4 perc).
Az eléamplifikalast kovetden a templat cDNS-hez TagMan MasterMixet adunk, majd a
nanokapillaris chip reakciotereit OpenArray™ Autoloader hasznalataval precizen feltoltjiik.

Az OpenArray™ chipeket egy olajat tartalmazo tlivegtartoba helyezziik, melyet UV fénnyel

29



szilarditott ragasztoval rogzitiink, majd a chipeket az BioTrove OpenArray™ NT Cycler
késziilékbe helyezziik, ahol egyidejliileg 3 nanokapillaris chipet tudunk analizalni, igy
egyszerre tobb mint 9000 egyedi reakcio futtathat6. A lemezeket 91 °C-on 10 percen
keresztiil inkubaljuk, amit egy 40 ciklusos PCR reakcié kovet (54 °C 170 masodperc, 92 °C
45 masodperc). A késziilék automatikusan detektalja a fluoreszcencia intenzitast minden
pontban, mely adatokat a program futdsa végén egy Osszefoglald csv tablazatban tudjuk
menteni, majd értékelni. Az expresszids értékek normalizdldsa minden esetben globalis
kozépérték normalizacio segitségével tortént, mivel irodalmi adatok mutatnak arra, hogy ez
nagy ateresztOképességii miRNS vizsgalatok soran sokkal megbizhatobban miikddik, mint a

kontrollgénekkel torténd normalizalas (56).

4.7 Valés idejii kvantitativ polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

4.7.1 miRNS expresszié mérése QRT-PCR technikaval

A OpenArray chipek eredményeinek validalasa TagMan alapu QRT-PCR
technikaval tortént. Az els6 1épésben 350 ng tiszta miRNS-b6l specialis, hurkolt szerkezet
miRNS primerek alkalmazasdval cDNS-t allitottunk eld TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével, amely a kovetkezd
OsszetevOket tartalmazta: 100 mM dNTP (dTTP-vel), 50 U/uL MultiScribe™ reverz
transzkriptaz, 10x-es reverz traszkripcios puffer, 20U/uL. RN-az gatld, nukleaz mentes viz.
A reakci6 soran alkalmazott inkubacios idok és homérsékletek a kdvetkezok voltak: 16 °C
30 perc, 42 °C 30 perc, 85 °C 5 perc. Ezt kovetden a masodik 1épésben valos ideji PCR
amplifikacio tortént TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), valamint

univerzalis miRNS TaqMan probak alkalmazasaval (1.tablazat).

Name Assay ID |miRBase Accession
hsa-miR-1 002222 MIMAT0000416
hsa-miR-9 000583 MIMAT0000441
hsa-miR-19a 000395 MIMAT0000073
hsa-miR-19b 000396 MIMATO0000074
hsa-miR-21 000397 MIMATO0000076
hsa-miR-23b 000400 MIMAT0000418
hsa-miR-24 000402 MIMATO0000080

1. tablazat A miRNS izolalé protokollok 6sszehasonlitiasa soran alkalmazott probak listaja.
Az alkalmazott probak mindegyike alkalmas human, egér és patkany, egy résziik pedig Drosophila

miRNS-ek vizsgalatara is.
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4.7.2 Génexpresszio mérése QRT-PCR technikaval

Az OpenArray PCR soran szignifikdns valtozast mutatdé miRNS szabalyozasa alatt
allo génekre specifikus primereket terveztiink, melyeket kvantitativ valds ideji PCR (QRT-
PCR) technika segitségével hasznaltunk fel eredményeink igazolasara. A primerek tervezése
CLC Main Workbench 6.0.1. tervezd szoftver (CLC Bio, Aarhus, Dania) segitségével
tortént, minden esetben exon-exon hatarra tervezve. A szoftver 0-100-ig terjedé skalan
pontozza a tervezett primerparokat kiilonbozo jellemzdik alapjan (GC tartalom, hosszisag,
olvadasi homérséklet, stb). Mindezeket figyelmbe véve kisérleteink soran csak olyan
primereket hasznaltunk, amelyeknél ennek a pontszamnak a minimalis értéke 70.

A QRT-PCR vizsgalatokhoz mintanként 1 pg RNS-bdl kiindulva reverz
transzkripciot végeztiink a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel (Applied
Biosystems, Foster City, USA). A génexpressziés méréseket Bioneer Exicycler™ 96
(Bioneer, Daejeon, Korea) késziiléken végeztiink. Minden reakcié 20 pl térfogatban zajlott,
2X FastStart Sybr Green Master Mix (Roche) felhasznalasaval. A reakcidelegyet elsd
1épésben 15 percig 95 °C-on inkubaltuk a polimeraz enzim aktivalasahoz, majd 45 cikluson
keresztiil amplifikaltuk a kovetkezok szerint: 95 °C 15mp, 60 °C 25mp és 72 °C 25mp. A
felhasznalt primereket az 2. és a 3. tablazat foglalja 6ssze. Referencia (,,housekeeping”)
génnek a glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogenazt (GAPDH) és a hipoxantin-guanin-
foszforibozil-transzferazt (HPRT) hasznaltuk. A méréseket 96-lyukt plate-en végeztiik,
minden esetben harom technikai ismétlést futtatva. A vizsgalt gének kontroll génekhez
viszonyitott relativ expresszidjanak (ACT) kiszamitasa utan az egyes csoportok kozotti

eltérések kimutatasa ,,comparative CT” (AACT) modszerrel tortént.

Gene Name forward primer reverse primer
TFa3INP1 [tumor protein pa3 inducible nuclear protein 1 aagactcacyugcacagas goagoaaganctycaacata
BCL2  |B-cel CLLAymphoma 2 tacctgascogyoaccty googtacagitcoacassgg
SIRTY airtuin 1 aaatgctggcctastagacton tgycaaaaacagatactgattace
ITGBE3  |integrin, beta 3 tictictipgotctitaattaage | cacssstoctasaagicoacanaa
IRS2 inzulin receptor substrate 2 tettgtcocaccactyaa ctyacatatgacatcctgoty
KRAS  |v-Kirasz2 oncogene tgpacoaatatgetooaacaat toootoatigoactgtactoo
COX2  |prostaglandin-endoperoxide syrthase 2 cttcacgcatcagtittcasy toaccotaaatatyattaagtcoac
COMDT |oyclin O paagatcgiogooaccty gacctootootogoactict
IRS1 inzulin receptor substrate 1 tatyccagostcagttcca toctyagoteattagotctt

2. tablazat PUFA-kezelés hatasara valtozo gének glioblasztoma sejtekben
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Gene Name forward primer reverse primer
ABCAT ATP-binding cazsette A1 cagacgatatctogaticatog gagcotgactcootioy
RSO acyl-Cos oxidasze 1 cacchcgagygagagaacs cocacctyotogtagstitt
ACWR1 activin & receptor, type | thogoctoottctotay toetogctictastoticoact
APOAS apolipoprotein A-Y CAagaacANCCAgUCang coaagctacctitcaggotct
APOB apolipopratein B cacctaagatcaacagtcgette | tooaaagccagaccoact
APOL2 apolipoprotein L, 2 tgctgctgactgaagstogs cotasacgtatctgcatcage
CCLS chemokine (C-C motif) ligand 5 ctocaccogteatoctooity gagtaotetcogagooata
CHCL12 chetmaking (C-X-C motif) ligand 12 coctgcogattcttgag gottticagectgeaaca
EP300 E1A hinding protein p300 sagcaccagtgictcaagca coctggaghcattatagaaga
ESR1 estrogen receptor 1 thcthsagagaagcaticaagos tratcgatogotocathoottt
FAS THF receptor superfamily, member & goccoatttgctgtcas tccacttottotgcagtoct
GPR glutathione peroxidaze 1 coacatcgaacooyatataga atgccitaghgatactang
HFEZ2 hemochromatosis type 2 gtageatcgugagocaac tcaaaggctycaggaagatt
INSR inzulin receptar cagasasacctchcagocast toasgogstctogottc
IRS1 inzulin receptar substrate 1 tggacagtcacagycagast gogatgeatcgtaccatctac
ITGES integrin, beta 3 tgctaastitgaggaagaacoa | ctiatacastggotiotiocty
LEP leptin coaggatcastyacattcaca satasagtcoasaccyatoa
LPL lipopratein lipase cagagaaggygctagaga tcattcageaggnagtcas
L¥PLAS  [lysophospholipase 3 tgaactgctoctgcoagtta gitctottetasaccagectya
MTHFR methylenetetrabydrofolate reductase acctgcacagagccaage cagtgetcacctacaggotct
MR1I2 nuclear receptor subfamily 1, 12 agcagtggccacctascagt coaacatygitcocacctote
PCHA phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 gatgacattgcctogatgas aaccotitctogotigaty
PECAM1 plateletiendothelial cell adhesion moleculs ctoacgtecgyctyacaagaty agoctocstagagoagoat
PPARA peroxizome proliferator activated receptor a | tgcogactaccagtacttagog gotggagagagootatctot
PAFAHIET |platelet-activating factor acetyvivdrolase b | cacosacatatoctagastoc agaaggatocaggctiye
SELE selectin E totaagatgcgagcastcany caggattctgcagacagtica
SELP selectin P aatccccocgoagtotasay goototatacagtcoatgott
THF tumor necrosis factor goocagaccctocacacte coactocagctgctoctct
TPM1 tropamyasin 1 tocgagootctoaaagaty tgctacgtcagcttcagoat
WEGF &, vascular endothelial growth factor A ARRACYAIAYCYCIAYAAT ttctccgotctgaacaagy

3. tablazat PUF A-kezelés hatasara valtozé gének patkany sziv és majszovetben

4.8 Génexpresszio vizsgalat dPCR technikaval

A digitalis polimeraz lancrekcié (dPCR) a hagyomanyos PCR technika egy
tovabbfejlesztett formdja, amely alkalmas a nagyon kis mennyiségii minta eléamplifikacio
nélkiili kvantitdlasara (57, 58). A hagyoményos eljarassal szemben itt az egyes reakciok
egymastol elszeparalva, kiilon reakciotérben zajlanak, ami sokkal érzékenyebbé teszi a
mérést. A dPCR sordn minden egyes minta egy kiilon reakciotérbe keriil, ami még tovabbi
alcellakra oszthat6, melyekben igy pontonként meghatarozhatd a vizsgéalt nukleinsav

mennyisége (6.abra).
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6.abra. OpenArray QRT-PCR plate elrendezése
A lemezek egymastol tokéletesen elszeparalt reakciotereket tartalmaznak, amelyekben

parhuzamosan akar 48 minta is vizsgalhato.

A mintak ilyen forméaban vald -elkiilonitésének koszonhetd, hogy a vizsgalt
molekulak a Poisson-eloszlas alapjan helyezkednek el. Minden egyes vizsgalt pontban 0
vagy 1 molekula helyezkedik el, azaz a detektalt fluoreszcencia mindig pozitiv vagy negativ
valaszt ad, igy a dPCR amplifikaciot kovetéen ezek a pozitiv talalatok konnyen
Osszeszamolhatoak. A hagyomanyos PCR esetében a kezdeti kopiaszamra, csak a reakcio
soran mért Ct értékekbdl tudunk kovetkeztetni. Ezzel szemben a dPCR esetében a reakcio
kezdetén minden pontban maximum egy talalhat6 meg a vizsgalni kivant molekulabdl, igy a
detektalt pozitiv-negativ valasz fliggetlen az amplifikacio ciklusszamatol és annak
hatékonysagatol, ami abszolut kvantifikaciot tesz lehetéveé, ezzel tovabb novelve a modszer
megbizhatosagat. A dPCR alkalmazasi teriiletei koziil kiemelkedd jelentdséggel bimak azok,
amelyeknél csak nagyon kis mennyiségl kiindulasi minta all rendelkezésre. llyenek példaul
egyes polimorfizmusok illetve patogének detektalasat célzo vizsgalatok, valamint egyetlen
sejt génexpresszios mintazatanak meghatarozasa is (59, 60).

A neuronok molekularis karakterizalasat dPCR technikaval végeztiikk el. A sejtek
patch clamp-el torténd izolalasat kovetden elsd 1épésben reverz transzkripciot végeztiink.
Az RT reakci6 térfogata 5 pL volt, amely a legyiijtott citoplazman kiviil SuperScript III
enzimet (Invitrogen), dNTP-t, RN4z inhibitort és génspecifikus primereket tartalmazott. Az
atirds 50 °C —on zajlott, amit egy 75 °C —os inaktivalas kovetett. Az igy nyert cDNS-hez
Digital PCR enzimmixet (Applied Biosystems) €s a vizsgalni kivant gének TagMan probait
adtuk hozza. Ezt az elegyet minden sejt esetében 4 subarraybe osztottuk szét, ami 256
reakciot jelent sejtenként. Ezt kovetden a chip feltdltése ugyantgy zajlott mint a
hagyomanyos OpenArray chipek esetében. A 40 ciklusos reakcid utdn az eredményeket

OpenArray Digital PCR Software segitségével értékeltiik ki.
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4.9 Elektrofiziologia — whole cell patch clamp technika

Az interneuronok vizsgalatdhoz a mintakat Dr. Tamas Gabor és csoportja
biztositotta (SZTE, TTIK, Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék). A
kisérletekhez fiatal (18-25 napos) Wistar patkanyokat hasznaltak. Az allatokbol kipreparalt
agyakbol 300 um vastag metszeket készitettek. Ezeket mesterséges cerebrospinalis
folyadékba (MCSF) heyezték, melynek Osszetétele a kovetkezo volt: 130 mM NacCl; 3,5mM
KCI, 1 mM NaHPO 40; 24mM NaHCO 3; 1mM CaCl 2; 3mM MgSO4; 10 mM D(+)
glikoz. Az elektrofizioldgiai vizsgalatokhoz a szeleteket 37°C-os elvezetd kamraba

helyezték, amelyen mesterséges cerebrospinalis folyadékot aramoltattak at.
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5. EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

5.1 Fibrézus szovetekbdél izolalt miRNS mennyiségi és mindségi analizise

A fibrozus szdvetekbdl torténd miRNS izolalasahoz egy mar 1étezo, elsdsorban
paraffinba dgyazott mintdk feltarasara kidolgozott protokollt vettiink alapul. Mddszeriinket
(4.4bra) egér és patkanysziv mintdkon teszteltik. A lehetd legpontosabb Osszehasonlitas
kedvéért minden mintat 4 kiilonbdz6 maddszerrel és 4 parhuzamos ismétléssel dolgoztunk fel,
majd az igy nyert RNS-t valos idejii PCR-rel vizsgaltuk. Az altalunk optimalizalt modszer
mellett kiprobaltuk a hagyomanyos €s az irodalmi adatokban leggyakrabban felbukkand
Trizolos tisztitast, a Proteinaz K-val kombinalt Trizolos tisztitast, illetve a Roche miRNS
izolalo kitjét is az altaluk javasolt protokollt kovetve. Az izolalashoz minden esetben 50 mg
szovetbdl indultunk ki. A mintak nukleinsav tartalmat elsé 1épésben spektrofotometriasan
vizsgaltuk (4.tdblazat). Bar a Trizollal t6rténé RNS izolalas és az altalunk kifejlesztett
protokoll hasonlé eredményt adott, fontos figyelembe venni, hogy amig eldbbi esetében a
vizsgalt minta minden RNS tipust tartalmaz (rRNS, mRNS, miRNS), addig utdbbi esetében

kizarolag kisméretli RNS molekulék keriiltek detektalasra.

MODSZER | RNS HOZAM

Trizol 15.36%
Trizol+ProtK 16,35%
Roche 1,72

Optimalizalt 10,97

4.tablazat. A kiillonb6zo protokollok hatékonysaganak dsszehasonlitasa (ug-ban).

A *-al jelolt mintak esetében a teljes RNS koncentracio kertilt detektalasra.

Ezt kovetden BioAnalyser 2100 (Agilent) késziilek segitségével 0sszehasonlitottuk
az izolalt RNS mintdk mindségét is. A mddszer eldnye, hogy a kapott jelek digitalisan
keriilnek rogzitésre, tovabba real-time elektroferogram, gélkép és adattablazat formajaban is
megjelennek. A Trizol alapu protokollok esetében a vartaknak megfeleléen nagy
mennyiségli TRNS-t és mRNS-t detektaltunk, és emellett koriilbeliil 2-5% miRNS-t. Az
oszlopos modszereknél mindkét esetben tiszta miRNS-t kaptunk. Azonban az altalunk
optimalizalt protokollal izolalt minta koriilbeliil hatszor annyi miRNS-t tartalmazott, mint a

hagyomanyos Roche kittel tisztitott (7.abra).
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7.abra. A 4 mddszerrel detektalhato miRNS elektroferogramos abrazolasa
A nyilak a kiilonb6zé mddszerekkel nyert miRNS molekulak mennyiségét jelolik: A: Trizol,
B: Trizol+ProtK, C: Roche High Pure miRNA Kit, D: sajat optimalizalt protokoll.

A kovetkezo Iépésben a 4 moddszert valos ideji TagMan-alapi PCR futasokban
teszteltiik. A tiszta miRNS-t tartalmazé mintdkbol 350 ng, mig a Trizollal izolalt total RNS
populaciokbol 1000 ng keriilt atirasra TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) felhasznalasaval. A mintakat 7 kiilonb6z6 miRNS TagMan probaval
futtattuk (1.tdblazat). A Trizolos mintdk esetében — bar nagyobb mennyiségli minta keriilt
atirasra — egyetlen miRNS esetében sem kaptunk detektalhaté jelet (8.abra). Ennek
magyarazata lehet a minta rendkiviil alacsony miRNS tartalma, illetve a fibrozus szivszovet

nem megfeleld feltarasa.
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8.abra. miRNS expresszio vizsgalata QRT-PCR technikaval
Harom miRNS molekula (miR-9, miR-19b, miR-24) vizsgalata Roche (z61d), Trizol (kék) és az
altalunk optimalizalt (piros) modszer alkalmazasaval. Bar a kisérleteket minden esetben 3 technikai
parhuzamos futtatasaval végeztiik, az dbran a konnyebb atlathatésag érdekében minden esetben csak

egy kerlilt abrazolasra.

Az oszlopos modszerek esetében mind a hét vizsgalt miRNS molekula (miR-1, miR-
9, miR-19a, miR-19b, miR-21, miR-23b, miR-24) amplifikacidja sikeres volt. A QRT-PCR
futasok soran az eddig vizsgalt négy modszert Osszevetettilk, mas, a piacon levd miRNS
izolalo kitekkel is (Qiagen: miRNeasy Kit, Ambion: mirVana miRNA Isolation Kit). Az
altalunk optimalizalt protokoll minden miRNS esetében alacsonyabb Ct értékek mellett
alacsonyabb szorast eredményezett, mint a tobbi vizsgalt modszer (9.abra). Mind a szoras,

mind a Ct értékek atlagat harom fliggetlen QRT-PCR futds eredményébdl szamoltuk ki

(5.tablazat).

miRNS Protokall Atlag Ct | Szdras
miR-1 Optimalizalt | 12,86 0.57

P_.nch_e _ 17,84 1,96
ey [Onaedt |1 05 |17
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5. tablazat Amplifikcios hatékonysag 6sszehasonlitiasa a Roche és a sajat modszer esetében
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9.abra miRNS expresszids valtozasok dsszehasonlitasa
A. Az altalunk optimalizalt (lila) és a Roche protokoll (narancs) esetében

B. Az altalunk optimalizalt (piros) €s az Ambion protokoll (z61d) esetében

Minden minta esetében lefuttattunk egy olyan kontroll QPCR kisérletet is amelyben
a mintak haztartasi génekre (hprt, gapdh, actl, tubb) specifikus primerekkel vald
detektalhatdo volt. Ezzel szemben az oszloppal izolalt, tiszta miRNS-t eredményezd
protokolloknal egyik gén jelenlétét sem sikeriilt kimutatni. Ezek az eredmények is azt
tamasztjak ala, hogy az altunk kifejlesztett modszer nem csak nagy mennyiségii miRNS-t

eredményez, hanem annak tisztasaga is kifogastalan (10.abra).
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10.abra. Haztartasi gének vizsgalata a két Trizol-alapt (barna) és az altalunk optimalizalt

(lila) médszer esetében

A kiilonbozé protokollok szerint izolalt miRNS-ek mindségének tovabbi
vizsgalatdhoz a mintakat DNS-microarray technikaval is teszteltiik. Mivel a Trizol-alapt
modszerekkel tisztitott mintdk még a microarraynél sokkal érzékenyebb QRT-PCR
vizsgalatok soran sem adtak detektalhato jelet, igy a a DNS-chip kisérletekben mar csak az
oszlopos technikdval izolalt mintdkat hasznaltuk. A fluoreszcens jelolést kdvetden a
mintdkat a chip feliiletére hibridizaltuk, majd a lemezeket konfokalis 1ézer szkenerrel

leolvastuk. A 11. abran lathato a két leghatékonyabban miik6dé modszer dsszehasonlitasa.

