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Bevezetés

A szervezett sziirdvizsgalatok ellenére a méhnyak rosszindulati daganata még mindig
globalis népegészségiigyi probléma, ami elsésorban a 30 és 55 év kozotti ndket érinti. A
méhnyakrak Magyarorszagon a rosszindulati né6gyogyaszati daganatok kb. 30%-at teszi
ki, évente atlagosan 1490 1j megbetegedéssel (2008-2012) ¢és 407, a daganat
kovetkeztében  kialakult  halalesettel ~ (2008-2012)  szamolhatunk.  Europai
Osszehasonlitasban hazank a legrosszabb mutatokkal rendelkez6 orszagok koz¢é tartozik.
A magas onkogén kockazatt HPV etioldgiai szerepe vitathatatlan, de érdemes
kihangsulyozni, hogy a daganatkialakulas aranya mindossze 3-4%. A daganatmegel6z6
allapotok invaziv malignus folyamatokba torténd atmenetének kockazatat ugyan még
nem all médunkban eldrevetiteni, de ebben nagy valdsziniiséggel a tobbszoros HPV
infekciok és a HPV variabilitas is dont6 szerepet jatszik. A fiatalabb nékben gyakoribb
multiplex infekcio esetén a cervikdlis 1éziok indukcidjat és progresszidjat illetéen
szinergista hatast feltételeznek, mivel tobb HPV tipus jelenléte korrelal a dysplasia
stlyossagaval. A tobbszoros fertdzések gyakorisagat az egyszeri keresztmetszeti, a
virussal tortént fertdzottség kimutatasat célzo vizsgalatok aldbecsiilik.

Szovettanilag a méhnyakdaganatok koriilbeliil 75-80%-a laphamcarcinoma (SCC), 20-
25%-a adenocarcinoma (ACC). A laphamdaganatok kialakulasat jellegzetes, a dysplasia
kiilonboz6 fokanak megfelelé morfologiai sajatossaghi squamosus intraepithelialis
1ézidk kialakulasa el6zi meg. Az SCC esetek 99%-ban igazolt a HPV pozitivitas,
melybdl tobb mint 70% a két leggyakoribb tipus (HPV 16 és 18) aranya. A cervix
adenocarcinomak szama az utobbi 2-3 évtizedben folyamatosan emelkedik, mégpedig
elsésorban a fiatal, 35 €v alatti korosztalyban. Prognozisa rosszabb, rovidebb az atlagos
tulélés és hajlamosabb a kés6bbi kiujulasra. A méhnyakrak klinikai stddiumbeosztasa
nemzetkozileg meghatarozott, elfogadott iranyelvek alapjan torténik (FIGO).

A molekularis bioldgiai alapu daganatkutatds jelentds eldrelépéseket tesz az egyénre
szabott kockazatbecslés, sziirés, terdpia és a biomarker fejlesztés teriiletén. A
mikroRNS-ek molekularis technologiai alkalmazhatosaga egyre szélesebb spektrumot
olel fel a tumor predikcid, diagnosztika, utankdvetés és prevencid vonatkozédsaiban. A
szoveti mikroRNS regulacio valtozasainak pontos feltérképezése €s nyomon kovetése
magaban rejti biomarkerként torténd alkalmazasuk lehetdségét cervix daganatok
vonatkozasaban.

Célkitizések

1. Milyen tipust magas onkogén potenciala HPV tipusok, milyen gyakorisdggal
fordulnak el6 vizsgélati anyagainkban a két leggyakoribb szdvettani tipus esetében.
Tobbszoros HPV fertdzések gyakorisdga és a genotipusok megoszlasa



crer

cervix daganatokban
a. tapasztalhato-e eltérés a vizsgdlt miRNS-ek expressziojaban lapham ill.
mirigyhdm sejtes cervixdaganatok esetén
b. milyen kiilonbségek mutathatok ki HPV negativ ill. HR HPV pozitiv mintak
esetén
3. MIRNS expressziés mintazat célzott vizsgalata kiilonboz6 klinikai stadiumu
cervixdaganatban kiilonds tekintettel az egyszeres és tobbszorés HPV pozitivitas
fiiggvényében mutatott kiilonbségekre
a. tapasztalhato-e kiilonbség az eltéré klinikai stadiumu cervixdaganatok
b. ezek Osszefiiggésbe hozhatdk-e egyszeres €s tobbszoros HPV jelenlétével
4. mIRNS expressziés mintazat célzott vizsgalata HR HPV fertézott, koros,
prenoplasztikus és neoplasztikus hamelvaltozasokban
a. milyen eltérések vannak a HR HPV fertézés kapcsdn kialakult
daganatmegel6zd allapotai és korai stddiumu (FIGO I) cervixdaganat kozott
a vizsgalt miRNS-ek expresszidja szintjén
b. ezeket az expresszids kiilonbségeket befolyasoljak-e a HPV fert6zés egyes
jellemz6i (egyszeres €s tobbszoros HPV pozitivitas, HPV 16 pozitivitas)
c. ezen eltérések Osszefiiggésbe hozhatok-e a betegek demografiai,
szocioOkondmiai és életmodjukra jellemzd tényezdivel
5. Lehetséges miRNS biomarkerek azonositdsa magas onkogén kockazatt HPV
fertdzés kovetkeztében kialakult cervicalis dysplasia fokozatainak elkiilonitésére és
a késdbbiekben a fertdzés kimenetelének megitélésére

Anyagok és moédszerek

Munkank soran a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai intézetének archivumabol 50 db
formalin-fixalt, paraffinba agyazott, primer cervixdaganat szovettani blokkja keriilt
feldolgozasra (2007-2013). A mintavalasztas soran egyenl® aranyban, a megadott
idészak soran diagnosztizalt esetek koziil random moddon keriilt laphamrak és
mirigyhamsejtes daganat kivalasztasra. A HPV statuszra vonatkozdan a vizsgalat
kezdetekor csak korlatozott informacidink voltak, egyes esetekben elézetes HR HPV
jelenléte vagy hidnya igazolast nyert, &m genotipizalds az anamnézisben nem szerepelt.
A metszeteket minden esetben mikroszkopos vizsgalatnak is alavetettik és a HPV
statuszra utald pathomorfoldgiai jelek keresésével kontrollaltuk a szelekcids folyamatot.
A HPV infekcioval Osszefliggésbe hozhatdé miRNS expresszios eltérések tisztazasa
érdekében mindkét szOvettani tipus esetén statisztikailag reprezentativ mintaszamra
torekedtiink. FIGO szerinti stddiumbeosztds alapjan a mintdink O-1V. stddiumnak
feleltek meg.



A masodik kisérletsorozat soran a 2009-2014-es iddszak alatt a PTE Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinikajan kezelt, kizarolag preoperativ neoadjuvans ill. irradidcios
kezelésben nem részesiilt betegek szovettani blokkjait dolgoztuk fel (PTE Pathologiai
Intézet). Osszesen 100 db, igazoltan HR HPV pozitiv cervicalis intraepithelialis
neoplasia (CIN1-3) és korai stadiumu (FIGO I) laphamkarcinoma keriilt kivalasztasra.
A szelekcio soran feltétel volt a HPV genotipus ismerete, tovabba torekedtiink
egyszeresen ¢s tObbszordsen pozitiv mintdkat is bevonni vizsgalatainkba. A mintak
minden esetben a PTE Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikdjan kezelt, kizardlag
preoperativ. neoadjuvans ill. irradidcios kezelésben nem részesiilt betegek
szovetmintaibol (konizacid, méheltavolitas) szarmaztak.

