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|. BEVEZETES

A mellékvesekéreg-rak (adrenocorticalis carcinoma, ACC) egy ritka, de rossz prognézisu
daganat. Diagnézisaban és kezelésében szamos probléma ismert. Ezek kozé tartoznak a
képalkoto diagnosztika nehézségei, illetve az, hogy nincs olyan preoperativ laboratoriumi
marker, ami a rosszindulatusadgot egyértelmiien jelezné. Az eltavolitott daganat szdvettani
hatékony modszer ismert. Jelenleg egyetlen mellékvesekéreg specifikus szer ismert, a DDT
szarmazé€k, adrenolitikus hatast és szamos mellékhatassal bird mitotan (o,p-DDD), melyet
mar tobb mint 60 ¢éve alkalmazzuk a klinikai gyakorlatban annak ellenére, hogy
hatdsmechanizmusat a mai napig sem ismerjiik pontosan [1]. Az attétes formak szisztémas
kemoterapids kezelésében a legjobb eredményt az etopozid, doxorubicin, ciszplatin és
mitotan kombinacioval érték el, amivel igy is csak 14,8 honap az atlagos talélés [2, 3].
Mindezen okok miatt intenziv kutatasok folynak 1j, kedvezébb mellékhatasprofila, jobb

hatasfoku szerek azonositasa céljabol.

Korabbi in silico tanulmanyunkban mellékvese-daganatok funkcionalis genomikai
utvonalelemzése soran megallapitottuk, hogy a mellékvesekéreg-rak patomechanizmusaban
fontos szerepet tolt be a retinsav-jelatvitel retinoid X receptoron keresztiili csokkenése [4].
Ezen eredmények alapjan munkacsoportunk a receptor specifikus ligandjaval, a 9-cisz
retinsavval végzett in vitro kisérleteket, melyekben a 9-cisz retinsav id6 ¢és dozis
figgvényében csokkentette az NCI-H295R human mellékvesekéreg-rak sejtvonal
kivaltott. In vivo pedig egy kis elemszamu, dsszesen 6 egeret tartalmazo eldkisérletben, a 9-
cisz retinsav csokkentette a NCI-H295R xenograft tumorok novekedését, és tumorellenes
hatast fejtett ki [5].

Az értekezésem alapjaul szolgaldé munkaban a 9-cisz retinsav mellékvesekéreg-
rakra gyakorolt hatasanak in vivo vizsgalatat tztik ki célul egy nagy elemszamu NCI-
H295R mellékvesekéreg-rak egér xenograft modellen. Az egereket mitotannal, 9-Cisz

retinsavval, valamint a két szer kombinaciojaval kezeltiik, majd a kezelés végén patologiai,

8
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génexpresszidos ¢€s fehérje elemzést végeztink a lehetséges hatds mechanizmusénak
felderitése érdekében. A mikroRNS-ek expresszios mintazatat is vizsgaltuk, melyhez mas

xenograft modelleket is felhasznaltunk egy nemzetkozi kollaboracié keretében.
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Il. IRODALMI ATTEKINTES

I1.1. Mellékvesekéreg-carcinoma

11.1.1. Epidemioldgia

A mellékvesekéreg-rak egy agressziv és ritka daganat. Incidenciaja évente 0,5-2 eset/millid
fo [6-10], mely egyes teriileteken genetikai, epigenetikai okok miatt eltérhet. Erre egy jo
példa Brazilia, ahol a gyermekkori ACC magasabb esetszama a populaciot a vilagatlagnal
gyakrabban érint6 TP53 gén csirasejtes mutacidjanak koszonheté [11, 12]. A
mellékvesekéreg-rak eléfordulasa az életkort tekintve bimodalis, az egyik csucs az elsé
évtized eldtt, gyermekkori ACC forméjaban, mig a masodik a negyedik, 6todik évtizedben,
atlagosan 46-55 év kozott jelentkezik. Megfigyelhet6 tovabba, hogy a néi nem gyakrabban
érintett. Kockazati tényezoként férfiaknal a dohanyzast, néknél a 25 éves kor elott torténd
oralis fogamzasgatld szerek szedését irtak le [6, 8, 9, 13-16]. Otéves talélése valtozo, 16-

40%-os, mely erdsen fligg a felfedezés pillanatdban leirt tumor staddiumatol.

11.1.2. Patogenezis

Az ACC patogenezisét az utobbi évek kutatdsainak koszonhetGen egyre részletesebben
ismerjiilk, de tovabbra is messze allunk attol, hogy atfogd képiink legyen a tumor
kialakuldsdnak ~ mechanizmusarol.  Ebben  kordbban  els6sorban  azon  ritka
daganatszindromak hatterében 4llo genetikai eltérések azonositdsa jatszotta a fOszerepet,
melyekben a mellékvesekéreg-rak is el6fordulhat [8, 9, 17-19].

Az utobbi években a bioinformatika, a nagy ateresztOképességli vizsgalati
modszerek, mint pl. mRNS, mikroRNS microarray, proteomikai modszerek, teljes genom

szekvenalas stb. térnyerése altal teljesen ) dimenziok nyiltak a kutatasban.

10
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11.1.2.1. Orékletes daganatszindrémakban érintett genetikai eltérések és patogenetikai

tényezok

A modern, nagy ateresztoképességli vizsgalati modszerek elterjedése elétt az ACC
kialakulasdban szerepet jatszo folyamatokat olyan orokletes daganatszindromak genetikai
hatterének felderitésével vizsgaltak, melyekben mellékvesetumor is megjelenhet. Ezen
daganatszindromakat, ill. genetikai hatteriiket, klinikai megjelenésiiket Osszegzem a

kovetkezo tablazatban [1. Tablazat].

1. Tablazat: Orokletes daganatszindromak mellékvesekéreg-érintettséggel

Orokletes

daganatszindroma L Klinikai kép

szarkdbma, plexus choroideus tumor,
Li-Fraumeni-szindroma TP53 emlédaganat, agydaganat, leukémia,
mellékvesekéreg-rak
prae-, postnatalis tulnovés,
macroglossia,
facialis naevus flammeus,
Beckwith-Wi,edemann- IGF2, CDKNIC, H19 viscerpmegalia, o ,
szindroma hasfali  malformacidk, vese- és
szivtejlodési
rendellenességek,  mellékvesekéreg-
rak
vastagbél-polipozis, desmoidtumor,
APC pajzsmirigytumor, mellékvesekéreg-
daganat
primer hyperparathyrosis,
neuroendokrin
Multiplex endokrin daganat elssorban a
. MEN1 s
neopléazia 1 hasnyalmirigyben,
hypophysis-adenoma,
mellékvesekéreg-adenoma

Familiaris
adenomatozus polipdzis

MHL1, MSH2,
Lynch-szindroma MSH6,
PMS2, EPCAM

PRKARI1A,
Carney-komplex PRKACA,
PRKACB

vastagbél, endometrium,
mellékvesekéreg-carcinoma

bér- és  nyalkahdrtya-pigmentécio,
myxoma, hypophysis, pajzsmirigy,
petefészek, here, primer pigmentalt
noduléris mellékvesekéreg hyperplasia

11
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Ezen mutaciok koziil tobbet sikeriilt sporadikus mellékvesekéreg-rakban is

azonositani.

A Li-Fraumeni szindromaban mutalédott TP53 gén az egyik leggyakrabban érintett
rakos megbetegedésekben, terméke, a p53 fehérje pedig az egyik legfontosabb

30%-aban azonositottak, valamint az érintett esetek rovidebb tulélését is leirtak [20].

A Beckwith-Wiedemann-szindroma kialakulasaban szerepet jatszo gének eltérései
szintén nagy szazalékban kimutathatdbak mellékvesekéreg-rakban. Az IGF-2, mint
novekedési faktor szabdlyozza a sejtnOvekedést, haladlat, valamint receptoran keresztiil
kettd, karcinogenezisben jelent6s jelatviteli  utvonalat  (PISBK/AKt/mTOR  és
Raf/MEK/MAPK) is aktival [21]. Kifejez6désének megndvekedése a mellékvesekéreg-rak
egyik legalapvetdbb jellemzdéje [17]. Ezentdl tobb tanulmany megfigyelte a sejtciklus
szabalyozasaban érintett CDKN1C, illetve egy hosszi nem kodolé RNS, a H19 csokkent

kifejez6dését, kromoszomalis régidjukban a heterozigdtasag elvesztését [18].

A familiaris adenomatosus polyposis hatterében az APC gén megvaltozasa all, mely

altal kédolt fehérje kulcsszerepldje a Wnt/B-katenin jelatviteli utvonalnak [1. Abra]. Ugyan

crcr

Wnt/B-katenin jelatviteli Gitvonal fontos szerepet tolt be az ACC kialakulasaban [18].

12
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1. Abra: A Wnt/B-katenin jelatviteli utvonal: Wnt hianyaban a B-katenin foszforilalodik és
lebomlik. A Wnt bekotédésekor a B-katenin defoszforilalodik, szabadda valik fehérje
komplexétdl. Ennek eredményeként mennyisége megnd a citoplazman beliil, a sejtmagba

crer

bejutva pedig specifikus gének transzkripciojat indukalja

A MENI1-szindromat okoz6 MENI1 gén mutaciojat 7%-ban [22], mig
kromoszomaeltérését az esetek 90%-ban [17] irtdak le rosszindulata mellékvesekéreg-

carcinomaban.

A Carney-komplexben és Lynch-szindromaban érintett gének mutacioit ugyan
mellékvesekéreg-rakban nem azonositottak, de példaul a PRKACA és PRKARIA gén
aktivalo elvaltozasait Cushing-szindromat okozo joindulati adenoméakban tobb vizsgalat is

jelentds fontossaglinak talalta [20, 23].

11.1.2.2. Modern kutatasi médszerekkel megismert patogenetikai tényezok

Egy évtizeddel ezel6tt az 6roklddd daganatszindromakban megismert genetikai eltéréseken
kiviil csupan néhany jelatviteli Gtvonalrél volt ismert, hogy érintett lehet a sporadikus
mellékvesekéreg-daganatok patomechanizmusaban. Ilyen jelatviteli utvonal példaul az
elébbiekben mar emlitett Wnt/B-catenin utvonal, melyet sikeriilt azonositani az ACC

kialakulasanak hatterében [20]. Az 0j modszerek elterjedésével teljesen 1) ttvonalak és
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genetikai eltérések valtak ismertté, melyek segitségével a daganat diagnosztizaldsa,

kezelése is hatékonyabba valhat.

11.1.2.2. 1. Kromoszomavizsgalatok

A kromoszomak, és azok régidinak szambeli valtozasai megvaltoztatjak a sejt genetikai
Osszességét, igy befolyasolva annak mikodését. Altalanossagban megallapithaté, hogy a
rosszindulati daganatokra kromoszomalis szinten nagy instabilitas jellemzd. Ezen eltérések
vizsgalatara a legmegfelelobb vizsgalati mddszer a komparativ genom hibridizacids
technika (CGH), melynek alkalmazasaval szamos gyakori kromoszomaeltérést sikeriilt

azonositani mellékvesekéreg-rakban is [24, 25].

Tobb tanulméany kozolte az 1-es, 2-es, 4-es, 5-0s, 11-es, 12-es, 17-es, 19-es, 22-es
kromoszomak kiilonbozé régioin beliili allélok elvesztését, illetve megsokszorozodasat [22,
24-26]. Ezek koziil kiemelendé Barreau ¢és mtsainak munkaja, akik olyan mintazatot
hataroztak meg, aminek a segitségével a mellékvesekéreg-daganatokat harom nagy
csoportba tudtak osztani: az els6é csoportot a joindulata daganatok, a masodikat a jo

prognézisu, a harmadikat pedig a rossz progndzisu mellékvesekéreg-rakos esetek adtak
[27].

A tanulmanyok alapjan 6sszess€égében két dolog vonhat6 le kovetkeztetésképpen:

a) a kromoszémamutaciok helye és szama rendkiviil eltéré lehet, viszont minél
nagyobb szamban fordulnak el6, a tumor annil nagyobb méreti,

agresszivabb viselkedésii és rosszabb tuléléssel jellemezhetd,

b) a kromoszomaeltérések szoros Osszefiiggésben vannak a mellékvesekéreg-
rakra jellemz6 genetikai eltérésekkel, példaul a MEN1 gén a 11-es, mig a
TP53 génje a 17-es kromoszoman talalhato.

11.1.2.2.2. Teljes exom szekvendlds

A mellékvesekéreg-rak kialakulasaban szerepet jatszo fobb, un. driver génekrol teljes exom

szekvenalassal pontosabb és megbizhatobb képet sikeriilt kapnunk [22, 28, 29]. Ezen
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vizsgalatok tobb, eddig a mellékvesekéreg-rak patogenezisében ismeretlen szereplét

azonositottak [2. Tablazat].

A leggyakrabban, az esetek tobb mint 20 %-aban eléfordulé mutacié a ZNRF3 gént
érintette, melynek inaktivald6 mutacioi a mar korabban leirt Wnt/B-katenin jelatvitel
aktivalasat eredményezik. Ehhez a jelatviteli utvonalhoz kapcsolhatéak még a CTNNB1
aktivald mutacioi is, melyeket az esetek 15 %-aban irtak le. Szintén ilyen gyakorisaggal
azonositottdk a sejtciklus szabdlyozasdban alapvetd, ¢és szdmos egyéb rakos
megbetegedésben érintett TP53 mutacioit is. Ezen génvaltozasokon tul tobb, szintén a sejt
az onkogén hatast MDM2, CDK4, a kromatin remodellingben szerepet vallal6 MEN1,
DAXX, ATRX, valamint a kromoszoma szerkezetének megtartasaban kozre jatszo TERT és

TERF2 mutacidit is sikeriilt meghatarozni [22, 23].

2. Tablazat: Teljesgenom-szekvenalassal megismert ACC patomechanizmusaban jelent6s

szerepet betdltd, gy nevezett , driver gének”

Gének Befolyasolt iitvonalak
ZNRF3
CTNNB1
TP53
CDKN2A

RB1 Sejtciklus

MDM?2
CDK4
MENI

DAXX Kromatin remodelling
ATRX

TERT
Kromoszoma szerkezetének megtartasa
TERF?2 ]

Wnt/B-katenin
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11.1.2.2.3. Génexpresszios vizsgalatok

A gének atirodasaban, mas néven génexpresszioban 1évé kiilonbséget a génekrdl atirddo
hirvivé RNS-ek (mMRNS) nagy atereszté képességli profilozasaval lehet azonositani. Ilyen
vizsgalatot tobb munkacsoport is végzett a mellékvesekéreg-daganatok kialakulasaban
résztvevd genetikai eltérések, megvaltozott jelatviteli utvonalak azonositdsa, a daganat

dignitasanak megbizhatobb diagnosztizalasa érdekében [30—38].

Tanulmanyaikkal megerdsitették a korabban mellékvesekéreg-rakban leirt
patogenetikai valtozasokat, az IGF2 jelentésen fokozott kifejezddését, valamint a TP53 ¢és

Wnt/B-katenin Gtvonal szerepét.

Eredményeik alapjan megallapithatd, hogy a génexpresszids mintdzat alapjan
egyértelmiien elkiilonithetd a jo- és rosszindulatt mellékvesekéreg-daganat. Két
kutatdcsoportnak nagyobb elemszdmt vizsgdlataik sordn harom csoportot sikertilt
elkiiloniteni, mely csoportokba tartozo esetek klinikai képe és progndzisa kozott
szignifikans kiilonbség volt [30, 32]. De Reynies és mtsai ezeket C1A, CIB és C2
csoportnak nevezte el. A CI1A csoportba a rosszindulati és rossz prognozist, a C1B
csoportba a rosszindulati, de C1A csoportnal jobb prognoézist, mig a C2 csoportba a
joindulatt daganatok tartoztak [30]. A C1A, tehat rossz prognozisi ACC-k csoportjat
késébb a daganatban el6forduld génmutaciok alapjan tovabbi harom alcsoportra bontottak:
az elsoére a TP53 inaktivacioja, a masodikra a B-katenin aktivacidja, a harmadik csoportra

pedig se a TP53 inaktivacidja, se a B-katenin aktivacidja nem volt jellemz6 [39].

11.1.2.2.4. DNS metilacios vizsgalatok

Mellékvesekéreg-rak patomechanizmuséaval kapcsolatban végzett genommetilaciot, az ugy

nevezett metilomot elemz6 tanulmanyok is fontos megallapitasokat tettek [22, 40—42].

