Valasz Professzor Dr. Balazs Margit az MTA doktora birdlatara
(Igaz Péter: Endokrin daganatok és immun-neuroendokrin kélcsonhatasok
molekularis, bioinformatikai és klinikai vizsgalatok)

Igen tisztelt Professzor Asszony!

El6sz0r is szeretném megkoszdnni, hogy Professzor Asszony elvallalta értekezésem biralatat.
Haldsan koOszonom részletes, gondolatébreszt6 és kedvez6 birdlatdt MTA doktori
értekezésemrdl. A felmeriilt kérdések jovébeli kutatdmunkdam soran is hasznosak lehetnek.

Professzor Asszony formai megjegyzéseit illetéen az aldbbi vélaszokat teszem:

1. A kozleményeket azért nem csatoltam az értekezéshez, mivel a mar igy is 215 oldal
hosszUsagu értekezést nem szerettem volna tul nagyméretiivé tenni. Igyekeztem a
cikkek legfontosabb eredményeit érthet6 formdban beépiteni az értekezésbe.

2. A dolgozat mérete miatt az abrak felbontdsat csokkentettem az eredeti
publikdcidkban szereplé abrakhoz képest. Sajnos ennek kovetkeztében a 18. abra
nyomtatdsi verzidja nem lett tokéletes, amiért utdlag is elnézést kérek. Csatoltan
megklldom a 18. dbra eredeti verzidjat tartalmazd Oncogene-ben megjelent cikkiink
elektronikus verziojat.

3. Az eredmények és megbeszélés fejezetekben bemutatott eredményeimre nem
tlintettem fel sajat munkaimat hivatkozasként, csak fliggetlen hivatkozasokat.
Kétségtelen, hogy a sajat vonatkozd kozleményekre torténé hivatkozasok
megkonnyithették volna a birdlati munkat.

Professzor Asszony elgondolkodtatd kérdéseire az aldbbi valaszokat fogalmaztam meg:

1. A jelélt téziseiben azt irja, hogy jo- és rosszindulatu mellékvesekéreg daganatok
elkiilénitésére, a malignitds jelzésére a hsa-miR-511 és hsa-miR-503 mikroRNS-ek expresszios
kiilbnbsége bizonyult a legjobbnak, de ez a megdllapitds tovdbbi megerdsitést igényel
nagyobb elemszamu mintacsoportban. Kérdésem, hogy az eltelt id6 alatt térténtek-e erre
vonatkozoan tovdbbi vizsgdlatok? Megerdsitést nyert-e a fenti megdllapitds a jel6lt vagy mds
munkacsoport dltal? Erdekelne, hogy milyen eredmények sziilettek eddig a microRNS-ek
szerepére vonatkozoan a daganat éssejtekre?

Valasz: Az utdbbi id6ben kutatdcsoportom figyelme elsGsorban a bioinformatikai vizsgalatok
soran azonositott Utvonalak in vitro validalasa (retinoidok), az adrenolitikus szer mitotan
hatdsainak génexpresszids szintl vizsgalata, valamint a kering6, plazma mikroRNS-ek
diagnosztikai alkalmazhatdsaganak vizsgalata felé fordult. A hsa-miR-511 és hsa-miR-503
mikroRNS-ek alkalmazhatdsagardl daganatszovet mintak malignitasdnak tanulmanyozéasara
nem végeztiink még ismételt vizsgalatot, de a mintak gyljtését folytatjuk, és kell6 szamu
vizsgalati csoportok dsszegydjtése esetén a vizsgdlat folytatdsat tervezziik.



