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L BEVEZETES

A hormonrendszer daganatainak jelentos része tdarsul monogénes, autoszomdlis domindns modon oroklodo
génhibakhoz. A betegségek kialakuldsaért felel6s mutacidt hordozoé egyének szoros klinikai nyomonkovetésével és az
egyes szindromak esetében preventiv miitétekkel a daganatok kialakuldsa megeldzhetd. A molekularis genetikai
diagnosztikai laboratorium f6 feladatat a betegségért felelos elvaltozasok kimutatasa jelenti. Kutatomunkam elején a
PhD munkam soran elkezdett munkat folytattam, amelynek célja az volt, hogy genetikai vizsgalatokkal beazonositsam a
mutaciot hordozo betegeket és a genotipus-fenotipus Osszefiiggések alapjan a klinikai ellatasban is hasznosithato 1j
adatokat tarjunk fel. Szamos szindroma esetén a betegség-okozo géneltérés pontmutacio, amelyek beazonositdsa
hagyomanyos molekularis biologiai modszerekkel polimeraz lancreakciot (PCR) kovetd bidirekcionalis Sanger DNS
szekvenalassal torténik. Ugyanakkor azonban, a tumorszupresszor gének eltérései lehetnek in. heterozigéta deléciok is
(pl. a VHL, SDHx gének esetén), amelyek kimutatasahoz egyéb specialisabb, kvantitativ meghatarozast is biztosito
modszerek sziikségesek. Ezek bevezetése, validalasa és alkalmazéasa a molekularis genetikai diagnosztikaba szintén
munkdm részet képezte. Az orokletes endokrin daganatok egyik legizgalmasabb tipusa a phaeochromocytoma és
paraganglioma (Phaeo/PGL) daganatok. A daganatok kb. 30%-aért valamilyen orokletes génhiba tehetd feleldssé és
szamos szoros genotipus-fenotipus Osszefliggések is ismertté valtak. Ezek koziil kiemelendd, hogy az SDHB
génmutaciokhoz tarsuld esetekben rendkiviil magas a daganatok malignus elfajuldsa és a terapias lehetéségek erdsen
korlatozottak. A kutatdmunkam soran a Phaeco/PGL gének mutacio analizise, a betegek folyamatos nyomonkovetése a
Semmelweis Egyetem II. Belgyogyaszati Klinika klinikus kollégainak szoros egyiittmiikddésével egy tobb mint 100
betegbdl 4llo adatbazist sikeriilt kialakitani, ami a genotipus-fenotipus Osszefiiggések elemzésében nyujott kivalo
lehetdséget.

Az orokletes tumorszindromak koziil a Multiplex Endokrin Neoplasia 1-es és 2-es tipusai, a von Hippel-Lindau
szindroma és az Ordkletes Phaeochromocytoma/paragangliomak hatterében allo MENI, RET protoonkogén, SDHB,
SDHC, SDHD, SDHAF2 gének, valamint a 2000-es évek masodik felében, az \ij generacids szekvenalassal
beazonositott gének (MAX, TMEM127) vizsgalatat végeztiik el hazai betegekben, ami hozzajarult a hazai betegekben
el6forduld mutéacios spektrum megismeréséhez, valamint a mutaciét hordozé betegekben és csaladtagjaiban a
nemzetkozi ajanlasoknak megfeleld egyénre szabott, célzott diagnosztikai és terapias javaslatok alkalmazasdhoz. A
MEN2 ¢és az Orokletes Phaeo/PGL szindroma kozds eltérése a phaeochromocytoma. Az oOrdkletes endokrin
daganatszindromak jol ismert k6z0s sajatossaga az, hogy még ugyanazt a csirasejtes mutaciot hordozokban is eltérd a
kiilonbdz6 manifesztaciok penetrancidja. Ez arra utal, hogy egyéb tényezOk, akar genetikai, epigenetikai illetve
kornyezeti hatasok is szerepet jatszhatnak ennek befolyasolasaban. Az SDHx gének gyakoribb, de funkcionalis hatassal
biro eltéréseirdl igazolodott, hogy szamos korképben birnak genetikai modosité hatassal. Az SDHx gének gyakoribb
variansainak el6forduldsarol és a MEN2 szindromaban betoltott esetleges szerepiikr6l nem allt rendelkezésre
informacio.

Az orokletes endokrin daganatos korképek ritka betegségek. Ezért, ahhoz, hogy relevans genotipus-fenotipus
Osszefiiggéseket ismerjlink fel sziikséges a nagyobb esetszamu vizsgéalatok elvégzése. Tudoméanyos munkdm egyik
fontos része volt, hogy az Amerikai Egyesiilt Allamok és Nyugat-Eurépa vezetd endokrin kdzpontjaival kollaboraciokat
alakitsak ki, amelyek keretén beliil lehetségilink volt nagy esetszamu betegek vizsgalatara. Ezekbdl szamos tanulmanyt
készitettiink, pontos genotipus-fenotipus 0Osszefliggéseket allapitottunk meg, amelyek hozzajarultak az orokletes
endokrin daganatos szindromakkal kapcsolatos szakmai ajanlasok feliilvizsgalatdhoz és az Ujonnan felismert gének
szerepének tisztazasahoz. Az Orokletes szindromak prevalencidja ismeretlen volt gyermekkorban és nem alltak
rendelkezésre olyan adatok sem, amelyek az orokletes Phaco/PGL-akban az elsé daganat eltavolitasa utan mikor kell
szamitani a kovetkez6 tumor megjelenésére, valamint a kiilonb6z6 génhibaknak mi a hatdsa a progressziora és tulélésre.
A kezelésben egy oOriasi kihivds a mellékvese miitét. Az Ordkletes esetekben mindkét mellékvese érintett lehet.
Ugyanakkor ezeknek a daganatoknak a kezelése a daganatok sebészi eltavolitasat jelenti. Mellékveseveld tumorok
esetében a mitét a mellékvesék teljes eltavolitasat jelenti, ami kétoldali esetekben az élethosszig tartd6 hormonpotlast
vonja maga utan. A mellékvesék eltavolitasa helyett azonban az ijabb sebészi lehetéségek igazoltak, hogy a daganatok
eltavolitasa lehetséges a mellékvesekéreg megtartasa mellett is. Az ehhez a miitéti tipushoz kapcsolodd hosszatava
adatok hianyoztak, igy a kooperacid egyik célja volt 6sszehasonlitani a mitéti technikakhoz kapcsolodd hosszatava
kovetkezményeket.

Az Orokletes korképek mellett az endokrin daganatok zome sporadikus daganat, vagyis
patogenézisilkkben nem azonosithaté oOrdokletes génhiba. Ugyanakkor pl. a mellékvesekéreg daganatok
kialakulasaval kapcsolatban felmeriilt az Un. genetikai hajlamosito tényezok szerepe, mint patogenetikai okok.
Munkam soran a jéindulatu, hormonalisan inaktiv és jobbara véletlenszeriien felfedezett mellékvesekéreg
daganatok kialakulasara, biokémiai és genetikai jellegzetességére fokuszaltam. A munkanak a 6 indikacidjat
az jelentette, hogy ezek a daganatok gyakoriak, az egyéb célbol végzett hasi képalkoto vizsgalatok mintegy 8-
20%-aban keriilnek felismerésre és szamos diagnosztikai és terapias nehézséget jelentenek. Genetikai hatteriik
tisztazatlan, bar mar PhD munkam soran is felmeriilt, hogy a koros gliikokortikoid hatas és a kontrollalatlan
hormonszekrécid szerepet jatszhat patogenézisiikben. Kutatémunkam egyik fontos célja volt a lokalis vagyis a
helyi, a szoveti gliikokortikoid hatdsban prereceptoridlis és receptorilis szinten zajlé gliikokortikoid hatés
elemzése ezekben a betegekben. Korabbi vizsgalataim soran a mellékvesekéreg enzimek bioszintézisében
kulcsszerepet jatszo 21-hidroxildaz enzimet kodold gén, CYP21A2 eltéréseit igazoltam egy és kétoldali
mellékvesekéreg adenémas betegekben, ami megerdsitette, hogy a koros szteroid bioszintézisnek is szerepe
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lehet ezeknek a daganatoknak a kialakulasaban. Kés6bbi munkam soran vizsgalatainkat kiterjesztettiik a

est kodold C4 gén kdzelében helyzekedik el. A CYP21A42 génnek ismert egy vele nagyfoku homoldgiat mutatd

pszeudogénje a CYP21A41. A C4 génnek is két valtozata a C44 és a C4B létezik, amelyek a CYP21 génnekel
egymast kovetve helyezkednek el, egy specialis kromoszoéma szerkezetben, az RCCX modulban, ami egy

kopiaszam valtozast mutatd régid (copy number variation: CNV) része. A CNV-k vizsgalata komplex, a

hagyomanyos molekularis biologiai modszerekkel korlatozattan kivitelezhetd. Ezért munkank soran tobb 1j

metodika kialakitasara és alkalmazasara keriilt sor, amelyek segitségével a teljes CNV régid és ezen belill a

CYP21A2 gén gyakori variansainak a szteroid hormon koncentraciokra gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

A gliikkokortikoid hatas receptorialis szintjének vizsgalata soran a gliikokortikoid receptort (GR) kodold gén
genetikai varidnsait, valamint fehérje izoformait is analizaltuk mellékvesekéreg daganatos betegekben. A GR felelds a
szteroid hatas kozvetitésért. A mellékvesekéreg daganatos betegekben gyakran megfigyelhetd eltérések (elhizés,
cukorbetegség, magasvérnyomas) hasonléak azokhoz, amelyek a fokozott gliikkokortikoid hatds soran is kialakulnak
Cushing szindromas betegekben. A daganatok kétoldali megjelenése valamilyen szisztémas eltérésre utalhatnak. Ezek a
klinikai megfigyelések vetették fel, hogy a mellékvesekéregben a lokalisan termel6dd gliikokortikoidok és a hatas
kozvetitéséért felelds GR-nak szerepe lehet a joindulatu kéregadendomak patogenézisében. A GR-t kodold génnek
szamos olyan variansa ismert, amelyek eltérd receptor affinitassal birnak. Egyes variansok az N363S és az Gn. Bell a
fokozott, mig az ER22/23EK és az un GRp varians a cs6kkent hatassal mutatott 0sszefiiggést. Ezeknek az SNP-nek
mellékvesekéreg daganatokkal vald esetleges asszocidcidirdl kapcsolatban nem allt rendelkezésre irodalmi adat.

A GR-nak tobb izoformaja ismert, amelyek koziil a GRa és a GRf a két leggyakoribb. A fiziologids hatds kozvetitéséért
a GRa a felelds. A GRp izoforma megjelenését Osszefiiggésbe hoztak a gliikokortikoidok iranti rezisztencia
kialakulasaval. Tobb olyan korképben mutattak ki expresszidjanak emelkedését, amelyekben a gliikokortikoidok iranti
rezisztencia is megjelent (pl. szteroid rezisztens asztma, gyulladasos bélbetegség). A GR-hoz kapcsolodod
mechanizmusok vizsgalata soran elsdként igazoltuk a GRp izoforma expresszidjat mellékvesekéregben. Mind a GRa. és
a GRP is fokozott expressziot mutatott a kortizolt termeld daganatokban a normal mellékvesekéreghez képest. A GRf
expresszidjanak megjelenése kortizolt termelé daganatokban felvetette, hogy a GR-nak szerepe lehet az intraadrenalis
gliikokortikoid elvalasztas szabdlyozasaban is, és a GRP, mint egy domindns negativ izoforma szerepet jatszhat az
intraadrenalis gliikokortikoid rezisztencidban. A GRB-r6l bizonyitott, hogy géatolja a GRa hatasat, de ellentmondésos
adatok alltak rendelkezésre arrdl, hogy a géntranszkripciot hogyan szabalyozza. Ennek tisztazasara létrehoztunk egy
stabil sejtvonalat, ami fokozottan expresszalja a GRp izoformat, és ennek felhasznalasaval vizsgaltuk a
géntranszkripciora gyakorolt hatasat, valamint a bélhansejtekben kialakuld szteroid rezisztencia mechanizmusat.

Az orokletes genetikai tényezok talajan kialakuld pathomechanizmusok jol ismertek. A RET protoonkogén egy tirozin
kinaz receptort kodol, ami a MEN2 szindromat okozé mutaciok révén konstitutivan aktivaldodnak. A von Hippel-Lindau
szindromaért felelés VHL gén a hipoxia indukabilis faktor 1o (HIF1a) lebontdsaban szerepet jatsz6 mechanizmusban
vesz részt, ami a gént érintd mutacidk révén karosodik, amelynek kovetkeztében a HIF 1a stabilizalodik. Az 6rdkletes
Phaeo/PGL-mal hatterében all6 SDHx gének a szukcinat dehidrogendz enzim karosoddsa révén mitokondrialis
diszfunkciot eredményeznek. A felhalmoz6dd szukcinat gatolja a prolil-hidroxilaz enzimeket (PHD), pl. a 2-es tipusu
PHD-t, ami a HIFla hidoxilalasat végzi. SDHx muticiok kdvetkeztében a szukcinat akkumulalodik és a HIFla
stabilizalodik (pszeudo-hypoxia mechanizmus). SDHx mutaciokhoz tarult Phaeo/PGL tumorszdvetek génexpresszios
mintazata hasonlitott a VHL mutaciokhoz tarsult Phaeo-kban igazolt mintazatokkal, ami megerdsiti ennek a
mechanizmusnak a szerepét az SDH mutaciokhoz tarsult daganatokban. Ugyanakkor a hormondlis rendszer sporadikus
eldfordulasu daganataiban zajlo molekuldris mechanizmusok kevésbé ismertek.

A sporadikus eléfordulasi daganatokban tobb tumortipus esetében igazoltak a kis RNS-ek, a mikro-RNS-
ek altali szabalyozas szerepét a daganatok patogenézisében. Ezek az adatok a mikro-RNS expresszid vizsgalatokbol
eredt, amelyekkel megvaltozott mikro-RNS expressziot mutattak ki a daganatok és a normalis szovetek kozott. A 20-24
nukleotid hosszusagl kis RNS-ek (mikro-RNS-ek) a génexpressziot posztranszkripcidos modon szabalyozzak azaltal,
hogy képesek kotédni a fehérjéket kodold géneket kodold hirvivé RNS-eihez (mRNS) és a mikro-RNS-mRNS
interakci6 révén gatoljak a transzlaciot vagy az mRNS-ek lebontasat okozzak. A kiilonbdzo szovetekben és kiilonbozo
¢lettani folyamatok soran is a mikro-RNS-ek expresszios mintazata dinamikusan valtozik. A mikro-RNS kutatas nem
allhat meg a beazonositott mikro-RNS-ek szintjén, hiszen a kdrosan felszaporodott vagy akar a koérosan csokkent
expressziot mutaté mikro-RNS-ek bioldgiai hatasainak kimutatdsdhoz sziikségesek egyéb, pl. génexpresszids, fehérje
expresszios vagy in vitro funkcionalis vizsgalatok is. A relevans bioldgiai hatas igazolasara komplex vizsgalatokra, Un.
nagy dteresztoképességii modszerekkel kapott eredmények integralasara, bioinformatikai adatfeldolgozasra majd in
vitro funkcionalis vizsgélatok egyidejii elvégzésére van sziikség. A mikro-RNS-ekhez kapcsolddo egyik legjelentésebb
probléma az adott mikro-RNS-hez taroz6 cél mRNS-ek azonositasa. A mikro-RNS-ek potencialis célgénjeinek
azonositisahoz (target predikcié) un. predikcios algoritmusokat hasznalnak. Altaliban ezek az algoritmusok tobbféle
adat alapjan becsiilik meg a potencialis kapcsolatot, de fontos megjegyezni, hogy egy mikro-RNS-hez t6bb ezer célgén
is prediktalhato.

Kutatdbmunkank soran a mikro-RNS-ek szerepét hipofizis adenomakban vizsgaltuk. A hipofizis daganatok tobbnyira
sporadikus megjelenésiick, minddssze 5%-ban jelentkeznek familidris formdban. Kialakuldsukban hipotalamikus és
hipofizis eredetii okokat feltételeznek. A primer molekularis biologiai elvaltozasra utal az a megfigyelés, hogy a legtdbb
sporadikus adenoma monoklonalis, de feltételezhetd, hogy a primer defektus kialakuldsa utan a daganatos sejtklonok
ndvekedésében szerepet jatszanak a hipotalamusz feldl érkezé stimulusok is. Vizsgalataink egybeestek a molekularis
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biologiai modszerek rohamos fejlédésével. A hagyomanyos molekularis biologiai modszerek mellett az utdbbi években
el6térbe keriiltek az Un. nagy ateresztOképességii technoldgidk hasznalata. A teljes genom gén és mikro-RNS
expresszid, valamint ezen adatok integralasaval és bioinformatikai feldolgozasaval olyan biologiai folyamatok
kertilhetnek beazonositdsra, amelyek a korabbi egy-egy gént, molekulét célz6 vizsgalatokkal rejtve maradtak. Hipofizis
vonatkozasadban a mikro-RNS-ekre vonatkozdan a ndvekedési hormont és ACTH-t termeld tumorok esetében voltak
elézetes eredmények. Ezek igazoltak, hogy a hipofizis gazdag mikro-RNS-ekben. Ugyanakkor a leggyakoribb tumor
tipus esetében (a hormont nem termeld, inaktiv hipofizis adenéma, non-functioning pituitary adenoma: NFPA) nem volt
ismert a mikro-RNS-ek szerepe.

A hipofizis daganatokban beazonositott mikro-RNS-ek, valamint a kutatocsoport korabbi, mellékvesekéregrakban
igazolt mikro-RNS mintazata a sejtciklus szabalyozasara utalt. A sejtciklus az eukaridta sejtek ismétlédé novekedési és
osztddasi folyamata, amelynek soran orokitéanyaguk megkettdzddését kdvetden — optimalis esetben — két leanysejtre
osztddnak. Ez egy szigortan szabalyozott folyamat, melynek soran az egymast kovetd egyes fazisok felkészitik a sejtet
a sikeres megkett6zddésre, ami a ndvekedés, fejlodés és differencialodas eldfeltétele. A sejtciklus optimalis miikodését
harom ellenérzépont biztositja; a restrikcids ponton atjutva exogén és endogén szignalok ereddjeként kotelezddik el a
sejt a “minden-vagy-semmi” elve alapjan az osztddas iranyaba. A DNS sikeres és hibatlan megkett6z6dése az
elofeltétele a G2/M ellenérzépont sikeres atlépésének. Megvaltozott sejtciklus dinamika a daganatos sejtekre jellemzd.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a sejtciklust hajté ciklinek és ciklin-dependens kinazok (CDK) fokozott, mig a
ciklin-depenens kinaz inhibitorok (CDKI) és egyéb tumorszuppresszor gének csokkent kifejezédése figyelheté meg a
daganatokban az ép szovetekhez képest. Tumorszuppresszor mikro-RNS-ek elvesztése és az un. onkomiR-ek
felszaporodasa a daganatokban a sejtciklus felgyorsulasat, a proliferacié fokozasat eredményezi. Kutatdmunkank soran
megfigyeltiikk, hogy a hormonrendszer daganatai koziil a sporadikus hipofizis adenémaban és mellékvesekéreg
karcindémaban is a megvaltozott expressziot mutatd mikro-RNS-ek olyan géneket céloznak, amelyek a sejtciklus
szabalyozasaban jatszanak kritikus szerepet.

