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A Kkutatas lényege: MikroRNS expresszio vizsgalata melanoma és egészséges
megfeleldjiiket reprezentald melanocyta sejtek dsszehasonlitasaval

A Kkutatas célja: a melanoma komplex keletkezési és fennmaradasi mechanizmusaban a
miRNS profil felvételével 01j, melanomaban eddig még nem leirt, a normaltol
eltérd expressziod -szabalyozas keresése, amely a daganat biologiai viselkedésének
hatterében allhat genetikai és epigenetikai tényezdként. A talalt miRNS-ek
génteradias felhasznalasanak eldkisérlete

Bevezetés

Melanoma malignum

A melanoma az egyik leginkdbb agressziv emberi daganattipus. Az invaziv novekedésre
vald hajlam, a terapias rezisztencia, és a nem eléggé megbizhat6 prognosztikai markerek
miatt szamos génexpresszids profilozasi kisérletet hivott életre az irodalom tantisaga
szerint. Sem a malignus transzformacio, sem metasztatizalo képesség megszerzésének
teljes molekularis folyamata nem ismert részleteiben.

A melanoma vagy melanoma malignum a bér pigmenttermeld sejtjeibdl (melanocyta)

kiindul6 rosszindulata tumor. Az utobbi évtizedekben a melanoma incidencidja rohamos
novekedést mutatott, 1980 6ta vilagszerte megharomszorozddott, Magyarorszagon is az
novekszik az el6fordulasa. A stlyos lefolyasu daganat kialakulhat mar meglévo
anyajegybdl (az esetek 30%) kiilondsen akkor, ha az allando kérosito ingernek van kitéve
(er6s UV sugarzas, kémiai és mechanikai artalom), de megjelenhet anyajegy mentes



borfeliileten is. Az els6dleges daganatok a borben talalhatd, fekete-barna pigmentet
termeld sejtekbdl, a melanocitakbdl fejlddhetnek ki.

A melanoma kezelése a korai iddszakban foként a sebészeti eltavolitast jelenti. Ez
sok esetben teljes gyogyuldshoz vezet: ha a tumor még nem terjedt 4t a kdrnyezetében
1év6 nyirokcsomokra, akkor igen jok a beteg gyogyuldsi esélyei (95%-os talélési arany 5
évvel a diagndzis utan). A tavoli szervekbe adott attétek esetén azonban mar joval
alacsonyabbak a betegek tulélési esélyei.

Mikro RNS

Az elmult néhany évben deriilt fény arra, hogy hirvivé RNS-nél (mRNS) joval kisebb
RNS darabok is keletkeznek, egyrészt a kivagdodod szakaszokbol, masrészt a gének
kozotti, ez idaig hasztalannak vélt teriiletekrdl atirddva. Ezek az atirodo kisebb méretd,
mikroRNS-ek szintén kijutnak a sejtmagbol, és a megfelel6 mRNS-hez kapcsolddva,
gatoljak azok fehérjévé torténd leforditasat (1. abra). Az, hogy egy mikroRNS melyik
fehérje kifejez6dését gatolja, attol fiigg, hogy a bazissorrendje melyik mRNS-ének
megfeleld, azzal komplementer. Mivel a kapcsolddo rész rovid, és sok olyan mRNS van,
ami tartalmazza az ennek megfeleltethetd szakaszt, a mikroRNS-ek egyszerre tobb
fehérje kifejezddését is tudjak befolydsolni, a sejt igényeinek megfeleléen 6sszehangolva
annak miikodését. Igy, az egyes mikroRNS-ek sejten beliili mennyisége informaciot
adhat a sejtben aktudlisan zajlo folyamatokrol is. Példaul, az oxigénhidnynak, a
borsejteknek, a daganatsejteknek, az adaptiv immunvélasz szabalyozasanak is
megismerték mar a jellemzé mikroRNS-mintazatat (6).

