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A K100295 kutatdsi terv f6 kutatasi irdnya gydgyszeresen befolydsolhaté patogenetikai
utvonalak vizsgalata, és ennek keretében a mellékvese-daganatok gydgyszeres kezelésében
felhasznalhatd szerek hatdsainak vizsgdlata volt. A mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében
egyetlen mellékvesekéregre specifikus szer, a mitotan ismert, amit tobb mint 60 éve
alkalmazunk a nélkil, hogy pontos hatasmechanizmusat ismernénk. Nagy sziikség lenne Uj,
jobb mellékhatds profild szerekre e rossz progndzisu betegség kezelésében. Korabbi
bioinformatikai metaanalizisiink alapjan (publikdlva Oncogene, 2010, IF: 7.414, el6z6
PD72306 OTKA palydzatom tdmogatasaval) a retinoid X receptoron keresztil hatd 9-cisz
retinsav mint 0j tamaddaspontu szer alkalmazasi lehet6sége meriilt fel, ezért ez volt
kutatasunk f6 iranya. A reményteli eredmények alapjan a 9-cisz retinsav vizsgalatat az
OTKA palyazat alatt mindvégig folytattuk. A 9-cisz retinsav hatasait a sikeres in vitro
vizsgalatok utan xenograft allatmodellben is vizsgaltuk.

A xenograft dllatmodellben vizsgalt keringé mikroRNS-ek adtak az otletet ahhoz, hogy
a keringé mikroRNS-ek kifejez6dését mellékvese-daganatokban szenved6 betegekben is
megyvizsgaljuk Uj, diagnosztikdban hasznalhatd biomarkerek kimutatasa céljabél. Ez az
eredeti kutatasi tervhez képest eltérést jelent, de a téma forradalmi Ujdonsagdra tekintettel
nagy jelent&ségd, és véleménylink szerint szervesen illeszkedik az eredeti munkatervhez is.

A kisérletes munkak mellett a kutatasi tervet kovetve bioinformatikai, in silico
vizsgalatok is torténtek a mellékvese-daganatok patogenetikai Utvonalainak vizsgalatara.

In vitro vizsgalatok

Human mellékvesekéreg-carcinoma NCI-H295R sejtvonalon az adrenolitikus hatdsd mitotan,
valamint a 9-cisz-retinsav in vitro hatasait vizsgaltuk.

A mitotdn in vitro vizsgdlata

A mitotan esetében célunk az volt, hogy esetleges génexpresszids hatasait vizsgaljuk, mivel
erre kordbban még nem volt adat. 5x10°® M-os koncentracidt valasztottuk ki a mitotdn
génexpresszidos hatdsainak vizsgalatara, mivel ez még nem okozott szamottevs sejtpusztitd
hatast (flow citometria és MTT festés alapjan), ugyanakkor hatékonyan gatolta a
hormontermelést (kortizol, androszténdion) és a sejtek szaporoddasat. Els6ként vizsgaltuk a
mitotankezelés hatasat teljes genom génexpresszidés microarray vizsgdlattal, amihez 4x44 K
Agilent microarray lemezeket hasznaltunk 48 és 72 6rds mitotan kezelésekbdl izolalt teljes
RNS vizsgdlatara. 117 szignifikdnsan valtozé gént taldltunk, amelyek kozott a szteroid
bioszintézis tobb génje is megtalalhato volt. 7 gént valasztottunk validalasra valds idejd RT-



PCR-rel, amelyek kozul a 3-béta-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es és 2-es tipusanak,
valamint a 21-hidroxildaz mitotan hatdsara bekovetkez6 expresszids csokkenését talaltuk.
Mindezek alapjan a mitotan mellévesekéreg szteroidhormon bioszintézist gatlo hatasaiban
nemcsak az eddig ismert kézvetlen enzimgatlé hatasok, hanem genomikus hatasok is
kozrejatszanak. Tobb mitotdn hatdsdra fokozott expresszidot mutatd gént is taldltunk,
amelyek kozilil négyet validaltunk, azonban ezek mitotan hatdsaban jatszott szerepe nem
vilagos. E munkat ismertetd cikkiinket a Pharmacogenomics folyéiratban kozoltik (2012, IF:
3,857).