A sejtciklus transzkripcids programjanak vizsgalata bonyolult feladat, hiszen kezeletlen sejttenyészetekben a
kiilonb6z6 sejtek aszinkronizaltan, a sejtciklus kiillonboz6 fazisaiban vannak, igy nativ sejttenyészetek expresszios
vizsgalataval nem tudunk betekintést nyerni a sejtciklusfliiggd transzkripcidés programba. Ezért a sejtciklusfiiggo
transzkripciés program jellemzéséhez olyan sejtcsoportok sziikségesek, melyek azonos fazisokban vannak. Ennek
elérésére kiillonboz6 kezelések hasznalatosak: szinkronizalds, mitotikus lerdzas, centrifugalis iilepités és aramlasi
citométerrel torténd szortolas. Ugyanakkor ezek a kezelések az alap transzkripcids programot is befolyasolhatjak, igy az
eredmények csak korlatozottan reprezentaljak a nativ sejtciklusfiiggd expresszidvaltozast. Kutatdbmunkank soran az
egyik fontos feladat volt olyan vizsgaldo modszer kidolgozasa, amivel a sejtciklus fazisai szerint tudunk elegendé szamu
sejtet nyerni, amelyekbdl megfelelé6 mennyiségii RNS-t lehetett izolalni teljes genomos vizsgalatokhoz. A mikro-RNS-
ek expresszidinak dinamikus, sejtciklusfiiggd modon torténd modjarél nem alltak rendelkezésre adatok. A
sejtvalogatasos modszer felhasznalasaval nyert sejtekben tobb nagy ateresztoképességli molekularis bioldgiai modszert
haszndlva a vildgon els6ként vizsgaltuk a mikro-RNS expresszid sejtciklus—dependens valtozasait normalis és
daganatos sejtekben.

A stabil kifejezodést mutatd mikro-RNS-ek alkalmasnak tiinnek biomarkerként torténd alkalmazasra. A
hormonrendszer daganatai koziil a mellékvesekéregrak egy rendkiviil rosszindulati daganat, amelynek felismerése és
kezelése is oriasi kihivast jelent. A kutatocsoportunk korabbi munkai sordn tobb olyan mikro-RNS-t is talalt,
amelyeknek az expresszidja a rakban magasabb volt mint az ép szovetben és expressziojuk mérése felvetette
biomarkerként torténé alkalmazasukat. Ezek koziil a mikro-RNS-ek koziil szdmos a keringésben is jelen van.
Ugyanakkor a mellékvesekéregbdl torténd kiliriilésiikben a hormonhatasok szerepet jatszhatnak. A mellékvesekéreg
daganatok laboratoriumi kivizsgalasa soran szamos stimulacids endokrin vizsgalatra is sor keriil, ami befolyasolhatja a
mellékvesekéregbdl iiriilé mikro-RNS-ek mennyiségét is. A keringésben jelen 1év6 mikro-RNS-ek meghatirozésa sordn
a preanalitikai és analitikai tényezOk egységesitése sziikséges. Munkam soran a mellékvesekéregrak esetében felmeriilt
keringd mikro-RNS-ek vizsgalatara fokuszaltam.

Osszekapcsolva a genetikai, orokletes muticiokhoz kapcsolodd pathomechanizmust az epigenetikai
szabalyozassal vizsgalatot végeztiink mellékpajzsmirigy adendémakban is. A MENI1 szindroma vezetd tiinete a
mellékpajzsmirigy adenéma. Ugyanakkor szomatikus MENI mutéaciokat azonositottak a sporadikus mellékpajzsmirigy
daganatok kb. egy harmadaban is, ami alatamasztja a MEN] kritikus szerepét ezekben a daganatokban. A MEN] altal
kédolt gén a menin tumorszuppresszor fehérjét kodolja, a daganatképzddés a Knudson féle két {ités elmélet szerint
kovetkezik be. MEN1 szindroémaban a daganatok kialakuldsaért a MENI gén csirasejtes mutacidja utdn a szdvetben
bekdvetkezé normalis allél elvesztése, mutacidja vagy egyéb uton bekdvetkezd géncsendesitése sziikséges a tumor
kialakulasahoz. Ezeknek a folyamatoknak az eredménye a menin fehérje hidnya a MENI-hez tarsult esetekben. A
a MENI szindromahoz tarsul6 €s a sporadikus mellékpajzsmirigy adenomakban a potencialisan MENI 3’UTR-t célzo
mikro-RNS-ek expresszioja.
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2. CELKITUZESEK

I. Orokletes endokrin tumorszindromakért felelés genetikai eltérések beazonositisa a hazai beteganyagban:

1.
2.

3.
4.

&

10.

11.

A RET protoonkogén mutacidk geno-fenotipus Osszefiiggései MEN2 szindromaban

A VHL gén eltérések vizsgalataval beazonositani a hazai von Hippel-Lindau szindromaban szenvedd
betegeket

A VHL gén Ser80lle és a Pro25Leu variansok patogenetikai szerepének tisztazasa

A phaeochromocytomara és paragangliomara hajlamositd géneltérések koziil a szukcinat dehidrogendz
enzim (SDH) alegységeit kodolo gének (SDHB, SDHC, SDHD: SDHx gének) és a TMEM 127 mutacionak
hazai feltérképezése

Az SDHx gének aminosavcserével jard génvaridnsok fenotipust médositd szerepének tisztazdsa MEN2-s
betegekben

Bemutatni az egyiittesen eléfordulé SDHC és PTEN mutaciokkal tarsult klinikai fenotipust

Feltérképezni a csirasejtes SDHx variansok hatdsat Cowden és Cowden-szerti szindromaban szenvedd
betegekben

A szukcindt hatasainak Osszegzése a tumorigenézisben, 0 jelatviteli mechanizmusok megismerése
céljabol

A MENI szindroméért felelés MENI mutaciok beazonositdsa és a tarsult fenotipus tisztdzasa hazai
betegekben

MENI1 szindréméban el6fordulé mellékvesedaganatok és a menin és interakcios partnereinek szerepe a
mellékvesekéreg daganatok patogenézisében, a menin dinamikus interakcidnak bemutatasa a
tumorigenézisben

Nemzetkozi egyiittmikodés keretén beliil ) genotipus-fenotipus Osszefliggések feltarasa MEN2 és
orokletes Phaco/PGL-akban

II. A helyi (szoveti) hormonhatasban szerepet jatszo fehérjéket kodolé gének: a 21-hidroxilazt kodolé gén
(CYP21A42) és a gliikokortikoid receptort kédolé gén (GR) gyakori variansait célzé vizsgalatokkal az alabbi
specifikus kérdéseket vizsgaltam:

12.
13.
14.

15.

A GR N363S variansanak szerepe joindulata mellékvesekéreg adenomak patogenézisében

A GR gén Bcll polimorfizmus kimutatasara kidolgozni egy olcsé és gyors PCR alapi médszert

A (4B gén kopiaszamanak hatasa az ACTH stimulaciot kovetd kortizol valaszra joindulato
mellékveskéreg adendmas betegekben

A CYP21A2 gén gyakori génvaridnsok Osszefiiggnek-e a keringésben mérhetd mellékvesekéreg hormon
koncentracidkkal

III. A hormonrendszer daganataiban zajlo molekuldris mechanizmusok vizsgilatiban a kévetkezé
célkitiizéseket fogalmaztam meg:

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.
24.

25.

26.

27.

Hogyan lehet integralni a kiilonb6z6 szintekrél (RNS, DNS és fehérje) szarmazo nagy ateresztoképességii
madszerrel kapott mérési eredményeket és hogyan lehet ezeket funkcionalisan validalni?

A GR-t kodold gén izoformai expresszalodnak-e a mellékvesekéregben és a hormont termeld
daganatokban?

A mellékvesekéregben miikodik-e periférids 6ra és a GR izoforméknak van-e szerepe ennek a
szabalyozasaban?

Mi a szerepe a GRp izoforménak a géntranszkripcidban?

Kiilonbozik-e a mikro-RNS expresszidos mintdzat hipofizis daganatokban, és milyen jelatviteli utak
érintettek altaluk?

A daganatokban fokozott expressziot mutatd mikro-RNS-ek szabalyozzak-e a sejtciklus G2/M atmenetben
szerepet jatszo0 WEE1 kinazt?

Vannak-e egyéb gén-mikro-RNS interakciok, amelyek a G2/M atmenetet szabalyozzak hipofizis
adendmakban?

Milyen mikro-RNS-ek vesznek részt a TGFp jelatviteli ut szabalyozasaban?

Hogyan lehet gyogyszermentesen vizsgalni a sejtciklusfiiggd ingadozast mutaté gén és mikro-RNS
expressziot? Milyen a mikro-RNS expresszio a sejtciklus fazisaiban?

Van-e olyan fehérje, amelyek sejtciklus dependens modon expresszalodik és a mellékvesekéregrakban
prognosztikai vagy terapias marker lehet?

kivizsgalasa soran hasznalt dinamikus endokrin tesztek?

Milyen a menin expresszid6 MENI1-hez tarsult és sporadikus mellékpajzsmirigy adenomakban? Milyen
szerepe van szindromas és sporadikus mellékpajzsmirigy adenémékban a MEN1 3° UTR-t célzd
mikroRNS-eknek?
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.2.
3.2.1.

BETEGEK ES MODSZEREK
Betegek és egészséges egyének

Orokletes endokrin tumorszindrémékban szenvedd betegek

Az drokletes endokrin tumorszindromakban szenvedd betegek genetikai kivizsgaldsa a Semmelweis Egyetem
I1. sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrinologiai Genetika Laboratériumaban torténik. PhD munkam soran
keriilt sor a laboratorium kialakitasra, ami azota is folyamatosan miikddik. A betegek genetikai tanacsadast
kovetden Beleegyezé Nyilatkozatot irnak ala, majd periférias vérmintavételezés torténik. Valamennyi human
mintan végzett vizsgalathoz érvényes engedéllyel rendelkeztiink az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsagatdl és minden résztvevd beteg és hozzatartozo esetében a genetikai
vizsgélat végzéséhez beleegyezd nyilatkozat aldirasa utan keriilt sor mintavételezésre.

A Multiplex Endokrin Neoplazia 2-es tipussal diagnosztizalt betegek koziil az elsé vizsgalatban 18 csaladbol
40 orokletes medullaris pajzsmirigyrakos (MTC) beteg elemzésére keriilt sor. A masodik vizsgéalatban,
amelynek soran az SDHx génpolimorfizmusok fenotipus modositd hatasat elemztilk sszesen 77 csirasejtes
RET mutaciét hordozdé MEN2 szindromaban (55 MEN2A), 48 sporadikus MTC, 48 sporadikus
Phaeochromocytomas (Phaco) beteg vizsgalatara keriilt sor. A sporadikus MTC és sporadikus Phaeo/PGL
betegek esetében a RET és a Phaeo/PGL gének vizsgalata negativ eredményt mutatott.

A hazai VHL betegségben szenvedok feltérképezése soran Gsszesen hét csalad 35 tagja valamint a Ser80Ile
mutéacioé elemzése soran 1 csalad 32 tagjanak vizsgélatara keriilt sor. Az SDHx, TMEMI127, MAX gének
vizsgalata 82 latszolag sporadikus Phaeco/PGL-s betegekben tortént meg.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban végzett kutatomunkam soran Gsszesen 375 PTEN mutacié negativ Cowden
szindroma (CS) vagy Cowden-szindromara emlékeztetd (CS-szerll) beteg genetikai vizsgalataban vettem részt.
Itt ismertiik fel a mindezidaig egyetlen olyan beteget, aki PTEN és SDHC mutaciot is hordozott.

A SE II. Belgydgyaszati Klinikan MEN1 szindroma miatt kezelt és vizsgalt 19 csalad 32 betegében végeztiik
el a MENI gén vizsgalatat.

Sporadikus, jéoindulatii mellékvesekéreg adenémaval diagnosztizalt betegek

A SE II. Belgyogyaszati Klinikdn gondozott joindulati mellékvesekéreg adendmas betegek koziil munkam
soran 99 egyoldali, 44 kétoldali mellékvese adendmas, 100 2-es tipust diabetes mellitusban szenvedd beteget
¢és 102 populacids kontroll egyént elemeztiink a GR_génvariansok vizsgalatahoz. Az Gsszes betegnél részletes
klinikai és hormonalis kivizsgalas tortént, amely valodi és szubklinikai Cushing szindromat,
phacochromocytomat, primér aldoszteronizmust és hyperandrogenizmust kizart. Az egyoldali mellékvese
daganatos betegek koziil 32 betegben tortént féloldali adrenalectomia a tumor 4 cm-nél nagyobb mérete, vagy
a kovetés soran észlelt daganat-novekedése miatt. 27 betegben allt rendelkezésre a szovettani diagndzis
eredménye, amely 23 betegben mellé¢kvesekéreg adenomat, 2 betegben microadenomatosus hyperplasiat, egy
betegben atipusos kéregadenomat, egy betegben pedig mellékvesekéreg adenomat mutatott csont
metaplasiaval. A 102 kontroll személyben és a 100 2-tipusu diabetes mellitusban szenvedd betegben a HPA
tengely mitkodés zavaranak semmilyen klinikai jelét nem észleltiik.

A mellékvesekéreg adenomas betegek koziil 77 esetben voltak meg az alap és ACTH-stimulalt kortizol értékek
igy a C4B gén kdpiaszamanak valamint a CYP21A42 gén gyakori variansainak hatasat ezekben a betegekben
tudtuk vizsgalni.

Hormonvizsgalatok

Vizsgalataink soran valamennyi mellékvesedaganattal vagy hipofizis daganattal diagnosztizalt és kezelt beteg
részletes hormonalis kivizsgaldson esett at. A szérum szteroid hormonok mérésében a 2002-es NIH
konszenzus ajanlas volt. Mértiik a reggeli (8 és 9 dra kozott), éjféli illetve alacsony dézisti dexamethason
szupresszios tesztet kovetd szérum kortizolszinteket, az ACTH alap és metyrapon kezelést kdvetden, a
kortikoszteron, dezoxikortikoszteron ¢s dehidroepiandroszteron-szulfat koncentracidkat, valamint a 17-
hidroxiprogeszteron koncentracidkat alap és CTH-stimulacié utdn. A kortikoszteroid koncentracidkat a
Semmelweis Egyetem AOK II. sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrin Laboratériumaban kifejlesztett nagy
specificitast radioimmunassay modszerekkel hatdroztuk meg (136-138 Vécsei) vagy elektrokemilumineszcens
immunoassay-vel végeztiik (Elecsys, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) a gyartd eldirdsainak
megfelelden. Vizelet és plazma metanephrin szint meghatarozasa mellett a hypertonids betegeknél szérum
natrium, kalium és aldoszteron/renin mérés is tortént.

Daganatsziovetek

Hipofizis daganatok

Osszesen 137 (107 NFA, 15 GH-termelé adenoma PRL termeléssel vagy a nélkiil /GH+PA/ és 15 ép szdvet
/NH/) hipofizis szovetminta keriilt feldolgozasra. Az adenoma szoveteket transsphenoidealis miitéttel
tavolitottak el az Orszdgos Idegsebészeti Tudoményos Intézetben. A betegek a vizsgalatrol teljes kort
informaciot kaptak és ezt kovetden beleegyezd nyilatkozatott irtak ald. A daganatok osztalyozasa a betegek
klinikai paraméterei, hormonleletei és az eltavolitott adenomék patologiai vizsgalata alapjan tortént. A rutin
szOvettani vizsgalat, a hipofizis mellsé lebeny hormonok immunhisztokémiai vizsgalata és a MIBI
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3.2.2.

3.2.3.

3.3.

3.3.1.

3.3.2.

proliferacios marker meghatarozasa a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd
Intézetében tortént.

Mellékvesekéregrak szovetmintai

A ribonukleotid reduktaz 2-s alegységének (RRM2) a mellékeveskéreg karcinomak proliferacios aktivitasanak
fliggvényében vald kifejez6dését 12 human mellékvesekéreg-karcindma szdvetmintdn vizsgaltuk. A
vizsgalatra kivalasztott, a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében Orzott,
formalinban fixalt, paraffinba agyazott daganatok korabbi, rutin szdvettani diagnoézisa megerdsitette a
mellékvesekéreg-karcindma diagnozisat.

Mellékpajzsmirigy daganatok
A menin expressziot és a MENI 3’ UTR-t célz6 mikroRNS-ek kifejez6dését sszesen 56 mellékpajzsmirigy
szovetben hataroztuk meg. Az 56 szovetminta koziil 40 sporadikus mellékpajzsmirigy adenoma és 16 MEN1
szindroémaban szenvedd betegbdl eltavolitott daganatszovet volt. A miitétek a Semmelweis Egyetem I. sz.
Sebészeti Klinkajan torténtek. A szovetek hisztopathologiai feldolgozasat a Semmelweis Egyetem II. sz.
Patologiai Intézetében végezték.

Molekularis genetikai médszerek

Orokletes genetikai eltérések vizsgilatahoz alkalmazott médszerek

Az orokletes tumorszindromakban valamint a genetikai asszociacios vizsgalatokhoz genomialis DNS-t
izolaltunk kereskedelmi forgalomban kaphato kittekkel (Roche DNA Isolation for Mammalian Blood, és
Qiagen DNA Isolation kit). A mutaciok analizise specifikus primerekkel végzett PCR soran amplifikalt DNS-
szakaszok direkt szekvenalasaval tortént. A dolgozatban minden gén vizsgalatdhoz alkalmazott primereket
tablazatos formaban bemutatasra keriiltek.

Az un. nagy delécidk kimutatasara multiplex ligdcids proba amplifikdciét (MLPA) is bedllitottunk. A mddszer
elve az, hogy a célgén DNS-¢hez komplementer DNS-proba fog kapcsolddni. A hibridizdlashoz a probat
kettéhasitott allapotban adjuk a denaturalt, szolubilis DNS-hez, majd ligaz segitségével az illeszkedd végeket
Osszekapcsoljak. A ligdz csak kettds szali DNS esetén, a proba és a denaturdlt DNS pontos
Osszekapcsolodasakor miikodik. Munkam soran a VHL, SDHx gének hemizigéta eltéréseinek kimutatdsaban
alkalmaztam ezt a modszer.