Szemléletformald az az evolucios szempontbol is izgalmas eredmény, miszerint,
nemcsak egy miRNS kapcsolodhat sokféle mRNS-hez, de az mRNS-ek 3' részén akar 5-
10 miRNS is "elfér" és a hatasok szinergizalnak. Mivel pl. a p5S3 mRNS esetében is ez a
helyzet, a mai onkobioldgia egyik nagy "puzzle-je" éppen ennek a komplex
szabalyozasnak a feltarasa.

Az informatikai megkdzelités jelenlegi akadalya, hogy még nem
rendelkeziink kelld szdmu adattal a mikroRNS-target kolcsonhatas kovetkezményének
iddbeli jellegzetességeirol.

Ez az Gjonnan felismert szabalyozasi szint teljesen 11j tavlatokat nyithat meg az
orvostudomanyban, ezen beliil az immunoldgidban is, ahol az immunsejtek elképesztéen
Osszerendezett miikodéséhez elengedhetetlen az igényeknek megfeleld fehérjék
szinkronizalt eldallitasa. Jelenleg a mikroRNS-ek sejten beliil betoltott szerepe, illetve a
megfeleld6 mRNS targetek szamitogépes predikcidja a megismerés fazisaban van.
Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a technoldgia méara mar tobbé-kevésbé adott a



megfelel6 mikroRNS-ek sejten beliili mennyiségének mesterséges szabalyozasara, amely
egy teljesen 1) fejezetét jelentheti a genetikai ismereteken nyugvo terapianak. Szoros
kapcsolatban van a miRNS-ekr6l sz616 tudasunk ndvekedése a génterapidban sikeres gén-
csendesités technika (siRNS) alkalmazasaval.

1. abra A mikro RNS keletkezése és miikodése
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Melanoma ,.microenvironment”, a hizdsejtek szerepe a tumor mikddésében

Régota tudott, hogy egyes tumorok kozvetlen kozelében jelentds hizosejt szaporulat
figyelheté meg. Tobb korabbi munkank igazolta, hogy a hisztamin fokozza a tumor ndvekedést
melanomaban (2, 3). Ennek egy kozvetlen és egy kozvetett hatdismechanizmusat is leirtuk.

--- Kozvetlen hatas:

Maga a melanoma szdvet jelentés HDC expressziot, tehat hisztamin termelést mutat. Az autokrin
¢s parakrin hatasi hisztamin-receptorfiiggden- szabalyozza a melanoma ndévekedést. Tobb
kozleményben szdmoltunk be a HDC szenz konstrukcidval transzfektalt egér melanoma vonal
nagyon jelentds tumorfokozo hatasardl in vivo, a megfelelé kontrollokkal szemben. Kidertilt,
hogy a hisztamin gatolja a tumorgatldé TGFb termelddését az IGFR2 blokkolasan at, tovabba,
ettdl fliggetleniil az anti-angiogenetikus fibulin-5 kifejezddésének gatlasan at (1, 5).

--- Kozvetett hatas:

A hisztamin eltolja a kornyéki T sejtek polarizacigjat Th2 iranyba, ezaltal is gyengitve az
immunrendszer tumorellenes hatasat.

Az irodalomban talalhatd miRNS-sel kapcsolatos eredmények melanomaban

Az irodalomban fellelhetd génexpresszids vizsgalatokat jellemzden in vitro rendszerekben
készitették (sejtvonal vagy szovetbdl kulturaba vitt primer sejttenyészet). A valddi szovetekbdl
késziilt melanoma mintakat altalaban 1ézer-disszekcidval nyerték vagy nagyobb mintaszdmmal
dolgoztak. Kisebb mintaszam esetén megalapozott kérdésfeltevéssel, molekularis
megalapozottsagl, fenotipusaban és viselkedésében eltéré daganatokat hasonlitottak dssze. Ezek
kozott megjelentek a melanoma miRNS-expressziojat feltérképezését célzo kezdeti vizsgalatok
is.

