Projekt zaréobeszamolé (OTKA -KLI/PD/101808)

A projekt elsd 1épéseként kronikus hasnydlmirigy gyulladdsban é€s hasnydlmirigy daganatban
szenvedOk vér €s szOvetmintdit gyljtottiik Ossze. A mintagyljtés fazisa alatt a nukleinsav izoldlas
optimalizalasat nemcsak szovet-, hanem vérmintakbdl is elvégeztiik. Az izoldlds eredményeképpen
vérbol 10ng/ul feletti RNS koncentraciokat mértiink Qubit segitségével, majd az RNS integritas
becslésére a mintdkat RNS Pico chipeken Agilent 2100 Bioanalyzer segitségével ellendriztiik. A nagy
volumenti microRNS chip analizis eldtt Affymetrix GeneChip miRNA 1.0 microarray segitségével
kisérleteket végeztiink a mddszer optimalizdldsdra, a chipekre 400ng RNS mintat hibridizaltunk biotin
jelolést kovetden. Az eldvizsgdlatokhoz normdl és kronikus pankreatitisz-ben szenvedd egyének
plazmamintdibdl izoldlt RNS-t hasznéltuk fel. A chip-en szereplé 848 darab humin mikroRNS koziil
222 darab (tobb mint 25%) adott szignifikans jelet. A Semmelweis Egyetem, I.sz. Sebészeti Klinika
(Dr. Sziics Akos, adjunktus, Budapest) és a Petz Aladdr Megyei Oktatékérhdz (Prof. Dr. Oldh Attila,
Gy6r) kozremiikodésével 60 betegbdl szévet és vérmintdhoz jutottunk, valamint Prof. Dr. Markus
Lerch-el (Greifswald, Németorszag) valé kollabordcionk eredményeképpen tovdbbi 100 krénikus
pankreatitiszben szenvedd egyén plazmamintdja is rendelkezésiinkre 4ll, a felsorolt mintdk mind a
kiterjedt M-ANNHEIM beosztas szerint lettek besorolva. A microarray analizisre (n=20 szdvet, n=20
plazma ugyanabbdl a betegbdl) az aldbbi szempontrendszert alkalmaztuk: (1) a mikroRNS izoldtum
mindsége (Qubit, Nanodrop, Bioanalyzer futasi kép), (2) a metszett szovetben legalabb 30%-os legyen
a patholdgids rész ardnya (a patholdgiai szakvéleményt két fiiggetlen szakért6tdl szereztiik be), (3) a
betegségek korai stddiumai is megfeleloképpen legyenek reprezentélva, (4) j6 mindségii miitéti szovet
és vérminta is rendelkezésre dlljon ugyanabbdl az egyénbdl. A nagy felbontisd microarray analizisekhez
(n=1733 humadn, érett mikroRNS szekvencia egyidejii meghatdrozdsa) a 20 legigéretesebb mintat
valasztottuk ki: 10 krénikus pankreatitisz, 5 hasnydlmirigydaganat, 5 tumor melletti szovet (krénikus
pankreatitiszre jellemzd struktira és PanIN 1€zidk szovettanilag kizarva).

A nagy volumenli mikroRNS chip analizis Affymetrix GeneChip miRNA 3.0 microarray
segitségével tortént, a chipekre 1000ng RNS mintét (szoveti izoldtum) hibridizdltunk biotin jelolést
kovetden. A chip-en szerepld 1733 darab érett, human mikroRNS koziil atlagosan 400 darab (kb. 23%)
adott szignifikdns jelet, ami az irodalmi adatoknak megfelelt, a mintatipusok kozott ebben 1ényeges
kiilonbség nem volt. A statisztikai analizis eredményei (Prof. Dr. Csabai Istvdn és Dr. Solymosi Norbert,
ELTE Komplex Rendszerek Fizikdja Tanszék) azt mutattdk, hogy az 4tlagok eltérésének figyelembe
vételekor Osszesen 24 miRNS mutatott eltérd mintdzatot normdl vs. krénikus pankreatitisz esetében
(minimum 2 feletti FC értékeket figyelembe véve), igy ezeknek a markereknek sikeres validaciét
kovetden szerepiik lehet a betegség szero-diagnosztikdjdban. A miR-3613-3p, miR-4668-5p, miR-3197