A vizsgalt miRNS-panel az alabbi, onko- és tumorszuppresszor miRNS-eket foglalta
magaba: miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-146a, miR-155, miR-196a, miR-203 és miR-
221.

Deparaffinalas és HPV tipizalas

A paraffin kioldasat és a rehidraciot Xilol hozzdadasaval és leszallo alkoholsor
torténd cseréjével értiink el. A HPV genotipizalast a Genoid Kft laboratoriumaban
(Budapest) végezték, a laboratérium munkatarsai altal kifejlesztett eljaras alapjan,
melynek els6 1épcséje konvencionalis PCR rendszerben (Full Spectrum HPV PCR,
Genoid, CE) zajlott. Az amplifikaciés termékeket ELISA modszerrel, genotipus
specifikus probakkal detektaltak validalt, szabadalmaztatott eljaras (PCT/HUO03/00020,
US 2005/0250092 A1) szerint.

Teljes RNS izolalas és reverz transzkripcid

A szoveti miRNS meghatarozast 40 pg szovetbdl kiindulva végeztiik. A miRNS izolalas
High Pure miRNA Isolation Kit (Roche, Manheim, Germany) segitségével tortént,
standard protokoll szerint. Az izolalt RNS mindségét abszorpcios fotometridval
ellendriztiik és a kinyert RN'S mintakat csak abban az esetben alkalmaztuk tovabbi qRT-
PCR vizsgalatokban, amennyiben az A260/280 nm 1,9 felett volt. Ezt kvetden a reverz
transzkripcié Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) felhasznalasaval,
random hexamer priming alkalmazasaval, a gyart6 utasitasa szerint zajlott.

Kvantitativ real time PCR és relativ kvantifikacidos analizis

A kapott cDNS mintdkbol 2 ng kiindulasi mennyiség felhasznalasaval kvantitativ
realtime PCR modszerrel amplifikdcion alapuldé mennyiségi és mindségi analizist
végeztiink LightCycler® 480 PCR rendszerben (Roche). A szdveti miRNS expresszio
meghatarozashoz LNA™-val optimalizalt, specifikus forward és reverz primereket
(Exigon A/S, Vedbaek, Denmark) hasznaltunk. A PCR reakciot 20 pl végtérfogatban
96-well-es plate-en 5 pl templat cDNS (5nmol/ul), 10 pl PCR Master Mix, 2 pl
miRNS-specifikus primer (Snmol/ul) (TIB Molbiol GmbH, Berlin) és 3 pul PCR grade
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H,O 0Osszetételben, standard LightCycler® 480 SYBR Green I Master PCR kit
protokollja alapjan LightCycler® 480 rendszerben (Roche) allitottuk Ossze. Belso
kontrollként U6 és 5S rRNS-t (Exiqon A/S, Vedbaek, Denmark) hasznaltunk. A PCR
gorbéket LightCycler 4.0 software-rel (Roche) analizaltunk. A relativ expressziods
értékeket 5S rRNS és U6 snRNS expresszidra vonatkoztatva hataroztuk meg deltaCp
dinamikus korrekcios modszer segitségével. A PCR vizsgalatot egy sor negativ kontroll
mellett, minden minta esetében technikai triplikatummal végeztiik, harom kiilonb6z6
PCR futasi ciklusban.

Statisztikai feldolgozas

Az eredmények kiértékeléséhez Osszetett statisztikai analizist végeztiink. Az
eredményeket szazalékban, 4tlagolva (+standard deviacio/SD) vagy medidnban
(interquartilis tavolsag/IQT) adtuk meg. A folytonos valtozokat Student t teszt,
egyiranyl variancia-analizis (ANOVA) vagy Mann-Whitney U teszt segitségével
hasonlitottuk 0ssze, a kategorikus valtozok elemzése a y* teszt alkalmazéasaval tortént.
Korrelaciok vizsgalatat logisztikus regresszid szamitds segitségével végeztik. A
potencialis biomarkerek azonositasara ReceiverOperatingCharacteristics (ROC) Curve
elemzést hasznaltunk. Minden statisztikai mivelet, szamitas az IBM SPSS Statistics
Version 21 software (Armonk, New York, USA) segitségével tortént. A szignifikancia
szintet minden esetben p<0,05-nél hataroztuk meg.

Eredmények

A miRNS-ek expressziéos mintazatanak vizsgalata cervix daganatokban

A vizsgalt mikroRNS-ek expresszidja kivétel nélkiil minden esetben a lapham tipust
daganatokban volt magasabb (1. abra), a két, vizsgalt hisztologiai tipus vonatkozasaban
a legnagyobb eltérést a miR-34a esetében talaltuk, 4,86-szoros kiilonbség (p=0,001)
mellett. Az expresszids értékek atlaganak alapjan Osszevetve a lap- és mirigyhamsejtes
cervixdaganatokat, az alabbi n-szeres eltéréseket tapasztaltuk: miR-21= 2,62 (p=0,004),
miR-27a: 1,88 (p=0,018), miR-146a: 3,98, miR-155: 2,06 (p=0,021), miR-196a: 1,44
(p=0,032), miR-203: 2,75 (p=0,037), miR-221: 3,35 (p=0,017).
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1. abra: Szovettani tipus szerinti (SCC és ACC) miRNS expresszids eltérések (relativ
expresszid, SSTRNS), a hibasavok a 95%-0s konfidencia intervallumot jeldlik

Eltéré6 hisztolégiaju és HPV statusza cervixdaganatok miRNS
expresszidos mintazatanak osszehasonlitasa

A HPV negativ ill. pozitiv mintdk Osszehasonlitdsakor az alabbi megfigyeléseink
voltak: a HPV pozitiv csoportban magasabb szinten expresszalodott a miR-21, miR-
27a, miR-146a, miR-196a és a miR-221, mig alacsonyabb értékeket kaptunk a miR-34a,
miR-155 ¢és a miR-203 esetében (2. abra), am statisztikailag nem szignifikans
mértékben.
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2. abra: MikroRNS expresszio HPV statusz szerint (HR HPV negativ ill. pozitiv)

