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1. BEVEZETES

A vastagbélrak a harmadik leggyakoribb raktipus €s a negyedik leggyakoribb daganat
okozta elhalalozas vilagszerte, koriilbeliil 1-2 millid6 0j megbetegedést és 600 000
halalesetet regisztralnak évente. Komoly népegészségligyi problémat jelent
Magyarorszagon is, évente 9000 0j megbetegedést és 5000 1j haldlesetet regisztralnak.
Az adendémak a leggyakoribb neoplasztikus elvaltozasok, amelyek a vastagbélben
megtalalhatoak, azonban az irodalomban kevés epidemiologiai adat all rendelkezésre. A
vastagbélrak molekularis patogenezise igen heterogén. Az ép vastagbél nyalkahartya
sejtjeiben bekdvetkezd daganatos elvaltozasok hatterében génmutaciok, epigenetikai
modosulasok, tobbek kozott bizonyos gének promoéter régidjaban jelentkezd
hipermetilacio allhat. Ezen folyamatok Osszessége szabja meg a karcinogenezis

folyamatat. A fejlddésmenet sordn a mutaciok szamanak novekedésével a genetikai

instabilitas is fokozdodik.

A vastagbélrak kialakuldsaban egyéb epigenetikai folyamatok is szerepet kapnak. A
mMiRNS-ek felfedezésének robbanasszeri novekedésével egy Uj epigenetikai szabalyozd
elem valt ismertté a nem-kodold RNS-ek csaladjabol. A miRNS-ek olyan rovid (18-23
nukleotid), konzervalt egyszala RNS-ek, amelyek szintén befolyasolhatjak a
daganatképzddést. Szabalyozasi mechanizmusuk, a poszttranszkripcids géncsendesités
keresztiil. A miRNS-eknek szerepiik lehet tobbek kozott a tumorok kialakulasaban és
progressziojaban is, koros kifejezddésiik szamos rakos megbetegedésre jellemzd.
Viselkedhetnek onkogénekként (onkomiR) vagy tumorszuppresszorokként, igy

befolyasolhatjak a daganatfejlédésben szerepet jatszo gének expresszigjat.

Jelent6és mennyiségli daganat-specifikus miRNS detektalhato teljes vérbol, szérumbol,
plazmabdl valamint egyéb testfolyadékokbol is, koszonhetden a stabil szerkezetiiknek
¢s az RNéaz enzimekkel szembeni ellenallasuknak. Jelenlegi hipotézisek szerint a
keringd miRNS-ek szdveti karosodas soran passziv modon keriilnek ki a véraramba. A
plazmabdl vagy szérumbol szarmazd miRNS-ek folyadék biopszia (,,liquid biopsy”)
markerként hasznosak lehetnek a diagnosztikai teriileteken is. A véraramban keringd
mMiRNS-ek alkalmazasaval kikiiszobdlhetové valnanak a daganatos szdvetekbdl torténd
direkt mintavételezések €s a betegség lefutasa soran megvaltozd szabad, sejten kiviili

nukleinsavak expresszidos mintazata nyomon kovethetévé valna. A kiilonbozo



testnedvekben jelenlévé miRNS tartalom informacioként szolgalhat a kibocsatd vagy

akar a fogado sejt eredetérdl, valamint annak heterogenitasarol és a malignitas fokarol.



2. CELKITUZESEK

PhD munkam célja:

a vastagbélrakban ¢és a rakmegel6z6é tubularis és tubulovillozus vastagbél
adenomakban megvaltozd6 miRNS kifejezédési mintazat globalis microarray
modszer segitségével torténd meghatarozasa az ép vastagbélszovetekhez képest;
a MIRNS-mRNS kapcsolatok feltérképezése in silico predikcios vizsgalatokkal,
majd az eredmények megerdsitése expresszid analizissel ugyanazon betegek
vastagbél szovetmintaibol;

a miRNS indukalta mRNS degradacio feltételezett kapcsolatanak elemzése egy
kivalasztott fehérje immunhisztokémiai vizsgalataval;

a vastagbéldaganat kialakuldsa soran a plazméaban megvaltoz6 miRNS mintazat
azonositdsa microarray modszerrel, majd az eredmények megerdsitése valds-
idejli PCR technikéval;

valaszt keresni arra a kérdésre, hogy a plazmaban keringd miRNS-ek
kifejez6dési mintdzata korreldl-e a szovetben mért miRNS eltéréseivel a
betegcsoportok kozott;

a kereskedelmi forgalomban elérhetd miRNS és teljes RNS frakcidt izolalo
modszerek hatékonysaganak Osszevetése FFPE vastagbél szovetmintakon

alkalmazva a mennyiségi és mindségi jellemzOk meghatarozasaval.



