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1.Bevezetés

A sejtbiologia és a genetika gyorsan fejlodé alaptudomanyok,
melyek jelent6sége egyre fokozddik a mozgésszervi betegségek
hatterének megismeréseben. Szamos kutatobmunka célozza a
mozgasszervi  betegségek  kezelését, mig a genomika
tanulmanyozéasa ¢és fejlddésének szerepe a személyre szabott
orvoslasban egyre hangsulyosabb.

1.1.D vitamin receptor gén

A D-vitamin receptor (VDR) szdmos mozgéasszervi fenotipus
széles korben vizsgalt jelolt génje. Tobbszor kimutattdk, hogy a
VDR polimorfizmusai 6sszefliggésben allnak a csontsiirtiséggel és
a torés kockazataval. A csontritkulasos torések osszefiiggenek az
esések gyakorisagaval, ami a VDR genotipusokkal is
Osszefliggésben éallnak. Az eséseket a VDR kozvetetten
befolyasolja, polimorfizmusainak az izommiikdodésre gyakorolt
hatasa altal.

1.2.Chordoma

A chordoma egy ritka primer malignus csonttumor, mely az
egyetlen  gerincoszlopb6l  kiindul6  daganat. A tumor
kialakuldsanak molekularis biologiai hattere nem teljesen ismert.
A kordoméval szemben alkalmazott klasszikus és 0j célzott
kemoterdpias szerek hatastalansaga 0Osszefliggésben allhat a
daganat 0Osszetett és heterogén onkogenezisével, amelyet
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mérsékelt szomatikus mutécids rata, ugyanakkor — csak bizonyos
kromoszomakarokat érintd vagy kromotripszist eredményezd —
magas fok( genominstabilitds jellemez. Ezek a valtozasok
nemcsak a fehérjekddolé géneket, hanem a nem kddolé RNS-
géneket is érinthetik, amelyek szamos molekularis halézatot
szabalyoznak transzkripcids vagy poszttranszkripcios szinten. A
mikroRNS-ek és a hosszl, nem kddolé RNS-ek a normal sejt- és
szoveti homeosztazis kulcsfontossagu szabalyozoi, mivel pedig
bizonyitottan fontos szerepet jatszanak a daganatképzddésben,
széles korben vizsgaljak 6ket a rakellenes gyogyszerfejlesztés (j
celpontjaiként.

2.Célkitiizés

2.1.D vitamin receptor gén

Kutatasunkban vizsgaltuk:

e hogy létezik-e Osszefiiggés a VDR-polimorfizmusok és
az izomteljesitmény kozott.

e a kivalasztott egynukleotidos polimorfizmusok szerepét a
dominans és a nem dominans kéz szoritoerejenek
alakulasaban.

2.2.Chordoma

Céljaink az alabbiak voltak:

e Uj protokoll Kkidolgozésa RNS izolalasara frissen



fagyasztott chordoma mintakbol

e Chordoma teljes  transzkriptom  szinti ~ RNS-

szekvenaldsanak elvégzése

e A Kkeresztcsonti chordoma megvaltozott miRNA-
expresszidos profiljanak meghatarozasa a *nucleus
pulposus* sejtekéhez képest, valamint a kordéma
miRNA-mMRNA  halozataira  gyakorolt  hatasanak
elemzése

e A kordéma onkogenezisében szerepet jatszd lehetséges

molekularis célpontok meghatarozasa
3.Anyag és modszer
3.1.D vitamin receptor gen
Osszesen 788 altalanos iskolas diakot vontunk be a vizsgalatba.
3.1.1.Genomialis DNS izolalasa

A genomialis DNS-t a gyermekekt6l gyijtott nyalmintakbol
izolaltuk. A nyalmintdk gyjtésére az Oragene kit-teket
hasznaltunk (DNA Genotek Inc., Ontario, Kanada), majd a

forgalmazo protokollja szerint izolaltuk a DNS-t.
3.1.2.Genotipizalas

A polimorfizmusok genotipizalasahoz a Sequenom MassArray
platformjat hasznaltuk, a Helsinki Egyetem University
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Molekularis Gydgyaszat Intézetének Core Facility laborjaban

(www.fimm.fi).

3.1.3.Kéz szoritder6 vizsgalata
Minden gyerek kéz szoritGerejét digitalis Jamar dynamometer
segitségével mértiik meg, mindkét kéz esetében. A gyerekek a
vizsgalat sordn lé testhelyzetben, 90 fokban flektalt alkarral
haromszor ismételték meg a mérést. Az atlageredményeket N-ban
(Newton) mertiik és adatbazisban rogzitettik.