A HPV pozitiv csoporton beliil kiilon entitdsként kezeltik az egyszeresen ¢€s
tobbszordosen pozitiv mintakat. MiR-21 és miR-27a esetében mirigyhamsejtes
daganatokban az expresszi6t nem befolyasolta a HPV statusz. Laphamsejtes
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daganatokban HPV negativ és egyszeres HPV pozitivitds mellett a miR-21 hasonlo
mértékben expresszalodott, mig tobbszoros HPV pozitivitds mellett 3,11-szeresére
emelkedett az expresszio. MiR-27a esetében pedig 4,37-szeres kiilonbség figyelhetd
meg az egyszeresen (median: 0,563) és tobbszordsen pozitiv (medidn: 2,463) mintak
Osszehasonlitasakor. A miR-34a expresszidja fokozatosan csokkend tendenciat mutatott
lapham és mirigyhamsejtes daganatok esetében is, a HPV negativ, egyszeresen ¢€s
tobbszorosen HPV pozitiv mintak vonatkozasaban. Laphdmdaganatok miR-146a
expresszidjanak vizsgalatakor kiugréan magas értéket kaptunk egyszeres HPV pozitiv
mintakban. Mirigyhdmdaganatok esetén a legmagasabb expresszids értéket HPV
negativ mintdkban mértiink. MiR-155 esetében fokozatosan csokkend expressziot
talaltunk laphamdaganatban. Mirigyhamsejtes daganat esetén az expresszid szintén a
HPV negativ mintdkban érte el a legmagasabb szintet, azonban t6bbszdrds pozitivitas
mellett, egyszeres pozitivitdshoz képest, enyhén fokozodd expressziot talaltunk.
Mirigyhamsejtes daganatban a HPV statusz nem befolyéasolta a miR-196a expresszigjat,
HPV negativ, egyszeresen és tobbszorosen HPV pozitiv mintdk esetén is azonos
mértékt miR-196a expressziot regisztraltunk. Laphamdaganatban a legmagasabb miR-
196a expressziot egyszeres HPV pozitivitas mellett észleltik. MiR-203 expresszio
vonatkozdsdban  enyhén, de fokozatosan csokkend  expresszidt taldltunk
laphdmdaganatban a HPV statusz alapjan tortént Osszevetésben, ugyanakkor
mirigyhamdaganatban kicsit eltéré trendet figyeltink meg. A legmagasabb mértékii
miR-203 expresszio itt is a HPV negativ csoportban volt, azonban tobbszérés HPV
pozitivitds mellett, egyszeres pozitivitashoz képest, enyhén fokozott expressziot lattunk.
MiR-221 esetében egyszeres HPV pozitiv mirigyhamdaganatban talaltuk a legmagasabb
expresszios értékeket, mig laphdmdaganatban a miR-221 expresszioja relative konstans
értékeket mutatott. A HPV statusz fiiggvényében egyediil a mérési adatok szérasdban
észleltiink eltérést.

HPV16 pozitivitds mellett észlelt miRNS expresszids mintazat laphamdaganat esetén
jellegzetes eltéréseket mutatott, ami a miR-27a, miR-203 és a miR-221 szintjén
igazolodott. MiR-21 esetében nem talaltunk eltérést egyik szoOvettani tipusnal sem
HPV16 ill. egyéb HR HPV tipusok kapcsan mért expresszios értékekben.

MiR-27a, miR-203 és a miR-221 vonatkozasaban statisztikailag szignifikans (miR-27a:
p=0,001, miR-203: p=0,003 ¢és a miR-221: p=0,009) kiilonbségeket talaltunk.
Mirigyhamsejtes daganatnal, HPV16 pozitivitas kapcsan, nem taldltunk szignifikdns
eltéréseket a vizsgalt miRNS-ek expressziojaban.

Statisztikai elemzés eredményeként a két leggyakoribb szdvettani tipus vonatkozasaban
a miR-21 (p=0,007), a miR-34a (p=0,002), a miR-155 (p=0,003), a miR-203 (p=0,01)
és a miR-221 (p=0,003) esetében meriil fel a biomarkerként torténé alkalmazas
lehetdsége.



Kulonb6zé klinikai stadiuma (FIGO 0-lll) cervixdaganatok miRNS
expresszidos mintazatanak vizsgalata

Az eltér6 klinikai stadiumu betegektdl szarmazd szovettani mintdk (n=50) a
nemzetkdzileg elfogadott, FIGO szerinti stidiumbeosztas alapjan keriiltek besorolasra
(0: n=5, 10,87%, I: n=23, 50%, II: n=7, 15,22%, IlI: n=9, 19,56%, IV: n=2, 4,35%). A
kiilonb6z6 stadiumokban disztinktiv miRNS expresszios eltéréseket észleltiink. A miR-
21 és miR-27a (3. abra), miR-146a (4. abra), miR-155 és miR-196a (5. abra) és a miR-
221 (6. abra) esetében a betegség sulyosbodasaval emelkedett az expresszio.
Ugyanakkor ezzel ellentétes, azaz csokkend tendenciat talaltunk a miR-34a és a miR-
203 esetében (4. és 6. abra).
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3. abra: Relativ miR-21 és miR-27a expresszié median értéke eltérd klinikai (FIGO 0-3)
stddiumu cervix daganatokban.
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4. abra: Relativ miR-34a és miR-146a expresszi6é median értéke eltérd klinikai (FIGO O-
3) stadiumu cervix daganatokban.
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5. ébra: Relativ miR-155 és miR-196a expresszi6é median értéke eltérd klinikai (FIGO
0-3) stadiumu cervix daganatokban.
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6. abra: Relativ miR-203 és miR-221 expresszio median értéke eltérd klinikai (FIGO O-
3) stadiumu cervix daganatokban

Az altalunk tapasztalt eltérések, tobb miRNS esetében is, statisztikailag szignifikdnsnak
bizonyultak. A FIGO szerinti klinikai stadiumra vonatkozo csoportositas alapjan tortént
adatfeldolgozas (egyutas ANOVA) szignifikans kiilonbségeket irt le az egyes grade-ek
kozott az alabbi miRNS-ek expresszidjat illetéen: miR-21 (F=9,656, p=0,001), miR-27a
(F=3,262, p=0,042), miR-34a (F=4,275, p=0,016), miR-146a (F=4,44, p=0,014) ¢és a
miR-221 (F=3,380, p=0,036). A Tukey post-hoc teszt szignifikansan magasabb miR-21
expressziot igazolt FIGO Ill-ban (2,48+0,65) FIGO 0 (0,256+0,058, p=0,001) és I
(0,474+0,78, p=0,001) staddiumokkal tortént Osszevetést kovetden. MiR-27a esetében
szignifikancia (p=0,043) a FIGO II (1,401+£0,54) ¢és FIGO I (0,401+0,083)
viszonylataban allapithaté meg. MiR-34a vonatkozasaban FIGO III-ban (0,307+0,057)
szignifikansan alacsonyabb értékeket mértiink FIGO 0-hoz (4,723+1,87, p=0,028) és
FIGO I-hez (1,092+0,359, p=0,026) képest. MiR-146a expresszio esetén szignifikansan
magasabb mértéket hataroztunk meg FIGO III-t (0,00074+0,0003) FIGO 0-al (5,21x10
%+4,5x10°°, p=0,033) és I-el (0,000053+0,00004, p=0,013) dsszevetve.



Magas onkogén kockazatu HPV pozitiv cervicalis dysplasiak
és invaziv lapham daganat miRNS expressziés mintazatanak
vizsgalata

A HPV fertézés elo6fordulasi gyakorisaga és jellemzéi a vizsgalt
populaciéban

Munkank maésodik felében 100 db magas onkogén kockéazati HPV-re pozitiv FFPE
szovetblokk (CIN1-3 ¢és SCC) feldolgozasa tortént meg. Az eldzetesen felallitott
szOvettani diagndzis alapjan a kovetkezd csoportok kertiltek meghatarozasra a HR-HPV
fertdzés (mono, multiplex) definidldsa mellett: CIN1: 23%, CIN2-3: 34% és SCC: 43%.
A HR-HPV pozitiv enyhe ¢€s sulyos dysplasia €s SCC esetében, egyszeres és tobbszoros
fert6zést egyarant figyelembe véve, a HPV 16 (57,35%) dominancidja igazolodott,
melyet a 18-as és 31-es tipusok (10,96%) ill. az 56 (9,59%) ¢és 51, 52, 58 (8,22%)
kovetett. A mintadk 0sszeségére vonatkozdan az egyszeres ¢és tobbszords HPV fertzés
aranya 2,33:1 volt.

