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Bevezetés

A tiidérdk az elmult néhany évtizedben vilagszerte jelentds kozegészségiigyi
problémava valt, és a daganatos haldlozasok vezetd oka, amely hatalmas kihivast jelent
a modern onkologia szamdra. A daganatokhoz kapcsol6do haldlozasok jelentOs részéért
felelds vilagszerte, és az egyik legelterjedtebb tumorként tartjak szdmon — évente
koriilbeliil 2,2 milli6 uj esetet regisztralnak, melyek koziil 1,8 millié végzddik halallal.
Szdvettani szempontbol a tiidorak két tipusra oszthato: kissejtes tiidérak (SCLC) ¢és
nem kissejtes tiidorak (NSCLC). Ez utdbbi az 6sszes tiidérakok tobb, mint 80%-4at teszi
ki, és tovabb oszthatdo adenokarcindmadra, laphdmsejtes karcindmara és nagysejtes
karcindmara. A tiidé adenokarcinoma (LUAD) a tiidorak leggyakoribb formaja, amely
az esetek koriilbeliil 40%-aért felelds. Sajnos a legtobb LUAD eset prognozisa
tovabbra is kedvezdtlen, mivel az LUAD diagnézisok mintegy kétharmada
elérehaladott, inoperabilis stddiumban van, valamint a korai felismerés nehézségei és a
hatékony kezelések hidnya miatt. Ezért elengedhetetlen a LUAD-hoz kapcsolddo
biomarkerek és terapids célpontok azonositasa a korai felismerés javitasa és a tiidorak

A mikroRNSek (miRNS) koriilbeliil 20-25 nukleotid hosszusagua, egyszali, nem
kédoldo RNS-molekuldk. A cél mRNS 3’ nem transzlalt régiojaval (UTR) bazisparokat
vagy a transzlaci6 gatlasahoz vezet. Bar a miRNS-ek csupan az emberi genom 2%-at
teszik ki, mégis kulcsszerepet jatszanak a sejtek sorsanak alakulasaban. Emellett
szabalyozzak a gének kozel egyharmadédnak kifejezodését, szinte minden biologiai
folyamatban, beleértve az embriofejlodést, a sejtproliferaciot, az apoptdzist, az
immunvalaszokat és a tumorképzdédést. Egyre tobb bizonyiték hangsulyozza a
miRNS-ek sokoldalu szabalyoz6 hatésait. A kutatasok azt mutatjak, hogy a miRNS-ek
szamos sejtszintli szabalyozd funkcioval rendelkeznek, és tobb miRNS onkogénként
vagy tumorszuppresszorként miikodik. Szadmos miRNS jelentds klinikai potencialt
mutatott az onkologiaban, kiilondsen azok, amelyek tobb mRNS-hez képesek kotddni

¢és azokat szabdlyozni, igy igéretes biomarkerekké valnak az onkologia teriiletén.
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A hosszu, nem kodold6 RNS-ek (IncRNS-ek) 200 és 10 000 bazispar (bp)
hosszusagu nem kodold RNS-ek. Az IncRNS-ek nem transzlalodnak fehérjékke,
hanem a célgének expresszidjat transzkripcidos ¢€s poszttranszkripcids szinten
szabalyozzak. Azonban az IncRNS-ek daganatokban betoltott egyértelmili szerepe
tovabbi kutatasokat igényel. A kompetitiv endogén RNS (ceRNS) hipotézis szerint az
IncRNS-ek szivacsszerli hatast fejthetnek ki a miRNS-ekre, és gyengithetik azok
mRNS-ekre gyakorolt hatasat. Ezen talmenden, tanulmanyok kimutattak, hogy az
IncRNS-ek, miRNS-ek és mRNS-ek hdlozatai fontos szerepet jatszanak a daganatok
patogenezisében ¢€s progresszidjaban. Mindazonaltal a LUAD esetében cask igen ritkan
talalkozunk nagyobb mintak vizsgélatdval. Pedig a LUAD-hoz kapcsolédo miRNS-ek
sziirése, valamint egy miRNS kozponti ceRNS halozat felépitése rendkiviil fontos a
LUAD-ban szenvedd betegek korai diagnozisa és kezelése szempontjabol.

Jelen PhD értekezésben eldszor attekintjiik a miRNS-ek tiid6é adenokarcindmaban
(LUAD) betoltott atfogd szerepét. A miRNS-ek kulcsszerepet jatszanak a
génszabalyozasban, és a daganatkialakuldsban vald részvételiiket széles korben
tanulmanyoztdk. Bar szdmos attekintd cikk jelent meg a miRNS-ekrdl és a
daganatokrol, kifejezetten a LUAD-ra vonatkozdéan még mindig nem all rendelkezésre
elegendd informécio. Attekintésiink ezt a hianyossagot potolja azaltal, hogy atfogd
Osszefoglalot nyujt jelenlegi ismereteinkrél a LUAD progressziojaban szerepet jatszo
miRNS-ekkel kapcsolatban. Nemcsak a miRNS-ek diagnosztikai, prognosztikai és
terapias jelentdségét emeljiik ki a LUAD-ban, hanem &tfogd attekintést is nyujtunk a
miRNS-ekkel foglalkozo kiterjedt kutatdsokrdl is. Ezenkivill Osszedllitottunk egy
fliggeléket, amely szinte az Osszes, a tiidé adenokarcinoma kialakulasdhoz ¢és
kezeléséhez kapcsolodd6 miRNS-t tartalmazza, megkonnyitve az ezekre vonatkozd
tovabbi vizsgalatokat ¢€s a specifikus miRNS-ek és a LUAD kozotti korrelacidok
feltarasat. Ezt kovetOen elemeztik az IncRNS-ek, miRNS-ek és mRNS-ek
expressziojat LUAD esetében, a GEO adatbazisbol szarmazé génexpresszios profilok
alapjan. Tovabba bioinformatikai modszerekkel 1étrehoztunk egy LUAD-ra vonatkozo
ceRNS-halozatot, hogy 1) potencidlis célpontokat talaljunk a rakterapidhoz. A nagy