3. MODSZEREK

Kisérleteink soran rutin kolonoszkopias mintavételezésekbdl szarmazd human vastagbél
biopszia ¢s parositott plazma mintakkal dolgoztunk. Az izolald modszerek
Osszevetéséhez formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) miitétileg eltavolitott

mintakat vizsgaltunk.

3.1. Vastagbélrak és adenoma szovetmintak miRNS expresszios

profiljanak meghatarozasa

3.1.1. miRNS expresszios vizsgalat GeneChip miRNA 3.0 array hasznalataval

A kisérlet soran 20 egészséges, 11 tubularis, 9 tubulovillozus adendémas és 20
vastagbélrakos beteg biopszids mintdit vizsgaltuk miRNS microarray moédszerrel. A
biopszia mintakbdl teljes RNS frakciot vontunk ki a High Pure miRNS lzolalo kit
Sensitivity RNA Assay kitet alkalmazva a Qubit 1.0 fluoriméter (Thermo Fisher
Scientific, USA) segitségével hataroztuk meg, az RNS intaktsagat 2100 BioAnalyzer
(Agilent Technologies, USA) késziilékkel az Agilent RNA Pico 6000 kittel vizsgaltuk.
A mMIiRNS expresszios profilt GeneChip miRNA 3.0 array (Affymetrix, USA)
modszerrel elemeztiik. A microarray vizsgalatokbdl szarmazd nyers probe cell értékeket
az Expression Console Szoftverrel (Affymetrix) értékeltiik. A GeneChip miRNA 3.0
array 1733 érett miRNS-re specifikus oligonukleotidot tartalmaz. A betegcsoportok
kozotti 0sszehasonlitasnal az alabbi szignifikancia értékeket hataroztuk meg: p<0,05 ¢€s

logFC > [1].

3.1.2. A biopsziamintakon vizsgalt valés-idejii kvantitativ PCR analizise

A biopsziamintakbdl izolalt RNS molekulakat tartalmazé mintakbol négy csoportot
alakitottunk ki. Betegcsoportonként két-két poolozott mintat generaltunk, az egészséges
€s tumoros csoportban 10-10, amig a tubularis és tubulovillézus esetén 11-9 mintat
ontottiink Ossze. Az RNS mintdk cDNS szintézis¢éhez miRCURY™ Universal RT
microRNA PCR (Exiqon, Dania) modszert alkalmaztunk, a qPCR reakciokat az LC480
(Roche Applied Science) valos-idejii PCR gép hasznalataval végeztiik el.



3.1.3. mRNS expresszios vizsgalat Human Transcriptome Array 2.0 rendszeren

A 20 vastagbél biopsziabol izolalt RNS mintakbol (7 normal, 2 tubularis, 4
tubulovillézus adenéma ¢és 7 tumor) mRNS expressziés microarray vizsgalatot
végeztink. A mintakat GeneChip Human Transcriptome Array 2.0 chipekre
(Affymetrix) vittiik fel.

3.1.4. Insilico mMiRNA-mRNS target predikcio
Harom kivalasztott miRNS tovabbi funkciojat vizsgaltuk. Ezek kozil a miR-31

rendelkezett a legmagasabb intenzitas értékekkel egészséges és adenoma, egészséges és
CRC paros Osszehasonlitasokban, a miR-4417 és a miR-497 pedig olyan miRNS-ek,
amelyek az adendma-karcinoma atmenet soran fokozatos feliil- vagy alulexpressziot
mutattak. A kivalasztott miRNS-ek mRNS targetjeit 5 eltéré target predikcios
algoritmussal (TargetScan, miRanda, PICTAR2, RNAHybrid, miRWalk a miRWalk 2.0
adatbazisban) hatdroztuk meg. A DAVID rendszert (The Database for Annotation,

