dc_1400_17

MTA Doktori Ertekezés

Molekularis mechanizmusok a
hormonrendszer daganataiban

Dr. Patdcs Attila
Semmelweis Egyetem
Laboratdoriumi Medicina Intézet

NSIS 1,
‘.\'\‘ 3 P
Z b

2
%
<
Z
-
73
-
o
NI

N
-

Budapest, 2017



dc_1400 17

Tartalomjegyzék

Roviditések jegyzéke 4,
l. BEVEZETES 7.
1. IRODALMI ATTEKINTES 14,
1.1 Orokletes endokrin tumorszindromak 14.
11.1.1. Multiplex Endokrin Neoplasia 1-es tipus 14.
11.1.1.1. Definicio, klinikai megjelenés 14.
11.1.1.2. MENI szindromaért felelds gén €s a tarsult patomechanizmus 17.
1.1.2 Multiplex endokrin neoplasia 2-es tipusa (MEN2) 20.
11.1.2.1. Definicid, klinikai megjelenés 20.
11.1.2.2. A MEN 2 szindréma genetikai hattere - RET protoonkogén 22,
11.1.3. Von Hippel-Lindau szindroma 217.
11.1.3.1. Definicid, klinikai megjelenés 217.
11.1.3.2 VHL génmutéciokhoz tarsulé pathomechanizmus 28.
11.1.4. Neurofibromatozis 1-es tipusa 30.
11.1.5. Orokletes phaeochromocytéma/paraganglioma szindromak 31.
11.1.6. Csirasejtes PTEN mutaciokhoz tarsul6 kérképek 32.
11.1.6.1. Cowden kor 32.
11.1.6.2. Genotipus-fenotipus 6sszefliggések PTEN csirasejtes mutacidékhoz tarsuld korképekben 34.
1.2 Sporadikus endokrin daganatok 35.
1.2.1. Mellékvesekéreg-karcinoma 35.
11.2.1.1. Definicid, gyakorisag 35.
11.2.1.2. Molekularis mechanizmusok ACC-ben 36.
11.2.2. Klinikai hormontaltermeléssel nem jaro, jéindulati mellékvesekéreg daganatok 39.
1.3. Glukokortikoid receptor (GR) 39.
11.3.1. A GR genetikai variansai és klinikai jelent6ségiik 39.
11.3.1.1. GR génmutaciok 40.
11.3.1.2. GR polimorfizmusok 42.
11.3.2. A GR izoformak és klinikai jelentdségiik 42.
11.3.3. Egyéb, ritkabb GR izoformak 45,
11.3.4. A GR poszttranszlacios médosulésa 46.
11.3.5. A GR jelatviteli ut 47.
11.3.5.1. A GR genomidlis hatasai 47.
11.3.5.2. A GR nem genomiélis hatasai 48.
11.3.6. A glukokortikoidok gyulladasgatlé hatésa és a glikokortikoid-rezisztencia kialakulasénak 48.

mechanizmusai IBD-ben
11.3.7. A glikokortikoidok szerepe a cirkadian 6ra szabalyozasaban 51.
11.3.8. A cirkadian éra molekularis mechanizmusa 52.
11.3.9. A cirkadian 6ra klinikai jelentdsége 53.
11.4. Sporadikus hipofizis daganatok 54,
11.4.1 Definicid, gyakorisag 54,
11.4.2. Genetikai és epigenetikai eltérések hipofizis daganatokban 55.
11.4.3. Jelatviteli utak eltérései hipofizis adenoméakban 58.
1.5 Sejtciklus 60.
11.5.1. A sejtciklus szabalyozésa 62.
11.5.2. A sejtciklus szabalyozasaban résztvevé molekulak prognosztikai jelentdsége human 63.

daganatokban
11.5.3. A sejtciklusdependens transzkripcié vizsgalata 65.
11.5.4. A sejtciklusdependens transzkripcids program és szabalyozasa 67.
11.6. Mikro-RNS-ek 69.
11.6.1. A mikro-RNS-ek jellemzdi és biogenezise 69.
11.6.2. A mikro-RNS -ek szerepe hipofizis adenomakban 70.
11.6.3. Mikro-RNS-ek szerepe a sejtciklus szabalyozasaban 71.
1. CELKITUZESEK 73.
V. BETEGEK ES VIZSGALATI MODSZEREK 75.
V.1 Betegek és egészséges egyének 75.
vV.1.1. Orokletes endokrin tumorszindroméakban szenvedé betegek 75.
IvV.1.2. Sporadikus, joindulatti mellékvesekéreg adenémaval diagnosztizalt betegek 77.
V.13 Hormonvizsgalatok 77.

1



dc_1400 17

V.2,

IvV.2.1.
V.22,
IV.2.3.
V.3

vV.3.1.
IV.3.2.
1V.3.3.
1V.3.4.
1V.3.5.
IV.3.6.
IvV.3.7.
IV.3.8.
IvV.3.9.