11. abra Agilent miRNS patkany chip hibridizalas utian a Roche (balrél)

és a sajat modositott protokollunk (jobbrol) szerint
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Ez alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk optimalizalt protokoll Iényegesen tobb talalatot
eredményezett ¢s ezek atlagos intenzitasa is sokkal magasabb, mint a hagyomanyos
madszer esetében. Mig ez utobbit alkalmazva 118 miRNS molekula expressziojat sikeriilt
detektalni, addig ugyanebben a szovetben az optimalizalt modszer segitségével 172-t.

A fentieket figyelembe véve elmondhatjuk, hogy az altalunk kifejlesztett modszer
megoldast jelent a kis méretli RNS molekulak fibrozus szovetekbol torténd izolalasara. Az
igy nyert nagy tisztasigu minta lényegesen megndveli a miRNS expressziot vizsgalo
modszerek szenzitivitasat. A miRNS molekuldk expresszio-valtozasat a szivszovet
kiilonbozo patalogids elvaltozasai soran ezidaig olyan folyamatokban mutattak ki, mint az
ischemia/reperfuzid, a cardiomyopathia vagy az atherosclerosis. Ezen vizsgalatok klinikai
hasznosithatosaga tehat rendkiviil nagy lehet, hiszen napjainkban egyre inkabb el6térbe
kerlilnek a miRNS molekuldk gy is, mint gydgyszerkisérletek potencialis targetjei. llyenek
példaul a miR-208 és a miR-499, melyek antagonistdi ma mar preklinikai fazisban levo

gyogyszerjeloltek (61).

5.2 Tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal kezelt glioblasztoma sejtek miRNS és

mRNS expresszios mintazata

5.2.1 PUFA-kezelt glioblasztoma sejtek vizsgalata holografikus mikroszkoppal

A tumorsejtek talélését a kezelések utan 24 oraval HoloMonitor' ™ M3 holografikus
mikroszkop segitségével vizsgaltuk meg. Ennek segitségével minden kezelés esetében
meghataroztuk az ¢él0 sejtek szamat a tenyészetben, illetve a sejtek morfologiai
tulajdonsagaibol (alak, méret, denzitas) kovetkeztetni tudtunk a kezelés hatékonysagara.
Minden kezelés esetében két koncentraciot alkalmaztunk, de a mikroszkdopos felvételek
alapjan nem tapasztaltunk doézisfliggd valtozasokat, igy a tovabbiakban csak a magasabb
koncentracioval kezelt sejteket hasznaltuk. A 12. abran lathatd, hogy a PUFA kezelés
nemcsak a tumorsejtek osztodasat gatolta, hanem mindharom esetben apoptozist indukalt.
24 oraval a kezelést kovetden nemcsak a kezelt tumorsejtek szama csokkent, hanem
megjelentek apoptozisra jellemzd sejtmorfologiai elvaltozasok is. Ahogy a 13. dbran lathato

a gomb alakt glioblasztoéma sejtek (A) mindharom PUFA kezelés esetében jelentdsen
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megnyultak, a sejtmembranok degradalodtak, a sejtmagok pedig fragmentalodtak, ami mind

programozott sejthalal indukciora utal.

12. abra Tobbszorosen telitetlen zsirsavak hatasa glioblasztoma sejtek (GBM2) osztodasara
holografikus mikroszkoppal vizsgalva
A sejteket vivoanyaggal (A), 100uM DHA-val (B), 100uM AA-val (C) és 150uM GLA-val (D)
kezeltiik 24 6ran keresztiil. (10X nagyitas)

holografikus mikroszkoppal vizsgalva.
A sejteket vivoanyaggal (A), 100uM DHA-val (B), 100uM AA-val (C) és 150uM GLA-val (D)
kezeltiik 24 6ran keresztiil. (40X nagyitas)
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A sejtek életképesség-vizsgalatanak elemzése soran is ezzel egybevagd
eredményeket kaptunk. Kontroll sejtek esetében a kiinduldsi sejtszamhoz képest 24 oOra
elteltével megduplazodott az €16 sejtek szama. A PUFA kezelt tenyészetek koziill az AA
esetében volt a legmagasabb (66%) a sejtpusztulas mértéke 24 ora elteltével, ezt kovette a
TMZ (58%), a GLA (43%) és végiil a DHA (38%). A mikroszkopos eredmények tehat
mindharom altalunk alkalmazott PUFA molekula esetében igazoltak, azok glioblasztoma

sejtekre gyakorolt citotoxikus hatasat.

5.2.2 PUFA-kezelt glioblasztoma sejtek miRNS expresszios analizise

Kovetkezod 1épésben 112, irodalmi adatok alapjan kivalasztott miRNS PUFA kezelés
hatasara bekovetkezd expresszios valtozasait vizsgaltuk nagy ateresztoképességi
nanokapillaris QRT-PCR technikaval harom kiilonb6z6 glioblasztoma sejtvonalon (GBM3,
GBMS, U373). A kezelés idotartama minden esetben 24 ora volt. A tobbszorosen telitetlen
zsirsav molekulak (AA, GLA, DHA) mellett a klinikai gyakorlatban agytumorok kezelésére
leggyakrabban hasznalt kemoterapids szer, a temozolomid hatdsat is vizsgaltuk. A
temozolomidot kontrollként hasznalva azokat a specifikus valaszokat probaltuk azonositani,
amelyek az apoptozis kovetkeztében alakulnak ki, illetve amelyek a PUFA ¢és a
temozolomid kezelés esetében hasonldéak. A 27 vizsgalati csoportban csoportonként 3,

Osszesen 81 minta vizsgalatat végeztiik el (6. tablazat).

GBM2 GBMA 373
DHA 50 | DHA A0 | DHA &0
DHA 100 | DHA 100 | DHA 100

AA S0 AAAD AA G0
AAT00 | AA100 | AA 100
GLATS | GLATS | GLATS
GLA 150 | GLA 150 | GLA 150
TMZ 50 | TMZ 50 | TMZ 50
TMZ 100 | TMZ 100 | TMZ 100
kontroll kontroll | kontroll

6. tablazat. A glioblasztoma sejtek kezeléséhez alkalmazott anyagok koncentracioja
Mindharom sejtvonal esetében ugyanazokat a koncentraciokat hasznaltuk; DHA: 50 és
100uM, AA: 50 és 100uM, GLA: 75 és 150uM, TMZ: 50 és 100uM, kontrollként pedig
vivéanyaggal (DMSO) kezelt sejteket alkalmaztunk.
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A PUFA kezelt glioblasztoma

sejtvonalak molekularis ¢és

vizsgalatara kidolgozott vizsgalatok fobb 1épéseit a 14. abra mutatja be.

GBM2. GBM3, U373

|mi&&§ EXpresszios proﬂl| |umi§ EXDIESSTI0S proﬁl|

szignifikans eltérést
mutaté gének

[HTS OpenAray @PCR] [ QRT-PCR |

|smgmﬁkéns valtozast mutatd u;;gﬁ;}gﬂ

5 avizsgalt miR-ekkel ellentétes irdnyban
a szignifikdns expresszids etérést véltozé tarnetoének azonositdsa
mutatd miR-ek dsszes prediktalt

targetienek azonositasa

bioinformatikai

14. abra. PUFA kezelt glioblasztoma sejtvonalak molekularis karakterizalasanak lépései

A glioblasztoma sejtek miRNS expressziojanak valtozasat elsé 1épésben nagy

ateresztoképességli nanokapillaris QRT-PCR technologiaval vizsgaltuk. Ennek folyamatat a

15. dbra mutatja be.

5X Tagman
Assay Mix (112)

Reverz transzkripcio

miRNS izolalas

Extension of primer on miRNA

5 3
Synthesis of first cDNA strand
v =

20X Taqman

Preamplifikacio

Extension of primer on cDNA

~_ Forward primer

3

Cycle #1
Synthesis of second cDNA strand
#

\

3 5

[ PCR amplification of cDNA

Cycle #2 Forward primer

15.abra. Nagy ateresztoképességii miRNS vizsgalat 1épései

43



Az amplifikdcios gorbék elemzését, a nyers Ct értékek meghatarozasat ¢&s
normalizasat az OpenArray QRT-PCR software segitségével végeztik el. A kezelések
hatdséra a 112 vizsgalt miRNS koziil 65 mutatott szignifikdns valtozast. Az értékelés soran
csak azokat az eredményeket vettiik figyelembe, amelyeknél a Ct értékek 26 alatt maradtak,
mivel efolott az OpenArray modszer megbizhatosaga és reprodukalhatosaga nagymértékben
lecsokken, illetve az ismételt futdsok kozti szoras magas. A kisérleti csoportok kozott
szignifikdns expresszios eltérést mutatd miRNS-ek azonositdsara Student’s t tesztet
végeztiink (p<0,05). Az dsszes altalunk vizsgalt miRNS molekula expresszios valtozasata 1.
kiegészitd tablazat tartalmazza, amelyben minden cella az adott miR harom futas alapjan
atlagolt, relativ expresszidjat mutatja. Szignifikans expresszios valtozasnak minden esetben
minimum kétszeres ndvekedést/csokkenést fogadtunk el.

Az eredmények miRNS adatbazisokkal torténd Osszevetését kovetden végil 19
olyan miRNS valasztottunk ki, amelyek PUFA kezelésre, illetve valamelyik sejtvonalra
specifikus valaszt adtak (7.tablazat).

62 G2 | G2 | G2 |65 | G5 |65 | G5 | G5 | GS | GS| US| U3 | U3 | U3 | U3 |U3| U3

DH100. GL100 | GL5O | TAI100] AA100 | AASO |DH100 | DHS0 |GL100 |DGL50| TM100|AA100 | AASO | DH100 | DH50 |GL100] GL5D | TM100
hsa-miR-29a nd | nd | 547 3.0 | 386 | %02 349 | nd | nd | o7 | 250 | 470 nd 685 | nd |03
hszmiR-16__| -0.2% | 051 nd | nd | -3.76 | 3660203 nd | nd | 015 | 0.22 [ 3,69 | 21| -1.80 | =50 | -1.61 | 183 | 034 | 582
hsamiR22_ | 0.01 | 0,76 | 0, 354227 239 433 0.09 [ 093] 016 | nd. | nd | 3.3

hsa-miR-20b nd. | nd [ 247 -0.66 | 0,26 | 0,04 | 049 [5,25 108 -2.06
hsa-miR-29c | 0,85 | 0.89 | 4,60 | 2,03 | .75 | 2,06 | 241 | 451 | 3,80 | 448 | 1,80 nd | 240
hsa-miR-30c_| 2,79 | 2,82 | 4,09 | 483 | 248 | 207 | 21| nd | nd | nd | nd | 003 | 037 | 169
hsamiR-17_| 4,29 | 4,08 | 087 | 0.78 | 434 | 0.29 [ A28 007 [ 072 407 | 496 | 130 | nd
hsa-miR-25__| 262 | 1,16 | 4,06 | 140 2,00 [ 422 27| nd | nd 075 | nd |13
hsa-miR-206 | 0.39 | 049 | 229 | -0.29 | 346 | 237 [ 4.22| nd | nd. 0.08 | 0.93
hsa-miR-163_| 032 | 0.64 | 060 | 0.60 | nd |02 4.09| nd | nd 069 | 073
hsa-miR-224 | 027 | 0.24 | 092 | 032 |07 | 241 | 0.97 | nd | -0.14 | 2.36 [ =182 | 383 | 145 | -0.37
hsa-miR-145_| .00 | 4,30 | 7,35 | 237 | 272 | 0.26 | 0.77 187 0.1
hsa-miR-26a | 0.87 | -0.09 | 0.7 [ 0.27 | 036 | 0.32 | 067 01| 0.08
hsemiR-181a| nd._ | nd | nd. | nd |06 0.75 | 055 0,28
hsa-miR-208 | 07| 0.79 | 021 | 055 | 1,29 [0 0.46 053
hsa-miR-143_| A28 | 0.33 | A062] 0.80 | 0.25 | nd | 037 | 384 | 382 | 245 0,06

hsa-miR-20a | 076 | 059 | 062 ]-033 [ 180 | 160 -032] nd | nd | nd | nd nd. [ nd | nd | nd | nd | nd | nd
hsa-miR-149 | 047 | -0.40 | 0,06 | -0.01 | 0,87 | -0.60 093 | 0,08 0,74 nd. | nd | nd | nd | nd | nd | nd
hsa-miR-125h| 0,73 [ -001 ) 031 | 067 | nd | nd | nd. | 219 -282| 235 | -1.35 nd. | nd | nd | nd | nd | nd | nd

7. tablazat. PUFA Kezelt glioblasztoma sejtekben szignifikans valtozast mutaté miRNS-ek.
A tablazatban az értékek kettes-alapu logaritmusat tiintettiik fel, igy az elfogadott valtozasok: -1>

represszio, 1< overexpresszio.

A legszembetinobb valtozasokat mind a PUFA, mind a temozolomid kezelt
sejteknél, olyan miRNS-ek esetében tapasztaltuk, amelyek az apoptozis szabalyozasaban

jatszanak kulcsszerepet. Ilyen példaul a mindharom sejtvonal esetében valtozast mutatd
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miR-30c, miR-25, miR-17, miR-26a, miR-29c, miR-31, miR-200a és a miR-206. A
temozolomid kezelés hatasara bekovetkezo valtozasok koziil a miR-182 overexpresszidja és
a miR-16, illetve a miR-183 represszidja a legjelentésebb. Ezzel szemben a tobbszordsen
telitetlen zsirsavakkal torténd kezelés esetében elsésorban a miR-143 szint csokkenését és a
miR-20b indukciojat figyeltiikk meg.

A kezelésekre adott valaszok kiillonbozdésége mellett, kiillonbségeket tapasztaltunk az
egyes sejtvonalak kozott is. Ezek az eltérések a kiillonbozd glioblasztoma sejtvonalakban
eltéréen mikodo szignalizacids utvonalaknak koszonhetoek. Ilyen sejtvonal specifikus
valaszt mutatott a miR-125b a GBMS5 sejtvonalakban, illetve a miR-197 az U373 sejtek
esetében. A miR-145 expresszid-valtozasa minden esetben jelentds volt, am amig a GBM
sejtekben koriilbeliil 6tszoros csokkenést, addig az U373 sejteknél minden esetben ndvekvo
expressziot tapasztaltunk. Ugyancsak szignifikans expresszio-valtozast tapasztaltunk a miR-
140, a miR-323 és a miR-133b esetében is azonban ezt csak az U373 sejtek esetében
észleltik. Mivel a zsirsavak egyikénél sem tapasztaltunk jelentds eltérést a kiilonbozo
koncentracioval végeztiik.

Bar a nanokapillaris QRT-PCR ma mar miRNS expresszid analizis esetében is
validalt modszernek szamit (62), néhany miRNS kivélasztdsdval eredményeinket
hagyomanyos QRT-PCR technikaval is igazoltuk. A hat legjelentésebb valtozast mutatd
miR molekulat (miR-16, miR-20b, miR-22, miR-30c, miR-143, miR-145) mindharom
sejtvonal és mind a négy kezelés esetében TagMan alapu QRT-PCR soran vizsgaltuk. Az
eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a HTS QRT-PCR mérések soran kapott adatokat
koriilbeliil 80 %-o0s megbizhatosaggal sikeriilt visszaigazolni. illetve, hogy a hagyomanyos
QRT-PCR hasznalataval minddssze 4 %-al sikeriilt tobb adatot nyerni, mint a nagy

ateresztoképességli modszerrel. Az eredményeket az 8. tablazat foglalja 6ssze.
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miRNA-16 A 1] G T miRNA-30c A 1] G T
o |HTS QRT-PCR -02 -078 nd -378 |~ |HTSQRT-PCR -278 -408 -24 -21
Z| aqrRr-PcrR 102 102 05 -159|Z|QRT-PCR 563 -186 -216 -144
= confirm n v v |“|confirm ¥ ¥ ¥ ¥
g HTS QRT-PCR nd. 349 -075 -113 g HTS QRT-PCR -388 -48 nd -4 26
Z| arrPcrR 01 087 092 -3232 |3 |QRT-PCR 584 271 -269 -272
@ confirm v v y | |confirm I v v
o |HTSAQRT-PCR nd 0,02 015 -378 |~ |HTSQRT-PCR -24% nd. -684 101
= QRT-PCR -125 135 -166 -12 = |QRT-PCR -488 -317 -478 -374
= confirm n n v = |confirm y Vi Vi
miRNA-20b A D G T miRNA-143 A D G T
o |HTS QRT-PCR 358 -04 nd -247 |~ |(HTSQRT-PCR -12 -15 261 -036
Z |arT-PCR 118 1,02 -0,11 -2,07 |2 |QRT-PCR 13 538 33 244
< | confirm v v v |“ |confirm ¥ v n n
w |HTS QRT-PCR 411 117 -06 085 o |HTSQRT-PCR -176 -118 -177 -014
E QRT-PCR 381 434 402 23 E QRT-PCR -3.8 -3 -362 -153
< | confirm v v n v |“ |confirm ¥ ¥ v n
o |HISQRT-PCR 072 262 -093 005 | |HTSQRT-PCR 057 1652 -004 05
S QRT-PCR 237 118 041 0863 S QRT-PCR -1,98 005 125 -145
confirm Vv v n v confirm n n n Vi
miRNA-22 A 1] G T miRNA-145 A 4] G T
o |HTS QRT-PCR 001 057 -353 -338 |~ |HTSQRT-PCR -57 -735 -272 -077
Z |arT-PCR 185 -087 -626 -2,16 | |QRT-PCR 85 -15 -145 154
< | confirm n n v v |“|confirm ¥ ¥ v v
w |HTS QRT-PCR -108 -186 -207 -0,08 o |HTSQRT-PCR -219 -235 001 nd
E QRT-PCR -215 -2,69 -318 -206 E QRT-PCR -475 -474 -21 -207
< | confirm v v v n |2 |confirm ¥ ¥ n
o |[HTS @QRT-PCR -252 121 045 008 |~ |HTSQRT-PCR 0681 256 059 0,53
= |QRT-PCR 421 -41 -499 nd = |QRT-PGR 161 154 05 147
= |confirm v v n = |confirm v v v v

ore

8.tablazat. A relativ miRNS expresszié korrelaciéja HTS QRT-PCR és hagyomanyos
QRT-PCR alkalmazasa soran
A: AA100; D: DHA100; G: GLA150; T: TMZ100

5.2.3 miRNS expresszios eredmények validalasa targetgének vizsgalataval

A kezelések hatasara, illetve a kiilonb6z6 sejtvonalakban szignifikans expresszids
eltérést mutatd miRNS-ek lehetséges célmolekulait kiillonbozo szamitdégépes target
predikcids algoritmusok segitségével azonositottuk. Az egyes algoritmusok kiilonb6zo
szempontokat eltéré sullyal vesznek figyelembe a predikcié soran. Jelenleg nincsen
egységes allasfoglalas az egyes target predikcios adatbazisok preferenciajat illetden, igy a
target gének kivalasztasa soran a legszélesebb korben alkalmazott algoritmusok
eredményeit vettilk figyelembe. Igy a potencialis targetek azonositisara a miRBase Targets

(www.mirbase.org) és a miR6 (ferrolab.dmi.unict.it/miro/) adatbazisokat hasznaltuk.

Ujabb megfigyelések alapjan a miRNS-ek altal eldidézett jelentdsebb proteinszint
csokkenés emlds sejtekben elsésorban az mRNS degradacio kovetkeztében valosul meg. Igy
a biologiailag relevans célpontok azonositasat segithetik a parhuzamosan elvégzett nagy
ateresztoképességli miRNS €és mRNS expresszios mérések. A vizsgalt sejtekben emelkedett

expressziot mutatd miRNS-ek targetjei ennek értelmében csokkent kifejez6dést mutatnak,
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mig a csokkent expressziot mutatd miRNS targetjei fokozott mértékben expresszalodnak.
Ezt figyelembe véve olyan mRNS célpontok azonositasat tliztiik ki célul, amelyek a PUFA
kezelés hatasara szignifikdns valtozast mutatdé miR-ekkel ellentétes irdnyban valtoznak.
Ehhez az adatbazisokat irodalmi adatokkal Osszevetve sajat génlistat hoztunk Iétre
(9.tablazat), amely a kisérleti csoportok kozt eltérést mutatdé miRNS-ek potencialis
célpontjat tartalmazta. Fontos hangsulyozni, hogy az altalunk kivalasztott target gének
szinte mindegyike csak prediktalt célpont, azaz a koztiik és a vélhetden Oket szabalyozo

miR-ek kozt fennallo kapcsolat kisérletesen még nem keriilt bizonyitasra.