9-cisz retinsav (9-cisRA) in vitro vizsgdlata

ElSkisérleteinkben kimutattuk, hogy a 9-cisRA gdtolja az NCI-H295R sejtek szaporoddsat,
hormontermelését (kortizol és dehidroepiandroszteron) dozisfliiggé mddon. Két ismert 9-
cisRA célgén az ABCA1 és ABCG1 kifejezGdését is szignifikansan, dozisfliggéen serkentette a
9-cisRA kezelés. 24 6rds kezelésekben 2.5x107°, 5x10° és 7.5x10° M koncentracidban
alkalmazva Agilent microarray platformon vizsgaltuk a génexpresszids valtozdsokat. A
kezelések hatdsdra a kontrollhoz képest a harom kezelési koncentraciéban 699, 2320 és
2303 gén szignifikdns valtozasat kovettik. A bioldgiai szempontbdl relevans gének
kivalasztdsdhoz e géncsoportokat 6sszevetettiik az irodalomban elérhets, mellékvesekéreg
adenoma és carcinoma kozott szignifikansan kilonbdz6 gének listaival. Megkdzelitésiink
szerint a 9-cisRA hatasra valtozd, bioldgiailag relevans gének ellentétes irdnyban valtoznak az
adenoma-carcinoma 6sszehasonlitdsban eltéré génekkel. A 9-cisRA ugyanis feltételezéslink
szerint fokozza azon gének kifejez6dését, amelyek a carcinomaban adenomahoz képest
csokkentek, mig csokkenti azokét, amelyek a carcinomdban fokozott kifejez6dést mutatnak.
Ezzel a megkozelitéssel 246 génre tudtuk csokkenteni a szignifikdns gének csoportjat.
Ingenuity Pathway Analysis Utvonalelemzés megkozelitésével 4 f6 Utvonalat azonositottunk
a 9-cisRA hatdsaban: 1. szteroidhormon bioszintézis, 2. retinsav jelatvitel, 3. sejtciklus
befolyasolasa, 4. immunoldgiai hatasok. 8 gént valasztottunk ki validalasra valds idej PCR-
rel és ezek mindegyike sikeresnek bizonyult (CCNE1, GADD45A, HSD3B1, HSD3B2, ILR12,
MAP2K6, HMGCR, UHRF1) (k6zolve Cell Mol Life Sci 2014, IF: 5,808).

Allatkisérletek a 9-cisz retinsav in vivo hatdsdnak vizsgdlatdra

A 9-cisRA in vitro hatdsai alapjan egy el6kisérletet végeztiink athymias him nude egereken
NCI-H295R xenograftok alkalmazéasaval. 3-3 kontroll ill. 10 mg/kg 9-cisRA-val kezelt egerek
Osszehasonlitasaval a kezelt egerekben a daganatok mérete és tomege is kisebb volt, bar a
kis elemszam miatt nem szignifikdns mértékben. A Ki-67 proliferdcios marker
immunhisztokémiai vizsgdlataval a 9-cisRA kezelt allatokban szignifikdnsan (p<0.01) kisebb
fest6dés volt észlelhetd, mint a kontroll allatokban.