ateresztOképességli mikroarray technologia széles korben haszndlt eszkozzé valt az
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expresszios profilozasban; egyszerre tobb ezer gén expresszidjat mérhetjiik vele, és 1)
rak biomarkereket azonosithatunk. Ebben a tanulmanyban atfogo elemzést végeztiink a
miRNS, mRNS ¢és IncRNS expressziordl a nyilvanos GSE135918, GSE136043 ¢és
GSE130779 adatbazisok ujraclemzésével. Azonositottuk a LUAD mintdkban a
kontrollhoz képest differencialisan expresszalt miRNS-eket (DEMis), differencialisan
expresszalt mRNS-eket (DEMs) ¢€s differencialisan expresszalt IncRNS-eket (DELS).
Megprobaltuk eldre jelezni a DEMis és DEMs kozotti interakcidkat, majd funkciondlis
dusitasi analizist végeztiink a miRNS-gén szabalyoz6 halozatok és ceRNS halozatok
felépitéséhez. Atfogd bioinformatikai elemzéstink eredményeképpen azt vartuk, hogy

uj LUAD terapias célpontokat és biomarkereket talalunk.



A miRNS-ek szerepe a tiidé adenokarcinOmaban

A miRNS-ek kis, nem kodol6 RNS-ek, amelyeket el0szor 1993-ban a
*Caenorhabditis elegans* tanulmanyozasa soran azonositottak. Gyorsan felismerésre
keriilt, hogy ezek a latszolag konzervalt miRNS szekvencidk kulcsszerepet jatszanak az
eukariotdk szabalyozasi folyamataiban. A miRNS-ek képesek beavatkozni az mRNS
UTR-javal, ami mRNS degradaciohoz vagy transzlacios gatlashoz vezet. A miRNS-ek
kortilbeliil 70%-a sajat miRNS-lokaciokbol irodik at, mig a fennmaradd résziik
fehérjekodold gének intronjabdl szarmazik. A legtobb esetben a miRNS géneket a
sejtmagban irja at az RNS polimeraz II (Pol II) enzim. Ez a primer miRNS (pri-miRNS)
képzddéséhez vezet, amely capping-en, splicing-en és poliadenilacios folyamatokon
megy keresztiil. Egy pri-miRNS vagy egyetlen miRNS-t, vagy két vagy tobb miRNS-t
tartalmazd klasztert generalhat. Ezek a hossza pri-miRNS-ek mikroprocesszor
komplexum altali hasitast igényelnek, amely complex elsésorban a DROSHA RNaz I11
enzimbdl és a DiGeorge szindroma kritikus régi6 8 (DGCRS) kettds szala RNS (dsRNS)
kotéfehérjébol all. A mikroprocesszor a dsRNS egyik szalat hasitja a pri-miRNS
belsejében 1évé hurok-tdrzs masodlagos struktira aljan, és felszabadit egy hajtl alaka
pre-miRNS-t, amely koriilbeliil 60-70 nukleotid hosszusagu.

Béar a mikroprocesszor alapvetdé komponensei, a DROSHA ¢és a DGCRS,
elengedhetetlenek szinte az 6sszes miRNS biogeneziséhez a sejtekben, tobb kofaktor is
szerepet jatszik ebben a folyamatban. A pre-miRNS-t az 5-0s exportalo fehérje (XPOS)
exportalja a sejtmagon kiviilre a citoplazmaba, majd a DICER1, egy RNéaz III enzim
dolgozza fel, amely a pre-miRNS-t mind a 5'- és 3'-végének hasitasaval alakitja at. A
pre-miRNS miRNS-duplexekre hasad, és az egyik szala érett miRNS-s¢ alakul, amely
az RNS-indukalt csendesité komplexumba (RISC) kertil, hogy negativ szabalyozoként
mikodjon a génexpresszioban. A masik szal végiil degradalodik (1. abra). A cél
mRNS-ek miRNS-ek 4ltal indukalt degradacidja vagy transzlacios gatlasa
nagymértékben fiigg a miRNS 5'-seed szekvenciajanak és az mRNS 3'-UTR elemének

komplementaritdsatol. Tovabba a miRNS-biogenezis hibai is hozzajarulhatnak a
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tumorigenezishez. Szamos bizonyiték mutatja, hogy a miRNS-ek sokféle sejtszinti
szabalyoz6 szerepet toltenek be, ¢és egyes miRNS-ek onkogénként vagy
tumorszuppresszor géneként mikkodnek. Tobb tanulmany igazolta, hogy az emberi
daganatoknal, beleértve a LUAD-ot is, szdmos miRNS-t dysregulalt. Ezért ezek a
miRNS-ek potencialis diagnosztikus vagy prognosztikus markerekként szolgalhatnak,
sOt, terapias beavatkozasokban is szerepet jatszhatnak. A miRNS-eket a daganatok
patologiai paraméterek hatékony indikatorai és megbizhato biomarkerek a LUAD-ban.

Szamos nyilvanos miRNS adatbazis jott l1étre, amelyek kiilonb6z6 szempontok
szerint Osszegylijtik az annotalt emberi miRNS-ek ezreirdl sz616 adatokat, beleértve a
LUAD-hoz kapcsol6dd egyre novekvd szami miRNS-t is. Novekvo érdeklodés
mutatkozik a kiilonb6z6 testfolyadékokbol szadrmazdé miRNS-ek azonositdsa és
jellemzése irant, mivel ezek a mintdk konnyen hozzaférhetok. A miRNS-ek
szovetmintakbol is beszerezhetok. A formalin-fixalt és paraffinba agyazott (FFPE)
mintakbol szarmazd miRNS-ek nagyobb ellenallast mutatnak a degradéacidoval szemben
a mRNS-ekhez képest. Ennek kovetkeztében ezek a korhdzakban tarolt mintak jelentds
elonyokkel birnak a miRNS kutatdsokhoz. Masrészt, bar a miRNS-ek izgalmas uj
célpontot jelentenek a rak kezelésében, a miRNS-ek terdpias alkalmazasa kihivast
jelent a specifitas hidnya miatt. Egy miRNS tipikusan egy génklasztert céloz meg, igy
az expresszio manipuldlasa nem kivant kovetkezményekhez is vezethet.