Ezen eredmények alapjan kovetkeztetésként levonhato, hogy a mellékvesekéreg-rak
genomja altalanosan hipometilalt allapotban van, ezzel kromoszomalis instabilitast, a
genomikus  imprinting  zavarait okozva. Ezzel ellentétben jellemzéen a
tumorszuppresszorok promoter régidiban talalhatdé CpG-szigetek hipermetilaltak, azok

csokkent kifejez0dését eredményezve.
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Barreau munkacsoportja metilaltsagi szint alapjan harom csoportot kiilonitett el a
rosszindulati daganatok kozott: az elsd csoportot adenomakhoz képest kis mértékben, de
jobban metilalt ACC-k, a masodik csoportot adenomakhoz, valamint az elsé csoportba
tartozo carcinomakhoz képest is hipermetilalt, mig a harmadik csoportot a leginkabb
metilalt ACC-k alkottak. Ezek alapjan a mellékvesekéreg-daganatokat egy korabban kozolt
csoportositasi rendszer alapjan adenoma, non-CIMP, CIMP-low, és CIMP-high carcinoma
csoportokra osztotta, melyek prognozisa kozott is kiilonbséget fedezett fel: minél

metilaltabb a tumor, annal rovidebb a beteg tulélése [40, 41].

Legendre és mtsai a tumorok hipermetilaltsiga, valamint a transzkriptom
analizisekkel korabban leirt fontos patogenetikai utvonalak kapcsolatat vizsgalva
megallapitotta a korrelaciot a TP53, WNT/B-katenin jelatvitelben szerepld gének és azok
metilaltsagi szintje kozott, mint egy ujabb Osszefiiggés az ACC komplex és heterogén

patomechanizmusaban [42].

11.1.2.2.5. MikroRNS vizsgadlatok

A mikroRNS-¢k kis nem kodoldé RNS molekulak, melyek kulcsszerepl6i a génexpresszio
poszttranszkripcios szabalyozasanak. Szamos fiziologiai folyamat iranyitasaban vesznek
részt, mint pl. szoveti differenciacio és fejlodés, immunrendszer iranyitasa, szabalyozasa.
Ko6zponti szerepet toltenek be olyan alapvetd sejtbiologiai folyamatokban, mint példaul a
sejtszaporodas, -differenciacio és apoptozis. Ezeket a fontos regulalé funkcidjukat ismerve
nem meglepd, hogy a tumorok kialakuldsaban is érintettek, megvaltozott kifejezddésiiket

szamos daganatban leirtak [43].

Hatasukat tekintve azokat a mikroRNS-eket, melyek serkentik a sejtproliferaciot,
angiogenezist, illetve csokkentik a tumorszuppresszor mRNS-ek szintjét onkogén
mikroRNS-eknek (oncomiR), mig azokat, melyek eléremozditjak az apoptdzis folyamatat,
ill. az azt eldsegitd gének, tumorszuppresszorok expresszidjat, valamint csokkentik az
onkogén aktivitast, tumorszuppresszor mikroRNS-eknek nevezziik [2. Abral.
Altalanossagban megfigyelhetd, hogy az onkogén mikroRNS-ek kifejezédése fokozott, mig

a tumorszuppresszor mikroRNS-eké csokkent rakos szovetekben [44].
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Tumorszuppresszor miRNS-ek

onkogén mRNS

Kigi @) | Col— Sejtciklus aktivacié

Sejt szaporodas

pl. miR-15a e.g. BCL2
miR-16 RAS Invazio
let-7

Csokkent sejthalal

Onkogén miRNS-ek
: : tumorszuppresszor mRNS

i) — ——— Tumor

e.g. PTEN kialakulas
pl. MiR-17-92 MYC
miR-21 MSH2

2. Abra: Tumorszuppresszor és onkogén miRNS-ek tumorgenezisben betdltott szerepe.

Ezenkiviil fontos jellemzdjiik a szovet- és tumorspecifikus hatds, a rendkiviil stabil
kifejezodés, melyeknek  koszonhetéen  felhasznalhatoak lehetnek a  tumorok
diagnosztizalasara, progndzisuk megallapitdsara, a tumorellenes kezelés hatdsossaganak

monitorozasara is (lasd késobb) [34].

A mellékvesekéregre specifikus mikroRNS-ek expresszidjat tobb tanulmany [34,
45-56] is elemezte, melyek normalis, joindulati és rosszindulati mellékvesekéreg-
tumorokat hasonlitottak 0ssze mikroRNS-kifejezodés szempontjabol. Ezek koziil

kiemelném a munkacsoportunk altal kozo6lt eredményeket.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai soran harom feliil- (hsa-miR-503, hsa-miR-
210 és hsa-miR-184), valamint harom alulexpresszalt (hsa-miR-511, hsa-miR-214, hsa-
miR-375) mikroRNS-t validaltunk, valamint atvonalelemzés alapjan a sejtciklus G2/M
ellenérzépont karosodasat azonositottuk, mint f6 érintett Utvonalat mellékvesekéreg-
rakban. Ezen kiviil a magas hsa-miR-503, és alacsony hsa-miR-511 kifejez6dést, mint
lehetséges diagnosztikus markert irtuk le mellékvesekéreg-rakban: ROC analizis
segitségével a két mikroRNS kifejezddésének kiillonbségével (ACT hsa-mir-511-ACT hsa-mir-
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s03) @ ACC-t magas szenzitivitassal €s specificitassal lehetett elkiiloniteni [34]. Mas
munkacsoportok tanulmanyai alapjan a magas szoveti hsa-miR-483-5p és alacsony hsa-
miR-195 kifejez6dés jellemzo a rosszabb progndzisu, hamarabb kitjuld mellékvesekéreg-
rakos esetekre, valamint egyediil a hsa-miR-483-5p is elégséges lehet a jo és rosszindulatu

mellékvesekéreg-tumorok elkiilonitéséhez [45, 47, 48].

Assié és mtsai szekvenalassal a mellékvesekéreg-tumorok teljes mikroRNS
kifejezodését elemezte, és a kapott mikroRNS profil alapjan a mellékvesekéreg-rakot a
génexpresszios €s metilacios eredményekhez hasonléan harom csoportra osztotta: Mil,
Mi2, Mi3 [22]. A Mil-es csoportba tartozé tumorokra a miR-506-514-es klaszterbe tartozo
miRNS-ek fokozott, mig a DLKI1-MEG3 klaszterbe tartoz6 mikroRNS-ek csokkent
kifejezOdése jellemz6. Fontos megjegyezni, hogy a DLK1-MEG3 klaszter mikroRNS-ei
endokrin tumorokban jelentds szerepet tolthetnek be, megvaltozott kifejezddésiiket
agyalapi mirigy, mellékpajzsmirigy, endokrin hasnyalmirigy tumorok esetén is leirtak

(Nagy Z, lgaz P kozlésre benytjtva).

11.1.2.3. Munkacsoportunk funkcionalis genomikai vizsgalatainak eredményei

Munkacsoportunk az elmult évek folyaman tobb megkozelitésben is vizsgalta a
mellékvesekéreg-rakban lezajlé alapvetd biologiai folyamatokat. A patogenezis jobb
megértésével 1j, mind diagnosztikdban, mind terapiaban felhasznalhatdo eredményeinket,

kovetkeztetéseinket tobb kézleményben is publikaltuk.

A mellékvesekéreg-tumorok szoveti mikroRNS profilozasan alapuld vizsgalatunkat

mar dolgozatom korabbi részében emlitettem (11.1.2.2.5.).

Bioinformatikai modszerekkel 2010-ben a vilagon elséként integrativ funkcionalis
genomikai metaanalizist hajtottunk végre az addig leirt komparativ genom hibridizacios és

transzkriptom elemzések adataival [4].

A létez6 adatok felhasznalasaval végzett utvonalelemzés soran harom utvonalat, a
sejtciklus, az antigénprezentacid és komplementrendszert érint6 jelatvitel karosodasat,
valamint a RXR receptoron keresztiili csokkent retinsav-jelatvitelt sikeriilt azonositanunk,

mint fontos patogenetikai utakat mellékvesekéreg-rakban:
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a) A sejtciklus jelatviteli utvonalainak kdrosodasa

A sejtciklus karosodasa altalanos elvaltozas szinte minden daganatos betegségben.
Metaanalizislink alapjan tobb altalunk vizsgalt kozleményben leirtak a G1/S és
G2/M fazisban kulcsfontossag gének megvaltozott kifejezédését. A G1/S fazisban
szereplo CCNE1 és CCNE2 példaul 4 vizsgalt tanulmanyban is megndvekedett
expressziot mutatott. Ezzel parhuzamosan kromoszomarégiojuk (19q12) szambeli

novekedését is leirtak. [35].

b) Az antigénprezentacio és a komplementrendszer jelatvitel utvonalai

Az antigénprezentdcidban szervesen résztvevd MHCII molekuldk, valamint a
komplementrendszer tobb elemének csokkent kifejezddését tobb altalunk vizsgalt
tanulmany kozolte. Sajnos mivel tovabbi adatok nem allnak rendelkezésre ezen
utvonalak mellékvesekéregben betdltott élettani és patologiai Szerepérdl, ezért ezen

utvonalak tényleges jelentdségét jelenleg nem tudjuk megitélni.

C) A retinsav jelatvitel utvonalai

A retinsav jelatvitel alapvetd fontossagli két magi receptora, a RAR (retinoic acid
receptor) és az RXR (retinoid X receptor). Ezen receptorok specifikus ligandjai a
retinoidok, melyek koziil a RAR receptorhoz minden all-transz retinsav és 9-Cisz
retinsav, az RXR-hez viszont csak a 9-cisz retinsav kotddik. Ezen receptorok magi
receptorok 1évén a ligand kotése utan egymassal homo-, vagy mas csaladba tartozo

magi receptorral heterodimert képezve fejtik ki hatasukat [5].

A retinoidok jelentds szerepet jatszanak mind az alapvetd sejtbiologiai
folyamatokban, mint példaul a sejt- differenciacioban, -szaporodasban és -halalban,
mind az egész organizmus fejlodésében, szabalyozasaban. Alapvetd szerepiiknek
koszonhetden szamos daganat patogenezisében is szerepet jatszanak, valamint

kiilonboz6 daganatok kezelésére, megel6zésére is hasznalhatoak [57, 58].

A munkankban vizsgalt tanulmanyok kozott a retinsavszintézist meghatdrozé

enzimek (ALDH1A1, ALDHI1A3), valamint az utvonalban szerepld receptorok
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(RXRA, RXRB) szintjén is csokkent kifejezodést talaltunk, ami csokkent
retinsavtermelést, illetve hatast eredményez mellékvesekéreg-rakban. Ezen tul az
RXR mas magi receptor csaladokkal, koztik a liver x receptorokkal (LXR) is
heterodimert képez. A két receptor kapcsolodasaval kialakuldé RXR/LXR
heterodimer a  mellékvesében  meghatarozd  szerepet tolt be a
koleszterinmetabolizmusban és befolyasolja a szteroidhormonok bioszintézisét.
Ezen LXR receptor csalad egyik tagjanak, az LXRA-nak is szignifikansan csokkent

kifejezddését azonositottuk az altalunk vizsgalt tanulmanyokban.

Ezen eredményeink alapjan a mellékvesekéreg-rakra csokkent retinsavtermelés,
illetve RXR receptoron keresztiili jelatvitel jellemz6. E megfigyelések adtak az otletet
ahhoz, hogy az RXR specifikus ligandjanak, a 9-cisz retinsavnak a hatasait elemezziik in

vitro human NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalon [59].

Az elvégzett vizsgalatunk eredményei azt mutattak, hogy a 9-cisz retinsav a kezelési
id6 és dozis fiiggvényében csokkentette a sejtek életképességét, a szteroidhormonok
elvaltozasok ttvonalelemzés alapjan 4 f6 iranyba voltak besorolhatoak: a szteroidhormon-
metabolizmus, a sejtciklus szabalyozasa, az immunfolyamatok, illetve a retinsav-jelatvitel
iranyaba [59].

Ezutan egy kis elemszamu, Osszességében 6 thymushianyos (nude egér) egeret
tartalmazo in vivo pilota kisérletben a 9-cisz retinsav tumorellenes hatasat vizsgaltuk, mely
soran a 9-cisz retinsav kezelés igéretesen csokkentette a tumorok térfogatat, valamint a

szovettani diagnosztikéaban fontos Ki-67 proliferacios indexet [59].

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a retinsav-jelatvitel mellékvesekéreg-rak
patogenezisében betoltott jelentdségét munkacsoportunk irta le elészor. Ezen til a
jelatviteli utvonalat célzé 9-cisz retinsav lehetséges citotoxikus és tumorellenes hatdsat is
sikeriilt azonositanunk in vitro NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalon,

valamint egy kis elemszamu in vivo xenograft modellen.
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11.1.3. Diagnozis

11.1.3.1. Jelentkezési formak, klinikai kép

A mellékvesekéreg-carcinoma felismerése klinikailag harom formaban torténhet.

11.1.3.1.1. Hormontiiltermelés jelei

Az els6 és leggyakoribb forma, mely az esetek 40-60%-at teszi ki, hogy az ACC
hormontultermel6déssel kapcsolatos panasszal, tiinettel jelentkezik. Az esetek 50-80%-
aban a daganat kortizolt termel, igy a hiperkortizolizmus, Cushing-szindroma Klinikai jeleit
tapasztalhatjuk. Az aldoszterontermelés rendkiviil ritka ACC-k esetében, leginkabb a
magas szteroidhormonprekurzor- és kortizolkoncentraciot eléré daganatokban tapasztaltak

aldoszteronszer( hatast [6, 8, 9, 60—65].

11.1.3.1.2. Hasi, lokalis panaszok
A mellékvesekéreg-rak az esetek kb. 30%-aban nem specifikus tiinetekkel jelentkezik. A
tumor novekedésének koOszonhetéen a betegek deréktaji, hati, hasi fajdalomra,

teltségérzetre, hanyingerre panaszkodnak [66].

11.1.3.1.3. Véletlenszerii felfedezés - Incidentaloma

Az ACC-k 10-20%-a egyéb okbol végzett vizsgalat, mint példaul mellkas CT, vagy rutin
hasi UH soran véletlenszertien keriil felfedezésre, tulajdonképpen melléklelet. Ezen esetek
az un. incidentalomak (nem mellékvese-betegség gyanuja miatt végzett képalkotd vizsgalat

soran felfedezett mellékvese-daganat) mindossze 1,2-2%-at adjak [8, 9].

11.1.3.2. Hormonalis kivizsgalas

A hormonalis kivizsgalas tobb szempontbol is fontos. Az elsé és legfontosabb, hogy a
tumor hormonaktiv, illetve nem aktiv tulajdonsagat megallapitsuk. Ha a tumor
hormontermeld, akkor az esetleges mutétig a tultermelt hormon altal okozott tiinetek
enyhitése és kezelése, valamint a megfeleld pre- €s postoperativ betegellatas rendkiviil
fontos, pl. egy kortizoltermeld tumor eltavolitasa utan posztoperativan kortizolszubsztitlicio

esszencialis a beteg talélése érdekében.
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A gliikokortikoid-taltermelés a vér bazalis ACTH, kortizol, éjszakai kortizol, 24
oras gyujtott vizelet kortizolkoncentracid, valamint dexamethason szuppresszios teszt, az
androgén-taltermelddés a DHEA-S-, az androszténdion-, a tesztoszteronszint, mig esetleges
mineralokortikoid-tultermelés az aldoszteron-renin kvociens szamolasaval hatarozhatd

meg.

11.1.3.3. Képalkoté médszerek

A modern képalkot6 eljarasokkal pontos informacidkat kaphatunk az mellékvesekéreg-rak
felépitésérdl, morfologidjardl. Segitségiikkel meghatarozhato tobb olyan paraméter, melyek
kiilonboznek a jo- és rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatok kozott, igy lehetové téve

azok biztosabb felismerését.