MIRNA GENE Process MIRNA GENE Process MIRNA GENE Process
APP apoptosis IL1A apoptosis SMMDCH apoptosis
FASTK apoptosis DDIT4 apoptosis NGFR apoptosis
miRAT EGLN3 apoptusis miR-30c SIRT apnptosis miR-143 KRAS apoptosis
SGMS1 apoptosis TP&3IMPA apoptosis COx2 apoptosis
TP53INP1 | apoptosis RS2 apoptosis BBC3 apoptosis
TMFRSF21| apoptosis ITGB3 apoptosis ITM2B apoptosis
APP apoptosis CADM1 apoptosis DPF2 apoptosis
EGLMN3 apopwsis miR-16 BLCZ2 |Bcell proliferation miR-22 SIRT1 apopmsis
E2F1 apoptosis CADMI cell adhesion EP300 apoptosis
FASTK apoptosis PDCD4 cell aging YARS apoptosis
DAPKA apoptosis RTKM apoptosis PDCDA apoptosis
PAK2 apoptosis PDCD4 apoptosis MLRP3 apoptosis
BAG4 apoptosis | MIR-145|  UBE22 apoptosis miR-200a| SGMS1 apoptosis
UBE4B apoptosis IRS1 apoptosis CTMMNB apoptosis
TP53INP1 | apoptosis RASSFS apoptosis NDUFS1 apoptosis
BBC3 apoptosis BBC3 apoptosis BOMF | anti-apoptosis
SLK apoptosis PDE1B apoptosis miR-206 APIS apoptosis
AHR apoptosis PHF1T apoptosis ZMAT3 apoptosis
miR-29¢ | TPA3INP1 | apoptosis TNFRSF19 apoptosis BAG4 apoptosis
ELMO2 apoptosis UBE22 apoptosis SIRT1 apoptosis
RYBP apoptosis | MIR-25 | DYRK2 apoptosis miR-34 | SGPP1 apoptosis
PPARD apoptosis SGPP1 apoptosis

9. tablazat. PUFA kezelés hatasara valtozast mutaté miRNS-ek és apoptozisban szerepet jatszo

célgénjeik

5.2.4 PUFA-kezelt glioblasztoma sejtek mRNS expresszios analizise

A PUFA kezelés hatasara valtozast mutatdo miRNS targetek tobbsége az apoptotikus
gének koziil keriilt ki, ami arra utal, hogy az altalunk vizsgalt miRNS-ek is kulcsszerepet
jatszanak az apoptozis folyamataban. Ezek a miRNS-ek és az altaluk szabalyozott mRNS-ek
regulacidjaban tobb atfedés is van. Ez azt jelenti, hogy egy mRNS molekula degradaciojat
parhuzamosan tobb miRNS is szabalyozhatja, illetve egyetlen miRNS molekula egyszerre
tobb tucat gén kifejezddését szabalyozza. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy ezekben a

tumorsejtekben parhuzamosan tobb apoptozist szabalyoz6 utvonal is muikodhet, amelyek
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azonban nem fliggetlenek egymastol. Ilyen apoptdzis-spe
gének a kovetkezok: tp53inp 1, map3k5, pdcd4, sirtl, app,

Hipotézisiink igazoldsara a fenti adatok figyel

cifikus, kdzos szabalyozas ala es6
bbc3, tnfrsf21, sgmsl.
embevételével 6 miRNS-t és 9

prediktalt target gént valasztottunk ki tovabbi elemzésre. Ezen target gének mindegyike

olyan fehérjét kodol, amelyek kiemelkedd szerepet jatszanak a tumorsejtek programozott

sejthalalanak kivaltasaban. A génexpresszios vizgalatokhoz hasznalt mRNS minden esetben

ugyanazokbol a sejtekbdl szarmazott, amelyeken a

miRNS expresszios profil mar

meghatarozasra keriilt. Az mRNS expresszids mintazat meghatarozasat hagyomanyos Sybr

Green alapi QRT-PCR technikaval végeztiikk, minden

alkalmazott primereket a 1. tablazat foglalja 6ssze. Aho

esetben harom ismétléssel. Az

gy a 16. abran lathatd az mRNS

szinten tapasztalt valtozasok mind a 9 gén esetében korrelalnak a korabban detektalt miRNS

expresszios eltérésekkel.

5 O coxz
5| mscLz 4. O KRAS 3 B miR-143
3 Hl miR-16 3. W miR-143 9
2
2.
1 ; L
0 0
-1 0
2 " e
3 2 2]
4 GBM2Z GBMS U373 GBM5 U373 GBM2 GBMS u3T3
[i] T [i] G T T A D T [i] G T T A DG T A D G A G T
ITGB3
4 5 TPE3INPA g It
) OSIRT1 4 E miR20b 4 B miR-30c
W miR22 3 - 2
2 ) 0
1 1 5
o 0 4
1 -1 P
-2 -4 3
-3 'j 104
GBM2 usrs
41 cam2 GBMS u3T3 GBM2 GBMS us7s 12 — AGBD"“T e
G T A D G A D A T A DG T ADG
4 R O RS2 5
W miR-30c , O CCNDA
2 4 B miR-20b
0 2 : n
0 2
2| 2 1
- O IRS1 4 0
& H miR-145 6 A
5
3| 4 2
. GBM2 GBMS us73 GBM2 GBMS U373 3
B A D G A D A D G A DG T A DT AG

16.abra. PUFA és TMZ kezelés hatasara valtozast mutaté mRINS és miRNS expresszio
korrelacioja (A: 100 uM AA, D: 100 uM DHA, G: 150 uM GLA, T: 100 uM TMZ)
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5.2.5 Eredmények értékelése és diszkusszio

A kiilonb6z6 glioblasztoma sejtvonalak tulélésében és apoptozisaban szerepet jatszo
szignalizacios Utvonalak megismerése kulcsfontossagu 1j, hatékonyabb tumorellenes szerek
kifejlesztéséhez. A tobbszorosen telitetlen zsirsavak tumorterapidban torténd alkalmazasara
mar napjainkban is vannak kisérletek, mind ©6nall6 kemoterdpias szerként, mind mas
gyogyszerekkel kombinalva. Kisérleteink célja olyan miRNS-ek azonositasa volt, amelyek a
tumorsejtek kiilonbozé kezelésekkel szembeni szenzitivasat befolydsold géncsaladok
szabalyozasaért felelosek.

A tObbszorosen telitetlen zsirsav molekulak (AA, GLA, DHA) altal kivaltott
specifikus valaszok megkiilonboztetéséhez pozitiv kontrollként egy mar forgalomban levo
kemoterapias szert, a temozolomidot haszndltuk. A temozolomid miRNS expressziora
gyakorolt hatasanak vizsgalata lehetévé tette azon specifikus sejtvalaszok elkiilonitését,
amelyek csak a tobbszorosen telitetlen zsirsavak hatasara indukaldédnak.

Nagy ateresztoképességli nanokapillaris QRT-PCR technikaval 112 miRNS
vizsgalatat végeztiik el. 65 miRNS molekula esetében tudtunk relativ expresszio-valtozast
detektalni. Ezek kozt voltak olyan miR-ek, amelyek expresszidja altalanosan valtozik, azaz
minden vizsgalt sejtvonalban, mind a négy kezelés esetében hasonld iranyu valtozast
mutattak. Ezek koziil a legszignifikdnsabb valtozast a kovetkezOk esetében tapasztaltuk:
miR-34, miR-25, miR-17, miR-26a, miR-29c, miR-3 1, miR-200a, miR-206.

Specifikusan csak a temozolomid kezelés hatasara tapasztaltunk indukciot a miR-182,
illetve csokkent mikodést a miR-183 és a miR-16 esetében. A kezelések hatasara aktivalodo
valaszitvonalak kiilonbozOségét tamasztja ala az is, hogy amig a zsirsavakkal torténd
kezelés hatdsara a miR-143 és a miR-20b kifejez6dése nagymértékben megvaltozik, addig
temozolomid kezelést kdvetden expresszidjuk valtozatlan.

A kezelésekre adott valaszok kiilonbozésége mellett, olyan valtozasokat is
tapasztaltunk, amelyek a kiillonb6zé sejtvonalakban eltéréen mukodé szignalizacios
utvonalakrol ad informaciét. Ilyen Gtvonalak szabalyozéasaban jatszhat szerepet a miR-132,
miR-140-3 és a miR-323. Mindharom miRNS esetében nagymértékii overexpressziot
tapasztaltunk minden alkalmazott kezelés hatasara, azonban ez a valtozas csak az U373
sejtek esetében volt megfigyelhetd. Ehhez hasonl6 sejtvonal specifikus valaszt tapasztaltunk

amiR-125b és a miR-206 esetében is.
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A miRNS expresszios eredmények megerdsitéséhez olyan gének vizsgalatat is
elvégeztiik, amelyek a kisérleteink soran valtozast mutatdé miR-ek célszekvenciaiként
ismertek. Kilenc olyan apoptotikus gént sikeriilt detektalni, melyek expresszid-valtozasa
ellentétes iranyu a szabalyozd miR esetében észlelt valtozassal. Ezek a kovetkezok: irs/,
irs2, cox2, ccndl, sirtl, tp53inpl, itgh3, kras és a bcl2.

Az inzulin receptor szubsztrat 1 (irs/) €s az inzulin receptor szubsztrat 2 (irs2) gének
bar rendkiviil hasonlé funkciot toltenek be, mégis kiilonb6zé miRNS-ek szabalyozasa alatt
allnak. Mig el6bbi kifejezédésének egyik legfobb regulatora a miR-145, addig utdbbi
szintjét els6sorban a miR-30c szintje szabalyozza. Mindkét gén terméke kulcsszerepet tolt
be az inzulin receptorokhoz érkezd jelek tovabbitasaban, ezaltal olyan intracellularis
szignalizacios folyamatokban vesznek részt, mint a P13K, a IGF-1R vagy a MAP-kindz

utvonal (17.abra).
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17.abra IGF-1R szignal transzdukcids itvonal fobb 1épései
ASKI1: apoptozis szignal-regulald kinaz 1; ERK: extracellularis szignal-regulalt kindz; IGF-1:
inzulin-szerii novekedési faktor 1; PI3K: foszfoinozitid-3-kindz; SHC: SRC-homolog és collagen-

like; AKT: protein kinaz B.

Az IGF-1R szignaltranszdukcios rendszer jelent0ségét olyan sejttipusokban sikertilt
mar igazolni, mint az oszteoblasztok, melanoma sejtek, illetve sziv és idegsejtek. A kaszkad
folyamat, amelyet az IGF-1 receptor aktivacidja indit el olyan alapvetd mechanizmusok
szabalyozasaért felelds, mint a sejtproliferacio, differenciacio, migracio €s az apoptozis (63).
Az IGF-1R, illetve a P13K ttvonalak miikodését korabban is vizsgaltak mar tumorsejtekben
(64). Glioblasztoma sejtvonalakban azt tapasztaltak, hogy szamos olyan gén rendkiviil kis

hatékonysaggal, vagy egyaltalan nem miikodik, amelyek nélkiilozhetetlenek ezen kaszkadok
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mikodéséhez. llyen gének példaul az irsi, irs2, akt2, akt3 és a pdgfra is. Kisérleteink soran
mindkét insulin receptor szubsztrat gén esetében nagyfoku indukciot észleltiink, mind a
temozolomiddal, mind a t6bbszor6sen telitetlen zsirsavakkal tortén6 kezelések hatasara. Ez
feltehetéen annak koszonhetd, hogy a kezelés hatasara az irsl és irs2 kifejezodését gatlo
miRNS-ek expresszidja lecsokken, ezaltal pedig olyan utvonalak Iéphetnek miikodésbe,
amelyek a tumorsejtek apoptozisahoz vezetnek.

AA ¢és DHA kezelést kovetéen mindharom sejtvonalban szignifikansan csokkent a
ciklin D1 (ccndl) gén mikodése. A ciklin DI protein a G1-fazison keresztiil szabalyozza a
sejtciklust. A vad tipusu protein félélet-ideje rendkiviil rovid, egészséges sejtekben a
novekedési faktorok altal iranyitott expresszidja mindosssze a G1-fazisban figyelhetdé meg,
tumorokban azonban szinte minden esetben fokozott expresszidja figyelheté meg. A ciklin
D1 miRNS szinten torténd szabdlyozasat vizsgaltdk Zenz és munkatdrsai leukémia
sejtekben (65). Azt tapasztaltak, hogy amennyiben a sejtek DNS allomanya sériil, ez a tp53
aktivaciojan keresztiil apoptotikus folyamatok beindulasat eredményezi. Ezen folyamatok
egyik fo szabdlyozdjaként azonositottdk a miR-34c molekuldt, melynek expresszidja
jelentésen megnd, ez pedig a ccndl és mas sejtciklus szabalyozd gének csokkent
mikodéséhez vezet (18.abra).

DNS sériilés

|
= ==
D

CN, SIRT1,

CDKs, CCNDI,
BCL2, E2F,
Sejtciklus gatlasa Apoptézis

18.abra. A p53/miR-34 halozat miikodése tumorsejtekben

Egy nemrégiben megjelent tanulmanyban glioblasztoma sejtek tulélését vizsgaltdk a
cendl gén csendesitését kovetéen (66). Ezekben a sejtekben a ciklin D1 termelddésének
megsziintetésével, igy a sejtproliferacié gatlasaval parhuzamosan effektor kaszpazok

fokozott termelddését tapaztaltak, ami apoptozishoz vezetett. A ccndl gén transzkripcidjat a
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miR-34a mellett a miR-20b is szabdlyozza. Vizsgalataink soran mind AA, mind DHA
kezelést kovetéen azt tapasztaltuk, hogy mindkét miRNS szintje megnd, ezzel
parhuzamosan a ccndl expresszidja pedig lecsokken, ami a sejtosztodas gatlasat
eredményezi. Mindez arra utal, hogy a ccndl illetve a szabalyozasaért felelés miRNS-ek
egy Uj terapias célpontot jelenthetnek az agytumorok kezelése soran.

A sirtuin 1 (sirt]) gén egy olyan protein deacetilazt kodol, amely kulcsszerepet
jatszik szamos apoptotikus, oxidativ stressz és differenciacios folyamatban (19. abra).
Tobbek kozt olyan apoptotikus gének szabalyozasaban vesz részt, mint a bax, a tp53 vagy
az nficb (67, 68). A kezelések soran kivétel nélkiil minden esetben csokkend expressziot
mutatd miR-22 szabalyozéasa alatt allo sirtl is része annak a #p53 indukcion alapuld

halézatnak, amely szerepet jatszik a glioma sejtek programozott sejthalalaban.

H3-Tri-MeK? | Ac-H4-K16 Ac-H1-K26
Hé-Mak0 Ac-HIKF  THI-MeKT?

gencsendesites

Epigenetikus Oregedes Sejtciklus Apoptozis
médositasok l szahdlyozds l

TUMOR INITIATION/DEVELOPMENT

serkentés —i pdtlds —# mindkettd

19.4bra. A sirtuin 1 altal szabalyozott folyamatok tumorsejtekben

A sejthalalt gatldo és a membranpermeabilitast szabalyozé proteincsaladba tartoznak
a BCL2 tipusu fehérjék. Ezen proteinek nem csak az apoptozis beindulasat gatoljak, de
néhanyuk a mar elindult folyamatot is leallithatja. Alapallapotban a BCL2 fehérjék a

mitokondriumok kiils¢ falaban gatoljak a citokrom ¢ kiaramlast egy ioncsatornara hatva.
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Sejtkarosodas hatasara a pro-apoptotikus BAX protein gatolja a BCL2-t, igy felszabadul a
citokrém-c, az APOF1 proteinhez kapcsolodva apoptoszomakat képez, melyek kaszpazok
akvivalasan keresztiil elinditjak az apoptozist (69). A kezelés hatasara minden esetben az
anti-apoptotikus hatasu bcl2 expresszidjanak novekedését tapasztaltuk, melynek funkcidja
igy tisztazatlan ezekben a sejtekben. Valoszinisithetd, hogy olyan utvonalak aktivalodtak,
amelyek a bcl2-fliggetlen apoptozis indukcidjat eredményezték.

A tp53inpl gén két olyan stressz hatasara indukalodo proteint kodol, amelyek
minden tumorsejtben megtalalhatdak. Elsésorban a sejtosztddas Gl fazisban torténd
ledllitasaban, illetve a TP53-medidlt apoptdzis indukcidjaban jatszik szerepet. Ennek
ellenére irodalmi adatok mutatnak arra is, hogy a tp53inpl expresszio-valtozasa
prognosztizalhatja a betegség kimenetelét és a megndvekedett expresszid tobbnyire
egylittjar a tumor terjedésével, illetve a betegség kiillondsen agressziv lefolyasaval (70).
Prosztatatumor kiillonb6z6é kemoterapias szerekkel torténd kezelése soran kimutattak, hogy
azok az anyagok, amelyek a p53inpl repressziojat eredményezték sokkal hatasosabbnak
bizonyultak, illetve alkalmazasukat kovetden szignifikdnsan alacsonyabb volt a daganat
kigjulasanak lehetdsége. Eredményeink szerint a klinikai gyakorlatban is alkalmazott TMZ
kezelés soran nem, illetve csak kis mértékben csokkent a tp53inpl szintje. Ezzel szemben
két tobbszordsen telitetlen zsirsav, a DHA és az AA esetében azt tapasztaltuk, hogy
alkalmazasuk soran nagymértékben csokken a p53inp kifejez6dése. Mind ezek az
eredmények, mint a kordbban végzett vizsgalatok felvetik annak lehetdségét, hogy a
tp53inpl és szabalyoz6 molekulai potencialis targetként szerepelhetnek egy 0j tumorellenes
anyag fejlesztése soran.

Az integrin béta 3 (itgh3) génje egy olyan sejtfelszini proteint kodol, amely az
extracellularis stimulusokra adott sejtvalaszban jatszik szerepet. Tumorokban betoltott
szerepét szamos daganattipus esetén vizsgaltak mar €s expresszio-valtozasat tobb esetben is
sikeriilt Osszefliggésbe hozni a tumorsejtek kemoterapias szerekkel szembeni
érzékenységével. Egy 2011-ben megjelent tanulmanyban (71) koreai kutatok glioblasztoma
sejtek BCNU (1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea) kezelést kovetd génexpresszios
valtozasait vizsgaltak. Azt tapasztaltak, hogy mig a BCNU-rezisztens sejtekben az irgh3 gén
rendkiviil alacsony szinten expresszalodik, addig a kezelésre érzékenyek esetében nagy

mennyiségl izggh3 mRNS-t sikeriilt kimutatni. Mindez igazolja az integrin-medialt apoptdzis
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utvonal miikodését €s az itgh3 pro-apoptotikus szerepét ezekben a sejtekben. Ezt az
elméletet tamasztjak ala eredményeink is. A TMZ, a DHA ¢és a GLA kezelés hatasara is
jelentésen megnovekedett a tumorsejtek itgh3 szintje, mig az ezt szabalyozdé miR-30c
esetében 6-8-szoros csokkenést tapasztaltunk a kontoll sejtekhez képest.

Mind a zsirsavak, mind a TMZ kezelés esetében nagymértékben megnétt a
ciklooxigendz 2 (cox-2) expresszidja is. A ciklooxigendzok olyan membrankotdtt hem
tartalmu glikoproteinek, amelyek az arachidonsavak prosztaglandinna torténd atalakitasat
katalizaljak (72). A cox-2 megndvekedett expresszidja a JNK2/c-jun szignaltranszdukcios
utvonalon kereesztiil a prosztaglandinok felhalmozodasat eredményezi, ami a P13-K és az
nrf2 aktivitas csokkentésével oxidativ stresszhez, a kaszpaz-9 aktivaciéjahoz ¢és
apoptozishoz vezet (20. abra). Eredményeink alapjan tobbek kozt ennek a cox-2 medialt

apoptozisnak koszonheto az alkalmazott kezelések tumorellenes hatasa.
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20.abra. A COX-2 szerepe az apoptozis szabalyozasban

Az altalunk vizsgalt egyetlen nem apoptotikus gén a k-ras (kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog). Ez egy olyan GTPaz fehérjét (KRAS) kodol, ami molekularis
kapcsoloként mikodik és aktivalt allapotban olyan receptorokhoz érkezé szignalok
tovabbitasaért felelds, mint a c-RAF, az EGFR vagy a PDGFRA. A fkras gén
daganatsejtekben betoltott szerepét elsoként vastagbéltumorok esetében vizsgaltak.
Kimutattak, hogy ezekben a daganatokban rendkiviil gyakran a kras egy mutans formaja

van jelen, ami a GTPaz aktivitds folyamatos miikddését eredményezi (73). Az ilyen KRAS
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mutans proteint termeld daganatok esetében a hagyomanyos EGFR-gatlason alapuld
kemoterapia teljesen hatastalan, sOt ronthatja a talélést, igy a kras biomarkerként
hasznalhat6 a megfeleld terapia kivalasztasahoz (74). Agytumorokban a Ras szignalizacios
utvonal hasonld miikddését, illetve a kras overexpressziojat is megfigyelteék mar (75), arra
vonatkozdan azonban még nincs adat, hogy a kiilonb6z6 glioblasztoma ellenes kezelések
hatasara hogyan valtozik meg a gén kifejezodése. Kisérleteink soran mind a TMZ, mind a
zsirsavak hatasara rendkiviil magas indukciot tapasztaltunk a kras gén, illetve nagymértéki
repressziot az ezt szabalyozo miR-143 esetében.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal
torténd kezelés hatdsara szdmos olyan miRNS és mRNS expresszidja megvaltozik,
amelyeket valamely apoptotikus utvonal szerepldjeként mar kordbban azonositottak.
Bebizonyitottuk azt is, hogy az altalunk alkalmazott tobbszordsen telitetlen zsirsavak a
temozolomidhoz hasonlé hatast fejtenek ki, azaz olyan génexpresszios valtozasokat

indukélnak glioblasztoma sejtekben, amelyek azok pusztuldsdhoz vezetnek.