3.1.4.Statisztikai analizis
A polimorfizmusok kozott genetikai kapcsoltsdgot a Haploview
4.1 szoftverrel ellendriztiik. A vizsgalt SNP-k kozott egy kettd és
egy harom taghol allé haploblokk kilonilt el, ezek dsszefiiggéseit
a fenotipusokkal kiilon is vizsgaltuk. A haplotipusok hatasait a
fenotipusokra a THESIAS programmal vizsgaltuk, log-likelihood
ratio statisztikak kiszamolasaval. Minden analizist a korra, a
nemre, a testmagassagra és a testtomegre korrigaltunk. A p<0.05

értéket fogadtuk el szignifikdnsnak vizsgalatunkban.
3.2.Chordoma

3.2.1Minta gyiijtés
8 chordoma (CH) és 8 nucleus pulposus (NP) szOvetmintat
gyljtottiink miitéti kezelésen atesett kaukazusi betegektél. A

tumormintdkat 3 férfi és 5 ndi alanytdl vettik (atlagéletkor:
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61,1+12,5 év). Az 6sszes chordoma a keresztcsonti lokalizacioju
volt és szOvettanilag klasszikus chordomat igazoltak.
3.2.2.Nukleusz pulpozusz sejt tenyésztése

A nukleusz pulpézusz sejtek Dulbecco mobdositott Eagle
Medium/Ham Nutrient F12 keverék tapoldatban voltak tenyésztve
(Sigma-Aldrich), mely 20% borju magzati szérumot tartalmazott
(FBS,  Sigma-Aldrich),  valamint  penicillin-streptomycin
antibiotikumot (100Ul és 100 mg/mL). A sejtek 25cm? —es
flaskakban voltak tarolva 37°C hémérsékleten, nedvesitett 5%
(v/v) CO2 koncentraciés kornyezetben. A tapoldat cseréje 48
orankeént tortent friss oldatra, mig a sejtek elérték a 80%-os flaska

telitettséget.

3.2.3.RNS izolalas
A frissen fagyasztott chordoma szovetbdl torténéd RNS izolalast,
annak nehézségei miatt egy kordbban altalunk Kifejlesztett

protokoll segitségével végeztik.

3.2.4.Az RNS mindségi és mennyiségi kontrollja

A kapott RNS  mennyiségi ellendrzése = NanoDrop
spectrophotometer segitségével tortént, mig a kapott RNS
integritdsdnak ellendrzése Agilent 2100 platform hasznalataval
tortént. A kapott eredmények alapjan az RNS kivalé mindségli és

mennyiségll volt minden mintaban.
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3.2.5.Konyvtar el6készités és szekvenalas

Az RNA-seq esetében a szekvenald konyvtarakat az Illumina
TruSeq RNA SamplePrep v2 kittel, a kis RNA-seq-hez pedig az
Illumina TruSeq Small RNA SamplePrep kittel allitottuk el6 a
szekvenald konyvtarakat a gyartd utasitasai szerint. Minden
konyvtar indexelve volt, lehetévé téve a multiplex szekvenalast.
Az RNA-seq konyvtarakat 2x100 bp-os paros végii olvasasként, a
kis RNS-seq konyvtarakat pedig 1x50 bp-os egyvégl
leolvasasként szekvendltuk Illumina HiSeq 2000-en. A nyers
adatokat a CASAVA 1.8.2 szoftverrel eléfeldolgoztuk
(konvertal*). .bcl fajlokat *.fastq.gz files=témoritett FASTQ
fajlokba), és a demultiplexelt, fastq.gz fajlokat eredményezte az
0sszes tovabbi elemzésben.

3.26.Az RNS Uj generaci6s szekvenalasi adatainak
bioinformatikai elemzése

A legtobb bioinformatikai elemzéshez vagy a nyilvanos Galaxy
Main szervert vagy a Galaxy Mississippi szervert hasznaltuk
(https://usegalaxy.org/, https://mississippi.snv.jussieu.fr/). A nyers
adatok szekvenaladsi mindségét eldszor a FASTQC segitségével
ellendriztiik. Az adatok el6feldolgozasa Trimmomatic (RNA-seq)
és Adapter clipping + Trimmomatic hasznalataval tortént 19-25 nt
(kis RNS-seq) méretvalasztassal. Az RNS-seq egy mintara (CH4)

sikertelen volt, valdsziniileg az indexszekvencia keveredése vagy
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a konyvtar-elokészités soran fellépd hibas jelolés miatt, ami a
demultiplexelés utan hianyzo6 fajlt eredményezett, de a kis RNS-
szekvencia ennél a mintanal is sikeres volt. A FASTQC-alapu
mindség-ellendrzési elemzés alapjan az Gsszes kis RNS-seq €s
RNA-seq leolvasas kivald minGségli volt, és a konyvtarak a vart
teljes olvasasi szammal rendelkeztek.