A hsa-miR-503 fokozott kifejez6dését mas munkacsoportok is leirtak mind felnéttkori
[1], mind gyermekkori mellékvesekéreg-carcinomaban [2]. Ozata és mtsai [3] a hsa-miR-503
novekedett expresszidjat a mellékvesekéreg-carcinoma rossz prognosztikai markereként
azonositottdk. A hsa-miR-511 kifejez6désérél mas mellékvesekéreg-carcinomaval foglalkozé
kdzleményt nem taldltam, bar nem mellékvesekéreg daganatokban csokkent kifejez6dését
mar leirtdk (pl. hepatocellularis carcinomaban [4]). Az eddigi adatok alapjan a
mellékvesekéreg carcinoma mikroRNS expresszidjat vizsgdld tanulmdanyokban viszonylag
kevés az atfedés [5], amiben az eltéré mintacsoportok, vizsgalati csoportok és moddszerek
kiilonbségei szerepet jatszhatnak.

A mikroRNS-ek daganat Gssejtekben jatszott szerepe intenziv kutatasok targya [6,7].
Mind az Ossejtek koldniaképz6 tulajdonsagat, osztdédasat fokozd, mint azt gatld hatdsu
mikroRNS-eket leirtak mas daganatokban. Bar a mellékvesekéreg-carcinomaban is ismertek
Sssejtek [8], ezek mikroRNS-szint(i vizsgdlatardl nem taldltam adatot. Erdekes megfigyelés
ugyanakkor, hogy a hsa-miR-503 kifejez6désének csdkkenése mesenchymalis &ssejtekben a
hypoxia-indukalta apoptdzis folyamataban kdzrejatszhat [9].

2. A microRNS-ek cél mRNS-einek azonositdsdra kidolgozott uj modszerrel kimutattdk, hogy a
mellékvesekéregben a sejtciklus G2/M ellenérzépontjat a mikroRNS-ek is szabdlyozzdk,
azonban ezek a mikroRNS-ek nem azonosak mds szévetekben validdlt microRNS-ekkel, ami
szbvetspecifikus hatdsra utal. Tekintettel arra, hogy ezek bioinformatikai predikciok,
torténtek-e ennek igazoldsdra kisérleti vizsgdlatok? Milyen kisérleti eredmények vannak mds
daganatokra vonatkozdan a szévetspecifitds igazoldsdra?

Vialasz: Kutatécsoportom még nem végzett kisérleti vizsgalatokat (pl. luciferdaz médszerrel) a
mikroRNS-ek cél mRNS-einek validalasara.

A mellékvesekéreg-carcinomaban szignifikdnsan valtozé mikroRNS-ek sejtciklus
szabdlyozasaban szerepl6 prediktalt mRNS célpontjait mas szovetekben, ill. sejtvonalakon
vizsgaltak mdas munkacsoportok. A mellékvesekéregben talalt mikroRNS-ek kozil a hsa-miR-
503 célpontja példaul a CDC25A retinoblastomdban és prostatardkban [10]. A hsa-miR-210
célpontja pedig az E2F3 elongacids faktor szadmos daganatban, igy leukaemidban,
lymphomaban, glioblastomaban, pancreas, emld, tid6 és veserdakban is [10]. Ezek a cél
mRNS-ek ugyanakkor nem egyeznek meg azokkal, amelyeket bioinformatika predikcidkkal
azonositottunk. Ez lehet a szovetspecifikus hatasmadd részjelensége.

A szovetspecifikus hatasra szdmos eredmény utal, hiszen ugyanaz a mikroRNS egy
daganatban fokozott (onkogén), mig masikban csokkent (tumor szupresszor) kifejez6désd is
lehet. Néhdny példat sorolok fel az aldbbiakban:

A vizsgalataink szerint  mellékvesekéreg-carcinomakban  tumorszuppresszornak
mingsithet6 hsa-miR-214 csokkent expresszidjat cervix-carcinomadban is igazoltak [11]. Szemben
a mellékvesekéreg- és cervix-carcinomakban észlelt csdkkent kifejez6désével, a hsa-miR-214 mas
daganatokban (pancreas-, szajliregi squamosus, petefészek-, gyomor-carcinoma [12-15])



fokozott kifejez6dést mutat, igy onkogén hatasu lehet, ami ismét a mikroRNS-ek szévetspecifikus
hatdsat tamasztja ala.