1vV.3.10

V.4
IvV.4.1.
IV.4.2.
IV.5.
1V.6.
vV.7.
IvV.7.1.
IV.7.2.
1V.8.
V.9

1IvV.9.1.
1V.9.2.

IV.9.3.
1V.10.

1V.10.1.
1vV.10.2.
1vV.10.3.
1vV.10.4.

V.11,

V.1

V.1.1.
V.1.2.
V.1.3.
V.1.4.
V.1.5.

V.1.6.
V.1.7.

V.1.8.
V.1.9.

V.1.10

V.1.11
V.2,

V.2.1.

Daganatszdvetek

Hipofizis daganatok

Mellékvesekéregrak szévetmintai

Mellékpajzsmirigy daganatok

Molekularis genetikai mddszerek

Orokletes genetikai eltérések vizsgalatahoz alkalmazott modszerek

A C4B és a CYP21A2 gének kopiaszdm és a CYP21A2 gén szekvenalasa

A gliikokortikoid receptor (GR) génvariansok vizsgalata

A GR expresszi6 vizsgalata

A génexpresszio circadian valtozasanak vizsgalata H295R mellékvesekéreg sejtvonalban
Gliikokortikoid receptor béta izoformat (GRp) expresszalo sejtvonal 1étrehozasa

A sejtciklus dependens gén és mikroRNS expresszio vizsgalatban hasznalt sejttenyészetek
Nagyateresztoképességli mRNS és miRNS expresszios mérések

Egyedi génexpresszios mérések validaldsa kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakcioval
(QRT-PCR)

Egyedi mikro-RNS expresszio mérés kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcioval (QRT-
PCR)

Aramlasi citométerrel végzett mérések

Apoptozis, sejtciklus-disztribucios és sejtproliferacios vizsgalatok

Sejtciklus szerinti sejtvalogatas fluoreszcencia alapjan aramlési citométerrel

GRp expresszalo sejtek szteroid érzékenységének vizsgélata

A WEEL1 3°UTR feltételezett mikro-RNS kotohelyének vizsgalata

Fehérje expresszié mérések Western blottal

Mikro-RNS prekurzorok transzfekcidjat kovetd WEEL fehérje expresszio mérése

Az aramlasi citométerrel szortolt sejtek foszfo-CDC-2 és RRM2 tartalma
Hormonmeghatarozasok az NCI-H295R sejtek tapfolyadékabdl

Sporadikus hipofizis, sporadikus mellékvesekéreg, MEN1-hez tarsult valamint
sporadikus mellékpajzsmirigy daganatokon végzett immunhisztokemiai vizsgalatok
Hipofizis szovetekben a WEEL fehérje kimutatdsa immunhisztokémiai vizsgélattal és Western
blottal

A ribonukleotid reduktaz 2-es alegységeének (RRM2) kimutatasa mellékvesekéregrakban
A menin expresszidjanak vizsgalata mellékpajzsmirigyek daganatokban

Bioinformatikai médszerek

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

Hipofizis daganatok funkcionalis genomikai analizise

A GRp-t fokozott expreszi6 altal befolyasolt gének dtvonalelemzése

A sejtciklus dependens expressziét mutatd gének Utvonal elemzése

Statisztikai médszerek

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Orokletes endokrin  tumorszindromak patomechnizmusai, — genotipus-fenotipus
osszefliggések

A RET protoonkogén mutéciok geno-fenotipus 6sszefuggései MEN2 szindromaban

A VHL gén eltérései hazai von Hippel-Lindau szindrémaban szenvedd betegekben

A VHL gén Ser80lle és a Pro25Leu variansok patogenetikai szerepe

A szukcinat dehidrogendz enzim (SDH) alegységeit kodolo gének (SDHB, SDHC, SDHD,
SDHAF2: SDHx gének), MAX és a TMEM127 mutaciok prevalenciaja hazai betegekben

Az SDHx gének aminosavcserével jard génvariansok fenotipust modosité szerepe MEN2-es
betegekben

Egyiittesen eléfordul6 SDHC és PTEN mutécidkkal tarsult klinikai fenotipus

Csirasejtes SDHx varidnsok hatdsa Cowden és Cowden-szerii szindromaban szenvedd
betegekben

A szukcinat szerepe a tumorigenézisben

A MENL1 szindrémaért felelés menin mutaciok beazonositasa és a genotipus-fenotipus
osszefliggések hazai betegekben

MENI1 szindroméaban el6fordulé mellékvesedaganatok valamint a menin szerepe a
mellékvesekéreg daganatok patogenézisében

Nemzetkdzi egylittmitkodés soran igazolt genotipus-fenotipus dsszefliggések

Sporadikus daganatokban igazolt genetikai, epigenetikai eltérések és az ezekhez tarsult
pathomechanizmus
A C4B gén koépiaszdmanak hatésa valamint a CYP21A2 gén gyakori variansainak hatasa az

78.
78.
80.
80.
81.
81

83.
85.
86.
86.
86.
87.
87.
88.