krénikus pankreatitiszben linedris regressziés modell alapjan tobb mint 2,5x ddisuldst mutat (dbrdn




kékkel jelolve), mig a miR-422a, miR-378i, miR-378f és a miR-378d alulexpresszéltak (dbran pirossal

jelolve) a beteg szovetekben a normal kontrollokhoz képest (a korrigalt p-értékek <0.05-nél) (1. abra).
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1. abra: A mikroRNS szoveti chip eredményei ,,heatmap’ abrazolasban a linearis modell alapjan

normal (n=5, bal oldal) és kronikus pankreatitisz (n=10, jobb oldal) 6sszehasonlitasban.

SAM analizis soran (Delta>0.987, korrigalt p-érték <0.003) a miR-3153, miR-3943 és a miR-4673

expresszids értékek alapjan a mintatipusok elkiilonithet6ek (2. dbra).
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2. abra: SAM analizis normal és kronikus pankreatitisz szovetmintak elkiilonitésére.




A gyulladés-tumor 6sszehasonlitdsban is 38 értékes markerhez jutottunk: miR-155, miR-222, miR-21,
miR-224, miR-1246, miR-221 mikroRNS-ek 3,5x feletti ddsulédsa figyelhetd meg tumorban, krénikus
pankreatitiszhez képest, a miR-375 ellenben jellemzden alulexpresszélt daganatban, az eredmények itt
is statisztikailag szignifikansak.

A nagy felbontdsu microarray analiziseket a tovdbbiakban a 10 krénikus pankreatitiszben €és 5
hasnyalmirigydaganatban szenvedd beteg plazmamintdjanak analizisével folytattuk, a kontroll vérek
(n=5) egészséges, az atlagéletkorban nem eltérd, egyénektdl szdrmaztak. A mikroRNS chipekre kb.
100ng RNS mintat hibridizéltunk biotin jelolést kovetden az érett, human mikroRNS-ek koziil dtlagosan
300 darab (kb. 17%) adott szignifikdns jelet, a mintatipusok kozott ebben 1ényeges kiilonbség nem volt.
A SAM és a VSN pre-processzélt linedris regresszids modell alapjan statisztikai szignifikancidt mutato,
differencial-diagnosztikai szereppel bird plazma markerhez nem jutottunk. Az RMA el6készités utdn
linearis modellel kapott eredmények (fold-change /FC/ értékek) alapjan tobb 2FC feletti marker volt
azonosithaté minden 6sszehasonlitasban (N-CP, N-T, CP-T). Az abran (3. abra) bemutatott ,,metszetek”
alapjan a centrumban lathat6 14 marker alkalmas lehet a normal/gyulladt/tumoros vérek elkiilonitésére,
a tumor-gyulladds Osszehasonlitisban, a vdrakozdsoknak megfelelen, taldltunk a legkevesebb
differencial6é markert, a normal-gyulladds 6sszevetésben tobbet, ugyanakkor a mikroRNS-ek a normal-
tumor Osszehasonlitdsban alkalmazhatéak igazdn jol. A metszet-diagrammok alapjan a legjobban
differencial6 plazmamarkerek az aldbbiak: hsa-miR-17_st, hsa-miR-19b_st, hsa-miR-130a_st, hsa-miR-

151-3p_st, hsa-miR-199b-3p_st, hsa-miR-762_st, hsa-miR-4484_st.
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3. abra: Venn-diagramm a plazmamintakat differencialé ,,markerszamok’ bemutatasara.