A elsédlegesen a melanoma vizsgalatat célzo eddigi miRNS vizsgalatokat az 1. tdblazatban
soroljuk fel:
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A palvazatban foglalt kutatas célja:

A melanoma komplex keletkezési és fennmaradasi mechanizmusaban a miRNS profil
felvételével 1j, melanomaban eddig még nem leirt, a normaltol eltérd expresszio vagy
szabalyozés keresése, amely a daganat bioldgiai viselkedésének hatterében allhat genetikai és
epigenetikai tényezoként. Egy génterapias megkozelités (siRNS) eldkisérlete.

Modszerek

Klinikai mintak gyiijtésének szempontjai

1.

Kiindulasi anyagként hozzaférhetd szovettani blokkokat vagy teljes fagyasztott szovetet
hasznaltunk. A betegek teljes demografiai/klinikai dokumentacidja mellett a talélési
adatok is rendelkezésre alltak. A sziikséges mintamennyiséget tigy valasztottuk meg (ha
erre lehetdség volt a pathologiai dg. veszélyeztetése nélkiil), hogy a microarrayre
felkeriil6 mintdkon tul maradjon az adatok validdlasra is. Tapasztalataink szerint a
feltehetéen klinikailag és mindségileg is rendkiviil heterogén mintagyiijteménybdl a
homogén, egymastol a lehetd legjobban eltérd csoportok képzése érdekében (amely
kiilonbség hatterében varhatdoan molekularis eltérés sejthetd) is legaldbb 6tszordsen tul
kellett volna tervezni a mintaszamot. Mindez felhivja a figyelmet a jol dokumentalt
melanoma biobankok hatalmas jelentségére. A mennyiségi kérdések mellett 1ényeges
volt a mintak mindsége is. A késObbiekben, a a primer melanoma szoveti sejtek
kozvetlen vizsgalatara a laser-diszekcios eljarast kell alkalmazni, de az aktualis stroma-
illetve a limfoid infiltracio jellemzésére maradna a teljes szOvetminta analizise. Eredeti
terveinkkel ellentétben végiil is nem vettikk igénybe nemzetk6zi biobankok
szolgéltatasait. Ennek oka elsdsorban az eltérd diagnosztikai rendszerek nem szerencsés
Osszemosasabol szarmazo hibak elkeriilésének szandéka volt.

Lehetséges mintacsoportok

egészséges melanocyta vs. primer melanoma

Primer vs. metasztatikus melanoma (utobbi: mar metasztazist adott vagy maga a
metasztazis, ez esetben laser-disszekcioval el kellene valasztani a kdrnyezo szovettol,
esetleg bormetasztazis esetén izolalhat6). Erre sajnois technikai és szervezési okokbdl a
palyazat id6tartama alatt sajnos nem kertilhetett sor. Most folytatott kutatdsunkban mar
laser-disszekciot alkalmazunk.

Lokalis recidiva vs. primer daganat (ez feltételezi a jol konzervalt eltavolitott primer
1€zi6t)



e Benignus 1¢zi6 (kiillonb6zé naevusok) vs. melanoma => itt mint nem malignusan
viselked6 tumorok
e Precancerosus 1¢ézi6 (lentigo maligna)

Alkalmazott tovabbi mdodszerek

(rutin immunolégiai molekularis technikak, részletek a kozleményekben)

Sejt- és szOovettenyésztés

Csontveld eredetli egér és emberi hizdsejtek in vitro differencidltatasa
Citofluorimetria

Microarray (Agilent rendszer)

RNS izolalas, QC, reverz transzkripcid, valds idejiit PCR

Luciferase assay, transzfekcio

Western (immuno)blot

Citokin profil megallapitdsa ELISA technikéaval

Informatikai eljaras a miRNS mRNS target predikcidjahoz

Eredménvek (1.-5.)

