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I. BEVEZETES

A mellékvesekéreg-rdk (adrenocorticalis carcinoma,
ACC) egy ritka, de rossz prognozisu daganat.
Diagndzisaban ¢€s kezelésében szamos probléma ismert.
Ezek koz¢ tartoznak a képalkoté diagnosztika
nehézségei, illetve az, hogy nincs olyan preoperativ
laboratériumi  marker, ami a rosszindulatiisagot
egyértelmiien jelezné. Az eltavolitott daganat szovettani
vizsgalata nehéz, ¢és nagy gyakorlatot igényel.
Terapidjaban a sebészi kezelésen kiviil kevés hatékony

modszer létezik.

Jelenleg egyetlen mellékvesekéreg specifikus szer ismert,
a DDT szarmazék, adrenolitikus hatasi és szamos
mellékhatassal bir6 mitotan (o,p-DDD), melyet mar tobb
mint 60 éve alkalmazunk a klinikai gyakorlatban annak
ellenére, hogy hatdsmechanizmusat pontosan ismernénk.
Az attétes formak szisztémas kemoterapias kezelésében a
legjobb eredményt az etopozid, doxorubicin, ciszplatin és
mitotan kombinécioval érték el, amivel igy is csak 14,8
hoénap az atlagos tulélés. Mindezen okok miatt intenziv
kutatasok folynak uj, kedvezdbb mellékhatasprofila, jobb

hatasfoku szerek azonositasa céljabol.



Korabbi in silico tanulmanyunkban mellékvese-
daganatok funkciondlis genomikai utvonalelemzése soran
megallapitottuk, hogy a mellékvesekéreg-rak
patomechanizmusaban fontos szerepet tolt be a retinsav
jelatvitel retinoid X receptoron keresztiili csOkkenése.
Ezen eredmények alapjan munkacsoportunk a receptor
specifikus ligandjaval, a 9-cisz retinsavval végzett in
vitro kisérleteket, melyekben a 9-cisz retinsav id6 és
dozis fliggvényében csokkentette az NCI-H295R humén
¢letképességét, valamint jelentdés  génexpresszids
valtozasokat is kivaltott. In vivo pedig egy Kkis
elemszamu, Osszesen 6 egeret tartalmazo eldkisérletben,
a 9-cisz retinsav csokkentette a NCI-H295R xenograft

tumorok novekedését, és tumorellenes hatast fejtett ki
[5].

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

crer

kezelés végén patologiai, génexpresszios, fehérje,
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mikroRNS elemzést végeztiink a lehetséges hatas

mechanizmusanak felderitése érdekében.

A mikroRNS-ek expresszidos mintazata a kezelés
hatasara valtozott, ami felveti a kezelés monitorozasara
torténd alkalmassagukat. E kérdést mas xenograft
modellen is vizsgaltuk nemzetk6zi  kollaboracio

keretében.



II. CELKITUZESEK

PhD munkam sordn tobb szempontbdl is elemeztem a
mellékvesekéreg-carcinoma, a tumorellenes kezelések, és
a keringd mikroRNS-ek kapcsolatat. Célul tliztem ki

annak vizsgalatat, hogy:

1. A 9-cisz retinsav mint az RXR receptor specifikus
ligandja  és  potencidlis 0j  szerepld a
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében, a mitotén,
mint a mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében
elérhetd egyetlen mellékvesekéreg specifikus
készitmény, valamint a két szer kombindcidja
hogyan Dbefolyasolja az NCI-H295R xenograft

egérmodellben a daganatok ndvekedését?

2. Az alkalmazott kezelések milyen génexpresszios €s

fehérje szintli valtozasokat indukalnak?

3. A keringé mikroRNS-ek hasznalhatok-e a daganatok
monitorizalasara, a  tumorecllenes  kezelések

kovetésére?