(N=normal, CP=krénikus pankreatitisz, T=tumor)

A pancreasbetegségek vérdiagnosztikdjdt segitd plazma mikroRNS markerek azonositdsa. A
kovetkezOkben a krénikus pankreatitiszt a normdl szovetmintdktdl, illetve plazmamintdktdl nagy
expresszios kiillonbséggel elkiilonitd markerek utdn kutattunk, a legaldbb 3x kiilonbséget mutatd
mikroRNS-ek koziil azokat valasztottuk ki, amelyek szovetben és vérben is differencidltak (RMA

eldkészités alapjan linedris modellel kapott eredmények, FC értékek alapjan), illetve a krénikus




gyulladést a tumortdl és normal mintdktdl is jol elkiilonitették (Venn-diagramm). A fentiek alapjan a
plazmamintdkon az aldbbi 9 mikroRNS meghatdrozasat tervezziik: hsa-miR-17_st, hsa-miR-28_5p_st,
hsa-miR-30e_st, hsa-miR-106b_st, hsa-miR-130b_st, hsa-miR-146b_5p_st, hsa-miR-149-star_st (3p 4j
nomenklatdra), hsa-miR-155_st, hsa-miR-199b_3p_st. A krénikus pankreatitiszre legspecifikusabb
markereket 60 pancreatitises, 15 daganatos és 15 egyéb gyulladdsban (gyulladdsos bélbetegség)
szenvedd egyénen teszteljiikk RT-PCR segitségével, a mérések jelenleg a validacio fazisaban vannak. A
krénikus pankreatitiszben szenveddk vérmintdit Prof. Dr. Markus Lerch, a Greifswald-i Klinikardl
biztositotta, a pancreasrdkban és gyulladdsos bélbetegségben szenved0k mintdit a Semmelweis

Egyetemen gyljtottiik az etikai engedélyben foglaltaknak megfelelden.

A pankreatobilidris kefecitologiai diagnosztikdt segitd iij mikroRNS markerek. A nukleinsav
izolalas optimalizaldsat a szovet-, és vérmintdk utdn egy teljesen Uj mintatipusbél, az endoszképos
retrograd cholangiopancreatografia (ERCP) sordn nyert kefecitoldgids mintakbdl is elvégeztiik, amely
mintatipusbdl mikroRNS izoldldsrdl v. meghatarozasrol sz616 kozlés az irodalomban nem szerepel. A
joindulatd (krénikus pankreatitisz) és rosszindulati (adenocarcinoma) pancreas-vezeték sziikiiletek
elkiilonitése a mindennapok nagy kihivdsa a gasztroenteroldgus szdmara. Ebben az intraduktalis
mintavételi mddszerek lehetnek segitségiinkre, amelyek ennél a mindennapi rutinban hasznalt tesztnél
elfogadhatatlanul alacsony szenzitivitdst mutatnak (20-70%). A hasnyalmirigy malignus betegségek
rossz tilélési mutatdinak ismeretében ilyen mértékii diagnosztikus bizonytalansdg nem megengedhetd,
ezért a kefecitoldgiai diagnosztikét segitd biomarkerekre nagy sziikség van. Kisérleteink igazoltdk, hogy
val6s-idejii TagMan mddszeren alapulé PCR (qRT-PCR) segitségével Roche Light Cycler 480-as
berendezésen a miR-16, miR-21, miR-221, miR-196a mikroRNS-ek expresszidja ebben a mintatipusban
is meghatarozhatd. A szigoru bevalasztasi kritériumok miatt a prospektiven 0sszegyiijtdtt mintdk 45.2%-
a (33/73) kizérésra keriilt, két esetet a citologiai diagndzis hidnya miatt (nem megfeleld cellularitas)
kellett nélkiilozniink. A maradék 40 beteg 18 hénapig vagy haldlukig szorosan kdvetve volt a klinikai
diagndzis megerdsitése érdekében. Rosszindulati betegsége 30 betegiinknek (70%) volt, mely 16
betegben epeuti, 14 betegben hasnyédlmirigyben 1évd sziikiiletként jelent meg. 10 betegben (25%)
benignus betegség okozott pankreatobilidris sziikiiletet. Az irodalmi adatoknak megfelelen, a rutin
citolégia nem eredményezett dlpozitiv diagnézist (100% specificitds) a sajat mintacsoportunkon sem,
azonban 46.7%-ban (14/30) dlnegativ eredményt kaptunk, azaz a rosszindulatd betegség rejtve maradt.
Ha az egyértelmiien malignus (D) citoldgiai mellett a malignitisra gyanus eseteket (C) is pozitivnak

vessziik, a szenzitivitds kissé megnd (73.3%), de ez a specificitds csokkenését eredményezi.