Visualizationand Integrated Discovery v6.7) felhasznalva Gtvonal analizist végeztiink.
3.1.5. Aciklin D1 immunhisztokémiai vizsgalata

A miR-497 prediktalt target mRNS-r6l atirddo ciklin D1 fehérje immunhisztokémiai
vizsgalatat egészséges (n=15), valamint adenémas (n=15) és CRC-s (n=10)
paciensekbdl szdrmazd FFPE metszeteken végeztiik el, igy a fehérje kifejezddés
valtozasa Osszevethetové valt a biopszidkban mért kordbbi miRNS ¢és mRNS

expresszios eredményeinkkel.
3.2. MiRNS-profil vizsgalat parositott plazmamintakon

3.2.1. miRNS expresszios vizsgalat GeneChip miRNA 3.0 array hasznalataval

A vizsgilatokat egészséges (n=4), tubularis adendma (n=4), tubulovillozus (n=4)
adendma ¢s vastagbélrakos (n=4) plazmamintakon végeztik. A miRNS frakciot
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kittel (Qiagen, Németorszag) vontuk ki a
plazmamintakbdl moddositott protokoll szerint. A miRNS expresszios vizsgalatokat
1.0 fluoriméterrel (Thermo Fisher Scientific, USA) hatdroztuk meg az RNA High
Sensitivity Assay Kit segitségével. A microarray vizsgalatokbdl szarmazo nyers probe

cell értekeket az Expression Console Szoftverrel (Affymetrix) értékeltiik.
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3.2.2. Valés-ideji kvantitativ PCR analizis

A PCR vizsgélatokat a miRCURY™ Universal RT microRNA PCR (Exiqon, Dénia)
modszerrel végeztiik. A plazmamintdk esetén a SNORD49A miRNS-t hasznaltuk
normalizalashoz. A gPCR reakciokat az LC480 (Roche Applied Science) valds-ideji
PCR gép hasznalataval vizsgaltuk.

3.3. miRNS és teljes RNS frakciot izolalo moédszerek hatékonysaganak

osszehasonlito vizsgalata FFPE szovetmintakon

3.3.1. Eltéré RNS izolalo médszerekkel torténé RNS izolalas

A deparaffinalt 3 CRC ¢és parositott 3 NAT FFPE szovetmintakbol négyféle mddon
RNS-t izolaltunk a gyarték utasitdsai szerint. A miRCURY™ RNA Isolation Kit
(Exiqon, Dania) és a High Pure miRNA Isolation Kit (Roche) kézi izolalasi
modszerekkel miRNS frakciot nyertiink ki a mintainkbol. A High Pure RNA Paraffin
Kit (Roche, Németorszag) kézi, és a MagNA Pure 96 (Roche, Németorszag) automata

izolalasi eljarasok a teljes RNS frakcio kinyerését teszik lehetévé.

3.3.2. A kinyert RNS mindségi és mennyiségi vizsgalata

Qubit 1.0 fluoriméter (Thermo Fisher Scientific) segitségével mértik le a gyartd
utasitasai alapjan. Az RNS intaktsagat 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, USA)
késziilékkel az Agilent RNA Pico 6000 kit reagenseivel vizsgaltuk.

3.3.3. Valoés ideji kvantitativ PCR analizis
A kiilonbozo eljarasokkal izolalt miRNS-ek expressziojat a kétlépéses miRCURY™
Universal RT microRNA PCR (Exiqon) moédszerrel végeztik. Az RNS mintakbol

minden esetben 40 ng kiinduldsi mennyis€égbdl szintetizaltunk cDNS-t.

3.3.4. A referencia miRNS kivalasztasa

El6zetes ismereteink szerint az irodalomban hasznalt kiilonb6z6 referencia miRNS-ek
nagymértékben befolyédsoljak a vizsgalt miRNS-ek relativ kifejezddését. Ezért a tesztelt
izolald modszerek Osszevetésének vizsgéalata soran tobb, a gyari Exiqon plate-en

megtalalhatd referencia RNS-t is Osszehasonlitottunk: U6small nuclear RNA (U6),



small nuclearRNA 49A (SNORD49A), small nuclear RNA (SNORD38), miRNA-490-
3p (Hsa-miR-490-3p).