89.

91.
91.
91.
92.
92.
93.
93.
93.
93.
94.

94.

94.
94.
95.
95.
95.
96.
96.
96.

98.
98.

98.

100.
104.
105.
108.

110.
111.

115.
120.

124.

125.
127.

127.

2



dc_1400 17

V.2.2.

V.2.3.
V.2.4.
V.2.5.
V.2.6.
V.2.7.
V.2.8.

V.2.9.

V.2.10.
V.2.11.

V.2.12.

V.2.13.

V.2.14.

VI.
Vi
VIIL.
VI,
VIII.2.
VIIIL3.
VIIl.4.
VIIILS.
VIII.6.
IX.

ACTH stimulaciot kovetd kortizol valaszra jéindulatdo mellékveskéreg adendmas betegekben
A GR N363S variansanak szerepe joindulatd mellékvesekéreg adenomak patogenézisében, Uj
PCR mddszer a GR gén Bcll polimorfizmus kimutatasara

Nagy atereszkOképességli modszerek integralasa, funkcionalis kapcsolatok modellezése

A GR izoformainak szerepe mellékvesekéreg daganatokban

A mellékvesekéregben miikodé periférias ora és a GR izoformak szerepe ennek modulésiban
A GR izoforma szerepe a géntranszkripcioban

A hipofizis daganatok mikro-RNS expressziés mintazata

TGFp utvonal mikro-RNS-ek 4ltali szabalyozasa hipofizis daganatokban

Emelkedett expressziot mutatd mikro-RNS-ek szerepe a WEEL1 kinaz szabalyozasaban

A sejtciklus G2/M atmenetében szerepet jatsz6 mikro-RNS-ek szerepe hipofizis daganatokban
A sejtciklus-dependens ingadozast mutatd gén és mikro-RNS expresszid vizsgalata, U]
aramlasi citometrids modszer kidolgozésa a sejtek sejtciklus szerinti sejtvalogatasara
Sejtciklus-dependens mddon  expresszalodd, 0j biomarker a mellékvesekéregrak
prognézisaban

A keringésben jelen 1év6 biomarkerek mikro-RNS-ek a hormonrendszer betegségeiben, a
miR-483-5p a mellékvesekéregrak specifikus markere

Menin expresszi6 és a MEN1 3’UTR célzo6 mikro-RNS-ek szerepe mellékpajzsmirigy
daganatokban

Az UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
IRODALOMJEGY ZEK

SAJAT KOZLEMENYEK JEGYZEKE

Az értekezes alapjaul szolgald nemzetkozi és hazai kozlemények idérendben
Magyar nyelvi folyoiratcikkek

A tézisekhez kapcsolodo szerkesztdségi hozzaszolasok

A tézisekhez kapcsolodd kdnyvfejezetek

Az értekezésben nem targyalt tovabbi nemzetk6zi és hazai kdzlemények idérendben
Osszefoglalé kozlemények

Tudoméanymetriai adatok

Kdszdnetnyilvanitas

131.

133.
135.
137.
142.
149.
150.
156.
161.
165.

172.

178.

181.

186
189
231.
231.
234.
235.
235.
236.
242
245.
248.




dc_1400 17

Roviditések jegyzéke:

ACC: mellékvesekereg (adrenokorticalis) karcindbma

ACTH: adrenokortikotrop hormon

ANOVA: variancia-analizis (Analysis of Variance)

AUC: gorbe alatti teriilet (Area Under the Curve)

bp: bazispar

C4: komplement komponens 4-es

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CDKNIC, 1B: cyclin-dependent kinase inhibitor 1C, 1B (ciklin dependens kinaz inhibitor 1C
(p57%2), 1B (p27<%%))

CCNB1, B2, D1, E: cyclin B1, B2, D1, E (ciklin B1, B2, D1, E)

CDC2, 25A, 25B, 25C, 73: cell division cycle 2, 25A, 25B, 25C, 73

CDK1, 2, 4: cyclin-dependent kinase 1, 2, 4 (ciklin-dependens kinaz 1, 2, 4)
CDKNLC: ciklin dependens kinaz inhibitor 1C

cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav

CGH: komparativ genom hibridizécié

CNV: copy number variation, kopiaszdmvaltozast mutatd kromoszomalis regio
CPA: kortizol-termel6 mellékvesekéreg adendma (Cushing-adenoma)

CT: cycle threshold (cikluszam kiiszdb polimeraz lancreakcidban)

CYP21A2: 21-hidroxilaz enzimet kodol6 gén

dCT: normalizalt cycle threshold (delta cycle threshold)