5.3 Tobbszorosen telitetlen zsirsavak mRNS és miRNS expressziora gyakorolt

hatasanak vizsgalata patkanyokon

A tobbszordsen telitetlen zsirsavak jotékony hatdsat klinikai vizsgdlatok igazoltak
kardiovaszkularis, gyulladasos, illetve daganatos megbetegedések esetén. Ennek ellenére
még a mai napig nem teljesen ismertek azok a molekularis folyamatok, illetve gének sem,
amelyekre a tobbszordsen telitetlen zsirsavak egészséges szovetben is hatast gyakorolnak.
Kisérleteink soran tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal (EPA, DHA, DPA) etetett
patkanyokban vizsgaltuk azon molekularis valtozasokat, amelyek vélhetden Gsszefliggésben
allnak ezzel a specialis étrenddel. Az allatokat 4 csoportra osztottuk és minden csoportot két
hétig egy adott zsirsavval, illetve a kontrollként hasznalt étolajjal kiegészitett tappal etettiink
(100 mg PUFA/ nap). Két hét utan az allatokat terminaltuk és az eltavolitott sziv €s
majszovetbol meghataroztuk az mRNS és miRNS szinten bekdvetkezett valtozasokat. A

négy vizsgalati csoportban csoportonként 5, 6sszesen 20 allatot vizsgaltunk.
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5.3.1 PUFA-tartalmu étrend hatdsa miRNS expressziora

Els¢ 1épésben 112 miRNS molekula PUFA kezelés hatdsdra bekovetkezd
expresszios valtozasait vizsgaltuk nagy ateresztoképességli nanokapillaris QRT-PCR
technikaval. A kezelések hatasara a 112 vizsgalt miRNS molekula koziil 54 mutatott
szignifikans valtozast. Az értékelés soran csak azokat az eredményeket vettiik figyelembe,
amelyeknél a Ct értékek 26 alatt maradtak, mivel efolott az OpenArray modszer
megbizhatosaga és reprodukalhatosadga nagymértékben lecsdkken, illetve az ismételt futasok
kozti szords magas. A kisérleti csoportok kozott szignifikdns expresszids eltérést mutatd
miRNS-ek azonositasara Student’s t tesztet végeztiink. A teljes miRNS panel vizsgalatat
tartalmazo eredményeket az 2. kiegészitd tablazat tartalmazza.

Az OpenArray adatok alapjan 8 szignifikdnsan magas vagy alacsony expresszids
szintet mutatd miRNS-t valasztottunk ki tovabbi validalasra. Ezek expresszio-valtozasat
TagMan alapi QRT-PCR technikdval vizsgaltuk, ugyanazokb6l az RNS mintakbol
kiindulva, amelyeket a nanokapillaris reakciok soran is hasznaltunk. Az OpenArray
adatoknak megfeleléen mind a 8 vizsgalt miRNS esetében sikeriilt megerdsiteni az

expresszio-valtozast a kontroll mintdkhoz képest.

5.3.2 PUFA-tartalmu étrend hatisa mRNS expressziora

A valtozast mutatd miRNS-ek funkcidjanak megértéséhez elengedhetetlen a
potencialis cél mRNS-ek bioinformatikai mddszerekkel torténd azonositasa. A target gének
kivalasztasa soran a legszélesebb korben alkalmazott miRNS adatbazisok eredményeit
vettilk figyelembe. fgy a potencialis targetek azonositasara a miRBase Targets és a miRo
adatbazisokat alkalmaztuk. Az adatbazisok segitségével a szignifikansan valtozo miRNS-ek
Osszes potencialis cél mRNS-ét azonositottuk. A tovabbiakban ezt a listat szovet-, illetve
folyamatspecifikusan sziikitettiik, elsdsorban azokra a génekre koncentrdlva, amelyek
oxidativ stresszben, zsirsavak transzportjaban, illetve gyogyszermolekulakra adott valasz
kivaltasaban jatszanak szerepet (10.tablazat). Ezzel a megkozelitéssel a cél mRNS-ek
szamat végil 30-ra csokkentettiik. Expresszio-valtozasukat QRT-PCR technikaval
vizsgaltuk. Az eredmények normalizalasdhoz a széles korben alkalmazott gapdh
kontrollgént alkalmaztuk, amelynek expresszios értékei a kiillonbozd csoportok kozott

rendkiviil alacsony szorast mutattak.
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Szabalyozo miBNS Célgének
- korondriabetegségek | miR-126, miR-148a, miR-150 APOAS, ITGB3, PECAM1
:J-; hipertenzid miR-133b LEPR
= miokardidlis infarktus miR-133b INSR, SELP, CXCL12, LPL
= atherosclerosis miR-148a. miR-200a, miR-205 [ ESR1. PPARA, PAFAH1B1, VEGFA
= © magas triglicerid miR-148a, miR-200a ABCA1, SELE, PCK1
5 - apoptézis miR-200a BAGH
£ anti-apoptdzis miR-24 PIM2
5 oxidativ stressz miR-107 GPX3
? angiogensazis miR-148a EP300, ACVRA1
gyogyszenalasz miR-150 CCLS
= hepatitis B miR-148a ESR1
= hepatitis C miR-21 FAS
= magas triglicerid miR-126 APDAS
= cirdzis miR-126, miR-107 IRS1, GPX1
é ® bilirubin cholelithiazis miR-21 FAS
fé: gydgyszenadlasz miR-107 ACOX1
£ gyulladas miR-133b CxCL12
z lipoprotein transzport miR-200a APOL2
& lipid metabolizmus miR-133b, miR-107 SGMS2, ACOX1, LYPLAZ

10.tablazat. PUFA kezelés hatasara valtozast mutatéo miRNS célgénjeinek listaja

5.3.3 Ertékeles és diszkusszio — szivszovet

A szivszovetben szignifikans eltérést mutatd miRNS-ek koziil 6tot (miR-126, miR-

133b, miR-148a, miR-150, miR-200a) valasztottunk ki tovabbi validalas céljabol. A miRNS
expresszios eredmények megerdsitéséhez olyan gének vizsgalatat végeztiikk el, amelyek a
kisérleteink soran valtozast mutatd miR-ek célpontjaiként ismertek. Ennek soran tizenkét
olyan gént sikeriilt detektalni, melyek expresszid valtozasa ellentétes irany( az ezeket

szabalyozo miRNS esetében észlelt valtozassal (21.abra).
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21. abra. Génexpresszios valtozasok a szivben PUFA-tartalmi étrend hatasara.
Az abra a 12 gén expresszios valtozasait (,,fold change”) mutatja, az ezeket szabalyoz6

miRNS-ekkel korrelalva a kiilonbozo kezelések esetében.

Rendkiviil hasonlo expresszio-valtozast detektaltunk a miR-126 és a miR-148a esetében.
Mig DPA ¢és EPA kezelés hatasara mindkét miRNS esetében indukciot tapasztaltunk, addig
a DHA-tartalmu étrenden tartott allatok esetében jelentdsen lecsokkent ezek termelddése a
szivszovetben. A miR-126 egy kizardlag endotél sejtekben expresszaldédd miRNS molekula,
amely mind a kapillarisokban, mind a nagyobb erekben rendkiviil nagy mennyiségben
expresszalodik, ezaltal kulcsszerepet jatszik az angiogenezist szabdlyozé molekularis
folyamatokban (76). Ismert célmolekulai kozé tartoznak olyan szignaltranszdukcios é€s
sejtciklus szabalyoz6 gének, mint az irsl, crk, apoa5, toml valamint a vegfa (77).
Represszidjat szamos patologias folyamatban megfigyelték mar, ugy mint 2-es tipusa
diabétesz, miokardialis infarktus, illetve kiilonb6zé daganatos betegségek: tiido-, prosztata-,
hagyholyag- és vastagbélrak esetében is (78). Mivel két kiilonbozé zsirsav kezelés hatasara
is expressziojanak jelentds ndvekedését tapasztaltunk, igy megvizsgaltuk két — a miR-126
szabdlyozéasa ald es6 — gén mikodését is: ezek a mar kordbban targyalt inzulin receptor
szubsztrat 1 (irsl) és az apolipoprotein A-V (apoald). Az apoa5 gén egy olyan
apolipoproteint kodol, amely meghatarozo szerepet jatszik a plazma triglicerid szintjének
szabalyozéasaban, ezaltal rendellenes mikodése noveli a koronariabetegségek kialakulasanak

kockazatat. Eredményeink alapjan a tobbszordsen telitetlen zsirsavakban gazdag diéta
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nagymeértékben csokkenti termelddését. Mig az apoa5 mRNS szintjének valtozasa teljes
mértékben korrelalt a miR-126 expressziojanak valtozasaival, addig az irs/ esetében ezt
csak DHA és DPA kezelés esetén sikeriilt igazolni.

A miR-148a szabalyoz6 szerepérél a mai napig rendkiviill kevés informacio all
rendelkezésre. Vizsgdlataink sordn eltérd expressziét mutatott a kiilonb6zd zsirsavak
alkalmazasa soran. Mig EPA kezelés hatasara kifejez6dése kozel négyszeresére nott, addig
a DHA kezelés esetében expresszidja hasonld aranyban csokkent a kontroll mintakhoz
viszonyitva. Mivel sem funcioja, ssm mRNS célpontjai nem ismertek, igy eredményeink
validalasara az abcal gént hasznaltunk, amely az Aaltalunk alkalmazott predikcios
algoritmusok mindegyike szerint a miR-148a lehetséges célmolekulaja. Eredményeink is ezt
az elméletet igazoltdk, mivel az abcal expresszid-valtozasa mindkét kezelés esetében
korrelalt a miR-148a szintjének valtozasaval.

A miR-133b eddigi vizsgalatok eredményei alapjan csak izomszovetekben
targetjei kozé tartoznak a hcn2, valamint a kcngl kalium csatorna gének, illetve a cxcl/12 is
(79). Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy myokardialis infaktus kovetkeztében, a miR-
133b szintje nagymértékben lecsokken, amely Osszefiiggésben all az ezaltal szabalyozott
fesziiltségfliggd kalium csatorna gének expresszidjanak novekedésével (80). Kisérleteink
soran a miR-133b volt az egyetlen olyan miRNS a szivben, amely mindharom PUFA
kezelés hatasara overexpresszalt allapotba keriilt. Mindez alatimasztja azt az elméletet,
miszerint a tobbszOrdsen telitetlen zsirsavak kardioprotektiv hatasuak lehetnek.
Eredményeink igazoldsara egy mar validalt target, a cxc//2 gén mikodését vizsgaltuk,
melynek expresszidvaltozdsa azonban nem minden esetben korreldlt a miR-133b esetén
detektalt csokkenéssel. Ennek magyarazata lehet, hogy a cxc/l2 szamos mas miRNS
szabalyozasa alatt is all, illetve, hogy ennek a génnek vélhetéen nincs kardioprotektiv
szerepe, igy a szivben detektalt expressziovaltozasa fiiggetlen a PUFA kezeléstdl.

A miR-200a egyike volt a legnagyobb mértékii valtozast mutatdé miRNS-eknek, annak
ellenére, hogy a szivmiikddésben betoltott szerepérdl nem all rendelkezésre informacio. Az
1. kromoszoman elhelyezked6 gén expresszio-valtozasat eddig elsdsorban kiilonbozo
daganatos megbetegedések soran észlelték, mint példaul melandéma, tiid6-, hasnyalmirigy-,

gyomor-, illetve prosztatarak. Ezekben kivétel nélkiill azt tapasztaltak, hogy a
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megndvekedett miR-200a expresszid metasztazisok képzodését prediktalja (81). A mir-200a
kisérleteink soran mindharom PUFA kezelés hatasara represszalt allapotba keriilt, ezzel
parhuzamosan pedig a szabalyozasa ald esd gének kozil 4 mikodésében észleltiink
szignifikans indukciot. Ezek kozil is kiemelkedd jelentdségii lehet a sele és a sejtmagi
receptorok kozé tartozo ppara. Az E-selectin (sele) egy olyan sejtadhézidos molekula, amely
kizarolag endothél sejtekben expresszalodik és elsésorban gyulladasos folyamatokban
jatszik szerepet. Ezenkivil a szérumban mért koncentracidja alapjan markerként
hasznalhat6 atherosclerosis, magas vérnyomas, illetve korondriabetegségek kimenetelének
elorejelzésére is (82). A pparo egy olyan transzkripcids faktor receptort kodol, amely
kulcsszerepet jatszik a lipid metabolizmusban. Kozremiikodésével olyan gének
aktivalodnak, amelyek a mitokondridlis B-oxidacid folyamatan keresztil eldsegitik a
zsirsavak felvételét, hasznositasat €s lebontasat (83). Bar a ppara szerepe elsdsorban a
majban jelentds, az utobbi években fény deriilt a szivben betoltott extrametabolikus
funkcidira is, igy mint a szivizomban zajlo gyulladdsos folyamatok, illetve az oxidativ

stressz (22.abra).

Gyulladas ‘ Extracellularis matrix
Molekularis Fibrozis
mediatorok LKollagén, MMP

LTNF-q, IL-1, IL-6, T
a Oxidativ stressz
COX-2

Antioxidans hatas
LNF-KkB és c-JUN

transzkripcios aktivitas

Proliferacié
LAKt, GSK3B -
L LCDKN2A aktivitas
Foszforilacié

. Angiogenezis
INFAT, protein o
o LVEGFA jelatvitel
szintézis

{MnSOD aktivitas

22.abra. PPAR altal szabalyozott nem-metabolikus folyamatok 6sszefoglalasa

A miR-200a-hoz hasonléan mindharom zsirsav kezelés esetében repressziot figyeltiink
szerepet jatszanak az Ossejtek differencialédasaban, illetve megakariocitak keletkezésének
szabalyozasaban. Expressziovaltozasat megfigyelttk mar melanéma, limfoma ¢és
hepatocellularis karcindma sejtekben is, de a legnagyobb, tobb mint Gtvenszeres indukciot
osteosarcoma sejtek esetében detektaltadk (84). Szivben betdltott szerepét még nem

vizsgaltak, azonban myocardialis infarktuson atesett paciensek esetében azt tapasztaltak,
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hogy expresszidja jelentdsen megnd (85). A zsirsavak hatdsdra tapasztalt represszid
igazolasdhoz négy potencialis mRNS targetet teszteltiink le, melyek koziil haromnal az
eredmények minden kezelés esetében korrelaltak. Az itgh3 (cd61) és a pecaml (cd31)
gének olyan fehérjéket kodolnak, amelyeknek kiilonb6z6 szignaltranszdukcids folyamatok
medialasa révén, tobbek kozt az angiogenezis szabalyozasaban jatszanak szerepet. Mindkét
gén esetében szignifikdns overexpressziot tapasztaltunk az olajsavval etetett allatokhoz
képest. Megvizsgaltuk a hasonlosagkeresé algoritmusok alapjan szintén a miR-150
szabalyozasa ala es® tnf expressziojat is. Kisérleteink soran ez volt az egyetlen olyan
vizsgalt gén, ahol a mRNS szinten mért valtozdsok egyetlen kezelés esetében sem

korrelaltak a szabalyoz6é miRNS esetében mért adatokkal.

5.3.4 Ertékelés és diszkusszié — mdjszévet

A majszovetben szignifikans valtozast mutatdé miRNS-ek kozil hetet (miR-21, miR-
107, miR-126, miR-133b, miR-148a, miR-200a, miR-205) valasztottunk ki tovabbi validalas
céljabol. A szivszovethez hasonldan itt is minden esetben sikeriilt megerdsiteni az
expresszio-valtozast. A miR expresszids eredmények igazolasara olyan gének vizsgalatat is
elvégeztiik, amelyek a kisérleteink soran valtozast mutaté miR-ek célpontjaiként ismertek.
Ennek soran tizenkét olyan gént sikeriilt detektalni, melyek expresszid-valtozasa ellentétes

iranya az ezeket szabalyozd6 miRNS esetében észlelt valtozassal (23.abra).
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23. abra. Génexpresszios valtozasok a majban PUFA-tartalmu étrend hatasara.
Az abra a 12 gén expresszios valtozasait (,,fold change”) mutatja, az ezeket szabalyoz6

miRNS-ekkel korrelalva a kiilonboz6 kezelések esetében.
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A szivszdvethez hasonloan itt is jelentds valtozast tapasztaltunk a miR-126, a miR-
133b, a miR-148a és a miR-200a esetében. Mig a szivszovetben a miR-126 és a miR-148a
expresszidja szignifikdnsan megnétt, addig a majban minden esetben nagymértéki
csokkenést tapasztaltunk. Az eredményekkel tokéletesen korreldl az ezen két miRNS kozos
szabalyozasa alatt allo apoa’ esetében detektalt indukcio is. Mig a szivben detektalt apoas
szint csokkenés egyértelmii bizonyitéka a tobbszdrdsen telitetlen zsirsavak kardioprotektiv
hatdsdnak, addig irodalmi adatok alapjan az itt mért apolipoprotein indukcid szintén
pozitivan befolyasolja a majmiikodést. Apolipoproteinek expresszids valtozasat vizsgald
tanulmanyok kimutattak, hogy a majsejtek rendkiviil j6 regeneracios képessége részben a
majsériilést kovetd elsd néhany oraban zajld apolipoprotein-A-V indukcionak kdszonhetd
(86).

A legnagyobb mértékii indukciot, a szivhez hasonldan itt is a miR-133b esetében
észleltiik. Overexpresszidja drasztikus csokkenést eredményezett a maj P-szelektin (selp)
szintjében, kiilonosen a DHA-val etetett allatok esetében. A P-szelektin (CD62) egy olyan
adhéziés membranprotein mely csak az aktivalt trombocitak és endotelsejtek felszinén
jelenik meg. A trombocitdkban a P-szelektint az alfa-granulumok tartalmazzdk, melyek
tapasztalt pozitiv valtozasok kozé sorolhatd a selp represszidja is, hiszen a P-szelektin
normalis koriimények kozott csak igen kis mennyiségben mutathaté ki a vérlemezkék
felszinén. Megnovekedett expresszioja altalaban valamilyen gyulladasos folyamatra,
cirrozisra vagy daganatra utal (87).

Mind a sziv, mind a majszovetben erdsen represszalt allapotba keriilt a miR-200a,
amely szamos, a lipid metabolizmusban, illetve transzportban szerepet jatszdo gén
szabalyozasat végzi. A gyulladasos folyamatok markereként is hasznalt sele DHA és DPA
kezelés esetén is overexpresszalt allapotba keriilt, korrelalva a miRNS szinten mért
valtozasokkal. A zsirsavak transzportjat végzo apolipoprotein L2 (apol2) esetében kozel 6-
szoros kiillonbséget detekaltunk a PUFA-tartalmu diétan és a kontroll (olajsavval etetett)
allatok kozt. Az apol2 szerepér6l a mai napig rendkiviil kevés informacio all rendelkezésre.
Globalis génexpresszios vizsgalatok kimutattak, hogy legnagyobb mennyiségben a tiidoben,

a pancreasban ¢és az agyban van jelen (88). Eredményeink alapjadn az apol2, olyan lipid
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transzport folyamatokban jatszik kulcsszerepet, amelyek specifikusan a tobbszordsen
telitetlen zsirsavak szallitasaban, illetve lebontasaban alapvetd fontossaguak.

A miR-107 esetében tapasztaltuk a legnagyobb mértékii repressziot mindharom
kezelés soran. Represszidja mellett megfigyelhetd volt a szabalyozéasa alatt allo
lizofoszfolipaz A3 (lypla3) indukcidja is. A lypla3 egy olyan proteint kédol, amely a
vérplazmaban HDL-hez kotédve, a lizofoszfatidilkolin atalakitasat végzi. Magas zsirsav
tartalmi étrend esetén, koncentracidjanak hirtelen emelkedését mar korabban is
megfigyelték, mind m4dj, mind zsirszovetben. Ez felveti annak lehetdségét, hogy funkcidja
nem csak a zsirsavak lebontdsa, hanem azok tarolasanak regulacidja is (89). Szintén a miR-
107 szabalyozasa alatt all az acoxl is, amely a zsirsavak B-oxidacidjanak elsd 1épését
katalizald peroxiszomalis acil-KoA oxidaz 1 enzimet kodolja. Mint a zsirsavlebontas egyik
kulcsenzime, expresszidjanak novekedése elengedhetetlen a magas zsirsav tartalmu étrend
hatdséra, ami egyben igazolja a miRNS szinten detektalt eredményeinket is.