4. EREDMENYEK

4.1. A miRNS Kkifejez6dés microarray-alapu vizsgalata vastagbél

szovetmintakban
A microarray vizsgalatainkra alapozva a vastagbél adendma-karcindma atmenet soran

19 miRNS-t valasztottunk ki, amelyek expresszidja folyamatos emelkedést vagy
csOkkenést mutatott a betegség progresszidja mentén. A miR-4417 esetében 2,8-5z0ros
expresszido novekedést mértiink adendmakban az egészséges mintdkhoz viszonyitva,
majd kifejez6dése CRC mintakban kozel kétszeresre (1,9-szeresére) fokozodott. Nyolc
miRNS (kivéve a miR-378 csalad) szintje 29-60%-kal csokkent adenémaban az ép
szovethez viszonyitva, majd kifejez6désiik tovabb csokkent (34-66,8%-kal) a
vastagbélrakos mintdkban. Huszonhdrom miRNS (ebbdl 11 csokkent, 12 fokozott
expresszioju) kifejezOdése egészséges vastagbélszovetekben szignifikans eltérést
mutatott a rakel6z6 adendéma és a tumoros mintdkhoz viszonyitva. A legmagasabb
expressziot a miR-31 esetében figyeltik meg, az ¢ép szdvetekhez viszonyitva
nyolcszoros emelkedést tapasztaltunk mind adendoma, mind CRC mintakban. Az
adendma ¢és vastagbélrakos mintadkat 9sszehasonlitva 24 miRNS felelt meg az altalunk
felallitott szignifikancia kritériumoknak (p <0,05, logFC > |1]), ezek koziil 6sszesen 6t
mIiRNS mutatott emelkedett expressziot CRC-ben. A miR-489 esetén mértik a
legnagyobb, tobb mint 4,5-szeres expresszio novekedést a tubulovillozus adenémakban
a tubularis adenomakhoz képest. A vastagbélrakos mintakat Dukes-stadium beosztas
alapjan is megvizsgaltuk, a miRNS-ek tobbsége fokozott kifejezodést mutatott Dukes D
stadiumu vastagbélrakban. Az adenéma vs. karcindma 6sszehasonlitdsban az eltéréen
expresszald miRNS-ek nagyobb hinyada az adendéma mintdkban mutatott magasabb
kifejezédést a CRC mintakhoz képest. Ezért az adenoma-specifikus miRNS-ek
csoportjara fokuszaltunk, €s kivalasztottuk azokat, amelyek adenomaban az egészséges
mintakhoz képest magas expresszioval jellemezhetdek, de a kifejezodésiik CRC
mintakban szignifikdnsan lecsokken. Az adendma mintdkban legnagyobb kifejezddést
mutaté miRNS-ek (miR-182, a miR-183*, a miR-96 és a miR-34a) expresszioja 29%-
kal csokkent a rakos mintakban az adenéma mintakhoz hasonlitva. Azon miRNS-ek
csoportjan, amelyek kifejezddésének eltérését sikeresen kimutattuk microarray
modszerrel a kiillonb6zé betegesoportok  kozott, valés idejli  PCR  validécios

vizsgélatokat végeztiink.



4.1.1. In silico célpont mRNS predikcio és validaci6 Human Transcriptome Array
2.0 microarray rendszeren
A CRC progresszioja soran folyamatosan novekedést vagy csokkenést, valamint az

adendmas ¢és vastagbélrakos szovetmintakban az egészségesekhez hasonlitva eltérd
kifejez6dést mutatd miRNS-ek csoportjabol harom kivalasztott miRNS-nek (miR-31, a
mMiR-4417 és miR-497) lehetséges mRNS célmolekulait a miRWalk 2.0 felhasznaloi
felilleten hataroztuk meg in silico elemzéssel. A Human Transcriptome Array 2.0
microarray hasznalatdval parhuzamos vizsgalatokat folytattunk, kivalasztottuk az
azonos szovetmintakban alacsonyan expresszalodd mRNS-eket és az ellentétes iranyu
kifejez6dési mintazatokat &brdzoltuk. Az 1tvonal analizis alapjan a prediktalt
célmolekulak a rak kialakulasaban szerepet jatszo ttvonalakban tobb mint 10%-ban
érintettek a szabélyozd ttvonalak koziil a rakos elvéaltozadsokban szerepet jatsz6 PI3K-
Akt és MAP Kinaz jelatviteli Gitvonalakat azonositottuk. A GO adatbazisban fellelhetd
biologiai folyamatok elemzése szerint az altalunk vizsgalt miRNS-ek a transzkripcio6 és

a sejtproliferacio szabalyozasaban fontosak.