DHEAS: dehidroepiandroszteron szulfat

DNS: dezoxiribonukleinsav

dsRNS: kett6s szali RNS (double stranded RNA)

FDR: False Discovery Rate (hamis felismerési arany)

FISH: fluoreszcens in situ hibridizéacio

FFPE: formalin-fixalt paraffinba agyazott (formaline-fixed praffin-embedded)
FSH: follikulus stimul&lé hormon

GADD45y: growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma/ndvekedés géatlas és DNS-
karosodas indukalta 45 gamma gén

GAPDH: glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogenaz

GR: glukokortikoid receptor

GR: gliikokortikoid receptort kodol6 gén

GEO: Gene Expression Omnibus



dc_1400 17

GO: Gene Ontology, gén ontologia

GSEA: Gene Set Enrichment Analysis/Gécsoport Dusulés Vizsgalata

HIF1a, 2a: hypoxia inducible factor 1, 2 alpha subunit (hipoxia-indukalt faktor 1a, 2a)
HPA: hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely

HPT: hiperparatireozis

IGF: inzulinszer(i névekedési faktor (insulin like growth factor)

IGF-1R: insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1 receptor)

IGF-2: insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) (inzulinszer(i névekedési faktor 2)
IL: interleukin

IPA: Ingenuity Pathway Analysis

LH: luteiniz&lé hormon

LOH: heterozigdcia elvesztése (loss of heterozigosity)

MAPK: mitogén aktivalta protein kinaz

MAX: Myc-associated X gén

MENZ1: multiplex endokrin neoplézia 1-es tipusa

MEN2: multiplex endokrin neoplazia 2-es tipusa

MHC: f6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
MRNS: hirvivo ribonukleinsav (messenger RNA)

MiRISC: mikro-RNS indukalta csendesité komplex (miRNA induced silencing complex)
miR, MiRNS : mikro-RNS

MTC: medullaris pajzsmirigy carcinoma

mMTOR: mammalian target of rapamycin

MY CN: v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived
NA: normalis (ép) szdvet

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NF1: 1-es tipusu neurofibromatodzis

NFA, NFPA: nem funkciondlé hipofizis adenoma

nt: nukleotid

PCR: polimeraz lancreakcio

Phaeo: phaeochromocytoma

PGL.: paraganglioma

PGL1-4: familiaris paraganglioma szindréma 1-4 tipus

PHD: prolyl-hidroxilaz enzim

PKA: protein kinase A, CAMP-dependent (CAMP-dependens protein kindz)
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PPNAD: primer pigmentalt nodularis adrenalis hyperplasia (primary pigmented nodular adrenal
disease)

PRKARZ1A: protein kinase, CAMP-dependent, regulatory, type I, alpha (tissue specific extinguisher
1) (cAMP-dependens protein-kinaz Rla inhibitor alegység)

PRKAR1A: protein kindz A (PKA) Rla alegységét kodold gén

RCCX modul: human MHC Ill-as régioban tandem elhelyzkedést mutod gének kezddbetiiibol allo
moziakszo6 (RP, complement C4, steroid 21-hydroxylase (CYP21), and tenascin X (TNX).

RET: rearranged during transfection gén

gRT-PCR: kvantitativ valos idejt (real-time) reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio
(quantitative reverse transcription polimerase chain reaction)

RIN: RNS integritas szdm (RNA Integrity Number)

RISC: RNS-indukalt csendesité komplex (RNA induced silencing complex)

RNS: ribonukleinsav

ROC: Receiver Operating Characteristics Analysis

RT: reverz transzkripcid

SD: standard deviécid

SDH: szukcinat dehidrogenaz

SDHXx: szukcinat dehidrogenaz enzim alegységeit kodol6 gének (SDHA, SDHB, SDHC és SDHD)
SEM: &tlag szérasa (standard error of mean)

SiRNS: Kis interferald RNS (small interfering RNA)

SNP: egy nukleotidot érinté polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)

TLDA: TagMan Low Density Array

TMEM127: transzmembran fehérje 127-t kddold gén

TNF-a: tumor nekrozis faktor a

TOP2A: topoisomerase (DNA) 1l alpha 170kDa (topoizomeraz 2A)

3" UTR: 3' nem transzlalodo régio (3' untranslated region)

5" UTR: 5' nem transzlalodé régio (5' untranslated region)

VEGF: vascular endothelial growth factor (vaszkularis endothelialis névekedési faktor)
VEGF-R: vascular endothelial growth factor receptor (vascularis endothelialis ndvekedési faktor
receptor)

VHL: von Hippel-Lindau szindroma

VHL.: von Hippel-Lindau tumor suppressor (von Hippel-Lindau gén)

WNT: wingless-type MMTYV integration site family

XPO1: exportin 1
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l. BEVEZETES