A hsa-miR-375 sejtproliferaciot gatld, tumorszuppresszor jellegl hatasat tobb daganat
mikroRNS expresszids vizsgdlata tdmogathatja, mivel hasnyalmirigy ductdlis adenocarcinomdban
[16], gyomor carcinomdban [17] és squamosus nyel6csé-carcinomaban is csokkent expresszidjat
irtdk le [18]. Vizsgdlatainkban is csokkent kifejez6dését észleltik a kortizoltermel6
mellékvesekéreg-daganatokban. Ezzel szemben a hsa-miR-375 kifejez6dését prosztatardkban
fokozottnak talaltak [19].

A szovetspecifikus hatas pontos mechanizmusa nem ismert, ennek vizsgalata a mikroRNS
kifejez6déssel foglalkozd kutatasok egyik fontos kérdése lehet.

3. A mellékvesekéreg funkciondlis genomikai meta-analizise sordn sajdat adataikat vetették
0ssze az irodalomban fellelhet6, elég heterogén adathalmazokkal. Az adatok
Osszehasonlitdsa nem volt egyszerii feladat, nemcsak azért, mert a jelolt és munkatdrsai
voltak az els6k akik ugyanazon mintdkon kromoszomdlis eltéréseit és génexpresszios
vdltozdsait vizsgaltdk ebben a daganat tipusban, igy nem dllt nagyobb szamu parallel minta
rendelkezésre az analizishez, hanem azért is mert a mdsok dltal alkalmazott platformok
eltéréek voltak. Kérdésem ezzel kapcsolatban, hogy mennyire befolydsolja az analizist az,
hogy a CGH vizsgdlatok sordn alkalmazott targetek a rendkiviil kondenzdlt kromoszomadktol
(klasszikus CGH), 750-1,4 Mb méretii BAC array-eken tul a nagyfelbontdsu array
platformokig terjedtek? Erdekelne, hogy hogyan integrdlték a meta-analizisbe az eltéré
platformok adatait? A CGH adatok validdldsdra milyen mddszert alkalmaztak sajat
vizsgdlataik sordn? Milyen mértéki a kiilbnb6z6 kromoszomadlis eltérések heterogenitdsa egy
daganaton beliil? A 11 sajdt minta analizise sordan milyen kontroll mintdkat haszndltak a
génexpresszio vdltozdsok elemzéséhez? Vannak-e mellékvesekéreg daganatokra specifikus
olyan gén eltérések (hasonléan mds daganatokhoz), melyek a terdpia kivdlasztdsaban
meghatdrozdak?

Vialasz: Vizsgdlataink sordn a CGH és génexpresszids adatok korrelaciéjdhoz a géncsoport
dusulds (GSEA) vizsgdlatot alkalmaztuk. E moddszerben a GSEA felbontdsa a
kromoszémaeltérések vizsgalatara rosszabb, mint a kiilénb6z6 CGH vizsgalatoké, ezért a CGH

A kilonb6z6 platformok adatait kilon-kilén manudlisan analizaltuk, az eltéré
platformok miatt integralt, egylittes elemzés nem volt kivitelezheté.

A CGH adatokat sajat mddszeriinkben nem validaltuk mas médszerrel.

A referencia DNS a kereskedelmi forgalomban elérhets, Promega cégtdl rendelt
G1521 n6i DNS volt.