III. MODSZEREK
I1I.1. Sejttenyésztés

A sejttenyésztéshez NCI-H295R human
mellékvesekéreg-rak sejtvonalat hasznaltunk fel melyet
az American Type Culture Collection-t6] szereztiink be.
A sejteket 37 °C-on, parasitott, 5% CO2-t tartalmazo
inkubatorban DMEM:F12 egy az egyhez aranyu
alapmédiumaban szaporitottuk  kiegészitve 0,00625
mg/ml inzulin, 10,00625 mg/ml transzferrin, 6,25 ng/ml
szodium-szelenit, 1,25 mg/ml bovin szérum albumin,
0,00535 mg/ml linolénsav, 2,5% Nu-szérum, 1% HEPES,
1%  Penicillin/Streptomycin, 25 %  glutamin
hozzéadasaval. A médiumot kétszer- haromszor cseréltiik
egy héten, a sejtek passzaldsara hetente egyszer kerilt

sor.
111.2. Xenograft modell

A xenograft modellhez 43 him, 6-8 hetes, 21-23 gramm
atlagos tomegli kombindlt immunhidnyos (SCID)
BALB/c torzsii egeret hasznaltunk fel. A kisérlet elején
az éllatok bdre ala jobb csipd tajékon 200 pl PBS-ben 107
db, felszuszpendalt NCI-H295R sejtet oltottunk. Miutan

a megtapadod tumorok elérték a 3 mm-es atmérdt a 28
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napos per os kezeléseket megkezdtiik. Az egereket négy
csoportra osztva, 11 egér 200 pl/nap kukoricaolaj, 10
egér 200 mg/kg/nap mitotan, 11 egér 5 mg/kg/nap 9-cisz
retinsav, illetve 11 egér a mitotan és 9-Cisz retinsav
kezelést kombinalva kapta. A tumorok méretét hetente
kétszer kovettiik, ugyanazon allathazi gondozo altal,
melyeknek méretét két atmérd ismeretében a kovetkezo

formula segitségével szdmoltuk ki: (a*a*b*m)/6.

Az allatok éter anesztéziaban, cervikalis
diszlokacioval torténd ledlése utan a  tumorokat
eltavolitottuk, sulyukat lemértik. A tumorok felét
formalinban fixaltuk, a masik felét pedig folyékony
nitrogénben fagyasztottuk, és -80 °C-on taroltuk. A
formalinban fixalt tumorbol szovettani és
immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink. A tumorokon
kiviil a tiiddk, sziv, vesék, maj €és 1ép is el lett tavolitva
toxicitasi vizsgalat céljabol. Az egerekbdl ezen kiviil
teljes vért nyertiink, melybdl plazmat izolaltunk. Az
allatkisérletes  vizsgéalatokhoz  etikai  engedéllyel
rendelkeztink (TUKEB engedélyszam: XV1/03047-
2/2008).



I11.3. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalat

Paraffinba 4gyazott formalinban fixalt szovetekbdl 4 pm-
es szeleteket paraffin-mentesitettiink, majd ezutan
hematoxilin-eosin és Ki-67 immunhisztokémiai festékkel
megfestettilk a mintakat. A metszeteken a tumor azon
részeit jeloltiik ki, ahol a Ki-67 pozitiv és negativ sejtek
egyenként jol elkiiloniiltek (ROI). Az elemzést 3
fliggetlen patologus is elvégezte vak modon. A
proliferaciés indexet a pozitiv sejtek szdzalékos
aranyaban hatdroztuk meg. A harom patologus altal

meghatérozott értékeket atlagoltuk.
111.4. RNS izolalas tumor szovetbdl

Az izoldlashoz a fagyasztott tumor szoveteket elszor
folyékony nitrogénben torténd poritassal
homogenizaltuk, majd az RNS izolalast a poritott
tumorbdl Qiagen miRNeasy Mini Kit felhasznalasaval,
gyartd utasitdsai szerint végeztik el. Az RNS
koncentraciojat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel,
mindségét pedig Agilent 2100 Bioanalyzer System

segitségével hataroztuk meg.



IILS. Hirvive RNS (mRNS) expresszios profil

meghatarozasa

A gének kifejez6dését a roluk atirddo hirvivd RNS-ek
profilozasaval, 6sszesen 16 mintan vizsgaltuk 4x44K-s
Agilent Whole Genome Single-Color Microarray

lemezek segitségével, a gyarto utasitasai szerint.

I11.6. mRNS profil eredményeinek validalasa reverz
transzkripciés kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-

qPCR) mdédszerrel

A génexpresszios vizsgalat eredményei alapjan hét gént
valasztottunk ki  RT-gPCR  modszerrel  torténd
validalasra, melyet csoportonként 8 mintan végeztiink el.
A vizsgalatot a kovetkez6 Taqman Gene Expression
Assay-ekkel hajtottuk végre: MYC, APOA4, CXCR3,
BAALC, PDE4A, PRDML1 és TGFBI. Referencia génként
a ZNF625-t valasztottuk.