Elsé fontos kiilonbség, ami leginkabb CT-vel hatarozhaté meg pontosan, a
zsirtartalom: mig adenomara magas, addig carcinoméra alacsony lipidarany jellemzd.
Masik objektiven és viszonylag pontosan megallapithato tulajdonsag az atmérd, mig 6 cm-
nél nagyobb daganatok esetén a rosszindulatusag valdsziniisége tobb mint 25%, addig 4 cm
alatt ennek esélye 1 %-nal kevesebb. Ezen a két sajatsagon tul az ACC képére, mint a
malignus daganatokra altalaban, inhomogén szerkezet, szabalytalan hatarok, lokalis
szovetekbe, erekbe, gyakran vena cava inferiorba terjedés, kalcifikacio, bevérzés, centralis

nekrozis jellemzd6 [9].

CT-vizsgalat esetén, kontrasztanyag nélkiili felvételen, a denzitds (Hounsfield
Unit=HU) mérése adja a legtobb informacidt. A zsirban gazdag joindulati daganatokra
homogén szerkezet, és igy alacsony, 10 HU alatti érték jellemz6. Abban az esetben viszont,
ha a denzitas 10 HU felett van, a malignitdas nem kizarhaté (ez a hatar 71%-0s
szenzitivitassal és 98%-os specifitassal kiiloniti el a jo- és rosszindulatu eltéréseket) [67].
Kontrasztanyag adasakor az inhomogenitas, bevérzések, nekrozisok szembetlindbbé valnak
a felvételen, igy megkonnyitve a diagndzist. Ezt kiegészithetjiik Un. késleltetett
kontrasztanyag-kimosodasi vizsgalattal, amikor a kontrasztanyag adasa utan 1, 10, 15
perccel készitett felvételeket hasonlitjuk Gssze. A rosszindulatusag egyik jelzéje a fokozott

kontraszthalmozas és a kontrasztanyag lassabb leadasa: abban az esetben, ha a
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kontrasztanyag kimosddasa 50% alatti, valamint a 10-15. percben késziilt felvételeken a

tumor denzitasa 35 HU felett van, a daganat rosszindulatsaga erésen valdszinii [66, 68].

MRI-felvételen a mellékvesekéreg-daganatok hasonlé képet mutatnak, mint CT-
képalkotassal. A mellékvesekéreg-rak altalaban T1-felvételhez képest, ahol intenzitdsa a
majéval nagyjabol megegyezd, T2-ben intenzitasbeli novekedést mutat. Elénye a CT-
vizsgalathoz képest az, hogy a tumor erekbe torténd betorése, invazidja jobban
megallapithato, valamint nem elhanyagolhatdé az sem, hogy a vizsgalat nem jar
sugarterheléssel [66, 68].

A j6- és rosszindulatusag eldontésében a 8FDG PET/CT vizsgalat nyujthat még
kiegészitd informdacidkat. A felvételeken az ACC a majnal intenzivebb FDG-felvételt
mutat, igy a majhoz viszonyitott standardizalt felvételi érték (standardized uptake value —
SUV), valamint a CT-n is megfigyelheté malignitasra utalé jelek, mint méret, szabalytalan
hatarok, stb. segitségével tudjuk meghozni a diagnozist. A képalkotdé mddszer nagy segitség
a mellékvesekéreg-rak stadiumanak meghatarozasaban is, hiszen jol hasznalhato attétek és

helyi recidivak felismerésére [69].

Az MR-spektroszkopia és *C-MTO (11-es szénizotdppal jeldlt metomidat) PET/CT
1étjogosultsaga az ACC és mellékvese-tumorok diagnosztikajaban vizsgalatok targyat
képezi [68, 70].

11.1.3.4. Szovettan, immunhisztokémia

A patoldgiai vizsgalat alapvetd célja, hogy megallapitsa az operacio soran eltavolitott tumor
eredetét, jo- vagy rosszindulatisagat. Ez a mellékvesekéreg-daganatok esetében még

gyakorlott patologus szamara 1s nagy kihivast jelent.

A jo- és rosszindulatisag eldontése napjainkban még mindig a Weiss altal 1984-ben
leirt, majd tovabbfejlesztett Weiss-score alapjan torténik [71, 72]. A vizsgalat soran a
kovetkezd kilenc szovettani kritériumot vizsgaljak: 1. A sejtmag megjelenése Fuhrman
kritériumai [73] alapjan a 3-4-es osztalyba tartozik, 2. A mitotikus rata nagyobb, mint 5/50
HPF (HPF = latott teriilet mikroszkdp legnagyobb kozelitésével, high power field), 3. A

tiszta sejtek szazalékos aranya kisebb, mint 25% 4. Atipikus mitézisok, 5. Diffuz szerkezet,
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6. Mikroszkopikus nekrozis, 7. Vénaba torténd invazid, 8. Szinuszoidalis invazid, 9.
Kapszularis invazio figyelheté meg. A kilenc kritériumnak megfeleléen minden megfigyelt
eltérés egy pontot ér. Abban az esetben, ha a vizsgalat végén az Gsszpontszam 3, vagy tobb,
akkor a rosszindulatisag, a mellékvesekéreg-rak diagnoézisa kimondhat6. Ha ez az érték 0-2
kozotti, az elvaltozast joindulatinak lehet nyilvanitani, néhany eset kivételével. Példaul egy
2 pontos daganat esetében, amelyben a mitotikus rata kiugro, a joindulatiisag korantsem
biztos. Ezentul tobb tanulmany is bizonyitotta, hogy az eredmény nagyban szubjektiv, fligg
a vizsgdlo személy képzettségétdl, tapasztalatitol, a kiilonbozd  vizsgalok, sét még
ugyanazon vizsgalok kiilonboz6é iddépontokban végzett vizsgalati eredményei kozott is

nagyok lehetnek a kiilonbségek [74, 75].

A Weiss-score mellett az immunhisztokémiai Ki-67 festésbdl szamolt Ki-67
proliferacios index nyujt segitséget a leletezésben. Ez mellékvesekéreg-rakban jellemzden
magasabb, mint 4%. Ezentul értéke fontos prognosztikai marker, mind a kitjulas, mind az

atlagos talélés szempontjabol [74, 76, 77].

11.1.4. Stadiumbeosztas - Progresszio

A mellékvesekéreg-rakra kiilondsen jellemzd, hogy progresszigjat, a betegek kilatasait
meghatarozza a tumor felfedezéskori stadiuma, elérehaladottsaga. Az ACC-k tobbsége a
felfedezés pillanataban mar relative nagyméretii, minddsszesen 3%-uk kisebb, mint 4 cm

(atlagos atmérd: 10-13 cm) [9].

Beosztasukat eldszor 2003-ban az UICC hatarozta meg a klasszikus 4 fokozath
TNM rendszernek megfeleléen. Az ACC esetében viszont az igy 2-es és 3-as stadiumba
keriild betegek tulélése kozott nem volt szignifikans kiillonbség, ezért egy Uj rendszer
megalkotasa valt sziikségessé. 2009-ben az ENSAT (European Network for the Study of
Adrenal Tumors) altal meghatarozott beosztas alapjan: 1-es stadiumba sorolandoak az 5
cm-nél kisebb (14%), 2-es stadiumba az 5 cm-nél nagyobb (45%), 3-as stadiumba a
lokalisan elterjedt pl. a paraadrenalis zsirszovetbe, szomszédos szervekbe, vagy

intravascularisan vena cava inferiorba betoré (27%), 4-es stadiumba pedig a tavoli attétet
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ado mellékvesekéreg-tumorok (24%) [3. Tablazat]. Az attétek az esetek tobbségében
tiidében, csontban, majban jelennek meg els6ként. Az 5 éves tulélés a jelenleg is
hasznalatos rendszer szerint: 1. stadiumban 95%, II. stadiumban 61%, Ill. stadiumban 50%,

IV. stadiumban 13% [9, 78, 79].

A legtobb ACC-t jelenleg csak eldrehaladott allapotban sikeriil diagnosztizalni, de
az elvégzett képalkotod vizsgalatok nagyobb szaménak, valamint a jovében megjelend Uj

biomarkereknek koszonhetéen ez remélhetéen valtozni fog.

3. Tablazat: A mellékvesekéreg-rak beosztasa az UICC és ENSAT altal meghatarozott
kritériumok alapjan. T1: tumoratméré <5cm, T2: tumoratmérd >5¢m, T3: tumorinvazid
szomszédos szovetekbe, T4: tumorinvazid tavoli szervekbe, NO: nincs nyirokcsomoattét,

N1: van nyirokcsomoattét, MO: nincs tavoli attét, M1: van tavoli attét

UICC . ENSAT

l-es stadium| T1,NO,MO | TI, NO, MO
2-es stadium| T2, NO,MO | T2, NO, MO
T1-2, N1, MO | T1-2, N1, MO
T3,NO, MO | T3-4. N0, MO
T1-4, NO-1, M1
4-es stadium| T3-4, N1, MO, | T1-4, NO-1, M1
T4, NO, MO

3-as stadium

11.1.5. Terapia

Jelenleg az elsddleges €s maig egyetlen kurativ médszer az ACC gydgyitasdra a tumor
sebészeti eltavolitasa. Rendkiviil fontos ezért a pontos, alapos preoperativ tervezeés és az
operativ beavatkozas magas fokl kivitelezése. Prognosztikai szempontbdl rendkiviil fontos,
hogy a tumor rezekcidja teljes, komplett (RO) legyen. Amennyiben a tumorbol
mikroszkopikus (R1) vagy makroszkopikus (Rx) szovetdarab marad a mitéti teriileten,

tehat az eltavolitas inkomplett, az ACC prognoézisa, és igy a beteg kilatdsai nagyban
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romlanak. Eppen ezért az idealis az lenne, ha ezeket az operaciokat kiemelt, ACC
eltavolitast legalabb évente 10-20-szor végzé centrumokban mellékvesekéreg-rak

eltavolitasaban gyakorlott sebész végezné [7].

A sebészi kezelést adjuvans terapia koveti, melynek célja, hogy csokkentse a
kigjulas esélyét. Azon esetekben, ahol a tumort nem lehet eltavolitani, vagy attétet adott,
mindig kiilon kell mérlegelni az esetleges palliativ terapia lehet6ségét, mellyel a beteg

¢letmindségét, kilatasait javitani lehet.

11.1.5.1. Eltavolithato, lokalis tumorok

11.1.5.1.1. Sebészet

A legfontosabb prognosztikai tényez6 tehat, hogy a tumor sebészi eltavolitasa hogyan
sikeriil. Az elsddleges cél a komplett RO rezekcid, ezért a miitétet alaposan meg kell
tervezni a tumor adott stadiuma alapjan. Napjainkban nagy kérdés, hogy a miitét
laparoszkopos (LA) vagy nyitott (OA) mitéti technikdval torténjen-e. Konszenzus és
elfogadott ajanlas nem 1étezik, de t6bb tanulmany alapjan kijelenthetd, hogy a legfontosabb
tényez0 itt is a tumor elérehaladottsaga, tehat a mérete, lokalis kiterjedése: 1-es és 2-es
stadiumu  betegeknél nincs kiilonbség a kiilonbozé technikdk kozott, viszont
elérehaladottabb  allapotokban laparoszkopos megkdzelitéssel nagyobb szazalékban
tapasztalhaté kiGjulas, akar még a peritoneumon is (carcinomatosis peritonei). A
laparoszkopia eldnyei ugyanakkor nem elhanyagolhatoak: gyorsabb gyogyulas,
esztétikusabb hegek, kisebb stressz a beteg részérdl, valamint pénziigyi szempontbdl a

rovidebb korhazi tartozkodassal elérhetd koltségmegtakaritas [80].

11.1.5.1.2. Adjuvans terdapia

Adjuvans terapiat a tumor eltavolitdsa utan annak érdekében kezdiink, hogy minimalizaljuk
a tumor lokalis kiujulasanak esélyét. Sajnos ez mellékvesekéreg-carcinoma esetében a
kezelés ellenére is magas, 19-34% [8]. A terapia mitotankezelésbol, valamint a tumoragy

esetleges besugarzasabol all.
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A mitotan (o p’-DDD) egy DDT szarmazék, az egyetlen mellékvesekéreg-
pontos  hatasmechanizmuséaval tisztdban lennénk. Elsddleges célpontjanak a
mitokondriumot tartjak, ahol elsésorban a szteroidogenezis enzimeit, a STAR-t, CYP11A1-
t, CYP11B1-t, CYP11B2-t, 11B-HSD-t befolyasolva gatolja a szteroidtermelést. Ezentul
akadalyozza a 1égzési lancot, membrankarosodast, szabadgyok-felszabaduldst okoz, igy
kaszpaz-3 és kaszpaz-7 felszabaditasaval aktivalja a programozott sejthalalt. Fokozza a
tobb gyogyszer kivalasztdsiban szerepld CYP3A4 aktivitdsat, igy egyes gyogyszerek
fokozott lebontasan tul (pl. makrolid antibiotikumok) ezen az uton is befolyasolja a lipid és
szteroidhormon homeosztazist, magyarazva a mitotannal kezelt betegek nagyobb
hidrokortizon igényét. Leirtdk még endoplazmas retikulum stresszt okozod, toxikus lipidek
felszaporodasat eldsegit6 hatasat is, ami fokozza az elért citotoxikus hatast. Természetesen
ezen folyamatok nem magyarazzak a mitotdn Osszes hatasat, mas, ismeretlen

mechanizmusok is szerepet jatszanak hatasprofiljanak kialakitasaban [1, 81, 82].

A mitotan terapias ablaka sziik, 14-20 mg/l-es vérszint mellett hatékony. Ennek
eléréséhez a kezelést napi 2-3 g dozisban kell elkezdeni, fokozatosan emelve 0,5-1g-mal
egészen a maximalis 6g/nap dozisig. Sajnos ezt nem minden beteg toleralja szamos
mellékhatasa, mint pl. hanyinger, hanyas, hasmenés, szédiilés, vertigo, memoriazavarok,
ataxia, egyéb kozponti idegrendszeri zavarok miatt [81].

Az adjuvans terapia masik része, a tumoragy besugarzasa, ami elsdsorban csak
inkomplett eltavolitds utan ajanlott. Ennek ellenére vannak megfigyelések, miszerint a
mitotankezelés €s a tumoragy besugarzasa pozitiv szinergista hatast fejt ki egymasra, igy

novelve a kijulasig eltelt id6t [81].

11.1.5.2. Kiterjedt, metasztatikus tumorok

11.1.5.2.1. Sebészet

Sebészeti beavatkozds még metasztatikus formaban is szoba johet tumortomeg-csokkento,
ugynevezett debulking muitét lehetdsége révén. Itt a tumor méretén, lokalis elterjedtségén,

hormontermelésén, attétek szaman és helyén kiviil a beteg altalanos allapotat is figyelembe
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kell venni. Csak abban az esetben érdemes ilyen miitéteket végrehajtani, ha a beteg
hosszabb tulélésére, illetve jobb életmindség elérésére redlis esély van. Egyéb esetben az

operaciotol el kell tekinteni, és a szisztémas tumorellenes terdpiat mielobb el kell kezdeni

[8].

11.1.5.2.2. Szisztémads tumorellenes terdpia

A szisztémas kezelés teriiletén az egyetlen, mellékvesekéreg-specifikus kezelési mod az
oralisan adott mitotdn. Az elmult években szdmos vizsgalat zajlott kiilonb6z6 kemoterapids
szerek legoptimalisabb kombinacidjanak megtalalasara, de attérést a mai napig nem

sikerilt elérni.

Az eddigi legjobb eredményt elérd, és jelenleg iranyaddo FIRM-ACT tanulmanyban
a mitotan, etopozid, doxorubicin, ciszplatin egylittesének alkalmazéasaval 5 honapos atlagos

progressziomentes talélést és 14,8 honapos atlagos talélést regisztraltak [2].

Masodvonalbeli kezelésként emlitést érdemel még a gemcitabine és metrondmikus
5-fluorouracil/capecitabine kombinacio, de sajnos a kezeléssel elért eredmény
(progressziomentes tulélés medianja 5,3, atlagos tulélés medianja 9,8 honap) szerénynek

mondhato [83].

11.1.5.2.3. Célzott terdapia

Az ACC patomechanizmusadban szerepet kapd jelatviteli utvonalak és molekulak
megismerésével szdmos 1) résztvevd valt ismertté, amelyek 0j terapids szerek célpontjaiva
valtak, véalhatnak. Az elmult évtizedben a tumorellenes terdpia egyik nagy attorését a
molekuldrisan célzott biologiai terapias szerek, koztik a tirozin-kindz inhibitorok
jelentették. Ezen gyogyszerek jelentdsen javitottak bizonyos tumoros betegségek lefolyasat,
de sajnos mellékvesekéreg-rak esetén nem valtottak be a hozzajuk fiizott nagy reményeket

[84-87].