A miRNS-ek igéretes eszkdzként jelentek meg a daganatterapidban, mivel
figyelték meg kiilonb6z6 tipust rédkokban, és még a szintjeik apr6d valtozasai is
jelentésen befolyasolhatjdk a betegség kimenetelét. A LUAD kontextusdban a
miRNS-ek hatékony inhibitorokként miikkodnek a génexpresszidban, hatékonyan
gatoljak a raksejtek novekedését és tulélését. Tovabba, a miRNS-ek stabilitdsa a
szérumban, plazmaban ¢és FFPE-tarolt mintdkban nagyobb, mint az mRNS-eké, igy
idedlis nem invaziv biomarkerekként szolgalnak a betegség elérehaladdsanak nyomon
kovetésére ¢€s altipusok osztalyozasara. NovekvO mennyiségli bizonyiték utal arra,

hogy a miRNS-ek potencidlisan hatékonyak lehetnek a kemoterapidval indukalt
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gyogyszerrezisztencia ellen. Fontos azonban figyelembe venni, hogy a miRNS-alapu
terapiak kiszamithatatlan mellékhatasokat vonhatnak maguk utdn, mivel minden egyes
miRNS szdmos mRNS-t célozhat meg, még a szandékolt specifikus cél-mRNS-en tul is.
Ennek megfelelden csupan néhdny miRNS jutott el klinikai vizsgalatokig, és szinte
mindet elvetették, mieldtt a 3. fazisba értek volna. Ezen kiviil a preklinikai vizsgalatok
soran néhany miRNS-t mind tumor szuppresszornak, mind onkogénnek talaltak, ami
azt jelzi, hogy mennyire fontos az a kifejezddési kornyezet, amelybe bevezetésre
keriilnek. A daganatokkal kapcsolatos miRNS-ekhez tartozd downstream elemek
azonositasa és azok megcélzasa specifikusabban tervezett siRNS-ekkel igéretesebb
stratégiat jelenthet. Tovabba, az exozomdkbol szdrmazdé miRNS-ek is nagyon
igéretesek lehetnek a LUAD diagnozisaban, prognodzisdban ¢és kezelésében. A
LUAD-ban talalhatdo exoszomalis miRNS-ek tovabbi kutatisa varhatoan ndveli a
korabban kevesebb figyelmet kapott miRNS-frakcié megértését.

A kutatdsi eredmények klinikai gyakorlatba vald hatékony atiiltetéséhez
elengedhetetlen a miRNS biologia atfogd megértése. A kutatok olyan miRNS-jelzések
azonositasara sszpontositottak, amelyek 0j betekintést nyujthatnak a régota fennallo
kérdésekbe. Azonban a miRNS-alapu terapidk biztonsaganak ¢és hatékonysaganak
biztositasa érdekében sziikség van a a daganat helyszineire valo célzott szallitasra, a
réksejtek altali hatékony felvételre és a nem szandékolt hatdsok minimalizalasara. A
miRNS-ek kimutatdsdra vonatkoz6 szabvanyositott modszerek kidolgozasa, a
miRNS-ek és mas genomi elemek kozotti kdlesonhatasok jobb megértése, valamint
biokompatibilis, célzottan a tiid6léziokra iranyuld szallit6 mechanizmusok
kifejlesztése kiemelkedden fontos. Még mindig vannak akadalyok, amelyeket le kell
kiizdeni a miRNS kutatds klinikai gyakorlatba vald atiiltetésének utjan. Azonban
kitarto eréfeszitésekkel sikertilhet ezeket a kihivasokat lekiizdeni, és a kozeljovoben 1j

korszakot nyithatunk a miRNS-ek atfogo alkalmazasaban a LUAD-ban.



A tanulmany céljai

Egyre tobb kutatas mutatja, hogy a miRNS-ek részt vesznek a génszabalyozasban.
Szamos miRNS-rdl kimutattak, hogy befolyasoljak a tiidérak kialakulasat és fejlodését.
Jelen tanulmanynak a célja, hogy bioinformatikai elemzés segitségével 1j, a
LUAD-hoz kapcsoléd6 miRNS-eket azonositson, illetve feltarjon bizonyos
molekularis mechanizmusokat is.

A magas ateresztoképességli mikrorendszerek alkalmazésa az
expresszioprofilozashoz széles korben elterjedt technologiava valt; ez lehetové teszi
tobb ezer gén expresszidjanak egyideji mérését ¢és Uj daganat-biomarkerek
azonositasat. A tanulmanyunkban atfogo elemzést nydjtunk a miRNS-ek, mRNS-ek és
IncRNS-ek expresszigjarél a GSE135918, GSE136043 és GSE130779 nyilvanosan
hozzatérhetd adatbdzisok ujraclemzésével. A kontroll-mintdkhoz képest LUAD
mintdkban DEMi-ket, DEM-eket és DEL-eket azonositottunk. Megprobaltuk
megjosolni a DEMi-k és a DEM-ek kozotti kdlesonhatasokat, majd funkciondlis
gazdagitasi elemzést végeztiink a miRNS-gén szabalyozd haldzatok felépitésére.
Atfogd bioinformatikai elemzés révén 1j terapias célok és biomarkerek felfedezését

varjuk a LUAD esetében.