Az adatok elemzéséhez ¢és  eredmények

kiértékeléséhez a AACT moddszert hasznaltuk.
I11.7. Fehérje izolalas

A fehérje izolalas elsd lépéseként a tumor szdveteket

folyékony nitrogénben vald poritas és ultrahangos
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szonikalas segitségével homogenizaltuk, majd 30 percen
keresztiil 1 ml lizis bufferben jégen lizaltuk. Ezt kovetden
a mintdkat 13000 rpm-en 15 percig centrifugaltuk, majd
centrifugalas utan a feliiluszot leszivtuk. A feliiluszokbol

a Bradford altal k6zolt eljaras alapjan meghataroztuk a

cres

II1.8. Proteomikai elemzés

A proteomikai elemzésiinkh6z az azonos mennyiségl,
korabban fehérje izoldlaskor nyert fehérje lizatumokat
SDS-PAGE modszerrel 10 %-os gélen szeparaltuk, majd
kolloidikus Coomassie Brillant Blue-val festettiik. Az igy
kapott géleket digeraltuk, majd az emésztési folyamatot
leallitottuk, a peptideket a gélbdl eldszor kinyertiik, majd

szaritottuk.

Az igy nyert mintakat feloldottuk, majd nano-LC-
MSMS elemzést hajtottunk végre.

A tomegspektrometriai nyers adatokat PAVA
script  segitségével MSMS peak list fajlokba
konvertaltuk, majd ezen fajlok alapjan kerestiink human
¢s egér fehérjéket az  UniProtKB  megfeleld

adatbazisadban. Minden adatbdzis keresés a sajat



ProteinProspector (ver. 5.14 1) (Baker, P.R and Clauser,

K.R. http://prospector.ucsf.edu) keresé motorral zajlott.

II1.9. 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. Ezutdn a xenograft modellen kiviil human
normdl és tumoros szovetekben is vizsgaltuk a SET
fehérje kifejezddését. Az egészséges szoveteket korabban
hypernephromaval mitott betegektdl nyertik (ETT
engedély szama: 230-1 5/2006-1018EKU)

Toltési kontrollnak a B-actin-t hasznaltuk. A jelek

denzitasat ImagelJ szoftverrel hatdroztuk meg.
I1.10. Utvonalelemzés

A proteomikai elemzés utan a szignifikans fehérjék
listdjat DAVID  Bioinformatics  Resources 6.7
(https://david.ncifcrf.gov/)  online elérhetd szoftver
adatbazisaba feltoltottiik, majd segitségével funkciondlis

utvonalelemzést hajtottunk végre.
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II1.11. Plazma és exoszoma RNS izolalas

A keringd, valamint exoszoma mikroRNS-ek vizsgdlata
céljabol 100 pl, illetve 130 pl egerekbdl nyert plazmabol
teljes RNS-t, valamint exoszomat izolaltunk Qiagen
miRNeasy Serum/Plasma Kit illetve Total Exosome
Isolation Kit felhasznéldsaval, a gyartod utasitdsai szerint
kiegészitve egy mesterséges spike-in kontroll, a cel-miR-

39 hozzaadasaval.

Ehhez a nemzetkozi kutatopartneriink (Constanze
Hantel, Miinchen, Germany) altal 1étrehozott SW-13 és
SJ-ACC3 xenograft egerekbdl nyert vérplazmat is
felhasznaltunk. Kisérletik soran a  klinikumban
alkalmazott EDP/M kemoterapias kezelés hatékonysagat
hasonlitottdk Ossze annak liposzomdba csomagolt

valtozataval (LEDP/M).

II1.12. Keringé mikroRNS-ek mérése RT-qPCR

modszerrel

Kordbbi tanulményaink és irodalmi adatok alapjan az
NCI-H295R xenograft plazmajabol izolalt keringd
mikroRNS-ek esetén négy, a hsa-miR-181b, hsa-miR-
184, hsa-miR-210 és hsa-miR-483-5p, mig az SW-13 és

SJ-ACC3 modellek plazmajabol izolalt exoszoéma
11



mikroRNS-ek esetén ketté, a hsa-miR-210 és hsa-miR-
483-5p mikroRNS-t  valasztottunk ki gRT-PCR
modszerrel torténd validalasra Tagman miRNA Assay-ek
segitségével. Referencia mikroRNS-ként az izolalaskor

mintakhoz adott cel-miR-39-et hasznaltuk.

