Valasz Professzor Dr. Koranyi Laszlo, az MTA doktora biralatara
(Igaz Péter: Endokrin daganatok és immun-neuroendokrin kdlcsonhatasok
molekularis, bioinformatikai és klinikai vizsgalatok)

Igen tisztelt Professzor Ur!

Szeretném megkdszénni, hogy Professzor Ur elvallalta értekezésem birdlatat. Oszintén
kOszonom részletes és kedvezd véleményét, elmélyilésre alkalmat addé kérdéseit MTA
doktori értekezésemrdl.

Az alabbiakban a biralatban meghatarozott megjegyzések és kérdések sorrendjében adom
meg valaszaimat.

Valaszok Professzor Ur megjegyzéseire:

1. Bdr a 215 oldalas értekezés kétségteleniil kiterjedt és impressziondld munka,
célszerlibb lett volna témdorebb dolgozatot alkotni, taldn egyes részek kihagydsaval is.

Valasz: Természetesen elfogadom, hogy az értekezés hosszu. Ebben az a torekvésem
tlikroz6dik, hogy az elmult évek kutatomunkajardl atfogd képet tudjak adni. Kétségtelen,
hogy a dolgozatban szerepelnek olyan részek, amelyek nem impakt faktoros kdzlemények
eredményeit ismertetik, példaul a hisztaminnal kapcsolatos gének in silico genomikai
vizsgalata, valamint az els6 hazai MEN2 genetikai vizsgalatunk eredményeit ismertet6 Orvosi
Hetilapban megjelent kdzlemény anyaga. Ezeket azért épitettem be az értekezésbe, mivel
szervesen kapcsolddnak a tobbi részhez, és a hisztaminbioldgia, ill. a MEN2 genetikdja a
dolgozat fontos alkotai.

2. A dolgozat értékét egydltaldn nem csékkenti, csak a birdlo dolgat nehezitette, hogy a
modszertanban kevésbé jartas olvasonak vissza-vissza kellett lapozni a mddszertani
részhez.

Vidlasz: A bioinformatikai modszerek értelmezése kétségkiviil nehéz. Valdban egyszeriibben
érthet6vé tette volna a dolgozat értékelését, ha a moddszertant az Eredmények és
Megbeszélés részben is részletesebben kifejtem.

3. Hidnyoltam, hogy a hdarom interneten elérheté mikroRNS target predikcios algoritmus
kiilénbségeit nem tdrgyalta (miRBase, Pictar, TargetScan).

Valasz: Ezt a részt azért nem épitettem be a dolgozatba, mert Ugy gondoltam, hogy nem
feltétlenlil sziikséges a modszertani rész kifejtéséhez. Azért sem illesztettem be a
dolgozatba, mivel — részben a dolgozat terjedelmére is tekintettel — ehhez a mikroRNS-mRNS
kapcsolédas elméleti hatterét is célszerl lett volna bemutatni. Mindazonaltal jogos igény e



harom predikcids algoritmus legfébb jellemzGinek és kilonbségeinek ismertetetése, ezért
ennek legfontosabb kérdéseit itt bemutatom.

Az aldbbiakban, a Current Bioinformatics folydiratban megjelent 0Osszefoglald
kdzleményiinkben (Szabé PM, Témbdl Z, Molnar V, Falus A, Racz K, Igaz P: MicroRNA target
prediction: problems and possible solutions. CURRENT BIOINFORMATICS 5, 81-88, 2010)
megjelent tablazaton keresztiil mutatom be e harom algoritmus f6 kiilonbségeit:

"Seed" régio Egyéb jellegzetességek
Algoritmus | Tokéletes | | « | MiRNS i Konzervaltsagi
bazis- | €% | 3 pags. | MM AU | 3uTR | Tobbszorss filter
hierarchia "mismatch" | tartalom ‘s g
parosodas parosodas pozicié | kétShely
miRBase v5 Nem Nem Nem Nem Nem Nem Nem Igen
PicTar lgen Részben Nem Nem Nem Nem Nem lgen
TargetScan
va.2 Igen Igen Igen Nem Igen Igen Igen Igen

4. A hypothalamikus GnRH neuronokkal foglalkozd vizsgdlat kvalitativ PCR reakcidihoz
haszndlt primerek szekvencidnak kézlése kissé tulzénak tarthatd, ez nem jelent
érdemi informdciot a dolgozat megértéséhez.