A hormonrendszer daganatainak jelent0s része tarsul monogénes, autoszomalis dominans
modon 6roklédé génhibakhoz. A betegségek kialakulasaért felelés mutaciot hordozd egyének
szoros klinikai nyomonkovetésével és az egyes szindromak esetében preventiv miitétekkel a
daganatok kialakulasa megel6zhetd. A betegségért felelds elvaltozasok kimutatasa jelenti a
molekularis genetikai diagnosztikai laboratorium f6 feladatat. 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 6sszefliggések alapjan a
klinikai ellatasban is hasznosithaté Uj adatokkat tarjunk fel. Szdmos szindréma esetén a betegség-
okozd géneltérés pontmutécid, amelyek beazonositasa hagyoméanyos molekuléris bioldgiali
maodszerekkel polimeraz lancreakciot (PCR) kovetd bidirekcionalis Sanger szekvenalassal torténik.
Ugyanakkor azonban, a tumorszupresszor gének eltérései lehetnek Un. heterozigéta delécidk is (pl.
a VHL, SDHx gének esetén), amelyek kimutatdsahoz egyéb specidlisabb, kvantitativ meghatarozast
is biztositd mddszerek szlikségesek. Ezek bevezetése, validalasa és alkalmazédsa a molekuléris
genetikai diagnosztikaba szintén munkam részet képezte. Az orokletes endokrin daganatok egyik
legizgalmasabb tipusa a phaeochromocytoma és paraganglioma (Phaeo/PGL) daganatok. A
daganatok kb. 30%-aért valamilyen 6rokletes génhiba teheté feleldssé és szamos szoros genotipus-
fenotipus osszefliggés is ismertté valt. Ezek koziil kiemelendd, hogy az SDHB génmutaciokhoz
tarsulo esetekben rendkiviil magas a daganatok malignus elfajulasa és a terapias lehetdségek erésen
korlatozottak. A kutatbmunkam soran a Phaeo/PGL gének mutécid analizise, a betegek folyamatos
nyomonkovetése a Semmelweis Egyetem Il. Belgydgyaszati Klinika klinikus kollégéinak szoros
egylittmiikodésével egy tobb mint 100 betegbdl allo adatbazist sikertilt kialakitani, ami a genotipus-
fenotipus 6sszefliggések elemzésében nyujott kivalo lehet6séget.

Az orokletes tumorszindrémak kozil a Multiplex Endokrin Neoplasia 1-es és 2-es tipusai, a
von Hippel-Lindau szindréma és az Orokletes Phacochromocytoma/paragangliomak (Phaeo/PGL)
hatterében &ll6 MEN1, RET protoonkogén, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2 gének, valamint a
2000-es évek masodik felében, az ) generacids szekvenalasaval beazonositott gének (MAX,
TMEM127) vizsgélatat végeztiik el hazai betegekben, ami hozzajarult a hazai betegekben eléfordulo
mutacios spektrum megismeréséhez, valamint a mutéciot hordozd betegekben és csaladtagjaiban a
nemzetk6zi ajanlasoknak megfelelé egyénre szabott diagnosztikai és terdpias javaslatok
alkalmazasahoz. A MEN2 és az oOrokletes Phaeo/PGL szindroma koz0s eltérése a
phaeochromocytoma (Phaeo). Az o6rokletes endokrin daganatszindromak jol ismert kdzos
sajatossdga, hogy még ugyanazt a csirasejtes mutaciot hordozokban is eltérd lehet a kiilonb6z6

manifesztaciok penetrancidja. Ez arra utal, hogy egyeb tényezok, akar genetikai, epigenetikai illetve
7
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kornyezeti hatasok is szerepet jatszhatnak ennek befolyasolasaban. Az SDHx genek gyakoribb, de
funkcionalis hatassal bird eltéréseir6l igazolodott, hogy szamos korképben birnak genetikai
modositd hatdssal. Az SDHx geének gyakoribb varidnsainak el6fordulasarol és a MEN2
szindromaban betoltott esetleges szerepiikrél nem allt rendelkezésre informacio.