A sporadikus eldforduldsu mellékpajzsmirigy daganatokban a MEN] gén szomatikus mutacidinak a
vizsgalatdhoz 4 darab 20 pum vastagsagu formalin-fixalt paraffinba agyazott metszetbdl, ReliaPrep FFPE
gDNA Miniprep System (Promega) kittel izolaltuk a DNS-t. A DNS fragmentaltsdga miatt, a csirasejtes
mutécio6 vizsgalathoz hasznalt primerek helyett 0j, altalunk tervezett primereket hasznéaltunk. A PCR reakciot
kovetd PCR termék tisztitasa és a Sanger-féle szekvenalds megegyezett a csirasejtes mutacio vizsgalatakor
hasznalt modszerekkel.

A C4B és a CYP21A42 gének kopiaszam és a CYP21A42 gén szekvenalasa

A C4 és CYP21A42 gének kopiaszdm meghatarozasat kvantitativ valos idejli PCR-el végeztik el. A C44 ¢és
C4B gének kopiaszama kiilon reakcidelegyben keriilt meghatarozasra. A reakcioelegyben a szensz primer
( Forward: 5' GCAGGAGACATCTAACTGGCTTCT 3") ¢és a reverz (5 CCGCACCTGCATGCTCCT 3"
primerek mellett TagMan Universal PCR Master Mix és 50 ng genomidlis DNS volt. A C44 specifikus
TagMan proba VIC jelolésti (5" VIC-ACCCCTGTCCAGTGTTAG-MGB 3'; MGB: minor groove binding
non-fluorescent quencher), mig a haztartasi gén FAM-jelolésti volt. A referencia gén az RNase P Detection
Mix (ABI Cat.No. 4316831) volt. A masik cs6ben a C4B specifikus Taq-Man proba volt FAM jelolést (5'
FAM-ACCTCTCTCCAGTGATAC-MGB3') és az RNase P volt VIC-el jelolve (RNase P Detection Mix; ABI
Cat. No. 4316844). A reakcid végtérfogat 25 pl volt.

A CYP21A42 gén vizsgalatahoz tobb ij mddszert fejlesztettiink. Ezek koziil a legfontosabb az tn. long range
PCR alapt haplotipizalas, amihez a teljes RCCX modul amplifikaciojat el kellett végezni. A CYP21A42 gén
koépiaszam meghatarozashoz a CYP21A2-F: GACCTGTCCTTGGGAGACTACT ¢és a CYP21A2-R:
CCTCAGCTGCATCTCCACGA oligonukleotid primereket hasznaltuk. A CYP2142 génre specifikus
szekvenalasokhoz a templatot CYP21A2-re specifikus nested PCR-el hoztuk létre. A CYP21A42 gén 2.
intronjanak szekvenalasaval a teljes CYP2/42 gén karakterizalhatdo volt. Az ehhez hasznalt primerek
szekvenciagja a kdvetkez6 wvolt: SEQ 12F: GGCAGACTTTGCTGGCAGACCT ¢és SEQ _16R:
AGAACTCCTGGGTCAGCTGCTC. PhD munkdm elején a CYP2142 gén klinikai szempontbol
legjelentdsebb mutacioit (8 bp. delécio, 1172N, exon 6 cluster, p.V281L, p.L307insT, p.Q318* és p.R356W)
allél-specifikus PCR-el hataroztam meg. Minden Sanger szekvenalast BigDye Terminator Sequencing Kit v3.1
(Applied Biosystems) reagenssel készitettiik. A szekvenalasi reakciok kapillaris elektroforézisét ABI 310 vagy
ABI31000 tipust szekvenatorokon futtatuk (Applied Biosystems). A CYP2/A42 intron 2 haplotipusok
felallitasahoz a PHASE software v2.1.1-et alkalmaztuk. Hardy-Weinberg equilibrium tesztelését Arlequin v3.5
szoftverrel, a kapcsoltsagi vizsgalatokat DnaSP v5.10.01 szoftverrel, vizualizacidjat Haploview v4.2
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programcsomaggal végeztiikk el. A teljes vizsgalati protokollt és az Osszes primer szekvenciajat a dolgozat
tartalmazza.

A gliikokortikoid receptor (GR) génvariansok vizsgalata

A GR gén N363S polimorfizmus vizsgalatara 0j modszert dolgoztunk ki, ami a kordbban alkalmazott
restrikcios fragment hosszpolimorfizmus (RFLP) modszert valtotta ki, egy enzimemésztést és egy agardz
elektroforézis koltségét takaritva meg. A modszer soran uj allélspecifikus reverz primereket terveztiink,
amelyek a  3’-végeken  talalhatdé  nukleotidban  térnek el  egymastol: 336W: 5’-
ATCCTTGGCACCTATTCCAAT-3’; 363M-5’-ATCCTTGGCACCTATTCCAAC-3’. A PCR elegyben a
forward primer (2/4F: 5’-CCAGTAATGTAACACTGCCCC-3’) 0,5 umol/l koncentracidoban volt jelen, a nem
specifikus reverz primer (2/4R: 5’-TTCGACCAGGGAAGTTCAGA-3’), illetve az egyik allélspecifikus
reverz primer (363W vagy 363M) pedig 0,25 umol/l koncentracidban. Az uj reakcioval nyert PCR termék
minden esetben tartalmazott egy 357 bazispar méretli fragmenst, amely bels6 kontrollként szolgalt, valamint a
specifikus primer altal felismert szekvencia jelenléte esetén (363W — aszparagin, 363M - szerin) egy

allélspecifikus 306 bazispar méretli fragmenst.

A GR génexpresszios vizsgialata

GRa és GRB mRNS-ek mennyiségét kvantitativ valosidejii PCR-rel hataroztuk meg. A GRa és GRB izoformak
kiilonallo detektalasara primereket és probakat terveztiink; GRa (Genebank azonositészdm: X03225) és GRS
(Genebank azonositoszam: X03348). A GRo amplifikalasa a kovetkezd primerekkel tortént: GRaF, 5°-
AACTGGCAGCGGTTTTATCAA- 3’ és GRaR, 5’- TGGAAGCAATAGTTAAGG-AGATTTTCA-3’. A
TagMan proba szekvencidja: FAM-CCACTTCATGCATAGAATCCAAGAGTTTTGTCA-TAMRA. A GRS
amplifikalasa a kovetkezd primerekkel tortént: GRBF, 5>~ AACTGGCAGCGGTTTTATCAA-3’ és GRBR, 5°-
TGTGAGATGTGCTTTCTGGTTTTAA-3’, a TagMan préba szekvenciaja: FAM-
CATAACATTTTCATGCATAGAAT-CCAAGAGTTTTGTCA-TAMRA. A primer parok jelolése FAM és
TAMRA festékekkel tortént (Genosys, Sigma).

A circadidan génexpresszio vizsgalata H295R mellékvesekéreg sejtvonalban

H295R sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s médium és Ham’s F12 Nutrient Mixture 1:1 aranya keverékében
tartottuk fent, melyet 15mM HEPES-sel, 6,25pg/ml inzulinnal, 6,25pg/ml transzferrinnel, 6,25ng/ml
szeleniummal, 1,25mg/ml borji szérum albuminnal (BSA), 5,35ug/ml linolénsavval és 2,5% Nu-szérummal
egészitettiik ki. Szérum sokk kisérletekben a sejteket 24 oOras szérum éheztetést kovetden 30% Nu-szérumot
tartalmaz6 tapfolyadékban inkubaltuk 2 6ran keresztiil, majd aktiv szénen atsziirt Nu-szérumot tartalmazé
tapfolyadékba helyeztiik at. A GRa kisérletekben a sejteket 24 oras szérum éheztetést kovetéen aktiv szénen
atsziirt tapfolyadékba kertiltek és vivoanyaggal (0,01% etanol), 100nmol DEX-zal, 1pmol RU486-tal vagy
100nmol DEX ¢és lumol RU486 kombinacidjaval kezeltiik. A metyraponnal (100umol) vagy metyrapon
(100pmol) és RU486 (1umol) kombinacidjaval torténd kezelés soran a sejtek eldkezelése a fentebb részletezett
moédon tortént. A kezelések utan 36 oraval bezardlag 16 idépontban keriiltek a sejtek begylijésre, igy a
napszaki ingadozashoz sziikséges idGintevallumok biztositasra keriiltek.. Minden kisérletet harom fiiggetlen
bioldgiai mintan végeztiik el.

Gliikokortikoid receptor béta izoformat (GRp) expresszalé sejtvonal létrehozasa

Caco-2 ¢és Caco-2GRS sejteket Minimum Essential Médiumban tartottam fenn, melyet 10% f6talis borju
szérummal (FBS), 1mM natrium-piruvattal, 0,ImM nem-esszencialis aminosavakkal ¢é&s 1%
penicillin/sztreptomycinnel egészitettem ki. A GRB klonozéasa a GRa izoformabol tortént, a kdzos a- régiot
célz6 szenz oligonukleotid primer és a GRB szekvenciajara specifikus antiszenz primer segitségével. A PCR
fragmentumokat pcDNA3.1 vektorokba klonoztuk. A plazmidok bazissorrendjét direkt DNS szekvenalassal
ellendriztiik. A Caco-2 sejteket FuGene Transzfekcidos Reagens hasznalatdval GRB-t tartalmazé plazmiddal
vagy tres pcDNA3.1 plazmiddal transzfektaltam a gyartd hasznalati utasitdsainak megfeleléen. A klonalis
szelekcid neomycin kezeléssel tortént.

A sejtciklus dependens gén és mikro-RNS expresszio vizsgalatban hasznalt sejttenyészetek

Ebben a vizsgalatban munkankat human primer sejtenyészeten (bérfibroblaszt — human dermal fibroblast from
adult — HDFa, Gibco, Life Technologies) és sejtvonalakon (hormontermeld mellékvesekéreg-karcinoma
sejtvonal — NCI-H295R és méhnyakrak sejtvonal — HeLa, American Type Culture Collection — ATCC)
végeztiik a forgalmazo protokolljainak megfelelden. A kiilonbozd kezelések, aramlési citométeres mérések az
adott kisérlet soran részletes bemutatasra keriiltek.

Nagyateresztoképességii mRNS és mikro-RNS expressziés mérések

A GRp géntranszkripcioban valamint a gliitkokortikoid érzékenységben betdltott szerepének vizsgalata soran
Caco-2 és Caco-2GRS sejteket 100 nmol DEX-al vagy vivoanyaggal 8 orat kezeltik. A mintdkbol RNS
izolalast kovetben a teljes genom mRNS expresszid mérése Agilent44K cDNS microarray-en tortént. A
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méréseket és az eredmények értékelését Agilent DNA Microarray Scanner and Feature Extraction 9.5.3.
programmal végeztiik. A microarray adatok tovabbi feldolgozasa Genespring GX 12.5 program segitségével
gyari beallitasok mellett tortént.

A sejtciklus soran bekovetkezo génexpresszios microarray vizsgalatokhoz 100 ng szortolt G1, S és G2 fazisu
HDFa, NCI-H295R és HeLa sejtekbdl szarmazo RNS-t hasznaltunk. Osszesen 24 mintét vizsgaltunk (2 vagy 3
bioldgiai parhuzamos sejtenként és fazisonként) Agilent whole human genome 4x44K microarray lemezeken
(Agilent Technologies) a gyartd protokolljainak megfelelden. Az adatok kiértékelése és statisztikai analizise
GeneSpring 12.6 szoftverrel (Agilent Technologies) tortént. A mikro-RNS expresszios vizsgalatokhoz harom
nagy ateresztoképességii modszert alkalmaztunk. Osszesen 16 minta G1, S és G2 fazisi HDFa és H295R
sejtb6l szarmazod minta mikro-RNS microarray vizsgalata tortént meg Agilent 5x15K Human miRNA
Microarray lemezeken. Osszesen 8 darab szortolt G1 (2 minta), S (3 minta) és G2 (3 minta) fazisa NCI-H295R
sejtekbdl izolalt RNS mintat kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcié (qQRT-PCR) alapt TagMan Low
Density Array kartyaval (TLDA, Applied Biosystems, Life Technologies) is vizsgaltuk, a gyart6 eldirasainak
megfelelden. Az adatok megerGsitéséhez ujgeneracids szekvenalast is hasznaltunk. A kis RNS szekvenalas
Illumina Small RNA Sequencing platformon tortént Hong Kongban (BGI Tech Solutions, Tai Po, Hong
Kong). A konyvtarkészités TruSeq Small RNA library preparation kittel tortént (Illumina, San Diego, CA,
USA). 50 bazispar single end read szekvenalast végeztiink Illumina HiSeq2000 platformon, majd 10 Mb tiszta
read analizise tortént meg (BGI Tech Solutions, Tai Po, Hong Kong).

A génexpresszidos microarray eredményeinek validalasdhoz mintanként 30 ng RNS-t irtunk at cDNS-re
SuperScript VILO cDNA synthesis kit (Applied Biosystems, Life Technologies) segitségével, a gyartd
eléirasainak megfelelden. A kivalasztott gének expresszidjanak méréséhez TagMan Gene Expression Assay-
eket hasznaltunk (Applied Biosystems, Life Technologies).

A hipofizis daganatok mikro-RNS expresszios mintazatat TagMan Low Density Array (TLDA) Human
MicroRNA Panel v.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével, a gyarto eldirasai szerint vizsgaltuk.
Az endogén kontroll kivalasztas Normfinder szoftverrel tortént, a proba expresszidjanak stabilitasi értékét a
csoporton beliili és a csoportok (NFA és NH) kdzotti variancia alapjan szamoltam. A legmegfelel6bb endogén
kontroll kombinéciot 3 haztartdsi mikro-RNS (MammU6, RNU44 and RNU48) értékének szamtani kozepe
adta. Az expresszido mértékét minden esetben ddCT modszerrel hataroztuk meg.

Egyedi génexpresszios mérések validalasa kvantitativ valés ideji polimeraz lancreakciéval (QRT-PCR)
A GRp géntranszkripcio valamint a gliikokortikoid érzékenység vizsgalata soran a microarray eredmények
validalasa soran elsé 1épésben reverz transzkripciot végeztink lpug RNS-bdl Superscript III Reverese
Transcriptase Kit (LifeTechnologies, Carlsbad, USA) hasznalataval. A kvantitativ valos idejii PCR (qQRT-PCR)
méréseket elére megtervezett TagMan Gén Expressiés Array kartya (a felhasznalt primerek listaja a
dolgozatban taldlhatd) felhasznalasaval ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems, Carlsbad, USA)
késziiléken tortént. Az eredményeket a bels6 kontrollként hasznalt 6t haztartasi gén (glicerilaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz ~ (GAPDH), 18S riboszomalis RNS (/8S), Béta-Aktin (ACTB), hipoxantin-
foszforiboziltranszferaz 1 (HPRTI), transzferrin receptor (7FRC)) mértani atlagahoz normalizaltuk. Néhany
esetben a sejtadhézid-, sejtmigracio- és sejtproliferacio-asszocialt gének validalasa egyedi TagMan probak
(LifeTechnologies); ((osteopontin (SPP/) [Hs00959010 m1], chitinase-3-like-1 (CHI3LI) [Hs01072228 m1]
és vimentin (VIM) [Hs00958111 ml]) segitségével, 7500 Fast Real Time PCR késziiléken (Applied
Biosystems) tortént. Ezen esetekben a génexpressziot a belsé kontrollként hasznalt Béta-Aktin-hoz (ACTB)
normalizaltuk.

A circadian ritmust kéveté génexpresszios meérésekhez is teljes RNS-t hasznaltunk, amit miRNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével a gyartd utasitasainak megfeleléen izolaltuk. A reverz
transzkripciot 1ug RNS-bdl végeztiik Superscript VILO Reverse Transcriptase Kit (LifeTechnologies), vagy
Superscript III Reverese Transcriptase Kit (LifeTechnologies) hasznalataval. A qRT-PCR-t TagMan Gén
Expresszios Assay-ek (LifeTechnologies) segitségével végeztiik: Period 1 (PERI) [Hs01092603 m1]; Period 2
(PER2) [Hs00256143 ml]; Cryptochrome 1 (CRYI) [Hs00172734 ml]; Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator-like protein 1 (ARNTL) [Hs00154147 ml]; REV-ERBo [Hs00253876 m1]; nuklearis receptor 3
Cl (NR3CI;GR) [Hs00353740 ml]; Proopiomelanokortin (POMC) [Hs00174947 ml]; kortikotropin
felszabaditdo hormon (CRH) [s01921237 sl]; és Béta-Aktin (ACTB) [Hs99999903 m1l]). A valos ideji PCR
mérések 7500 Fast Real-Time PCR rendszeren (Applied Biosystem, Life Technologies, Carlsbad, California,
USA) torténtek, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A génexpressziot a haztartasi génként hasznalt Béta-
Aktinhoz (ACTB) normalizaltuk.

A sejtciklusfiiggé  génexpresszio nagy ateresztOképességli modszerrel kapott eredmények
validdlasdhoz mintanként 30 ng RNS-t irtunk at cDNS-re SuperScript VILO cDNA synthesis kit (Applied
Biosystems, Life Technologies) segitségével, a gyartd eldirasainak megfeleléen. A kivalasztott gének
expresszidjanak méréséhez TagqMan Gén Expresszidos Assay-cket (katalogusszam: 4331182; ARHGAPIIA
probe ID: Hs00207575 _ml; ASPM probe ID: Hs00411505 ml; KIF14 probe ID: Hs00208408 ml; GTSE!
probe ID: Hs00212681 m1; CDCA2 probe ID: Hs00299250 m1; SKA! probe ID: Hs00179514 m1; CCNA2
probe ID: Hs00996788 ml; AURKA probe ID: Hs01582072 ml; AURKB probe ID: Hs00945858 g1; CDKI
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probe ID: Hs00938777 ml; RRM2 probe ID: Hs00357247 gl; ACTB probe ID: Hs99999903 ml)
hasznaltunk (Applied Biosystems, Life Technologies). A génexpresszidt a haztartasi génként hasznalt Béta-
Aktinhoz (ACTB) normalizaltuk.

A fold change (FC) szamoléasa a 2-“dela €0 medszerrel tortént. Minden mérést harom parhuzamos

mintan végeztiink el

Egyedi mikro-RNS expresszié mérés kvantitativ valés idejii polimeraz lancreakciéval (QRT-PCR)

A hipofizis és a szortolt sejtekbél szarmazo mintak egyedi mikroRNS-expresszidjanak méréséhez a TagMan
MicroRNA Assay Kit-ekben talalhato stem-loop RT primereket és TM primereket hasznaltunk. A mikro-RNS
expresszios mérések validdlasahoz 5 ng RNS irtunk 4t cDNS-re TagMan microRNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems by Life Technologies) segitségével a gyartd protokolljainak megfeleléen. A mikro-RNS
expressziot TagMan MicroRNA Expression Assay-ekkel, 7500 Fast Real-time PCR miiszeren végeztiik. A, a
mikro-RNS expressziot az RNU48 relativ expresszidjara normalizaltuk (ACt). Az expresszios eredményeket a
fold change formulakkal kvantifikaltuk.