Modszerek

1. Mikrorendszer Adatok

A génexpresszibval  kapcsolatos  adatbazisokat a GEO  adattarbol
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) szereztiik be, amely egy nyilvanos adatbazis,
amely génexpresszios adatokat tartalmaz nagy ateresztoképességii kisérletekbdl. Az
emberi miRNS-ek és mRNS-ek expresszios rekordjait, amelyek a tiidérak szovetének
¢s az azonos 5 tiido adenokarcindémds beteghez tartozd szomszédos szovetek
expresszios profiljait tartalmazzadk, az NCBI GEO-bodl szereztiik be (GSE135918,
GSE136043). A 8 tiidé-adenokarcindmas beteg IncRNS mikrorendszer adatait szintén
az NCBI GEO-bol toltottiik le (GSE130779), amely ugyancsak tartalmazza a tiidérak
szoveteinek ¢és szomszédos szoveteinek rekordjat. A GEO adatbazisbol szarmazo

adatok felhasznalaséhoz nincs sziikség etikai bizottsagi engedélyre.

2. Adat-elofeldolgozas és a differencialis expresszio sziirése

Az R platform GEOquery csomagjat hasznaltuk a miRNS, mRNS és IncRNS
adatok letoltésére, majd az adatokat importaltuk az R statisztikai kornyezetbe. Az
adatok el6feldolgozasahoz a limma csomagot hasznaltuk, amely magaban foglalta az
expresszids matrix, klinikai informacidk, platform annoticios fajlok kinyerését ¢és a
hianyzo6 adatokat tartalmazoé rekordok torlését. A miRNS adatok esetében eltavolitottuk
a nem human miRNS-prébédkat, és az adatokat log2-re konvertdltuk. A IncRNS
adatokat normalizalds és log2 konverzido segitségével dolgoztuk fel. A platform
annotacios informaciot a GEO adatbazisbol szereztiik be, és a chip-proba azonositokat
gén-szimbolumokka alakitottuk. Az expresszids matrixot a daganatos szovetcsoport €s
a szomszédos nem daganatos csoport szerint osztottuk fel. A limma csomagot
hasznaltuk a génexpresszid kiilonbségének p-értékének kiszamitasara a daganatos
szovetcsoport és a szomszédos nem daganatos csoport kozott, majd a kiilonb6zo

expresszioji miRNS-ek (DEMis), mRNS-ek (DEMs) ¢és IncRNS-ek (DELs)



kivalasztasara. A DEMi-k, DEM-ek és DEL-ek sziirésére a kovetkezo kritériumokat
alkalmaztuk: p-érték < 0,05 és log2 fold change (FC) > 1. A DEMi-k, DEM-¢ek ¢és
DEL-¢ek vizualizalasdhoz az R platformon a FactoMineR, factoextra, ggplot2, ggplotify
¢s pheatmap csomagokat hasznaltuk, hogy fokomponens-analizis (PCA) térképeket,

vulkan térképeket €s hotérképeket készitsiink.

3. Funkcionalis feldusulas elemzés

A clusterProfiler csomagot hasznaltuk az R platformon a DEM-ek adataira
vonatkoz6 és a Kyotoi Gén és Genom Enciklopédia (KEGG) Utvonal-elemzésére. A
funkcionalis feldusulas elemzésének eredményeit a tiidérak szoveteinek molekuléris

bioldgiai funkcidinak valtozasainak elemzésére hasznaltuk.

4. A DEMi-k cél-IncRNS-einek és mRNS-einek elorejelzése

A IncRNS-ek és miRNS-ek kozotti interakciot a DIANA Tools LncBase Predicted
v.2 szoftverével josoltuk meg. Az interakcidos pontszam kiiszobértékének 0,8-ra
allitasaval a IncRNS-miRNS parok eldrejelzett IncRNS-eit tovabb szlirtiik (a pontszam
DEMi-k célzott mRNS-eit a MiRTarBase és a Targetscan adatbazisokbdl szereztiik be.
Mindkét miRNS referenciadatbazis megbizhatd. Ezen két adatbazis eldrejelzési

eredményei révén megkaptuk a DEMi-DEM pérok informécioit.

5. ADEMi-k Validalasa

A TCGA adatbazis gazdag klinikai informacidkat és miRNS-expresszio adatokat
nyUjt, hatalmas mintaméretbdl. Ezért a "TCGA-LUAD" adathalmazon keresztiil
szirtik a GSE135918-b6l nyert DEMi-ket. Az adatbazisbél megszereztikk a
TCGA-LUAD klinikai informacidit és a miRNS-expresszi6 mennyiségi adatait
tartalmazo fajlt (https://portal.gdc.cancer.gov/). Az R platformon a DESeq2 csomagot

hasznaltuk a daganatcsoport és a normal csoport kozotti génexpresszid eltérés
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p-értékének ¢€s log2 fold change értékének kiszdmitasara, hogy megerdsitsiik a GEO

adatbazisbol nyert DEMi-k eredményeit.

6. A ceRNA Halozat Felépitése

A DEL-DEMi-DEM haélozatot a DEMi-k cél IncRNS-einek és mRNS-einek
predikcios eredményeinek integralasaval rekonstrudltuk. A Cytoscape szoftvert

hasznaltuk a DEL-DEMi-DEM halozat vizualizalasara.