Az orokletes endokrin daganatos korképek ritka betegségek. Ezért, ahhoz, hogy relevans
genotipus-fenotipus Osszefliggéseket ismerjink fel szikséges a nagyobb esetszdmu vizsgalatok
elvégzése. Munkam egyik fontos része volt, hogy az Amerikai Egyesiilt Allamok és Nyugat
Eurdpa-i vezetd endokrin kozpontjaival kollaboraciokat alakitottunk ki, amelyek keretén belil
szamos tanulmanyt készitettink a pontos genotipus-fenotipus 06sszefiiggések megallapitasaért.
Ezeknek a vizsgalatoknak az eredményei hozzajarultak az Orokletes endokrin daganatos
szindromékkal kapcsolatos szakmai ajanlasok fellilvizsgalatahoz és az Ujonnan felismert gének
szerepének tisztazasahoz. Az orokletes szindromak prevalenciaja ismeretlen volt gyermekkorban és
nem alltak rendelkezésre olyan adatok sem, amelyek az 6rokletes Phaeo/PGL-akban az elsé daganat
eltavolitdsa utdn mikor kell szamitani a koOvetkezé megjelenésére, valamint mi a kiilonb6z6
génhibadknak a hatdsa a progressziora és tulélésre. A kezelésben egy 6riési kihivas a mellékvese
mitét. Az Orokletes esetekben mindkét mellékvese érintett lehet, ugyanakkor ezeknek a
daganatoknak a kezelése a daganatok sebészi eltavolitasat jelenti. Mellékvesevel6 tumorok esetében
a mitét a teljes mellékvesék kivételét jelenti, ami kétoldali esetekben az élethosszig tartd
hormonp6tlast vonja maga utan. A mellékvesék eltavolitdsa helyett azonban az Ujabb sebészi
lehetéségek igazoltak, hogy a daganatok eltavolitasa lehetséges a mellékvesekéreg megtartasa
mellett is. Az ehhez a mitéti tipushoz kapcsol6do hosszitava adatok a betegség progressziojarol, a
betegek életmindségér6l hianyoztak, igy a kooperacid egyik célja volt Gsszehasonlitani a miitéti
technikdkhoz kapcsolddd hosszutava kovetkezményeket.

Az orokletes korképek mellett az endokrin daganatok zome sporadikus daganat, vagyis
patogenézisiikben nem azonosithatd oOrokletes génhiba. Ugyanakkor pl. a mellékvesekéreg
daganatok kialakuldsaval kapcsolatban felmeriilt az Un. genetikai hajlamosité tényezdk szerepe,
mint patogenetikai okok. Munkdm sordn a joindulatd, hormonalisan inaktiv és jobbara
véletlenszertien felfedezett mellékvesekéreg daganatok kialakuldsara, biokémia és genetikali
jellegzetességére fokuszaltam. A munkanak a f6 indikacidjat az jelentette, hogy ezek a daganatok
gyakoriak, az egyeb célbol végzett hasi képalkotd vizsgalatok mintegy 8-20%-aban kerilnek
felismerésre és szamos diagnosztikai és terapids nehézséget jelentenek. Genetikai hatterik
tisztazatlan, bar mar PhD munkam soran is felmeriilt, hogy a kdros glikokortikoid hatas és a
kontrollalatlan hormonszekrécio szerepet jatszhat patogenézisiikben. Kutatbmunkam egyik fontos
célja volt a helyi, a szoveti glukokortikoid hatasban prereceptoridlis és receptorialis szinten zajlo

glikokortikoid hatds elemzése ezekben a betegekben. Korabbi vizsgalataim soran a
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mellékvesekéreg enzimek bioszintéziseben kulcsszerepet jatszo 21-hidroxilaz enzimet kddold geén a
CYP21A2 eltéréseit igazoltam egy és kétoldali mellékvesekéreg adendmas betegekben, ami
megerdsitette, hogy a koros szteroid bioszintézisnek is szerepe lehet ezeknek a daganatoknak a
kialakulasaban. Késébbi munkam soran vizsgalatainkat kiterjesztettik a CYP21A2 gén tagabb
C4 gén kozelében helyzekedik el. A CYP21A2 génnek ismert egy vele nagyfoku homoldgiat mutato
pszeudogénje a CYP21A1, ami megneheziti a genetikai vizsgalatokat. A C4 génnek is két valtozata
a C4A és a C4B létezik, amelyek a CYP21 génnekel egymast felvaltva helyezkednek el, egy
specialis kromoszoma szerkezetben, az RCCX modulban, ami egy kdpiaszam valtozast mutatd
régio (copy number variation: CNV) része. A CNV-k vizsgalata komplex, a hagyomanyos
molekuléris biolégiai modszerekkel korlatozattan kivitelezhetd. Ezért munkank soran tobb U]
metodika kialakitasara és alkalmazasara kerult sor, amelyek segitségével a teljes CNV régid és ezen
belil a CYP21A2 gén gyakori variansainak a szteroid hormon koncentracidkra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk.