III.13. Szoveti mikroRNS mérés RT-qPCR

modszerrel

Figyelembe véve az NCI-H295R xenograft modellben
mért keringd mikroRNS eredményeinket csak a szoveti
hsa-miR-483-5p mikroRNS-t  vizsgaltuk RT-gPCR
modszerrel Tagman miRNA Assay-t hasznalva, a gyartd
utasitasai alapjan. Normalizalashoz referenciaként az
irodalomban gyakran hasznalt, és leirt U6, RNUGB,
RNUA44 és RNU48 géneket valasztottuk.

12



IV. EREDMENYEK ES MEGBESZELES
IV.1. A tumor novekedésének elemzése

A kezelés alatti, illetve a kezelés végén mért
tumortérfogatokat az egyes tumorok els6 lemért
térfogatdhoz ~ normalizéltuk, @ 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. 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
egylitt kapd csoportban 8,22-szoros novekedést mértiink
a normalizalt térfogatok szintjén. A tumorok méretét
elemezve ez az érték csak a mitotan, illetve az egyiittesen
O-cisz retinsav ¢€s mitotan kezelést kapd csoportban érte
el a szignifikancia szintjét. A 9-cisz retinsav dnmagaban
is igéretes tendenciat mutatott, de a tumorokban mért
nagy szordsnak koszonhetben a kiilonbség nem lett

szignifikans.
IV.2. Szovettan és Ki-67 értékelés

A szovettani vizsgalatban a hematoxilin eozin (HE)

festett metszeteken megfigyelhetd volt, hogy a 9-cisz
13



retinsavat kapd csoportokban a tumorok differencialtabb
szoveti megjelenést mutattak, mint a kontroll és a mitotan

kezelt egerekben.

Az immunhisztokémiai modszerrel
meghatarozhaté Ki-67 proliferaciés indexek atlaga
szignifikdnsan alacsonyabb volt a 9-cisz retinsavat
Onmagaban, mind mitotdnnal egyiittes forméaban kapd
csoportban a kontroll csoporthoz képest. A kombinalt, 9-
cisz retinsavat és mitotant egyiittesen kapd 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).

IV.3. Microarray elemzés

Elemzésiink soran 483 szignifikdns génexpresszios
valtozast talaltunk. Ezutdn a statisztikai elemzést
Benjamini-Hochberg False Discovery Rate (FDR)-tel
kiegészitve hajtottuk végre, aminek nyoméan minddssze 2
szignifikansan megvaltozott kifejezddésli transzkriptumot
talaltunk, de ezek bioldgiai jelentdsége igen kérdéses.
(Egyik a LOC100996813, mely in silico predikcio
alapjan a MATE2 (solute carrier family 47 member 2)

14



egyik variansat, mig a masik a LOC100268168, egy
eddig nem karakterizalt nem kodolé RNS-t kodolja.)

V.4. RT-qPCR validacio

A microarray vizsgalatunk Benjamini-Hochberg-
FDR nélkiilli eredményei koziil a kifejezodésbeli
valtozasok mértéke, illetve irodalmi adatok alapjan 7
gént valasztottunk ki validalasra: azon géneket vizsgaltuk
tovabb, melyeknek mérésiink alapjan a legnagyobb
kifejezédésbeli kiilonbséget mutattak a kontroll és kezelt
csoportok kozott, mind negativ, mind pozitiv irdnyban,
valamint irodalmi adatok igazoltdk rosszindulata
folyamatokban betoltott szerepiiket. A validalassal a 7
kivalasztott gén koziil ugyanakkor csak  kettd
kifejez0dését sikeriilt szignifikdnsan megvaltozottnak
azonositani. A jol ismert 9-cisz retinsav célgén APOA4
kifejezddése szignifikansan emelkedett (p=0,0045), mig a
szamos tumorban feliilexpresszaltnak leirt PDE4A szintje
szignifikansan csokkent (p=0,0024) a kombinalt kezelést
kapd csoportban a kontroll csoporthoz képest. A PDE4A
a sejt cCAMP szintjének alapvetd szabalyzdja. Szdmos a
sejt ¢€letében alapvetd utvonal tagja, valamint tumorok

kialakulasdban is szerepet jatszik.
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V.5. Proteomikai elemzés

A tomegspektrometriaval, és bioinformatikai elemzéssel
elvégzett proteomikai vizsgalatunk elemzésével 47

szignifikans fehérje eltérést talaltunk a csoportok kozott.
V.6. Western blot vizsgalat