7. A DEMi-k Tulélési Elemzése

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, vajon a kivalasztott DEM-ek
Osszefiiggésben allnak-e a betegek Osszesitett tulélésével, a TCGA LUAD adatokat
hasznaltunk. Tovabbi két R csomagot, a survival-t és a survminer-t alkalmaztuk a
DEM-ek Osszesitett talélési elemzésére. A betegeket magas és alacsony csoportokra
osztottuk, és a miRNS-expresszid szintjeit a surv_categorize funkcid segitségével
rétegeztilk az R platformon. Ezenkiviil a diagram megmutatta a kockazati aranyt

95%-o0s konfidenciaintervallummal (CI) €s a p-értéket.
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Eredmények

1. DEMi-k Azonositasa

Az elemzéshez a GSE135918-bol kiemeltik a miRNS adatokat. Ot tiidé
adenokarcindmas beteg tiidérdkos szoveteiben és azok szomszédos szoveteiben
vizsgaltuk a miRNS szintjeit. A miRNS log FC cutoff értéke 1 volt, mig a p-érték cutoff
0,05. A GSE135918-ban a hianyzo6 és duplikalt adatok eltavolitdsaval Gsszesen 272
tulszabalyozott ¢és 353 alulszabalyozott miRNS-t azonositottunk. A Kiegészitd
Digitélis Tartalom (http://links.lww.com/MD/H189) egy teljes f4;jlt tartalmaz, amely az

0sszes miRNS informaciot tartalmazza.

2. DEM-ek Azonositasa

Az mRNS adatokat a GSE136043-bol nyertiik ki, és elemeztiik az mRNS szintjeit
tiidorakos szovetekben és azok szomszédos szoveteiben 6t tiidé adenokarcindmas
betegnél. Annak érdekében, hogy pontosabban feltérképezziik a miRNS és az mRNS
kozotti kolecsonhatast, a miRNS és az mRNS adatok ugyanabbdl az 6t betegmintabol
szarmaztak. A miRNS-hez hasonléan az mRNS log FC cutoff értéke 1 volt, a p-érték
cutoff pedig 0,05. A GSE135918 adatokban eltavolitottuk a hianyz6 és duplikalt
értekeket. Az elemzés eredményei azt mutattak, hogy 1659 mRNS tulszabalyozott, mig
1476 mRNS alulszabalyozott. Ezenkiviil a teljes DEM-ek fajlt a Kiegészité Digitalis
Tartalom (http://links.lww.com/MD/H190) tartalmazza.

3. DEL-ek Azonositasa

Az IncRNS adatokat a GSE130779-bdl nyertiik. Ez a tanulmény a IncRNS
szintjeit vizsgalta a tiidérakos szovetekben és azok szomszédos szdveteiben nyolc tiido
adenokarcinomas betegnél. A miRNS és az mRNS sziirési kritériumaihoz hasonléan az
IncRNS log FC cutoff értéke 1 volt, a p-érték cutoff pedig 0,05. Ezen kiviil
eltavolitottuk a hidnyzé és duplikalt értékeket az adatokbdl. Az R platformon a limma

csomagot hasznéltuk az Osszes IncRNS kifejezés szintjének normalizdlasara és
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elemzésére. Az eredmények azt mutattdk, hogy 4054 IncRNS ttlszabalyozott, mig
5543 IncRNS alulszabalyozott. A teljes DEL-ek fajlt a Kiegészitd Digitalis Tartalom
(http://links.lww.com/MD/H191) tartalmazza.

4. A DEM-ek Funkcionalis Gazdagitasanak Elemzése

Az R platformon a ClusterProfiler csomagot hasznaltuk a KEGG analizisek
elvégzésére a DEM-ek vonatkozasaban, hogy feltarjuk a tiid6 adenokarcinoma
kialakulasdban részt vevd lehetséges mechanizmusokat. A p-érték kiiszobértékét
0,05-re allitottuk be, ami 70 KEGG jelatviteli palyat eredményezett (5. abra). A teljes
fajl a Kiegészitd Digitalis Tartalom (http://links.lww.com/MD/H192) ¢és Kiegészitd
Digitalis Tartalom (http:/links.lww.com/MD/H193) tartalmazza, beleértve a
GeneRatio, p-érték, genelD és szamadatokat. Ezek koziil a Wnt, PI3K-Akt és Notch

jelatviteli palyak szerepet jatszanak a tiidorak fejlodésében.

5. MiRNA Szirés

A legjelentdsebb eltérd expresszidval rendelkezé 50 felregulalt és leregulalt
miRNS-t valasztottunk ki ¢és igazoltuk a TCGA adatbazisban taldlhatdé miRNS
adatokkal. Az Osszes klinikai informéciot a tiidé adenokarcindma (TCGA-LUAD)
miRNS  expresszidos kvantifikalasarol a  kovetkezd linken  toltottik  le:
https://portal.gdc.cancer.gov/. Az eredmények azt mutattdk, hogy 567 LUAD minta allt
rendelkezésre, koztik 46 normal és 521 daganatos minta. A TCGA adatok
Osszehasonlitasakor a legfeljebb 50 alulregulalt és 50 feliilreguldlt miRNS-sel a
kovetkezd 8 alulregulalt DEMis (hsa-miR-101-3p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-30a-3p,
hsa-miR-451a, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-193a-3p, hsa-miR-145-5p)
¢s 6 feliilregulalt DEMis (hsa-miR-665, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-224-3p,
hsa-miR-381, hsa-miR-3944-3p, hsa-miR-3652) azonosithatd. Mivel ez a 14 miRNS
differencialtan expresszaldodott mind a GEO, mind a TCGA adatbazisban, igy magas
foku hitelességgel rendelkeznek. Annak érdekében, hogy elemezziik, vajon a 14 eltérd

expresszioji miRNS kapcsolddik-e a tiidérak kialakuldsahoz, kivalasztottuk a Wnt
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jelatviteli palydhoz, a PI3K-Akt jelatviteli palyahoz és a Notch jelatviteli palyahoz
kapcsoldodd6 mRNS-eket a miRNS altal eldre jelzett cél mRNS-ek koziil, hogy

felfedezziik az interakciokat a miRNS ¢€s e harom jelatviteli palya kozott.

