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1. BEVEZETES

A mikro RNS-ek olyan 17-25 nukleotid hosszusagih molekulak, amelyek nem
kodolnak fehérjét, de mRNS kolcsonhatasuk révén hatdssal vannak a sejtek miikddésére.
Tobb alapvetd sejtélettani folyamatban meghatarozé szerepet jatszanak, mint példaul a
sejtproliferacio,  differencidcid, apoptdzis szabalyozas.  Expresszidjuk  kiilonbdzo
korfolyamatok sordn megvaltozhat. Maig szdmos tumortipus esetében irtak le jellemzd
miRNS  expressziés mintazatot, amely bizonytalan diagnézis esetén jelentOsen
megkonnyitheti a daganat osztidlyozasat, illetve a betegség kimenetelének elorejelzését.
Ezenkiviil szakirodalmi adatok igazoljak azt is, hogy a miRNS-ek szabalyozé szerepet
toltenek be a kiilonbozo citotoxikus anyagokkal szembeni szenzitivitas/rezisztencia
kialakitasaban. Daganatokban az ép szovethez képest valtozast mutatd expresszidji miRNS-
ek a klasszikus onkogén-tumorszupresszor vonal alapjan osztalyozhatok, azaz a
tumorszovetben fokozott expressziot mutaté miR-ek onkogén (onkomiR), mig a represszaltak
tumorszupresszor tulajdonsagiiak. Mivel az in silico becslések alapjan a miRNS-ek egyszerre
akar tobb szaz protoonkogén ¢és tumorszupresszor tulajdonsdgi célmolekulat s
szabalyozhatnak, igy daganatképzésben betoltott szerepiik tisztazdsahoz elengedhetetlen
célpontjaik és azok biologiai funkcidjanak azonositasa is.

A tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA) tobb ¢€lettani funkciot toltenek be az emlds
szervezetben. Jelentds hatdst gyakorolnak a génexpresszidra, szabalyozva a négy
transzkripcids faktor csaladot, tovabba fontos szerepet jatszanak gyulladdscsokkentd és
antiproliferativ metabolitok generdcidjdban, ezzel moduldlva az immunvalaszt. A
tobbszordsen telitetlen zsirsavak koziil a legjelentésebbek az EPA, a DHA, a DPA és a GLA,
melyek élettani hatisa tobbirany(. Kozvetleniil hatnak a zsiranyagcserére, részt vesznek a
sejtmembranok felépitésében, hormonszerii hatast fejtenek ki, valamint kardioprotektiv
hatastiak. Bar a tobbszordsen telitetlen zsirsavakat évek oOta alkalmazzdk kiegészitd
terapiakeént kiilonb6z6 gyulladésos, valamint daganatos betegségek esetén, ennek ellenére
még mindig nem teljesen ismertek azok a molekularis mechanizmusok, melyek a pozitiv hatas

kivaltasaban szerepet jatszanak.



2. CELKITUZES

Munkank célja olyan miRNS molekuldk azonositdsa volt, amelyek szerepet jatszanak
az  apoptdzis  folyamatdban,  kiilonb6zé  citotoxikus  anyagokkal  szembeni
szenzitivitas/rezisztencia kialakitasdban, valamint néhany specialis funkciot betoltd idegsejt
miikodésében. Ehhez elsé 1épésben olyan genomikai moédszerek optimalizalasat tiiztik ki
célul, amelyek segitségével fibrozus szovetekbdl is nagy mennyiségli és tiszta miRNS
nyerhetd ki. Ugyancsak 0j modszerek kidolgozéasara volt sziikség az ,,egy sejt” génexpresszios
profil meghatarozasdhoz 1is, kiilonds tekintettel a sejtekben taldlhat6 mRNS és miRNS

molekuldk szdmanak meghatarozasara.

A vizsgélatokat ezek alapjan 4 csoportra osztottuk:

1) Fibrozus szovetekre is alkalmazhaté miRNS izolalo protokoll fejlesztése

Egyre tobb olyan kit kaphat6, amelyek a hagyomanyos szerves oldoszerekkel torténd
extrahalast kombindlva a szilika-membran alapt oszlopos technikaval alkalmasak tiszta
miRNS izolasara. Bar ezek a kitek a legtobb szovettipus esetében kitlinden mitkddnek, egyik
sem alkalmas olyan fibrozus szovetekbdl torténé miRNS izolalasra, mint példaul a sziv vagy
a tlid6szovet. Célunk elsédlegesen egy olyan miRNS izolaldé mddszer kidolgozésa volt, amely
a lehetd leggyorsabban, megbizhaté mindségii és viszonylag nagy mennyiségli 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 tobbszordsen telitetlen zsirsavakat glioblasztoma kezelésére, még

mindig nagyon kevés informécio all rendelkezésre ezen anyagok miRNS ¢€s mRNS

expressziora gyakorolt hatasairdl. Célunk azon miRNS és az ezek szabalyozasa alatt allo

apoptotikus gének vizsgalata volt, amelyek PUFA kezelés hatasara valtozast mutatnak és a

késdbbiekben potencialis tiamadaspontok lehetnek glioblasztoma sejtekben.



3) Tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal etetett patkanyokbol izolalt sziv és majszovet
miRNS és mRNS exresszids vizsgalata

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

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

génexpresszids valtozasok ¢és biokémiai Utvonalak azonositasa volt, amelyek a PUFA

kezeléssel 0sszefliggésbe hozhatok. Ehhez 2 héten at, tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal

kiegészitett étrenden tartott patkanyokat hasznaltunk és HTS modszerekkel vizsgaltuk a diéta

hatdsara a szivben és a majban bekovetkez0 génexpresszios valtozasokat.

4) Idegsejtek karakterizalasa miRNS és mRNS mintazat alapjan

Az agykéregben elhelyezkedd gatld interneuronok molekularis jellemz6irél a mai
napig rendkiviil kevés informacié all rendelkezésre. Ezek koziil is kiemelkedd jelentdségii
lehetne a kozponti szabalyozd szerepet betdltd neurogliaform sejtek molekularis
karakterizalasa, mivel ez szamos klinikailag is relevans folyamat (depresszio, alkoholizmus,
epilepszia) megértését segitené. Célunk elsé lépésben olyan moddszerek optimalizalasa és
validalasa volt, amelyek alkalmasak egyetlen sejt molekularis vizsgalatara. Ezt kovetéen
olyan molekularis markerek azonositasat tiiztik ki célul, amelyek segitik a neurogliaform
sejtek tobbi interneurontdl vald elkiilonitését, illetve amelyek kulcsfontossaguak lehetnek

ezen specialis sejttipus miikddése soran.

3. MODSZEREK

Sejtek tenyésztése és kezelése

Vizsgalatainkhoz harom human glioblasztoma sejtvonalat hasznaltunk (U373, GBM2,
GBMDb). Ezeket 37 °C-on, 5% CO2 és 100% relativ paratartalom mellett penicillinnel,
streptomycinnel és 10% FCS-sel kiegészitett DMEM és RPMI tapoldatban tenyésztettiik. A
tumorsejteket 24 oran keresztiil kezeltiik tobbszorosen telitetlen zsirsavak (AA, DHA, GLA)
kiilonb6zé koncentracioival (50 pM, 75 pM, 100, 150 uM). Pozitiv kontrollként
temozolomidot hasznaltunk (50, 100 uM), ami klinikai gyakorlatban a legszélesebb korben

hasznalt citosztatikum glioblasztoma kezelésére.



Holografikus mikroszkop

A tumorsejtek talélését a kezelések utan 24 6raval HoloMonitor™ M3 holografikus
mikroszkép segitségével vizsgaltuk. A HoloMonitor 6tvézi a hagyomanyos faziskontraszt
mikroszopos technikat a flow citometria eldonyeivel. A késziilék képes elkiiloniteni a sejteket
alakujuk és méretiik szerint, illetve meghatarozhatd vele az €16 és halott sejtek aranya.
Alkalmazésa soran valds-idejii informacidkat nyerhetiink a sejtek szamarol, proliferacids és

¢letképességérdl, illetve morfologiai tulajdonsagaikrol, mint példaul alak, méret, denzitas.

miRNS izolalé protokoll fejlesztése szivszovetre

Az altalunk optimalizalt modszer alapja a miRNS izolalasra széles korben 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
¢s tlidOszovet vizsgalatara alkalmassa. A modszer Iényege, hogy a tiszitasi 1épés mintanként 3
RNS izolél6 oszloppal, a felkdtopuffer dsszetételét oszloponként valtoztatva torténik ami

biztositja a kisméretli RNS molekulak tokéletes elvalasztasat.

miRNS expresszio meghatarozasa nanokapillaris QRT-PCR technikaval

Az OpenArray™ nanokapillaris kvantitativ valosideji PCR analizis 6tvozi a
microarray technoldgia nagy ateresztoképességét és érzékenységét a kvantitativ valds ideji
PCR (QRT-PCR) specifikussagaval. A nanokapillaris QRT-PCR soran egy reakciéo 33 nl
térfogatban zajlik le. Egy chipen 0sszesen 3200 reakciotér talalhatdo meg, igy egyszerre 3200
QRT-PCR reakci6 futtathat6. Minden chip 48 almatrixra oszthatd és almatrixonként 64 assay
vizsgalhatd egyszerre, igy ez a modszer egyediilallo lehetdséget biztosit nagyszdml minta
elemzésére. A miRNS expresszids 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.