A Kkoéros glikokortikoid hatds szerepe felmerllt a mellékvesekéreg adendméak
patogenézisében. A mellékvesekéreg daganatos betegekben gyakran megfigyelhetd elvaltozasok
(elhizas, cukorbetegség, magasvérnyomas) hasonloak azokhoz, amelyek a fokozott gliikokortikoid
hatas soran is kialakulnak Cushing szindréméas betegekben. A daganatok kétoldali megjelenése
valamilyen szisztémaés eltérésre utalhatnak. Ezek a klinikai megfigyelések vetették fel, hogy a
mellékvesekéregben a lokalisan termel6dd glukokortikoidok és a hatas kozvetitéséért felelés GR-
nak szerepe lehet a jéindulatu kéregadendméak patogenéziseben. A glikokortikoid receptor (GR)
felel6és a szteroid hatas kozvetitésért. A hatas receptoridlis szintjének vizsgalata soran a GR-t
kodold gén genetikai varidnsait, valamint fehérje izoformait vizsgaltuk mellékvesekéreg daganatos
betegekben. A GR-t kodold génnek szamos olyan variansa ismert, amelyek eltéré receptor
affinitassal birnak. Egyes variansok, mint pl. az N363S és az un. Bcll a fokozott, mig az
ER33/34EK és az tin GRp varians a csokkent érzékenységgel mutatott 0sszefliggést. Ezeknek az
SNP-nek az esetleges asszociaciorél mellékvesekéreg daganatokkal nem allt rendelkezésre irodalmi
adat.

A GR-nak tobb izoformédja ismert, amelyek kozil a GRa és GRpP a két leggyakoribb. A
fiziologias hatas kozvetitéséért a GRao a felelés. A GRP izoforma megjelenéset dsszefiiggésbe
hoztédk a glikokortikoidok iranti rezisztencia kialakulasaval. Tobb olyan korképben mutattak ki
expresszidjanak emelkedését, amelyekben a glikokortikoidok iranti rezisztencia is megjelent (pl.
szteroid rezisztens aszthma, gyulladasos bélbetegség). A GR-hoz kapcsolédd mechanizmusok
vizsgalata soran els6ként igazoltuk a GRp izoforma expresszidjat mellékvesekéregben. Mind a GRa

¢s GRP fokozott expresszidjat mutattunk ki a kortizolt termeld daganatokban a normal
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mellékvesekéreghez képest. A GRp expresszidjanak megjelenése kortizolt termelé daganatokban
felvetette, hogy a GR-nak szerepe lehet az intraadrenalis glikokortikoid elvalasztés
szabalyozéasdban is, és a GRp, mint egy dominans negativ izoforma szerepet jatszhat az
intraadrenalis glukokortikoid hatasban. A GRp-rdl bizonyitott, hogy gatolja a GRa hatasat, de
ellentmondésos adatok alltak rendelkezésre arrdl, hogy a géntranszkripciot hogyan szabalyozza.
Ennek tisztdzasara létrehoztunk egy stabil sejtvonalat, ami fokozottan expresszalja a GRp
izoformat, és ennek felhasznalasaval vizsgaltuk a szteroid rezisztencia mechanizmusat.

Az orokletes genetikai tényezok talajan kialakuld pathomechanizmusok jol ismertek. A RET
protoonkogén egy tirozin kinaz receptort kodol, ami a MEN2 szindromat okoz6 mutaciok réven
konstitutivan aktivalodik. A von Hippel-Lindau szindromaért felelés VHL a hipoxia indukabilis
faktor lo (HIFlo) lebontasaban szerepet jatszo mechanizmusban vesz részt, ami a gént érintd
mutaciok révén karosodik, amelynek kovetkeztében a HIFlo stabilizalodik. Az orokletes
Phaeo/PGL hatterében all6 SDHx gének eltérései a szukcinat dehidrogenaz enzim karosodasa réven
mitokondrialis disszfunkciot eredményeznek. A felhalmozddo szukcinat gatolja a prolyl-hidroxilaz
enzimeket (PHD), pl. a 2-es tipusu PHD-t, ami a HIFla hidoxilalast végzi. SDHx mutaciok
kovetkeztében a szukcinat akkumulalodik és a HIFlo stabilizalédik (pszeudo-hypoxia
mechanizmus). SDHx mutaciokhoz tarult Phaeo/PGL tumorszdvetek genexpresszids mintazata
hasonlitott a VHL mutaciokhoz tarsult Phaeo-kban igazolt mintazatokkal, ami megerdsiti ennck a
mechanizmusnak a szerepét az SDH mutécidkhoz tarsult daganatokban. Ugyanakkor a hormonalis
rendszer sporadikus eldforduldsu daganataiban zajlo molekularis mechanizmusok keveshé
ismertek.