Az eléfeldolgozott RNS-seq adatokat a hgl19 referencia genomhoz
igazitottuk TopHat2 segitségével, és az olvasési szamlalo
tablazatot a Featurecounts segitségével keszitettik el. Az
eléfeldolgozott kis RNS-szekvencia adatokat Chimira segitségével
igazitottuk a humén miRNS hajtiiszekvenciakhoz, és a kapott sima
szamtablazatot hasznaltuk a kovetkezd 1épésekben. Csak azokat a
miRNS-eket vettiik figyelembe, amelyeknek a minimalis atlagos
leolvasasi szama > 5 a CH vagy az NP mintdkban. A
Featurecounts tablazatok minden értékéhez 1-es értéket adtunk a
nulla  értékek  kikuszobolése  érdekében.  Differencialis
génexpresszidés analizist végeztink EdgeR-rel a beolvasasi
szamlalotablazatok  segitségével, hierarchikus  klaszterezést
euklideszi tavolsagmértékkel és atlagos kapcsolodast végeztiink a
ClustVis-szel, a relativ expresszios szintek hoétérképét pedig
GraphPad Prism-mel. A f6komponens elemzést DESeq2-vel
végeztuk.

3.2.7.miRNS jelatviteli atvonal
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A differencialisan  expresszalt miRNS-eket az EdgeR
eredménytablazatabol valasztottuk ki a kovetkezd sziirdk
hasznalataval: FDR (korrigalt p-érték) < 0,05, [log2FoldChange| >
3. A felil- vagy alulszabéalyozott miRNS-ek azok voltak, amelyek
[log2FoldChange| > 5. A differencialisan expresszalt mRNS-eket
az EdgeR eredménytablazatabol valasztottuk ki, a kovetkezd
szir0k haszndlataval: FDR (korrigdlt p-érték) < 0,01,
llog2FoldChange| > 2 és diszperzid < 1,54. A funkcionalis
annotacio nélkili géneket és a részleges CDNS-géneket
eltavolitottak a listarol. A differencialisan kifejez6d6 miRNS-ek
célpontjait a Targetscan 7.1 algoritmussal
(http://www.targetscan.org/vert_71/) josoltuk meg. A célgének
funkcionalis  osztalyozasara szolgald  génontologiai  (GO)
annotaciok a Panther osztalyozasi rendszeren
(http://pantherdb.org/) és szakirodalmi kereséseken alapultak. Az
utvonalelemzést a Consensus PathDB human, 32-es kiadasaval
(génkészlet felllreprezentaltsagi elemzése) végeztik
(http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB) .

3.2.8.Valoés idejii kvantitativ PCR elemzés és adatfeldolgozas
A kivalasztott miRNS-ek és mRNS-ek expresszidjat valos idejt
kvantitativ. PCR (qPCR) modszerrel validaltuk. A TagMan™
vizsgalati azonositok és az RT-gPCR protokoll részletei a
Kiegészitd  adatokban  talalhatok. A  miRNS  adatok
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normalizalasédhoz teszteltik az RNU44-et, az RNU6B-t, a miR-
106b-t és a miR-30d-t, és a NormFinder szoftverrel végzett
elemzés alapjan az RNU44-et valasztottuk a legjobb
referenciagénnek. Az mRNS adatok  normalizalasahoz
referenciagénként a GUSB-t, GAPDH-t, Cyclophilin A-t (PPIA),
RPLPO-t és HPRT1-et teszteltik, és a PPIA-t vélasztottuk a
legjobb referenciagénnek. A mintakat StepOne™ Real-Time PCR
rendszeren (Applied Biosystem®) mértik. A nyers adatok
elemzését a StepOne Software v2.2.2 (Applied Biosystem®)
hasznalataval végeztiik. Cutoff Ct eértékek (a mennyiségi
meghatarozas hatara) minden egyes TagMan® vizsgalathoz Ct=37
értékre allitva. Az ezen érték feletti Ct-k vagy a ,,nem észlelt”
értékek egységesen Ct=40-re lettek beallitva. A normalizalt
expresszios eértékeket a 2-dCt mddszerrel szamitottuk ki. A
statisztikai analizist GraphPad Prism programmal veégeztuk,

Mann-Whitney U-teszttel a normalizalt expresszios értékeken.