A hipofizis mintik egyedi mikro-RNS-expressziojanak méréséhez a TagMan MicroRNA Assay Kit-
ekben talalhatd stem-loop RT primereket és TM primereket hasznaltunk: hsa-miR-135a (Assay ID: 000460),
hsa-miR-135b (Assay ID: 4395372), hsa-miR-543 (Assay ID: 4395487), hsa-miR-422a (Assay ID: 4395408),
hsa-miR-383 (Assay ID: 4373018), hsa-miR-378 (Assay ID: 4395354), hsa-miR-516a-3p (Assay ID:
4373183), hsa-miR-155 (Assay ID: 000479), hsa-miR-17-5p (Assay ID: 000393), hsa-miR-93 (Assay ID:
000432), hsa-miR-98 (Assay ID: 000577), hsa-miR-140-5p (Assay ID: 001187), hsa-miR-582-3p (Assay ID:
002399), hsa-miR-582-5p (Assay ID: 001983), hsa-miR-938 (Assay ID: 002181), RNU44 (PN: 4427975,
Assay ID: 001094), RNU48 (PN: 4427975, Assay ID: 001006), U6 snRNA (MammU®6, PN: 4427975, Assay
ID: 001973). A reverz transzkripciot TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit segitségével végeztiik
(PN: 4366596). Az RT mix 0,15 pul ANTP-t (100 mM), 1 ul MultiScribe reverse transcriptase-t (50U/1), 1,5 ul
10x RT Buffer-t, 0,19 ul RNase inhibitor-t (20 U/ul), 4,16 pl RNaz-mentes vizet, 3 pl miRNA specifikus stem-
loop RT primert és 5 ul (10 ng) teljes RNS-t tartalmazott. Az RT-PCR reakcioelegye 1 pl RT terméket, 0,75 pul
TM primer-t, 7,5 pl 2x TagMan Universal PCR Master Mix-et, 5,75 ul RNaz-mentes vizet tartalmazott (15 pl
végtérfogat). A reakcié 384-well-es plate-en zajlott 7900 HT RealTime PCR rendszerben.

A sejtciklusfiiggd mikro-RNS expresszios nagy ateresztOképességii modszerekkel kapott eredmények
validalasahoz 5 ng RNS irtunk at cDNS-re TagMan microRNA reverse transcription kit (Applied Biosystems
by Life Technologies) segitségével a gyartd protokolljainak megfeleléen. A mikro-RNS expressziot TagMan
MicroRNA Expression Assay-ekkel (katalogusszam: 4427975; hsa-miR-10b probe ID: 002218; hsa-miR-128a
probe ID: 002216; hsa-let-7g probe ID: 002282; hsa-let-7a probe ID: 000377; hsa-let-7e probe ID: 002406;
hsa-let-7f probe ID: 000382; hsa-let-7i probe ID: 002221; hsa-miR-21 probe ID: 000397; hsa-miR-22 probe
ID: 000398; hsa-miR-222 probe ID: 002276; hsa-miR-16 probe ID: 000391; hsa-miR-15a probe ID: 000389;
hsa-miR-503 probe ID: 001048; hsa-miR-202 probe ID: 002363; hsa-miR-132 probe ID: 000457; hsa-miR-577
probe ID: 002675; hsa-miR-24-2* probe ID: 002441 és RNU48 probe ID: 001006) mértik (Applied
Biosystems, Life Technologies). Haztartasi mikro-RNS-ként az RNU48-t hasznaltuk.

A mellékpajzsmirigy daganatokban a MENI 3’UTR-t célzd6 mikro-RNS-ek vizsgalatihoz az RNS
izolalashoz minden mintanal 4 darab 20 pum vastagsagi formalin-fixalt paraffinba agyazott metszetbdl,
RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE tissues (Life Technologies by Thermo Fischer
Scientific) elnevezésii kittel végeztiik, a gyart6d utasitasainak megfeleléen. Az izolalt RNS-t -80°C-on taroltuk.
Scientific) mértiik. A reverz transzkripcidhoz 5 ng RNS-t hasznaltunk templatként, az atirast TaqgMan
microRNA reverse transcription kittel (Applied Biosystems by Life Technologies) végeztiikk. A mintakat a
tovabbi feldolgozasig -20°C-on taroltuk. A kivalasztott mikro-RNS-ek szintjét kvantitativ valds idejl
polimeraz lancreakcioval mértikk (7500 Fast Real-time PCR késziilék, Applied Biosystems by Life
Technologies), mikroRNS-specifikus TagMan probakkal (probak azonositoi: hsa-miR-24: 000402, hsa- miR-
28: 000411, hsa-miR-326: 000542, hsa-miR-484: 001821, hsa-miR-637: 001581, hsa-miR-744: 002324,
RNUG6B: 001093, a gyartd az Applied Biosystems by Life Technologies). A vizsgalat soran a referencia gén az
RNU6B volt. A méréseket 2 technikai parhuzamossal végeztiik el. A MEN-1 asszocialt és a sporadikus
csoportok mikroRNS expressziojat a ACt(sporadikus) — ACt(MEN-1 asszocidlt)(AACt) egyenletet alkalmazva

-AACt

hasonlitottuk dssze. A fold change értékét az FC =2 egyenlet alapjan szamitottuk ki.

Aramlasi citométerrel végzett mérések

3.4.1. Apoptozis, sejtciklus-disztribicios és sejtproliferaciés vizsgalatok

A daganatellenes szerek hormontermeld NCI-H295R sejtek apoptozisara és sejtciklusuk fazisaira gyakorolt
hatasat aramlasi citometriaval vizsgaltuk propidium-jodidos festést kdvetéen. A mintakat FACSCalibur
aramlasi citométeren (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) mértiik, egy méréshez legalabb 10000 eseményt
detektaltunk. Az eredményeket Cell Quest Pro és Winlist szoftverek segitségével értékeltiik ki. Az egyes
antineoplasztikus szerek proliferaciora gyakorolt hatasat alamarBlue sejtproliferacids reagenssel (DAL1025,
Thermo Fischer Scientific), 96-lyuku tenyésztéedényben vizsgaltuk. Kezelésenként és idépontonként nyolc
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3.4.2.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1

parhuzamos mérést végeztiink. Az NCI-H295R hormontermeld mellékvesekéreg-karcindma sejtvonalon a
gemcitabin (G, G6423, Sigma-Aldrich Chemical Co.), a mitotan (M, N12706, Sigma-Aldrich Chemical Co.) és
a 9-cisz-retinsav (R, sc-205589A, Santa Cruz Biotechnology) 6nall6 és kombinalt adasanak hatasait vizsgaltuk.
A kezeléseket 24, 48 és 72 oraig alkalmaztuk. Kezelésenként és idopontonként harom (dramlasi citometrias,
génexpresszios és hormontermelési mérések) ill. nyolc (proliferacids assay) parhuzamos mérést végeztiink.
Sejtciklus szerinti sejtvalogatas fluoreszcencia alapjan aramlasi citométerrel

A HDFa, NCI-H295R és HeLa sejteket 150 cm?*s flaskdban tenyésztettiik 90%-s konfluencidig. A sejteket
Vybrant DyeCycle Orange (Molecular Probes, Life Technologies) DNS-festékkel jeloltik. Ez a festék
sztochiometrikusan képes jelolni a DNS-t a sejtek viablitdsdnak megvaltoztatdsa nélkiil. Az inkubaciot
sOtétben, 37°C hémérsékleten, parasitott, 5% CO»-t tartalmazo inkubatorban 30 percig végeztiik. Ezt kvetden
10 perc 1000 rpm fordulatszdmon torténd centrifugalas utin a sejteket Ca*" and Mg®" nélkiili, 2% magzati
borjuszérumot tartalmazé Hank’s Balanced Salt oldatban szuszpendaltuk (szort puffer), majd a szuszpenziot
FACSAria IIT sejt szorterrel (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) analizaltuk és szortoltuk. A
szortolast megel6z6 analizishez 100000 eseményt detektaltunk, majd a G1 (egyszeres DNS tartalom), S
(egyszeres ¢s kétszeres DNS tartalom kozotti intenzitas) és G2 fazisoknak (kétszeres DNS tartalom) megfeleld
sejtpopulaciokat kiilonvalogattuk. A szortoldas maximum 30 percig tartott és minden szortolt populaciot
reanalizaltunk wjabb 4ramldsi citométeres analizissel. Az adatokat BD FACSDiva v6.1.3 szoftverrel
analizaltuk (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A szortolast kdvetd reanalizis utan a sejteket centrifugaltuk
(10 perc, 1000 rpm) jéghideg PBS hozzaadasaval mostuk, majd ujra centrifugaltuk (10 perc, 1000 rpm), majd
QIAzol lizis regaensben vagy Western blot lizis pufferben reszuszpendaltuk és -80°C homérsékleten taroltuk
az RNS és fehérje izolalasig.

Gliikokortikoid receptor béta izoformat (GRB) expresszalo sejtek szteroid érzékenységének vizsgalata

Caco-2 és Caco-2GRB sejteket 6-lyukll szdvettenyésztd talcdkra 1x10%lyuk sejtszammal iiltettem ki. A
kisérletek eldtt 24 oran keresztiil a sejteket szérummentes médiumban tartottuk. A sejteket 100 nmol DEX-zal
vagy vivoanyaggal 8 orat kezeltiik. Teljes RNS izolalas RNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével, teljes genom
mRNS expresszido mérése Agilent44K cDNS microarray-en tortént. A méréseket és az eredmények értékelését
Agilent DNA Microarray Scanner and Feature Extraction 9.5.3. programmal elemeztiik majd a microarray
adatok tovabbi feldolgozasa Genespring GX 12.5 program segitségével tortént. Minden kisérletet harom

bioldgiai parhuzamos mintan ismételtiink meg.

A WEEI 3°’UTR feltételezett mikro-RNS kotohelyének vizsgalata

A WEEI gén 3’UTR szabalyozd régid szekvencidjat huméan genomidlis DNS-bdl amplifikaltuk 5°-
GCTCTAGAGCTACTCCTTTCCCACCTCC-3* forward és 5’-GCTCTAGAAAGCTCAGAGTGACTT-
TTAATATGCC-3" reverz primerekkel, majd a szabalyozo régiot 5’—3’ iranyban pGL3 Control vektorba
(Promega, Madison, USA) épitettem kozvetleniil a luciferazt kodolo gén 3° vége mogé, XBal restrikcios
hasitohelyet hasznalva (pWee+). Az ellenkez6 orientacidoban (3°—5°) beépiilt 3’UTR régiot hasznaltuk negativ
kontrollként (pWee-). A Weel 3’ UTR-en kot6dé miR-128 ¢s miR-516 kotohelyek modositasat site-directed
mutagenezissel hoztuk 1étre.

A funkciondlis vizsgéalatokhoz HeLa sejteket hasznaltunk. A sejtek ko-transzfekcidjahoz 100 nM premiR
prekurzort (pre-miR miRNA Precursor Molecules: miR-20a, miR-93, mir-128a, miR-155, miR-516a-3p;
Ambion Inc, Austin, USA) vagy negativ kontroll prekurzor miR-t (Negative Control #2 Precursor miR;
Ambion Inc, Austin, USA) és 150 ng vad tipusu (pWee+) vagy negativ kontroll (pWee-) firefly luciferaz
vektort és transzfekcios kontrollként 150 ng renilla luciferaz vektort (pRL-TK, Promega, Madison, USA)
hasznaltam. A transzfektalashoz Lipofectamin 2000 (Invitrogen) reagenst alkalmaztunk a protokoll eldirasai
szerint. A luciferaz assay-t a transzfekcidt kovetéen 24 oraval mértem Dual-Glo Luciferase Assay System
(Promega) segitségével mikrotiter plate olvason (Appliskan 2.3; Thermo Fisher Scientific, Finland) a megadott
paramétereknek megfeleléen. A firefly luciferaz aktivitasokat a transzfekcids kontrollként hasznalt renilla
luciferaz értékekre normalizaltuk.

Fehérje expresszié mérések Western blottal

Mikro-RNS prekurzorok transzfekciojdt kiveté WEE1 fehérje expresszio mérése

HeLa sejteket 100 nM pre-miR prekurzorral (Ambion Inc, Austin, USA) transzfektaltuk, majd 48 oraval
késoébb a sejteket 50 pl 2x Laemli Sample Buffer-ben (Bio-Rad, Philadelphia, PA USA) reszuszpendaltuk és a
teljes sejtlizatumot Western blot-tal analizaltuk. A Weel fehérjét 1:1000 higitasu anti-Weel (cat. Nr: 4936;
Cell Signaling, Beverly, USA) és 1:7000 higitasti anti-nyul-tormaperoxidaz konjugalt masodlagos antitesttel
(sc-2004; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) mutattuk ki. A membranokat lemosas (30 perc, 0,1M
Glicin, pH: 2,6) utan egér monoklonalis anti-aktin elsddleges (ab8226; Abcam; higitas 1:2000, Abcam), majd
anti-egér tormaperoxidaz konjugalt masodlagos antitesttel (A9917; Sigma-Aldrich; higitas: 1:20000)
inkubaltuk. A fehérjesavokat ECL-Plus reagenssel hivtuk elé (Amersham Biosciences, Pittsburg, USA). A
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3.7.2.

3.8.

3.9.

3.9.1

3.9.2.

3.9.3.

savok denzitometrias értékelését QuantityOne 4.6.7 (BioRad) szoftverrel végeztiik el, a koncentraciokat az
Az aramlasi citométerrel szortolt sejtek foszfo-CDC2 és RRM?2 tartalma

A H295R szortolt sejteket Western blot lizis pufferben szuszpendaltuk, majd egyenlé mennyiségeket mértiink
a 10%-os poliakrilamid gél zsebeibe, majd Mini Protean elektroforézis kadban (Bio-Rad) valasztottuk szét a
fehérjéket nagysag szerint. Ezt kovetéen egy ¢jszakanyi 4°C hdémérsékleten torténd blottolas soran
polivinildién-fluorid (PVDF) membranra vittik a4 a mintat, melynek sikerességét Ponceau festéssel
verifikaltuk. A membranok blokkolasat kovetden elsédleges nyul anti-foszfo-CDC2 (Tyrl5) antitesttel (Cell
Signaling Technology, katalogusszam: 9111, higitas: 1:500) vagy kecske anti-RRM2 antitesttel (Santa Cruz
Biotechnology, katalogusszam: sc-10846, higitas: 1:200) inkubaltunk. A masodlagos antitestek anti-nyul (Cell
Signaling Technology, katalogusszam: 7074, higitas: 1:2000) vagy anti-kecske (DAKO, katalogusszam:
P0449, higitas: 1:1000) voltak. Haztartasi fehérje B-aktin volt, amit anti- B-aktin antitesttel (Cell Signaling
Technology, katalégusszam: 4967, higitas: 1:2000) detektaltuk.

Hormonmeghatarozasok az NCI-H295R sejtek tapfolyadékabdl

A kezeléseket kovetéen a gemcitabin (G) és a mitotan (M) kortizoltermelésre vald hatasat vizsgaltuk
folyadékkromatografiat kovetd tdmegspektrometriai modszerrel (LC-MS). Az LC-MS mérést Perkin-Elmer
Flexar FX10 UHPLC-hez kapcsolt Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométeren, a multiple reaction monitoring
mode (MRM) alkalmazasaval végeztiik.

Sporadikus hipofizis, sporadikus mellékvesekéreg és MENI-hez tarsult valamint sporadikus
mellékpajzsmirigy daganatokon végzett immunhisztokémiai vizsgalatok

Hipofizis szovetekben a WEEI fehérje kimutatisa immunhisztokémiai vizsgalattal és Western blottal

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz 6sszesen 21 formalinban fixalt, paraffinba dgyazott hipofizis szovetmintat
haszndltunk (9 NFA, 7 GH£PA, 5 NH). Mikrohulldmos antigén feltarast (15 perc, 0,1 mM pH=6 citrat puffer)
kovetéen az immunfestés egy éjszakan at 1:100 higitasu anti-Weel (ab37597, Abcam, Cambridge, USA),
1:400 higitasti anti-phosphoWeel (ab60034, Abcam) antitestekkel és anti-nyul masodlagos antitesttel
(Biogenex, San Ramon, CA, USA) tortént. Az immunreakcio intenzitasat 4-es skalan hataroztuk meg: O
(negativ), 1+ (gyenge), 2+ (mérsékelt), 3+ (erds). Az anti-Weel antitest specificitasat frissen fagyasztott
hipofizis szovetmintakban hataroztuk meg. A minta homogenizalasa utan a T-PER Tissue Protein Extraction
kvantifikaltuk. Az elektroforézishez mintanként 30 ng teljes fehérjét hasznaltunk 10 %-os poliakrilamid
gélben, majd a méret szerint szétvalasztott fehérjéket nitrocelluléz membranra vittiik at (Millipore, Billerica,
MA, USA) semi-dry transfer cell segitségével (BioRad). A Weel fehérjét 1:500 higitasu anti-Weel (ab37597,
Abcam) ¢és 1:7000 higitast anti-nyal-tormaperoxidaz konjugalt masodlagos antitesttel (sc-2004; Santa Cruz
Biothecnology, Santa Cruz, USA) detektaltuk.

A ribonukleotid reduktdz 2-s alegységének (RRM?2) kimutatasa mellékvesekéregrakban

Az RRM2 a mellékeveskéreg karcinomak proliferacios aktivitasanak fliggvényében valo kifejez6dését 12
human mellékvesekéreg-karcindma szovetmintan vizsgaltuk. A vizsgalatra kivalasztott, a Semmelweis
Egyetem 1. sz. Patologiai ¢€s Kisérleti Rakkutatd Intézetében 6rzott, formalinban fixalt, paraffinba dgyazott
daganatok korabbi, rutin szovettani diagnézisa megerdsitette a mellékvesekéreg-karcindma diagnozisat. Az
immunhisztokémiai vizsgalatok soran a Ki67 proliferacios marker és az RRM2 kifejezodését vizsgaltuk. A
detektalashoz nyul anti-Ki67 antitesttel (SP6 klon, katalogusszam: RM-9106, Thermo Scientific, higitas:
1:100), mig az RRM2 kimutatasdhoz kecske anti-RRM2 antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, katalogusszam:
sc-10846, higitas: 1:100) végeztiik.