A kivdlasztott mikroRNS-ek expresszios szintjei. A totdl RNS frakci6 izoléldsa, beleértve a mikroRNS-
eket, sikeres €s reprodukalhat6 volt mind a 73 vizsgalt kefecitoldgids mintan, és 2.4+1.8ug total RNS-
mennyiséget eredményezett j6 kvalitativ eredményekkel. Az 6sszes vizsgdlt mikroRNS expresszios

szintje magasabb volt a malignus szikiilettel rendelkezé 30 beteg kefecitol6gids mintdiban, mint a




benignus csoportéban, habar ez a tendencia statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak a miR-21
esetén (p=0.1062). A benignus hasnydlmirigy és epeuti mintdk Osszehasonlitdsakor szignifikdns
expresszids kiillonbségek nem voltak mérhetdek, igy ezeket a mintdkat egy csoportba vontuk dssze. A
miR-16, miR-196a és a miR-221 kifejez6dési értékei (ACt) statisztikailag szignifikdns kiilonbséget
mutattak a malignus és benignus szlikiiletek 6sszehasonlitdsa sordn (4.4bra). A miR-16 esetén 3.5 ciklus,
amiR-196a esetén 4.6 ciklus és a miR-221 esetén 2.1 ciklus kiillonbséggel, koriilbeliil 11.3-szoros, 23.6-
szoros €s 4.3-szoros mikroRNS expresszidé-novekedést jelezve a rosszindulati szilikiiletekben a
joéindulatiakkal valé Osszevetésben (n=35). A miR-196a kifejez6dését vizsgdlva magasabb, a
duplikdtumokat is beszdmolva 55 darabos mintaszdmon, az expresszids kiilonbség a két
mintacsoportban még nagyobb lett, 1.4x10® p-értékkel. A legszenzitivebb hdrom mikroRNS-sel (miR-
16, miR-196a, miR-221) torténtek a tovabbi vizsgdlatok. A mintdkat a nem, az ERCP eldtt mért
bilirubin, illetve CA19-9 értékek, valamint tumorméret szerint csoportositva nem kaptunk statisztikailag

szignifikans eltérést a mikroRNS expresszids szintekben.
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4. abra: A vizsgalt mikroRNS-ek expresszidjanak osszehasonlitisa malignus és benignus
pankreatobiliaris sziikiilettel rendelkezé betegek mintaiban (n=40). Kékkel a statisztikailag

szignifikans paramétereket jeloltem.

Alcsoportok vizsgdlata. Mivel az ERCP-t terdpids céllal gyakrabban alkalmazzuk epeuti sziikiiletek
esetén, és irodalmi adatok szerint szenzitivitisbeli kiilonbségek vannak a diagnosztikdban a

lokalizacio6tol fiiggden is, igy a kovetkezd vizsgdlatban az epeiiti-, €s hasnyalmirigyrdk mintak kiilon




csoportokba lettek sorolva. A hasnydlmirigy sziikiileteiben a kefecitoldgia érzékenysége egyértelmiien
magasabbnak bizonyult (66.7% a 42.9%-kal szemben), 81%-o0s diagnosztikus pontossdggal. Az eszkdz
végéhez kozelebb esd részek (hasnydlmirigy-fej, disztalis choledochus) mintavétele éltaldnossagban
jobban sikeriilt a proximalis részekhez (hasnyédlmirigy-farok, hilusi 1ézidk) képest. A malignus
hasnyalmirigy-mintdk szignifikdnsan magasabb miR-16 (p=0.0098) és miR-196a (p=0.0254)
expresszids értékeket mutattak, mint a jéindulatd sziikiiletek. A miR-221 kifejez6dése szintén magasabb
volt, de ez nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak (p=0.973). Ezzel ellentétben, epetiti malignus
szlikiiletek esetén az Osszes vizsgalt mikroRNS szignifikdnsan magasabb szinteket mutatott, mint
benignus strikturdkban (5. dbra). A miR-196a kiilondsen kivdlé markernek bizonyult a