3.2.9.0sszehasonlito gén expressziods vizsgalat

Az inicialis gén-expresszids analizis Cuffdiff sziirési algoritmus
hasznalataval tortént. A  differenciaciés gén expresszids
analizishez DeSeq2 program volt hasznalva, ami bizonyitottan
magas specifitisasi azonban alacsonyabb szenzitivitast. Az
alacsony szenzitivitas  kikliszobOlése  érdekében egy jo

szenzitivitasi EdgeR programot hasznaltunk Kiegészitésként. A
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folytatasban kizarolag a mindkét program Aaltal észlelt gén
expresszios valtozasokat vizsgaltuk tovabb.

4.Eredmények

4.1.D Vitamin receptor gén

Az atlagos kézfogas er6ssége 147,5+42,1 Newton (N) és
137,3+ 38,3 N volt a dominans és nem dominans kezeknél a
kohorszunkban, ¢és a két kéz erdssége kozotti korrelacio kivald
volt (r=0,83, p<01). A HGS mind a dominans, mind a nem
dominans kezekben normalisan oszlott el a mintapopulacidéban
(p>0,05 a Kolmogorov—Smirnov tesztben). Az életkor, a suly, a
magassag és a nem korrelalt mindkét kéz markolatanak erejével,
és mind a négy demografiai paraméter szignifikans prediktornak
bizonyult a tdbbvaltozds regresszids modellekben. A mérési
maodszer megbizhatonak bizonyult, amelyet mindkét kéz magas
ICC-értéke jellemez (0, 98 és 0, 95 dominans és nem dominans
kezek esetén).

4.1.1.Genetikai 6sszefliggések

Szignifikans 6sszefliggéseket talaltunk harom egyedi SNP és a
Kéz szoritoerd kozott. Az rs4516035 (A1012G) polimorfizmus
1 T” genotipusa tarsult a legmagasabb, mig a ,,CC” genotipus a

legalacsonyabb szorité erdt igazolt mindkét kézben (p =0,009 és
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p=0,034 dominans és nem dominans kezek esetén). Az
rs1544410 ,,AA” genotipust hordozd gyermekeknél (Bsml,
p=0,010)) és az rs731236 ,,CC” genotipusu hordozédinal (Taql,
p=0,038) nagy dominans kézfogast talaltak.

Harom, 1%-nal nagyobb gyakorisagu haplotipust azonositottak a
VDR haploblokkon beliil, amely a gén 3’ részén talalhat6. A VDR
haplotipusok szignifikdns 0sszefliggést mutattak a kézfogés
erejével mindkét kéznél (p <0,005 és p<0,01 a dominéns €s nem
domindns kezek esetében) Az ,,ACT” ¢és ,,GTT” haplotipusok
kozotti kézfogas erdsségének atlagos kiilonbsége 12,1 N és 10,0 N
volt a dominéns és a nem dominans kezek esetében.

Figyelembe véve a HGS atlagit a dominans kézben,
mintaméretiink 80%-os teljesitményt biztositott a 10 N kiilonbség
kimutatasara egy kovarians korrigalt additiv genetikai modellben
0,373 MAF esetén.

4.2.Chordoma

A TopHat2 sorozatban a parositott végek statisztikai analizise
soran igazolddott, hogy a szekvencia fileok atlagosan 18330864
teljes leolvasdson 0Osszességében 77% pontossagi feltérképezd
szekvencia meghatarozésara voltak képesek. Tovabba atlagosan a
vég a véghez torténd parositds sordn 13325254 Iépésben tortént
parositds 72,7% egybehangzéan hatarozta meg a szekvencia

illesztésének a pontossagat. A transzkriptom elfogadott
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olvasasainak szama a tumor mintakban 24-26 szoros, mig a
nukleusz pulp6zusz mintdkban 20-27 szeres lefedettséget igazolt,
melynek pontossaga a vizsgalat elott is a szdndékozott elérési
szamnak mindsiilt. Egyes kontroll mintak esetében az alacsonyabb
lefedettséget igazold (NP7, NP11, NP13) értékek elfogadhatdak,
ugyanis a kontroll mintdkban a gén expresszids variaciok,
kromoszémalis aberraciok szama rendkiviul csekély. A genetikai
informéacio feltérképezesi rataja minden mintaban meghaladta a
kovetelményképpen meghatarozott 60%-ot. A sorozatok parositasi
rataja minden mintaban szintén meghaladta a 60%-ot.