Ezt az irdnyt folytatva egy nagy elemszamu, Osszesen 43 SCID egeret bevond
xenograft vizsgalatban tanulmanyoztuk a 9-cisRA (5 mg/kg), a mitotan (200 mg/kg) és e két
szer kombindcidjanak hatasat kontrollhoz viszonyitva. A xenograft modellt NCI-H295R sejtek
belltetésével allitottuk el6. A szereket kukoricaolajban oldva per os adtuk az egereknek,



melyeket 28 napig kovettiink. A kezelés végén a mitotant és a mitotan+9-cisRA kombinalt
kezelést kapd csoportban a daganatméret szignifikdnsan csdkkent. A Ki-67 proliferacios
index immunhisztokémiai vizsgalata a 9-cisRA-t és a kombinalt kezelést kapd csoportokban
csokkent szignifikdnsan. mRNS expressziés microarray vizsgalattal (Agilent, 4x44K)
szignifikdns génexpresszios eltérést azonban alig taldltunk, a hét kivalasztott gén kozil az
ismert 9-cisRA célgén (APOA4), valamint egy foszfodiészterdz gén (PDE4A) expresszids
valtozasat tudtuk valds idejl PCR-rel validdlni. A munkaterv szerint a c-myc kifejez6dését is
vizsgaltuk, de ennek nem talaltuk szignifikans eltérését.

Ezzel szemben az egerek vérébdl izolalt keringé mikroRNS-ek kozul a miR-483-5p
kifejez6dése szignifikdnsan csokkent valamennyi 9-cisRA kezelést kapd csoportban. Felmeriil
ez alapjan, hogy a miR-483-5p a mellékvesekéreg-carcinoma kezelésének kovetésére
alkalmas biomarker lehet.

Tekintettel arra, hogy génexpresszidos szinten csak kevés eltérést taldltunk,
ugyanakkor a daganatméretben és Ki-67 kifejez6désében egyértelm( csokkenés volt a
kombinalt kezelés hatasara, a hatds hatterének vizsgalata céljabdl proteomikai vizsgdlatokat
végeztliink a Szegedi Bioldgiai Kdzponttal tortént egylttmiikodés keretében. Ennek soran
tomegspektrometriai elemzéssel 47 szignfikdnsan valtozo fehérjét azonositottunk, amelyek
kozil ismert daganatbiolégiai szerepe alapjan a SET fehérjét valasztottuk ki validaldsra.
Western-blot vizsgalattal a kombindlt mitotdn + 9-cis retinsav kezelés hatdsdara a SET fehérje
expresszidja szignifikdansan lecsdkkent. A SET fehérje mellékvesekéreg daganatokban
betoltott szerepérdl ugyanakkor eddig nem volt ismert adat. Kisszamud human daganaton
megvizsgalva a SET kifejez6dését, carcinomakban enyhe kifejez6dését, mig jéindulatu
adenomadkban teljes hidnyat észleltiik, ami egybecsengeni latszik a xenograft
eredményekkel. A SET szerepe mindezek alapjan felvethet6 a mellékvesekéreg daganatok
patogenezisében, de ennek tovabbi vizsgalata szikséges (kozlésre elfogadva American
Journal of Cancer Research, 2015, IF: 4,165).

Az in vitro és xenograft eredmények alapjan a 9-cisz retinsav hatékony alternativat
jelenthet a mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében, elsGsorban kiegészité kezelésként
mitotannal kombinalva. Tavlati terveinkben fazis |. klinikai vizsgalat tervezése, ill.
kiprobalasa is szerepel a 9-cisz retinsav human hatékonysaganak vizsgalatara.

Transzldacios vizsgalatok

Az egerek vérében mért keringd mikroRNS-ek adtak az otletet ahhoz, hogy a keringé
mikroRNS-eket mellékvesekéreg-daganatokban szenved6 betegekben is vizsgdljuk ezek
diagnosztikai alkalmazhatésdganak felmérése céljabdl. Ez az irdny az eredeti kutatasi tervhez
eltérést jelent, de szervesen illeszkedik az endokrin daganatok molekularis vizsgalatahoz. J6-
(n=12) és rosszindulatu (n=13) mellékvesekéreg-daganatokban szenvedé betegek vérplazma
mikroRNS mintazatat hasonlitottuk O0ssze mellékvesekéreg-carcinomat jelz6 biomarkerek
azonositdsa céljabdl. Els6 korben microarray vizsgalatot végeztiink Affymetrix platformon,
azonban ezzel nem sikeriilt szignifikans kilonbségeket taldlnunk. Ezért masodik lépésben
irodalmi adatok alapjan valasztottunk ki 8 keringé mikroRNS-t, amelyek kozul 5 (hsa-miR-