A miRNS-ek expressziés mintazatanak vizsgalata kiilonb6z6é
sulyossagu, HR HPV pozitiv hamelvaltozasokban

Az onkomiR-ként ismert miR-21 és miR-155 esetében a hamelvaltozasok sulyossagaval
parhuzamosan  fokoz6d6  expressziés  értékeket  talaltunk, ugyanakkor a
tumorszuppresszor funkcidju miR-34a expresszioja fokozatosan csokkent (7. abra). A
tobbi vizsgalt miRNS (miR-27a, miR-196a és miR-203) expresszidja CIN2-3-ban
magasabb volt, mint CIN1-ben, azonban korai stadiumt laphamdaganatokban
alacsonyabb expresszios értékeket talaltunk CIN2-3-hoz képest (7. abra)
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7. dbra: Relativ median miRNS-expresszios értékek normalizacidt kovetden

logaritmikus skalan abrdzolva HR HPV pozitiv human cervix mintakban
10



A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket illetéen az alabbi eredményeket emelném
ki. A miR-27a expresszidja a progresszioval parhuzamosan szignifikdnsan magasabb
értékeket mutatott: CIN2-3 és CINI relacidja (p=0,023), SCC ¢és CIN2-3 relacidja
(p=0,033) (6. tablazat). Szintén a tranzicié eclérehaladtdval emelkedett a miR-155
expresszio mértéke, mely CINI ill. CIN2-3 viszonylatdban bizonyult statisztikailag is
szignifikansnak (p=0,023). Ellentétes tendencidt mutatott a p53 utvonalhoz kd&totten
gatlodo, tumor szuppresszor funkcioji miR-34a expresszidja és szignifikansan
alacsonyabb volt CIN2-3-ban, mint CIN1-ben (p=0,041) valamint SCC-ben CIN2-3-hoz
képest (p=0,025) (7. tablazat). A miR-196a expressziot illetéen emelkedett értéket
regisztraltunk CIN2-3-ban CIN1-hez képest, viszont a CIN2-3 és SCC atmenet kozott
statisztikailag szignifikans csokkenés (p=0,016) kovetkezett be.

MiRNS expressziés mintazat vizsgalata HR HPV fert6zott, koéros,
prenoplasztikus és neoplasztikus hamelvaltozasokban — egyszeres és
tobbszoros HPV ill. HPV16 pozitivitas

Egyszeres HR HPV pozitivitashoz képest tobbszorés pozitivitasban magasabb
expresszid igazolodott miR-27a, miR-34a, miR-155, miR-196a és miR-203 esetében.
Tobbszorés HR HPV pozitivitas esetén a diszplazia stlyossaganak fokozodasaval egyre
magasabb miR-27a expressziot talaltunk. MiR-34a expresszié tekintetében a
legnagyobb kiilonbséget (csokkent expresszidt) a tobbszordsen pozitiv CINT ill. CIN2-3
mintaknal tapasztaltunk. MiR-155 és miR-196a esetében az expressziés mintazat
egyszeres ¢és tobbszords HPV fert6zés esetén is azonos mértékben valtozott a malignus
transzformacio fokozatainak viszonylataban (8-10. abra).

Az észlelt eltérések osszefiiggtek a HR HPV pozitivitas jellemz6i koziil az egyszeres ill.
tobbszords HPV jelenlétével, a korrelacid szignifikans volt nem csak a miR-34a
(p=0,045), de a miR-27a onkomiR esetében is (p=0,029) (logisztikus regresszio).

-— 010+ T

o
=]
2

1

1004

o

=

@
1

EMONO HPY
EMULTIPLEX HPY

0047

I
CIn1 CINZ-3 SCC CIN1 CIN2-3 SCC

Relativ miR-21 expresszid
Relativ miR-27a expresszié

o

8. abra: MiR-21 (log;o skalan az y-tengelyen) ¢s a miR-27a relativ expresszio a
hamelvaltozasok sulyossaganak megfelel6 csoportok szerint.

11



020
i 1,256-2-]

1,00E-2-{

015+

[ mono HEV

B inuttiplex HPV

0107 7 50E-3-

miR-155 expresszio

® 5,00E-3-

i T \ |

T T
CIN1 ClIM2-3 SCC (sl CIN23 sCC

Relativ miR-34a expresszié

005

9. abra: MiR-34a és miR-155 relativ expresszid a hamelvaltozasok
sulyossaganak megfeleld csoportok szerint.

L]
WMONO HPY
EIMULTIRLEX HPY
—
scc

10. abra: MiR-196a és miR-203 relativ expresszios értékeinek atlaga (linearis
skalan az y-tengelyen) dysplasia sulyossaga és egyszeres ill. tobbszorés HPV
jelenléte szerinti bontasban.

1,06-2 0.1,F-24

8,0E-34 08E-3

LALE,

0,0E0— 0.0EQ T T
CIN1 CINZ2-3 BsCC CIN1 CIN2-3

miR-203 expresszié
o
n

-
=
m
Lo

=
=
n
&
o
=
m
&

miR-196a expresszié

Tobbszoros HR HPV pozitivitas esetén a CIN1/CIN2-3 osszevetésekor szignifikans
eltérések igazolodtak a miR-27a (p=0,001), miR-34a (p=0,001) és miR-203 (p=0,025)
kapcsan. SCC/CIN2-3 viszonylatdban pedig a miR-21 (p=0,002) és a mir-27a
(p=0,001), mig CIN1/SCC 6sszehasonlitasban a miR-21 (p=0,001), miR-27a (p=0,001)
€s miR-34a (p=0,001) esetében regisztraltunk szignifikans kiilonbségeket.

A feldolgozott mintdkban a HPV 16 pozitivitds ardnya a kovetkezOképpen
alakult: CIN1: 39%, CIN2-3: 65%, SCC: 72% (2. éabra). A HPV16 jelenléte
egyértelmiien befolyasolta a betegség kimenetelét (p=0,004). A miR-21 expresszioja
HPV16 negativ mintak esetén magasabb, &mbar statisztikailag nem szignifikans eltérést

igazolt CIN1, CIN2-3 és SCC esetében is.
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Ugyanakkor a CIN1/CIN2-3 0sszehasonlitaisban a HPV16 pozitivitas
figgvényében valtozott a miR-27a (p=0,028) és a miR-34a (p=0,036) expresszio, ami a
CIN2-3/SCC viszonylataban miR-27a esetében (p=0,027) is beigazolodott. MiR-34a
expresszioja a HPV16 statusz alapjan nem mutatott jelentds eltéréseket CIN2-3 és SCC-
ben, mig CINI-ben szignifikansan alacsonyabb (p=0,036) értéket talaltunk HPV16
pozitivitas mellett. MiR-155 esetén a HPV16 jelenléte szignifikansan nem befolyasolta
az expressziot prencoplasztikus és korai neoplasztikus hamelvaltozasokban. MiR-196a
esettn a HR HPV tipusatdl fliggetleniil hasonld mértékii expresszidt mértiink a
preneoplasztikus és korai neoplasztikus hamelvaltozasokban. A miR-203 HPV16
pozitiv CIN1 és CIN2-3 mintdk esetében is hasonldé mértékben expresszalddott, de
magasabb szintet talaltunk SCC-ben.

