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Funkcionalis genomikai, mikro-RNS ¢és fehérjeszintii vizsgalatok a
sporadikus mellékvese daganatok patogenezisének tanulmanyozasara eddig
ismeretlen patomechanizmusok felderitése céljabol.

Az OTKA timogatdasaval az elmult 3 évben osszesen 6 impakt faktoros nemzetkozi
folyoiratban jelent meg (ill. fogadtik el) utolso szerzds cikkem a projekt témadjaval
kapcsolatban, amelyek kumulativ IF-e: XIF: 22,502. Eredményeim alapjan a 2010
aprilisaban Pragaban megrendezett Europai Endokrinologiai Kongresszuson az Oral
Communication Highlights szekcidban tartottam eléadast és a 2009-es kongresszuson Tombol
Zsofia PhD hallgatom hazankban elséként European Young Investigator Award kitiintetésben
részestilt. A 2011. apr. 30-m4jus 4. kozott Rotterdamban megrendezésre keriild Europai
Endokrinologiai Kongresszuson (ECE2011) szimpdzium tartasara kértek fel: Symposium 27 —
Breaking news in adrenal malignancy: Igaz P: Transcriptome analysis and microRNAs in
adrenal tumours

A munkatervben tervezett vizsgalatok dontd részét elvégeztem. Tobb olyan
molekularis utvonalat azonositottunk, ami a mellékvesekéreg daganatok patogenezisében
szerepet jatszhat, és gyogyszeres tdimadaspontként is szobajohet.

Kutatasaimban az eredeti munkaterv szerint haladtam. mRNS, mikroRNS (miRNS) és
fehérjeszintii vizsgalatokat végeztem mellékvesekéreg daganatokban, valamint mikroRNS
vizsgalatokat phaeochromocytomdkban. Elséként irtuk le a mellékvesekéreg daganatok
mikroRNS expresszios mintazatat és az els6k kozott a phaeochromocytomak mikroRNS
expressziéos  mintazatat.  Elséként  végeztiink  bioinformatikai  metaanalizist
mellékvesekéreg daganatokban. Uj szovetspecifikus mikroRNS target predikcios
eljarast dolgoztunk Kki.

Az ¢ép mellékvesekéreg szoveteken és mellékvesekéreg daganatokban (joindulata
hormondlisan inaktiv, kortizol- és aldoszterontermeld, valamint rosszindulatu daganatok,
n=58) végzett mRNS-szintli vizsgalataink alapjan meriilt fel a gyulladdsos mediator
hisztaminnal kapcsolatos gének és fehérjék (hisztidin dekarboxildz, hisztamin receptorok)
eltérd expresszidja. Eredményeink szerint a rosszindulati daganatok hisztamintermeld
képessége csokkent, és a receptorok szintjén is szignifikins kiilonbségek észlelhetok
mind mRNS, mind fehérje szinten. A 2-es tipusu hisztamin receptor (HRH2) mennyisége
szignifikansan alacsonyabb volt a kortizoltermeld ¢és aldoszterontermelé adenomdkban
minden mas vizsgalt csoporthoz képest, a kortizoltermelé adenomakban ezek mellett a 4-es
tipustt receptor (HRH4) expresszid6 mérhetetleniil alacsony volt az Osszes mintdban. A
rosszindulati daganatokban a 3-as hisztamin receptor (HRH3) fokozott expresszidja a
malignitds markereként is szdobajohet. Els6ként mutattuk ki az ép mellékvesekéreg
hisztamintermel6 képességét, ami az immun-neuroendokrin kolcsonhatasok uj
aspektusat jelentheti. (Szabo PM... Igaz P: Differences in the expression of histamine-
related genes and proteins in normal human adrenal cortex and adrenocortical tumors,
Virchows Archiv (IF: 2,305)).