A menin expressziojanak vizsgalata mellékpajzsmirigy daganatokban

A menin fehérje kifejez0dését 3-4 um vastagsagu metszeteken vizsgaltuk. EZ Prep Concentrate 10X (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ)-al tortént deparaffinalast kovetden az endogén peroxidaz blokkolasa és az
antigén feltarast kovetden (CC1, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) anti-Ki-67 ellenanyaggal (Clone
MIB-1) (DAKO, Glostrup, Denmark, Cat. No.: M7240) 1:200-as higitasban 42°C-on 30 percig tortént az
inkubalas. Hasonl6 el6készitést kovetden a menin expresszid méréséhez nyul poliklondlis menin antitestet
(Abcam, Cambrige, UK, cat. No.: ab2605) hasznaltunk 1:100-as higitasban 42°C-on 32 percig. Az
immunohisztokémiai festés HRP konjugatummal keriilt el6hivasra Ventana automatizalt rendszerben (Ventana
Benchmark XT automate, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). A vizualizdcidhoz UltraView™ Universal
DAB Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ)-et alkalmaztunk. Pozitiv kontrollnak humén
hasnyalmirigy és normalis mellékpajzsmirigy szoveteket hasznaltunk a menin és nyirokcsomot a Ki-67-es
festéshez. Negativ kontrollként az elsddleges antitestek helyett antitest oldoszert (Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ) alkalmaztunk. A Ki-67 és menin immunreaktivitast egy tapasztalt patologus (dr. Borka Katalin,
SE. II. Sz. Pathologiai Intézet) értéklete. A Ki-67 pozitivitast a magi pozitivitds meglétének aranyaban
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3.10.2.

3.10.3.

értékeltiik, mig a menin fehérje expresszidban mind a magi mind pedig a citoplazmatikus festédés értékelésre
keriilt egy 4 pontos skalan (O=nincs festédés, 1=gyenge, 2=kbzepes, 3=erds).

Bioinformatikai modszerek

A mikro-RNS-ek és a cél (target) mRNS-ek kozotti interakcio feltérképezése

A hipofizis dagnatok mikroRNS expresszidja vizsgalata soran a mikroRNS-ek cél mRNS-einek azonositasahoz
interneten elérhetd programok koziil a TargetScan, PicTar és miRBase Targets algoritmusokat hasznaltuk. A
potencialis mikro-RNS-ek koziil azokat valasztottuk ki, amelyeket mindharom program elére jelzett, vagy az
adott mikro-RNS tobb kotohellyel rendelkezett a WEEI 3> UTR régidoban. A pGL3 Control plazmid és a miR-
155 interakcidjanak modellezéséhez RNA22 target predikcids programot haszndltunk, amely tetszdleges
beviteli (input) szekvencidk kozotti modellezést is lehetévé tesz, a fenti algoritmusokhoz képest, amelyek
meghatarozott DNS adatbazisok 3°UTR szekvencidit hasznaljak.

A MENI 3’UTR-t célz6 mikroRNS-ek beazonositasara &t internetes adatbazis segitségével
valasztottuk ki a MENI gént illetve a menint potencialisan targetald mikroRNS-eket. A hasznalt adatbazisok a
kovetkez6k voltak: Diana microT 3.0 URL: http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/, miRWalk URL:
http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html, = microCosm  Targets 5.0  URL:
http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm /htdocs/targets/v5/, PicTar URL: http://pictar.mdc-berlin.de/ ,
TargetScan URL: http://www.targetscan.org/_.

Hipofizis daganatok funkcionalis genomikai analizise

Az utvonalelemzéshez a TLDA mérések alapjan szignifikdnsan feliilexpresszalt mikro-RNS-ek expresszios
adatait hasznaltuk a DIANA-mirPath online szoftver segitségével. A target predikciohoz a TargetScan v5
algoritmust hasznaltuk. A programcsomag mikro-RNS-ekre prediktalt multiplex célgénekre ,,gene set
enrichment” analizist végeztiink Pearson’s Chi-négyzet probaval majd a mikro-RNS-ekhez prediktalt
génszetteket illesztettik KEGG tutvonalakhoz. A KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
Kanehisa and Goto, 2000) adatbazis kiilonboz6 genomok tulajdonsdgait és bioldgiai rendszerekkel vald
Osszefliggését tartalmazza, szisztematikusan rendszerezi a molekuldris és rendszer-bioldgiai ismereteket.

A GRp fokozott expreszio altal befolyasolt gének utvonalelemzése

A teljes genomos génexpresszidos mintazatokbol a GRP vagy a DEX kezelés soran beazonositott mRNS
halmazokat és a metaanalizis eredményeit utvonalelemzésnek vetettiik ald (Ingenuity Pathway Analysis
(IPA)). Az IPA a génexpresszios eredményeket az adatbazisara vetitve jeldli ki az érintett patogenetikai utakat
¢és halozatokat.

3.10.4. A sejtciklus dependens expressziot mutaté gének utvonal elemzése

A sejt szortolas eredményeinek O6sszehasonlitasat elvégeztiik a korabbi, szinkronizacid-alapu mérésekkel nyert
primer human fibroblasztok szinkronizaciés moddszerrel vizsgalt sejtciklusfiiggd génexpresszidjanak
microarray adatai feldolgozasaval is. Az adatok a European Bioinformatics Institute Array Express
adatbazisabdl (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ experiments/E-TABM-263/), és - a HeLa sejteken végzett
vizsgalatanak eredmények - a http://genome-www.stanford.edu/Human-CellCycle/HeLa/ honlaprol keriiltek
letoltésre. A vizsgalatunkhoz a szabadon elérheté DAVID Bioinformatics Resources 6.7 verzidjat
(https://david.nciferf.gov/) hasznaltuk. A betdltott génlistak a Hela sejtciklus szort mddszerre specifikus
(HeLa SZORT \ HeLa szinkr.), a HeLa szinkronizalas médszerre specifikus (HeLa szinkr. \ HeLa SZORT) és
a mindkét vizsgalatban atfed6 (HeLa SZORT N HelLa szinkr.) sejtciklusfiiggd expressziot mutatd gének listai
voltak. A Bonferroni-korrigalt < 0,05 p-értékii talalatokat tartottuk szignifikansnak.

3.11. Statisztikai analizis

A genetikai asszociacios vizsgalatok soran a Hardy Weinberg egyensuly és a csoportok kozotti megoszlasok
vizsgélatara Chi négyzet vagy Fischer tesztet hasznaltunk. A mennyiségi valtozok Osszehasonlitasahoz
ANOVA, Student T-teszt, vagy Mann-Whitney teszteket alkalmaztunk.

Az mRNS ¢és mikro-RNS expresszidos microarray mérések kiértékelését GeneSpring 12.6 (Agilent
Technologies) szoftverrel, egyutas ANOVA elemzést kovetden Tukey-féle Honestly Significant Difference
poszt-hoc teszt és Benjamini-Hochberg korrekcid alkalmazasaval végeztiik. A TLDA vizsgalatok kiértékelését
Real-Time StatMinerTM (Integromics, Granada, Spanyolorszag) szoftver felhasznalasaval, egyutas ANOVA
modszerrel végeztiik. Az Gjgeneracios szekvenalasi eredmények kiértékelését edgeR programcsomag (3.8.6
verzio) hasznalataval, exact T-tesztet kovetd Benjamini-Hochberg korrekcio alkalmazasaval végeztiik. Az
univerzalis sejtciklus-gének kiilonb6zo fazisokban vald expressziojanak ill. a fazisok kozotti dinamikus
expresszio-valtozasainak Osszehasonlitasdhoz Student-féle T-probat alkalmaztunk. Az egyedi qRT-PCR
validalasok eredményeinek kiértékelése soran az egyes csoportok kozotti dsszehasonlitasra Student-féle T-
tesztet alkalmaztunk. A korrelacids vizsgalatokra Pearson- és Spearman-féle modszereket alkalmaztunk. A
sejtenyészeteken végzett kezelések hatasat a proliferaciora, a médium kortizol koncentraciora, az apoptozis
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4.1.1.

4.1.2.

aranyara, valamint a sejtciklus fazisainak eloszlasara vonatkozoan Student-féle T-teszttel vizsgaltuk. Minden
Osszehasonlitasban a p-érték < 0,05 eredményt fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Kutatomunkdm soran a hormonrendszer daganatainak a hatterében 4all6 molekularis mechanizmusok
megismerését vizsgaltam. Osszehasonlitva egyéb szervekkel a hormonrendszer daganatai jelentés
szazalékban alakulnak ki egy-egy orokletes géneltérés talajan, ami fontos abbol a szempontbol, hogy mint
orokletes korképek a mutaciot hordozok beazonosithatdak és preventiv beavatkozasokkal a daganatok
megelézhetdek. Ugyanakkor, kutatasi célpontnak is idealisak, hiszen az adott génhibahoz tarsuld6 molekularis
mechanizmusok megismerését célzo vizsgalatdhoz pontos tdmpontot és a mutacidt hordozé daganatszovetek
fontos kutatdsi mintdkat jelentenek. Kutatomunkam két f6 pilléren all: elészér molekularis genetikai
vizsgalatokkal beazonositottuk azokat a hazai betegeket, akik valamilyen o6rokletes endokrin
tumorszindromaban szenvednek, majd genotipus-fenotipus Osszefiiggések feltarasaval 1j, a klinikai
kezelésiiket is befolyasold Osszefiiggéseket ismertiink meg. Az adott szindromaban szenveddék vizsgalataval
egyéb, mindezidaig fel nem tart sszefliggéseket hataroztunk meg.

Kutatdsom sordm a masodik pillér a sporadikus daganatokban zajl6 mechanizmusok megismerése volt.
Ehhez a feladathoz integralt adatelemzést, azaz tobb szintr6l szarmazo, legtobbszor az ingyenesen elérhetd
adatok feldolgozasan alapuld vizsgalatokat is végeztiink, amelyek segitségével sziikitettiik a késébbi célzott
funkcionalis genetikai vizsgalatainkhoz a célpontokat. Ezek a vizsgélatok f6leg alapkutatasi jellegliek voltak,
amelyek révén szamos 0j, molekularis mechanizmust ismertiink meg. A kapott eredményeim koziil szamos
esetben felmeriil a mindennapi klinikai munkaban torténd alkalmazhatdsaga, vagy mint 01j diagnosztikai, és
prognosztikai markerek, vagy mint 0 terapias célpontok.

Orokletes endokrin tumorszindrémak patomechnizmusai, genotipus-fenotipus dsszefiiggések

A RET protoonkogén mutaciok geno-fenotipus dsszefiiggései MEN2 szindromaban

Osszesen 18 csaladbol 40 &rokletes medullaris pajzsmirigyrakos (MTC) betegben végeztiik el a RET
protonkogén 10-16-os exonok mutacidanalizisét, hagyomanyos, PCR reakciot kovetd bidirekcionalis DNS
szekvenalassal. Egy betegben a 16-os exon Met918Thr mutaciot igazoltuk, ami MEN2B fenotipussal jart. A
legnagyobb csoportot (15 csalad 33 tagja) a MEN2A fenotipus jelentette, amit a 11-es exon mutaciok és a 10-
es exon Cys609Ser mutacid okozott. A 14-es exon mutacioi gyakran csak MTC-vel tarsultak, egyetlen egy
Val804Met mutdciét hordozd egyénben igazoltunk primér mellékpajzsmirigy (PHPT) hyperplasiat.
Eredményeink &sszhangban voltak az irodalmi adatokkal, a legstlyosabb fenotipus, a legagresszivebb MTC a
16-0s exon mutaciok esetén varhat6, mig a 10-es és 11-es exonok eltérései soran Phaeo és PHPT is a klinikai
manifesztaciok része.

A VHL gén eltérései hazai von Hippel-Lindau szindromaban szenvedé betegekben

A von Hippel-Lindau (VHL) szindroma egy ritka, tobb szervet érintd, autoszomalis dominansan 6roklédo
korkép. Munkam soran a hazai VHL szindromaban szenvedd betegek mutacidvizsgalatat végeztiik el. Hét
csalad 35 tagja 37 latszolag sporadikus megjelenésti Phaeo—val keriilt kivizsgalasra. Betegség-okozd mutaciot
mind a hét VHL szindromaban szenvedd csaladban és 3 Phaco-s betegben sikeriilt detektalnunk. A
pontmutaciok mellett két nagy deléciot és egy 2 bazist érintd deléciot is kimutattunk. A genotipus-fenotipus
adatokbol kitlinik, hogy a deléciokk és Stop kodont eredményezd mutdciok esetén a VHL szindréma 1-es
tipusa (nincs Phaeo) a klinikai megjelenés, mig aminosavcserével jaré pontmutaciok a VHL szindroma 2-es
tipusat eredményezik. A kutatomunka soran sziikséges volt az Un. nagy géndeléciok detektalasnak
kidolgozasara is mert a VHL szindromaért felelés géneltérések kb. 10-15 % ilyen hiba, és ezeket DNS
szekvenalassal nem lehet azonositani. Erre kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakciot és multiplex
ligaciosproba amplifikaciot (MLPA) végeztiink. Esetiinkben a hét csaladbol 2 esetben (28,5%) talaltunk nagy
deléciot, ami megerdsitette az irodalmi adatokat és felhivja a figyelmet arra, hogy a molekularis bioldgiai
modszereket egymassal kiegészitve kell alkalmazni a klinikai genetikai vizsgalatok soran.

A VHL gén Ser80lle és a Pro25Leu varidnsok patogenetikai szerepének tisztazdsa

A VHL szindroma genetikai vizsgalata soran latoteriinkbe keriilt egy tobb generacios csalad. A vizsgalatok az
index betegben két aminsavcserével jaré mindazidaig nem ismertetett génvarianst: AGT80AAT (p.Ser80lle)
c.239G>A, és a CCT25CTT (p.Pro25Leu) azonositott. A csalad 32 tagjanak klinikai és genetikai vizsgalata
bebizonyitotta, hogy ezek koziil a Ser80Ile mutacio felelés a betegségért, mig a p.Pro25Leu varidns egy
artalmatlan génpolimorfizmus. A csaladfa, szekvenciaclemzés, valamint a vad és mutans fehérjék modellezése
is meger0sitette eredménytiinket.
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A szukcindt dehidrogenaz enzim (SDH) alegységeit kodolo gének (SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF?2: SDHx
gének), MAX és a TMEM 127 mutdaciok prevalencidja hazai betegekben

A Phaeo/PGL genetikai szempontbol az egyik legheterogénebb korkép, eddig 15 gén mutacidit igazoltak
hatterében. Munkam kezdetén eldszor egy SDHD mutaciot igazoltunk egy fiatal férfi betegben, akinek egy
intraabdominalis PGL-ja volt. A daganat sebészi eltavolitdsa utan a beteg panaszmentessé valt. Késobb 82
sporadikus Phaeo/PGL-s (a MEN2, NF1 ¢és VHL szindromék kizarasra kertiltek) betegben végeztiik el az
SDHx, MAX és TMEM127 gének vizsgalatat. 11 esetben igazoltunk mutaciot, amelyek koziil 4 SDHB (SDHB:
c.586 T > G; p.Cys196Gly, SDHB: ¢.586 T > C, p.Cys196Arg; SDHB: ¢c.607G > T, p.Gly203Stop; SDHB:
c.728G > A, p.Cys243Tyr) és 1 TMEM127 (TMEMI127: ¢.464 T > A, p.Leul 55Stop) mutaci6 az irodalomban
eddig nem ismert, 1 mutaciok. A mutaciok klinikai Osszefliggései koziil kiemelendé, a rendkiviil
rosszindulat, multiplex metasztazisokkal jar6 daganatos kép az SDHB mutaciok esetében és szintén az SDHB
mutécio esetén, egy betegiinkben a PGL mellett vilagos sejtes veserak is kialakult. Eredményeim arra utalnak,
hogy Magyarorszagon nincs Un. alapitd mutacié6 a Phaco/PGL hatterében, ezért mind a 15 gén
mutaciovizsgalata indokolt ebben a korképben.

Az SDHXx gének aminosavcserével jaro génvariansainak fenotipust modosito szerepének tisgtazasa MEN2-s
betegekben

A SDHx gének egyértelmili betegség-okozo szerepe a Phaeo/PGL kialakuldsaban meriilt fel. Ugyanakkor
szamos oylan SDHx génvaridnst is beazonositottak, amelyeknek funkcionalis hatdsai vannak (pl. a koros
enzimmikodés miatt fokozott reaktiv oxigéngyok termelddés, felhamozddd szukcinat miatt a hypoxia
jelatviteli ut aktivalodasa, illetve koros mitokondrium funkcid), ami felvetette, hogy ezeknek a variansoknak
esetleg fenotipus mddosito hatasa lehet tobb endokrin tumorszindrémaban is.

Ezek koziil a MEN2 egy igéretes csoport, hiszen a Phaco a MEN2 egyik részjelensége, és a penetrancidja még
csaladon beliil is nagymértékben eltér6. Munkank soran 77 csirasejtes RET mutaciét hordoz6 MEN2
szindromaban (55 MEN2A), 48 sporadikus MTC, 48 sporadikus Phaeco beteg és 100 egészséges egyén
vizsgalatat végeztiikk el az SDHB és SDHD génvariansok kimutatisara. Az elvégzett vizsgalatok az SDHD
G128 varians szignifikans dusulasat igazoltdk MEN2As betegekben (8/55) mig sporadikus MTC, sporadikus
Phaeo betegkben nem tudtuk ezt a varidnst igazolni. Az egészséges kontrollok koziil 1 esetben talaltuk meg a
G12S varianst. A manifesztaciok megjelenése idején az életkor, a szérum calcitonin szintek nem mutattak
Osszefiiggést a varianssal. Mas, SDHx génpolimorfizmust nem talaltunk betegeink kozott. Eredményeink
felhivjak a figyelmet arra, hogy még egy jol ismert monogénes szindroma esetében is lehetnek olyan
génvariasok, amelyek az adott fenotipus modositasaban vehetnek részt, valamint a komplex koérképek esetén az
egyes manifesztaciokkal osszefiiggd egyéb genetikai eltéréseket is érdemes sziirni.

Egyiittesen eldfordulo SDHC és PTEN mutdciokkal tarsult klinikai fenotipus

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban folytatott kutatdmunkam soran a Cowden betegség genetikai vizsgalatéval
is foglalkoztam. Az orokletes daganatszindromakhoz szorosan kapcsolodik ez az eset ismertetése, ami szintén
megerdsiti, azt, hogy még az extrém ritkanak tiind szindromak is tarsulhatnak egymassal és egy beteg akar két
orokletes korképben is szenvedhet. A 43 éves ndbetegben 37 éves koraban follikularis pajzsmirigyrakot, és egy
éven beliil a bal, majd két év mutlva a jobb oldali carotis testet érinté PGL-at diagnosztizaltak. Mindegyik
daganatot sikeresen eltavolitottak, egyéb malignus korkép nem volt kimutathato. Ugyanakkor az anamnézis
soran kideriilt, hogy méh leiomyomaéja és fibrocisztas emlddiszplazia miatt is allt mar korabban kivizsgalas
alatt. Ezek az eltérések macrocephaliaval és papilomatdzus papulakkal egyiitt felvetették a Cowden szindroma
gyanujat. A genetikai vizsgalat patogén PTEN és SDHC mutéaciokat igazolt. Esetiink az els¢ dokumentalt
beteg, akiben az SDHC mutacié mellett egyéb, dominansan 6roklddd tumorszindroma is kialakult. A két
orokletes génhibanak a betegben és a csaladjaban is fontos kovetkezményei vannak, specifikus diagnosztikai
eljarasok, tumor surveillance, genetikai tanacsadas indokolt.