cholangiocarcinoma és normal mintdk elkiilonitésében (p=2.3x10).
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5. abra: Epeiti malignus kefecitologiai mintak mikroRNS szintjei a benignus striktirakkal valo

osszehasonlitasban.

A mikroRNS-ek diagnosztikus hatékonysdgdnak osszehasonlitdsa kombindciéban valo alkalmazdsuk
esetén. A mikroRNS-ek klinikai felhaszndlhat6sdganak javitasdra felmeriil azok kombinaciéban valé
vizsgédlata. A kovetkezd adatokat ROC-gorbék segitségével nyertiilk. Mivel vizsgdlataink sordn a
citolégiai analizis specificitisa Onmagiban 100% volt, megprébaltunk a vizsgdlt mikroRNS
markereknek olyan optimadlis cut-off értékeket taldlni, amelyek a specificitds értéket nem rontottak. A
miR-196a esetében a ACt > -0.985 értékét haszndlva a malignus és benignus sziikiiletek elkiilonithetéek
voltak 69.2%-os érzékenységgel és 100%-os specificitissal, de a hatékonysdg tovabb novelhetd a
citolégia és a mikroRNS vizsgdlat kombindcidjaval, 84.6%-os szenzitivitist és 100%-os PPV-t

eredményezve. Tobb mikroRNS kombinacidja nem javitotta ezeket a statisztikdkat (1. tdblazat).




1. tablazat: A pankreatobiliaris sziikiiletekb6l szarmazoé mintak differencialasainak mérdészamai a

rutin citologia és a mikroRNS markerek kombinaciéinak alkalmazasaval.

Citolégia miR-16 miR-196a miR-221
Szenzitivitas (%) 53.8 73.1 69.2 80.8
Specificitas (%) 100.0 88.9 100.0 77.8
PPV (%) 100.0 95.0 100.0 91.3
NPV (%) 42.9 533 529 58.3
Pontossag (%) 65.7 77.1 77.1 80.0
Kombinalt expresszids profilok Citolégia+ Citolégia +
miR-196a miR expresszio
(2 pozitiv)
1 pozitiv | 2 pozitiv | 3 pozitiv
Szenzitivitas (%) 96.1 88.5 38.5 84.6 88.5
Specificitas (%) 71.8 88.9 100.0 100.0 88.9
PPV (%) 92.6 95.8 100.0 100.0 95.8
NPV (%) 87.5 72.7 36.0 69.2 72.7
Pontossag (%) 91.4 88.6 54.3 88.6 88.6




A hasnyalmirigy-mintdk ROC-analizise alapjan az optimadlis cut-off értékek a ACt >7.975 (miR-
16), ACt > -1.68 (miR-196a) és ACt > -0.345 (miR-221). A legjobb markernek a miR-16 bizonyult,
amely 91.7%-os szenzitivitdssal és 88.9%-os specificitdssal kiiloniti el a mintacsoportokat. A kombinélt
analizis (citologidval vagy mds markerekkel) nem novelte a miR-16 diagnosztikus hatékonysédgat, és a

miR-196a-al vagy miR-221-el valé kombinéci6é sem novelte a citolégiaét (2. tablazat).

2. tablazat: A hasnyalmirigy sziikiiletekbél szarmazé mintak differencialaisanak mérdészamai a

rutin citologia és a mikroRNS markerek kombinaciéinak alkalmazasaval.