1. Melanomavonalak és melanocitak miRNS mintazata

A melanomara jellemzé miRNS expresszidos mintazat felvételét elsoként két melanoma
sejtvonal, illetve két melanocyta-kultara (159 miRNS mérésére alkalmas primerkészlet
felhasznalasaval) végeztiik el. A kisérletek sordn minden vizsgalt mintadban hasonldéan
expresszalodo, illetve csak az egészséges, illetve daganatos mintdkban mérhetd
expresszioval jellemezhetd miRNS-eket azonositottunk. Ezek egyiittesen viszont



jelentdsen eltértek a kontroll (egészséges) borbol szarmazd miRNS mintazattol (2. 3.
abra)

2. abra A melanoma- és melanocita mintak forrasa
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2. A miRNS-21 mRNS targetjei

A melanoma sejtvonalak és az egészséges kontrollt reprezentald melanocita kulturak alkotta
csoportok expresszids értékeinek ismeretében megkiséreltiink egy, a csoportok kozott jelentds
mértékben eltéré miRNS, a miR-21 targetjei koziil egyes kivalasztottakat felderiteni. A valasztas
azért esett éppen erre a miRNS-re, mert az irodalom szerint a miR-21 kiilonb6z6
daganattipusokban is kdvetkezetesen a daganatsejtek javara valtozott az egészségesekkel
szemben, jelezve, hogy altalanos, a daganatos fenotipussal 6sszefliggd sejtfolyamatokban (mint a
sejtosztddas, sejthalal) jatszhat szerepet.

A validalasra szant targetek kivalasztdsdban szerepet jatszott, hogy legalabb két target
predikcids algoritmus altal magasfokon valdszintsitett, illetve a vizsgalt daganat szempontjabol
az irodalom szerint relevans legyen. Az Applied Biosystems/Ambion Anti-miR és Pre-miR
transzfektalo rendszereinek segitségével kezeltiikk a HT168-vonalat.

A targetek valtozasat RNS szinten real-time RT-PCR-rel, fehérje szinten Western blottal
vizsgaltuk. A Bcl2 megbizhatéan nem detektalhatdan alacsony mértékii expressziot mutatott a
vizsgalt sejtvonalban. A TPM1 esetében kis mértékii, nem kovetkezetes kiilonbséget kaptunk. A
PLAGTI esetében tobbszdri probalkozasra sem sikeriilt megfelelen specifikus ellenanyag-
reaktivitast kimutatni.

A miR-21 expresszidjanak modositasat célzo transzfekcios kisérletek soran, a kezelt sejtekben
sem jelentds proliferacios kiilonbséget (MTT), sem citosztatikus kezeléssel indukalhato,
megvaltozott apoptdziskészséget (CaspACE Assay, Promega) kimutatni nem sikertilt.

3. Melanoma sejtvonalak és klinikai melanoma szévetmintak miRNS vizsgalatai

Ezt kovetden a vizsgalatba bevontunk klinikai melanoma szévetmintakat is. A HT168, HT168-
M1 sejtvonalak (HT1, HT2, M1, M2), melanocyta-kultarak (mell és mel2) és klinikai melanoma
szovetmintak (#1, #2) kozott kiillonbozoképpen expresszalodé mikroRNS-eket tartalmazo listat
hoztunk Iétre (4., 5. abra). A relativ expresszios értékek real-time RT-PCR modszerrel, 2—ACT
metodus alkalmazasaval, két haztartasi génre, az RNU6b ¢és RNU43 snoRNS génekre
normalizalva keriiltek kiszamitasra.