Valés idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

A OpenArray chipek eredményeinek validalasa, valamint a valtozast mutaté miRNS-
ek targetjeinek azonsitasa TagMan alapu QRT-PCR technikaval tortént. A miRNS QPCR-hez
tiszta MIRNS-b6l specialis, hurkolt szerkezetii miRNS primerek alkalmazasaval cDNS-t
allitottunk el6 TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit-tel. Ezt kovetéen a masodik
Iépésben valos idejli PCR amplifikacio tortént TagMan® Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), valamint miRNS specifikus TagMan probak alkalmazasaval.



Génexpresszio vizsgalat dPCR technikaval

A neuronok molekuldris karakterizalasat dPCR technikéval végeztiik el. A digitalis
polimeraz lancrekcido (dPCR) a hagyomanyos PCR technika egy tovabbfejlesztett formaja,
amely alkalmas a nagyon kis mennyiségli minta eléamplifikacio nélkiili kvantitdlasara. A
hagyomanyos eljarassal ellenben itt az egyes reakciok egymastol elszeparalva, kiilon
reakciotérben zajlanak, ami sokkal szenzitivebbé teszi a mérést. A dPCR soran minden egyes
minta egy kiilon cellaba keriil, ami még tovabbi alcelldkra oszthat6, melyekben igy
pontonként meghatarozhat6 a vizsgalt nukleinsav mennyisége. A mintak ilyen formaban 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 amplifikéaciot
kovetden ezek a pozitiv taldlatok kdnnyen 0sszeszamolhatoak. A hagyomanyos PCR esetében
a kezdeti kopiaszamra, csak a reakcid soran mért Ct értékekbdl tudunk kovetkeztetni. Ezzel
szemben a dPCR esetében a reakcio kezdetén minden pontban maximum egy talalhaté meg a
vizsgalni kivant molekulabdl, igy a detektalt pozitiv-negativ valasz fiiggetlen az amplifikacio
ciklusszamatol, ami abszolat kvantifikaciot tesz lehetové, ezzel tovabb névelve a modszer

megbizhatosagat.

Elektrofiziologia — whole cell patch clamp technika

Az interneuronok vizsgalatdhoz a mintdkat Dr. Tamas Gébor és csoportja biztositotta.
A kisérletekhez fiatal (18-25 napos) Wistar patkanyokat hasznaltak. Az allatokbol kipreparalt
agyakbol 300 um vastag metszeket készitettek. Az elektrofiziologiai vizsgalatokhoz a
szeleteket 37°C-os elvezeté kamraba helyezték, amelyen mesterséges cerebrospinalis

folyadékot aramoltattak at.

4. EREDMENYEK ES ERTEKELES

A miRNS expresszios profilt TagMan alapt HTS-nanokapillaris QRT-PCR
technikaval hatdroztuk meg. A prediktalt célpontok listdjat a pArhuzamosan elvégzett miRNS-
mRNS expresszids vizsgalatok eredményeinek integrativ elemzésével, szovet, illetve
sejtvonal-specifikus target predikcios megkozelitéssel sziikitettik. A legszembetiinobb
valtozasokat olyan miRNS-ek esetében tapasztaltuk, amelyek az apoptdzis szabalyozasaban

jatszanak kulcsszerepet. Ilyen példaul a mindharom sejtvonal esetében valtozast mutatdé miR-