Lehetséges miRNS biomarkerek azonositasa

A potencidlis biomarkerek azonositdsdhoz ROC Curve analizist végezve
megallapitottuk, hogy HR HPV fertézés kovetkeztében kialakult diszplasztikus
hamelvaltozasok sulyossagi szintjiik szerint jo hatékonysdggal elkiilonithetdk. Erre
leginkabb két miRNS, a miR-27a ¢és miR-34a expresszios valtozasait talaltuk
alkalmasnak. Ennek a két miRNS-nek az expresszidjat parhuzamosan monitorizalva
igen jo hatékonysaggal el tudtuk kiiloniteni a HPV indukalta, kiilonb6z6 sulyossagi
fokot mutatdé hamelvaltozasokat. Jelen viszgalataink alapjan egyértelmiien
megallapitottuk, hogy elsésorban korai SCC ¢és sulyos fokt dysplasia (CIN2-3) kozti
elkiilonitéséhez megfelelé a vizsgalat szenzitivitasa és specificitasa, AUC (Area under
the curve)=0,889 (88,9%), 95%-0s konfidencia intervallum: 0,779-0,999, p=0,001 (12.
abra). Ugyanakkor alacsonyabb hisztologiai grade esetén, az enyhe (CIN1) és sulyos
foku (CIN2-3) dysplasia differencialasakor kapott AUC érték: 0,845 (84,5%) mar
kevésbé tiikrozott kelléen magas szenzitivitast és specificitast (11. abra).
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Eredmények megbeszélése

Cervixdaganatok vizsgalata hisztolégia, HPV statusz és klinikai stadium
fuggvényében

A poszttranszkripcionalis génszabalyozasért felelés mikroRNS-ek daganatképzddésben
jatszott patogenetikai szerepét az utobbi években egyre tobb tudomanyos eredmény
alatamasztotta. Kifejezddésiik és funkcidjuk szerint onkogén és tumorszuppresszor
tulajdonsagt miRNS-eket kiilonboztetiink meg, mely azonban nem obligdt mddon
jelenik meg minden daganattipus esetén. A miRNS szabalyozas komplexitasat fokozza
a lehetséges targetek szaménak valtozékonysaga is. A szoveti szinten expresszalodo
mMiRNS-ek nem csak daganatspecifikusak, de a malignus transzformacié egyes 1épéseire
is jellemzd mintazatot mutathatnak. Ennek pontos ismerete megalapozhatja sikeres
klinikai applikdciojukat a prevencid6 minden teriiletén. Munkank sordn a méhnyak
daganatanak vonatkozasaban az els6k ko6zott tanulmanyoztuk konkrét miRNS-ek
expresszids mintazatanak valtozasait. Ennek érdekében kizardlag human szévetmintak
elemzésére szoritkoztunk ¢és az egyszerii hozzaférhetéség ill. gazdag klinikai
hattéranyag birtokéban a formalin-fixalt paraffinba agyazott szovetblokkok feldolgozasa
mellett dontottiink. Ezt a dontésiinket két szempont is meghatarozta: 1. az ezt
megel6zéen megjelent, cervixdaganat kapcsan kozolt irodalmi adatok elsGsorban
sejtkultarakban és kiilonb6zd sejtvonalakban tapasztalt eltéréseket mutattak be, 2. mas
szolid daganattipus esetén mar torténtek miRNS expresszid feltérképezésére iranyuld
vizsgalatok (kvantitativ  PCR, nem pedig teljes miRNS-profilt elemzé microarray
analizis), amik igazoltak, hogy a mRNS-ekkel ellentétben a miRNS-ek formalin-fixalt,
paraffinba 4gyazott szovetmintakban és friss fagyasztott mintakban egyarant intaktak
maradnak és jol vizsgalhatok.

Az altalunk alkalmazott protokoll sordn a metszetekbdl deparaffinalast kovetden total
RNS-t izolaltunk majd reverz transzkripcid és valos ideji qPCR rendszerben, specifikus
primerekkel  végzett amplifikdciot hajtottunk végre. Eredményeink relativ
kvantifikdcion alapulnak, normalizalashoz a két hasznalt ,housekeeper” koziil (5S
rRNS ¢és U6) végiil az alkalmasabbnak vélt 5S rRNS-t hasznéltuk és a relativ
expresszids értékeket 5S rRNS expressziora vonatkoztatva hataroztuk meg deltaCp
dinamikus korrekciés modszer segitségével. Tobb szempontra kiterjedd statisztikai
analizis alapjan szamos statisztikailag szignifikans eltérést sikeriilt igazolnunk.

A HR HPV fertézések kiemelkedd fontossagu etioldgiai tényezdnek szamitanak a
cervixben lejatszodo karcinogenezisben. Eppen ezért kiilon figyelmet szenteltiink
mintdink HPV statuszénak pontos meghatdrozasdra (Genoid Kft, Budapest). Ezt
megeldzden szovettani morfoldgiai jelek alapjan igyekeztiink eltér6 HPV statusza
mintdkat kivalasztani, lehetdséget teremtve a HPV negativ és pozitiv mintdk kozti
eltérések felfedésére. A HPV genotipizalas egyértelmiien a leggyakoribb magas
onkogén kockédzatih HPV16 és 18 tipusok dominancidjat, azon beliil is kiemelkedden a
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HPV16-ét, tamasztotta ald. Laphamkarcinoma esetén a HPV pozitiv mintdk kozott
gyakoribb volt a HPV16 pozitivitas, mint a mirigysejtes mintakban. HPV18 pozitivités
jelentésen gyakoribbnak bizonyult adenokarcindmaban. A vizsgalt két leggyakoribb
szovettani tipust cervix daganat (SCC és ACC) esetében a korabbi kozleményekkel
megegyezOen jelentds kiillonbséget talaltunk az altalunk vizsgalt mintak HPV16 és
HPV18 pozitivitas aranyat illetéen. A demografiai jellemzOk koziil a betegek
atlagéletkoranak vizsgalata az irodalmi adatoknak megfeleléen alacsonyabb atlagértéket
igazolt ACC esetén, mint SCC-ben.