6. CeRNA Halézat Epitése

A Targetscan ¢és a MiRBase eszkozoket hasznaltuk a 14 azonositott miRNS
célgéneinek eldrejelzésére. Ezekbodl a célgénekbdl kivalasztottuk a kulcsfontossagu
mRNS-eket a fent emlitett harom jelatviteli palyarol. E 14 miRNS-t ¢és a
kulcsfontossagli mRNS-eket felhasznalva megépitettik a miRNS-mRNS szabalyozo
halozatot (lasd: 1A, 1B, 1C abra). Ezutan a LncBase Predicted v.2 eszkozt, amely a
DIANA Tools része, hasznaltuk az IncRNS-ek és miRNS-ek kozotti interakciok
elorejelzésére. Azok az IncRNS-ek keriiltek kivalasztasra, amelyek kolcsonhatasba
Iépnek e 14 miRNS-sel, és megépitettiik az IncRNS-miRNS szabalyozo6 halozatot (1asd:
1D abra).

7. Tulélési Elemzés

A TCGA adatbazist és az R csomagot haszndltuk a kivalasztott DEMis
értékelésére. Eredményeink azt mutattdk, hogy a hsa-miR-101, hsa-miR-195,
hsa-miR-30a, hsa-miR-145 alacsony expresszios szintje (p < 0,05) rossz overall
survival-t (OS) jelez a LUAD esetében. Ezzel szemben a hsa-miR-381, hsa-miR-3944
magas expresszios szintje (p < 0,05) szintén rossz OS-t mutatott a LUAD esetében.
Ezutan a Kaplan-Meier Plotter (http://kmplot.com/) alkalmazast hasznaltuk az OS
elemzés elvégzésére a hsa-miR-101, hsa-miR-195, hsa-miR-30a, hsa-miR-145,
hsa-miR-381, hsa-miR-3944 eset¢ben. Ugyanez az eredmény jelenik meg a

Kaplan-Meier Plotterben.
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1. abra: CeRNA szabalyoz6 halozat a LUAD-ban.
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Megbeszélés

A tanulmanyunkban a GEO adatbazis felhasznalasaval 6t tiid6 adenokarcindmas
paciens daganatos szoveteibdl és szomszédos normal szoveteibdl szdrmazoé miRNS- és
mRNS-mikroarray adatokat elemeztiink. Azaltal, hogy a miRNS- ¢s mRNS-adatokat
ugyanazoktol a betegektdl valasztottuk ki, célunk a miRNS-ek és a tliidérak kozotti
kapcsolat jobb elemzése ¢és eldrejelzése volt. A miRNS- és mRNS- kifejezodési
profilok integralt elemzése 0sszesen 625 kiillonb6zé mértékben kifejez6dott miRNS-t
(DEMI) tart fel, beleértve 272 felfelé szabalyozott €s 353 lefelé szabalyozott miRNS-t.
Ezenkiviil 3135 kiilonb6z6 mértékben kifejezodott mRNS-t (DEMs) is azonositottunk,
amelybdl 1659 tulszabalyozott és 1476 alulszabalyozott mRNS volt. Ezek az
azonositott mRNS-ek ¢és miRNS-ek jelentds szerepet jatszanak 70 jelatviteli
utvonalban. Kiilonosen a Wnt jelatviteli utvonal, a PI3K-Akt jelatviteli atvonal és a
Notch jelatviteli utvonal szerepe all kapcsolatban a tidérak fejléddésével és
progressziojaval. Ezen utvonalak megértése az altalunk kivalasztott 6t tiidorakos
paciens kontextusaban mélyebb betekintést nyujthat a LUAD mogotti
mechanizmusokba. Tovabba megvizsgaltuk az 50 legnagyobb mértékben tul- és
alulszabélyozott miRNS-t, és validaltuk dket a TCGA-LUAD adatbazis hasznalataval.
Ez a validaldas 14 miRNS-t tart fel, amelyeket a TCGA-LUAD adatbézisban is
kiilonb6z6 mértékben kifejezettek, beleértve 8 alulszabalyozott és 6 tilszabalyozott
miRNS-t. E 14 miRNS jelenléte mindkét adathalmazban arra utal, hogy kulcsszerepet
jatszhatnak a LUAD patogenezisében, €s potencialisan értékes biomarkerek lehetnek a
betegségben. Osszegzésként megallapitdsaink hangstlyozzik a specifikus miRNS-ek
¢s azok szabalyozé szerepeinek fontossagat a tiidé adenokarcindmaban. E miRNS-ek
tovabbi funkcionalis vizsgalatai tisztazhatjdk mulkodési mechanizmusukat ¢és
diagnosztikai eszk6zok szamara a LUAD kezelésében.

Ezutan a Targetscan és a MiRBase adatbazisokat hasznéltuk az emlitett 14 miRNS
célgéneinek eldrejelzésére. Harom, a daganatkialakulasban relevans jelatviteli

utvonalat (Wnt, PI3K-Akt és Notch) valasztottunk ki, és megvizsgaltuk az ezeken a
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palyakon részt vevd fehérjéket, amelyek potencialis céljai lehetnek a fent emlitett
miRNS-eknek.