4.

abra A melanomavonalakban és a melanocitakban talalt miRNS-ek
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5.4bra A melanomavonalakban és a melanocitdkban talalt miRNS-ek kifejezddése (a) és

a kozottiik talalt korrelaciok (b)
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A klinikai mintdk olyan miRNS-ek expresszidjaval jellemezhetok, amelyek joval alacsonyabb
szinten detektalhatok az in vitro csoportokban. Ez egyrészt a klinikai minta “teljes szovet”
jellegébdl adododik, azaz, hogy a daganatsejteken kiviil stromalis elemeket (endotelsejtek,
gyulladasos sejtek stb.) is tartalmaz, masrészt a daganatsejtek maguk is mentesek a sejtvonalak
¢s melanocyta-kultardk esetében jelentkezd, az in vitro, mesterséges koriilmények kozotti
fenntartasbol adodo torzuldsoktol.

4. Target predikcios algoritmusok hasznalata, utvonal analizis

Eredeti célkitlizésiink alapgondolata az volt, hogy a melanocytak daganatsejttekké, melanomava
val6 atalakulasa, illetve az ennek hatterében 4ll6 fenotipusos valtozas hatterében allo eltérd
expresszids mintdzat nemcsak a mRNS-pool 6sszetételében, hanem az azok mennyiségi
szabalyozéasaban szerepet jatszo mikroRNS-ek mennyiségi-mindségi valtozasaban is tetten
érhetd. Informatikai megkozelités nélkiil —tekintettel a valdszinii partnerek szamara és a
kapcsolat jellegére— az ok-okozati viszonyok felderitése elképzelhetetlennek tlinik a szabalyozo

miRNS-ek ¢€s az altaluk szabalyozott target mRNS-ek kozott.

Mivel ebben a kapcsolatban RNS-RNS kolcsonhatasrol van szo, amelynek szabalyait elsésorban
a kapcsolodd egyszalu partnerek baziskomplementaritdsa hatarozza meg, szamitogép
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segitségével is, elfogadhatdo hibaval megbecsiilheté az adott (ez esetben a melanomadra, vagy
annak progresszios allapotara jellemzd valtozast mutatd) mikroRNS-hez tartozo targetek listaja.
Tobb, ingyenesen online hozzaférhetd, kisebb nagyobb eredménylistait megadd algoritmus
(target predikcios algoritmusok, pl. PicTar, TargetScanS, MirBase stb.) all rendelkezésre,
amelyek Osszefésiilésével (keresztannotacioval megadhaté az eredményhalmazok metszete)

crer

rrrrr

Erdekes, hogy egy adott jelatviteli uthoz, vagy sejtfolyamathoz tartozé tobb elem is gyakran
targetalt egyazon mikroRNS 4altal.)

A PicTar target predikcidos program haszndlatdval megadhatoak egy kivalasztott
mikroRNS, a miR-34a val6szintsitett célpontjai. A cél-mRNS és az adott mikroRNS kozotti
kolcsonhatas  valoszinliségét a program egy score-értékkel jellemzi, amely felhasznalhato az
Ingenuity Gtvonal-  analizalo szoftverbe valo bevitel sordn. Az emlitett program segitségével
meghatarozhat6 az adott mikroRNS altal targetalt mRNS-ek a kiillonboz6 sejtfunkciokat
jellemzd listakban val6 relativ reprezentaltsaga (6. abra).