412. A ciklin D1 fehérje Kkifejez6désének vizsgalata immunhisztokémiai
modszerrel
A miR-497 esetében kivalasztottuk az egyik prediktalt mRNS célmolekuldjat és a

feltételezett mRNS-miRNS funkciondlis kapcsolatot fehérjeszinten is vizsgaltuk a
vastagbélszovetben. A stroma ciklin D1 fehérje expresszidja kis mértékben, de
szignifikansan (p <0,05) emelkedett adenomaban. Heterogén, szignifikdnsan névekedd
ciklin D1 kifejezddést mértiink az adendoma ¢s CRC mintdk hamsejtjeiben. Szignifikans
ciklin D1 fehérje kifejezddésbeli (p <0,05) kiilonbséget talaltunk az ép-adendma és az

adenoma-CRC ham és stroma Osszehasonlitas soran.

4.2. A szoveti- és plazmamintakban megvaltozé6 miRNS expresszié
vizsgalata
Tubularis, tubulovillozus adendoma és vastagbélrakos betegek plazmamintaibol miRNS

microarray vizsgalatot végeztiink. Az egészséges kontrollokban 306 miRNS, az
adendomas betegekben 334, mig a CRC-s mintdkban 321 miRNS kifejezddését
tapasztaltuk. A kapott eredményeket Osszehasonlitottuk a biopszids microarray
vizsgalatok soran kimutatott miRNS-ek szamaval. Azt tapasztaltuk, hogy a
vastagbélszovetben — fiiggetleniil a betegcsoportoktdl — egy iddpillanatban kifejez6do
MIiRNS-ek szama 350-500, plazmaban 150-450 tartomanyban van. Adott szoveten beliil

a vizsgalt betegcsoportokban kifejez0dott miRNS-ek szamédban nem tapasztaltunk
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szignifikans eltérést. Ezzel szemben a kiilonbdzd klinikai csoportok kozott eltérd
miRNS expresszios profilokat talaltunk. Az egészséges és vastagbélrakos plazmamintak
kozott 14 miRNS szignifikans (p<0,05) eltérését mértiik. A szignifikans kiilonbségek
tobbségét ebben az 0Osszehasonlitasban talaltuk. Nem figyeltiink meg szignifikéns
expresszios eltérést a tubularis adenoma és az egészséges mintak kozott, de két miRNS
(miR-2116, miR-548p) esetén a tubulovillozus adendma csoportban megndvekedett
expressziot tapasztaltunk a normalis mintakhoz képest. A neoplasztikus €s egészséges
mintdk kozott is eltérd kifejezddésit miRNS-eket azonositottunk. Nyolc miRNS
mutatott jellegzetes eltérést a betegcsoportok kozott (p<0,05) az egészséges mintakhoz
képest. A miR-4723-3p, a miR-203 ¢és a miR-3689f esetén csokkent kifejezodést
észleltiink a CRC progresszidja soran. Tovabbi 16 miRNS-t azonositottunk, amelyek
elkiilonitik a tubulovillozus adenomat a CRC csoporttol, amelybdl 11 miRNS esetében

szignifikansan (p<0,05) magasabb expressziot figyeltiink meg a CRC mintakban.