4.2.1A miRNS-ek expresszios profilja

Elemzésiink 126 differencialisan expresszalt miRNS-t azonositott,
amelyek kozul 74 miRNS-t felfelé, 52-et pedig leszabalyoztunk a
chordomaban. A miRNS differencialis expresszios profiljan
alapuldo PCA-elemzés a CH-mintak és az NP-mintak egyértelmii
elvalasztdsat mutatta ki, és a CH4 chordoma-mintat is kiugro
értékként azonositotta. A diszregulalt miRNS-ek 52%-a (N=66)
intragén volt, és ezek 39%-a (26 MiRNS) a gazdagénekkel egyitt
szabalyozott.

4.2.2.Lehetséeges Onmegujitdé molekularis mechanizmusok
azonositasa chordoméban

Annak érdekében, hogy azonositsuk azokat a géneket, amelyek a

legvaldsziniibb  jeloltek a chordomdban a differencialisan
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expresszalt miRNS-ek altali szabalyozésra, szdmos diszregulalt
gént valasztottunk ki, amelyek célpontjai lehetnek tdbb
diszregulalt miRNS-nek, és a legjobb kumulativ sulyozott
kontextus++ pontszammal rendelkez6 célgéneket (pontszam<-0,6)
Ez a megkozelités szdmos kordbban validlt szabalyozo
MRNS/mIRNS kolcsdnhatast javasolt az LCOR/miR-199a-5p,
MITF/miR-182-5p/miR-101/miR-148a-3p,  HIF3a/miR-485-5p,
HMGAL/miR- k&zott. 142-3p, RASAL/miR-182-5p/miR-223-3p,
RGS17/miR-182-5p és RICTOR/miR-142-3p. Az mRNS-
célpontok funkciondlis annotécidja egy miRNS-mRNS halozatot
josol meg, amely az LCOR transzkripcios faktor szabalyozésan
keresztul szabadlyozza a chordoma tumorok Onmegujulasi
potencialjat, valamint a Hippo utvonal potencidlis aktivalasat a

regulatorok, a TAOK és a MOB1 megcélzasaval.
5.Kovetkeztetések

5.1.D Vitamin receptor gén
Kutatasunk eredményeként 0Osszefliggeést taldltunk a D-vitamin
receptor gének polimorfizmusai és kiilonbozd izomcsoportok

teljesitménye kozott.

e A Bsml (rs1544410) polimorfizmus A alléljat talaltuk a
megndvekedett kéz szoritdoerdvel dsszefliggdnek. Ezt mind

az egyedi SNP, mind a haplotipus vizsgalatok
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alatamasztottak. Az ,,A” allél megegyezik a tradicionalisan
,B7-vel jelolt Bsml alléllal, melyet bizonyos
vizsgalatokban — sajat eredményeinkkel &sszhangban —
megnodvekedett izomteljesitménnyel talaltak

Osszefliggdnek.

Az 15731236 (Taql) polimorfizmus ,C” alléljat
tradicionalisan ,t”-vel jelolik a publikéciékban. Sajat
vizsgalatunkban ez az allél emelkedett szoritdoerdvel volt

szignifikans 6sszefliggésben.

A haplotipusvizsgalatok soran azonban a gén 3’ végét
lefed6  rs1544410-rs731236-rs10783215  haploblokk
mindkét kéz szoritoerejével szignifikans 6sszefuggést
mutatott, jelezve azt, hogy a génszabalyozashan
valosziniisithetben részt vevé génvariansok kihatassal
lehetnek a kéz izomerejére fuggetlenil a kornyezeti

hatasoktol

5.2.Chordoma

15

A frissen fagyasztott kordomabol torténé RNS-izolalas
eddig akadalyokba (itkdzott a daganat nyakos
allomanya miatt. A jelen kutatds eldnye, hogy a frissen
fagyasztott daganatmintabol torténé RNS-izolalas
nehézségeinek lekiizdését kovetden a szerzdknek

sikerilt kidolgozniuk egy Uj RNS-izolalasi protokollt,



amely lehetévé tette a kordoma teljes RNS-
allomanyanak szekvenalasat

e Sikeresen végeztek Uj generacios szekvenalast szakralis
chordomaban a globdlis mMIRNA- és mRNA-
génexpresszids valtozasok egylittes elemzése celjabol.

» Sikeresen azonositottunk szamos, a chondroma és a
nucleus pulposus kozott eltérd expressziot mutatod
mMiRNA-t; ezek kozil 74 miRNA expresszioja fokozott,
52-é pedig csokkent volt chordomaban

e Sikeresen igazoltuk, hogy a Hippo-jelatviteli Gtvonal
aktivalodasa szerepet jatszik a kordoma Onmegujulasi

mechanizmusaban.
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