Mintegy 19 gén-set target koziil a pS3 utvonal génjei szerepeltek az els6 helyen.
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6.abra A miR-34a PicTar altal valdszintisitett mRNS-célpontjainak reprezentacioja:
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Az emlitett algoritmusok segitségével felbecsiilhetd a mikroRNS-ek altal szabalyozott targetek
kiilonb6z6 folyamatokra, sejtfunkciokra, sejtalkotokra vonatkozd reprezentdcidja, ami
Osszevethetd a melanomara jellemzoO, irodalombol ismerten valtozast mutatdé funkciokkal.
Jollehet osztddasra, illetve apoptozis készségre gyakorolt miRNS hatast nem sikeriilt kimutatni,
mas, nehezebben vizsgalhatd folyamat még bizonyithatéan miRNS- szabdlyozas altal érintett
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lehet. Lehetdség szerint tovabb bdvithetd a lehetséges sziir6k szama, igy a miRNS-target kozotti
kapcsolatra a koexpresszid hidnya miatt esélytelen mRNS-ek kizardsaval, tovabba a miRNS-sel
ellentétesen valtozok bevonasaval. Az informatikai megkdzelités hatranya, hogy még nem kelld
adattal rendelkeziink a mikroRNS-target kdlcsonhatas kovetkezményének iddbeli, vagy €ppen
sztochiometriai szabalyszerliségeir6l, tovabba az atfedd kotohelyekkel a kompeticid vagy a
koregulacio felismert jelenségei atlathatatlanul bonyolultta teszik az ok-okozati viszonyokat
ebben a szabalyozasi formaban.

Visszatérve a miR 34a-ra, legujabb eredményiink szerint nagy meglepetésiinkre (egy idén-2011-
felfrissitett PcTar adatbazisban) a targetek kozott megtalalhato a fibulin is, az a fehérje, amelyrdl
korabban éppen a mi munkacsoportunk bizonyitotta angiogenezis gatld hatasat sajat in vivo
egérmodelliinkben. Jelenleg folyik az eredmény validalasa két mas, fiiggetlen eljarassal. Ha
sikeriil megerdsiteni az eredményt, akkor a miR34a hatdsa melanomaban éppen az angiogenezist
gatl6 fibulin gatlasan keresztiil fokozza a melanoma terjedését. Tavlatilag ez potencidlis
gyogyszertarget lehetéségét vizionalja. Erdekes, hogy adrenocorticalis tumorban (egy més
kisérletsorozatban) is részben atfedd miRNS mintazatot tudtunk észlelni.

Tovébbi fejlemény, hogy a korabban més munkankban elasztin eredeti VGVAPG ¢és VAPG
peptidek hatasat kezdtiik analizalni a melanoma miRNS mintazatdra. Ezek a peptidek fokozzdk a
melanoma invazivitasat.

A kisérletes targetvalidalas esetében fokuszaltabb megkozelitésre van sziikség. A sejtekben
lehetdség van egy adott miRNS mennyiségének mesterséges megvaltoztatasara, és ennek
riporter konstrukcioba épitetésével igazolhatéak. Ennek beallitasa és kandidans targetek emlitett
megkozelitéssel torténd keresése jelenleg is folyamatban van.

5. Melanoma-hizosejt kolcsonhatas, hizésejtek szerepe a tumor ,,micoenvironment” —
ben

A hizosejtek aktivacidja soran felszabaduld bioaktiv molekuldk nemcsak a gyulladas effektor
szakaszdban, hanem az immunrendszer miikodésének, igy az antitumor hatds szabalyozasaban is
fontos szerepet jatszanak, mindezek miatt eddig is széleskorli vizsgalatok torténtek a hizosejtek
aktivacidjanak gatlasat/modositasat célzo 1) gyogyszercélpontok felderitésére.

Az a tény, hogy a mikroRNS-ek mennyiségének mesterséges modositasara lehetdség van,
¢s hogy egy adott mikroRNS mennyiségi valtozasa tobb szaz, adott esetben hasonld funkcidji
fehérje aktualis sejtbeli mennyiségét meghatarozhatja, felveti annak lehetdségét, hogy terdpias
célpontokként tekintsiik rajuk.
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Sajat munkdnkban 567 miRNS felhasznalasaval az adatbazisokbdl kivalasztva (7. abra)
sikeriilt leirnunk ezek koziil egy, a miRNS-132 kozvetlen szabédlyozd hatasat a heparin-koto-
epithelialis novekedési faktorra (HB-EGF), amely gy tlinik a hizésejtaktivacio egyik legfontosabb
tényezdje emberben és egérben egyarant. A pre miRNS 132-vel funkcionalisan is sikeriilt
bizonyitani ezen miRNS gétl6 hatisat (8. 4dbra), ami felveti a tovabbiakban a miRNS-132
génterapias alkalmazasanak lehet6ségét is.