4.2.1. A miRNS expresszios eltérések valos-idejii PCR-rel torténé megerdsitése
plazmamintakban
A microarray modszerrel kapott eredményeink megerdsitésére ugyanazon mintdkon

miRCURY Human Panel I+II valds-idejii PCR modszert alkalmaztunk. A microarray
vizsgalatokra alapozva a CRC vs. egészséges mintdk 0sszehasonlitdsdban a 14 eltérést
mutatd miRNS koziil a miR-187, a miR-612, a miR-1296, a miR-933, a miR-937, a
miR-1207, a miR-146a és a miR-675 specifikus oligonukleotidjai talalhatoak meg a
paneleken. A fent emlitett miRNS-ek koziil a miR-675 kivételével mindegyik esetben
kimutattunk PCR terméket, és a plazmamintdkon végzett microarray vizsgalat

eredményei korrelaltak a RT-PCR eredményekkel

4.2.2. Plazma-specifikus miRNS expresszié a parositott szovetmintakban
A parositott szovetmintdkon miRNS expresszids profil vizsgélatot végeztiink és a

plazma frakcioban eltérést mutatdé miRNS-eket tovabb elemeztiik. A miR-612, a miR-
1296, a miR-933, a miR-937 ¢és a miR-1207 esetében a miRNS-ek azonos iranyu
eltérést mutattak az egészséges vs. CRC Osszehasonlitdsban, azaz novekvd intenzitast
mértiink a CRC mintédkban az egészségesekhez képest a szovet- és plazmamintakban is.
Az adendma vs. egészséges Osszehasonlitasban a kivalasztott miRNS-ek nem mutattak
megegyez0 irdnyu expresszios valtozdsokat a szdveti pdrositott mintak esetén
tapasztaltakkal 6sszehasonlitva. A miR-3689f, a miR-4723-3p ¢és a miR-203 egészséges

mintdkban fokozott expressziot mutatott a neoplasztikus betegcsoporthoz képest, habar
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ezek a kifejez6dések alacsonyabb intenzitasuak voltak, mint az egészséges szdveti
parositott mintajukban. A miR-548d-3p volt az egyetlen miRNS, amelyik az adenoma
vs. CRC 0sszehasonlitasban mind szoveti mind plazma mintakban azonos expresszios

mintazatot mutatott

4.3. Az eltéréo modszerrel kivont RNS mintak koncentraciojanak

és integraltsaganak vizsgalata FFPE mintakon
A klinikumban konnyebben kezelhetd és tarolhaté FFPE szdvetmintdkbol feltadrhato

mMIRNS-ek vizsgalatat is elvégeztiik. A kiillonboz6 eljarasokkal tisztitott RNS mintak
modszerek nukleinsav kihozatalat tekintve alacsonyabb RNS mennyiséggel voltak
jellemezhetdek a teljes RNS spektrumot izolalo eljarasokhoz képest. A miRNS-t izolalo
modszerekkel (miRCURY RNA ¢és High Pure miRNA Isolation Kit) torténd izolalast
kovetden a mintakban a rovid (20-200) nukleotid hossziisagh RNS fragmentumok
voltak jellemzOek nagyobb aranyban. A teljes RNS frakciot izoldldé modszerek
elektroferogramjain jol lathatd, hogy a kinyert RNS toredezett, elsésorban a rovid

nukleotid-hosszisagu szakaszok jellemzoek.

4.3.1. A miRNS profil vizsgilata Exiqgon PCR Paneleken a négy Kkiilonboz6
modszerrel torténé RNS izolalast kovetoen
Mind a négy izolalé modszer esetén elmondhatd, hogy tobb miRNS-t tudtunk kimutatni

az elsd panelen, mint a masodikon. A rovid RNS frakciot izoldlo modszerek mintai
nagyobb szdmban tartalmaznak miRNS-eket, mint a teljes RNS izolaloé kitek
hasznalataval tisztitott mintdk. Az egyes mintakban észlelt miRNS-ek szamat tekintve a
miRNS frakciot izolaldé moédszerek koziil is a Roche kit mutatkozott a legjobbnak.
Kétszer annyi miRNS adott jelet az Exiqon és a Roche rovid RNS frakciot izolald
modszerei (egészséges €s tumoros mintdk esetében is) esetén, mint a teljes RNS tisztito
eljarasokkal kivont mintak esetén. A teljes RNS izolal6 modszerek esetén magasabb
Cp-értékeket figyeltiink meg, ami azzal magyarazhato, hogy a teljes RNS frakcidonak
csak kis hanyadat képezték a miRNS-ek.