A 47 fehérje koziil egyet valasztottunk ki tovabbi
vizsgélatokra, a PP2A inhibitor SET fehérjét, mivel
szdmos irodalmi adatot taldltunk tumor asszocialt
szerepérdl. Gatolja a tumorszuppresszor PP2A-t, fontos
szabalyz6 szerepet tolt be alapvetd sejtszintii
funkcidkban (sejtciklus, -migracid, -halal), valamint tobb
jelatviteli utvonalat, pl. a B-katenin, c-Myc és Akt is

befolyasol.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a SET fehérje
kifejezodése mindkét 9-cisz retinsavval kezelt csoportban
alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest, de ez csak

a kombinalt csoportban érte el a szignifikancia szintjét.

A SET fehérje potencialis jelentdségét felvetve
human mellékvesekéreg-rak esetében, 2-2 normalis
mellékvese szovetet, mellékvesekéreg-adenomat,

valamint mellékvesekéreg-carcinomat vizsgaltunk egy

16



pilota kisérletben. Ennek soran azt talaltuk, hogy mig a
SET protein normalis és adenoma szdvetben nem volt
detektalhat6, addig mellékvesekéreg-rak esetében

halvany expressziot mutatott.
V.7. Funkcionalis utvonalelemzés

Funkciondlis utvonalelemzéslinkkel a p53 ¢és Wnt
jelatviteli utvonalakban szerepld fehérjéket, valamint
riboszomakhoz €s proteoszomakhoz kapcsolt utvonalakat

azonositottunk.
V.8. MikroRNS kifejezodés

A kering6 mikroRNS-ek kifejezddését harom, kiillonbdzo

tipusu xenograft modellbdl nyert mintdkon vizsgaltuk.

A kivalasztott mikroRNS-ek koziil az NCI-
H295R xenograft esetén a hsa-miR-483-5p szintje
szignifikdnsan csokkent a kombinalt, mitotant és 9-Cisz

retinsavat egylittesen kapd csoportban a kontrollhoz

képest (p=0,028).

Az SW-13 és SJ-ACC3 xenograft
plazmamintaibol izolalt exoszmakban a hsa-miR-210
szignifikans csokkenését mértik az LEDP/M kezelést

kap6 csoportban SW-13 modellben a kontroll, mig SJ-

17



ACC3 modellben az EDP/M csoporthoz képest. A hsa-
miR-210 a legjobban ismert Gn. hypoxamiR, szintje
hypoxia esetén novekszik, és szdmos daganatban leirtdk
jelentdségét. Csokkenése a kezelés hatékonysagat

jelezheti.

Szoveti szinten is vizsgaltuk a plazmaban
szignifikansan csokkend mikroRNS-eket, de meglepd
modon itt nem taldltunk szignifikans eltérést. A szoveti
¢s keringd mikroRNS-ek kifejez6désében hasonlo
diszkrepancidt mas modellekben is leirtak, de ennek

hattere nem tisztazott.
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VII. KOVETKEZTETESEK

Els6ként vizsgaltuk a 9-cisz retinsav tumorellenes hatasat
mellékvesekéreg-rak in vivo, preklinikai modelljén mind
Onmagaban, mind mitotannal kombinalva, mely soran:

e A 9-cisz retinsavval kezelt csoportokban jelentOsen
lassult a tumorndvekedés, valamint szignifikdnsan
csokkent az immunhisztokémiai festéssel
meghatarozott Ki-67 proliferacids index

o Génexpressziés  vizsgalatokkal —csekély  szamu
génvaltozast azonositottunk, csupan a 9-Cisz retinsav
célgénként jol ismert APOA4 feliil, mig a szdmos
rosszindulatii daganatban feliilexpresszalodottnak leirt
PDE4A alulexpresszidjat sikertilt validalnunk a 9-Cisz
retinsavat €s mitotant egyiittesen kapd csoportban

e Proteomikai elemzéssel 47 szigifikans fehérje eltérést
talaltunk a csoportok kozott, melyek koziil a SET
fehérjét valasztottuk ki validalasra, ¢és igazoltuk
expresszidjanak csokkenését a kezelések hatdsara. A
SET egy ) szerepld lehet a mellékvesekéreg-

e A keringd mikroRNS-ek koziil a hsa-miR-483-5p,

valamint hsa-miR-210 kezelés hatasara valo
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csokkenését azonositottuk, ami felveti

alkalmazhatdésagukat a kezelés monitorizalasara
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