Csirasejtes SDHXx varidnsok hatasa Cowden és Cowden-szerii szindromdaban szenvedo betegekben

Szintén az USA-ban végzett és a kutatdmunkamhoz kapcsolodd vizsgalat volt a Cowden korban és Cowden
szindroémahoz hasonlé betegségben szenveddk sziirése SDHx mutacidkra. Osszesen 375 PTEN mutacié negativ
CS/CS-szerli szindromds beteg, analizisét végeztiik el. A 375 PTEN negativ eset koziil 74 esetben igazoltunk
mitokondrium diszfunkciét, az emelkedett MnSOD expresszidval. Ezek koziil 10 (13.5%) esetben csirasejtes
SDHB és SDHD génvarianst mutattunk ki. A PTEN mutaciot hordozé CS/CS-szerti betegekhez képest az
SDHx génvariansokat hordozok kozott gyakoribb volt az emlérak, a pajzsmirigyrak és a veserak eléfordulasa.
Eredményeink megerdsitik az SDHx génvariansok hajlamosité szerepét kiilonbdzé szolid tumorok
kialakulasara. Az SDHx varidnsok funkcionalis genetikai vizsgalata megerGsitette szerepiiket a koros
mitokondrium funkcidban, az AKT és MAPK jelatviteli utak aktivalodasaban.

A szukcinat hatdsainak osszegzése a tumorigenézisben

Mindezek a korabbi genetikai eredmények felvetik, hogy az SDH enzim csdkkent miikddése dsszetett szerepet
jatszik a tumorigenézisben. Osszefoglald tanulményt készitettiink a biokémiai hatasokrél, és a szukcindt
felhalmozdodas kovetkeztében kialakuld egyéb utvonalak aktivitasarol és ezek potencialis szerepérdl a
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daganatképzodésben. A bemutatott Osszefiiggések modellezése a jelenlegi kutatdmunkankhoz sziikséges
hipotézisek felallitasaban is segitett.

A MENI szindromaért felelos MEN1 mutdciok beazonositdsa és a genotipus-fenotipus osszefiiggések hazai
betegekben

A MENI szindroma molekularis genetikai analizisét a SE II. Belgyogyaszati Klinika Endokrinoldgiai Genetika
Laboratériumaban végeztiik el, dsszesen 19 csalad 32 betegében. Ezekben az esetekben a klinikai diagnézis
MENI szindréma volt. Osszesen 10, kiilonbozé MENI génmutaciét igazoltunk, amelyek koziil 4 (A91V,
G28A, E26X és az L301R) Uj mutacid volt. A csaladi halmozodast mutatd esetek mindegyikében (6/6)
kimutattuk a betegséget okozo eltérést, mig a sporadikus megjelenésit MEN1 szindrémban szenved6k mintegy
23%-aban (3/13). Eredményeink meger6sitik azokat az irodalmi adatokat, hogy a familidris el6fordulas bir a
legnagyobb erével a betegségért felelds génhiba igazolasa vonatkozasaban.

MENI szindréomdban eldfordulo mellékvesedaganatok valamint a menin szerepe a mellékvesekéreg
daganatok patogenézisében

Mivel a menin tumoszupresszor fehérje szerepe a daganatképzdés mechanizmusaban mai napig nem kelléen
tisztazott tobbszor is kutatasom el6terébe keriilt. Szamos Gsszefoglalast készitettiink abbol a célbdl, hogy a
sajat kisérletes mukankhoz is kiindulési pontokat, hipotéziseket allitsunk fel. Igazolni latszik, hogy a meninnek
a mellékvesekéreg adendomak kialakuldsaban csekély a szerepe, a kordbbi Osszefiiggések, amelyek azt
sugalltak, hogy a meninnek a mellékvesekéreg daganatokban 1ényeges szerepe lenne, inkabb tlinnek egyszerii
koincidencianak. Sajat beteganyagunkban a MENI mutacié eléfordulasara a mellékvesedaganatok jelenléte
nem birt pozitiv prediktiv értékkel. Ezt szamos munkacsoport szintén megerésitette. A mellékvesedaganatok
genetikai vizsgalata nem vetette fel a MENI gént, mint mutacids hotspot-ot, ami szintén arra utal, hogy ezen
daganatok kialakulasa nem MENI-dependens mddon torténik. Ugyanakkor fontos kiemelnem azt is, hogy a
menin szamos olyan fehérjével keriil interakcioba, amelyek szerepe bizonyitott a tumorigenézisben, tovabba. a
sejtciklushoz kapcsolodo eltérések a mellékvesedaganatok jellemzG6i, igaz elsGsorban a rosszindulatu
mellékvesekéregraké.

Nemzetkozi egyiittmiikodés sordn igazolt genotipus-fenotipus osszefiiggések MEN2 szindromdban és
orokletes Phaeo/PGL-dkban

Az orokletes endokrin tumorszindromak ritka koérképek. Egyetlen orszag sem képes olyan szamu beteg
feldolgozasara, ami elegendd statisztikai erdt jelentene a genotipus-fenotipus 0Osszefligések pontos
meghatarozasara. Kutatomunkam soran fontos célom volt résztvenni olyan nagy esetszamul vizsgalatokban,
amelyek biztositottak a relevans Osszefliggések felismerését. A RET TGC634TGG (p.Cys634Trp) mutaciot
hordozé6 MEN2 szindromas esetek feldolgozasaval elszor hatdroztunk meg kodon, mutacid specifikus
genotipus-fenotipus sszefiiggéseket. Osszesen 92 esetet (20 csaladbol) sikeriilt beazonositani amerikai és
eurdpai centrumokban. 68 esetben az MTC diagnézisa volt az elsd eltérés, atlagosan a 29. életévben. A
betegek koziil 16 esetben nyirokcsomo, 4 esetben tavoli metasztazis is igazolodott. Phacochromocytoma 41
esetben manifesztalodott (atlagosan a 36. életévben). Hat esetben a Phaco megelézte az MTC kialakulasat.
Primer mellékpajzsmirigy adenoma csak 6 esetben volt kimutathatd. Nyolc beteg Phaeo, 4 beteg MTC miatt
hunyt el. Az MTC penetrancidja a 30. életévre 52%, de az 50. életévben mar 83 % volt. A Phaeo esetében a 30.
életévben 20%, az 50. életévben 67%, mig a PHPT penetranciaja minddssze 3% a 30. életévben és 21% az 50.
¢életévben. Ezek az adatok bizonyitjak, hogy MEN2 szindromaban a mutacid-specifikus 0sszefiiggéseknek az
ismerete biztositja a betegek és a mutaciot hordozok legjobb tulélését.

Kiterjesztve az elsd vizsgalatunkat, ugyanebben a konzorciumban elvégeztik az 6sszes RET 10-es
exon mutaciot hordozé feldolgozasat. A nemzetkézi RET Exon 10 Konzorcium keretében 15 orszag 27
centrumaban 103 csalad 340 érintettjét elemztiik. Osszesen 21 kiilonbozé RET mutaciét detektaltunk. MTC
263 érintettben, Phaco 54 és PHPT 8 esetben manifesztalodott. Az MTC-vel diagnosztizalt esetek 53%-a, a
Phaeo-s esetek 54%-a klinikai tiinetmentes allapotban, a sziirések kovetkeztében keriiltek felismerésre. Az
MTC-re kodon specifikus pentrenciat és rizikobecslést lehetett meghatarozni, ami igazolta, hogy a metasztazis
megjelenése Osszefligg az érintett kodon mutécidval (a 609-es kodon mutéaciok esetén a legkissebb mig a 620-
as kodon esetén a legnagyobb a metasztazis rizikdja).

A phaeochromocytomakkal kapcsolatban az Eurdpai-Amerikai-Pheochromocytoma-Paraganglioma-
Register 2001 betegének feldolgozasaval két 1ényeges kérdésben fogalmaztunk meg szakmai javaslatokat. Az
egyik a 18 évesnél fiatalabb betegekre vonatkozott. A 177 regisztralt eset koziil, a betegek 80%-a hordozott
csirasejtes mutaciot (49% VHL, 15% SDHB, 10% SDHD, 4% NF1 és egy betegben RET, SDHA és SDHC
eltérés is kimutathato volt). Masodik daganat az esetek 38%-aban jelentkezett, az életkor elérehaladtaval nétt
ennek az esélye, a 30. életévre elérve az 50%-ot. A masodik daganat megjelenése VHL és SDHD mutaciot
hordozokban volt a legvaldsziniibb. Malignus daganatokat 16 esetben (9%) igazoltunk, melyek SDHB
mutéaciokhoz tarsultak. Az atlagos varhato élettartam 62 év volt az drokletes esetekben.

Az utols6 két nagy vizsgéalat témaja a phacochromocytoma volt. Elsdként a MEN2 szindroméaban
kialakulé Phaeo kezelésére vonatkoz6 adatokat elemeztiik egy multicentrikus vizsgalat keretein beliil.
Osszesen 1210 MEN2 szindromaban szenvedd beteg adatait dolgoztuk fel. 563 esetben alakult ki Phaeo, akik
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koziil 552 beteg esett at sebészi kezelésen. 438 (79%) esetben adrenalectomia, 114 (21%) betegben
mellékvesekéreg-megtartasaval tortént a matét. Rekurrens Phaeo az esetek 3 és 2%-aban fordult eld.
Mellékvesekéreg-elégtelenség és gliikokortikoid potlasra a 339 kétoldali Phaeo-s beteg koziil 292 (86%)
esetben volt sziikséges, mig a 82 kétoldali, mellékvesekéreg-megtartasaval miitott beteg koziil 47 esetben
(57%) nem alakult ki mellékvesekéreg elégtelenség. Eredményeink igazoljak, hogy MEN2 szindromaban, ahol
varhato a kétoldali daganatok kialakulasa, a mellékvesekéreg-megtartd miitétek végzése javasolt a kés6bbi
mellékvesekéreg elégtelenség elkeriilésének érdekében.

A masodik vizsgalat az Ujonnan azonositott Phaeo/PGL gének variansai gyakorisagat és klinikai
betegeben keriiltek vizsgalatra az ) gének (MAX, TMEM127, SDHA, SDHAF2). 58 (6.0%) esetben kertilt
beazonositasra mutacié valamelyik 4j génben (29 SDHA, 20 TMEM127, 8 MAX és 1 SDHAF?2). Az 58 eset
koziil 53 esetben a daganat familiaris vagy multiplex vagy extra-adrenalis vagy malignus volt. Szintén nagyon
fontos klinikai megfigyelés volt, hogy ezek a betegek 40 évesnél fiatalabbak voltak. Legfiatalabb életkorban (8
évesen) SDHA mutacio talajan alakult ki daganat. Extra-adrenalis tumor is gyakori volt SDHA mutéaciokhoz
tarsulva (23/29 SDHA hordozdban; 79%). MAX mutacié mellékvesére lokalizalt Phaco-ra volt jellemzd. A
konzorcium allasfoglalasa alapjan az Ujonnan felfedezett gének mutacié analizise is indokolt Phaeco/PGL-s
betegekben, elsésorban a fiatal, malignus, familidris vagy multiplex daganatok esetében. Génspecifikus
tanacsadas, folyamatos klinikai nyomonkovetés és genetikai tanacsadas javasolt ezekben a csaladokban.

Sporadikus daganatokban igazolt genetikai, epigenetikai eltérések és az ezekhez tarsult
pathomechanizmus

A C4B gén kopiaszamdnak hatisa valamint a CYP21A2 gén gyakori variansainak hatisa az ACTH
stimuldciot kéveto kortizol valaszra joindulato mellékveskéreg adenomds betegekben

A fokozott gliikokortikoid hatas szerepének jobb megértéséhez a joindulati mellékvesekéreg adendomas
betegek tovabbi vizsgalatai sordn a CYP21A2 gén tagabb majd egyre finomabb felbontasu genetikai
asszociacios vizsgalatait végeztik el. A CYP2/A42 gén patogén mutacioi a 21-hidroxildz enzimdefektust
okozzék, ahol az enzim kiilonbdz6 mértékli karosodasa jon létre. A CYP21A42 genomi lokalizacioja rendkiviil
bonyolult, Gn. kopiaszamvaltozasokat mutatd szakaszokon talalhatd. A régié egyik tagja a komplement
komponens 4-t kodold C4B gén is. A C4B gén egyik haplotipusardl (C4B*Q0) ismert volt, hogy 6sszefiiggést
mutatott kiilonb6z6 kardiovaszkularis megbetegedésekkel. Mivel a mellékvesekéreg-hormonok koziil a
kortizol ¢és aldoszteron is szerepet jatszik a vérnyomas ¢és szivmUkodés szabalyozasaban és a C4B*QO0
Osszefiigghet a CYP21A2 génnel, tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Munkank soran feltételeztiik, hogy a
korabbi hatdsokért ennek az enzimnek a genetikai varidnsai tehetdk felel6ssé. Vizsgélatainkhoz olyan
betegeket vontuk be, akiktdl rendelkezésre alltak alap és stimulalt hormonvizsgélati eredmények. Osszesen 77
mellékvesekéreg adendémas beteget vizsgaltunk. Igazoltuk, hogy az alap és az ACTH-stimulalt kortizol
koncentraciok is szignifikansan magasabb voltak a C4B*Q0 hordozokban, mint a nem hordozokban. Az
eredmények fliggetlenek voltak a nemtdl, életkortdl és a daganat méretétél. Hasonlo eredményt igazoltunk az
ACTH-stimulalt és alap aldoszteron hdnyados kozott is. Eredményeink arra utaltak, hogy a hipotalamusz-
hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) tengely hiperaktivitasa dsszefliigg a C4B*QO0 haplotipussal.

A masodik vizsgalatunk soran a CYP21A2 génvariansokra fokuszaltunk. A gén bonyolult kromoszomalis
szerkezete miatt specialis molekularis bioldgiai modszereket (allél-specifikus long range PCR, MLPA,
quantitativ PCR) hasznaltunk a CYP21A2 haplotipizalasahoz. A beteg populaciot a CYP21A42 génvariansok
alapjan harom nagy haplotipusba lehetett sorolni. Ezek koziil az un. ¢5 haplotipusba tartozokban emelkedett
kortizol és 17-hidroxiprogeszteront mértink ACTH-stimulaciot kovetden, mig az rs6462 polimorfizmust
hordozdkban az aldoszteron koncentracio volt emelkedett. Eredményeink tovabb erdsitik azt a feltételezést,
hogy a CYP21A2 gén gyakori varidnsainak szerepe lehet HPA tengely szabdlyozasaban, egyes haplotipusai
fokozott rizikét jelentenek a markansabb stresszvalaszra.

A GR N363S variansdnak szerepe joindulatit mellékvesekéreg adenomdk patogenézisében, uij PCR modszer
a GR gén Bcll polimorfizmus kimutatdsdra

A joindulati mellékvesekéreg adenomak gyakori eltérések. Hatteriik tisztazatlan, de a kétoldali megjelenés és
a betegek hormonvizsgalatai felvetették, hogy patogenzésisiikben a karosodott gliikokortikoid hatdsnak szerepe
lehet. A GR gén gyakori polimorfizmusai koziil az N363S a fokozott glukokortikoidok iranti érzékenységgel
mutatott Osszefiiggést. Vizsgalataink koltséghatékony modon torténd kivitelelzéséhez a GR polimorfizmusok
vizsgélatahoz allél-specifikus PCR-t terveztiink, igy egy cs6ben a normalis és mutans allélok gyorsan és olcson
kimutathatoakka valtak. A modszert Sanger szekvenalassal validaltuk. A GR N363S variansa szignifikansan
gyakoribb volt a kétoldali mellékvesekéreg adenomas betegekben, mint az egyoldali, vagy diabeteses vagy
kontroll csoportban (20,5% vs. 7,1%, 13% ¢és 7,1%). A 2-tipusu diabetes gyakoribb volt a kétoldali adenémas
csoportban, mint az egyoldali adenémasok kozott (40,9 vs. 22,2%, P < 0,05). Ebben a csoportban az N363S
varidns Osszefliggést mutatott a karosodott cukoranyagcserével, de a BMI, hyperlipidémia, magasvérnyomas
vagy koronaria betegséggel nem tarsult. Eredményeink arra utalnak, hogy a GR N363S polimorfizmusa a
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szénhidrat anyagcserén keresztiil szerepet jatszik a kétoldali, hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomak
patogenézisében.

Nagy dtereszkdoképességii modszerek integrdldsa, funkciondlis kapcsolatok modellezése

Kutatdomunkam egybeesett a molekularis bioldgiai moddszerek rohamos fejlodésével. A nagy
ateresztOképességli vizsgalatok (microarray, uj generacios szekvenalds) és ezek eredményei ingyenesen
elérhet6 adatbazisokban torténd elhelyezése lehetdvé tette, hogy a vizsgalataink targyat képezd ritka
betegségekrél is elérhetd mérési eredményeket hasznositani tudjuk. Az integrativ adatelemzés és ezek
atliltetése a klinikai gyakorlatba vezetett oda, hogy kidolgozzunk egy olyan munkafolyamatot, ami tartalmazza
az adatelemzést, az irodalmi adatok feldolgozédsat, a validacios kisérletek tervezését és a funkciondlis
modszerek integraldsat. A kidolgozott stratégiat sikeresen alkalmaztuk a hipofizis és a mellékvesekéreg
daganatok elemzésében.

A GR-t kédolo gén izoformadinak szerepe mellékvesekéreg daganatokban

A genetikai asszociacios vizsgalatokbol korvonalazodott, hogy az intraadrenalis gliikokortikoid érzékenység
szerepet jatszat a joindulata mellékvesekéreg adenomak patogenézisében. Kimutattuk, hogy a GR izoformai
expresszalodnak a mellékvesekéregben és a mellékvesekéreg adendémakban. A legmagasabb expressziot a
kortizolt termelé adendméakban mutattuk ki. A GRp izoforma szintén detektalhatdé volt a mellékvesekéreg
szovetmintdkban, a legmagasabb expresszi6 szintén a Cushing szindromdt okozé adendémdékban volt
detektalhat6. A GRo és a GRP izoforma jelentés emelkedése egy a mellékvesekéregben kialakuld
glukokortikoidok irdnti rezisztencia mechanizmusra utalnak.