Valasz: Egyetértek ezzel a megjegyzéssel, a primerszekvencidk az MTA doktori értekezés
megértéséhez valdban nem nyujtanak érdemi segitséget. Mivel a tobbi PCR-reakciéhoz is
megadtam a felhasznalt Tagman assay-k adatait, a hypothalamikus GnRH neuronok
vizsgalatdhoz viszont egyénileg tervezett primereket és kilon beallitott PCR reakciokat
hasznaltam, csak a teljesség igényével adtam meg ezeket az adatokat.

5. A bioinformatikai megkézelités kétségteleniil nagyon korszerli metodika, de a
bonyolult statisztikai modszerek és a szdmos korrekcids tényezé alapjdan felmeriilhet a
kérdés, hogy az azonositott uj patogenetikai utvonalak ténylegesen relevdnsak-e
biolégiai szempontbdl. Torténtek-e valamiféle validdldsi kisérletek az uj utvonalak
aldtdmasztdsdra?

Valasz: Kutatécsoportom jelenleg éppen az Uj patogenetikai Utvonalak validalasaval
foglalkozik. A mellékvesekéreg-daganatokon végzett génexpresszids metaanalizisben
azonositott retinsav jelatviteli Utvonal vizsgalatdra koncentralunk jelenleg. A metaanalizisben
azt taldltuk, hogy a mellékvesekéreg-carcinomat csokkent retinsav termelés és jelatvitel
jellemzi. A 9-cisz-retinsavval in vitro kisérleteket végeztiink H295R human mellékvesekéreg
carcinoma sejtvonalon, és ez alapjan ugy tlinik, hogy a 9-cisz-retinsav gatolja a sejtek
proliferaciéjat és hormontermelését (kortizol, androszténdion) is. Végeztliink microarray
vizsgalatot is e sejtvonalon, és itt is szdmos gén megvaltozott kifejez6dését talaltuk 9-cisz-
retinsav hatdsdra, amelyek kozott a sejtciklus és apoptdzis folyamataiban alapvet6 gének is



megtalalhatok. Valdszinlnek tartjuk ez alapjan, hogy a 9-cisz-retinsav a mellékvesekéreg-
carcinoma kezelésében potencidlis jov6beli hatéanyagként is szébajohet.

6. Mint a jelélt a ,Hdlézat- és utvonalelemzés” részben kifejti, a génexpresszios
eredmények vizsgdlata nem egyenl6 a patogenezis vizsgdlatdval, hanem egy
génexpresszios pillanatképrél van sz6. Nem lehet ez alapjan tudni, hogy tényleg az
okok és nem a kévetkezmények vizsgdlatdarol van szo. Célszerii lett volna ezt a
gondolatot az értekezésben jobban kiemelni és a kisérleti validdlds jelentGségére
felhivni a figyelmet.

Vdlasz: Egyetértek e megjegyzéssel, és valéban jobban kiemelhettem volna e kérdés
jelent6ségét az ,Eredmények és Megbeszélés” részben is. A kisérleti validalas jelent&sége
els6édleges és kutatécsoportom jelenleg is elsésorban ezzel foglalkozik.

7. Végiil mint emlitettem, az igen jo dbraanyagban voltak nehezebben értheték, mint pl.
a 22. és 23 dbra, ahol nehéz elddnteni, hogy a gének megvdltozott expresszidja a jo-
vagy rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatokhoz tartozik e?.

Valasz: A 22. és 23. dbran a génexpresszid valtozasok a mellékvesekéreg-carcinomara
vonatkoznak a joéindulatu daganatokhoz képest. Zolddel a rosszindulatu daganatokban
csokkent, pirossal a rosszindulati daganatokban fokozott kifejez6dést mutatd géneket
abrazoltuk a jéindulatu daganatokhoz képest. Ez az abraalairasbol valéban nem derdl ki
egyértelmdlen, amiért utdlag is elnézést kérek.

Valaszok Professzor Ur kérdéseire:

1. Mi a magyardzata annak, hogy a mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS kifejezédési
mintdzatdt  real-time  PCR-en alapulé  Tagman  mddszerrel, mig a
phaeochromocytomdkban microarray mddszerrel vizsgdlta? Nem lett volna
célszerlibb mindkét daganatcsoportot ugyanazzal a metodikdval vizsgdlni?