Tovabbi munkdmban a mellékvesekéreg daganatok mikroRNS expresszios
mintdzatanak tanulmanyozéasira koncentraltam. A mikroRNS-ek eltérd kifejez0dését mar
szdmos daganatban leirtdk, de a mellékvese daganatok vonatkozasiaban vizsgalataink
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szovetek, hormonalisan inaktiv és kortizoltermelé benignus, valamint malignus
mellékvesekéreg daganatok mikroRNS expreszids mintdzatat Tagman TLDA kartyakon
vizsgéltuk (csoportonként 4-4 minta, n=16). A szignifikans eltérést mutaté mikroRNS-ek
eltérd expressziojat real-time PCR-rel validaltuk nagyobb elemszamon (6sszesen n=36). 22
mikroRNS-t azonositottunk, amelyek szignifikans expresszids kiilonbségeket mutattak (1.
abra). Ezek kozott a miRS03 és miRS511 expresszios kiilonbsége (dCT hsa-mir-511-dC Thsa-mir-
s03) bizonyult a legjobb markernek a jo- és rosszindulata daganatok elkiilonitése céljabol
kozel 100 %-os szenzitivitas és 97 %-os specificitas értékekkel. Természetesen ennek
gyakorlati alkalmazasdhoz tovabbi, nagyobb mintaszamon végzendo vizsgalatok sziikségesek.
Mivel a mellékvesekéreg daganatok malignitasanak megallapitisa a szovettani
vizsgalatok keretében nehéz, az azonositott mikroRNS biomarkereknek nagy klinikai
jelentoésége lehet. Az azonositott mikroRNS expresszios eltérések patogenetikai
jelentéségének megallapitasa céljabol, ) szovetspecifikus megkozelitésként, a mikroRNS
expresszid mellett parhuzamos mRNS expresszios vizsgalatot is végeztiink ugyanazon
mintakon.

A B 1. abra

A vizsgalati csoportok kozott
szignifikansan eltéré kifejezodést
mutaté mikroRNS-ek listaja (A) és
expresszios hotérképe (B).

A 22 szignifikdns  expresszios
eltérést mutatdé miRNS-t és a vizsgalt
16 (csoportonként 4-4) mintat a
normalizalt miRNS  expresszios
eredmények (-dCT) alapjan egyarant

miRNS P-érték
hsa-miR-210 0.0000
hsa-miR-511 0.0000
hsa-miR-375 0.0010
hsa-miR-424 0.0010
hsa-miR-615 0.0010
hsa-miR-181d 0.0020
hsa-miR-181b 0.0040
hsa-miR-196b 0.0080

beealniidd | ofoed hsa-miR-215 hierarchikus  klaszter analizisnek
hsa-miR-214 0.0100 hsa-miR-210 - , ,
hemiRa76a | 00110 hsa-miR-181b vetettilk ala. Ennek sordn az azonos
hsa-miR-209-5p | 0.0130 :::m:s::gld b , intak ’
hermiR505 | 00180 it g csoportba tartozo mintak egymas
hsa-miR-503 0.0190 hsa-miR-192 A 3 . A A .
Cone M hea-miR-196 mellé kertiltek. NA: ép mellékvese;
heamirts2 | 00290 R IA: inaktiv adenoma; CPA: kortizol-
hsa-miR-491 0.0300 -MiR- ” :
-~ heamina1s termeld adenoma; ACC: Kkortizol-
e 22::2;5:%;‘2’ termel6 mellékvesekéreg carcinoma.

; hsa-miR-214 . ’ 4
heamiasz | oot el A piros szin az  expresszid
Lol [ OO0 heamiRo42 fokozodasat, a zold az expresszio

hsa-miR-365 . r 7 . .
heamioesp | csOkkenését, a sziirke pedig a nem

e e, | detektalhaté miRNS-eket jeldli.

hsa-miR-485-5p

A mikroRNS-ek hatdsdnak vizsgélatdban az egyik legnagyobb problémat az altaluk
szabalyozott hirvivO mRNS-ek azonositdsa képezi. A rendelkezésre all6 szamitogépes
predikcids algoritmusok Oridsi szdmi cél mRNS-et azonositanak, amelyek kozil a
biologiailag relevans molekuldk azonositasa igen nehéz (Szabo PM, ..., Igaz P: MicroRNA
target prediction: problems and possible solutions. Current Bioinformatics IF (2009):
1,688). E kérdés vizsgalatara egy altalunk kidolgozott modszert és szamitdogépes algoritmust
hasznéaltunk. A parhuzamosan végzett mRNS expressziés vizsgalatok eredményét
felhasznalva, a predikcioés algoritmusokkal azonositott génlistakbol kiszirtik a nem
expresszaloddo mRNS-eket, mivel ezek nem allhatnak az adott szdvetben mikroRNS
szabalyozas alatt, masrészt olyan mRNS-eket kerestiink, amelyek ellentétesen valtoznak
szabalyozd mikroRNS-eikkel. Ily modon a szobajové cél mRNS-ek korét jelentdsen
csokkentettiik, majd ezeket Gtvonalelemzésnek vetettiik ald. Utvonalelemzéssel (Ingenuity



Pathway Analysis) a sejtciklus G2-M ellenérzépontjanak eltéréseit mutattuk ki

rosszindulati daganatokban (2. abra), ami e rossz prognézisi daganatok kezelésében