A mellékvesekéregben miikddo periférids ora és a GR izoformak szerepe ennek modulalasaban

A GR izoformak funkcidinak megértése érdekében szamos kisérletet végeztiink. Mivel a mellékvesekéreg
hormonok esszencialis szerepet jatszanak a napszaki ritmus szabalyozasban, elsé kérdésiink arra iranyult, hogy
a GR szerepet jatszhat a periférias oragének szabalyozasdban. qRT-PCR-el igazoltuk, hogy az o6ragének
expresszalodnak a mellékvesekéregben és ritmusos ingadozast mutatnak. A gliikokortikoid kezelés az
oragének ritmikus expresszidjanak eltolodasat okozta. A GRP fokozott expresszidja az NRIDI kofaktor
expresszidjat befolyasolta, aminek szerepe lehet a tapanyagellatds és a gliikokortikoid jelatviteli utak
szinkronizalasaban. Mindezek az eredmények bebizonytottak, hogy a mellékvesében egy intakt periférias ora
mikodik, a hormonhatasnak pedig erre hatdsa van. A H295R mellékvesekéregrrak sejtvonal alkalmas az
oragénekkel kapcsolatos kutatasok elvégzésére.

A GRp izoforma szerepe a géntranszkripcioban

A GRp hatasanak tisztdzasara létrehoztunk egy sejtvonalat, ami fokozott mértékben expresszalja ezt az
izoformat. Génexpresszios vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a GRP dominans negativ hatassal bir a GRa altal
szabalyozott génekre, de olyan gének transzkripcigjat is befolydsolta, ami a GRa-tol fiiggetlen volt.
Sejtvonalunk eredetileg egy bélhamsejt volt, igy lehetéségiink volt arra, hogy elemezziik azt, hogy a GRp altal
regulalt géneknek milyen szerepe lehet a gyulladasos bélbetegségekben. Integrativ adatelemzést végeztiink a
gyulladasos bélbetegségben szenveddkbol elérhetd génexpresszios adatokon, és ezeket Osszevetettiik a GRf
altal szabalyozott génekkel. A k6zos halmazban olyan gének voltak, amelyeknek a sejtadhézidban, a sejt-sejt
interakcioban van szerepe. A génexpresszios array-ck adatait egyedi qRT-PCR-el validaltuk. Mindezek alapjan
a gliikokortikoidok irdnti rezisztencia a GR} emelkedett expresszidja révén is szerepet jatszhat a gyulladdsos
bélbetegségben igazolt mechanizmusok kialakulasaban, 0j célpontokat mutattunk ki, amelyek elore jelezhetik a
szteroid rezisztenciat gyulladasos bélbetegségben.

A hipofizis daganatok mikro-RNS expresszios mintdzata

Hipofizis szovetekben a teljes genomot lefedé mikro-RNS-expresszids profil vizsgalataval olyan mikro-RNS-
eket azonositottunk, amelyek vizsgalata segitheti a daganattipusok, sokszor szOvettani vizsgalattal sem
egyszerl azonositasat. Megallapitottuk, hogy a nem-funkcionald hipofizis adenomakra (NFA) éltalanossadgban
fokozott, mig a ndvekedési hormont termeld daganatokra inkabb csokkent globalis mikro-RNS expresszid
jellemzd. Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy az NFA daganatok heterogenitdsa miatt szamos jelatviteli ut
vagy ugyanazon Ut, de kiilonbdzd szabalyozasi szinteken lehet érintett. E daganatok heterogenitasat mind a
patologiai, mind a korabbi génexpresszios és mikro-RNS-expresszios vizsgalatok is alatamasztjak. Kovetkezo
kisérletiinkben 12 hipofizis szovet (8 NFA és 4 NH) mikro-RNS expresszios profiljat hataroztuk meg
preamplifikdcidval kiegészitett TagMan Low Density Array segitségével. Ot mikro-RNS (miR-198, miR-299-
5p, miR-497*, miR-548c-3p, miR-622) csak a normalis hipofizisben, mig 3 mikro-RNS (miR-124*, miR-515-
5p, miR-872) csak a NFA mintdkban volt jelen kimutathatdé mennyiségben. A mindkét csoportban
expresszalodo 478 mikro-RNS koziil az NFA mintdkban 92 mikro-RNS legaldbb kétszeresre ndvekedett, 70
mikro-RNS pedig legalabb felére csokkent expressziot mutatott a normalis hypophysis szovethez viszonyitva.
Hierarchikus cluster analizissel a daganatos és az ép szovetmintdk egymas mellé rendezddtek. A
szignifikansan tlexpresszalt mikro-RNS-ekkel a DIANA-mirPath szoftver segitségével végzett
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utvonalelemzés 63 jelatviteli utvonalat azonositott, amelyek koziil a sejtciklus és a TGF 3 itvonalak elemzését
részletesen is elvégeztiik.

TGFp utvonal mikro-RNS-ek dltali szabdlyozdsa hipofizis daganatokban

A legjelentésebbnek tiind jelatviteli utvonalak kozott szerepel a TGFf jelatviteli utvonal 205 mikro-RNS-
mRNS interakcioval 51 gén és 39 mikro-RNS kozott. A 39 mikro-RNS-b6l 19 mikro-RNS 6nmagaban is
szignifikans hatassal birhat a TGFp utvonalra

Validalas soran a TGFp jelatvitel vizsgalatahoz 10 normalis és 10 NFA szdveten qRT-PCR-rel meghataroztuk
a nyolc ismert Smad molekula (Smadl-9) expresszidjat, amelyekrdl feltételeztiik, hogy funkcidzavaraik
szerepet jatszanak a daganatképzddés folyamataban. Kimutattuk, hogy a Smad3, Smad6 és Smad9 expresszidja
hipofizis adenoma mintakban szignifikdnsan csokkent az ép szovethez képest. A Smad3 a TGFp jelet kozvetiti,
a Smad6 és Smad7 pedig gatolja mind a TGFf, mind a BMP tutvonalak jelatvitelét. Bar a Smad6 expresszidja
NFA mintakban szignifikdnsan csokkent, a Smad7 szintje nem valtozott. A BMP jelet kozvetité Smad
molekuldk koziil a Smadl és Smad5 expressziojaban nem igazoltunk kiilonbséget, mig a Smad9 szignifikansan
csokkent expressziot mutatott a daganatokban az €ép szdvethez képest. Ugyanazon mintakon elvégzett miR-
TLDA expresszios mintazat és 5 kiilonbozo target predikcios program segitségével 19 miR-t azonositottunk,
amelyek NFA szovetben szignifikdnsan negativ korrelaciét mutattak a Smad3 expresszidjaval és ugyanezen
szovetekben expresszidjuk fokozott volt. Ezek koziil a miR-140 és a Smad3 mRNS ko6zotti interakciot
riportergén vizsgalattal mar korabban bizonyitottdk. Mindezen eredmények alapjan megallapithat6, hogy a
mikro-RNS-ek altal kozvetitett poszttranszkripcids szabalyozas nagy valdsziniiséggel befolydsolja a TGF
jelatviteli Utvonal tagjainak expressziojat, amelyeknek szerepe lehet nemcsak a hipofizis daganatok
kialakulasaban, hanem a normalis hipofizis szovet miikddésében is.

Emelkedett expressziot mutato mikro-RNS-ek szerepe a WEEI kinaz szabdlyozdasaban

A hipofizis adenomakban fokozottan expresszalt mikro-RNS-ek lehetséges célpontjai koziil a bioinformatikai
algoritmusok felvetették a sejtciklus kinaz WEEI fehérjéjének kiemelt szerepét. Hipofizis szovetekben a
WEEI! expresszidjat mRNS és/vagy fehérje szinten elemezve kimutattuk, hogy a WEE! fehérje mind a
hormonadlisan inaktiv mind pedig a névekedési hormont termeld szovetekben csdkkent expressziot mutatott az
¢ép szovethez képest, de mRNS szinten ez nem volt igazolhato, ami felvetette a WEE1 poszttranszkripcionalis
mikro-RNS-ek altali szabalyozasanak lehetdségét. A WEEI1-t célzé6 mikro-RNS-ek azonositasa céljabol in
silico target predikcidt, majd az in silico kutatasokkal feltart lehetséges mikro-RNS-ek koziil 5 potencialis
miR-t (miR-128a, miR-516a-3p, miR-155, miR-20a, miR-93) validaltunk. Az elvégzett riportergén kisérlet
alapjan a miR-128a, a miR-155 és a miR-516a-3p szignifikansan csokkentette a luciferaz aktivitast a WEE]
mutagenezissel sikeriilt bizonyitani a programok altal jelzett kotohelyek mikodoképességét, mig a miR-155
esetében az alap-plazmiddal valo interakcié miatt ennek bizonyitasa nem volt lehetséges. A harom mikro-RNS
egyiittes transzfekcigjaval a WEE1 fehérje mennyisége az eredeti mennyiség 18%-ara csdkkent. A mikro-
RNS-mRNS interakcié bizonyitdsa utdn a mikro-RNS-ek hatdsat nemcsak a riporter konstrukciora, hanem
HeLa sejtek endogén WEEI fehérje expressziojara is sikeriilt kimutatni. Mindezek az eredmények igazoljak,
hogy a fokozott expressziét mutatd mikro-RNS-ek célozzak és csokkentik a WEE1 fehérje expressziojat
hipofizis daganatokban, ami a G2/M atmenet rendellenességére utal.

A sejtciklus G2/M dtmenetében szerepet jatszo mikro-RNS-ek szerepe hipofizis daganatokban

A korabbi eredményeink alapjan folytattuk a G2/M atmenet szisztematikus elemzését hipofizis daganatokban.
Igazoltuk, hogy a WEE fehérjével ellentétes hatast okozo CDC25A és CDC25C fokozott expressziot mutat az
NFPA szovetekben az ép hipofizishez képest. A miR-503 és a miR-424 alulexpresszalodik ugyanezekben a
szovetekben és direkten célozzak a CDC25 3’UTR-t. Eredményeink alapjan a sejtciklus G2/M atmenetében
kulcsfontossagu két molekulacsoport (WEE1 és CDC25) komplex, mikro-RNS-ek altali szabalyozas alatt is
allnak, amelynek a hormonalisan inaktiv hipofizis daganatok pathomechanizmusaban lehet szerepe.

A sejtciklusfiiggo ingadozdst mutato gén és mikro-RNS expresszio vizsgdlata, uj dramldsi citometrids
modszer kidolgozdsa a sejtek sejtciklus szerinti sejtvalogatasadra

Munkank soran kidolgoztunk egy 1j, aramlasi citomerian alapuld sejt szortolasi mddszert. Az optimalizalt
sejtciklus szortolas sikeresen €s nagy tisztasaggal izolalta a sejtciklus kiilonboz6 fazisaiban 1év sejteket
HDFa, NCI-H295R és HeLa tenyészetekbdl. Az egyes sejtciklusfazisok specifikus kivalogatasa a kiilonbozo
sejttipusokban valtozo volt, de minden esetben meghaladta a korabbi, szinkronizalasi modszerekkel nyert
eredményeket. Minden sejttipusban a G1 fazis szortolasa sikertiilt a legnagyobb tisztasaggal, mig NCI-H295R
és Hela sejtekben az S fazisba szortolt sejtek tisztasaga meghaladta a G2 fazis tisztasagat. Validalasként
Western blot segitségével a CDC2 Tyrl5-os foszforilaltsdgdnak valtozasat ellendriztiik a szétvalogatott
sejteken, ami megerdsitette az d&ramlasi citométeres modszer hatékonysagat.

Korabban szamos kifogast fogalmaztak meg a szinkronizalasi modszerekkel a sejtciklusfiiggd transzkripcios
program vizsgalataban val6 alkalmazasaval kapcsolatban ezért dsszehasonlitottuk sejttipusonként a sejtciklus
szort modszerrel nyert eredményeket a korabbi, szinkronizalasi modszerekkel nyert eredményekkel. Az
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Osszehasonlitas soran jelentds atfedést talaltunk a sejtciklus szort és a szinkronizalasi modszereken alapuld
eredmények kozott, valamint — mind primer fibroblaszt, mind HeLa sejtek esetében — szignifikans korrelaciot
taldltunk a két modszer eredményei kozott. Tovabbd, HeLa sejtek esetében a csak szinkronizéldssal
sejtciklusfiiggdnek imponald gének altal meghatarozott biologiai utvonalak igazoltdk a szinkronizalds okozta
replikacios stressz kovetkezményeit, mely nem volt jelen a sejtciklus szerinti sejtvalogatassal nyert gének altal
meghatarozott biologiai utvonalak kdzott.

Harom nagyateresztoképességii technikat (microarray, qRT-PCR alapii TLDA, Illumina kis RNS szekvenalas)
alkalmaztunk a sejtciklusfiiggd mikro-RNS expresszio vizsgalatara. Bar a kiilonb6z6 modszerekkel kapott
eredmények néhany mikro-RNS-t felvetettek, mint sejtciklusfiiggé modon expresszalodot, egyedi qRT-PCR
modszerrel validalni egyiket sem sikeriilt, ami arra utal, hogy a mikro-RNS expresszio stabil a sejtciklus soran.

Sejtciklusfiiggd modon expresszalodo uj biomarker a mellékvesekéregrdak prognozisiban

A mellékvesekéreg-karcinoma malignitas mintazatat Osszehasonlitottuk az NCI-H295R sejtciklusfiiggd
transzkripciés programjdval. Osszesen 1752 gén mutatott szignifikins, legaldbb kétszeres expresszios
kiilonbséget ACA és ACC kozott, mig az S/G1 dsszehasonlitasban 29 gén expresszidja valtozott dinamikusan.
A két halmaz metszetének tagjai kozil az RRM2 (ribonukleotid reduktaz M2 alegység) és az ASPM
(abnormalis ors6-homoldg, microcephalia-asszocialt) gének voltak feliillexpresszalva mindharom ACC vs.
ACA microarray tanulmanyban, emellett az RRM2 mutatta a legmagasabb génexpresszids kiilonbséget S vs.
Gl Osszehasonlitasban. Ezt kovetden tizenkét, szdvettanilag igazolt humén ACC-n végeztiink
immunhisztokémiai vizsgalatokat az RRM2 ¢és Ki67 fehérjék meghatarozasanak iranyaban. Szignifikans,
szoros korrelaciot mutattunk ki a Ki67 index és az RRM?2 score kozott, ami arra utal, hogy az RRM2 j6
proliferacios marker ACC-ben.

Megvizsgalva az RRM2 expressziot az ACC-ben alkalmazott kemoterapias szerek alkalmazasanak
fliggvényében igazoltuk, hogy mind a mitotan, 9-cisz-retinsav ¢és a gemcitabin is csokkentette az NCI-H295R
ugyanakkor a gemcitabin alkalmazasa nem befolyasolta ezt. A gemcitabin alkalmazasa novelte a G1-fazisa
sejtek ardnyat mindharom kezelési id6pontban. A mitotan és a 9-cisz-retinsav, valamint kiillondsen a kettd
kombinacidjanak alkalmazasa szignifikansan emelte a G2-fazist sejtek aranyat a 24 6ras kezelés soran.

A gemcitabin — a kezelési id6tol fliggetleniil — haromszorosara emelte az RRM2 mRNS szintjét NCI-H295R
sejtekben és a 48 oras mintdk fehérjelizatumain végzett Western blot vizsgalatok igazoltdk a gemcitabin
RRM2 expressziot fokozo hatasat fehérjeszinten is. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a gemcitabin
kezelés kovetkeztében 1étrejovée RRM2 expresszio-fokozodas egy gemcitabinnal szemben kialakuld

crer

A keringésben jelen lévo mikro-RNS-ek mint biomarkerek a hormonrendszer betegségeiben, a miR-483-5p
a mellékvesekéregrak specifikus markere

A mellékvesekéregrakban a miR-483-5p fokozott expresszidja igazolodott, mind a daganatszdvetekben, mind a
karcinomas betegek plazmajaban. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a miR-483-5p tumormarkerként
viselkedik mellékvesekéreg karcindmaban. A mellékvese régioban kimutatott térfoglalas klinikai és
laboratoriumi  kivizsgalasa soran szamos hormonmérésre, endokrin tesztre keriil sor. Nem allt
rendelkezésiinkre adat arra vonatkozodan, hogy ezek tesztek a mikro-RNS-ckre milyen hatassal birnak.
Munkank soran igazoltuk, hogy a mellékvesedaganatos betegek kivizsgalasa soran alkalmazott dexametazon
és ACTH-tesztek nem befolyasoltdk a keringésben jelen 1év6 miR-483-5p szintjét, igy tumormarkerként
torténd potencialis alkamazasa tovéabbra is lehetséges.

Menin expresszio és a MENI 3°UTR-t potencidlisan célz6 mikro-RNS-ek szerepe mellékpajzsmirigy
daganatokban

A menin sejtmagi hidnyat mindegyik MEN1 szindromahoz tarsult mellékpajzsmirigy adendmaban és a 40
sporadikus adenéma koziil 11-ben (27.5%) igazoltuk. Az 6sszes menin-negativ daganat koziil 23 esetben (16
orokletes, MEN1-hez tarult és 7 sporadikus eset) mutattunk ki MEN1 mutéaciot. A MENI 3’UTR-t célz6 hsa-
miR-24 és potencidlisan célzé hsa-miR-28 expresszidja magasabb volt a sporadikus, nem-szindromas
esetekben a MENI1-hez tarsult esetekhez viszonyitva. A vizsgalt mikroRNS-ek expresszidja nem tért el a
menin-negativ és menin-pozitiv esetek kozott. Mindezek alapjan, a mellékpajzsmirigy daganatokban a MENI
mutacidja tehetd feleldssé a daganatok kialakulasaért, de a csirasejtes menin deficiencia a hsa-miR-24 és hsa-
miR-28 expressziojat csdkkentheti, ami felveti a menin, mint transzkripcios faktor esetleges szerepét.
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A Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrinoldgiai Genetika Laboratériumaban elérhetévé
tettiik a legtobb monogénesen 0roklodé endokrin tumorszindromaért felelés gén molekularis bioldgiai
vizsgalatat. A hagyomanyos DNS szekvenalds mellett sziikséges volt kidolgozni és bevezetni olyan bonyolultabb
modszereket (long-range PCR, MLPA) is, amelyek sziikségesek voltak a tumorszupresszor gének heterozigota
(hemizigocia) formaban el6forduld delécioi kimuatasara, vagy pl. a tobb kopiaszam varidciot mutatdé CYP2142
gén teljes genotipizalasahoz.

MEN2 szindromaban kimutattam a patogén RET mutaciokat, a genotipus-fenotipus Osszefliggések alapjan
egyénre szabott terapias beavatkozasokat, preventiv pajzsmirigymitéteket javasoltunk

Feltérképeztem és genetikailag jellemeztem a hazai von Hippel-Lindau szindromaban szenvedd betegeket.
MLPA vizsgalat bevezetésével uj, addig genetikailag negativ eseteket azonositottam be.

A VHL gén Ser80lle mutacigjarol kimutattam, hogy patogén eltérés.