Citolégia miR-16 miR-196a miR-221
Szenzitivitas (%) 66.7 91.7 66.7 66.7
Specificitas (%) 100.0 88.9 88.9 77.8
PPV (%) 100.0 91.7 88.9 80.0
NPV (%) 69.2 88.9 66.7 63.6
Pontossag (%) 81.0 90.5 76.2 71.4
Kombinalt expresszios profilok Citologia+ Citologia +
miR-196a miR expresszio
(2 pozitiv)
1 pozitiv | 2 pozitiv | 3 pozitiv
Szenzitivitas (%) 91.7 91.7 41.7 91.7 91.7
Specificitas (%) 77.8 88.9 88.9 88.9 88.9
PPV (%) 94.6 91.7 83.3 91.7 91.7
NPV (%) 87.5 88.9 533 88.9 88.9
Pontossag (%) 85.7 90.5 61.9 90.5 90.5




Az epetti mintdk vizsgalatakor a legjobb cut-off értékeknek a kovetkezdk bizonyultak: ACt >
7.975 (miR-16), ACt > -0.985 (miR-196a) és ACt > -0.345 (miR-221). A miR-196a egyénileg extrém
hatékony marker 85.7%-os érzékenységgel és 100%-os specificitassal (6. dbra).
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6. abra: Az epeiiti kefecitolégiai mintak ROC analizise miR-196a markerrel.

Tobb marker expresszids szintjének vizsgalata nem novelte a diagnosztikus pontossdgot, habar a miR-

196a és a citoldgia egyiitt 92.9%-o0s szenzitivitdst ért el, dlpozitiv esetek nélkiil (3. tdblazat).

3. tablazat: Az epeiti sziikiiletekbol szarmazé mintak differencialasanak mérdészamai a rutin

citologia és a mikroRNS markerek kombinacidéinak alkalmazasaval.

Citologia miR-16 miR-196a miR-221
Szenzitivitas (%) 42.9 57.1 85.7 92.9
Specificitas (%) 100.0 88.9 100.0 77.8
PPV (%) 100.0 88.9 100.0 86.7
NPV (%) 52.9 57.1 81.8 87.5
Pontossag (%) 65.2 69.6 91.3 87.0
Kombinalt expresszios profilok Citologia+ Citologia +
miR-196a miR expresszio
(2 pozitiv)
1 pozitiv | 2 pozitiv | 3 pozitiv
Szenzitivitas (%) 100.0 85.7 50.0 92.9 85.7
Specificitas (%) 71.8 88.9 100.0 100.0 88.9
PPV (%) 87.5 923 100.0 100.0 923
NPV (%) 100.0 80.0 56.3 90.0 80.0
Pontossag (%) 91.3 87.0 69.6 95.7 87.0




Ezek a mikroRNS markerek, amennyiben nagyobb kefecitolégids mintaszamokon is megtorténik
validacijuk, olcsé és a betegnek plusz terhet nem jelentd elemei lehetnek az onkoldgiai

diagnosztikanak, segitve a benignus esetek megbizhat6 elkiilonitését.

Kozlemény

Meghivott eléadoként szdmos forumon hangsulyoztam a mikroRNS-ek szerepét a hasnydlmirigy
betegségek diagnosztikai és prognosztikai markereiként (pl.: MGT, MGT Onkolégiai Szekcid, FISOSZ,
MOT, Magyar Hasnyalmirigy Munkacsoport Konferencidi, Belgy6gydsz Tovabbképzd Tanfolyam,
Orszdgos Gasztroenterolégiai Tovabbképzé Tanfolyam). ,, A mikroRNS-ek szerepe a rdk
keletkezésében és progresszidjdban” cimmel konyvfejezetet irtam (A hasnydlmirigy daganatai,
Medicina Konyvkiado Zrt., 2014). Az eldzetes eredményekbdl harom referdlhatd abstract sziiletett, a
European Pancreatic Club éves konferencidjan Anglidban kiemelt el6addsként szerepelt a kefecitoldgiai
eredményeket bemutaté munka. A kisérletes munkabdl a zaré beszamol6 idSpontjaban referdlhaté cikk

nincs, a kefecitoldgiai eredmények publikdldsa folyamatban van.

Dr. Szmola Richard
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