\miR-214 2. abra: A sejtciklus G2/M
ellenérzépontjanak  karosodasa
p53 mellékvesekéreg carcinomaban.
— NC25B Az egyes fehérjék kozotti vonalak
A" ) és nyilak ismert molekularis
GADD& 14-3- DC25C . -

PLK 4 interakciokat mutatnak. A
A BmlR -214 \ haromszogek a mellékvesekéreg
/ miR-214 miR511 carcinoma ¢s ép mellékvese mintak
m|R-375 kozott  szignifikan Xpresszid
BRCA‘ \l miR- 503 OZOL - SZISNILIKANS = CXPIEsSzIos
: eltérést mutatd6 miRNS-eket jeloli.
5 e Piros:  szignifikins  expresszid
L ” 0'30253/ novekedés;  rozsaszin: nem
TOPZA [TiR-503 p— szignifikdns mértékli expresszio
miR-184 CDC25C MIR2M |\ o ed fokozodgs’, scztetzolfi. spgmﬁk:ans
A M expresszio csokkenés; vilagoszold:
kmiR-184 a 1 nem szignifikans mértéki

//’/mz E1\ expresszid csokkenés.

BTRC
= M SKP
CD B cuL1
oo MRS SCF komplex
szObajovo uj gyogyszeres tamadaspontok azonositasat is lehetdvé teheti. (Tombél Z, ..., Igaz

P: Integrative molecular-bioinformatics study of human adrenocortical tumors: microRNA,
tissue specific target prediction and pathway analysis. Endocrine-Related Cancer IF: 4,282).

Tovabbi munkinkban a mellékvesekéreg daganatokra eddig kozolt funkcionalis
genomikai vizsgalatok eredményeit (sajat eredményeinket is) metaanalizisnek vetettiik ala, és
ennek keretében az mRNS expresszidos vizsgéalatok és a CGH (komparativ genom
hibridizaci¢) altal kimutatott kromoszomaeltérések parhuzamait kerestiik. 10 mintan (3
hormonalisan inaktiv, 3 kortizoltermeld benignus, 4 malignus) mi is CGH vizsgalatot
végeztiink €s ezt ugyanezen mintdkon végzett génexpresszids vizsgalatok eredményeivel
vetettiik 6ssze. Az eredményeket ezt kovetden utvonalelemzéssel vizsgaltuk.

A vizsgalatok soran harom f& patogenetikai utvonalat azonositottunk: a sejtciklus
karosodasat (3. abra), a retinoid jelatvitel eltéréseit (4. abra) és komplement-
immunoldgiai tényezoket. A retinoidok jelentésége mellékvesekéreg daganatokban
teljesen uj eredmény. A mellékvesekéreg carcinomaban a retinsav bioszintézis enzimeinek
csokkent kifejezOdését talaltuk. Az immunoldgiai tényezdk szerepe a mellékvesekéreg
daganatok és az immun-neuroendokrin interakcidok kapcsolatara utal (Szabo PM, Igaz P:
Meta-analysis of adrenocortical tumor genomics data: novel pathogenic pathways revealed.
Oncogene IF (2009): 7,135). A retinoid jelatvitel befolyasoldsa 1) gydgyszeres
tamadaspontokat is magaba foglalhat. Mivel a mellékvesekéreg carcinoma gyodgyszeres
kezelése nem megoldott, egyetlen hatékony, per os szedhetdé gyodgyszer, a mitotan all
rendelkezésre, ezen utvonal tovabbi tanulmanyozasa terapias szempontbo6l is nagy jelentoségii
lehet.
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3. abra: A sejtciklus G1/S ¢és
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Q . Szignifikans expresszié ndvekedés 1, illetve 2 microarray vizsgalat alapjan

O O @ . . Szignifikans expresszié csékkenés 1,2, 3, 4, illetve 5 microarray vizsgalat alapjan

@ O O Génexpresszié ndvekedés a gén kopi: ama o ése miatt 1, 2, illetve 3 vizsgalat alapjan
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A retinoid jelatvitel vizsgalata sordn olyan génexpresszids eltéréseket is talaltunk, amelyek
szerepet jatszhatnak annak a klinikopatologiai megfigyelésnek a magyardzatdban, hogy a
joindulata mellékvesekéreg adenomdk lipidekben joval gazdagabbak a rosszindulata
mellékvesekéreg daganatokhoz képest.