100, hsa-miR-181b, hsa-miR-184, hsa-miR-210, hsa-miR-483-5p) szignifikansan magasabb
kifejez6dést mutatott mellékvesekéreg-carcinomaban szenved6k vérmintdiban, mint a
jéindulatu daganatokban szenvedSkben. A dCThsa-mir-210 - dCThsa-mir-1816 €S dCThsa-mir-
100/ dCThsa-mir-1810 kUilonbsége mutatta a legmagasabb érzékenységet és fajlagossagot, mint
sz6bajové malignitasi markerek, azonban ezek az értékek még nem elég magasak ahhoz,
hogy a klinikai gyakorlatba jelenleg bevezetésre keriiljenek. Az elemszam bdvitése, tovabbi
vizsgalatok szlikségesek ezek meger@sitésére (ez a 2015 novemberében indult K115398
OTKA/NKFIH palyazatunk egyik f6 témdja). A keringd mikroRNS-ek vizsgalatdban szamos
technikai probléma meril fel, igy a referencia (housekeeping) gén kérdése is. Vizsgaltuk
kilonboz6 referencia gének alkalmazasi lehetdségét, és megallapitottuk, hogy legjobban a
keringd vérben relative jelentés mennyiségben jelenlévé hsa-miR-16 j6 referencia gén lehet,
de az irodalomban széleskorlien alkalmazott spike-in kontroll cel-miR-39 is jol alkalmazhato,
s6t ez a miR-16-al kombinalhato is. A mikroRNS vizsgalatokban elterjedten hasznalt RNU6B
azonban nagy valtozékonysagot mutatott, igy ez nem alkalmas referencia génnek a keringé
mikroRNS-ek vizsgdlatara (k6zolve Laboratory Investigation, 2014, IF: 3,676).

A kering6 mikroRNS-ek vizsgdlata a jelenleg egyik legintenzivebben tanulmanyozott
kutatasi terilet, és a preoperativen nehezen vizsgalhaté mellékvese-daganatok esetében a
malignitast jelz6 keringé mikroRNS-ek klinikai jelentdsége kiillonosen jelentds lehet.

Egy tovabbi vizsgdlatban azt tanulmanyoztuk, hogy a hypothalamus-hypophysis-
mellékvesekéreg tengely vizsgdlatara a klinikai gyakorlatban alkalmazott hormontesztek
(ACTH stimulacios (tetracosactid)-teszt és kis dosisi dexamethason szupresszidos teszt)
hatdsara valtozik-e irodalmi adatok alapjan kivalasztott keringé mikroRNS-ek kifejez6dése in
vivo. 10-10 beteg vérmintait vizsgaltuk. A miR-27a kifejez6dése ACTH-stimulacids teszt soran
csokkent, mig dexamethasonra novekedett. A dexamethason in vitro NCI-H295R sejtvonalon
is fokozta a miR-27a kifejez6dését. A mellékvesekéreg-daganatok diagnosztikajaban
felmeril6 mikroRNS-ek kifejez6dése a hormontesztek soran nem valtozott, ami
alkalmazhatdsagukat erdsiti a mellékvese-daganatok preoperativ diagnosztikdjaban (Int J
Endocrinol, 2015, IF: 1,948). Ezek az els6 adatok arra, hogy a keringd mikroRNS-ek
kifejez6dését a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg tengely befolydsolasa in vivo
madositja emberben.