Ugyancsak mindharom zsirsav kezelés esetében represszalt allapotba keriilt a miR-21 és
a miR-221, illetve ezzel parhuzamosan indukciot detekaltunk az ezek altal regulalt fas
esetében. A miR-21 az egyik legtobbet tanulményozott miRNS, amelynek indukciojat
Osszefliggésbe hoztak mar koronariabetegségek, miokardialis infarktus, majcirrozis, illetve
hepatocellularis karcinoma kialakulasaval is (90, 91). Mivel validalt célpontjai kozott
szamos tumorszupresszor gén szerepel, igy a miRNS alapt gyogyszerkutatasnak is egyik {6
célpontja lett. fgy a tobbszordsen telitetlen zsirsavak jotékony hatdsat timasztja ala az is,
hogy az olajsavval etetett allatokhoz viszonyitva, a PUFA-tartalmu étrenden tartott allatok
miR-21 szintje szignifikdnsan csdkkent.

Alulmiikodést figyeltiink meg az elsdsorban a vegfa gén szabalyozojaként ismert
miR-205 esetében is. A vegfa egy olyan szignal proteint kodol, amely az angiogenezis
stimulalasat segiti el6. Sériilések, megnovekedett fizikai aktivitas, illetve érelzarodas esetén
vegfa kisérletesen validalt szabalyozoja a miR-126 is, amely szintén csokkent expressziods
értékeket mutatott mindharom kezelés esetében. A miR-205 funcidja rendkiviil hasonlo a
mar kordbban targyalt miR-21-hez, mivel szdmos tumorszupresszor gén csokkent
mukodéséért felelds, ezaltal indukcidja daganatok kialakulasat, metasztazisok képzodését

eredményezheti (92).
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5.4 Idegsejtek jellemzése miRNS és mRNS mintazat alapjan

Az idegsejtek molekularis jellemzésének legnagyobb problémaja, hogy az
expresszios vizsgalatok viszonylag nagy mennyiségli mintat igényelnek, ami ritka
idegsejtek esetén altalaban nem hozzaférhetd. Ezért célunk olyan technikdk optimalizalasa

volt, amely lehet6vé teszi mar egyetlen sejt génexpresszids mintazatanak vizsgalatat is.

5.4.1 ldegsejtek molekularis jellemzése: modszerfejlesztés

A sejtek, elektrofiziologiai jellemzOk (tiizelési mintdzat) alapjan torténd
csoportositasat Dr. Tamas Gabor és csoportja végezte patch clamp technikaval (93). A
karakterizalast kovetden a citoplazmat sejtenként elkiilonitve gytjtotték le. Az igy kapott
sejtextraktumok RNS tartalmanak reverz transzkripciojahoz szamos protokollt teszteltiink
(11.tablazat). Mivel egyetlen sejt total RNS tartalma 0,1 pg és 1 pg kozotti tartomanyban
van, igy egy kivételtdl eltekintve, még a kifejezetten kis mennyiségii nukleinsav izolalasra
alkalmas kitek esetében sem kaptunk pozitiv eredményt. A legjobb eredményeket minden
reverz transzkripcidos modszer esetében a kozvetlen atirds, tehat az RNS tisztitdsi 1épés
elhagyasa mellett kaptuk. A reverz transzkripcid soran random primert, poliT primert,
illetve génspecifikus primereket alkalmaztunk. A legoptimalisabban miikddé modszer a
kozvetlen atirds volt SuperScript III (Invitrogen) vagy CycleScript enzim (Bioneer),
génspecifikus primerek és modositott pufferkoncentracio alkalmazasaval. Ebben a két
esetben a kapott cDNS alkalmas volt mind miRNS, mind mRNS expresszi6 vizsgalatara

egysejt-QRT-PCR (scPCR), illetve digitalis PCR (dPCR) technikaval is.

cDNS atirds -
AB.' Fermentas |BioRad RT| Bioneer Blonee_r Invitrogen
Archive : : .. | CycleScript
3 Maxima RT | Supermix | CycleScript 3 s S5
RNS izolalas Kit optimalizalt
Epicentre ArrayPure = = = = = =
2 : * *
Ambion RHAgueous Kit = = = =
Qiagen - Rneasy Micro Kit - - - - - -
: 0 iy * *H FH *EE FEE
nincs (direkt atiras) =

11.tablazat Egysejt génexpresszio vizsgalata soran alkalmazott protokollok
Az egyes modszereket a reverz transzkripciot kovetden, minden esetben haztartasi gének (gapdh,
hprt, rps18) QRT-PCR vizsgalata alapjan rangsoroltuk: -: nincs mérhet6 jel, *: gyenge, **: kdzepes,

*E*: j6 mindségl jel.
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A két fenti mddszer hatranya, hogy az atirast kovetden rendelkezésre allo cDNS
mennyiség minddssze egyetlen QRT-PCR reakcidora elegendd. Mivel a ritkdbb
interneuronok  gyiijtése rendkiviill iddigényes, igy a kovetkezd Iépésben olyan
preamplifikacios protokollokat teszteltiink, amelyek lehetévé teszik tobb, akar 20-100 gén
vizsgalatat is egyetlen sejten. Ahogy a 24. abran lathatd, a preamplifikacié alkalmazasaval a

parhuzamosan vizsgalhatd gének szama mellett a fluoreszcens jel intenziasa is megnott.

24.abra Rps18 gén expresszidjanak vizsgalata piramissejtekben QRT-PCR technikaval.
A. Piramissejt rps18 expresszio.

B. Piramissejt rpsi8 expresszio 14 ciklus preamplifikaciot kdvetoen.

A legoptimalisabban miikodd preamplifikdcidos protokollt a ciklusszam és az
alkalmazott primerek szamanak valtoztatasa mellett valasztottuk ki. Azt tapasztaltuk, hogy
egyetlen sejten parhuzamosan legfeljebb 20 gén, illetve miRNS vizsgalhatd, mivel efolott
mar jelentésen megnd a probak kozti kereszthibridizacio esélye, ezaltal az eredmények
megbizhatosaga csokken.

Az interneuronok expresszids mintdzatanak tanulmanyozéasara elsé 1épésben minden
esetben scPCR technikat alkalmaztunk, majd ezt kdvetden a szignifikdnsan valtozé gének
vizsgalatat a QRT-PCR-nél joval érzékenyebb digitalis PCR-rel végeztiikk (25.abra). Az
scPCR ¢és a dPCR vizsgalatok soran minden esetben 5-12 bioldgiai parhuzamost futtattunk
¢s ezek eredményeibdl szamitottuk ki az atlag Ct, atlag kopiaszam, valamint a szoras

értékeket. Technikai parhuzamosok futtatasara csak azokban az esetekben volt lehet6ség
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ahol elézetes preamplifikaciot is alkalmaztunk (scPCR), amely lehetové tette, hogy egyetlen
sejten akar 20 PCR reakcio futtatasat is.

Single cell QRT-PCR Digital PCR

|

Reverse transcription
(gene specific primers, polyT primer)

Reverse transcription
(gene specific primers, polyT primer)

/ \ OpenArray dPCR upload
With

Without A
preamplification

preamplification (gene specific primers) z
% =&

QRT-PCR

25.abra Neuronok molekularis karakterizalasanak lépései

Mivel a digitalis PCR egy alig néhany éves multra visszatekintd, jelenleg is
folyamatos fejlesztés alatt allo modszer, igy alkalmazasi teriileteinek listaja is folyamatosan
boviil (94, 95, 96). Egyetlen sejt expresszids mintazatanak tanulmanyozasara digitalis PCR-
rel ezidaig alig néhany sikeres probalkozas tortént, és ezekben az esetekben a PCR reakciot
mindig megelézte a minta elézetes amplifikacidja (97, 98). Ez nem csak rendkiviil
iddéigényes ¢€s koltséges, hanem szamos hibalehetoséget is rejt magaban. Az altalunk
optimalizalt és alkalmazott digitalis PCR protokoll eldnye, hogy a reverz transzkripcidt
kovetéen nincs sziikség preamplifikaciora, illetve, hogy a reakciotérfogat minddssze 33
nanoliter, igy a modszer anyag és iddigénye lényegesen kisebb, mint a hagyomanyos QRT-
PCR technikdé. A korabban egysejt génexpressziora alkalmazott protokollok minden
esetben a minta preamplifikaciot kovetd higitasan alapultak. Mi az optimalizalas soran azt
tapasztaltuk, hogy egyetlen sejt RNS tartalma pontosan abba a tartomanyba esik, amely
digitalis PCR-ral detektalhato. Igy a génspecifikus primerekkel torténd reverz transzkripciot
kovetden a mintakat amplifikacid és higitas nélkiil vittiikk fel a chip felszinére. Egy sejt
cDNS-¢ét mindig négy almatrix kdzt osztottuk szét, igy elérve azt az optimalis koncentraciot
(50>molekula/almatrix), amelyben a legkonnyebb a detektalas. Mivel a hagyomanyosan

alkalmazott digitdlis PCR protokoll esetében a vartnal kevesebb jelet kaptunk, igy
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megismételtiik a kisérleteket a primer koncentracio valtoztatasaval. Azt tapasztaltuk, hogy a
protokoll altal javasolt primer koncentracid kétszeresére novelésével, nem csak a detektalt
jelek szama né meg nagymértékben, hanem a fluoreszcencia intenzitas is. Ahogy a 26.
abran lathat6, mig a hagyomanyos protokoll hasznalataval egy sejtben atlagosan 10-12
darab rps/8 mRNS-t detekaltunk, addig az optimalizalt modszerrel ez a szam 35-40 koriil
van (n=5). Az abra 3. és 6. oszlopaban lathato, hogy a mddszerek esetén alkalmazott negativ
kontroll mintakon egyik esetben sem kaptunk pozitiv jelet, ami azt bizonyitja, hogy a
megemelt primer koncentracié csak a modszer érzékenységét noveli meg, a fals pozitiv

talalatok szamat nem.

538719 1025961

426515 i 1 1l 810569
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26.abra Digitalis PCR protokoll optimalizalasa
Rpsi8 vizsgalata a hagyomanyos (A) és az optimalizalt (B) protokoll alkalmazasaval: piramis (1, 4)
¢és neurogliaform (2, 5) sejtekben és templat nélkiili kontroll mintakon (3, 6). Minden oszlop (4
almatrix) egy sejtnek felel meg. Mindkét modszer esetében jol mérhetd volt a két sejttipus rpsi8
szintje, azonban az altalunk optimalizalt protokoll (4 5, 6) esetében lényegesen megnétt a modszer

érzékenysége és szignifikansan tobb jel volt detektalhatd, mint a hagyomanyos (1, 2, 3) moédszerrel.
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5.4.2 ldegsejtek molekuladris karakterizalasa mRNS expresszio alapjan

A neuronok génexpresszids mintazatdnak vizsgalatdhoz alkalmazott PCR alapt
modszereket elsOként az egyik legszélesebb korben alkalmazott kontrollgénnel, a Aprt-vel
probaltuk optimalizalni. Ehhez templatként kétféle interneuront: neurogliaform (NGF) és
fast spiker (FS) sejteket, valamint kontrollként piramissejteket (PC) hasznaltunk. Mind a
SC-QPCR, mind a dPCR mérések soran rendkiviil nagy expresszids kiilonbségeket
tapasztaltunk a 3 vizsgalt sejttipus kozott (27.abra). Eredményeinket irodalmi adatokkal
osszevetve (99, 100) megallapithato, hogy agyi iszkémia, asztrocitoma, illetve kiilonbozo
neurodegenerativ korképek sordn kordbban is tapasztaltdk mar a hprt szignifikdns
expressziovaltozasat. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy agyszdveten végzett vizsgalatokhoz
a hprt nem megfeleld haztartasi gén, igy a tovabbiakban a neuronok vizsgalata soran az

rpsi8-at alkalmaztuk.
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27. abra Kontrollgének expressziojanak dsszehasonlitasa single-cell QRT-PCR technikaval
A. rps18 expresszio NGF, FS és piramissejteken.
B. hprt expresszido NGF, FS és piramissejteken.

A moédszer mukodésének tovabbi igazolasara elvégeztik az egyetlen olyan
biomarker vizsgalatat is, amelynek piramissejtek és interneuronok kozti expresszio eltérését
mar kordbban bizonyitottak. Irodalmi adatok alapjan az npy piramissejtekben is kifejezédik,

am lényegesen kisebb mennyiségben, mint a neurogliaform sejtekben. Els6 1épésben SC-
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QPCR technikaval megvizsgaltuk az npy kifejez6dését mindkét sejttipusban (n=5). Az
eredményeket minden esetben az rpsi8 értékekhez képest normalizalva, a két sejttipus
kozott 3 ciklus kiilonbséget tapasztaltunk, ami 8-szoros expresszios eltérésnek felel meg.
Eredményeinket a dPCR mérések is alatdmasztottak, a neurogliaform sejtekben mért npy

szint esetben legalabb haromszorosa volt a piramissejtek esetében tapasztaltnak (28.abra).

=
o
]

BXX23 - Ct

28.4bra Neuronok génexpresszios alapu osztalyozasa: npy expresszio mérése:

A) SC-QPCR: NGF és PC sejtekben. (Ct értékek: PC: 35,99; NGF: 32,12)

B) dPCR: 1-3: rpsi8 expresszio NGF (1), PC (2) és negativ kontroll (3), (p<0,05)
4-6: npy expresszié NGF (4), PC (5) és negativ kontroll (6) mintakban.

A 3 vizsgalt sejttipus (NGF, FS, PC) kozti legfobb kiilonbség az altaluk hasznalt
neurotranszmitterek és ioncsatornak kiilonb6zoségébol adodik, igy mRNS szinten az ezeket
kodold génekre helyeztiikk a hangsulyt. llyenek példaul a gabrd, nkccl, kec2, gadl és a
kenk6. A fentiek koziil a neuronok osztalyozasanak egyik legigéretesebb markere lehet a
gabrd (gamma-aminovajsav, delta receptor). A gamma-aminovajsav az emlés agy legfobb
gatldé neurotranszmittere, amely a GABA-A receptorokon keresztiil fejti ki hatasat. Ezek

olyan ligand-fliggé klorid csatornak, amelyek 5 alegységbdl allnak, a gabrd gén a komplex
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negyedik alegységét kodolja. A GABA-A receptorok jelenlétét a kiilonbozd idegsejt
tipusokban eddig csak funkcionalisan vizsgaltak, és jelenlétét az altalunk karakterizalni
kivant neuronok koziil csak neurogliaform sejtekben sikeriilt kimutatni (101). Egy korabbi
kisérletsorozat részeként mar elvégeztiik piramissejtek és neurogliaform interneuronok
génexpresszids mintazatdnak Osszehasonlitdisdt DNS-chip technikdval. Akkor azt
tapasztaltuk, hogy bar a GABA-A receptorok jelenléte fehérjeszinten nem detektalhato,
ennek ellenére kis mennyiségben piramissejtekben is kimutathat6 a gabrd kifejezodése.

A 29. 4dbra neurogliaform, fast spiker és piramis sejtek gabrd expresszidjat abrazolja.
A neurogliaform sejtekben (1-3) atlagosan 34 gabrd mRNS molekulat szamoltunk meg, mig
ez a fast spiker (4-7) neuronokban 7, a piramissejtekben (8-11) pedig 2 darab volt.

BaO(22 - Ct

29.abra Neuronok génexpresszio alapu klasszifikacioja dPCR technikaval
1-3: NGF-gabrd, 4-7: FS gabrd, 8-11: PC gabrd, 12: negativ kontroll gabrd.

A korabbiakhoz hasonldéan eredményeinket hagyomany SC-PCR technikaval is
igazoltuk, amely mindharom sejttipusban a fentiekhez hasonld eredményt adott. Az
értékeket ebben az esetben is az rps/8 kontrollgénhez normalizalva, a harom sejttipus
esetében mért Ct értékek atlaga a kovetkezd volt: NGF: 27,88; FS: 34,88; PC: 37,43.
(p=0.5).

Eredményeink mind a korabbi microarray, mind a SC-PCR és dPCR esetében azt
igazoljak, hogy a GABA-A receptorok egyediil neurogliaform sejtekben fordulnak el6 nagy
mennyiségben, illetve expressziojuk csak ezek esetében konstitutiv. A kordbbi
feltételezésekkel szemben azonban kisérleteink igazoltak, hogy bizonyos esetekben, kis

mennyiségben a masik két sejttipusban is detektalhato a gabrd kifejezodése.
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5.4.3 Idegsejtek molekularis jellemzése miRNS expresszio alapjan

Az mRNS markerek vizsgalata mellett, célunk volt az idegsejtek miRNS
expresszidjanak meghatarozasa is. Olyan marker molekulakat kerestiink, amelyek hasonloan
fejezddnek ki az altalunk vizsgélt sejtekben, igy kontrollgénként hasznalhatok, illetve
amelyek eltérd expresszidjuk révén alkalmasak a neuronok osztalyozasara. Elsé 1épésben
olyan miRNS-ek szlirését végeztik el SC-PCR technikdval, amelyek irodalmi adatok
alapjan ioncsatorna, illetve neurotranszmitter gének szabdlyozasdban vesznek részt. Az
mRNS expresszid mérésre hasznalt protokollokkal ellentétben, a miRNS-ek esetében
elengedhetetlennek bizonyult a minta preamplifikacidja. Az eldzetes sziirés alapjan 3

miRNS molekulat valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokhoz (30. abra).

ct ct ot
*1 ) *1 miR-132 =7 miR-204
0{ miR-7 2 1
= P N =1 P N il P N
2 2198 | 22,15 24 258 | 2559 24 2671 | 211
15 21,56 | 21,99 15 1 26,29 | 278 154 25,68 | 2073
101 23,18 | 22,05 1 2536 | 2597 bl 2525 | 21,15
54 54 54
22,83 | 22.55 26,46 | 2591 3064 | 2189

o o (1]

1 N P N P N

30.abra Neuronok miRNS expresszio alapa klasszifikacioja SC-PCR technikaval
Piramis (P) és neurogliaform (N) sejtek expresszios kiilonbségei (n=4) miR-7, miR-132 és

miR-204 vizsgalata soran.

A miR-7 és a miR-132 esetében nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget az
interneuronok ¢€s a piramissejtek kozt, igy felmeriil annak lehetésége, hogy ez a két miRNS
megfeleld kontrollgén lehet a neuronok osztilyozasa sordn. Ezzel szemben a miR-204
atlagosan 5 ciklus kiilonbséget mutatott a két sejttipus kozott (p<0,05), igy vélhetden olyan
gének szabalyozasaban vesz részt, amelyek specifikusan a neurogliaform sejtek
mikodésében jatszanak szerepet. A miR-204 szerepérdl és miikodésérdl rendkiviil kevés
informécid 4ll rendelkezésre. Target predikcios algoritmusok alapjan valoszintisitett target
génjei koziil a mai napig egyet sem validaltak. Expressziovaltozasat megfigyelték mar
hasnyalmirigy és gyomorrdk sejtekben, illetve apoptotikus folyamatokban (102, 103).

Emlds idegrendszerben betoltott szerepét ezidaig nem vizsgaltak, azonban potencialis
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targetjei kozt olyan gének szerepelnek, mint a neuralis differencidcidoban szerepet jatszo
hoxc8, neurogl, vagy a kloridion fliggd csatornak mikodésében résztvevo gabrb3.

A miR-7, miR-132 és a miR-204 esetében tapasztalt valtozasokat dPCR technikaval
is validaltuk. Ahogy a mRNS dPCR esetében itt sem volt sziikség preamplifikaciora, igy az
itt kapott értékek is minden esetben megfeleltethetdk az adott sejt miRNS szintjének, mivel
nem kell szdmolni az RNS felamplifikdldsdbol szarmazod hibalehetdségekkel. A SC-PCR
méréseknek megfeleléen sem a miR-7, sem a miR-132 esetében nem tapasztaltunk
szignifikans valtozast a két sejttipus kozott (31. abra). A neurogliaform sejteknél a miR-7
esetében detektalt kopiaszam atlagosan 25, mig a miR-132 esetében 28 volt. Hasonld
értékeket kaptunk a piramissejtek miRNS tartalmanak mérése soran is: miR-7-bol 30, mig a
miR-132-bol 28 molekulat szamoltunk meg sejtenként, ami alatimasztva a SC-PCR
eredményeket, arra utal, hogy mindkét miRNS megfeleld kontrollgén lehet akar a sejtek

HTS miRNS expresszié monitorozasa soran is.