7.4bra A miRNS-132 target predikcidja emberi és egér miRNS adatbazisokban. A
tovabbi kisérletekhez a nyillal jelolt HB-EGF-t valasztottuk.
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8.4bra. A pre miRNS 132 gatolja a HB-EGF aktivitast (luciferaz assay)

norimalized luciferase activity

30nM 3nM 30nM 20nM
veclor  +negative
only control +pre-miR-132

Bar nem miRNS eredmény és ezért nem is tartozik kozvetleniil a most lezart OTKA
kutatashoz, de a hisztamin-tumor kolcsOnhatas teljességének megértéséhez hozzéjarulnak
legijabban a Nature Medicine-ben kozolt kollaboracios eredményeink is (8). A kozvetett és
kozvetlen mechanizmus eredményeképpen a melanoma szempontjabdl a hisztamin serkentd
hatdsi. A hatds szovetspecificitdsdra utal, hogy egy  madas jellegli hatast irtunk Ile
hisztaminhidanyos (hisztidin dekarboxildz-HDC- knock-out) egerekben a vastagbél- és
boértumorok vizsgalata kapcsan. Ezen tumorokndl hisztaminhidnyaban egy hisztaminfliggd, gatlo
hatdst mieloid sejt éretlen valtozata domindl. Kideriilt, hogy maga a tumor hipermetilalja (és
ezzel gatolja) a hisztamin szintézisért felelds enzim, a HDC aktivitasat és igy maga a tumor éri el
az éretlen, tumorndvekedés gatolni képtelen mieloid sejtpopulécio felszaporodasat. A tumornak
ez az epigenetikai szinten (metildcio) hatd gatlé hatdsa a hisztamin termelésére valdsziniileg
ugyancsak miRNS-ek részvételével zajlik le. Ennek a lehetdségnek a kutatdsa most kezdddott.

A Kkutatas fobb eredményeinek értelmezése:




17

Az aktualisan genomszintii (GWAS), az id0 szerint ismert €s beallitottan mérheté miRNS
régiok bevonasaval miRNS mintazatok felvételét kdvetden, tekintettel az alacsony esetszamra
meglehetdsen szigoru mindségkontrollt, majd klaszteranalizist kellett végeztiink. Kiilondsen
nehéznek bizonyult a megfeleld haztartdsi gén kivéalasztasa (RNU6b és RNU43 kombinalt
alkalmazasa). Tobb tanulsdgos kovetkeztetést sikeriilt levonnunk a viszonylag alacsony
csoportonkénti elemszam ellenére:.

1. A klinikai mintak esetében felmeriilt a nem-tumoros sejtekkel (stroma, limfoid sejtek,
endotel) torténd kontaminacid lehetdsége, ugyanakkor a klinikai szovetmintak mintazatukat
tekintve nagyobb hasonlosaggal birnak, az eltérd genetikai hattér ellenére, mint akar a
sejtvonalak. Az utobbiak azonos in vitro kdriilményei mellett kiilonosen érdekes a fenti
eredmény amellett, hogy ezen vonalak koziil az egyik a masik in vivo metasztatizalo képességre
szelektalt derivatumanak tekinthetd. A késdbbiekben, a a primer melanoma szdveti sejtek
kozvetlen vizsgalatara a laser-diszekcios eljarast kell alkalmazni, de az aktualis stroma- illetve a
limfoid infiltracio jellemzésére maradna a teljes szovetminta analizise.

2. A melanocitak direkt médon sem vethetdk dssze ennek megfelelden a klinikai
szovetmintakkal, ami a megfelel6 kontroll valasztasanak kérdését az irodalommal
egybehangzodan nyitva hagyja. Egyébirant ezek a primer kultirak mutattak a legalacsonyabb foku
rokonsagot, mintazatukat tekintve.