A két leggyakoribb hisztologiai tipus Osszehasonlitasakor jellegzetes, szignifikans
kiilonbségeket talaltunk, amit HPV statusz fiiggvényében (egyszeres €s tobbszoros,
valamint HPV16 pozitivitas) is kielemeztiink, ami irodalmi ujdonsagnak szamit. Az
eltérd hisztologia a miRNS expresszid mértékét és ardnyait tekintve is jelentds
eltéréseket eredményezett, melynek hatterében a vizsgalt onko- és tumorszuppresszor
MiRNS-ek kiilonb6z6 aranya figyelhetd meg. Lapham tipus esetén magasabb
expressziot talaltunk az Osszes vizsgdlt miRNS tekintetében. Mirigyhamsejtes
daganatban alacsonyabb onkomiR expresszid mellett joval alacsonyabb volt a
tumorszuppresszor funkciéju miR-34a expresszidja. A HPV E6 p53 cellularis
transzkripcids faktor révén (p53 kotdhely a miR-34a promoter régidban) gatolja a miR-
34a expressziot. Ez a magyardzata annak, hogy normal, HPV pozitiv epitheliumban is
alacsonyabb a miR-34a expresszi6 mint HPV negativban, amit a neoplasztikus
atalakulds 4tesett epithelium esetében sikeriilt is igazolnunk. In vitro, tobbféle
sejtvonalban (SiHa, CaSki, HelLa, C33-A) is igazoltak, hogy a miR-34a és miR-34c
fokozott expresszidjanak apoptdzist serkentd hatdsa cervixdaganatban 4ltalanos
érvényll. Ugyanakkor arra az aspektusra is érdemes kitérni, melyet Lu és mtsai a miR-
34a gén szintjén vizsgaltak. Ez alatt a HPV integraci6 eltérd6 modozatait és
transzkripcios hatdsaikat értjiik, hiszen az integracid kovetkeztében nemcsak a viralis
onkogének expresszidja, de a gazdasejt génexpresszios mintazata is modosulhat még
akkor is, ha intron szekvenciak érintettek.

A daganatos mintdk esetében a HPV jelenléte nem okozott jelentds kiilonbségeket, de
kiemelend6, hogy HPV pozitivitds mellett a magasabb onkomiR expresszio
alacsonyabb miR-34a expresszioval tarsult, ami a p53 asszociacio révén egyértelmiien a
HPV jelenlétét igazolja. A daganatos elvaltozasokban elsésorban onkomiR-ként
definidlt miR-155 az apoptdzis, a proliferacié valamint a migracié és invazid
befolyasolasa révén fejti ki hatasat. Ugyanakkor az immunreakcidk szabalyozasaban is
igen jelentds szerepet jatszik. Expresszidjanak fokozodasat az immunsejtek
aktivaciojakor figyelték meg. A HPV negativ-pozitiv mintak elemzésekor a pozitiv
mintdkban regisztralt alacsonyabb miR-155 expresszid egyrészt az immunvalasz
“csendesitésére”, masrészt mar a progresszio jeleire is utalhat. Az altalunk talalt HPV
pozitiv daganatokra jellemzé alacsonyabb miR-203 expresszié megerdsiti a kordbban
feltételezett, a HPV E6/E7 onkoproteinek altal downregulalt, a cervixdaganatok kapcsan
tumorszuppresszorként definidlt miR-203 karcinogenezisben jatszott szerepét.
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Az egyes miRNS-ek expresszidjanak kiértékelésekor szovettani tipus valamint a HPV
pozitivitas jellegének vonatkozasaban azonban jellegzetes Osszefliggések igazolodtak.
Az egyszeresen ¢és tobbszOorosen HPV  pozitiv mintdkat  Osszehasonlitva
laphamkarcindma esetében ez a miR-21 ¢és a miR-27a fokozott expressziodjat, valamint a
miR-146a és a miR-196a csokkent expresszidjat jelentette tobbszorés HPV pozitivitas
mellett. A miR-21 cervixdaganatban a p53 utvonal negativ regulatora egyrészt a
HNPRK fehérje (p53 pozitiv regulatora) expressziojanak modulalasa révén, masrészt a
p63 szabalyozasa altal. A miR-21 egyben a PDCD4 tumorszuppresszor gén negativ
regulatora. Lerner és mtsai az FBW7 egyik f6 upstream regulatoraként (tobbek mellett a
p53 is ilyen) azonositottdk a miR-27a-t (szuppresszor), ezzel hozzajarulva a cyclin E
degradacio és a sejtciklus progresszid (G1/S fazis atmenet) finomhangolasahoz. A miR-
27a masik valoszinisitett targetje a COX-2 prométereként ismert EGFR, amit szintén
lapham eredetii daganat (HNSCC) kapcsan mar igazoltak. Cervixdaganatban erre
vonatkozoan nincs irodalmi adat, a hatdsmechanizmus jelenleg ismeretlen. A fokozott
COX-2 expresszio cervix Karcinomaban a Kkemorezisztencia és rossz talélés
prognosztikus jelzéje. Greco és mtsai pedig HPV16 ES transzfektalt HaCaT human
keratinocytakban igazoltak fokozott miR-146a expressziot, melyet az ES5 indukcios
hatdsanak tulajdonitottak, ami nagy valdszintiséggel szintén hozzajarul a HPV
infekciokban tapasztalt csdkkent immunvalaszhoz. Erdekességképp, HPV pozitiv 1éziok
esetében a kornyezd szovetekben nem lathatéak gyulladésos jelek, ami tobbek kozott a
HPV ES5, E7 onkoproteinek hatisara bekovetkezd sejtfelszini MHC 1 és MHC I
Woodman ¢és mtsai szerint az ES fehérjének amugy nincs vagy csak nagyon gyenge az
immunogenitasa, HPV16 pozitiv betegekben nem is mutathat6 ki E5 elleni antitest, ami
a magas aranyt E7 antitestek jelenléte mellett kifejezetten figyelemre méltd. Az
immunfolyamatok regulacidja mellett a miR-146a expresszio a sejtproliferacios ratara is
hatassal van. A cervikalis karcinogenezisben is jelentds szerepe van az emelkedett miR-
146a expresszionak a proliferacid turnoverének fokozasaban. Részben hasonld hatast
valt ki a miR-196a, csak a PI3K/Akt jelatviteli utvonal szabalyozasa révén, eldémozditva
a G1/S-fazis atmenetet és a proliferacios aktivitast. Villegas-Ruiz €és mtsai az
embrionalis fejléddésben és a celluldris remodellingben szerepet jatszo HOXCS8 gént
validaltadk még miR-196a targetként cervix daganatban. Mirigyhdmsejtes daganatban
alacsonyabb miR-221 expressziot talaltunk tobbszorés HPV jelenlétekor. A miR-221,
cervikalis karcinogenezis szempontjabdl kulcsfontossagti E2F/RB jeléatviteli utvonalra
gyakorolt pozitiv hatasat (RB1 gatlasa révén aktivalja az E2F ttvonalat) nemrégiben
igazolta Lupini és mtsai in vitro rendszerben. Erdekes, hogy éppen a szorosan a HPV
fertdzés kapcsan csokkend expressziot mutatd miR-34a expresszigjdban nem volt az
egyszeres €s tobbszords fertdzések esetében kiilonbség. A késdbbiekben, amikor a HPV
indukalta malignus transzformdcid lépéseit vizsgaltuk, a diszplazia fokaval és a
tobbszordos HR HPV jelenlétével kapcesolatban mar eltéré miR-34a expresszids értékeket
talaltunk. Cervixdaganatban, akarcsak a vizsgédlt mintdkban, a leggyakrabban
azonositott onkogén tipus a HPV16. HPV16 jelenlétének fliggvényében laphamdaganat
esetén jellegzetes eltéréseket észleltiink a miR-27a, a miR-203 és a miR-221 expresszio
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esetében. Az onkomiR jellegli, p5S3, E2F és c-Myc altal modulalt mir-27a expresszioja
HPV16 pozitiv lapham daganat esetén szignifikansan alacsonyabb volt, aminek
hatterében a HPV16 E6 ¢és E7 altal kifejtett hatds eredményeként felerdsodé c-Myc
transzaktivacio allhat. Ugyanakkor szintén HPV16 pozitivitas aspektusabol vizsgalva,
mirigyhdmsejtes daganat esetén nem taldltunk eltéréseket az altalunk vizsgalt miRNS-
ek expresszidjaban.