Az EGFR, VEGF utvonal expresszidja a malignus elvaltozasok tobbségében, igy
ACC-ben is fokozott. Ennek ellenére célzott terapiajukkal, mas tumorokkal ellentétben,

nem értek el érdemi eredményeket [84, 88, 89].
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Az IGF-1R fokozott kifejezddése is jellemz6 mellékvesekéreg-carcinomara, mely
két fobb, a PI3K/Akt/mTOR ¢és a RAS/MAPK jelatviteli utvonalra is serkentd hatassal bir.
Azon antitestekkel torténd kezeléssel, melyek csak az IGF-1R-t céloztak (cixutumumab,
figitumumab), csekély eredményeket értek el [86]. A szereket viszont PI3K/Akt/mTOR
inhibitorokkal kombinalt forméban adva terapia rezisztens ACC-s betegekben néhany
esetben a tumor stabilizalodasat, illetve méretének csokkenését tapasztaltak [90]. A
kezelésben egy Gj IGF-1R gatld vegyiiletet, a linsitinibet is kiprobaltak, de az teljesen
hatéstalannak bizonyult [87].

Erintett fontos patomechanikai utvonal még a Wnt/B-katenin jelatvitel, de egyelére
ACC kezelésében ezt az utvonalat célzo szerrel végzett vizsgalatot még nem kozoltek az

irodalomban.

11.1.5.2.4. Egyéb terdpidas lehetoségek

Elérehaladott allapotokban palliacios célbdl, az ¢letmindség javitasa érdekében szoba johet
az attétek sugarterapiaval, radiofrekvencias ablacioval, illetve kemoembolizacioval torténd

kezelése, bar ezen modszerek hatékonysaga erdsen megkérddjelezhetd [10].

Osszességében tehat megallapithatd, hogy a mellékvesekéreg-rak egy ritka, de
nagyon agressziv daganat. Legtobbszor elérehaladott allapotban keriil felfedezésre, amikor
terapias lehetdségeink mar messze nem idealisak. Kezelésében €s prognozisdban dontd
jelentdségli a sebészi rezekcid minél kortiltekintdbb és pontosabb kivitelezése, de meég
teljes eltavolitds esetén is nagy a kiGjulds, vagy tavoli attét megjelenésének esélye.
Gyogyszeres kezelése nem megoldott, ezért folyamatos kutatdsok zajlanak, hogy uj,
specialis, magasabb hatasfoku és elényosebb mellékhatas-profila szert/szereket lehessen

bevetni a terdpidban, igy elérve egy kedvezobb tulélést a paciensek korében.

11.2. Xenograft tumor modellek

A mellékvesekéreg-rak gyogyszeres kezelésében az egyetlen mellékvesekéreg-specifikus

szer a szamos mellékhatdssal bir6 mitotan. Intenziv kutatdsok folynak 10j hatéanyagok
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feltarasara, melyeket in vitro sejtvonalakon tesztelés utan in vivo allatmodelleken sziikséges
tovabbvizsgalni, hatasait, mellékhatdsait megfigyelni. Tekintettel arra, hogy nem érhet6 el
olyan allatmodell, amelyben spontan kialakuldsu mellékvesekéreg-daganat eléfordulna, az

in vivo vizsgalatokhoz un. xenograft modelleket hasznalnak.

A xenograft elnevezés arra utal, hogy a daganatszdvetet egy masik faj egyedébe
oltjuk be. Ehhez immunhianyos &llatmodell sziikséges a kilokddés elkeriilése céljabol,
melyet els6ként 1969-ben egerekben sikeriilt 1étrehozni [91]. Azéta szinte minden human
daganatbol sikeriilt immunrendszer hianyos athymids, ill. silyos kombindlt immunhidnyos
(SCID) egérben in vivo tumor modellt megvalositani, melyek 1j, lehetséges gyogyszerek
fejlesztésében szinte elengedhetetlenek, hiszen lehetévé teszik azok hatasanak preklinikai

vizsgalatat.

Természetesen ezek a preklinikai xenograft modellek nem tokéletesek, gyakran
fordul el6, hogy a klinikai megfigyelések nem tiikrozik a preklinikai vizsgalatokban
tapasztalt sikereket [92].

11.2.1. Kivitelezés

11.2.1.1. Beiiltetés helye

A tumor xenograftba torténd iiltetésének helyétdl fliggden kétféle modell lehetséges: Bor
alatti, subcutan beiiltetés, valamint a tumornak a természetes helyére torténd, ugynevezett
orthotopikus beiiltetése. Mindegyik megkozelitésnek megvan a sajat elénye. A bor ala
torténd beiiltetés a tumornak egy nem fiziologias kdrnyezetet ad, viszont megvalositasa egy
viszonylag konnyen kivitelezhetd modszerrel, a sejtek/szovet bor ala injektalasaval
torténik, mig az orthotopikus modellnél a sejt célszervbe juttatisa gyakran bonyolult
sebészeti eljarassal valosithatd meg. Ezenkiviil a tumor megjelenése, novekedése is
optimalisan, a boron keresztiil kovethetd, akar egy egyszerli toldomérd segitségével. Az
orthotopikus beiiltetés a bor alatti nem fiziologias kornyezettel szemben az eredeti miligjét
nyujtja a beliltetett sejteknek/szovetnek. Ezaltal a tumor mikrokdrnyezete sokkal jobban

megfelel az optimalis kot6szoveti, érellatasi, stromalis viszonyoknak, melyek befolyasoljak
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viselkedését, pl. a metasztatikus hajlamat is. Mindezen okok miatt el6fordulhat, hogy a bér

alatti és orthotopikus xenograft modellek kezelésre adott reakcidja is kiilonbozo lesz [93].

11.2.1.2. Sejtvonal vagy szovettenyészet

A beiiltetésre keriild sejtek szarmazhatnak immortalizalt sejtvonalakbol, illetve betegek

tumoraibdl készitett szovettenyészetekbol.

A sejtvonalak nagy eldnye, hogy konnyen leszamlalhato, és meghatarozhato a
beiiltetésre keriild sejtek szdma, mennyisége. Ezen tul tulajdonsagaik moddositasa is
lehetséges, melyre tobb technika is, pl. transzfekcios modszer 1étezik. Ezzel szemben a
szOvettenyészetek nagy elénye a tumorokra jellemzé heterogenitason tul az, hogy a
sejtvonalakhoz képest genomjuk stabilabb. Ezaltal kisebb valdszintiséggel vesznek el az
eredeti tumorra jellemzd bioldgiai tulajdonsagok, igy a kezelésre adott valasz is kdzelebb

all majd a klinikumban tapasztalthoz [94].

11.2.2. Mellékvesekéreg-rak preklinikai modelljei

A humén tumorok nagyrészével ellentétben mellekvesekéreg-rak eredetli sejtvonalat,
szovettenyészetet rendkiviil nehéz eldallitani. Mindezek eredménye, hogy a mai napig

minddssze harom sejtvonal: az NCI-H295/H295R, SW-13 és SJ-ACC3 létezik.

11.2.2.1. SW-13

Az SW-13 egy hormonalisan inaktiv sejtvonal, melyet egy 55 éves kaukazusi populaciobol
szarmazoé né Kissejtes mellékvesekéreg-rakjabol 1971-ben hoztak 1étre [95]. Hormonalisan

inaktiv tulajdonsaga miatt kevésbé népszerii sejtvonal.

11.2.2.2. NCI-H295R

A legelterjedtebben hasznalt hormontermeld sejtvonal az NCI-H295R. Az eredeti tumor,
ami egy 48 éves afroamerikai né mellékvesekéreg-rakja volt, sulyvesztést, aknét,

hirzutizust, 6démat, hasmenést, szekunder amenorrheat okozott. A tumor aktivan Kortizolt,
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aldoszteront és androgéneket is termelt. A sejtvonal hormontermelé képessége
(aldoszteron, kortizol, C19 szteroid) megmaradt, melybdl 5-10%10° db sejt képes tumort

Kialakitani immunszupprimalt egerekben [96].

11.2.2.3. SJ-ACC3

Az SJ-ACC3 az egyetlen gyermekkori ACC xenograft modell, amit Pinto és mtsai hoztak
l1étre 2013-ban. Az eredeti tumor egy 11 éves fit jobb oldali mellékvese incidentalomaja
volt, amir6l késébbi laborvizsgalatok alapjan deriilt ki hormontermeld malignus jellege. Az
eltavolitott tumorbdl sebészileg elOkészitett szovetdarabokat apritds nélkiil ltettek be
immunhianyos egerekbe, melyek a vizsgalatok alapjan rendkiviil hasonldéak voltak az

eredeti tumorhoz [97].

11.2.2.4. MUC-1

A MUC-1 az els6 szovetbol 1étrehozott felndtt mellékvesekéreg-rak xenograft modell [94],

melyet az SJ-ACC3-hoz hasonldan szévetdarabok beiiltetésével alakitottak ki.

11.2.3. ACC xenograft modellek

Az irodalomban szerepld mellékvesekéreg-rak xenograft modellt alkalmaz6 tanulméanyokat
¢s a felhasznalasukkal elért fo6 eredményeket a kovetkezd tablazatban foglalom Ossze [4.

Tablazat].

4. Tablazat: Az eddig k6zolt mellékvesekéreg-rak xenograft vizsgalatok. A ’|’ szimbolum

gatlast, csokkenést jelent.

Szerzé Sejtvonal Kisérleti szer Eredmény
Barlaskar[98] NCI-H295R | IGF-1R+mitotan tumorndvekedés |
Lindhe[99] NCI-H295R mitotan az adjuvans terapia hatasosabb

Luconi[100] NCI-H295R glitazonok ACC proliferacioja kontroll al4 keriilt

NCI-H295R, | paclitaxel/nab-

Demeure[101] SW-13 paclitaxel nab-paclitaxel jobb hatasfokt

Doghman[102] NCI-H295R | NVP-BEZ235 tumortérfogat |
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Jain[103] NCI-H2o5R | . 18 tumortérfogat |
immunotoxin
Mariniello[104] NCSI;/I\-/|_21935R, es\?g?gﬁ?rllz's kombinalt formaban a tumortérfogat |
Gaujoux[105] | NCI-H295R | WnuB-katenin tumorndvekedés |
csendesités
Doghman[106] | NCI-H295R mitotan hosszatava mitotan kezelés hatastalan
Chimento[107] | NCI-H295R | tamoxifen, G-1 tumornovekedés |
Satoh[108] NCI-H295R niclosamid tumornovekedés |
LEDP-M/EDP-M liposzomalis kemoterapias
Hantel[109] | NCI-H295R |/ 'oryp \/pDP-M szerek hatékonyabbak
NCI-H295R, ,
SW-13, | doxorubicin+IGF- NCI-H295R a tumortérfogat |
Hantel[110] . SJ-ACC3 er6s tendencia a
SJ-ACC3, 1R antitest .
MUC-1 tumortérfogat |

A xenograft modellek koziil kiemelném miincheni partneriink, Constanze Hantel
kutatocsoportjanak vizsgalatait, mivel e modellek és a mikroRNS-ek vizsgalatat

nemzetkdzi egyiittmiikodés keretében hajtottuk végre.

2014-es projektjiikben 0j kemoterapias szer kombinaciokat, és azok liposzomalis
valtozatait vizsgaltdk. A nemzetkozileg elfogadott, etopozid, doxorubicin, ciszplatin és
mitotan (EDP-M) kombinacidjat hasonlitottdk 0Ossze egy paclitaxellel kiegészitett
doxorubicin, ciszplatin és mitotan (PDP-M) kombinacidval, valamint mindkét kombinacio
liposzomaba csomagolt valtozataival (etopozid, liposzomalis doxorubicin, liposzomalis
cisplatintmitotan (LEDP-M) és nab-paclitaxel, liposzomalis doxorubicin, liposzomalis
cisplatintmitotan (LPDP-M)). NCI-H295R xenograft modelleken mindkét liposzomaba
csomagolt kemoterapias szer kombinaci6 szingifikdnsan hatékonyabb tumorellenes hatasat
figyelték meg a liposzoma nélkiili szerekhez képest, azonban hosszu tavon csak a LEDP-M

bizonyult hatasosnak [109].

2016-ban megjelent tanulmanyukban liposzomalis doxorubicin és egy IGF-1R
antitest hatasat elemezték, melyben mind a 4 1étez6 xenograft modellt felhasznaltak a
preklinikai modellek altal biztosithatd legnagyobb heterogenitas elérése céljabol. A hossza
tavu antitestkezelést kapo NCI-H295R xenograft modellben a tumor méretek szignifikans

csokkenését, az egyszeri kezelést kapod SJ-ACC3-ban erds tendenciat, MUC-1 tumorokban

34




DOI:10.14753/SE.2017.2278

pedig nem tapasztaltak valtozast. Ezt a kiilonbséget a sejtvonalak eltéré IGF-1R
expresszidjaval, valamint a rovidtava kezelésben alkalmazott szerek mindossze egyszeri
dozisaval magyaraztak. F6 kovetkeztetéseik az aldbbiak voltak: az IGF-1R ¢és liposzomalis
doxorubicin hatasos lehet az ACC kezelésében, valamint hogy az IGF-1R inhibitor hatasa
az IGF-1R kifejezddésével korrelal [110].

A xenograft modellekkel végzett tanulmanyok esetén gyakran latunk eltérd
eredményeket. Ez szamos tényezével magyarazhatd, példaul a kezelés megtervezésének
kiilonbségei, ideje, beaddsi forma, oldoszer, kontroll eltérése, stb. mind eltérd eredmény
okozo6i lehetnek. Erre nagyon jo példa a mitotant kiilonb6z6 aspektusokbol vizsgald harom
tanulmany kiilonb6z6 kovetkeztetése [98, 106, 111]. Ezekbdl a tapasztalatokbol és
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az in vivo xenograft modell kisérletek

végrehajtasi stratégidit egységesiteni, standardizalni kellene.
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11.3. MikroRNS-ek

11.3.1. A szoveti mikroRNS-ek diagnosztikai szerepe

A mikroRNS-ek fontos tulajdonsdga a dolgozatom korabbi részében (11.1.2.2.5.) mar
emlitett szovetspecifikus kifejezddés, mely eltéré betegségekre, allapotokra is jellemz6
lehet. Ezeknek a specifikus kifejez6dési mintazatoknak a meghatarozasaval tumorok
diagnosztikajara is felhasznalhatoak lehetnek. Ennek megallapitasahoz nagy segitséget
nyGjt, hogy rendkiviil stabilak, és szintjiik akar még évekkel ezel6tt, paraffinban fixalt
szovetmintakbol is megbizhatéoan azonosithatd, igy a vizsgalhatd mintak szamaval nem

lehet probléma [112].

Az utébbi idében szamos tanulmany kozolt specifikus szoveti mikroRNS
mintdzatokat, melyek megkonnyitik a kiilonb6zd rakos megbetegedések diagnézisat, pl. a
mellékvese [44], hasnyalmirigy [113], prosztata [114], tiid6 [115] esetében. Diagnosztikai
jelentdségiik azon betegségekben, tumorokban a legnagyobb, amelyek szovettani vizsgalata
nehézkes, a biztos diagndzis egyaltalan nem lehetséges. Ilyen daganatra példa a
mellékvesekéreg-rak, melyre jellemzé mikroRNS-eltéréseket dolgozatom korabbi részében

mar részleteztem (11.1.2.2.5.).

Sajnos a xenograft modelleknél kordbban mar emlitett nem meghatarozott sémak,
protokollok hidnya miatt a kiilonb6z6 tanulmanyok eredményei kozott gyakran nagy
ellentmondasokat taldlunk, melyek a mintak szamdanak, kiilonb6zd platformok, vizsgalati

protokollok egységesitésével kikiiszobolhetdek lennének.

11.3.2. A keringé mikroRNS-ek jelentésége, diagnosztikai szerepe

Az utdbbi idében deriilt fény arra, hogy a mikroRNS-ek nemcsak szévetben fordulnak ¢l6,

megfigyelhetdek kiilonbozo testfolyadékokban is, mint példaul vér, vizelet, széklet, nyal,
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anyatej, sperma, vaginalis szekrétum stb. [116]. A vérben kimutathaté mikroRNS-eket
keringé mikroRNS-eknek nevezzik.