31.4bra Neuronok miRNS expresszio vizsgalata dPCR-ral.
A) miR-132 (5-8) és miR-7 (9-12) expresszio PC (5, 6, 9, 10) és NGF (7, 8, 11, 12) sejtekben.
B) miR-204 expresszio PC (9, 10) és NGF (11, 12) sejtekben.

A miR-204 esetében is sikeres volt korabbi eredményeink digitalis-alapt validalasa.
Mig piramissejtekben atlagosan 15, addig a neurogliaform neuronokban 40 kopiat
detektaltunk sejtenként. Mindez azt jelenti, hogy a miR-204 vélhetéen szerepet jatszik olyan
Tovabbi terveink kozott szerepel olyan potencidlis miR-204 targetgének vizsgalata, amelyek

magyarazatot adhatnak a neurogliaform sejtek kozponti szabalyozo szerepére.
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6. KOVETKEZTETESEK

Munkank soran az elsdk kozott vizsgaltuk a tobbszordsen telitetlen zsirsavak miRNS
expressziora gyakorolt hatasat glioblasztoma sejteken, valamint sziv és majszoveten. Ennek
soran olyan miRNS markereket azonositottunk, amelyek magyarazattal szolgalhatnak a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak kozismerten jotékony hatasara. A miRNS-ek vizsgalatahoz
elsd lépésben egy olyan izolald technikat dolgoztunk ki, amely lehetévé teszi ezek
detektalasat fibrozus szovetekben is. A valtozdst mutatd6 miRNS-ek célmolekuldinak
vizsgalataval olyan utvonalakat tartunk fel, amelyek a megvaltozott poszttranszkripcios
szabalyozas révén szerepet jatszhatnak a PUFA-k hatdsmechanizmusaban, igy a jovoben
terapias célpontot jelenthetnek.

Eredményeinket az alabbi pontokban foglalhatjuk dssze:

e Az altalunk optimalizalt miRNS izolald modszer megoldast jelent a kisméreti RNS
molekulak fibrozus szovetekbol torténd izolalasara. Az igy nyert nagy tisztasagu minta
lényegesen megnoveli a miRNS expressziot vizsgald modszerek érzékenységét, amelyet
DNS-chip, QRT-PCR ¢s HTS nanokapillaris PCR technikéval is igazoltunk.

e Glioblasztoma sejtekben nagy ateresztoképességli TagMan PCR technikdval dsszesen
19 miRNS esetében mutattunk ki szignifikans eltérést a kisérleti csoportok kozott.

e A PUFA kezelés hatasara a tumorsejtekben 6 miRNS-t validaltunk a potencialis
targetgének vizsgalataval is. Ezek expresszios eltérései alapjan a miR-16, miR-20b, miR-22,
miR-30c, miR-143 és a miR-145 kiemelkedd szerepet jatszhatnak a tumorsejtek PUFA-
kezelés hatasara észlelt apoptdzisa soran.

e QRT-PCR modszerrel 9 mRNS szignifikdns eltérését detektdltuk. Minden esetben
korrelaciot tapasztaltunk az ezeket szabalyozd6 miRNS-nél észlelt vatozasokkal is.
Eredményeink alapjan a PUFA-k tumorellenes hatdsaban kulcsszerepet jatszo gének: bcl2,
kras, irsl, irs2, cox2, sirtl, tp53inpl, itgh3, ccndl.

¢ Mind mRNS, mind miRNS szinten kimutattuk, hogy a tobbszdérdsen telitetlen zsirsavak
hatasara bekovetkezd génexpresszids valtozasok rendkiviil hasonléak a glioblasztoma
kezelése soran évek ota sikerrel alkalmazott temozolomid 4ltal kivaltott hatdsokhoz.

e A tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal etetett allatok esetében a szivben 5, mig a majban

7 miRNS esetében detektaltunk szignifikdns valtozast, amelyeket cél mRNS-ek

73



vizsgalataval validaltunk. Ezek alapjan a tobbszorOsen telitetlen zsirsavak egészséges
szivszovetben szignifikans valtozast okoznak a miR-126, miR-133b, miR-148a, miR-150,
miR-200a, valamint az irsl, apoal, ccl5, cxcll2, tnf, ppara, pecaml ¢és a sele
expresszidjaban. A majban valtozast mutatdé miRNS-ek koziil a legjelentésebbek a miR-21,
miR-107, miR-126, miR-133b, miR-148a, miR-200a, és a miR-205, mig a szabalyozasuk ala
esé gének koziil kiemelkedd jelentdségli lehet az irsi, vegfa, sele, selp, fas, gpxl, acoxl,
apoal, apol2 és a lypla3.

e Annak ellenére, hogy a két, tobbszordsen telitetlen zsirsavak hatdsat vizsgalo
kisérletsorozatot rendkiviil eltérd koriilmények kozott €s mintdkon végeztiik, az eredmények
Osszehasonlitasa soran talaltunk mind a miRNS, mind a target mRNS molekuldk kozott
olyanokat, amelyek expresszioja PUFA kezelés hatdsara, minden esetben valtozast mutat.
Az miRNS-ek koziil ilyen a miR-30c, miR-143, miR-125b és a miR-200a, mig a mRNS
targetek koziil minden esetben indukciot észleltiink az irs/ esetében.

o Idegsejteken végzett kisérleteink 1j tavlatokat nyitnak meg az egysejt expresszios
vizsgalatokban, hiszen az éltalunk optimalizalt reverz transzkripcios, amplifikacids, illetve
PCR-alapi mddszerek mind alkalmasak génexpresszié meghatarozasra akar 0,1-1 pg RNS-
boél kiindulva is. A dPCR technika minden eddig alkalmazott moddszernél jobban
reprodukalhatd adatokat biztositott. Ez nemcsak a modszer érzékenységének koszonheto,
hanem az eléamplifikacio elhagyasabol adodo fals pozitiv taldlatok kisziirésének is.

e A dPCR protokoll optimalizdlasaval, alkalmassa tettilk azt egyetlen idegsejt
génexpresszidjanak meghatarozasara is. A protokoll altal javasolt TagMan primer
koncentracido novelésével, nem csak a detektalt jelek szdma né meg nagymértékben, hanem
a fluoreszcencia intenzitas is.

e Az egysejt génexpresszids profil meghatarozas elsé 1épéseként olyan mRNS és miRNS
markereket azonositottunk, amelyek megbizhatdé kontrollgénként mikodhetnek az
agykéregben talalhatd neuronok vizsgalata soran. Méréseinkkel mRNS szinten is igazoltuk
az eddig csak funkciondlisan vizsgalt GABA-A receptor jelenlétét neurogliaform sejtekben,

illetve ennek potencialis biomarker szerepét.
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7. OSSZEFOGLALAS

Bevezetés

A mikro RNS-ek olyan 17-25 nukleotid hosszisagii molekuldk, amelyek nem
kodolnak fehérjét, de mRNS kolcsonhatasuk révén hatdssal vannak a sejtek miikodésére. A
miRNS-ek tobb alapvetd sejtélettani folyamatban meghatarozo szerepet jatszanak, mint
példaul a sejtproliferacio, differenciacio, apoptozis szabalyozas. Expressziojuk kiilonbozo
korfolyamatok soran megvaltozhat. Maig szamos tumortipus esetében irtak le jellemzo
miRNS expresszids mintazatot, amely bizonytalan diagnézis esetén jelentOsen
megkonnyitheti a daganat osztalyozasat, illetve a betegség kimenetelének eldrejelzését.
Ezenkiviil szakirodalmi adatok igazoljak azt is, hogy a miRNS-ek szabalyozo szerepet
toltenek be a kiilonbozoé citotoxikus anyagokkal szembeni szenzitivitis/rezisztencia
kialakitasaban. Daganatokban az €ép szdovethez képest eltérden kifejez6d6 miRNS-ek a
klasszikus onkogén-tumorszupresszor vonal alapjan osztalyozhatok. Azaz a tumorszdvetben
fokozott expressziot mutatd miR-ek onkogén (onkomiR), mig a represszaltak
tumorszupresszor tulajdonsaguak. Mivel az in silico becslések alapjan a miRNS-ek
egyszerre akar tobb szaz protoonkogén €s tumorszupresszor tulajdonsagu célmolekulat is
szabalyozhatnak, igy daganatképzésben betoltott szerepiik tisztazdsdhoz elengedhetetlen
célpontjaik és azok bioldgiai funkcidjanak azonositasa is.

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA) tobb élettani funkciot toltenek be az
emlds szervezetben. Jelentds hatast gyakorolnak a génexpressziora, szabalyozva a négy
transzkripcios faktor csaladot, tovabba fontos szerepet jatszanak gyulladascsokkentd és
antiproliferativ metabolitok generacidjaban, ezzel moduldlva az immunvalaszt. A
tobbszorosen telitetlen zsirsavak koziil a legjelentdsebbek az EPA, a DHA ¢és a GLA,
melyek élettani hatasa tobbiranyu. Kozvetleniil hatnak a zsiranyagcserére, részt vesznek a
sejtmembranok felépitésében, hormonszeri hatast fejtenek ki, valamint kardioprotektiv
hatastiak. Bar a tobbszordsen telitetlen zsirsavakat évek ota alkalmazzak kiegészitd
terapiaként kiilonb6zo gyulladasos, valamint daganatos betegségek esetén, ennek ellenére
még mindig nem teljesen ismertek azok a molekularis mechanizmusok, melyek a pozitiv

hatas kivaltasaban szerepet jatszanak.
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Célkitiizés

Munkank célja olyan miRNS molekuldk azonositdsa volt, amelyek szerepet
jatszanak az apoptozis folyamataban, kiilonboz6 citotoxikus anyagokkal szembeni
szenzitivitas/rezisztencia kialakitasaban, valamint néhany specialis funkciot betolto idegse;jt
mikodésében. Ehhez els6 1€épésben olyan genomikai modszerek optimalizalasat tiztiik ki
célul, amelyek segitségével fibrozus szovetekbol is nagy mennyiségli és tiszta miRNS
nyerhetd ki. Ugyancsak 10j modszerek kidolgozasara volt sziikség az ,egy sejt”
génexpresszids profil meghatdrozasahoz is, kiilonos tekintettel a sejtekben taldlhatdé mRNS
¢s miRNS molekulak szamanak meghatarozasara.
A vizsgalatokat ezek alapjan 4 csoportra osztottuk:

1) Fibrozus szovetekre is alkalmazhato miRNS izolal6 protokoll fejlesztése

Egyre tobb olyan kit kaphatd, amelyek a hagyomanyos szerves oldoszerekkel
torténd extrahalast kombindlva a szilika-membran alapti oszlopos technikaval alkalmasak
tiszta miRNS izolasara. Bar ezek a kitek a legtobb szovettipus esetében kitiinden miikodnek,
egyik sem alkalmas olyan fibrézus szovetekbdl torténd miRNS izolalasra, mint példaul a
sziv vagy a tiid6szovet. Célunk els6dlegesen egy olyan miRNS izolalé6 médszer kidolgozasa
volt, amely a lehetd leggyorsabban, megbizhatd mindségii és viszonylag nagy mennyiségi
mintat képes biztositani az expresszios vizsgalatokhoz.

2) Tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal kezelt glioblasztoma sejtek miRNS és

mRNS expresszios vizsgalata

Annak ellenére, hogy mind in vitro kisérletekben, mind klinikai vizsgalatokban
sikeresen alkalmaztak tobbszorosen telitetlen zsirsavakat glioblasztoma kezelésére, még
mindig nagyon kevés informacid all rendelkezésre ezen anyagok miRNS és mRNS
expressziora gyakorolt hatasairol. Célunk azon miRNS és a ezek szabalyozésa alatt allo
apoptotikus gének vizsgélata volt, amelyek PUFA kezelés hatdsara valtozast muatnak és a
késdbbiekben potencialis timadaspontok lehetnek glioblasztoma sejtekben.

3) Tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal etetett patkanyokbdl izolalt sziv és

majszovet miRNS és mRNS expresszios vizsgalata

Szamos klinikai vizsgalat igazolta, hogy a PUFA-k jotékony hatast fejtenek

kardiovaszkularis, gyulladasos, illetve daganatos megbetegedések esetén is. Célunk azon

génexpresszios valtozasok és biokémiai utvonalak azonositasa volt, amelyek a PUFA
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kezeléssel Osszefliggésbe hozhatok. Ehhez 2 héten at, tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal
kiegészitett étrenden tartott patkanyokat hasznaltunk és HTS modszerekkel vizsgaltuk a
diéta hatasara a szivben €s a majban bekovetkez6 génexpresszios valtozasokat.

4) Idegsejtek jellemzése miRNS és mRNS mintazat alapjan

Az agykéregben elhelyezkedd gatldo intermeuronok molekularis jellemzoirdl a mai
napig rendkiviil kevés informacio all rendelkezésre. Ezek koziil is kiemelkedd jelentdségii
lehetne a kdzponti szabalyoz6 szerepet betoltd neurogliaform sejtek molekularis jellemzése,
mivel ez szamos klinikailag is relevans folyamat (depresszid, alkoholizmus, epilepszia)
megértését segitené. Célunk elsé 1épésben olyan modszerek optimalizalasa és validalasa
volt, amelyek alkalmasak egyetlen sejt molekularis vizsgalatira. Ezt kdvetden olyan
molekularis markerek azonositasat tliztiik ki célul, amelyek segitik a neurogliaform sejtek
tobbi interneurontol vald elkiilonitését, illetve amelyek kulcsfontossaguak lehetnek ezen

specialis sejttipus mikddése soran.

Eredmények

A miRNS expressziés profilt TagMan alapu HTS-nanokapillaris QRT-PCR
technikdval hatdroztuk meg. A prediktalt célpontok listadjat a parhuzamosan elvégzett
miRNS-mRNS expresszios vizsgalatok eredményeinek integrativ elemzésével, szovet,
illetve  sejtvonalspecifikus  target predikciés megkozelitéssel — szlkitettik. A
legszembetiindbb valtozasokat olyan miRNS-ek esetében tapasztaltuk, amelyek az
apoptozis szabalyozasaban jatszanak kulcsszerepet. Ilyen példaul a mindharom sejtvonal
esetében valtozast mutatd miR-34, miR-25, miR-17, miR-26a, miR-29¢c, miR-31, miR-200a
és a miR-206. A temozolomid kezelés hatasara bekdvetkezd valtozasok koziil a miR-182
overexpresszidja €s a miR-16, illetve a miR-183 represszidja a legjelentdsebb, mig a
tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal torténd kezelés esetében elsdsorban a miR-143 szint
csokkenését és a miR-20b indukciojat figyeltik meg. A kezelésekre adott valaszok
kiilonbozosége mellett, kiilonbségeket tapasztaltunk az egyes sejtvonalak kozott is. Ezek az
eltérések a kiilonbozo glioblasztoma sejtvonalakban eltéréen mikodd szignalizacios
utvonalaknak koszonhetdek. Ilyen sejtvonal specifikus valaszt mutatott a miR-125b a
GBMS sejtvonalakban, illetve a miR-197 az U373 sejtek esetében. A miR-145 expresszio-

valtozasa minden esetben jelentds volt, am amig a GBM sejtekben koriilbeliil 6tszords
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csokkenést, addig az U373 sejteknél minden esetben novekvo expressziot tapasztaltunk.
Ugyancsak szignifikdns expresszio-valtozast tapasztaltunk a miR-140, a miR-323 és a miR-
133b esetében is azonban ezt csak az U373 sejtek esetében észleltik. A mRNS expresszios
mérések soran 9 olyan apoptotikus gént sikeriilt detektalni, melyek expresszio-valtozasa
ellentétes iranyu a szabalyozo miR esetében észlelt valtozassal. Ezek a kovetkezok: irsi,
irs2, cox2, ccndl, sirtl, tp53inpl, itgh3, kras és a bcl2. Eredményeink alapjan
megallapithatjuk, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal torténd kezelés hatasara
szamos olyan miRNS ¢és mRNS expresszidja megvaltozik, amelyeket valamely apoptotikus
utvonal szerepldjeként mar kordbban azonositottak. Bebizonyitottuk azt is, hogy az altalunk
alkalmazott tobbszordsen telitetlen zsirsavak a temozolomidhoz hasonlé hatést fejtenek ki,
azaz olyan génexpresszios valtozasokat indukalnak glioblasztoma sejtekben, amelyek azok
apoptozisahoz vezetnek.

A PUF A-tartalmu étrenden tartott allatok esetében a szivszovetben 5 (miR-126, miR-
133b, miR-148a, miR-150, miR-200a), a majszovetben pedig 7 (miR-21, miR-107, miR-126,
miR-133b, miR-148a, miR-200a, miR-205) miRNS szignifikdns expresszios eltéréseit
talaltuk. A miRNS expresszios eredmények megerdsitéséhez olyan gének vizsgalatat is
elvégeztiik, amelyek a kisérleteink soran valtozast mutatd miR-ek targetjeiként ismertek.
Ezek koziil a legjelentosebb valtozast a kovetkezok esetében észleltiik: apoal, irsl, mf, fas,
vegfa, itgh3, sele, selp, ppara, cxcll2, abcal, acoxl, pafahlbl, lypla3. A szivben detektalt
valtozasok az egyik legjelentdsebb az apoal, amely meghatarozo szerepet jatszik a plaza
triglicerid  szintjének szabdlyozasaban, ezaltal rendellenes muikddése noveli a
koronariabetegségek kialakulasdnak kockazatat. Eredményeink alapjan a tobbszordsen
telitetlen zsirsavakban gazdag diéta nagymértékben csokkenti termelddését. Szignifikans
valtozast tapasztaltunk az E-selectin esetében is, amely kizardlag endothél sejtekben
expresszalodik és elsdsorban gyulladasos folyamatokban jatszik szerepet. Ezenkiviil a
szérumban mért koncentracidja alapjan markerként hasznalhatd atherosclerosis, magas
vérmyomas, illetve koronariabetegségek kimenetelének eldrejelzésére. A PUFA diéta
hatdséra tapasztalt pozitiv valtozdsok koz¢é sorolhaté a majban a selp represszidja, mivel
ennek terméke normalis koriimények kozott csak igen kis mennyiségben mutathatd ki a
vérlemezkék felszinén. Megnovekedett expresszidja altaldban valamilyen gyulladdsos

folyamatra, cirrozisra vagy daganatra utal.
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Az idegsejteken végzett vizsgalatok elsé 1épéseként sikeresen optimalizaltunk olyan
protokollokat, amelyek alkalmasak egyetlen sejtb6l torténd mRNS és miRNS izolalasara,
egyetlen sejt RNS tartalmanak direkt vagy indirekt reverz transzkripciojara, illetve az atirt
cDNS preamplifikalasara. Ezt kdvetden olyan digitalis és valos idejii PCR protokollokat
optimalizaltunk, amelyek segitségével egyetlen sejten parhuzamosan akar 10 gén analizise
is elvégezhetd. Céljaink kozt szerepelt a kiemelkedd jelentdségli neurogliaform interneuron
molekularis  karakterizalasa, illetve génexpresszidos mintazatanak 0Osszehasonlitasa
piramissejtekkel. Digitalis PCR alkalmazasaval mindkét sejttipusban meghataroztuk harom
miRNS ¢és négy mRNS molekula kopiaszamat. A mRNS szinten végzett vizsgalatok
eredményei alapjan a hprt idegsejtek esetében nem alkalmazhaté kontrollgénként, mivel
expresszidja jelentdsen eltér az egyes sejttipusok kozott, igy eredményeink
normalizalasdhoz rpsi8 gént hasznaltunk. Az altalunk vizsgalt gének kozil a gabrd és a
miR-204 esetében tapasztaltunk olyan mértékii expresszié kiilonbséget, amely alapjan ezek

markerként hasznalhatok a neurogliaform sejtek elkiilonitése soran.
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8. SUMMARY

Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are single-stranded short non-coding RNA molecules of
about 20-22 nucleotides in length, which usually repress gene expression by binding at the
3’UTR region of target gene. However the function of most miRNAs is not well known,
many miRNAs have been found to associate with apoptosis and cancer, suggesting they
function as oncogene or tumor suppressor gene. The global role of miRNA function in the
heart has also been analyzed, and it has been revealed that miRNAs play an essential role
during the heart development. In addition miRNA expression profiling studies demonstrate
that expression levels of specific miRNAs change in diseased human hearts, pointing to
their involvement in cardiomyopathies. Recent miRNA research advances showed great
potential for the development of novel biomarkers and therapeutic targets.