A cervixdaganat klinikai stddiumaival parhuzamosan fokozatosan magasabb miR-21
expressziot sikeriilt igazolni. Lao és mtsai a miR-155-6t onkomiR-ként azonositottak
SiHa és Hela sejtkulturakban végzett kutatasaik alapjan, mivel hozzajarult a daganatos
a sejtciklus is ledllt. Az apoptotikus folyamatok visszaszoritdsdhoz nagymértékben
hozzéjarul, melynek hatterében nagy valdszinliséggel egyrészt a kaszpaz-3 aktivitas
gatlasa (TP53INP1 kozvetitéssel), masrészt az LKB1 gén expresszidjanak modulalasa
allhat. A daganat progressziojaban igen fontos migracios €s invazids képességet in vivo
vizsgalva miR-155 overexpresszio esetén csokkent migracios és invazids hajlamot
igazoltak.

Eredményeink alapjan a vizsgalt miRNS-ek csoportjabol a miR-21, a miR-34a, a miR-
155, a miR-196a, a miR-203 és a miR-221 esetében vetddik fel a lehetséges
biomarkerként torténd alkalmazas lehetdsége.

Magas onkogén kockazatu HPV pozitiv cervicalis dysplasiak és invaziv
lapham daganat miRNS expresszios mintazatanak vizsgalata

A HPV pozitiv prenoplasztikus és korai laphamdaganatot vizsgalva eredményeink
Osszecsengenek Trottier és mtsai altal kozolt, brazil populacion végzett vizsgalataival,
melyben 2462 né adatait dolgoztak fel. Az altaluk bevont, nagyrészt a kaukéazusi
rasszhoz tartozd, ndk atlag életkora 32,8 év volt. Esetiinkben a teljes HR HPV pozitiv
betegpopulacié atlagéletkora 36,17 év (18-65 €v) volt és szignifikansan alacsonyabb
értéket mutatott tobbszoros HPV pozitivitdas mellett (33,3+£8,0 6sszevetve 38,0+10,5,
p=0,039). Ez a megfigyelés a diszplazia fokaval parhuzamosan alakult és minden
szOvettani alcsoport esetében igaznak bizonyult, egyetlen kivételtdl eltekintve: CIN1
csoport, ahol mono-HPV: 33,2+8,8 és multiplex HPV: 33,2+10,2 eredményeket
kaptunk. Ezek az eredmények megerGsitik a fiatalkori szervezett népegészségiigyi
valamint az opportunisztikus szlirdvizsgalatok jelentdségét és az érintett célpopulécid
részvételi aranyanak valamint atszlirtségének novelésére irdnyuld torekvések
kulcsfontossagat.

A HR HPV pozitiv preneoplasztikus és korai lapham daganat esetében, egyszeres €s
tobbszoros fertdzést egyarant figyelembe véve, a hazai irodalmi adatoknak megfelelden,
a HPV16 (57,35%) dominanciaja igazolodott, melyet a 18-as és 31-es tipusok (10,96%)
il. az 56 (9,59%) ¢és 51, 52, 58 (8,22%) kovetett. Ezek az eredményeink is
alatamasztjak a 2014/2015-0s tanévben bevezetésre keriilt, kotelezd tajékoztatdson és

17



onkéntes alapon megvalosuld iskolai kampanyoltds fontossdgat, a bevezetés
iddszertiségét. Az effektiv primer prevencidé érdekében elengedhetetlen a magas
atoltottsagi arany elérése az oltasi célcsoportban.

A vizsgalt mikroRNS-ek expresszios eltéréseinek vonatkozasaban eredményeink a
cervikalis transzformacié soran egyre fokozodd miR-21 expressziot igazoltak, mely
0sszhangban all korabbi, kisebb esetszam mellett, CIN és SCC betegek analizisekor
tapasztaltakkal. Perzisztdld HPV fert6zés talajan létrejové malignus transzformécio
soran fokozatosan csokkend miR-34a expresszidos értékeket mértiink. Azonban
mindenképp ki kell emelniink, hogy ez elsésorban a korai, még jelentés mértékben
reverzibilis fazisra (CINI és CINII-III kozti atmenet) volt jellemz6. A diszplazia
fokozodasaval, a transzformacié eldrehaladtaval ez mar szintén nem volt specifikus.
Eredményeink alapjan a karcinogenezis kezdeti fazisaiban hangsulyosabb a miR-34a
szerepe, ami tobbszords HPV fertdzés esetén fokozottan érvényesiil. Ismert tény, hogy a
HPV infekci¢ altal befolydsolt p53-network szabdlyozésa alatt kulcsfontossagl
szabalyoz6 funkciok érintettek, tobbek kozott a cellularis stabilitds és stressz vélasz
szempontjabol meghatarozd jelentdségli apoptozis, Gl-arrest, DNS repair ¢és
szeneszcencia részfolyamatai és egyensulya esetében. A miR-34a altal szabalyozott
célmolekuldk ill. azok szerepe még mindig nem teljesen ismert, bar egyes vizsgalatok
mar megnevezik a lehetséges kozvetlen és kozvetett targeteket. Ilyen példaul az E2F3 és
azon keresztiil a survivin expressziojanak szabalyozasa, melynek révén a sejtek
¢letképességét ¢és invazids készségét befolydsolja. Az Aaltalunk észlelt expressziods
valtozasok egyértelmiien alatdmasztjdk a miR-34a tumorszuppresszor funkciojat HPV
indukalta cervikalis transzformacioban. Ugyanakkor ezek egyértelmiien osszefiiggtek a
HR HPV pozitivitas jellemzo6i koziil az egy ill. tobb HPV tipus jelenlétével, mely
korrelacid szignifikans volt nem csak a miR-34a, de a miR-27a onkomiR esetében is. A
miR-34a expressziés mintazatot a sejtproliferacié serkentésében szerepet jatszé miR-
27a expresszioval egyidejiileg figyelembe véve feltételezhetd a tobbszorés HPV
fert6zés szinergista hatdsa (produktiv replikacid). Eredményeink Osszességében

cres

karcinogenezis soran tovabba felvetik biomarkerként valo alkalmazasuk lehetdségét.

HPV16 jelenlétének vonatkozasdban az onkomiR jellegli, p53, E2F és c-Myc altal
modulalt mir-27a expresszidja HPV16 pozitiv stlyos diszplazia-lapham daganat
atmenet esetén szignifikdnsan lecsokkent, aminek hatterében a HPV16 E6 és E7 éltal
kifejtett hatas eredményeként feler6sddé c-Myc transzaktivacio allhat.