Kivalasztasuk a keringésbe harom {6 uton torténhet: 1. passziv uton, kidramlassal pl.
sejtszétesés esetén ii. aktiv kivalasztassal, extracelluldris veziulumokban (exoszoémak,
microvesiculak), ill. makromolekularis komplexekhez pl. lipoproteinekhez (leggyakrabban
HDL) és fehérjékhez (Ago2) kotve [117].

A keringd mikroRNS-ek karakterére jellemz6 a rendkiviili stabilitas, ellenalloak
tobb extrém tényezdvel szemben is, pl. tobbszori forralas, fagyasztas, alacsony, magas pH,
hosszl tarolas stb. Ezt a védettséget valoszinlileg membrancsomagolasuk és kiilonb6zo
fehérjék megkotése biztositja ezt. Funkcidikrol csak talalgatasok vannak, feltételezik, hogy

hormonszerii hatasokat kozvetitenek sejtek, szovetek, akar fajok kozott is [118].

Klinikailag a keringd mikroRNS-ekben rejlé egyik legfontosabb felhasznalasi
lehetéség a kiilonb6z6é betegségek diagnosztizalasaban van. A szoveti mikroRNS-ekhez
hasonléan a keringd mikroRNS-ekrdl is elmondhatd, hogy mintdzatukat meghatarozva
alkalmassa valhatnak kiilonbozé korok felismerésére. Ehhez egy minimalisan invaziv
modszerrel, egyszerli vérvétellel nyerhetiink mintat, mely a szoveti biopszidval szemben
szamos elénnyel jar. A keringd mikroRNS-ek szintjei ezentul korrelalhatnak a betegség
lefolyasaval is, igy felhasznalhatoak lehetnek a betegség allapotanak, esetleges kezelésének

kovetésére, monitorizalasara is [119].

Diagnosztikaban valé  felhasznalasukhoz  vérszintjeik megbizhatd, pontos
meghatdrozasara van sziikség. Sajnos ma még az azonos tumortipusbol mas-mas
kutatocsoport altal kozolt eredmények kozott nagy a diszkrepancia. Ez azzal magyarazhato,
hogy a vizsgalati modszereket még nem egységesitették, igy a vizsgalatok szamos ponton
példaul a mintavételi eljards, a minta, az RNS-izolalasi eljaras, a mérései modszer, a
normalizacié stb. eltéréek lehetnek. Ezek koziil a leginkabb kérdéses a mérési
normalizécid, amihez egy allanddan, stabil szinten a vérben kifejez6dé mikroRNS-re lenne
sziikség. A célra tobb, kis magi RNS molekulat (példaul RNU6B, RNU44, RNU48),
valamint a vérben viszonylag magas és stabil kifejezédést mutatdé mikroRNS-eket, igy a

hsa-miR-16-ot, és a let-7a-t is vizsgaltak, melyek koziil a hsa-miR-16 hasznalata terjedt el
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leginkdbb annak ellenére, hogy tobb kozlemény is megkérddjelezte alkalmazhatosagat. Egy
masik modszer, hogy a mintdhoz még a mikroRNS-izolacio el6tt egy mesterséges,
ugynevezett ,,spike-in” kontrollt tesznek (leggyakrabban a cel-mir-39), mellyel a mérési
technikdk, mint példaul az RNS-izolacidos modszerek kozotti kiilonbséget ki lehet
kiiszobdlni [120].

Mellékvesekéreg-daganatokra jellemzd keringd mikroRNS-profilt rajtunk kiviil
ketté masik munkacsoport vizsgéalta. Tanulmanyunkban 6sszesen 12 jo- és 13 rosszindulati
mellékvesekéreg-tumoros beteg plazmamintajabél miRNS microarray, valamint irodalmi
adatok attekintésével tobb mikroRNS kifejezddését kiillonbozonek azonositottunk. Cel-miR-
39-et, mint referenciagént hasznalva egy, a hsa-miR-181b, mig a hsa-miR-16-ot, mint
referenciagént hasznalva a hsa-miR-100, hsa-miR-181b, hsa-miR-184, hsa-miR-210 és a
hsa-miR-483-5p  szignifikansan  fokozott  kifejez6dését  talaltuk  rosszindulath
mellékvesekéreg-tumorban joindulata tumorhoz képest. Ha a két referenciagént
kombinalva alkalmaztuk a hsa-miR-181b ¢és hsa-miR-483-5p kifejez6dése tért el
szignifikansan. A diagnosztikai felhasznalhatosagukat vizsgalva ROC elemzéssel
megallapitottuk, hogy a ACThsa-mir-100 €5 ACThsa-mir-1810 aranyat felhasznalva 77,8 %-0s
szenzitivitassal ¢és 100%-os specificitassal, mig a ACThsa-mir-210 €S ACThsa-mir-181b
kiilonbségét alkalmazva 88,9 %-os szenzitivitassal és 75 %-0s specificitassal kiilonithetd el

a jo- és rosszindulati mellékvesekéreg-daganat [3. Abra] [121].
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3. Abra: Munkacsoportunk korabbi vizsgalataban a keringé mikroRNS-ek diagnosztikédban
valé alkalmazhatdsagat ROC elemzéssel vizsgaltuk: a ACThsa-mir-210 €S ACThsa-mir-181b
kiilonbségét alkalmazva 88,9 %-o0s szenzitivitassal és 75 %-os specificitassal, mig a ACThsa-
mir-100 €S ACThsa-mir-181b aranyat felhasznalva 77,8 %-os szenzitivitassal é¢s 100%-0s

specificitassal megmondhato, hogy az adott elvaltozas mellékvesekéreg-rak [121].

Eredményeinken tal mindharom tanulmany [54, 108, 109], az eldbbickben targyalt
vizsgalati egységesités hianyatol fiiggetleniil, a hsa-miR-483-5p fokozott expresszidjat

azonositotta, mint leginkabb mellékvesekéreg-carcinomara specifikus keringé mikroRNS.

A keringd mikroRNS-ek vizsgélata nagy lehetdséget rejt, de a vizsgalt mintaszamok
novelése, és egységes vizsgalati kritériumok kialakitasa sziikséges ahhoz, hogy klinikai

alkalmazhatésagukat egyértelmiien megallapithassuk.
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11l. CELKITUZESEK

PhD munkam soran tobb szempontbol is elemeztem a mellékvesekéreg-carcinoma, a
tumorellenes kezelések, és a keringd mikroRNS-¢k kapcsolatat, melynek soran t6bb in vivo

xenograft modellt hasznaltam. Célul tiztem ki annak vizsgalatat, hogy:

1. A 9-cisz retinsav mint az RXR receptor specifikus ligandja és potencialis 1j
szerepld a mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében, a mitotan, mint a
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében elérhet6 egyetlen mellékvesekéreg-
specifikus készitmény, valamint a két szer kombindcidja hogyan
befolyasolja az NCI-H295R xenograft egérmodellben a daganatok

novekedését?

2. Az alkalmazott kezelések milyen génexpresszios ¢s fehérjeszintii

valtozasokat indukalnak?

3. A keringd mikroRNS-ek hasznalhatoék-e a daganatok monitorizalasara, a

tumorellenes kezelések kovetésére?
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IV. MODSZEREK

IV.1. Sejttenyésztés

A sejttenyésztéshez NCI-H295R human mellékvesekéreg-rak sejtvonalat hasznaltunk fel
melyet az American Type Culture Collection-t61 (USA, VA, Manassas) szereztiink be. A
sejteket 37 °C-on, parasitott, 5% CO2-t tartalmaz6 inkubatorban DMEM:F12 (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium : Nutrient Mixture F-12 Ham) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) egy az egyhez aranyu alapmédiumaban szaporitottuk kiegészitve 0,00625 mg/ml
inzulin (Sigma Aldrich), 10,00625 mg/ml transzferrin (Sigma Aldrich), 6,25 ng/ml
szodium-szelenit (Sigma Aldrich), 1,25 mg/ml bovin szérum albumin (Sigma Aldrich),
0,00535 mg/ml linolénsav (Sigma Aldrich), 2,5% Nu-szérum (BD biosiciences, Franklin
Lakes, NJ, USA), 1% HEPES (Sigma Aldrich), 1% Penicillin/Streptomycin (Sigma
Aldrich), 2,5 % glutamin (Sigma Aldrich) hozzaadasaval. A médiumot kétszer- haromszor

cseréltiik egy héten, a sejtek passzalasara hetente egyszer kertilt sor.

IV.2. Xenograft modell

A xenograft modellhez 43 him, 6-8 hetes, 21-23 gramm atlagos tomegli kombinalt
immunhidnyos (SCID) BALB/c torzsti egeret hasznaltunk fel. A kisérlet elején az allatok
bére ala jobb csipd tajékon 200 pl PBS-ben 107 db, felszuszpendalt, korabban tenyésztett
NCI-H295R sejtet oltottunk. Miutan a megtapadé és ndvekvo tumorok elérték a mérhetd 3
mm-es atmér6t a 28 napos folyamatos per os kezeléseket megkezdtiik. A 43 egeret a
kezeléseknek megfelelden négy csoportra osztottuk: 11 egér kontroll kezelést kapott 200
ul/nap kukoricaolaj form4jaban; 10 egér 200 mg/kg/nap mitotant 200 pl kukoricaolajban
oldva, 11 egér 5 mg/kg/nap 9-cisz retinsavat szintén 200 ul kukoricaolajban oldva, illetve
11 egér a mitotan és 9-cisz retinsav kezelést kombinalva kapta 200 mg/kg/nap mitotan

illetve 5 mg/kg/nap 9-cisz retinsavat kiilon-kiilon 100-100 ul kukoricaolajban oldott
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formaban. A tumorok méretét hetente kétszer kovettiik, ugyanazon allathdzi gondozo altal.
A tumorok méretét két &tméré ismeretében a kovetkez6 formula segitségével szamoltuk Ki:
(a*a*b*m)/6, ahol ’a’ és ’b’ a tumor két lemért atmérdje. A kezelések alatt 1 egér pusztult el

technikai okokbol kifolyodlag.

Az allatok éter anesztéziaban, cervikalis diszlokacidoval torténd ledlése utan a
tumorokat eltavolitottuk, sulyukat lemértiik. A tumorok felét formalinban fixaltuk, a masik
felét pedig folyékony nitrogénben fagyasztottuk, és felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk. A
formalinban fixalt tumorbdl szdvettani és immunhisztokémiai vizsgdlatot végeztiink. A
tumorokon kiviil a tidok, sziv, vesék, maj és 1ép is el lett tavolitva toxicitasi vizsgalat
céljabol. Az egerekbdl ezen kiviil teljes vért nyertiink, melybdl plazmat izolaltunk és -80
°C-on taroltunk a felhasznalasaig. Az allatkisérletes vizsgalatokhoz etikai engedéllyel

rendelkeztiink (TUKEB engedélyszam: XV1/03047-2/2008).

IV.3. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalat

Paraffinba agyazott formalinban fixalt szovetekbdl xilén és etanol segitségével 4 um-es
szeleteket paraffinmentesitettink, majd ezutan hematoxilin-eosinnal és  Ki-67
immunhisztokémiai festékkel megfestettilk a mintakat. A Ki-67 immunhisztokémiai festést
az antitest 1:400 higitasaval (Kat.sz. M7240, Dakocytomation, Glostrup, Denmark) Leica
BOND-MAX automata rendszer végezte. A metszeteket Panoramic Flash Il szkennerrel
olvastattuk be, melyeket Pannoramic Viewer (3DHistech, Budapest, Hungary) szoftver
segitségével elemeztiink. A metszeteken a tumor azon részeit jeloltik ki, ahol a Ki-67
pozitiv és negativ sejtek egyenként jol elkiiloniiltek (ROI). Mind a 4 csoportbol 4-8 jo
mindségli metszeten 3-5 ilyen régiot (ROI) szamoltunk le atlagosan 4498-6237 sejttel. Az
elemzést 3 fliggetlen patoldgus is elvégezte vak modon. A proliferacids indexet a pozitiv
sejtek szazalékos aranyaban hataroztuk meg. A harom patoloégus altal meghatarozott

értékeket atlagoltuk.
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1VV.4. RNS-izolalas tumor szovetbol

A nitrogénben fagyasztott mellékvesekéreg-carcinoma szovetekbdl a tervezett vizsgalatok,
mint példaul microarray modszerrel torténd mRNS-expresszios profilozas miatt Rns-

izolalast hajtottunk végre.

Ehhez a folyamathoz a fagyasztott tumorszoveteket eldszor folyékony nitrogénben
torténd poritassal homogenizaltuk, majd az RNS-izolalast a poritott tumorbol Qiagen
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) felhasznalasaval, oszlopos technikaval a
gyartd utasitasai szerint végeztik el. Az RNS koncentracigjat NanoDrop 2000
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hatdroztuk meg. Az
RNS-izolalas minéségének ellendrzése céljabol pedig az RNS integritasat Agilent 2100
Bioanalyzer System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével mértiik.
Tovabbi vizsgalatra csak azon mintak keriiltek, melyeknek RNS integritds szama (RIN)

nyolcas érték f616tt volt. Az izolalt RNS-eket felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk.

IV.5. Hirvivo RNS (mRNS) expresszios profil meghatarozasa

A gének kifejez6dését a roluk atirddo hirvivd RNS-ek profilozasaval, 6sszesen 16 mintan
vizsgaltuk (4-4 mintan csoportonként) 4x44K-s Agilent Whole Genome Single-Color
Microarray (Agilent Technologies) lemezek segitségével.

A vizsgalathoz 200 ng teljes, korabban izolalt RNS-t hasznaltunk fel, melyet Low
Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies) segitségével jeloltiink és
amplifikaltunk. Az igy kapott jelzett RNS-t tisztitasa utan Agilent Human Gene Expression
Microarray 4x44K lemezekre (Agilent Technologies) hibridizaltuk a gyartd utasitasai
szerint. A mosas utan a lemezek szkennelése Agilent DNA Microarray Scannerrel (Agilent
Technologies) tortént. A jeleket adoé pontok, ugynevezett spotok fluoreszcens értékeinek
kvantifikalasat, a hattér levonasat és a festék normalizalasat a Feature Extraction szoftver
11.0.1 verzidjaval (Agilent Technologies) végeztiik el. A nyers adatokat GeneSpring 12.6

szoftverrel (Agilent Technologies) elemeztiik.
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IVV.6. MRNS profil eredményeinek validaldsa reverz transzkripciés kvantitativ

polimeraz lancreakcié (RT-gPCR) médszerrel

A génexpresszids vizsgalat eredményei koziil a kifejezédésbeli valtozas, illetve irodalmi
adatok alapjan 7 gént valasztottunk ki validdldsra: azon géneket vizsgaltuk tovabb,
melyeknek mérésiink alapjan a legnagyobb kifejezédésbeli kiillonbséget mutattak a kontroll
¢és kezelt csoportok kozott, mind negativ, mind pozitiv iranyban, valamint irodalmi adatok
igazoltdk rosszindulati folyamatokban betoltott szerepiiket. A mérést csoportonként §
mintan végeztiink el. A vizsgalatot a kovetkez6 Tagman Gene Expression Assay-ekkel
hajtottuk  végre (Thermo Fisher Scientific): MYC (Hs00153408 m1l), APOA4
(Hs00166636_m1), CXCR3 (Hs01847760_sl1), BAALC (Hs00227249 ml), PDE4A
(Hs00183479_m1), PRDM1 (Hs00153357_ml1) ¢és TGFBI  (Hs00932747_m1).
Referenciagénként korabbi tanulmanyaink [123], valamint Cheng és mtsai altal javasolt
kritériumok alapjan [124] a ZNF625-t (Hs00377010_m1) valasztottuk.

A validalas soran els6 1épésként 10 ng teljes RNS-t irtunk at High-Capacity RNA-
to-cDNA Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével. A kvantitativ RT-PCR-t a gyartd
ajanlasai szerint Tagman Fast Universal PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific)
enzimmel, 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) rendszer
felhasznalasaval hajtottuk végre. Minden minta mérése harom technikai parhuzamossal
tortént. A negativ parhuzamos mintdk nem tartalmaztak a reverz transzkripcio altal kapott
cDNS templatokat. Az adatok elemzéséhez és eredmények kiértékeléséhez a AACT
modszert [125] hasznaltuk. A szamolast Microsoft Excel 2010 szoftverrel (Microsoft

Corporation) végeztiik.