A 8 lefelé szabalyozott miRNS koziil a hsa-miR-30a-3p célgénei gazdagok a Wnt
jelatviteli Utvonalban, beleértve a WNT, FZD, DVL, LEF, CCND, PLC és mas
csaladhoz tartoz6 mRNS-eket. E gének magas expresszidja aktivalhatja a Wnt
jelatviteli Gitvonalat, eldsegitve a tiidé adenokarcinéma kialakuldsat. A hsa-miR-30a-3p
alacsony expresszidja novelheti € mRNS-ek expressziojat, ezaltal el0segitve a Wnt
jelatviteli utvonal aktivaloédasat. Ezen kiviil a FZD4 és DVLI a hsa-miR-144-3p
célgénjei. A hsa-miR-195-5p és hsa-miR-15b-5p célgénei kozé tartozik a WNT2B,
WNT3A, WNT4, WNT7A, FZD4, FZD6, CCNDI, CCND2 ¢és CCND3. A
hsa-miR-145-5p célgénjei kozé tartozik a WNT2B, FZD4 és CCND2. Ezek a gének
pozitivan szabdlyozzdk a Wnt jelatviteli Gtvonalat. Ezutan elemeztiik a tilszabalyozott
miRNS-eket. A hsa-miR-665 célgénei kozott szerepel a SOST, SOX17 és NLK. A
hsa-miR-369 célgénei a NKD1, GSK3B ¢és TLE4. A hsa-miR-224 célgénei kozé
tartozik a DKK1, SFRP1, SFRP2, CXXC4, GSK3B, CTBP1, CTBP2. A hsa-miR-381
célgénei kozott szerepel a SOST, DKK3, SFRP2, CXXC4, CTBP2 és NLK. A
hsa-miR-3652 célgénei a SFRP5, NOTUM, NKDI1, AXIN1, APC2, CTNNBIPI,
SOX17, CTBPI1. Ezek a mRNS-ek negativan szabalyozzak a Wnt jelatviteli titvonalat.
E miRNS-ek magas expresszioja csokkentheti e célgének kifejezddését, aktivalva a
Whnt jelatviteli Gitvonalat.

A miRNS-ek (8 alulszabalyozott és 6 tulszabdlyozott miRNS) és a PI3K-Akt
jelatviteli utvonal kozotti kapesolatot is elemeztiik. A hsa-miR-30a-3p képes célba
venni a PI3K, AKT, MTOR ¢s mas fontos géneket a PI3K-Akt jelatviteli utvonalban. A
8 alulszabalyozott miRNS koziil a hsa-miR-30a-3p-nek van a legnagyobb szamu
célgénje a PI3K-Akt jelatviteli utvonalban. A hsa-miR-101-3p célgénjei koz¢ tartozik a
PIK3CB, AKT3 és MTOR. A hsa-miR-144-3p célgénjei az IRS1 és a PIK3CB. A
hsa-miR-15b-5p ¢és hsa-miR-195-5p célgénjei az IRSI1, PIK3R1 és AKT3. A
hsa-miR-145-5p célgénjei kozott szerepel az IRS1 és AKT3. E gének aktivalhatjak a
PI3K-Akt jelatviteli utvonalat, és a fenti miRNS-ek alacsony expresszidja a gének

felfelé szabalyozodasat eredményezheti. A 6 tulszabdlyozott miRNS esetében szamos
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kulcsfontossagu daganatellenes gént elemeztiink. A PTEN a hsa-miR-224-3p ¢és a
hsa-miR-369-3p célgéne. A hsa-miR-3652 célgénjei kozé tartozik a TP53, MAGI és
PTEN. A MAGI ¢s TSC1 a hsa-miR-3944 c¢lgénjei. E miRNS-ek tulszabalyozodésa a
TP53, MAGI, TSC1 és PTEN expressziojanak elvesztéséhez vezethet.

Végiil elemeztiik a miRNS és a Notch jelatviteli ttvonal kézotti kapcsolatot. A
DLL1, DLL4, NOTCH2 ¢és RBPJ a hsa-miR-15b-5p ¢s hsa-miR-195-5p célgénei. E két
miRNS alacsony expresszidja a Notch jelatviteli utvonal aktivaloddsahoz vezethet.

Ezek a 14 miRNS szerepet jatszhat a LUAD patogenezisében, és potencidlisan
biomarkerként szolgalhatnak e rosszindulati daganat szdmdara. A 8 alacsonyabb
expresszioju miRNS koziil mindegyikrdl kozolték mar, hogy csokkent kifejezddést
mutat rakban vagy daganatgatl6 hatast. Kiilonosen a hsa-miR-101-3p, hsa-miR-195-5p,
hsa-miR-30a-3p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-193a-3p ¢és hsa-miR-145-5p lettek
daganatgatloként azonositva a tiidérakban. Tanulmanyunk tovabb erdsitette ezen
miRNS-ek szerepét a tiidd adenokarcindmaban, és Uj, megbizhaté molekularis
mechanizmusokat tart fel a hatasuk magyardzatara. A hsa-miR-30a kiilondsen
figyelemre mélto volt, mivel alacsony kifejezddés mértéke szoros dsszefiiggésben allt a
rossz talélési aranyokkal (OS) LUAD esetén (p < 0.001). A hsa-miR-30a-3p gatolhatja
a tiildérak megjelenését €s progressziojat a Wnt és Akt jelatviteli utvonalakon keresztiil,
igy igéretes biomarker lehet LUAD esetén. Bar a hsa-miR-451a és hsa-miR-15b-5p
gatld szerepet jatszanak a daganatokban, e két miRNS-el kapcsolatban a tiidd
adenokarcindma kontextusdban korlatozott szamu kutatds all rendelkezésre. Ezek
potencidlisan 0j daganatmarkerekké valhatnak e betegség szamara. A 6 fokozottan
kifejez6d0 miRNS koziil a hsa-miR-665, hsa-miR-369-3p, hsa-miR-224-3p ¢és
hsa-miR-381 emelkedett kifejez0dést mutatnak a radkban. A hsa-miR-665,
hsa-miR-224-3p ¢és hsa-miR-381 daganatkeltOként funkcionalnak a tiidérakban.
Tanulmanyunk tovabb erdsitette e miRNS-ek szerepét a tiidd adenokarcindméban, és
tovabbi potencialis molekularis mechanizmusokat irt le. Bar a hsa-miR-369-3p
daganatkelt6ként mar azonositva lett, a tiid6-adenokarcinomaban betoltott szerepérdl
eddig nem végeztek kutatast. A Wnt jelatviteli tttal vald szoros kapcsolata azonban azt