34, miR-25, miR-17, miR-26a, miR-29c, miR-31, miR-200a és a miR-206. A temozolomid
kezelés hatasara bekovetkezd valtozasok koziil a miR-182 overexpresszidja és a miR-16,
illetve a miR-183 represszioja a legjelentdsebb, mig a tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal
torténd kezelés esetében elsésorban a miR-143 szint csokkenését és a miR-20b indukciojat
figyeltik meg. A kezelésekre adott valaszok kiilonbozdsége mellett, kiilonbségeket
tapasztaltunk az egyes sejtvonalak kozott is. Ezek az eltérések a kiilonbozd glioblasztoma
sejtvonalakban eltéréen mikodd szignalizacios utvonalaknak kdszonhetéek. Ilyen sejtvonal
specifikus valaszt mutatott a miR-125b a GBM5 sejtvonalakban, illetve a miR-197 az U373
sejtek esetében. A miR-145 expresszio-valtozasa minden esetben jelentés volt, am amig a
GBM sejtekben koriilbeliil 6tszoros csokkenést, addig az U373 sejteknél minden esetben
novekvo expressziot tapasztaltunk. Ugyancsak szignifikdns expresszid-valtozast tapasztaltunk
a miR-140, a miR-323 és a miR-133b esetében is azonban ezt csak az U373 sejtek esetében
¢észleltilk. A mRNS expresszidos mérések sordn 9 olyan apoptotikus gént sikeriilt detektalni,
melyek expresszio-valtozasa ellentétes iranyl a szabalyozé miR esetében észlelt valtozassal.
Ezek a kovetkezok: irsl, irs2, cox2, ccndl, sirtl, tp53inpl, itgh3, kras és a bcl2.
Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal torténd
kezelés hatdsidra szamos olyan miRNS és mRNS expresszidja megvaltozik, amelyeket
valamely apoptotikus tvonal szerepldjeként mar korabban azonositottak. Bebizonyitottuk azt
is, hogy az altalunk alkalmazott tobbszordsen telitetlen zsirsavak a temozolomidhoz hasonld
hatast fejtenek ki, azaz olyan génexpresszids valtozasokat indukalnak glioblasztoma
sejtekben, amelyek azok pusztulasahoz vezetnek.

A PUFA-tartalmu étrenden tartott allatok esetében a szivszovetben 5 (miR-126, miR-
133b, miR-148a, miR-150, miR-200a), a majszdvetben pedig 7 (MiR-21, miR-107, miR-126,
miR-133b, miR-148a, miR-200a, miR-205) miRNS szignifikans expresszios eltéréseit talaltuk.
A miRNS expresszids eredmények megerdsitéséhez olyan gének vizsgalatat is elvégeztiik,
amelyek a kisérleteink sordn valtozast mutatd miR-ek targetjeiként ismertek. Ezek koziil a
legjelentdsebb valtozast a kovetkezOk esetében észleltiik: apoab, irsl, tnf, fas, vegfa, itgh3,
sele, selp, ppara, cxcll2, abcal, acoxl, pafahlbl, lypla3. A szivben detektalt valtozasok az
egyik legjelentdsebb az apoaS, amely meghatdroz6 szerepet jatszik a plaza triglicerid
szintjének szabdlyozasaban, ezéltal rendellenes miikodése ndveli a koronariabetegségek
kialakulasanak kockdzatat. Eredményeink alapjan a tobbszordsen telitetlen zsirsavakban
gazdag diéta nagymértékben csokkenti termelddését. Szignifikdns valtozast tapasztaltunk az
E-selectin esetében is, amely kizardlag endothél sejtekben expresszalodik és elsdsorban

gyulladdsos folyamatokban jatszik szerepet. Ezenkiviil a szérumban mért koncentracioja



alapjan ~ markerként  hasznalhat6  atherosclerosis, = magas  vérnyomas, illetve
koronariabetegségek kimenetelének elérejelzésére. A PUFA diéta hatdsara tapasztalt pozitiv
valtozasok ko6zé sorolhaté a majban a selp represszidja, mivel ennek terméke normalis
korimények kozott csak igen Kis mennyiségben mutathatdo ki a vérlemezkék felszinén.
Megndvekedett expresszidja altalaban valamilyen gyulladasos folyamatra, cirrozisra vagy
daganatra utal.

Az idegsejteken végzett vizsgalatok elsd 1épéseként sikeresen optimalizaltunk olyan
protokollokat, amelyek alkalmasak egyetlen sejtbdl torténd mRNS ¢és miRNS izolalasara,
egyetlen sejt RNS tartalmanak direkt vagy indirekt reverz transzkripcidjara, illetve az atirt
cDNS preamplifikalasara. Ezt kovetden olyan digitalis és valds ideji 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 génexpresszids mintazatanak Osszehasonlitasa
piramissejtekkel. Digitalis PCR alkalmazasaval mindkét sejttipusban meghataroztuk 3 miRNS
¢s 4 mRNS molekula kopiaszdmat. A mRNS szinten végzett vizsgalatok eredményei alapjan a
hprt idegsejtek esetében nem alkalmazhaté kontrollgénként, mivel expresszidja jelentésen
eltér az egyes sejttipusok kozott, igy eredményeink normalizalasdhoz rpsl8 gént hasznaltunk.
Az altalunk vizsgalt gének koziil a gabrd és a miR-204 esetében tapasztaltunk olyan mértékii
expresszio kiillonbséget, amely alapjan ezek markerként hasznalhatok a neurogliaform sejtek
elkiilonitése soran, mig a miR-132 és a miR-7 kontrollgénként hasznalhatok az idegsejtek

molekularis karakterizalasa soran.
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