The nutritionally essential polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are fatty acids that
contain more than one double bond in their backbone. PUFAs are involved in many
biological functions including inflammatory response, cell membrane structure and function,
cell signaling transduction pathways, regulation of transcription, fetal growth and
development, retinal function, and brain development. Small amounts of very long chain
PUFA with a chain length of 22 carbons or more are present in many animal tissues,
especially in the testis, retina, brain, and liver. There are three major types of PUFAs that
are ingested in foods and used by the body: alpha-lipoic acid (ALA), eicosapentaenoic acid
(EPA), and docosahexaenoic acid (DHA). Evidence from cellular and molecular research
studies indicates that the cardioprotective and antitumor effects of PUFAs result from a
synergism between multiple, intricate mechanisms that involve antiinflammation,
proresolving lipid mediators, modulation of cardiac ion channels, reduction of triglycerides,
influence on membrane microdomains and downstream cell signaling pathways. However
PUFAs are being used for years as a complementary therapy in case of cancer, the
molecular mechanisms by which PUFAs protect or enhance tumor development, has still
not been fully investigated. It has become necessary to determine the roles of fatty acids in

the development of or protection against human cancer.
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Aims of the study
Our aim was to identify miRNA molecules playing a key role in the mechanism of
apoptosis and treatment response in cancer cells and in the action of some special neuron

types. Our experiments can be divided to four groups:

1) Purification of high-quality miRNA from the heart tissue.

Traditionally, miRNA purification relies on organic extraction followed by alcohol
precipitation, however, much of the small RNAs are lost during this procedure. Several
companies developed special purification kits for miRNAs that employ organic extraction
followed by binding and purification of small RNAs on a silica fiber matrix. However
reproducible expression analysis of miRNAs is highly dependent on the quality of the RNA,
none of the commercially available kits are specialized to fibrotic tissues, such as the
myocardial tissue. Therefore our aim was to develop an optimized miRNA purification

protocol for fibrosuos tissues.

2) MiRNA and mRNA profile of PUFA treated glioma cells

Previous studies showed that certain polyunsaturated fatty acids, especially y-
linolenic acids have tumoricidal action against glioma cells both in vitro and in vivo.
Understanding how the signaling pathways involved in surviving and inducing cell death of
different glioma cells are regulated during PUFA treatment is important for the development
of more effective tumor therapies. To date, no data is available as to the effect of different
PUFAs on miRNA expression in glioblastoma cells. Our aim was to analyze the miRNA
expression changes of three different glioma cells treated with three different PUFAs (GLA,
AA and DHA) and temozolomide as a chemotherapeutic agent currently used in glioma

treatment.

3) Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on liver and heart miRNA expression.

However several clinical studies have confirmed that PUFAs are efficacious in case
of cardivascular, inflammatory and cancerous diseases, it’s still unknown how are these
influence the gene expression pattern of the cells. Our aim was to identify the gene

expression changes and biochemical pathways, that are influenced by PUFA treatment.
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4) Classifying interneurons by single cell gene expression profiling

Individual cells exhibit a large degree of variability in their gene expression profile.
Whole-cell patch-clamp recording enables detecting electrophysiological signals from
neurons and total RNA can be harvested into the patch pipette from the same cells.
Subsequent nucleic acid amplification techniques can provide gene expression
measurements on electrophysiologically characterized cells. Our aim was to optimize
methods for determining mRNA or miRNA expression in single neurons after patch-clamp
recording at a single molecule level by using high-density nanocapillary digital PCR. With
the combination of dPCR and patch-clamp techniques, our aim was to assess mRNA and

miRNA expression pattern of three neuron types.

Results and discussion
1) Purification of high-quality micro RNA from the heart tissue

We optimized a miRNA purification protocol based on an existing kit which was
originally developed for paraffin embedded tissue preparations, but was not appropriate for
fibrotic tissues. Using the same tissue as starting material we made total RNA purification
with the traditional Trizol protocol, as well as Trizol protocol but inserting an extra step to
proteolitically digest the muscle fibers with Proteinase K treatment. We also used silica-
column based, commercially available miRNA purification kit from Roche as a control. The
essence of our new method relies on efficient proteolytic digestion of fibrotic tissue and a
two-step purification protocol, which at first separate the total RNA including miRNAs,
then on anew column miRNA is further purified by an additional elution.MiRNA obtained
by our novel protocol gave more reproducible results in quantitative real-time PCR (QRT-
PCR) analysis and more significant calls in DNA microarray analysis. that resulted in a

significantly higher miRNA yield as compared to other methods in the literature.

2) MiRNA and mRNA profile of PUFA treated glioma cells

We investigated the effects of GLA, DHA and AA that are PUFAs. In order to
differentiate specific responses to different PUFAs we analyzed the effect of temozolomide,
which is an oral alkylating agent that is used for the treatment of brain tumors. We have

analyzed the expression of 112 microRNA by using high-throughput, nanocapillary QRT-
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PCR. Most of the miRNA expression changes can be dedicated to the general apoptotic cell
death (with all PUFAs as well as temozolomide), such as mir-34, mir-25, mir-17, mir-26a,
mir-29c¢, mir-31, mir-200a, mir-206 in the three cell lines tested. The same general effect,
up-regulation of mir-140, mir-323 and mir-133b could be seen but only in U373 cells, but
not in GBM2 nor in GBMS cells. Besides non-specific modification of miRNA expression,
we could detect temozolomide and PUFA treatment-specific alterations in miRNA level. In
case of temozolomide we found specific up-regulation of mir-182, and down-regulation of
mir-16 and mir-183. Mir-143 was found to be repressed and mir-20b was induced by PUFA
treatments. The expression of mir-125b was repressed in GBMS5 cells only, while, mir-197
was up-regulated in U373 cells. The same cell-type specificity could be observed in the case
of mir-206 that was down-regulated in GBM2 cells, but was up-regulated in U373 cells.
These differences in the expression of certain types of miRNAs in response to various
PUFAs by different glioma cells could be due to differences in the signalling pathways in
different types of tumor cell lines, even though the three studied cell lines were
glioblastoma cells.

To confirm the importance of miRNA expression regulation during apoptosis, we
listed the target genes of most of the miRNAs that were changed upon PUFA or
temozolomide treatment. Most of the targets of the differentially expressed miRNAs in
response to PUFA treatment were apoptotic genes. It is likely that the exhibited changes in
miRNAs are as a consequence of apoptosis. This is supported by the fact that most of the
mRNAs that are altered in response to PUFAs and temozolomide as noted in the present
study are regulated by 9 miRNAs that can be classified as apoptosis-specific genes.
Furthermore, most of the genes are overlapping, suggesting the existence of parallel
regulatory pathways. These genes are the following: irsl, irs2, cox2, ccndl, sirtl, tp53inpl,
itgh3, kras és a bcl2.

Understanding how the signaling pathways involved in surviving and inducing cell
death of different glioma cells are regulated during PUFA treatment is important for the
development of more effective tumor therapies including PUFAs alone or in combination
with other drugs. In the present study, we focued on microRNA expression changes, as
microRNAs are currently being recognized to have central role in the regulation of the

expression of key gene families that are involved in cell physiology and the fate of cancer
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cells. In conclusion, we could demonstrate that in response to different PUFAs the
expression of miRNA and the expression of their target mRNA coding genes were
differentially altered. Most of the regulated genes could be classified as apoptotic genes and
were up-regulated by PUFAs and temozolomide, while the same treatment resulted in
repression of corresponding miRNAs. From these results, we conclude that PUFAs trigger

apoptosis in glioma cells by regulating miRNA and their corresponding gene expressions.

3) Effects of dietary polyunsaturated fatty acids on liver and heart miRNA expression.

The PUFA experiments were carried out on rats to determine the miRNA expression
changes in the heart and liver. We observed significant changes in the expression level of 8
miRNA species. In the heart we observed significant miRNA expression changes in the case
of 5 miRNAs (miR-126, miR-133b, miR-148a, miR-150, miR-200a), while in the liver we
observed significant changes in the case of the 8 following miRNAs: miR-21, miR-107,
miR-126, miR-133b, miR-148a, miR-200a and miR-205. To confirm our results we
determined the expression changes of the target genes of the differentially expressed
miRNAs. These targets are vital genes, playing a key role in apoptosis, angiogenesis and
lipid metabolism. These genes are the following: apoas, irsl, tnf, fas, vegfa, itgh3, sele, selp,
ppara, cxcll2, abcal, acoxl, pafahlbl, lypla3.

According to our results apoa5 and sele exhibited a significant repression due to
PUFA treatment in the heart. The apoal is an important determinant of plasma triglyceride
levels, a major risk factor for coronary artery disease. It is a component of several
lipoprotein fractions including VLDL, HDL, chylomicrons.

Selectin-E (sele) is expressed only on the surface of endothelial cells. During
inflammation, sele plays an important part in recruiting leukocytes to the site of injury. In
cases of elevated blood glucose levels, such as in sepsis, E-selectin expression is higher than
normal, resulting in greater microvascular permeability. E-selectin is also an emerging
biomarker for the metastatic potential of some cancers and for hypertonia or atherosclerosis.

In the liver we have shown that PUFA treatment inhibits the expression of selectin P
(selp). P-selectin plays an essential role in the initial recruitment of leukocytes to the site of
injury during inflammation. According to previous studies, induction of selp gene predicts

inflammation, liver cirrhosis or cancer.
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In conclusion, we could demonstrate that in response to different PUFAs the
expression of miRNA and the expression of their target mRNA coding genes were
differentially altered. Most of the regulated genes are involved in cell adhesion,
angiogenesis and lipid metabolism and were up-regulated by PUFAs, while the same

treatment resulted in repression of corresponding miRNAs.

4) Classifying interneurons by single cell gene expression profiling

Population-average expression survey of more than one cell provides an incomplete
picture on individual variations of physiological state, biomarker distribution or gene
expression profile. With single-cell gene expression profiling one can study heterogeneity
among and within cell types. However, analyzing limited number of transcripts with the
most often used tecnology, QRT-PCR reaches its limit, when less than 2-fold expression
changes should be determined. M. Therefore, although one can reliably infer qualitative
trends from these gene expression results, it is difficult if not impossible to generate
quantitative transcriptional data of single cells. The introduction of systematic errors in
determining the exact number of RNA molecules with traditional QRT-PCR can be
circumvented by using digital PCR. To demonstrate the utility, reproducibility and
sensitivity of our dPCR protocol, the expression of a house-keeping gene (rpsi§), two
possible cell-type specific marker genes (npy and gabrd) and three miRNA genes (miR-7,
miR-132, miR-204) were recorded by dPCR from individual cellular aspirates from three
different neuron types: pyramid cells (Pc), fast-spiking interneurons (Fs) and neurogliaform
cells (Ngf). To confirm dPCR data for mRNA and miRNA expression of single neurons
after patch-clamp recording, classical single cell QRT-PCR was also run in case of all genes
on all the three neuron types used in this study. According to our data we found no
altrerations in the expression of rps/8 gene. Expression of gabrd was specific to
neurogliaform cells, significantly lower expression could be detected in fast spiking cells,
and no amplification could be recorded in case of pyramidal cells.

To understand the role of miRNAs in different neuronal processes, including
pathological alterations, there must be an understanding of how different miRNAs express
in different cell types. The copy number of miR-7 and miR-132 molecules was determined

in neurogliaform, pyramidal cells and in fast-spiking neurons and found to be equally
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expressed in all cells. We found that the expression of miR-204 was induced in
neurogliaform cells, we measured significantly lower expression in pyramidal cells.

In summary, the combination of patch-clamp recording and high-density
nanocapillary dPCR protocols is an effective and sensitive approach for determining mRNA
or miRNA expression in single neurons at a single molecule resolution. With the presented
method one can identify individual genes participating in the establishment and
maintenance of particular neuronal phenotypes, deconvolve different neuronal cell types
and discover the exact distribution or variability of gene expression profiles of the
electrophysiologically phenotyped cells more precisely than classical single cell QRT-PCR

could achieve.
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GBM2 GBMS uir3