3. Sikeriilt mindazonaltal egy a csoportokat megkiilonboztetd, 28 miRNS-bol allo készletet
azonositanunk, néhdny rokon genomi strukturat mutaté miRNS ezek kozott hasonlo
karakterisztikat mutatott (4).

4. A kiilonbozd expressziot mutatd miRNS-ek listdjat a barmely csoportra specifikusan,
annak malignus statuszaval vagy bioldgiai viselkedésével egyértelmiien 6sszefliggd marker(ek)re
ezidejiileg még nem sikeriilt lesziikiteni. Ennek oka nem az, hogy nem lennének megfeleld
miRNS markerek, ezek egy részét meg is talaltuk, hanem az, hogy ezek komplexitasa, mintazata
jelenthet valds, hasznosithaté diagnosztikai értéket(4).

5. A miRNS profilozasi kisérletek kapcsan felmertilt és az irodalomban mas daganatok
esetében is azonositott, a malignus viselkedéssel 0sszefliggd expressziot mutaté miR-21
mikroRNS-t mimikalé és antagonizalo (pre- és anti-miR-21) oligonukletidok bejuttatasaval
(mintegy génterapids modellkisérlet) igyekeztiink felderiteni annak potencialis jelentdségét a
melanoma esetében. Harom, predikcios adatbazisokbol kivalasztott, relevansnak igérkezo célgén,
a bcl-2, a plag2 és a tpm1 kovetkezményes valtozasait probaltuk kimutatni, sajnos sikerteleniil,
aminek kettds okat gondoljuk.

A. Informatikai hattér. A hattérben részben a predikcios algoritmusok
felhasznalhatosaganak aktualisan csekély mértékben kidolgozott voltat feltételezziik, tovabba
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azt, hogy egyetlen algoritmus kimenetét haszndlva igyekeztiink az amigy magas varhato (2/3-ra
becsiilt!) fals-pozitiv talalati ardnyok mellett hasznalhaté miR-21 targetet azonositani.

B. ~multiple hit” hattér: A korlatozott hatds okat abban is feltételezziik, hogy a
kétségkiviil jelentds szerepti miRNS21 mellett, ezzel kombinacidban, méas miRNS-ekkel egyiitt
lenne hatésos a sejtek kezelése. Ezek a kisérletek tobb tucat miRNS kombinacidjaval most
folynak.

6. A felmeriild korlatok és buktatok felismerését kovetden, a miRNS-ek expresszios
vizsgalata soran megszerzett tapasztalatokat (4) igyekeztiink egy a szamos korélettani
folyamatban, igy a daganatok kozvetlen gyulladadsos mikrokdrnyezetében kitlintetett szereppel
kamatoztatni. Félezernél tobb egér mikroRNS koziil tobb oldalrdl is kimutattuk, hogy a hizose;jt
aktivacios funkcidiban kulcsszerepet jatszo heparin-koto epidermalis novekedési faktort (HB-
EGF) a miRNS 132 targetélja (7). Ennek az eredménynek nagy jelentdsége lehet a tumor-
génterapia jovoje szempontjabol.

Konkluzio

A kisérletes mRNS target validalas esetében fokuszaltabb (= prekonceptiv) megkozelitésre van
sziikség. A sejtekben lehetdség van egy adott mikroRNS mennyiségének mesterséges
megvaltoztatasara, és ennek kovetkezményei kozvetleniil a feltételezett cél-mRNS 3’nem
beallitasa és kandidans targetek emlitett megkdozelitéssel torténd keresése jelenleg is folyamatban
van. Munkénkban felhasznaljuk a kordbban in vivo egérmodellre kidolgozott endogén
hisztamintermelésében befolyasolt transzfektalt egér melanoma mintakat is.
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