IV.7. Fehérjeizolalas

A fehérjeizolalas elsé 1épéseként a tumorszdveteket folyékony nitrogénben vald poritas €s

ultrahangos szonikalas segitségével homogenizaltuk, majd 30 percen keresztiil 1 ml lizis

bufferben (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, 0,5 Protease
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Inhibitor Cocktail, 10 mM NaF, 2 mM Na3VO04)(Sigma Aldrich) jégen lizaltuk. Ezt
kovetden a mintakat 13000 rpm-en 15 percig centrifugaltuk, majd centrifugalas utan a
feliiluszot leszivtuk. A feliiliszokbol a Bradford altal kozolt [215] eljards alapjan

fehérjekoncentracio-mérést hajtottunk végre.

1VV.8. Proteomikai elemzés

A proteomikai elemzésiinkh6z az azonos mennyiségii, korabban fehérjeizolalaskor nyert
fehérjelizatumokat (csoportonként 3 minta, mintanként 20-20 pg) SDS-PAGE modszerrel
10 %-o0s gélen szeparaltuk, majd kolloidikus Coomassie Brillant Blue-val festettiik. Az igy
kapott géleket mintanként felvagtuk, majd a gélcsikok fehérjetartalmat 4 oran keresztiil
tripszin (Promega, Fitchburg, WI, USA) segitségével digeraltuk. Ezutan az emésztési
folyamatot hangyasavval leallitottuk, a peptideket pedig a gélbdl eldszor kinyertiik, majd

szaritottuk.

Az igy nyert mintakat 30 ul 0,1 %-0s hangyasavban feloldottuk, majd nano-LC-
MSMS elemzést hajtottunk végre. A mérés gradiens elticids modszerrel tortént a kovetkezo
paraméterekkel: 5 pl injektalt térfogat; allo fazis: BEH300 C18 (1.7 um, 075um x 250mm)
nanoAcquity UPLC (Waters 186003815); mozgod fazis: A és B oldat meghatarozott
keveréke (A oldat’: 0,1% hangyasav vizben oldva, ’B oldat’: 0,1% hangyasav acetonitril
és DMSO 95:5 aranyu keverékében oldva). A méréshez LTQ-Orbitrap Elite nagyfelbontasu
tomegspektrométert hasznaltunk, ami 380-1600 tomegtartomanyban végzett mérést, és a 10
legintenzivebb jelet ad6 iont ioncsapdas ilitkoztetéssel fragmentalta (CID). A mérés az

egyszeres toltéssel rendelkezd ionokat kizarta a fragmentacidobol.

A tomegspekrometriai nyers adatokat PAVA script segitségével MSMS peak list
fajlokba konvertaltuk [126], majd ezen fajlok alapjan kerestiink human ¢és egér fehérjéket
az UniProtKB (utolsé modositas datuma 2014. aprilis 10.) megfeleld adatbazisaban, mely
136244 humén és 74540 egér fehérjét és ezek randomizalt szekvencidit tartalmazza.
Minden adatbazis keresés a sajat ProteinProspector (ver. 5.14 1) (Baker, P.R and Clauser,

K.R. http://prospector.ucsf.edu) keresé motorral zajlott.
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1VV.9. Western blot analizis

A proteomikai eredmények és irodalmi adatok alapjan a SET fehérjét valasztottuk ki
Western blot modszerrel torténd validalasra, mely soran csoportonként 3-3 mintat
elemeztiink. Ezutan a xenograft modellen kiviil human normal €s tumoros szdvetekben is
vizsgaltuk a SET fehérje kifejez6dését. Ehhez 2-2 mintat hasznaltunk fel minden
csoportbol. Az egészséges szoveteket korabban hypernephromaval miitétt betegektol
nyertiik [34]. A szovetek felhasznilasa minden esetben a betegek tajékozott

beleegyezésével tortént. (ETT engedély szama: 230-1 5/2006-1018EKU)

A Western blot soran elészor mintanként 20 ug teljes fehérjét adtunk az tigynevezett
Loading Bufferhez (Laemmli+1,5 % mercaptoethanol), majd 99 °C-on inkubaltuk 5 percen
keresztiil. Az inkubalas utan a denaturalt mintakat 10 %-0s poliakrilamid gélen Mini
Protean vertikalis elektroforézis (Bio-Rad, Hercules, CA) eszkozzel 200 V fesziiltség alatt
30 percig futtattuk. Ezt kdvetden a fehérjéket atvittik egy PVDF membranra (Millipore,
Bullerca, MA) egy egész estés 75 MA erGs aramu blottolas segitségével. Ezek utan
Ponceau-festéssel ellendriztiik a betoltés és a blottolds eredményességét. Kovetkezd
lépésben a membranokat TBS-ben (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH=7,5) oldott 5 w/v
%-o0s szaraz tej (Bio-Rad) oldattal 1 oran keresztiil blokkoltuk, majd anti-SET (ab1183,
Abcam, Cambridge, MA, 1:1000 higitas) vagy anti-B-actin (A2228, Sigma Aldrich)
antitesttel inkubaltuk 4 °C-on 16 6rén keresztiil. A membranokat 5-sz6r mostuk at TBST
(TBS + 0,05 % Tween-20) oldattal, majd masodlagos HRP-konjugalt anti-nyul (P0448,
DakoCytomation) vagy anti-egér (P0447, DakoCytomation) antitestekkel inkubaltuk 1 éran
keresztiil. A jeleket Supersignal West Pico Chemoluminescent Substrate Kit (Thermo
Fisher Scientific) és Kodak Image Station 4000MM Digital Imaging System (Kodak,
Rochester, NY, USA) segitségével vizualizaltuk. Toltési kontrollnak a -actin-t hasznaltuk.
A jelek denzitasat Imagel szoftverrel (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
hataroztuk meg.
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IV.10. Utvonalelemzés

A proteomikai elemzés utan a szignifikdns fehérjék listajat DAVID Bioinformatics
Resources 6.7 (https://david.ncifcrf.gov/) (NIH, Bethesda, WA, USA) online elérhet6
szoftver adatbazisaba feltoltottilk, majd segitségével funkcionalis tutvonalelemzést

hajtottunk végre.

1V.11. Plazma RNS-izolalas

A keringd mikroRNS-ek vizsgalata céljabol sziikséges volt az egerek ledlése soran nyert
vérbdl izolalt plazmaban talalhaté Rns-izolalasa. Ehhez az altalunk 1étrehozott NCI-H295R

xenograft egerekbdl nyert vért hasznaltuk fel.

100 pl egerekbdl nyert plazmdbdl oszlopos moddszerrel teljes RNS-t izolaltunk
Qiagen miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) felhasznalasaval, a gyartd utasitasai szerint
kiegészitve egy mesterséges Spike-in kontroll cel-miR-39 (2594091) (Qiagen)
(Thermo Fisher Scientific) mértiikk meg. Az izolalt RNS-eket felhasznalasukig -80 °C-on

taroltuk.

IV.12. Plazma exoszoma RNS-izolalas

A plazma exoszoma mikroRNS-ek vizsgélata céljabol sziikséges volt az egerek ledlése
soran nyert vérbdl izolalt plazmaban talalhato exoszomakbdl torténd Rns-izolalasa. Ehhez a
nemzetkozi kutatopartneriink (Constanze Hantel, Miinchen, Germany) 4ltal 1étrehozott SW-

13 és SJ-ACC3 xenograft egerekbdl nyert vért hasznaltuk fel.

Els6ként 130 ul egerekbdl nyert plazmabol exoszéma izolalast hajtottunk végre
precipitacios modszerrel Total Exosome Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific)
felhasznalasaval a gyartd utasitasai szerint. Ezutan az izolalt exoszomakbol o0szlopos
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modszerrel teljes RNS-t izolaltunk Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit (Thermo
Fisher Scientific) segitségével, a gyartd utasitasai szerint kiegészitve mesterséges spike-in
kontroll cel-miR-39 (2591091) (Qiagen) hozzaadasaval. Az izolalt RNS-eket
felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk.

IVV.13. Keringé mikroRNS-ek mérése RT-qPCR modszerrel

Korédbbi tanulményaink és irodalmi adatok alapjan az NCI-H295R xenograft plazmajabol
izolalt keringé mikroRNS-ek esetén négy mikroRNS-t, a hsa-miR-181b (001098), hsa-miR-
184 (000485), hsa-miR-210 (000512) és hsa-miR-483-5p (002338), mig az SW-13 és SJ-
ACC3 modellek plazmajabdl izolalt exoszoma mikroRNS-ek esetén ketté mikroRNS-t, a
hsa-miR-210 (000512) és hsa-miR-483-5p (002338) valasztottunk ki qRT-PCR mddszerrel
torténd validalasra Tagman miRNA Assay-ek (Thermo Fisher Scientific) segitségével.
Referencia mikroRNS-ként az izolalaskor a mintakhoz adott, mesterséges cel-miR-39-et
(000200) hasznaltuk.

I pl teljes RNS-t irtunk 4t a specifikus Tagman miRNA Assay-ek és Tagman
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval Proflex
Base PCR System (Thermo Fisher Scientific) polimeraz lancreakciés rendszeren. A
kvantitativ RT-PCR Tagman Fast Universal PCR Master Mix (2x) és Tagman miRNA
Assay-ek segitségével hajtottuk végre 7500 Fast Real-Time PCR System rendszeren. A
PCR reakciokat harom technikai parhuzamos méréssel végeztiikk. A negativ parhuzamos
mintak nem tartalmaztak a reverz transzkripcio altal kapott cDNS templatokat. Az adatok
elemzéséhez ¢és eredmények kiértékeléséhez a AACT modszert [125] hasznaltuk. A

szamolast Microsoft Excel 2010 szoftverrel (Microsoft Corporation) végeztiik.
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IV.14. Szoveti mikroRNS mérés RT-qPCR modszerrel

Figyelembe véve az NCI-H295R xenograft modellben mért keringd mikroRNS
eredményeinket csak a szoveti hsa-miR-483-5p (002338) mikroRNS-t vizsgaltuk RT-qPCR
modszerrel Tagman miRNA Assay-t hasznalva, a gyartd utasitdsai alapjan.
Normalizalashoz referenciaként az irodalomban gyakran hasznalt, és leirt U6 (001973),

RNU6B (001093), RNU44 (001094) és RNU48 (001006) géneket valasztottuk.

1V.15. Statisztikai analizis

A daganat novekedésének statisztikai analiziséhez Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk
(SPSS Statistics 20, IBM). A Ki-67 index kiértékeléséhez egy utas ANOVA és Tukey-féle
post Hoc teszt kombinacidjat vagy Kruskal-Wallis ANOVA & Median Test-et
(STATISTICA 7.0) hasznaltunk a Saphiro-Wilks normalitds teszt eredményének

fliggvényében.

A microarray eredményeit Genespring 12.6 szoftverrel (Agilent Technologies)
elemeztiikk. A nyers expresszios szignalértekek 20 percentilisére tettiink filtert, majd 2-
szeres fold change filter és Benjamini-Hochberg False Discovery Rate-tel kiegészitett egy
utas ANOVA teszttel szamoltunk. Az RT-qPCR és a proteomika adatai egy utas ANOVA
¢és Tukey-féle post Hoc teszttel lettek kiértékelve (STATISTICA 7.0).

A Western blot eredményeit Kruskal-Wallis Anova & Median Test-el szamoltuk
(STATISTICA 7.0).
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V. EREDMENYEINK

V.1. A tumor novekedésének elemzése

A kezelés alatti, illetve a kezelés végén mért tumortérfogatokat az egyes tumorok elsé
lemért térfogatdhoz normalizaltuk, hogy az adatok Osszehasonlithatoak legyenek. Az igy
kapott értékek mindharom kezelt csoportban kisebbek voltak a kontroll csoporthoz képest a
kisérlet mind a 28 napja alatt [4. Abra]. A kezelés végén a kontroll csoportban 22,48-
szoros, a mitotan kezeltben 9,3-szeres, a 9-cisz retinsav kezeltben 12,3-szeres, valamint a
mitotan és 9-cisz retinsav kezelést egyiitt kapo csoportban 8,22-5zoros novekedést mértiink
a normalizalt térfogatok szintjén [5. Abra]. A tumorok méretét elemezve ez az érték csak a
mitotan, illetve az egyiittesen 9-cisz retinsav és mitotan kezelést kapo csoportban érte el a
szignifikancia szintjét. A 9-cisz retinsav 6nmagaban is igéretes tendencidt mutatott, de a

tumorokban mért nagy szorasnak kdszonhetden a kiilonbség nem lett szignifikans.
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4. Abra: Normalizalt tumortérfogatok a kezelési idé alatt. A kezelt csoportokban mért
normalizalt tumortérfogatok nagysaga folyamatosan alacsonyabb a kontroll csoporthoz

képest.
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5. Abra: A 28. napon mért normalizalt tumortérfogatok. A térfogatkiilonbség a mitotant
Oonmagaban, illetve 9-cisz retinsavval kombinalt forméaban kap6 csoportban érte el a
szignifikancia szintjét. A 9-cisz retinsav is igéretes hatast valtott ki, de ez a nagy szoras

miatt nem adott szignifikans eredményt.

V.2. Szovettan és Ki-67 értékelés
A szOvettani vizsgalatban a hematoxilin eozin (HE) festett metszeteken megfigyelhet6 volt,

hogy a 9-cisz retinsavat kapd csoportokban a tumorok differencialtabb szoveti megjelenést

mutattak, mint a kontroll és a mitotan kezelt egerekben.
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6. Abra: Reprezentativ szovettani metszetek a Ki-67 immunhisztokémiai festés utan. Jol
lathat6 a kontroll és mitotan kezelést kapd csoporthoz képest a 9-cisz retinsavat Gnmagéaban

¢s mitotannal kombinalt formaban kapo csoport jelentésen kisebb mértékii Ki-67 festédése.

Az immunhisztokémiai modszerrel meghatarozhatd Ki-67 proliferacios indexet [6.
Abra] harom, egymastdl fliggetlen patologus is megéllapitotta vak modon. Atlaguk
szignifikansan alacsonyabb volt a 9-Cisz retinsavat onmagaban, mind mitotannal egyiittes
formaban kap6 csoportban a kontroll csoporthoz képest. A 9-cisz retinsav kezelt csoportban
(32,64 + 2,2%) a kontroll (54,33 + 3,71%) és a mitotan kezelt csoporthoz (46,35 + 2,2%)
képest (p=0,00018 vs. kontroll, p=0,00022 vs. mitotan); a kombinalt, 9-cisz retinsavat és
mitotant egyiittesen kapo csoport (25,6 + 4,09%) mindegyik kezeléshez képest
szignifikansan Kisebb Ki-67 indexet mutatott (p=0,00018 vs. kontroll, p=0,00018 vs.
mitotan, p=0,01684 vs. 9-cisz retinsav) [7. Abra].
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7. Abra: A harom patologus altal vak modon meghatérozott Ki-67 proliferaciés index
atlaga. A 9-cisz retinsavat kapd csoportban mért érték mind a kontroll, mind a mitotan, mig
a 9-cisz retinsavat és mitotant egylittesen kapd csoportban mért érték mindharom kezelést

kap6 csoportban mérthez képest szignifikansan alacsonyabb szintet mutatott.

A tobbi szerv szOvettani vizsgalata alapjan minddssze a mdjban voltak
megfigyelhetéek enyhe zsiros elvaltozasok, valosziniileg az olddszer kukoricaolajnak

koszonhetden. Toxicitasra utalo jeleket a tobbi eltavolitott szervben nem talaltunk.

V.3. Microarray elemzés

A kezelések genomra gyakorolt hatasanak felderitése érdekében teljes genom

génexpresszios vizsgalatot végeztiink. Csoportonként 4-4 mintat, 6sszesen 16-ot jeloltiink
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ki microarray vizsgalatra, a mintdk korabban, Rns-izoldlaskor meghatarozott RIN értékei
alapjan. A lemezek szkennelése utan, a kapott nyers adatokat statisztikailag elemezve 483
szignifikans génexpresszios valtozast talaltunk. Ezutan a statisztikai elemzést Benjamini-
Hochberg False Discovery Rate (FDR)-tel kiegészitve hajtottuk végre, aminek nyoman
minddssze 2 szignifikansan megvaltozott kifejez6désti transzkriptumot talaltunk. Egyik a
LOC100996813, mely in silico predikcio alapjan a MATE2 (solute carrier family 47

member 2) egyik varidnsat, mig a masik a LOC100268168, egy eddig nem Karakterizalt
nem kodolo RNS-t kodolja.

kontroll mitotan 9-cisz kombinalt
retinsav

8. Abra: A microarray lemezek szekennelése utan készitett h6térkép, ugynevezett heatmap

Microarray vizsgalatunk eredményeit online adatbazisba feltoltottik, igy
megtalalhatéak a Gene Expression Omnibus honlapjan (GEO; www.ncbi.nlm.nih.gov/geo,
azonositoszam: GSE73417).