A funkciondlis genomikai vizsgalatok metaanalizise keretében haldzat-topologiai
vizsgalatokat is végeztiink, ami alapjan a c-myc protoonkogén csokkent kifejezodését
¢észleltiik mellékvesekéreg carcinomaban és a c-myc expresszidjanak csokkenése a
halozatelemzés alapjan a patogenezis kozponti eleme lehet (5. abra). E megfigyelés érdekes,
mivel a c-myc kifejezddése rosszindulati daganatokban altalaban fokozott. Korabbi kisérletes
megfigyelések is a c-myc csokkent kifejezOdésére utalnak mellékvesekéreg carcinomaban. E
munkat ismertetd hipotézisiinket nemrégiben fogadtak el kozlésre (Szabo PM, Racz K, Igaz
P: Underexpression of c-myc in adrenocortical cancer: a major pathogenic event? Hormone
and Metabolic Research DOI http.//dx.doi.org/10.1055/s-0031-1273762 IF (2009): 2,686)).
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5. abra: A mellékvesekéreg carcinoma héldzattopologiai elemzésének eredménye. A zdlddel
jeldlt c-myc kdzponti csomopontot jelez.

A mellékveseveld eredetli phacochromocytomék mikroRNS expresszidos mintazatat
formalinban fixalt, paraffinba agyazott szdvettani preparatumokbdl izolalt RNS mintakban
vizsgaltuk, mivel fagyasztott minta nem allt kelld szdmban rendelkezésre. Microarray
metodikaval eldszor igazoltuk, hogy 3-3 paraffinos-fagyasztott mintapar mikroRNS
expresszios mintdzata jol korreldltak, ami alapjan a paraffinos mintdk a phaecochromocytomak
mikroRNS mintazatdnak vizsgalatara alkalmasak. Ezt kovetéen 21 minta mikroRNS
microarray vizsgalatat végeztiik, majd a szignifikans mikroRNS-ek validalasat és a vizsgélati
mintaszam ndvelését real-time PCR-rel végeztiik (n=33). Sporadikus benignus, multiplex
endokrin neoplasia 2, von Hippel-Lindau szindroma és neurofibromatosis 1-es tipusa talajan
kialakult 6rokl6dé benignus és sporadikus recidivalé daganatokat vizsgaltunk. Tobb
szignifikansan valtoz6 expresszidt mutatd mikroRNS-t észleltiink (6. abra), ezek kozott a
miR-1225-3p-t emelném ki, mivel ez a recidivalé és a nem recidivalé phaeochromocytomak
elkiilonitésére alkalmasnak tlinik. Mivel a phacochromocytomak esetében sem a malignitast,
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6. abra: Kiilonb6zé  tipusu 7. abra: Sporadikus recidivalé phaeochromocytomakban
phaeochromocytomak miRNS a Notch-jelatviteli utvonal miRNS-ek altal regulalt
expresszids mintazaton alapulo poszttranszkripciés  gatlasat  talaltuk az  egyik
hierarchikus klaszter analizise. legjellemzébb patogenetikai eltérésnek.
SR: sporadikus recidivalo; SB: Az egyes fehérjék kozotti vonalak és nyilak ismert
sporadikus benignus; VHL: von molekularis interakcidkat mutatnak. A piros négyszogek a
Hippel-Lindau-szindrémahoz sporadikus recidivalé és benignus phaeochromocytoma
tarsulo; MEN2: multiplex endokrin mintak kozott szignifikans expresszios eltérést mutatd miR-
neoplasia 2-es tipusdhoz tarsuld 1225-3p-t jeloli. Piros: szignifikans expresszié novekedés;
phaeochromocytoma. z0ld: a miR-1225-3p potencialisan gatolt cél mRNS
A fokozott expressziot piros, a molekulai.
csokkent expressziot kék szin jeloli.

sem a recidivakészséget eldrejelz6 molekularis marker eddig nem volt ismert, eredményiink
nagy gyakorlati jelentdségli lehet. A miR-1225-3p szobajovo célgénjeinek utvonal elemzése a
Notch-jelatviteli ut jelentdségét (7. abra) jelezte a phaeochromocytomak recidivdjaban
(Tombél Z, ... Igaz P: MicroRNA expression profiling in benign (sporadic and hereditary)
and recurring adrenal pheochromocytomas. Modern Pathology, IF (2009): 4,406). A Notch-
jelatvitel befolyasoldsa a phacochromocytomdk gydgyszeres kezelésének lehetdségét is
felveti, ami kiilonosen a gyogyszeres kezelésre refrakter malignus phaeochromocytomék
kezelésében nyithat tavlatokat.

A fenti patogenetikai utvonalak in vitro validalasat mar megkezdtiik, de ennek eredményei
még nem allnak rendelkezésre. E munkat kiterjesztve a tovabbiakban terveznénk folytatni,
amire egy ujabb OTKA palyazatot nyujtottam be (K 100295).

Ez uton is koszonom az OTKA tamogatasat.
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