A szdveti miR-196a expresszidra vonatkozd vizsgéalataink soran jelentésen magasabb
esetszam mellett megerdsitettik Pereira és mtsai korabbi eredményeit, miszerint az
enyhe ¢és sulyos diszplazia viszonylatdban emelkedik, majd korai laphdmdaganat
esetében csokken az expresszid mértéke. A HR HPV infekcio tulajdonsagaira
fokuszalva igazoltuk, hogy az egyszeres €s tobbszords HPV pozitivitas €s a tipusbeli
kiilonbségek nem befolyasoljak ezeket az expresszids eltéréseket. Ezt kiilonb6zo
klinikai staddiumu HPV pozitiv laphamdaganatok esetében is megerdsitettiik. Ezen
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eredményeink alapjan a miR-196a egy, a HR HPV pozitiv mintdk esetében széles
korben alkalmazhaté biomarker lehet, mivel expresszidjara nem gyakorolnak hatést a
HPV fertézés kvalitativ, kvantitativ tulajdonsagai.

Magas miR-203 expresszid esetén a virus perzisztalasat eldsegité folyamatok gatlodnak,
melyet aldtdmasztott a transzformacid elérehaladtaval észlelt, csokkend miR-203
expresszid. Cervixdaganat esetén a downregulaci6 mértéke korrelalt a
nyirokcsomémetasztazisok stddiumaval, ami a progresszidé soran gyakorolt Osszetett
hatdsainak eredményét tiikkrozi. A miR-203 altal szabalyozott gének egyikét mar Melar-
New ¢és Laimins sikeresen identifikalta, ez pedig a p63 gén. A P63 fehérje a P53

crcr

fehérjecsalad tagja és a bazalis sejtek proliferacigjanak fenntartasaért felelds

.....

.....

ez a csokkenés korantsem ilyen dramai és joval magasabb szinten allandosul, mivel a
HPV késéi virdlis funkcidinak aktivacidjdhoz nélkiilozhetetlen. Ezen a génexpresszio €s
ismeretlen. Ugyanakkor a miRNS szabalyozas héalozatszerli komplexitasat figyelembe
véve a szabdlyozasban részt vevd molekuldk koére még szamos lehetséges
célmolekulaval és szabalyoz6 miRNS-sel bdviilhet a kozeljovében. Zhu és mitsai
nemrégiben cervixdaganat esetén in vitro és in vivo koriilmények kozott is igazoltak,
hogy a miR-203, downstream targetjén (VEGFA) keresztiil, gatolja a tumorndvekedést
¢s az angiogenezist. A miR-203 és a VEGFA kozt reciprok jellegli szabalyozé
mechanizmusok mitkkédnek. Ez a fehérje az endothel sejtekre fejti ki valtozatos hatasat
(fokozza a vaszkularis permeabilitast, vazodilatator, angio- és vaszkulogenezist,
sejtnovekedést indukal, eldsegiti a migraciot, antiapoptotikus hatasu).

A mMIiRNS-ek expresszios mintazatanak megvaltozdsa manapsag mar jol ismert
kiilonb6zd malignus elvaltozdsok vonatkozasaban. A magas onkogén kockazata vagy
mas néven high-risk (HR) HPV tipusok kiemelkedd etiologia szerepét méhnyakdaganat
vonatkozdsdban szamos epidemioldgiai €és biologiai vizsgalat igazolta az utdbbi
években. Azonban attol sem szabad eltekintenlink, hogy a HR HPV infekcio nem
obligdt modon fejlédik invaziv cervixdaganattd. Mindazonaltal egészséges fiatal
ndkben, perzisztens fertézés kialakuldsa szempontjabol mindenképp magasabb
rizikonak tekintjiik a tobbszoros HPV pozitivitast, valamint a koinfekciokban a HPV16
tipus jelenlétét. A miR-27a és miR-34a expresszid esetében kapott eredményeink
(HPV16 és tobbszoros HPV pozitivitas vonatkozasaban) ezeket a nézeteket erdsitették
meg. Osszességében elmondhatd, hogy a miRNS-ek biomarkerként keriilhetnek
bevezetésre akar Onalldan, de a mar jelenleg is a klinikai gyakorlatban hasznalt
modszerek kiegészitdjeként is és szamos lehetdséget rejtenek magukban. Tekintettel az
egyéni variancidkbol eredd esetleges diszkrepancidkra illetve az expresszios
vizsgalatokra jellemzd korlatozott, relative alacsony esetszdmra, eredményeink
széleskori, altalanos alkalmazhatosdganak alatdmasztisa tovabbi tudomanyos
megerdsitést igényel.
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Uj eredmények 6sszefoglalasa

I.  Meghataroztuk a vizsgéalati mintdink HPV stituszat és annak jellemzdit
(genotipus, egyszeres ill. tobbszoros HPV pozitivitas)

Il. Kiilonb6z6 hisztologiaji (laphdm és mirigyham) és eltér6 HR HPV statusza
(negativ, egyszeresen ¢és tobbszorésen HR HPV pozitiv ill. HPV16 pozitiv)
cervixdaganatok esetében, relativ kvantifikicion alapuld, SYBR-Green technikaval
torténd detekcid soran, eldre kivalasztott miRNS panelen, gRT-PCR modszerrel
szignifikans eltérések igazolodtak (miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-203, miR-221),
mely validalast kovetéen differencialdiagnosztikai marker lehet a jovoben.

Il. Kiilonb6z6é klinikai stadiumt (FIGO 0-111) cervixdaganatokban jellegzetes
expresszidos mintazatot figyeltiink meg a vizsgalt miRNS-ek vonatkozasaban (miR-21,
miR-27a, miR-34a, miR-146a, miR-203).

IV. Magas onkogén kockazati HPV fertézés altal indukalt korai (FIGO I)
laphamdaganat és prekurzor 1ézioira (CIN1-3) vonatkozo vizsgalatok elemzése soran
tipusos eltéréseket azonositottunk (MiR-21, miR-34a, miR-155), amiket a HR HPV
fertézés egyszeres és tobbszoros jellege valamint a HPV16 jelenléte is befolyasolt
(miR-27a, miR-34a). Ezen eredményeink alapjan a miR-21, miR-27a onkogén szerepét
igazoltuk a cervixben, tovabba megerdsitettiik a mar eddig is a HPV fert6zéshez
asszocialt miR-34a tumorszuppresszor szerepét. A tobbszoros HPV infekcidk esetén
valdszintsithetéen fellépd szinergista hatast sikeriilt miRNS szinten (miR-27a és miR-
34a) igazolnunk.

V. Eredményeink statisztikai kiértékelésekor nem talaltunk Osszefiiggést a vizsgalt
mikroRNS expressziés mintdzat és a betegek demografiai, szociodkonomiai ill.
¢letmodjukra jellemzd tényezdivel.

VI. HR HPV pozitiv cervicalis intraepithelialis neoplasiak és korai laphamdaganatok
esetében a MiR-27a és miR-34a expresszios mintazat alapjan felmeriil ezen miRNS-ek
biomarkerként torténé alkalmazasa, melynek tovabbi kiterjedt vizsgalata utan a
késdbbiekben a HR HPV fertdzések kimenetelének megitélésére is lehetdség nyilhat.
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