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

DOI:10.14753/SE.2017.2278

V.4. RT-qPCR validacio

A kivalasztott 7 gén koziil csak kettd kifejezddését sikeriilt szignifikdnsan megvaltozottnak
azonositani. A jol ismert 9-cisz retinsav célgén APOA4 kifejez6dése szignifikansan
emelkedett (p=0,0045), mig a szamos tumorban feliillexpresszaltnak leirt PDE4A szintje
szignifikansan csokkent (p=0,0024) a kombinalt kezelést kapo csoportban a kontroll
csoporthoz képest [9. Abral.
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9. Abra: qRT-PCR modszerrel validalt szignifikansan megvaltozott kifejez6dést mutatd
gének. Az APOA4 szignifikansan emelkedett, mig a PDE4A szignifikdnsan csokkent
kifejez6dést mutatott a kombinalt kezelést kapd csoportban. (Az abra y tengelyén a kontroll

csoporthoz képest mért génkifejezodés lathato)
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V/.5. Proteomikai elemzés

A tomegspektrometriaval, és bioinformatikai elemzéssel elvégzett proteomikai vizsgalatunk

elemzésével 47 szignifikans fehérjeeltérést talaltunk a kontroll és a kezelt csoportok kozott.

5. Tablazat: Proteomikai vizsgalatunk alapjan szignifikdnsan megvaltozott fehérjék listaja.

RPL12 |60S ribosomal protein L12
NACA | Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha
CAPZB | Capping protein (Actin filament) muscle Z-line, beta
SET Phosphatase 2A inhibitor 12PP2A
PSME2 |PSME?2 protein
PRKCSH | Protein kinase C substrate 60.1 kDa protein heavy chain
HRMT1L2 | Protein arginine methyltransferase 1 isoform 4
LMNB1 |LMNBLI protein
BLVRB |Flavin reductase (NADPH)
ACTR3 | Actin-related protein 3
GRHPR | Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase
TBCA | Tubulin-specific chaperone A
CACYBP | Calcyclin binding protein
TUBBG6 | Tubulin beta-6 chain
ECI1 Enoyl-CoA delta isomerase 1
FKBP15 |FK506-binding protein 15
ERLIN1 |Erlin-1
ANP32A Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family
member A
FTH1 |Ferritin heavy chain
Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic
FIAPECE subunit beta i PP 4
SDHA | Succinate dehydrogenase
GBAS | Protein NipSnap homolog 2
RSU1 | Ras suppressor protein 1
OSTF1 | Osteoclast-stimulating factor 1
HINT1 |Histidine triad nucleotide-binding protein 1
RPL30 |60S ribosomal protein L30

SWI/SNF-related matrix-associated actin-
S ARCIEL dependent regulator of chromatin subfamily E member 1
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MAGOH | Protein mago nashi homolog
MAPK14 | Mitogen-activated protein kKinase 14
TXN Thioredoxin
LSM2 |U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2
FKBP2 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2
PURG | Purine-rich element-binding protein gamma
CSTB | Cystatin-B
ENO3 |Beta-enolase
PSMB8 | Proteasome subunit beta type-8
Serine/threonine-protein phosphatase 2A
AR catalytic subunit erx)lpha isc?forrr?
DNAJA3 | Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A, member 3 variant
GNG12 Guanine nucleotide-bir_1ding protein
G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-12
PLBD2 |Putative phospholipase B-like 2
SAR1B |GTP-binding protein SAR1b
PITPNA | Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform
RPL38 |60S ribosomal protein L38
C9orf64 |UPF0553 protein C9orf64
RAC1 |Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

V.6. Western blot vizsgalat

A proteomikai elemzéssel kapott szignifikdnsan valtoz6 47 fehérje kozil egyet
valasztottunk ki tovabbi vizsgalatokra, a PP2A inhibitor SET fehérjét, mivel szamos
irodalmi adatot talaltunk tumorasszocialt szerepérél [127-131]. Mellékvesekéreg-
carcinomaban betoltott jelentéségének igazolasa érdekében Western blot moédszerrel

vizsgaltuk tovabb.
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10. Abra: Western blot vizsgalat eredménye.

Eredményeink azt mutattak, hogy a SET fehérje kifejezédése mindkét 9-cisz
retinsavval kezelt csoportban alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest, de ez csak a
kombinalt csoportban érte el a szignifikancia szintjét.

SET/R-actin

kontrollhoz normalizalva

*
—T—— ===
mitotan 9-cisz retinsav kombinalt

) ) . * p<0.05
— Atlag |:|Atlag.t0.95*SE L Min-Max pe

11. Abra: A Western blot vizsgalat denzitometrias elemzéssel kapott eredménye. A
kontroll csoporthoz viszonyitva a kombinalt kezelést kapd csoportban szignifikdnsan

csokkent a SET kifejezddése.
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Annak vizsgélatdra, hogy megallapitsuk a SET fehérje potencidlis jelentdségét
human mellékvesekéreg-rak esetében, 2-2 normalis mellékveseszovetet, mellékvesekéreg-
adenomat, valamint mellékvesekéreg-carcinomat vizsgaltunk egy pilota kisérletben. Ennek
soran azt talaltuk, hogy mig a SET protein normalis és adenoma szdévetben nem volt

detektalhato, addig mellékvesekéreg-rak esetében halvany expressziot mutatott.

B-actin o e— p—
40 kDa
—
—_—
SET 40kDa

Normil A AcC
szovet

12. Abra: Western blot modszerrel a SET fehérje kifejezédését vizsgaltuk human
mellékvesekéreg mintakon végzett pildta kisérletben: mig normal mellékvesekéreg

szovetben és joindulatu mellékvesekéreg-adenomaban nem, addig mellékvesekéreg-rakban

a SET enyhe kifejezddését talaltuk.

V.7. Funkcionalis utvonalelemzés

A proteomikai elemzéssel kapott szignifikans fehérjékkel DAVID Bioinformatics
Resources 6.7 segitségével végzett funkciondlis Utvonalelemzésiinkkel a p53 és Wnt
jelatviteli utvonalakban szerepld fehérjéket, valamint riboszoméakhoz ¢és proteoszémakhoz

kapcsolt utvonalakat azonositottunk.
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P04398:p53 pathway feedback loops 2
PO0021:FGF =ignaling pathway

PO0013:EGF receptor signaling pathway
P04397:p53 pathway by glucose deprivation
REACT_11045:Signaling by Wnt

REACT _15295:0pioid Signalling
REACT_71:G5ene Expression

REACT _17015:Metabolism of proteins
REACT_1505:Integration of energy metabolism

REACT _1762:3" -UTR-mediated translational regulation
KEGG_PATHWAY Ribo=ome

KEGG_PATHWAY Wnt signaling pathway

13. Abra: DAVID Bioinformatics Resources 6.7 online ingyenesen elérhet utvonalelemz6
szoftverrel végzett elemzésiink eredménye, melyben lathato, hogy a megvaltozott
kifejezddésti fehérjék tobbek kozott a mellékvesekéreg-rak patomechanizmusaban jelentds
szerepet betdltd Wnt és p53 jelatviteli tvonalakban szerepelnek. (A kép a szoftver

felhasznalasaval késziilt, https://david.ncifcrf.gov/)

V.8. MikroRNS kifejezodés

A keringd mikroRNS-ek kifejez6dését harom, kiilonboz6 tipustt xenograft modellboél nyert

mintakon vizsgaltuk.

A kivalasztott mikroRNS-ek koziil az NCI-H295R xenograft esetén a hsa-miR-483-
5p szintje szignifikansan csokkent a kombinalt, mitotant és 9-Cisz retinsavat egyiittesen
kapo csoportban a kontrollhoz képest (p=0,028). A masik harom kivalasztott keringd
mikroRNS-nél szignifikans kifejez6désbeli valtozast nem talaltunk. Normalizalashoz a

spike-in kontroll cel-miR-39-et hasznaltuk.
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*

mitotin 9-cisz retinsav kombinalt
* p<0,05

14. Abra: A keringé mikroRNS hsa-miR-483-5p expresszidjanak valtozasa a kiilonbozd
kezelések hatasara a kontroll csoporthoz képest. A kombinalt kezelést kapo csoportban
csokkenése szignifikans valtozast mutatott. (Az abra y tengelyén a kontroll csoporthoz

képest mért génkifejezddés lathato)

Az SW-13 ¢és SJ-ACC3 xenograft plazmamintaibol izolalt exoszomakban a hsa-
miR-210 szignifikans csokkenését mértik az LEDP/M kezelést kapo csoportban SW-13
modellben a kontroll, mig SJ-ACC3 modellben az EDP/M csoporthoz képest.

Normalizalashoz a spike-in kontroll cel-miR-39-et hasznaltuk.
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15. Abra: Exoszomalis hsa-miR-210 expresszidjanak valtozasa a kezelt csoportokban a
kontrollhoz képest. A: SW-13 xenograft modellben a mikroRNS szintje szignifikdnsan
csokkent az LEDP/M kezelt csoportban a kontrollhoz képest; B: SJ-ACC3 xenograft
modellben a mikroRNS szintje szignifikansan csokkent az LEDP/M kezelt csoportban az
EDP/M kezelt csoporthoz képest. (Az abra y tengelyén a kontroll csoporthoz képest mért

génkifejez0dés lathato)
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Szdveti szinten is vizsgaltuk a plazmaban szignifikansan csokkené mikroRNS-eket,
de meglepd moddon itt nem talaltunk szignifikans eltérést. A négy tesztelt mikroRNS
referenciagén kozill az RNU44 és RNUGB felelt meg legjobban a mért adatok

normalizalasahoz.
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VI. MEGBESZELES

A mellékvesekéreg-rak komoly kihivasok elé allitja az orvostudomanyt. Rossz prognozisa
valamint a célzott biologiai kezelések eddig lényegében eredménytelennek bizonyulnak. A
mai napig egyetlen, teljes gyogyulas lehetdségét rejté megoldas a tumor teljes eltavolitasa.

crer

mellékhatassal biro mitotant, melynek terapias ablaka sziik.

A mitotant vizsgald sok in vivo human tanulmany ellenére, az irodalomban kevés
kozlemény talalhatd, ami xenograft modellen tanulmanyozta volna a szer hatasait [99, 106,
109, 132, 133]. Altalanosan elfogadott egérben alkalmazhaté mitotandézis hianyaban,
vizsgalatunkban a kozolt mennyiségek atlagat valasztottuk (200mg/kg). Ezen tul a
tanulmanyok a mitotan eredményességérdl is szinte ellentétes megallapitasokat kdzoltek.
Lindhe és mtsai leirtdk, hogy a mitotannak tumorellenes hatasa van, ezzel szemben
Doghman és mtsai egy hasonld kisérletben a hosszu tavii mitotankezelés hatistalansagat
figyelték meg [106, 111]. Sajat vizsgalatunkban a mitotan hatékonynak bizonyult a

daganatndvekedés gatlasaban.

Korabbi tanulmanyaink folyaman in silico funkcionalis genomikai tvonal analizis
soran a retinoid jelatvitel RXR receptoron keresztiili csokkenését azonositottuk, mint fontos
patomechanizmus mellékvesekéreg-carcinomaban. Ennek kapcsan meriilt fel, hogy a
receptor specifikus ligandjaval, a 9-cisz retinsavval foglalkozzunk tovabb, vizsgaljuk
hatasait mellékvesekéreg-carcinomara. In vitro kisérleteinkben a 9-cisz retinsav id6 és
dozis fliggvényében csokkentette human NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtek
indukalt. Ezutan egy kis elemszamu in vivo pilota kisérletben figyeltiik meg a szer igéretes

hatasat [59].

A retinoidok az A-vitamin természetes és szintetikus szarmazékai, melyeknek a
sejtszaporodasban, -differenciacioban és halalban betdltott meghatarozo szerepét korabban

szamos tanulmany kozolte. Ezen csaldd egyik tagja az RXR receptor specifikus
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ligandjaként szamontartott 9-cisz retinsav, melynek a sejtproliferacio és -differenciacio
szabalyozasan ¢és az immunrendszer befolyasolasan tGl tumorellenes és antiproliferativ
hatésai is jol ismertek [134]. Daganatokban betoltott szerepét szamos tumorban leirtak in
vitro és in vivo vizsgalatokban is pl. gyomorrak sejtvonalon [135], fej-, nyakrak sejtvonalon
[136], neuroblastoma [137], és mellrak [138] esetében is. Hatasait kihasznalva alkalmazzak

Kaposi-szarkéma [139], kiilonb6z6 bor-, €s hematologiai betegségek [140] kezelésére is.

A 9-cisz retinsav esetében kevés irodalmi adat all rendelkezésre olyan in vivo
kisérletekrdl, melyekben egér xenograftot hasznaltak [137, 141-143], viszont az altalunk
valasztott dozis (5 mg/kg) dsszehasonlithatd tartoméanyban volt a k6zolt tanulmanyokban

hasznaltakkal, valamint messze Kisebb a leirt toxikus dozisnal (60mg/kg) [136].

Kezeléseink soran mind a 9-cisz retinsav, mind a mitotinkezelés tumorellenes
hatasat megfigyeltiik. A tumortérfogatok mind a harom kezelt csoportban alacsonyabbak
voltak a kontroll csoporthoz képest, de ez a csdkkenés csak a mitotant egyediil, valamint a
mitotant €s 9-cisz retinsavat kombinaltan kapd csoportban volt szignifikans. A harom
fiiggetlen patologus altal meghatarozott Ki-67 proliferacios index értéke viszont csak a 9-
cisz retinsavat, és kombinalt kezelést kapd csoportban csokkent szignifikdnsan. Erdekes
moédon a tumortérfogatnal tapasztalt mitotan altal kifejtett hatassal ellentétben, a Ki-67
index tekintetében a szer itt nem ért el kiilondsebb eredményt. Ezen jelenség hattere nem
tisztazott. Nagy valoszinliséggel a hatas, mellyel Ki-67 index csokkenést ér el,

Osszefiiggésben allhat a 9-cisz retinsav sejtekre gyakorolt differencialo hatasaval.

A megfigyelt tumornovekedésre, valamint proliferaciora gyakorolt hatasok mogott
all6 mechanizmusok tisztazasa érdekében tovabbi molekularis vizsgalatokat hajtottunk

végre mind mRNS, mind fehérje szinten.

Korabbi in vitro NCI-H295R mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalon végzett
kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy mig a 9-cisz retinsav kezelés jelentds génexpresszids
eltéréseket indukalt, hiszen tobb mint 2000 gén kifejez6dését befolyasolta, addig a mitotan
hatasa joval szerényebb volt, alig tobb mint 100 gén atirédasat valtoztatta meg [5, 123]. A
jelenlegi tanulmanyunkban az in vitro tapasztalt valtozasokkal, valamint a kezelések

hatasara bekovetkez6 tumor méret és Ki-67 index csokkenésével ellentétben csak mérsékelt
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génexpresszios eltéréseket talaltunk. Microarray vizsgélattal 483 szignifikans génvaltozast
talaltunk. Az elemzést Benjamini-Hochberg False Discovery Rate-tel kiegészitve csupan
kettd, eddig ismeretlen funkcioja transzkriptumot kaptunk. A 483 szignifikans génvaltozas
koziil irodalmi adatok, és kifejezddésbeli valtozasok alapjan kivalasztott 7 gén koziil pedig
csak kettdt sikeriilt szignifikdnsan megvaltozott kifejezOdésiinek igazolnunk. Ez a két gén

az APOA4, és PDE4A volt.