Valasz: MikroRNS expresszids vizsgdlataink megkezdésekor még nem allt rendelkezésre
Agilent platformon mikroRNS expresszios vizsgalatot lehetévé tévé microarray lemez.
Mellékvesekéreg-daganatokon végzett vizsgalatainkhoz ezért els6é generdciés Tagman TLDA
kartyakat hasznaltunk. Az els6é generdacios kartyak hasznalata technikai nehézségek miatt
nem volt kdnny, és a kartya alapjan kivalasztott szignifikdnsan valtozé 14 mikroRNS-bél csak
6 validdldsa sikerillt kilon-kalén Tagman real-time PCR reakcidkban (amiben egyébként
ugyanazon szekvencidju primerek vannak, mint a TLDA kartydn). E sikerességi ardany mas
kutatocsoportok eredményeivel megegyezik [1]. E rossz sikerességi aranyra, valamint a
Tagman TLDA kartydk nagy koltségére is tekintettel, amint a mikroRNS microarray mar
elérhet6vé valt Agilent platformon, a phaeochromocytoma mikroRNS expresszids vizsgalatot
mar ezen végeztik. Az ennek értékelése alapjan kivalasztott 5 szignifikdnsan valtozo
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mikroRNS kozil valamennyi validalasa sikeriilt Tagman real-time PCR maddszerrel. Mindezek
alapjan jobb mddszernek tartjuk a mikroRNS microarrayt és az azt kovet6 real-time PCR
validdlast, és a jov6ben is ezt tervezzik.

2. A phaeochromocytomdk mikroRNS expresszids vizsgdlata sordn a neurofibromatosis
1-ben szenvedd betegek mintdit csak a real-time PCR validadlds sordn vizsgaltak. Miért
nem torténtek e mintdkra is microarray vizsgalatok?

Valasz: E mddszertani |épés magyarazata a vizsgalat eredményeit kozl6 cikk biralati
folyamatabdl kovetkezik. A Modern Pathology folydiratba els6ként benyujtott cikkverzidban
a MEN2, VHL, sporadikus benignus és sporadikus recidivalé phaeochromocytomdk adatai
szerepeltek. A kedvez6nek tarthatoé elsé biralatban hianyoltak a neurofibromatosis 1 betegek
mintait, amit az elsd verzidban azért nem illesztettiink bele, mert csak kevés mintaval
rendelkeztiink. A cikk reviziéban 5 neurofibromatosis 1-es tipusaban szenvedd§ beteg
phaeochromocytoma mintait is beillesztettiik. Microarray vizsgalatot azért nem végeztiink
ezekre, mivel ez egyrészt igen nagy koltségl lett volna, masrészt, és ez még fontosabb, egy Uj
mintakkal végzett ismételt microarray és az Osszes microarray eredmény Uj statisztikai
elemzése mas eredményekre is vezethetett volna, mint az elsé vizsgalatunk, ami a teljes cikk
atirdsat eredményezhette volna. Ezért ugy dontottink, hogy a MEN2, VHL, sporadikus
benignus és sporadikus recidivalé phaeochromocytomakra végzett microarray soran
szignifikdnsan vdltozd és validalt gének expresszidjat vizsgaltuk neurofibromatosis 1-ben
valds idejli PCR maodszerrel. A cikket ezt kovetben elfogadtak.

3. Egyre tébb adat szdl arrdl, hogy a széveti mikroRNS-ek mellett a mikroRNS-ek a
keringésben is kimutathatok. Vannak-e adatok a mellékvese-daganatban szenvedd
betegek keringé mikroRNS-eirél?

Valasz: A keringé mikroRNS-ek vizsgalata az utdbbi évek kutatdsainak egyik legforrébb
teriilete [2]. Mellékvese-daganatokban eddig nem jelent meg kozlemény e témdban.
Kutatocsoportom egyik aktualis témadja a keringd mikroRNS-ek kifejez6désének vizsgalata,
amit az Eurdpai Mellékvesekéreg Kutatd Tdarsasag (European Network for the Study of
Adrenal Tumors) is befogadott, mint kutatdsi irdnyt. Technikailag a plazma mikroRNS-ek
vizsgalata komoly kihivast jelent, mivel koncentraciéjuk sokkal kisebb, mint a szoveti
mikroRNS-eké, és izolalasuk is nehezebb.



4. Milyen lehetdséget lat a szignifikansan eltéré mikroRNS-ek terdpids befolydsoldsdra a
mellékvese-daganatok kezelésében?