jelzi, hogy kulcsfontossdgi gén lehet ezen a teriileten. Ezenkiviil eredményeink az
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elsok, amelyek a hsa-miR-3944 ¢és hsa-miR-3652 magas expresszids szintjeit talaltak
LUAD-ban, és egyuttal megjosoltak célgénjeiket. Kiillondsen a hsa-miR-3944 magas
kifejez6dési szintje all Osszefliggésben a rossz tulélési aranyokkal. Jelenleg nincs
kutatas a hsa-miR-3944 rakos kontextusban, ami jelzi, hogy ez uj biomarker lehet a
tiidé adenokarcinoma szamara. Ez a kutatas értékes referenciat nyajt a miRNS-hez

kapcsolodo biomarkerek sziiréséhez a tiidoérak diagnozisaban és kezelésében.
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A doktori disszertaciom uj megallapitasai
1 Atfogo attekintés: Attekintésiink jelentds hianyt potol a szakirodalomban, amely a
miRNS-ek szerepét targyalja a tiidé adenokarcindmaban (LUAD), atfogd szintézist

nygjtva a LUAD progresszidjaban érintett miRNS-ek aktualis kutatasairol.

2 Kulcsfontossdgh miRNS-ek azonositdsa: Azonositottunk 14 miRNS-t, amelyek
kapcsolodnak a tiidé adenokarcindméhoz, és mélyebben megvizsgaltuk a LUAD
karcinogenezisének molekularis mechanizmusait. Ezenkiviil felfedeztiik, hogy ezek

koziil 7 miRNS a rossz talélési aranyhoz (OS) is kapcsolodik LUAD esetében.

3 Kisérleti validacio: A 14 azonositott miRNS koziil 9-nél kisérletileg igazoltak a
tiidérak patogenezisében jatszott szerepiikben. Tanulmanyunk nemcsak megerdsiti
ezeket a megallapitasokat, hanem 1) molekularis mechanizmusokat is feltar az érintett

miRNS-ek daganatokkal kapcsolatos szerepében.

4 Kevéss¢ miRNS-ek elemzése: A 14 azonositott miRNS koziil haromrol maér
korabban leirtak daganatokkal valo kapcsolatat. Ezeket a miRNS-eket azonban ritkan
tanulmanyoztak tiidé adenokarcindméban. Ezt a harom miRNS-t potencidlis
biomarkerként elemeztik LUAD-ra, és megvizsgaltuk Ilehetséges molekularis

mechanizmusaikat.

5 Uj biomarkerek: Eredményeink elsé alkalommal szamolnak be arrél, hogy a
hsa-miR-3944 ¢és hsa-miR-3652 magas expressziot mutatott LUAD esetén. A
hsa-miR-3944 magas szintje a rossz OS-hez is kapcsolodott. A hsa-miR-3944 ¢és
hsa-miR-3652 1j biomarkerként szolgalhatnak LUAD esetén.

6 Atalakité potencial: Tanulmanyunkban feltart miRNS-ek jelentds potenciallal birnak
a tiidorak kezelésének teriiletén, olyan meglatasokat kinalva, amelyek katalizalhatjak

Uj terapidk és a korai stadiumu betegség biomarkereinek kifejlesztését.
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Koszonetnyilvanitas

Ahogy az id6 gyorsan telik, az 6t éves doktori képzés hamarosan a végéhez
érkezik, és csupan egy pillanatnak tiinik. Ez alatt az idészak alatt szamos élményt
szereztem ¢és felbecsiilhetetlen tudasra tettem szert. Szeretném ezt szivbdl
megkdszonni kivalé PhD mentoromnak, Kiss Istvan professzornak. Ot évvel ezeldtt
Kiss Istvan professzor kedvesen felajanlotta nekem a Iehetdséget, hogy
megkezdhessem a doktori képzést, ezzel iranyitva engem a doktori tanulméanyok
mélyrehatd utjan. Kiss Istvan professzor, mint mentor, a melegség és a tisztelet
megtestesitéje. Emellett a tudomanyos kutatds szenvedélyes hive, kiilondsen az
intellektualis képességek fejlesztésében, kihivasok elé allitdsaban és finomitasdban.
Doktori tanulmanyaim soran Kiss Istvdn professzor tudasa ¢s a tudomanyos szigor
iranti elkdtelezettsége rendkiviili mértékben gazdagitotta tanulasi élményemet.
Doktori képzésem alatt folyamatosan tamogatta az Otleteimet, €s felbecsiilhetetlen
utmutatast nyujtott. Az akadémiai kereteken tul Kiss Istvan professzor életvezetési
leckéket is adott, segitve ezzel a személyes fejlodés utjanak kijelolésében. Amikor
visszatekintek erre az élethelyzetre, rendkiviil szerencsésnek érzem magam, hogy
Kiss Istvan professzor mentorom volt.

Szeretném kifejezni hdlamat a tanszék munkatarsainak: dr. Gyongyi Zoltannak,
Varga Csaba professzornak, dr. Kiss (Ors6s) Zsuzsannanak, Csorge Timeanak, Zhang
Lu doktornak ¢és mas kollégaimnak. Halas vagyok a segitségiikért és az egyiitt eltoltott
kellemes emlékekért a laboratoriumi munka sordn. Az 6t évem alatt Magyarorszagon
nyuyjtott tlirelmes tdmogatasuk felbecsiilhetetlen volt. Akar a tanulds, a munka, vagy
az ¢let bonyolult utvesztéjében vald navigalds sordn, lelkesedésiik mindig
magabiztossagot €s életem irdnti szeretetet Ontdtt belém egy idegen orszagban.

Végil szeretném kifejezni halamat a csaladdomnak: sziileimnek, akik belém
iiltették az emberiesség, a tisztelet, a kemény munka és a szerénység értékeit; draga
ndvéremnek, fiutestvéreimnek és legkdzelebbi barataimnak, akik ugy fogadtak el,

ahogy vagyok.
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