Egy masik transzlacids irdnyban, megkiséreltik a munkaterv alapjan a korabbi
metaanalizisiink alapjan a jé- és rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatok elkilonitésére
alkalmasnak tdndé anillin és CRM1 (exportin) gének validalasdt mRNS és fehérjeszintl
vizsgalatokkal fliggetlen mintacsoporton, azonban itt nem tudtuk alatamasztani a korabbi
bioinformatikai eredményeket.

Bioinformatikai, in silico vizsgalatok

A munkatervet kovetve in silico vizsgdlatok keretében vel6léc eredetli daganatokat, a
mellékvesevel6 kiinduldsi phaeochromocytomdkra és neuroblastomdkra vonatkozd
nagyszamu irodalomban kozolt tanulmany eredményeit (1784 neuroblastoma és 531
phaeochromocytoma minta kozolt génexpresszids adatait) hasonlitottuk Ossze ezek



génexpresszids szintld hasonldsagainak és kulonbségeinek azonositasa céljabol. A
phaeochromocytomak és neuroblastomak génexpresszids mintdzatat mas kilss, kozépsé és
belsé csiralemez eredetl daganatokkal 6sszehasonlitva megallapitottuk, hogy e daganatok
jobban hasonlitanak egymasra, mint barmilyen mas daganatra. A legf6bb k6z6s jellemzé6jiik a
noradrenalin bioszintézis utvonal volt, mig a phaeochromocytomak és neuroblastomak
kozotti legfébb kilonbségnek a statmin jelatviteli utvonal eltér6 kifejez6dése bizonyult. A
hypoxia utvonallal jellemzett von Hippel-Lindau és szukcinat dehidrogenaz gén mutdacidk
talajan kialakult phaeochromocytomdkat a Ras jeldtviteli uUtvonallal jellemzett multiplex
endokrin neoplasia 2 és neurofibromatosis 1 talajan kialakult phaeochromocytomakkal
Osszehasonlitva Uj eredmény, hogy az inzulinszer(i novekedési faktor 1 (IGF-1) jelatvitel
szerepet jatszhat az utdbbi csoport patogenezisében. Mindezen megfigyelések Uj
molekularis patomechanizmusok lehetGségét vetik fel e daganatokban, amelyek Uj
diagnosztikus markerként ill. terapidas célpontként is szobajohetnek. E munkank is
nemrégiben kerllt kozlésre a BMC Med Genomics folydiratban (2012, IF: 3,466).

Mdsik munkankban a mikroRNS-ek altal mellékvesekéreg daganatokban befolyasolt
Utvonalakat vizsgaltuk az irodalomban elérhet6 mikroRNS és génexpressziés adatok
felhasznaldsaval. 39 olyan mikroRNS-t taldltunk, amelyek legaldbb két tanulmdanyban egy
irdnyban valtoztak. Ezek 6sszesen 49817 mRNS célpontot jel6ltek ki, amelyek 178 utvonalhoz
tartoztak az Ingenuity Pathway uUtvonalelemzés alapjan. 12 dtvonalat vizsgdltunk tovabb,
amelyek a sejtciklus kdrosodasa és retinsav jeldtvitel utvonalakhoz tartoztak. Ezek kozott uj,
eddig nem vizsgdlt utvonalak is taldlhatdk, mint az integrin ut, ill. az aril hidrokarbon
receptor jelatvitel (J Endocrinol Invest, 2013, IF: 1,552).

A két fenti in silico vizsgdlat tobb olyan potencidlis patogenetikai utat tart fel, ami
akdr gyodgyszeresen is befolydsolhato utakat jelent, és jovébeli kezelési lehetdségek
célpontjaiként felmeriil.