ASEAY ARADD | AASD DHMDCJDHASMGLAiDdGLASﬂ TMZ100) AR1DD| AASD DHM'DdDH.I’.SD GL.I’.lDDlGLA&ﬂI'I'MZlDDI ARADD | AASD DHMDM DHASD |GLA1 GLASI)I'I'MZlM
1 =3-let-Ta 027|006 | 005 (nd | 015 [ 080 | 062 | 035 [-030| 070 | 045 | 004 | 018 0,83 | nd. | nd. | n.d. nd. [ nd. | nd. | nd.
2 s3-lat-Th 0.3 | 031 | 074 (-006| nd. (nd. | -860 | nd [nd | nd. | nd. | -1,93 | -0.B4| -B.47 | nd. | -0.34 | -1.57 | -0.72 [ -2.54 | -0.58 [ -1.21
3 sa-let-To 036|063 058 (027|102 (040 | 083 | 073|074 078 | 043 | 341 | -237| 1.0 | 062 | 0.56 | 049 | 032 | -1.86 | 113 [ 0,89
4 =a-let-Td 039 | 016) 057 (081|025 (024 037 | 199 [ 183 [ 173 | 200 | 011 | 057 | 052 | 208 | 191 | 0.28 | 047 [ 006 | 065 | 051
3 salet-Te 104 (058 | 044 | 034 433 | 155 | 057 [ 433 | 240 ) 4,30 [ 125 | 250 | -273| -267 | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. n.d.
[ =3-let-TH 078|041 | 032 (027 025(053 | 025 |-257|036( 1,34 | 405| nd. | nd. | 0,23 nd. | nd. nd. [ nd. n.d.
7 =3-let-Tg 088 |05 | nd. [nd | nd [nd | nd | 042|045 [ 1,41 | 162 | 008 | 0,88| 2,40 -2.82| 313 2,86 [ nd. -6.08
8 =3-miR-1 425|447 033 (084 | 038 (045 | D46 | D44 | 070 | D48 | -D.50 | 066 | 0.44 | 6,16 nd. | nd. nd. [ nd. n.d.
8 hsa-miR-100 nd. | nd | nd. | nd | nd. |nd | nd | nd. [nd |-25 |-267| 165 | nd. | 0.7 | nd. | nd. | nd. nd. | -1.147 n.d.
10 =a-miR-101 nd. |nd | nd. | nd. | nd |nd | nd |[nd [nd [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. 224 [ nd. [-275 | -211
1 =3-miR-103 [ -0.68|-0.29| -1.23 [ 0,35 -0.78 [ -0.70 [ <100 | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 0,63 | 0,64 | n.d. 1,57 | -1.35 | nd. | -1.85
12| hss-miR-10% (068 | 034| 008 (063 (023 (000 ( 003 | 254 | 094 | 116 | 0BT | 041 | 080 | 036 | 070 | 0.25 | nd. nd. [ nd. | nd. | nd.
13 =3-miR-108s [ 017 | 0.79| 183 [ -345( 080 (081 058 | 057 | 048 | 005 | 011 | nd. | nd. | 188 | 041 | 081 | nd. [ -273 | -3.22 | nd. | -3.97
14| hsz-miR-1050 | 066 | 0,88 | 2,46 (200 042 (044 | 428 | 242 | 053 [ 404 | 459 | 288 |08 | 056 (038 | 03| nd. | nd. | 48 | nd. | nd
15| hss-mi-R*07T (030|006| 073 (035|044 | 005( 056 | 046 | 091 | 2,30 | 2585 | nd. | nd. | nd. | 0,27 | 0,48 | nd. nd. | 192 | nd. | -243
16 =s-miR-10z (046|047 | 058 (0582|006 |-006( 0,23 | 044 | D43 | 0,27 | 0,54 | 010 | 0,44 | 040 | 081 | 037 | 3,76 | 0,35 | 0,88 | 0,24 | 1,54
17| hss-miR-10b (044 | 045| 040 [ 075 041 | 007 035 | 004 | 062 | -0.51 | 0.04 | -1.83 | -2.08| 0.36 | nd. | nd. | 0. 0,25 | 305 | 0,50 | -D.74
18 =3-miR-122 | 070 | 100 | 0.80 | -1.00( -0.08 | 0.05( 0.44 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. | nd. [ nd.
18| hss-miR-1250 (073 [ 0.01| 031 (067 [ nd. [ nd. [ nd. | -451|-380| 448 | -1.80 | 407 | nd. | -240 | nd. | n.d. | nd. nd. [ nd. | nd. | nd.
20 ss-miR-12% (-080|-0.21| -837 [-499( -0.53 [-013( -0.16 | 0.78 | 0.52 | 0.52 | 066 | -0.66 | 0,52 | -3.66 | 0.82 | 0,11 | n.d. nd. | -1.86 | nd. | -1.16
21 =3-miR-127 | 056 | 0.76| nd. [ nd. [ 087 | 066 050 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. n.d.
22| hss-miR-128s (122035 | 052 (004 [ 018 [-021| 030 | 096 [ 057 [ 076 | 055 | 1.24 | nd. | -3.20 | 040 | 0.08 | nd. | -2.48 [ -3.83 -1.87
23 szmiR-12% | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd [nd | nd | nd [nd | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 0,3 | 0.06| nd. [ nd. | 873 n.d.
24 zz-miR-120z | 0,76 [ 0,05 | n.d. nd. | 021|008 0,5 | nd. | nd. nd. n.d. n.d. nd. | nd. | nd. n.d. nd. nd. n.d.
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25 =3-miR-132 [ 088 | 006| nd. [nd [ 048 [ 085 | 0,84 | nd. [ nd. nd. | 073 [-040( 0,40 [ 3,88 | 282 | 2,84 2,88 | 236 1,67
7 =3-miR-132z (019 | 064 | 087 (037|007 (061 | 078 | 023 012( 032 ) 036 | 015 | 0.44] 0,83 | 0.2 | 011 | 0,60 | 0,03 | -0.08 0,135
28 =3-miR-132b [ nd. | nd. | nd. [ nd. [ nd. [ nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 0,32 | 0,81 | 0,67 | 007 | 070 | 0,04 2,02
23| h=s-miR-1252 (nd. | nd. | 140 | nd. [ nd. | nd. | -165 | nd. | nd. | nd. [ nd. [ nd. | nd. | nd. | -0.68) 0.52 | 0.04 | -0.43 | n.d. 0.1
30 sa-miR-138 nd | nd | nd. |nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd. n.d.
30 sa-miR-138 nd. |nd | nd. |nd | nd |nd | nd [nd [nd [ nd. | nd. | nd. | nd. i nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd. | nd. [ nd.
H sa-miR-137 nd. |nd | nd |nd | nd |nd | nd. |[nd [nd [ nd. | nd | nd |nd i nd | 006 |-0.3%] -0.38 [ -0.51 | 0,10 | -0.63 | D78
32| hss-miR-138 223 |037) 035 |nd | -080|-031]| 072 [ nd. [-206| nd. |-424 | D87 |-0.85:! -D.08 | 388 | 341 | 343 378 [ 108 | 0.74 | D46
33| hez-miR-140-3p | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd. | nd. { nd. | 120 | 1,73 | 1,73 176 | 201 | 238 | 1,90
M| hsz-miR-141 057 |0.M4| nd. (nd. [ nd. [nd. | nd. | 024 | 024 nd. | nd. | 0,65 | 0,61} 1,13 | 0,42 | 0,12 | 3,68 3.00 [ 188 | 272 | 1.25
33 128|033 | 152 (080|025 [nd. | 037 | -176|-1530( 118 | 133 | 1,78 | 1,87} 0,14 | 0,68 | 0.73 | 163 271 [ 005 | 0,08 | -D.50
36 =3-miR-145 | -570 | 430| 735 [-237(-272 (026 | 077 | -219|-282 | -235 | -1.35| 001 | 082! nd. | 0,61 | 0,14 | 2,57 243 [ 058 | 160 | 0,53
7 sz-miR-148z (nd. [ nd. | 154 | 086 | 163 | 001| -262 | nd. | nd. | nd. [ nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd nd. | nd. | nd. [ nd.
38| hes-miR-14%b (nd. [nd. | nd. (nd. [ nd. (nd. [ nd. | -080(-085( 099 | D98 | 040 | 028} 0,88 | 024 | 045 | 068 | 0,48 [ D15 | 0,15 [ 0,34
33 s3-mif-148z (040 | 0.4 | nd. | nd. [ nd | nd | 052 | nd. | nd. | nd. [ nd. [ nd. | nd. i nd. | nd. | nd. | nd nd. | nd. | nd. [ nd.
40 =3-miR-14% | 0,47 | 040| 006 (001|087 (060 | 1,20 | -384|-382( 215|118 151 | 006 ! 161 | 088 | 073 | 065 | 037 | 0,85 | 0,87 | 136
Lal hsa-miR-150 nd. | nd | nd. | nd | nd | nd | nd. [ nd. [ nd. nd. | nd. | nd. | .66 nd. | nd nd. | nd. n.d.
41 sa-miR-152 nd. | nd | nd. | nd | nd | nd | nd. [ nd. [ nd. nd. | nd. | nd. i 888 nd. | nd nd. | nd. n.d.
43 =3-miR-152 | 047 | 083 | nd. | nd. [ 0.27 | 040 | nd. | nd. | nd nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd nd. | nd. n.d.
44| hss-miR-155 (053 (033 | 072 | 038 | 006 | 048 | 048 | nd. | n.d. nd. [ nd. [ nd | nd. nd. | nd. nd. [ nd. n.d.
43 =3-miR-15a [ 017 | 006 | 143 [ -116 [ 073 | -0.33 [ -0.56 | 0,08 | .57 0,27 | 077 [ -5.351 -1.62 nd. | nd. nd. [ nd. n.d.
45 =3-miR-15%: [ -0.58 | 047| 078 [ 064 | 066 [ 018 | 060 | -0.40 | 0.4 006 | 270 | 3,801 -2.58 [ nd. | nd. | nd. nd. | nd. | nd. | nd.
A7 =3-miR-18 029|051 | 078 (022 | nd. [ nd. | -378 | nd. | nd. 343 [ 075 [ nd. § 443 [ nd. [ nd. | 004 | 043 | 045 | 0,22 | 187
48 =3-miR-17 1,29 |-1.08) 087 (078|134 [ 029| 128 | 0.4 | D72 0,58 [ 407 [-486) 1,30 [ nd. [ nd. | nd. nd. | nd. | nd. | nd.
43| hss-miR-181z [ nd. [ nd. | nd. | nd | 183 | 075 [ -0.55 | n.d. | n.d. nd. [ 140 (008 { 093 [ 150 (033| 038 | 0,55 | 358 | 3.00 | 0.08
30 =3-miR-182 [ 0,58 | 080| 043 [ 040 [ 031 [ 004 | 2,42 | 022 | 008 | 1,46 | -1.62 | 004 | 060} 1,06 | 0,70 | 0,47 | 0O.81 065 | 0,40 | 0. | 0,23
el =3-miR-183 [ 0,32 | 084| 060 (080 [ nd. (402 [ 408 | 366 | 213 [ nd. | nd. | 045 | 0.22; -3.8% | nd. | nd. | nd. nd. [ nd. | nd. | nd.
52 =3-miR-124 [ 056|014 | 025 | 020 [ nd. | 404 | 040 | nd. | nd. | nd. [ nd. [ nd. | nd. } nd. | nd | nd | 1.5 | nd. [ nd. | nd. | nd.
33 05 |05 | 050 (018 | 073 (073| 004 |-4598| 085|136 | 0341 ) 082 | 057} 003 | 052 | 078 | 039 | 0.58 | 0,45 | 065 [ 0,33
Esl 036|058 | 023 (046|003 [027| D48 (002|079 | 0,58 | 074 | 4,03 | 118} 1,28 | nd. | nd. | n.d. nd. | nd. | nd. | nd.
33 027|083 ) 131 (058|024 [ 043 | 1,28 | 443 [136| 031 | 045 | 100 | 0,23; -2,38 | nd. | nd. | nd. nd. | nd. | nd. | nd.
36 =3-miR-132 nd. | nd. n.d. nd. | nd. | nd. n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | 0,72 | 041 | 0,28 068 | 065 | 00 | 0,26
57 =3-miR-194 nd |nd | nd |[nd | nd |nd | nd [nd [nd [ nd. | nd. | nd. | nd | nd | nd | nd | nd nd. | nd. | nd. [ nd.
58| hss-miR-1%%b (045 | 007| 078 (065 (042|043 [ 181 | D44| 077 | 066 | 041 | 0,51 | 046! 047 | nd. | nd. | nd. nd. [ nd. | nd. | nd.
9 =s-miR-'57 |065|083| 046 (068 | 088|043 | -253 | 040|086 nd. | nd. | 058 | 088! 085 | O,1 | 0,78 | 2,07 1,42 | 257 | 267 | 0,37
[ =3-miR-158 nd. |nd. | nd. [ nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. nd. | 0,03 [-037; 1,68 [ -241 [ 1,80 1,50 | 1,61 | -1,83 | 0,24 | -582
61| hss-miR-1%5s [ 014 [ 0,87| 082 | 087 | nd. | 522 | 1,62 | nd. | n.d. nd. | 260 [-026} 563 [ 077 [-068| 0,25 | 0,81 | 1,48 | 0,02 | 0,85
62 ss-miR-'5%a [ 044 | D47] 072 [ 065| 0,37 [ 0,72 | 0,82 | nd. | nd. nd. | 2,38 [ 0731 050 [ nd. | nd. | nd. nd. [ nd. | nd. | nd.
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62 s3-miR-15b nd. | nd. | nd. [778 | nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd. [ 147 | 068} -227 | nd. [ nd. | nd. | 738 | -285 | 316 | nd.
64 s3-miR-2005 | 3.40 | 362 | nd. [ nd. | 366 | 888 | 0.78 | nd. nd. | nd. | 0.5% | 0,98 { 464 |-B92(-3.53| -5.11 | -7.75 | -2.98 | -5.51 | -4.76
53 sa-miR-200c | -3.74 | 106 | 005 [-012) 1.28 | 0.4 | 0.03 | nd. nd. | nd. [ nd. | nd. i nd. | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. | nd. | nd.
66 sz-miR-202 | 071 | 1,00 | 278 [ 244 | -18.58|-13.08] 473 | nd. nd. | nd. | nd. | nd. { nd. | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. | nd. [ nd.
&7 z3-miR-204 [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd [ 14 |00} 040 [ nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
68| hszmiR-205 | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd. [ nd. | nd. i nd. [ nd. [nd | nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
(3] ss-miR-208 | 0,28 | 0,48 | 2,25 [ 028 | -346 | -2,37 | 422 | nd. | nd nd. | nd. | 225 | 141 200 | nd. [ 242 | -286 | 0,73 | 0,75 | 0,08 [ 4,1
70 ss-miR-208 | 187 | 079 0 (055|128 | -2 44| D46 [ 083 (008 | 345 | 074 | 3,80 | 263 ; 482 | nd. | 1,08 | nd. nd. | nd. | 2,45 | 40,06
71 sz-miR-20s | 076 | 0,58 | 0,62 [ 033 | 180 | -1.60| 032 | 056 0,26 | -0.04 | 0,48 | -325 | 106} -3.06 | nd. | nd. | nd. nd. | nd. [ nd. [ nd.
T2 hz3-miR-20b 358 [ 325 | 041 | 040 | nd. | nd. [ 247 | 411 | 385 | 118 | 1,28 [ 064 | 053 } 086 | 073 | 001 | 262 | 418 | 084 [ 0,20 [ 0.06
73 hez-miR-21 nd. [nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. [ nd. | 063 | 081 | 0,82 | 0,80 [ -202 | -1.18} 0.27 | nd. | n.d. | nd. nd. | nd. | nd. [ nd.
T4 hes-miR-210 | 069 [ -0.23 | -0.74 | -D.43 | 113 | 708 [ 222 | nd. | -442| nd. | nd. [ 033 | -0.33! 085 | 0.67 | -0.15( 031 | -0.20 | 0.83 [ 0.78 [ 0.17
73 hez-miR-214 nd. [nd. | -21% [ nd. | 047 | 065 [ 018 | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. } nd. | 0,591 | 033 [ 0.56 | 0.98 | 0.07 | 0.02 | 0,81
76 sz-miR-21% | 008 | 042 | nd. [nd. | 1,74 | 078 | 0.4 | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. [ nd. nd. | nd. | nd. | nd.
i s5-miR-22 004 | 046 | 057 | 0.85| -3.54 [-227( -3.39 | 408 | 447 -1.86 | 066 | 207 | A 252|223 A2 | 071 | 0.46 | 0.36 | 0.08
78| hss-miR-221 (038|023 007 | 076 0,32 | 0,30 008 | 373 | 1.4 | nd. | nd. | nd. | nd. nd. [ nd nd. | nd. | nd. | nd.
79 ss-miR-222 | 032|041 | 071 [ 085 223 | 216 | 080 | 083 (045 | 0,77 | 0,35 | nd. [-230 nd. [ nd. 478 | nd. | -7,52 | n.d.
20 =3-miR-223 nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. nd. | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. nd. | nd. | nd. | nd.
B s3-miR-224 | 027 | 0,24 | 092 [ D32 | -1.47 | -2.41 | 0,87 nd. | nd. | nd. | nd. 1,37 | 0,35 0380 | 218 | 147 | 0.40
82 sz-miR-23z | 0.26 | 0.87 | nd. [ nd. | -0.58 | 0.9% | 223 006 | 024 | nd. | nd. nd. [ nd. nd. | nd. | nd. [ nd.
83| hss-miR-2Zb | 077 (059 | 2143 | nd. | 0,97 | 0.40| -0.58 nd. | nd. | nd. | nd nd. [ nd nd. | nd. | nd. | nd.
B4 s3-miR-24 326 (318 | nd. | 737 | nd. | nd. [ nd. 065 | -0.64 | 0.75 [ D16 nd. [ nd. | nd. 137 | nd. | 655 [ nd.
B3 262 -115( -4.06 | 1,40 | -200 | -1,22| 127 | -133| 008 | 083 | 015 [ nd. | nd. nd. [ nd. | nd. nd. | nd. | nd. [ nd.
86 sg-miR-28z | 0,87 | -0.09 | 077 (027 | -0.36 | 032 | 0,57 | 3.51 | 396 | 3.59 | 430 | -0.B4 | 0.7 5,66 [ 563 | 169 | 042 | 347 [ nd. [ 285
87| hss-miR-27a [ 006 (007 | 0.42 | 0.58 | 051 | 050 | 049 | 377 | 457 | 384 | 443 | .00 | 057 nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
88 sz-miR-27b | 007 | 0,65 | 047 [ 002| 041 | 005 | 0,47 | D1B| 035 | 082 | 1,22 | nd. | nd. nd. [ nd. | nd. nd. | nd. | nd. [ nd.
i) hzz-miR-283 320 [ 486 | 543 (461 | nd. | nd. [ -547 | nd. [ nd. | 138 | 0,47 | 0,24 | D68 264 043 | nd. 3,38 | 0,36 | 078 | 007
0 sz-mif-230 | 016 | 085 | nd. (nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | -513 | 651 [ nd. | nd. nd. | nd. [ nd. nd. | nd. | nd. | nd.
9| hss-miR-25c | 085 | 089 | 450 (203 [ 475 | -2.06| -241 | nd. | 014 -236 | 182 | -3.83 | 145 nd. | nd. | nd. nd. | nd. | nd.
52 sz-miR-20b | 0,10 | 0,78 | 1,89 [ 1,47 | 0,53 | 0,20 | 0,56 | 000 (036 | 041 | 0,74 | nd. | nd. nd. [ nd. | nd. nd. [ nd. [ nd
93 s3-miR-20c | -2,79 | -2.82 | 4,09 | 493 | -248 | -207 | -2 4,82 | -318 | nd. | nd. -2,50 [ -4.70| nd. 6,85 | nd. [-10,13
94 s3-miR-21 n.d. 015 [ nd. [ nd. | nd. | n.d. nd. | nd. [ -D.16 | 0.00 0,33 [ 0,23 | -4.63 -4,13 | -4.33 | -4.23
85 hsa-miR-32 n.d. . [ nd. | .20 | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. | 064 | 0,48 nd. | nd. [ nd. nd. | nd. [ nd.
56 ss-miR-320 | 0,65 | 0,02 | 0,06 | -D,65| 0,353 | 0,03 | 0,33 nd. | nd. | 0,84 | 0,07 141 [ 1,75 | 1,82 nd. [ nd. [ nd
87 | hzz-miR-323-3p | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | n.d. nd. | nd. | 0,82 | 0,38 181 [ 140 | 162 | 153 | 181 | 2,25 [ 1,92
98 s5-miR-228 nd. (nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. nd. | nd. | -213 | -0.03 -3.04 [ -0.45) -288 | 004 | -0.82 | 0,68 | -1.52
Ll hsa-miR-328 nd. (nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ 0.05 | D15 0,98 (024 ) 085 | 042 | 185 | 237 | 4.5
100 s3-miR-331 nd. [nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ -1,36 | n.d. 0,08 | -064)| 0,42 | 0,20 | 064 | 0,58 | D18
1M =3-miR-335 nd. [nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. 083 [ 010 | 008 | 0,45 | 142 | 062 | 0,27
102 sz-miR-24s | 643 | 588 | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | 0,60 [ 000 | 0,03 | 0,45 | -4.71 [ -3,80 nd. [ nd. | nd. nd. | 384 | nd. [ nd.
103 h=a-miR-272 nd. |nd. | nd. [nd. | nd. |nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. nd. | nd. [ 034 | 024 | 067 | 0,39 | 0.3
104 iR-375 nd. ([nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. nd. [ nd. | 0,63 | 047 | 0,53 [ 0,55 | n.d.
105 h=a-miR-282 nd. |nd. | nd. [nd | nd |nd [ nd. | nd |nd | nd | nd | nd |nd | nd | nd. | nd | nd. nd. | 085 | 0,61 | 0.45
106 s3-miR-451 nd. (nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. [ 007 | nd. | nd. | nd. |-1.70( 050 | 0.13 | 2,58 | -0.29 | -0.80( 045 | -0.68 | -0.30 [ -0.32 [ -0.7D
107 hsa-miR-8 032 (084|211 | 104 ) 148 | 044 064 | 013 | 060 | 034 | D64 [ 270 | -089) 038 [ 175 (180 | 033 | 063 | 125 [ 072 [ DM
108 sz-miR-52s | 0,45 | 047 071 | 047 | 037 | 063 | D64 | 247 (200 | 233 | 248 | 007 [ 088| 034 | 1,34 | 107 | nd. | 4,45 | 0,08 | -0,86 | 0,32
109 s3-miR-58 006 (046 | nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd. [ nd. nd. | nd. | nd. | nd.
110 mmu-miR-124a | n.d. nd. | nd. [ nd. [nd | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. nd. | nd. [ nd. nd. | nd. [ nd.
11|  mmu-miR-53 n.d. nd. |nd. [ nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. 184 [ 138 373 -2.96 | 0,82 | -2.06
112 mmu-miR-56 | 038 062 | 072) 069 | 005 | 289 | nd. [ 825 025 ]| 0,08 | 324 [ 3 nd. | nd. | nd. nd. | nd. | nd.
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ATEDAY SlelciHy | EPACHY | DPA(HY Sleloils | EPA ] SlelcdHy | EPA(HY | DPA(H: | DHAH § Cleleily
hradeFa nad. nd. nd. 1308 1304 hradnl B-1594+ 21,70 21,32 135+
e T [ o= 1,14+ {[xF==] (A= (=] nd.
hyade F =22 {[=1=1 {E=1x]) 13,43 bl B-157 iz i85=
e FTd iz7 (A= 1247 {[f==] hgarnl B-152 12,47 7,12
hade FTe 15,45 =131 15,2 152 {[xh==1 L 1107 b armnl B- 155 2333 15,15
hsade T 001 12,15 { kPl 19,42 19,44 (b= 12,00 hgzrnl B-15a k=] (I3
e FTg (1= 13 1515 15,43 (1= (NI ! 1184 hgzrnl B-156 T+51 1501 nd.
hgarnl B-1 nd. 2050 0,7 nd. 1525 15,48 15,34 Pl P-200 7 2= 213 15,13
[ i72= 7,2 gz 7,11 (] P il P-200 izz2 1315 1533
hranl B-101 nd. nd. nd. na. nd. na. na. hrarnl B-203 2109 2108 . 1551
higzrml B-103 1280 i25= ([=F-=-] 0,32 15 45 15,35 1555 bzl B-204+ 1+22 =72 1525 1505 20,18
hizrml E-105 057 ZES | (R 14,10 1525 1#21 hizrml B-205 nd. nd. nd. {[ef=2]
I el B- 10652 nd. nd. na. na. 15,31 1586 hiarinl B-206 nd. nd. na. 1525
s arnl - 1083k 053 nd. 2= 193 051 0 5= hsarml B-20E nd. 7 0= 1553 1320
hszrml-R 107 prc o] puack -] ot -] puack: -] 1543 12,35 hiarml B-20a Il =>4 |- 17 37 {[xPx]
hizrml E-10a Py i) ok =] Pt | i ) 30 1201 hsarml B-20h 11,43 115+ gl na.
hizrml E-10h nd. nd. na. nd. - 210 hiarml B-21 578 1528 19,13 apz
hiarml E-122 Z1,53 EZ 2122 Py e | na. na. hizrmlB-Z10 12,4 1250 k- 15,50
nd. na. na. 1350 hearmlR-Z14+ 17,50 17 &5 17,18 1520
hizrml E-125 2,58 BE3 1zl 1108 AR E:1) hizrmlR-21% nd. nd. nd. 1875
hiarml B-127 1253 IZ,13 1.0= 1550 1255 1263 hiarnl B-22 1757 i7,10 1757 13,3
hearmlR-125a 1353 1257 i s =32 -} 21,58 hszrmlR-221 1g= 1, 1z 14,43
hiarml B-12% oty -] 2121 sl (NI na. 11,40 hizrmlR-222 13352 13,48 14,13 1321 Z0ED
el B- 1303 Z125 21.2= e 21,94 1" 10,59 11,53 hizrnl R-223 nd. nd. na. na. 14,37
Ik 2l B= 1300 1920 nd. 20,4 e 1 15,32 16,04 1554 hizrnlR-224 nd. nd. na. na. 2354
hizrnl B-132 1257 1z25= 13,33 1370 17 52 1591 15,34 hizrnl R-23a 1222 1850 1297 12732 1,12
IiE il B- 1333 14,11 1320 (LX) 1 4 555 17 09 17 45 16,70 15 hiarnl B-230 27 1620
155 ol =iz el 2= 1858 1145
I arnl B- 1353 1754 7 17z 1555 == 1908 na. hiiarnl B-25 . 1 e na.
harnl R-135 20,37 071 13 44 1353 1378 13,45 Iarnl B-26a 2159 16 44
rarnl R-137 o048 0 EE 1973 nd. na. na. . harnl RB-2Ta na. 1454
harnl R-138 1028 1058 11,37 =iz &0 =47 F=RF Izarnl B 21,13 14,18
FrarmlR-14-3 | 2159 2151 2122 18,47 17,01 . Il B-25a 16,49 1776
Frarnl R-141 1721 1779 1221 1404 15,03 13,41 Izarnl B-20h 19,55 2204 =,
harnl R-143 1557 1553 1521 12,30 13,00 1223 Izarnl R-25e na. 1926 19,31 12,91
hiarnl B-145 [k i3 i,1& 1207 1gs 11,33 higarnl B-300 . . . rid .
iz arnl B-1 48 1435 15,13 15,15 1324 1zzz 12z hsarnl B-30c 1274 {1 e =4 1234 12,07 1237
bz arnl B-1 48k 552 8,32 S43 10 (R 11,30 b artnl R-31 1423 {[xPrx] 1070 ogs (R K]
b arnl B-148a 1+22 . 1554 (R F-=] 11,08 1274+ s arfinl B-32 0= . nd. 1Z70 iz
hradnl B-145 11,41 11,10 1155 na. na. na . iz ardnl B-320 18,41 [ (=5 1582 1554
hzzrnl B-150 1857 21 42 2174+ . . . b arnl B-323-3p io,11 ped i -] 21,78 21,58 2158
0,59 1257 i85s 13232 1254 bzl B-325 2155 20 1345 1257 1221
hszrnl B-1532 21,48 224 2152 pracic -3 1227 1251 1204 bzl B-322 12532 nd. nd. . rd.
hszrnl B-155 nd. nd. nd. nd. (=] 11,48 11,24 hgarnl B-321 15,42 7.2 17 25 1722 17 e
hgzrnl B-15a nd. nd. nd. nd. 1837 =71 1553 hszrnl B-335 na. (£¥-=] 15 0s 17 o EEs
hrarnl B-155 nd. nd. nd. na. 1923 18,03 1T 54 hradnl B-34a 20,34 nd. na. na. nad.
b arnl B-16 1+20 1202 =21 1455 1252 1227 hszrnl B-372 22,01 2024+ 0= 2003 2023
b arnl B-17 iBg2 1524 P 1 =] 2005 {[ef=x] 10,47 hszrnl B-375 na. 2004 1227 20,18 =50
bl B-121a 0,1= 19,47 nd. 1970 iz 1%, 1223 bzl B-222 15,04 1445 1255 1421 4,10
hgzrnl B-122 b=F= 19,48 0,15 1252 122 12,48 szl B-451 15,40 1422 15,10 150 1424
higzrnl B-123 ia0e 9,14 1237 1= 1554 =81 bzl B3 122 1,10 120= H,7a 10,21
hzzrnl B-124 i | 2303 peach -] (E2F-x] 2022 20,11 hsarnl B-52a (= 12,00 (N1 (R Fox] (R E:]]
hradnl B-125 nd. nd. na. 2 25 2250 205 I 2l RS2 na. nd. na. na. nad.
hradnl B-12a 1753 17T &7 125+ 15,43 15,40 15,25 mmtHlR-124a na. 1327 1353 14,25 14,16
higrml B-191 a2 S22 +54 {[f=x] oz3 iz ramLHAl B3 1re 10,37 DES 10,7+ (g}
hradnl B-152 2008 2047 20 50 20 20 1534 157+ 16,400 minLHnl F-565 na. 17 41 17 02 1657 1564

2.kiegészito tablazat miRNS expresszios valtozasok tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal etetett

patkanyok sziv és majszovetében
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