Valasz: A megvaltozott expressziot mutatd mikroRNS-ek, mint potencialis terapias célpontok
befolydsolasa intenziv kutatdsok targya [3]. Egyel6re a klinikai onkoldgiai gyakorlatban még
mikroRNS expresszidt befolyasolé kezelést mas daganatban sem vezettek be, bar vannak
reményteli célpontok. A mellékvese-daganatokban még nem ismert olyan mikroRNS, amely
egyértelm( célpontként alkalmas lenne, amiben az is szerepet jatszik, hogy az eddig végzett
kevés mikroRNS expresszids vizsgdlat kozott elég jelent8sek a kilonbségek [4]. Ebben az
eltér6 vizsgalati csoportok, modszerek, statisztikai elemzés kiilonbségei is szerepet jatszanak.
Amennyiben a mikroRNS-ek kisérletes validaldsa egyértelm(ien sikeres, elvileg szébajohetne
a mikroRNS-ek terapias befolyasolasa is mellékvese-daganatokban, igy a tumor szupresszor
hatdsu mikroRNS-ek kifejez6désének fokozdsa vagy az onkogén mikroRNS-ek
kifejez6désének gatldsa révén. Tobb olyan vektor érheté mar el, amely mikroRNS-ek
bejuttatdsara alkalmas lehet. Ennek gyakorlati kivitelezésében azonban szamos probléma var
megoldasra, igy a hatékony szervezetbe juttatas kérdése, a szovetspecificitas problémdja, ill.
a dodzis kérdése. A megfigyelés, hogy a mikroRNS-ek szovetspecifikus hatasuak, vagyis
ugyanaz a mikroRNS egyik szovetben onkogén, mig a mdsikban tumor szupresszor hatdsu is
lehet [5], nagyfoku dvatossagra int szisztémas bejuttatds esetén. Masik nagyon komoly
probléma a bevitt vektor ddzisa. Viralis vektorok esetén komoly probléma lehet, hogy a
termelt pre-mikroRNS vagy mikroRNS-gatlé oligonukleotid telitheti az endogén mikroRNS
érési rendszert, ami az endogén szabalyozd rendszer Osszeomldsdahoz és belathatatlan
kovetkezményekhez vezethet [3]. Mindezek alapjan nem hiszem, hogy a kozeljévében a
mikroRNS-ek terapias célpontok lennének, de hosszutavon mindenképpen szdba johetnek.

5. A hisztamin és a hisztaminnal kapcsolatos gének és fehérjéek mellékvesekéreg-
daganatokban észlelt eltéré kifejezddésével kapcsolatban kérdezem, hogy van-e adat
a mellékvesekéreg-daganatok eltér6 megjelenési gyakorisagarol pl. krénikus
asztmdban szenvedd betegekben?

Valasz: Logikus felvetés lehet eredményeink alapjan, hogy a kronikus allergias korképek, ahol
a hisztamin felszabaduldsa fokozott, 6sszefliggésben lehetnek a mellékvesekéreg-daganatok
megjelenésével. A szakirodalomban azonban nem taldltam olyan adatot, ami ezt a
feltételezést aldtamasztana. Ebben kozrejatszhat egyrészt az, hogy a daganatok kialakulasa
lassu folyamat, masrészt a krénikus asztmds betegek gydgyszeres kezelése, az
antihisztaminok kiterjedt alkalmazdsa révén nemigen taldlhatunk olyan betegcsoportot, ahol
hosszu éveken at fennalld sulyos allergids kérképben szenveddk ne kapnanak kezelést.

6. A RET-gén TGC611TAC mutdcidt hordozd betegben kétoldali phaeochromocytomdra
és primer hyperparathyreosisra dertilt fény. A medulldris pajzsmirigyrdk hianya MEN2



szindromdban a beteg 46 éves kordban bizonydra tényleg ritkasdgszamba megy. A
csaldd tovabbi tagjaiban is hasonld lefolydsu betegséget figyeltek meg?

Valasz: A TGC611TAC RET prootoonkogén mutaciot hordozo né kiterjedt csaladjabdl csak
gyerekei voltak hajlanddk aldvetni magukat genetikai vizsgalatnak. Az értekezés benyujtasa
Ota még egy nagykoru gyermeke volt hajlando vérvételnek aldvetnie magat, és vele 6sszesen
harom gyermekben talaltuk meg a mutaciot. Az érintettekben daganat megjelenését még
nem észleltlik, ami nem tarthaté meglepének, mivel az index esetben is csak 40 éves kora
felett jelentkeztek a tlinetek. Véleménylink szerint a mutdcio lassu progresszidju betegségre
hajlamosithat. Sajnos a beteg testvérei nem hajlandéak sem genetikai, sem klinikai
vizsgalatokon jelentkezni, igy nem tudjuk megitélni, hogy az index esettel hasonld koru
esetleges hordozdkban is hasonld lefolyasu betegség jelenik-e meg.

Még egyszer koszonom Professzor Ur megjegyzéseit és elmélyiilésre alkalmat ado
kérdéseit, és tisztelettel kérném valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2012. szeptember 7.

Tisztelettel:

Dr. Igaz Péter PhD
egyetemi adjunktus
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