Az orokletes phacochromocytoma/paraganglioma szindromak hatterében all6 mutécids spektrum azonositasa
révén, elséként azonositottunk hazai betegben extraadrenalis PGL hatterében SDHD mutaciot, és elsdként
igazoltuk, hogy az SDHD gén G12S polimorfizmusa gyakrabban fordul eld6 MEN2A szindromaban, mint egyéb
RET génhibakhoz tarsul6 korképekben.

Elséként irtunk le egy beteget, aki csirasejtes PTEN és SDHC mutaciot hordozott.

Cowden és Cowden-szerii betegségben eléfordulnak SDHx génvariansok, amelyeknek szerepe lehet a fenotipus
modositdsdban. Az SDHx varidnsokhoz tobbféle patomechanizmus is tarsulhat.

A MENI szindroma szerv-specifikus manifesztacioit és a menin fehérje funkcidit 6sszegeztem. A mellékvese
daganatok kialakulasaban csekély szerepe van a MENI mutacioknak.

A RET 11-es exonjanak TGC634TGG mutaci6 prognosztikai szerepét tisztaztuk.

A RET 10-es exon mutaciok esetére mutacid-specifikus diagnosztikai, terapias és prognosztikai javaslatokat
fogalmaztunk meg

Gyermekkori phacochromocytomak és paragangliomak esetében is el6fordulnak oOrokletes génhibak, a
legrosszabb indulata daganat SDHB mutaciok esetén varhato.

MEN2 szindromaban kialakuld phaeochromocytoméak esetében a mellékvesekéreg-megtartasaval elvégzett
daganat-eltavolitas javasolt.

A GR N363S polimorfizmusa a szénhidrat anyagcserén keresztiil szerepet jatszik a kétoldali, hormonalisan
inaktiv mellékvesekéreg adendémak patogenézisében.

Uj médszert dolgoztunk ki a GR Bell polimorfizmus kimutatasara.

A CYP21A2 gén vizsgalatara 0j metodikat dolgoztunk ki.

A C4B*QO0 kopiaszamvaltozas és a CYP21A42 gén haplotipusai 0sszefiiggés mutatnak az ACTH stimulaciora
adott mellékvesekéreg hormontermeléssel.

A gliikokortikoid receptor izoformai expresszalodnak a mellékvesekéreg hormontermeld daganataiban. A GRf
expressziot a kortizolt termeld adenémakban volt a legmagasabb.

Létrehoztunk egy bélhamsejt-tenyészetet, ami fokozottan expresszalja a GRP izoformajat.

Kimutattuk, hogy a GRP a GRa altali géntranszkripciot gatolja, de 6nallo transzkripcios hatéssal is rendelkezik.
Gyulladasos bélbetegségben a GRP olyan gének expresszidjat szabalyozza, amelyeknek a sejt-sejt interakcioban
van elsédleges szerepe.

A mellékvesekéregben a napszaki ritmusért felelds dragéneknek 6nalld ritmikus expresszidja van, igy a human
H295R sejtvonal alkalmas a napszaki ingadozassal kapcsolatos kisérletek in vitro modellezésére.

A mikro-RNS expresszié teljes genom szinti meghatdrozasa alapjan az eltérések bioldgiai relevanciainak
megeértése csak a kiilonbdzd platformokbdl szarmazoé adatok integraldséval képzelheto el.

Kimutattuk, hogy a hormonalisan inaktiv hipofizis daganatokban a WEE1-nek és az 6t célzo mikro-RNS-eknek
daganatokban fokozott expressziot mutaté miR-128a, miR-516a-3p és miR-155 célozzak.

A NFPA ¢és ép hipofizis szovetekben az eltéré mértékben expresszalodé mikro-RNS-ek utvonalanalizisével
igazoltuk a TGFp jelatviteli ut érintettségét ezekben a daganatokban.

A CDC25A és CDC25C fokozottan expresszalddik NFPA daganatokban az ép hipofizis szévetekhez képest. Az
Oket célzo mikro-RNS-ek expresszidja csokkent a daganatokban, ami tumorszuppresszor hatasukra utal.
Fluoreszcens festékkel jelolt aramlasi citometrids mddszert dolgoztunk ki a sejtciklus kiillonbdzo fazisaiban 1évo
sejtjeinek elvalasztasara.

Harom kiilonboz6 sejttipus esetén a sejtciklus progresszidja soran dinamikus génexpressziot, de stabil mikro-
RNS expressziot tapasztaltunk,.

A sejtciklusfiiggd expresszidji RRM2 proliferacios markerként alkalmazhatd mellékvesekéreg-karcinomaban.
dinamikus endokrin tesztek, igy tumormarkerként torténé alkalmazasa igéretesnek tiinik.

A menin sejtmagi hidnya jellemzé a MENI1 szindromahoz tarsult mellékpajzsmirigy adenémakban és a
sporadikus esetek 27,5%-aban. Ennek leggyakoribb oka a MENI gén mutécidja. A MENI 3’UTR-t célz6 hsa-
miR-24 és hsa-miR-28 expresszidja a MEN1-hez tarsult daganatokban kisebb, mint a sporadikus esetekben.
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Autoimmune Diseases.
CURRENT MEDICINAL CHEMISTRY 22:(9) pp. 1126-1135. (2015)
Fiiggetlen idézé: 1 Fiiggd idézé: 2 Osszesen: 3 IF: 3.455

106.Vasarhelyi B, Meszaros K, Karvaly G, Patocs A
Fokuszban a szdveti biomarkerek. Az 0sztrogének mint a szovetspecifikus immunvalasz és autoimmunitas
modulalasanak kulcsszerepldi
ORVOSI HETILAP 156:(51) pp. 2070-2076. (2015)

107.Decmann A, Perge P, Nagy Z, Butz H, Patoécs A, Igaz P
Keringd mikroRNS-ek az endokrin daganatok diagnosztikdjaban: Circulating microRNAs in the diagnostics of

endocrine neoplasms
ORVOSI HETILAP 158:(13) pp. 483-490. (2017) IF: 0.291%**
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7. Tudomanymetriai adatok

Osszesitett impakt faktor: 543.542

Els6 és utolso szerzds kozlemények impakt faktora: 134.004

Osszes hivatkozasok szama: 2321

Fiiggetlen hivatkozasok szdma: 1939

Hirsch index: 26

Az értekezés alapjaul szolgald kozlemények impakt faktora: 165.739
Ebbdl els6 €s utolso szerzos: 59.811

Az értekezés alapjaul szolgald kozlemények fliggetlen hivatkozasainak szama: 621

Az értekezésben nem targyalt tovabbi kdzlemények impakt faktora: 377.803

Patocs Attla Balizs tudomanyos és oktatasi munkassaganak dsszefoglalasa
MTA V. Crvostwdomanyl Osztaly (2017 .08.12.)

Tudomanyos és oktatisi kizlemények Szama Hivatkozasok'
Osszesen | Reszleterve | Figpefien | Osszes
1. Folybirateikk® 162 — — —
szakcikk, nemzetkdzi folyoiratban, idegen nyell - 100 1466 1774
szakcikk, hazai idegen myelvi - 1 2 2
szakcikk, magyar nyshvi - 18 2 4
szakcikk, sokszerzds, érdemi szerzokent” = 4 164 216
osszefoglalo kizlemeny — 4 268 280
révid kizlemény — 5 26 29
L Kdnyw 2 - - -
a) Szakkdnyv, kézikonyv 1 — - -
degen myshal - 1] 0 1]
magyar nyshi - i] 0 1]
aa) Felsooktatasi tankdnyv - 0 1]
b} Szakkonyv, tankonyv szerkesztokent 1 — — —
degen myshal — 1 — —
magyar nyehvi - 0 - -
bb) Felsdoktatasi tankdnyw - 0 - -
1ll. Kanyvrészlet fi — - -
degen nyshil - 3 0 1]
magyar nyshil - i 0 1]
oo Felstoktatasi tankonywisjezet — 2 0 0
IV. Konferenciakizlemény® 1 — G L]
Oktatasi kézlemények 6sszesen (ILaa,bbllcc) 3 0 1]
Tudomanyos kizlemények Gsszesen (LIV.) - 168 1932 2311
Tudomanyos és oktatasi kbzlemeények Gsszesen (V) 171 — 1932 2311
V. Tovabbi tudomanyos mivek 7 — - -
Tovablbi tudomanyos mivek, ide értve a nem tefies
folyorateikkeket &5 a nem ismert lekioraltsagl folyoiratokban — 3 0 0
miegjelent teles folydiratcikkeket is
Szerkesztosegi levelezes, hozzaszolasok, valaszok — 4 6 a
V1. Idézett absziraktok® 1 - 1
Idézetiség szama’ - — 1020 237
Hirsch index” 26 = = =
g index® 45 — - -
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Specialis tudomanymetriai adatok Szama hi?aikczés

Elsd szerzds folydirateikkek szama™ 14 302

Utolsd szerzis folydiratcikkek szama™ 33 258

Az utolso tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése wtani (2005 - ) 138 1085

telies tudomanyos folyoratcikkek -

Az utolso 10 év (2007-2017) tudomanyos, teljes, lektoralt 128 1738

folyciratcikkeinek szama !

A legmagasabb idézettcégl kiclemany 07 Booe

idézetisége (az dsszes idézettség szazalekaban) ' i
- . 126

dezetek szama, amelyek nem szerepelnek a WS/ Scopus

rendszerben

Jelentes, guideline il [i]

Ceoportos (multicentrikus ) kézleményben kollaboracios 2 103

kizremikdda'

*Az MTMT nem tudja szolgdltatni a megosztott elsd és megosziott utolsod szerziség adatokat. Ezeket a
kerelmezonek a doktori eljaras folyaman a 3. 5z. adatlapon kell feltintetnie.
Megjegyzesehk:

" a disszeracic &5 egyeb tipusd idézd nélkdli - WOS ésivagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

? lektoralt, tudomanyos folydiratban

* a szerzd irashan nyilatkozik, hogy érdemi szerzoi hozzajanulasaval késziltek szerzdként jegyzeft kizlemenyei, s az
erdemi hozzajanulast dokumentalni tudja

4 konferenciakiziemény folydiratban, kinyvben vagy egyeb konferenciakitetben

* nem idézett absztrakt itt nem kerill az Gsszesitéshe

* a disszertacio és egyeb fipush idézd nélkili Gsszes idéztvel szamolva

" kizremiikédés esetén a csoportos szerzdsdgl kizemanyek idézettsége kilon értdkelendd, s nem szamithatd be
az deszesielt idézetek kize
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8. KOSZONETNYILVANITAS

A tudoményos munka iranti lelkesedésem elsdsorban Racz Karoly Professzor Urnak koszonhetd. Neki koszonhetd,
hogy végz06s hallgatoként befogadott a Semmelweis Egyetem II. Belgyogyaszati Klinika Endokrin Munkacsoportjaba,
ahol PhD munkam vezetdjeként, majd a Klinika igazgatdjaként kutatomunkamban mindvégig tdmogatott. Neki
koszonhetd az is, hogy PhD munkam befejezése utan kiilfoldi posztdoktor kutatdmunkat is végezhetettem az Amerikai
Egyesiilt Allamokban. Réacz professzor Ur mindvégig tamogatott és lehetdséget biztositott, hogy az Endokrinolégiai
Genetika Laborban 6nallo kutatocsoportot hozzhassak 1étre. Koszonetettel tartozom, prof. Toth Miklosnak, aki mint
TDK munkavezetém bevezetett a kitartd és a minden aprd részletre kiterjedé adatgylijtés és a klinikai adatok
értékelésének mechanizmusara. Dr. Tulassay Zsolt Professzor Urnak, az MTA rendes tagjanak, a II. Belgyogyaszati
Klinika volt igazgatdjanak és az MTA-SE Molekuldris Medicina Kutatocsoport volt vezet6jének szintén halaval
tartozom, hiszem a nyugodt kutatdbmunka lehetdségét jelentette ebben a csoportban dolgozni.

Koszonettel tartozom Charis Eng Professzor Asszonynak a Cleveland Clinic Genomic Medicine Intézet
igazgatdjanak, aki posztdoktor munkadmat vezette, és olyan feltételeket teremtett laboratériumaban, ami kivételes
lehetéséget jelentett 6nalldo témavezetévé és onalld kutatova valasomban, és a kritikus, tudomanyos gondolkodas
elsajatitasaban alapvetd szerepet jatszott. Hazatérésem utan is szamos kdzos tudomanyos munkat végeztiink, amelyek
eredményei magas impak faktort lapokban kertiltek elfogadasra.

A Semmelweis Egyetem II. Belgyogyaszati Klinika Endokrinologiai munkacsoportjabdl szamos tovabbi
kolléganak tartozom halaval, de kiilon kiemelném volt PhD tarsaimat: dr. Balogh Katalint, dr. Majnik Juditot, dr.
Gergics Pétert, dr. Szappanos Agnest, dr. Téke Juditot és dr. Boyle Belemat, akikkel kozosen szamos érdekes
modszertani fejlesztést végeztiink. Dr. Szabo Péternek és dr. Tombdl Zsofianak is koszonetettel tartozom, a kedves,
nagyon barati és inspiralo 1égkor kialakitasaért. Glaz Edit Professzor Asszonynak is halaval tartozom, hogy bemutatta,
hogy a mindennapi laboratériumi munka mennyire is nélkiilozhetetlen a klinikai endokrinolégiaban. Dr. Igaz Péter
egyetemi docens Urnak, dr. Liké Istvan és dr. Doleschall Marton tudoméinyos munkatarsaknak is szeretném
kifejezni kdszonetemet, hiszen tudomanyos munkam kezdetétdl szamos kdzos munkaban vettlink részt és szamos nehéz
feladatot oldottunk meg egyiitt sikeresen.

A szamos kiilfoldi kapcsolataim kozil halaval tartozom Hartmut Neumann professzornak Freiburgbol, akivel
az elmult tiz évben szadmos kozds, nagy multicentrikus tanulméanyt végeztiink, és a hazai von Hippel-Lindau Tarsasag
elinditasaban is eléviilhetelen szerepet jatszott. Szintén halas vagyok Korbonits Marta professzor Asszonynak, akivel
a hipofizis daganatok teriiletén dolgoztunk egyiitt.

Természetesen ez a tudomanyos munka nem késziilhetett volna el a nagyon lelkes és iigyes PhD hallgatoim
nélkiil. Végzett PhD hallgatoim koziil koszonetet mondok Dr. Butz Henriettnek, dr. Feldman-Kovacs Karolinanak,
dr. Igaz Ivannak, dr. Grolmusz Vince Kornélnak, dr. Lendvai Nikolettnek ¢s a jelenleg a fokozatszerzési eljaras
végén jaré hallgatbimnak dr. Nagy Zsoltnak, és dr. Molnar Agnesnek. Jelenleg harom hallgato dolgozik vezetésem
alatt: dr. Sarkadi Balazs, dr. Kovesdi Annamaria és Reinig Marta, akiknek szintén szeretném kifejezni koszonetemet,
hiszen mint TDK hallgatok mar eddig is fontos feladatokat végeztek el és tobb dijat nyertek k6zos munkdinkkal. Az
asszisztensek koziil halaval tartozom Krauszné Vaczula Mdrianak, és az izotop laboratéorium volt és jelenlegi
munkatarsainak. Szintén koszondm a segitséget a HPLC és tomegspektrométeren dolgozd Mészaros Katalian és
Karvaly Gellért kollégaknak, valamint a Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina Intézet igazgatojanak
Visarhelyi Barna professzor Urnak is halas vagyok a kitart timogatasaért.

Az eredményes kutatomunka egyik feltétele a kutatasokhoz rendelkezésre allo forrasok. Szeretném kifejezni
koszonetemet az OTKA irodanak, az ETT-nek és az NKFIH-nak a tdmogatasokért, valamint halas vagyok az MTA-nak,
hogy 2013-t6l 6nalldé Lendiilet kutatdcsoportot vezethettem. Az MTA TKI iroda minden munkatarsanak, de kiilonds
tekintette] Berzéné Pénzes Ilonanak és Idei Miklés igazgaté Urnak koszonom a felém irdnyuld bizalmukat és
tamogatasukat.

Végiil csaladomnak: sziilleimnek, feleségemnek, nagymamamnak és testvéremnek tartozok halaval, akik a
munkam végzéséhez sziikséges nyugodt csaladi hattér mellett mindig biztositottak timogatasukrol.
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	A hipofízis daganatok mikro-RNS expressziós mintázatát TaqMan Low Density Array (TLDA) Human MicroRNA Panel v.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA) segítségével, a gyártó előírásai szerint vizsgáltuk. Az endogén kontroll kiválasztás Normfinder szoftverrel történt, a próba expressziójának stabilitási értékét a csoporton belüli és a csoportok (NFA és NH) közötti variancia alapján számoltam. A legmegfelelőbb endogén kontroll kombinációt 3 háztartási mikro-RNS (MammU6, RNU44 and RNU48) értékének számtani közepe adta. Az expresszió mértékét minden esetben ddCT módszerrel határoztuk meg.
	3.4.1. Apoptózis, sejtciklus-disztribúciós és sejtproliferációs vizsgálatok

	A MEN1 3’UTR-t célzó mikroRNS-ek beazonosítására öt internetes adatbázis segítségével választottuk ki a MEN1 gént illetve a menint potenciálisan targetáló mikroRNS-eket. A használt adatbázisok a következők voltak: Diana microT 3.0 URL: http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/, miRWalk URL: http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html, microCosm Targets 5.0 URL: http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm /htdocs/targets/v5/, PicTar URL: http://pictar.mdc-berlin.de/ , TargetScan URL: http://www.targetscan.org/ .
	3.10.4. A sejtciklus dependens expressziót mutató gének útvonal elemzése
	A sejt szortolás eredményeinek összehasonlítását elvégeztük a korábbi, szinkronizáció-alapú mérésekkel nyert primer humán fibroblasztok szinkronizációs módszerrel vizsgált sejtciklusfüggő génexpressziójának microarray adatai feldolgozásával is. Az adatok a European Bioinformatics Institute Array Express adatbázisából (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ experiments/E-TABM-263/), és - a HeLa sejteken végzett vizsgálatának eredmények - a http://genome-www.stanford.edu/Human-CellCycle/HeLa/ honlapról kerültek letöltésre. A vizsgálatunkhoz a szabadon elérhető DAVID Bioinformatics Resources 6.7 verzióját (https://david.ncifcrf.gov/) használtuk. A betöltött génlisták a HeLa sejtciklus szort módszerre specifikus (HeLa SZORT  HeLa szinkr.), a HeLa szinkronizálás módszerre specifikus (HeLa szinkr.  HeLa SZORT) és a mindkét vizsgálatban átfedő (HeLa SZORT ∩ HeLa szinkr.) sejtciklusfüggő expressziót mutató gének listái voltak. A Bonferroni-korrigált < 0,05 p-értékű találatokat tartottuk szignifikánsnak.

	3.11. Statisztikai analízis