A keringd mikroRNS-ek potencialis bioldgiai jelent6sége nem ismert. Felmeril, hogy a
kering mikroRNS-ek a vérarammal tavoli szovetekbe eljutva azok génexpresszids mintazatat
befolyasolva mintegy hormonként funkciondlhatnanak. Bioinformatikai megkdzelités alapjan
megfigyeltiik, hogy a dominaldéan tumor szupresszor hatdsi mikroRNS-ek (pl. hsa-miR-16,
hsa-miR-451, let-7) viszonylagosan fellil vannak reprezentdlva az egészséges egyének
keringésében, ami alapjan felvetettik egy kering6 mikroRNS-ek altal kozvetitett ,tumor
surveillance” (tumor felligyeleti) aktivitas lehet6ségét. Ez alapjan felmeril, hogy a keringé
mikroRNS-ek a daganatos transzformaciot gatolhatjak. Mindazonaltal e hipotézis igazoldsara
tovabbi kisérletes vizsgalatok lennének sziikségesek. Ezt a hipotézist a Cell Mol Life Sci-ban
kozoltiik (2014, IF: 5,808).

E mellett még két hipotézist kozoltink a mikroRNS-ek potencidlis bioldgiai
jelentGségérsl az OTKA/NKFIH tdmogatasaval. Az utdbbi években tobb olyan megfigyelés
latott napvilagot, amelyek szerint a mikroRNS-ek nemcsak az adott egyénen beliil, hanem
akar egyének, ill. fajok kozotti kommunikacidoban szerepet jatszhatnanak (pl. anyatej,
taplalékban lévé mikroRNS-ek). A mikroRNS gének domindlé nem kddold genomrészekben
tortént elhelyezkedése alapjan felvetettiik annak a lehet8ségét, hogy a genom nem kédold



részének szerepe lehet az egyének, ill. fajok kozotti epigenetikai kommunikaciéban (Med
Hypotheses, 2015, 84, 150-154, IF: 1,074). Tobb adat tdmasztja ald, hogy a daganatsejtek
altal szekretdlt keringé mikroRNS-ek mas daganatsejteket, immunsejteket, endotélsejteket
stb. befolyasolhatnak, ami a daganat progresszidjadban szerepet jatszhat. Egy masik
hipotézisiink szerint a keringé mikroRNS-ek esetleges daganatndvekedést el6idézé
hatdsdnak gatat szabhat a mikroRNS-ek szovetspecifikus hatdsa, aminek révén a mikroRNS-
ek kilonbo6z6 szovetekben mds hatdsokat fejtenek ki, igy nagyon kicsi lenne az esélye annak,
hogy egy adott szovet daltal elvdlasztott novekedést serkenté mikroRNS-ek mas szovetekben
is ugyanilyen hatdsokat fejtenének ki (Med Hypotheses, 85, 530-533, IF: 1,074).

Tovabbi, OTKA tamogatasaval létrejott publikacidk:

A fenti kozlemények mellett az OTKA tdmogatdsaval jott létre az eddigi mikroRNS
vizsgalataink eredményeit bemutatd osszefoglald cikk a Cell Mol Life Sci-ben (2015, IF:
5,808), valamint egy O0sszefoglalé cikk az impakt faktor nélkili Biomol Concepts lapban.

Tovabbi, folyamatban lévé vizsgalatok

A 9-cisz retinsav tovabbi vizsgalatat tervezzik klinikai vizsgdlat keretében. A mellékvesén
kivil mas endokrin szervek daganataiban is torténtek bioinformatikai elemzések, ezek
egyel6re nem vezettek kdz6lheté eredményekre. A 2015. novemberében indult K115398 sz.
OTKA/NKFIH palyazatom egyik f6 témaja a kering6 mikroRNS-ek vizsgalata lesz.

Az OTKA/NKFIH K100295 pdlydzat tamogatdsdval az elmult négy évben kutatdsi
eredményeink alapjan sziiletett kozlemények dsszesitett Impakt Faktora 38,236.

Ezaton is nagyon kosz6njitk az OTKA/NKFIH tamogatasat.
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