Az APOA4, mint az apolipoprotein csalad tagja, jol ismert 9-cisz retinsav célgén.
Fontos szerepet tolt be a zsir- és gliikozanyagceserében [144-146], antioxidans [147, 148] és
érelmeszesedés elleni [149] folyamatokban, de prediktiv faktorként irtdk le gyulladasos
bélbetegségben is [150, 151]. Uj szérum biomarkerként valé felhasznalhatosagat kozolték
petefészek-, méhnyakrak, ALL [152-155] esetében. Mindezek ellenére mellékvesekéreg-

rakban betoltott szerepe eddig ismeretlen.

A PDE4A, mint a foszfodiészterdz csalad tagja és a cAMP-szint alapveto
szabalyzoja [156] azon tal, hogy szamos a sejt életében alapvetd Gtvonal tagja, tumorok
kialakulasaban is szerepet jatszik. Gatlasaval szamos tumorellenes hatast kapcsolnak Gssze,
mint példaul agydaganatok regresszidjat [157], csokkent proliferaciot és angiogenezist
tidorakban [158], csokkent sejtmotilitast, ¢és tumorinvazidét vastagbél- [159] és
emléraksejtvonalon [160], csokkent novekedést melanoma malignumban [161],
antiproliferativ hatast hasnyalmirigyraksejteken [162]. Ezen megfigyelésekkel 6sszhangban
kisérletiinkben a gén csokkent kifejez6dését azonositottuk kombinalt kezelést kapo
csoportban, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a PDE4A a mellékvesekéreg-rak

kialakulasdban, progresszidjaban is szerepet jatszhat.

A talalt mérsékelt génexpresszios elvaltozasok hatterében feltételezésiink szerint az
all, hogy a 28 napos, hosszll kezelési id0 miatt mar nem a génkifejezddésre gyakorolt
MRNS-szintli valtozasok dominaltak a tumorellenes hatas hatterében. Ezért a csoportok
fehérjemintazatat is elemeztiik, mely soran proteomikai elemzéssel 47 szignifikansan
megvaltozott kifejezodésti fehérjét sikeriilt azonositanunk a kezelt csoportokban a kontroll
csoporthoz képest. Ezek koziil egyet valasztottunk ki Western blot modszerrel torténd

validalasra: a protein foszfatdz 2A inhibitor SET fehérjét. Ahogy szamitottunk ra, a SET
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kifejezddése a kezelések hatasara csokkent, a kombindlt csoportban a legalacsonyabb

értéket mutatva.

A 47, kezelések hatasara valtozd fehérje koziil utvonalelemzésiink soran tébb a
mellékvesekéreg-rak patomechanizmuséban jelentds szerepet betdlté Wnt- és p53-
jelatviteli utvonalakban szerepel. A fehérjék kozott megtalalhatok még tobb, a
karcinogenezisben szerepet jatszo utvonal pl. EGF, FGF jelatvitel tagjai, proteoszomaval és

riboszomakkal kapcsolatos ttvonalakban érintettek is.

A SET fehérje, mint a tumorszuppresszor PP2A gatloja, fontos szabalyzd szerepet
tolt be alapvetd sejtszintii funkciokban, mint példaul a sejtciklus [128], sejthalal [163],
sejtmigracio [129]. Célpontjanak koszonhetéen befolyasolja a B-katenin [127], c-Myc [130]
és Akt [131] utvonalakat, valamint az nm23-HI1 gatlasaval fokozza a metasztatikus
képességet [164], igy elésegitve a tumor progresszidjat. A SET fokozott jelenlétét tobb
tumortipusban is leirtdk, mint példaul Wilms-tumorban [165], akut lymphoblasztos
leukémiaban [166], CLL-ben, non-Hodgkin lymphomaban [167], tiid6- [168], vastagbél-
[169], hasnyalmirigy- [170], prosztata- [171] és petefészekrakban [172]. Legjobb tudasunk
alapjan a mi tanulmanyunk az elsd, ami leirja lehetséges szerepét mellékvesekéreg-rakban.

crer

Mell¢ékvesekéreg-rak  bioldgidjdban  betdltott szerepének igazolasdra egy
probakisérletben human mellékvesekéreg szovetmintdkban vizsgéaltuk a SET kifejezodését.
Western blot modszerrrel normal és joindulati daganatmintakban nem, mig rosszindulatu
mintdkban a SET halvany expresszidjat azonositottuk. Természetesen ezen eredményt egy
nagyobb elemszdmu kisérletben tovabb kell vizsgilni. E megfigyelés mindazonaltal
parhuzamba allithatd a xenograft eredményeinkkel, hiszen a magas SET-expresszido a
kezelések hatasara csokkent, és a human daganatmintdk koziil csak az ACC mintdkban

észleltlink kisfoku SET-expressziot. Mindezen eredményeink alapjan a SET egy 11j szerepld

crer

Az NCI-H295R xenograft modellben 9-cisz retinsav és mitotan kezelés a keringd
hsa-miR-483-5p, az SW-13 ¢és SJ-ACC3 modellben pedig az LEDP/M terapia az

exoszomalis hsa-miR-210 szintjét csokkentette szignifikansan. Eredményeink tehat azt
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sugalljak, hogy ezen keringé mikroRNS-ek a jovoben alkalmassa véalhatnak a tumorellenes

kezelés monitorozasara is.

A hsa-miR-483-5p a mellékvesekéreg-rakra jellemzé mikroRNS-ek kozil a
legtobbszor emlitett, fokozott kifejez6dése a tumor agresszivebb viselkedésével, rosszabb
prognozisaval jar egyiitt. Génje, a miR-483 a 11p15.5-6s kromoszomalis régioban az IGF2
masodik intronjaban talalhatd [48], melynek jelent6sen fokozott kifejezédése a
mellékvesekéreg-rak szintén fontos korjelzdje. Onkogén szerepét mas tumorok pl. maj-,
emld-, vastagbél-, tiildorak esetén is leirtdk. Funkcidjat a mai napig nem ismerjiik pontosan,
az irodalomban nemrég irtak le, hogy képes serkenteni az epithelium mesenchymava
fokozva annak attétado hajlamat [173]. A mikroRNS génjérdl atirodott masik szal, a hsa-
mMiR-483-3p célpontja ezzel szemben ismert, a PUMA tumorszuppresszor, melynek

gatlasaval fejti ki onkogén hatasait [174].

A hsa-miR-210 fokozott kifejez6dése, a hsa-miR-483-5p-hez hasonldéan szintén a
mellékvesekéreg-rak aggresszivebb viselkedésével ¢€s rosszabb prognozisaval tarsul.
Altalanossagban  megfigelhetd, hogy kifejezédése nagyban fiigg a  szovet
oxigénellatottsagatol, mig normoxids allapotokban szintje minimalis, addig hypoxias
koriilmények kozott kifejezddése a HIF-la transzkripcidos faktor hatdsara nagyban
emelkedik. Ezen tulajdonsaga miatt a hsa-miR-210-et a hipoxias allapotban fokozott
kifejez0dést mutatdo hipoxamir-ek kozé soroljak. Célpontjai kozott szerepel példaul a
sejtciklus szabalyozasaért felelés E2F3 transzkripcidos faktor, valamint emelkedett
kifejezédése egyiitt jar a DNS-javitasi mechanizmusok sériilésével, a genetikai instabilitas
Emelkedett szintjét szamos daganatban, példaul gliomaban, malignus melanoméban,

hasnyalmirigyrakban is leirtak [174, 175].

Szoveti szinten a csoportok kozott a mikroRNS-ek szintje nem valtozott
szignifikansan. Mindezen adatokbol arra kovetkeztethetiink, hogy a mikroRNS szdveti és
kering6 szintje egymastdl fiiggetleniil valtozik. Az irodalomban szdmos megfigyelés sz6l

arrol, hogy a mikroRNS-ek szoveti és keringd szintjei kozott nincs szoros kapcsolat:
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parhuzamosan, ellentétesen, akar teljesen fiiggetleniil is valtozhat kifejezédésiik [176, 177].

Az e kiilonbségek mogott fekvé molekularis mechanizmusok egyelére még ismeretlenek.

@sszességében a 9-cisz retinsav, elsOsorban a mitotdannal kombinalva, a
mellékvesekéreg-rak hatékony kiegészitd kezelése lehet, ami a mitotanhoz képest
kedvezébb mellékhatasprofiljat tekintve uj tavlatokat nyithatna a mellékvesekéreg-rak

kezelésében. Ehhez a jovOben klinikai vizsgalat inditasat tervezi munkacsoportunk.

A keringd hsa-miR-483-5p, mint a mellékvesekéreg-rak egyik potencialis
biomarkere, valamint a hsa-miR-210, mint a szervezet egyik f6 hipoxamirje a jovében akar

a kezelés monitorozasara is alkalmassa valhat.
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VII. KOVETKEZTETESEK

Els6ként vizsgaltuk a 9-cisz retinsav tumorellenes hatasat mellékvesekéreg-rak in vivo,

preklinikai modelljén mind 6nmagéban, mind mitotannal kombinélva, mely soran:

A tumorndvekedés jelentds lassuldsat tapasztaltuk mindharom kezelésnek
koszonhetden, azonban a kezelés végén csak a mitotant, illetve a 9-cisz retinsavat €s
a mitotant egyiittesen kapod csoportban mértiink szignifikdnsan kisebb

tumortérfogatot.

Az immunhisztokémiai festéssel meghatarozott és a mellékvesekéreg-carcinoma
prognosztikajaban jelentds Ki-67 proliferacids index szignifikdnsan csokkent a 9-

cisz retinsavat dnmagdaban, illetve mitotannal kombinalt formaban kapd csoportban.

A molekuldris  hatdsmechanizmus  felderitésére  végzett  génexpresszids
vizsgalatokkal csekély szamu, Benjamini-Hochberg False Discovery Rate
alkalmazaséaval csupan kettd, kétséges bioldgiai jelentdségli gént azonositottunk. A
statisztikai elemzést Benjamini-Hochberg korrekcido nélkiill elvégezve 483

szignifikans génvaltozast talaltunk.

A génexpresszids eredményeink alapjan kivalasztott 7 gén koziil csupan a 9-Cisz
retinsav célgénkeént jol ismert APOA4 feliil, mig a szdmos rosszindulatii daganatban
feliilexpresszalodottnak leirt, a cAMP szint alapvetd szabalyzdjaként szamontartott
PDE4A alulexpressziojat sikeriilt validalnunk a 9-cisz retinsavat €s mitotant
egyiittesen kapo csoportban. Modelliinkben mindezek alapjan viszonylag csekély

szdmi mRNS-szintl eltéréseket sikeriilt igazolnunk.

Proteomikai elemzéssel a kontroll csoporthoz képest 47 szigifikans fehérje eltérést
talaltunk a kezelések hatasara, melyek koziil irodalmi adatok alapjan a protein
foszfatdz 2A inhibitorat, a SET fehérjét valasztottuk ki tovabbi vizsgalatra. A

szignifikdns fehérjékkel végrehajtott tUtvonalelemzésiink alapjan, tobb a
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mellékvesekéreg-rak patomechanizmusaban érintett jelatviteli utvonalat, mint pl. a
Whnt- és p53, ill. tobb a karcinogenezisben alapvetd szerepet jatszo ttvonal pl. EGF,

FGF jelatvitel tagjat azonositottuk.

A proteomikai vizsgalatunk eredményének megfelelden a SET fehérje csokkent
kifejez6dését igazoltuk a 9-cisz retinsavat és 9-cisz retinsavat és mitotant egyiittesen
kapd csoportban, ami az utdbbiban elérte a szignifikancia szintjét. Human mintdkon
végzett  pilotakisérletinkben a  SET  halvany  kifejez6dését  észleltiik
mellékvesekéreg-carcinoma szovetekben, mig joindulati adenomaban, illetve

normal mellékvese szovetben ezt nem azonositottuk.

A keringdé mikroRNS-ek koziil az NCI-H295R xenograft modellben a hsa-miR-483-
5p kombinalt kezelés, valamint a SJ-ACC3 és SW-13 xenograft modellekben a hsa-
miR-210 liposzomalis kemoterapids kezelés hatasara vald szignifikans csokkenését
azonositottuk. Ezen eredményilink felveti ezen két mikroRNS nemcsak

diagnosztikaban, hanem kezelések monitorizalasara valo felhasznalhatosagukat is.

73



DOI:10.14753/SE.2017.2278

VIIL. OSSZEFOGLALAS

A mellékvesekéreg-rak egy ritka, agressziv daganat. Jelenlegi gyogyszeres kezelési
lehetdségei rendkiviil korlatozottak, ezért nagy sziikség lenne 1j, hatékony gyogyszeres
kezelési eljarasok kifejlesztésére. Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan jelen
munkdm soran egy nagy elemszami H295R xenograft modellen a 9-cisz retinsav, a
mitotan, valamint e két szer kombinacidjanak tumorellenes hatasat vizsgaltam
mellékvesekéreg-rak modellben. Ezen til elemeztem a keringd mikroRNS-ek kezelés

hatasara esetlegesen megvaltozo kifejezddését is.

A kezelések sordn, illetve végén szignifikdnsan kisebb tumor ndvekedést ¢és
térfogatot azonositottam a mitotan, valamint 9-cisz retinsav és mitotan kezelést egyiittesen
kapo csoportokban. Az immunhisztokémiaval meghatarozott Ki-67 index a 9-cisz
retinsavat, illetve a kombindlt terapiat kapd csoportban volt szignifikansan alacsonyabb,
utobbiban a legkisebb. Erdekes médon a tumor ndvekedést gatlé hatasa ellenére a mitotén a
Ki-67 indexet nem csokkentette. A molekularis patomechanizmus vizsgalata soran,
microarray, valamint qRT-PCR moédszerrel azonositottam két szignifikansan valtozo gént,
az APOA4-et, valamint a PDE4A-t. Fehérje szinten 47 szignifikans fehérje eltérést talaltam
a kezelt és kontoll csoport kozott, melyek koziil irodalmi adatok alapjan a SET fehérjét
kivalasztva Western blot modszerrel kombinalt kezelésben szignifikdnsan csokkent
szintlinek azonositottam, igy felvetve a SET fehérje lehetséges szerepét a mellékvesekéreg-

rak patomechanizmusaban.

A keringd mikroRNS-ek kifejezodésének vizsgalatat harom kiilonb6zé xenograft
modellen végeztem el, mely soran H295R modell esetében a kombinaltan kezelt csoportban
a keringd hsa-miR-483-5p, az SW13 és SJ-ACC3 modellen pedig az LEDP/M kezelt

egerekben az exoszomalis hsa-miR-210 szintjének szignifikans csokkenését azonositottam.

Doktori tanulmanyaim alatt végzett munkdm kovetkeztetéseként elmondhatd, hogy
a 9-cisz retinsav egy lehetséges kiegészitd szer lehet a mellékvesekéreg-rak kezelésében,
valamint a keringd mikroRNS-ek a jovében nemcsak diagnosztizalasra, hanem kezelés

monitorozasara is felhasznalhatdak lesznek.
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IX. SUMMARY

Adrenocortical cancer is a rare, agressive tumor. Its current drug treatment options are
rather limited, thus new therapeutic agents are needed. Based on the former results of our
research group, | investigated the antitumoral effects of 9-cis retinoic acid, mitotane and
their combination on adrenocortical cancer in a large-scale xenograft model. Furthermore 1
studied the changes in circulating microRNAs expression due to different treatment

regimens.

Significantly slower tumor growth and smaller tumor volumes were observed in the
mitotane and mitotane plus 9-cis retinoic acid treated groups compared to control. By
immunohistochemical analysis, the Ki-67 proliferation index was significantly smaller in
groups receiving 9-cis retinoic acid and the combined treatment. Interestingly, despite the
efficient tumor volume reducing effect, mitotane had no influence on the Ki-67 index. To
explore the molecular patomechanism, microarray and gRT-PCR were performed, but only
two genes, APOA4 and PDE4A were found to be significantly affected. By proteomic
analysis, 47 significant protein changes were found among the treatment groups. By
Western bloting, the expression of the protein SET was found to be significantly decreased
in the combined treated group raising the potential relevance of SET in adrenocortical

tumorigenesis.

The investigation of circulating microRNA expression was performed on three
xenograft models: in the NCI-H295R model, the expression of circulating hsa-miR-483-5p
- by combined treatment -, in SW13 and SJ-ACC3 models the expression of exosomal hsa-

miR-210 - by LEDP/M treatment - was significantly decreased.

In conclusion, 9-cis retinoic acid might be a possible new additional agent in the
treatment of adrenocortical cancer, and circulating microRNAs might be for adrenocortical

cancer treatment monitoring in the future.
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