A tumor heterogenitasrél mellékvesekéreg-daganatokban egy kozleményt talaltam,
ami a hiper- és aneuploidia jelent6ségét vizsgalta. Mellékvesekéreg-carcinomara jellemzé a
heterogén mitotikus viselkedés, a diploid sejtek ardnyanak csokkent és a tetraploid sejtek
fokozott el6forduldsa [20]. A kromoszomalis eltérések heterogenitasanak mértékérdl
mellékvesekéreg-carcinoman bellil nem talaltam adatot.
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Bar intenziv kutatasok folynak e téren, egyelGre a terdpias valaszt meghatarozo
géneltérésekr6l nem szamoltak be mellékvesekéreg-carcinomaban. Megneheziti e
vizsgalatokat a mellékvesekéreg-carcinoma ritka el6forduldsa. Emlitésre mélté azonban két
nagyszamu mintat vizsgadlé microarray vizsgalat, amelyek szerint a mellékvesekéreg-
cacinoma a génexpressziés mintdzat alapjan két (egy jobb és egy rosszabb progndzisu)
csoportba oszthatd [21,22]. Két, sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszé gén, a PINK1 és
BUB1 expresszids kulonbségét prognosztikus jelként azonositottdk [21]. E megfigyelések
jelent6sége azonban a klinikai gyakorlatban, a terapia megvdlasztdsaban még nem
tukrozédik. Ebben szerepet jatszik az is, hogy a mellékvesekéreg-carcinomaban
rendelkezésre all6 terdpids lehet6ségek korlatozottak.

4. A jelolt a sejtciklus utvonalainak vizsgdlata sordn a C-MYC csékkent kifejez6dését taldlta
mellékvesekéreg daganatokban, melynek hdtterében feltételezései szerint a 8q24
kromoszomarégio elvesztése dll. Kérdésem, hogy a sajat és mdsok CGH adatai alapjdn milyen
gyakorisdggal fordul elé a C-MYC onkogén delécidja a vizsgdlt daganatokban? Vannak-e a C-
MYC deléciora vonatkozdan FISH vizsgdlataik? Milyen mds daganat tipusban fordul el6 a gén
down-reguldcidja és ezekben az esetekben milyen mechanizmus dll a csékkent génkifejezédés
hdtterében?

Valasz: A 8g24 delécidjat sajat CGH vizsgdlatunk mellett Stephan és mtsai [23] irtak le
mellékvesekéreg carcinomaban. Stephan és mtsai 25 mellékvesekéreg-carcinomat vizsgalo
tanulmanyukban a daganatok kb. 20 %-aban észlelték e delécidt. A 8q régid delécidjat rossz
prognosztikai jelként azonositottak. FISH vizsgdlatokat nem végeztiink.

Amennyiben hipotézisink helyes, a C-MYC csokkent kifejez6dése egyedilallé
mechanizmusnak tlnik a daganatok vildgaban, mivel a daganatok nagy tobbségében
expresszioja fokozott mértékd [24]. Néhany adat szdl arrdl, hogy egér laphamrakban [25] ill.
testicularis teratomakban [26] is csOkkent lehet a C-MYC kifejez6dése. A C-MYC expresszid
csokkenésének molekuldris mechanizmusardl nem taldltam adatot ezekben az esetekben.

Egy 2011-ben megjelent kozleményben gyermekkori mellékvesekéreg-carcinoma
vizsgdlata soran ismét megerGsitették a C-MYC kifejez6désének csokkenését mind mRNS,
mind fehérje szinten [27]. Felmerilt, hogy a C-MYC csokkent kifejez6dése a daganat
hypoxidval szembeni ellenalléképességét noveli, ami kilondsen a necrotikus, elérehaladott
stadiumu daganatok patogenezisében jatszhat szerepet.

A C-MYC delécidja (8q24) egyébként el6fordul akut leukaemidkban (pl. promyelocytas
leukaemia), azonban ez a ,double minute” kromoszématoredékeken talalhaté C-MYC
tobbszoros megjelenésével tarsul, igy ez esetben Iényegében fokozott C-MYC kifejez6désrdl
van sz6 [28].

A mellékvesekéreg-carcinoma csokkent C-MYC kifejez6désének jelentGségét
funkcionalis vizsgalatokkal lenne majd célszerl vizsgalni, pl. in vitro a C-MYC transzfekcio
hatdsat mellékvesekéreg sejtvonalon, vagy kondicionalis knock-out ill. knock-in
allatmodelleken.



Még egyszer kdoszonom Professzor Asszony megjegyzéseit és gondolatébresztd kérdéseit,
és tisztelettel kérném valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2012. augusztus 31.

Tisztelettel:

Dr. Igaz Péter PhD
egyetemi adjunktus
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