4.3.2. A vastagbél-specifikus miRNS-ek dsszehasonlité elemzése

crer

leggyakrabban hasznalt (U6, SNORD38B, SNORD49A) referencia miRNS-eket
alkalmaztunk tovabba egy altalunk valasztott, a mintacsoportok kozott a legkisebb
szorast mutatd miRNS-t (miR-490-3p) is vizsgaltunk. Két vastagbélrak-specifikus
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MIRNS-t (miR-21 és miR-34) valasztottunk ki, és megvizsgaltuk az eltéré referencia
MIRNS-ekb6él adodd ACp-értékeket a kiilonboz6 RNS/miRNS izolalasi modszerek
esetén. A miRNS izolalo kitekkel kinyert mintakban alacsonyabb Cp-értékeket kaptunk,
mig a teljes RNS mintadk magasabb Cp-értékeket mutattak, azaz a ACp-értékek attol
fiiggéen, hogy miRNS vagy teljes RNS modszert alkalmaztunk, eltérd tartomanyba
estek. A klinikai csoportok kozotti AACp-értékek az alkalmazott referencia miRNS
fliggvényében is valtoztak. A miR-490-3p alapi normalizalas esetén a tumormintakban
a miR-21 és a miR-34 expresszidja fokozodott mind a négy izolalasi modszer esetében.
Amennyiben a normalizaciot a SNORD38B rovid RNS-sel végeztik, ezek a
kiilonbségek kisebbek lettek.
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5. KOVETKEZTETESEK

A szakirodalomban elsdsorban az egészséges €s a vastagbélrakos szovetmintadk miRNS
mintdzatanak Osszehasonlitasa jellemz6é. PhD munkdm soran a CRC-s mintdkon kiviil
nagy mintaszdmu adendma mintacsoportban is sikeriilt miRNS expresszios eltéréseket
kimutatnom, amelyeket valos-ideji PCR modszerrel is megerdsitettem. Kisérleteim
soran adendma-specifikus mMIiRNS-eket azonositottam, amelyek a legmagasabb
expresszios szinttel jellemezhetéek ebben a betegcsoportban. Megfigyeléseim szerint
adenomakban altalanossagban nagyobb mértékben fejezodnek ki a miRNS-ek a
vastagbélrakos mintdkhoz viszonyitva. Munkam sordn az adenéma szOvettani
alcsoportokat (tubuléris és tubulovillozus) elkiilonité miRNS-eket is meghataroztam.
Egy kivalasztott miRNS, a miR-497 szabéalyoz6 funkcidjanak tanulmanyozasa soran a
ciklin D1 fehérje poszttranszkripcionalis gatlasanak eredményét fehérjevizsgalatokkal is
alatdmasztottam.

Periférias vérben a fenti betegcsoportok kozott megfigyelhetd miRNS eltéréseket
azonositottam. A miR-187, a miR-612, a miR-1296, a miR-933, a miR-937, a miR-1207
¢s a miR-146a esetében megallapitottam, hogy kifejezédésik CRC szdveti és
plazmamintakban egyarant eltérést mutat az éphez viszonyitva.

PhD munkam soran tovabba formalinban fixalt, paraffinba agyazott vastagbélszovet
mintakbdl eltérd izolalasi modszereket alkalmazva miRNS, illetve teljes RNS frakciot
nyertem ki. Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a teljes RNS kivonassal kapott
mintakban jelenlévé miRNS-ek koncentracidja elmarad a kizarolag miRNS frakciot
izolald modszerekhez képest. Az irodalomban javasolt referencia miRNS-esek
vizsgalataim sordn nagy szorast mutattak az eltérd betegcsoportok kozott, ezért egy
altalunk valasztott 0j, az irodalomban még nem ko6zolt miRNS-t, a miR-490-3p-t
alkalmaztuk referenciaként, amely az egészséges ¢és vastagbéldaganatos betegekbdl
szdrmaz6 mintdkban is legkisebb szorast mutatta. A betegcsoportok kozotti eltérések
elemzése soran fontos szempontként jeldltem meg a referencia miRNS megfontolt
kivalasztasat, ugyanis a normalizacids 1€pés nagymértékben befolydsolja a vizsgalni

kivant miRNS-ek expressziojat.
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