A sporadikus eléfordulasa daganatokban tobb tumortipus esetében igazoltak az Un.
mikro-RNS-ek altali szabalyozas szerepét a daganatok patogenézisében. Ezek az adatok a mikro-
RNS expresszi6 vizsgalataibdl eredtek, amelyek megvaltozott mikro-RNS kifejez6dést mutattak Ki
a daganatok és a normalis szovetek kdzott. A 20-24 nukleotid hosszisagu kis RNS-ek (mikro-RNS-
ek) a génexpressziot posztranszkripciés mddon szabalyozzak, azaltal, hogy képesek kotédni a
fehérjéket kodolo géneket kodold hirvivd RNS-ekhez (MRNS) és a mikro-RNS-mRNS interakcio
révén gatoljak a transzlaciot vagy az mRNS-ek lebontasat okozzak. A kiilonbozé szévetekben és
kiilonb6z6 élettani folyamatok soran is a mikro-RNS-ek expresszidés mintazata dinamikusan
valtozik. A mikroRNS kutatas nem allhat meg a beazonositott mikroRNS-ek szintjén, hiszen a
korosan felszaporodott vagy akar a kérosan csokkent expressziot mutatdé mikro-RNS-ek biologiai
hatdsainak kimutatasahoz sziikségesek egyéb, pl. génexpresszids, fehérje expresszios vagy in vitro
funkcionalis vizsgalatok is. A relevans bioldgiai hatas igazolasara komplex vizsgalatokra Un. nagy
dteresztoképességii  modszerekkel — kapott  eredmenyek integraldsara,  bioinformatikai

adatfeldolgozasra majd egyidejti in vitro funkcionalis vizsgalatok elvégzesere van szilkseg. A
10



dc_1400 17

mikro-RNS-ekhez kapcsolodo egyik legjelentésebb probléma az adott mikro-RNS-hez tarozé cél
MRNS-ek azonositasa. A mikro-RNS-ek potencialis célgénjeinek azonositasahoz (target
predikcid) an. predikcios algoritmusokat hasznalnak. Altalaban ezek az algoritmusok tébbféle adat
alapjan becsulik meg a potencialis kapcsolatot, de fontos megjegyezni, hogy egy mikro-RNS-hez is
tobb ezer célgén is prediktalhato, ami felelOs lehet azért a klinikai megfigyelésért, hogy ugyannak a
mikro-RNS-ek teljesen eltérd hatasa lehet mas szovetben.

Kutatdbmunkam sordn a mikro-RNS-ek szerepét hipofizis adenomékban vizsgaltuk. A
hipofizis daganatok tdbbnyire sporadikus megjelenésiick, minddssze 5%-ban jelentkeznek
familiaris formaban. Kialakulasukban hipotalamikus és hipofizis eredetli okokat feltételeznek. A
primer molekuléris bioldgiai elvaltozasra utal az a megfigyelés, hogy a legtdbb sporadikus adenoma
monoklonalis, de feltételezhetd, hogy a primer defektus kialakulasa utan a daganatos sejtklonok
novekedésében szerepet jatszanak a hipotalamusz fel6l érkez6é stimulusok is. Vizsgalataink
egybeestek a molekuléris bioldgiai modszerek rohamos fejlédésével. A hagyomanyos molekularis
biologiai modszerek mellett az utdbbi években eldtérbe keriiltek az un. nagy ateresztOképességii
technoldgidk hasznélata. A teljes genom gén és mikro-RNS expresszié, valamint az adatok
integralasaval és bioinformatikai feldolgozasaval olyan biologiai foylamatok kerllhetnek
beazonositasra, amelyek a korabbi egy-egy gént, molekulat célzé vizsgalatokkal rejtve maradtak.
Hipofizis vonatkozésiban a mikro-RNS-ekre vonatkozdan a ndvekedési hormont és ACTH-t
termel tumorok esetében voltak elézetes eredmények. Ezek igazoltdk, hogy a hipofizis gazdag
mikro-RNS-ekben. Ugyanakkor a hormont nem termeld, inaktiv hipofizis adenoma esetében (non-
functioning pituitary adenoma: NFPA) nem volt ismert a mikro-RNS-ek szerepe.

A hipofizis daganatokban beazonositott mikro-RNS-ek, valamint a kutatdécsoport korabbi,
mellékvesekéregrakban igazolt mikro-RNS mintdzat a sejtciklus szabalyozasi zavarara utalt
ezekben a daganatokban. A sejtciklusnak az eukariota sejtek ismétlédé novekedési és osztodasi
folyamata, ami szigortan szabalyozott. Az egymast kovetd fazisok felkészitik a sejtet a sikeres
megkett6z6désre, ami a novekedés, fejlodés és differencialodas elbfeltétele. A sejtciklus optimalis
miukodeését harom ellendrzépont biztositja; a restrikcids ponton atjutva exogén €s endogén szignalok
ereddjeként kotelezddik el a sejt a “minden-vagy-semmi” elve alapjan az osztodas irdnyaba. A DNS
sikeres ¢€s hibatlan megkett6zddése az elofeltétele a G2/M ellendrzépont sikeres atlépésének.
Megvaltozott sejtciklus dinamika a daganatos sejtekre jellemz6. Altalanossagban elmondhat6, hogy
a sejtciklust hajto ciklinek és ciklin-dependens kinazok (CDK) fokozott, mig a ciklin-depenens
kinaz inhibitorok (CDKI) és egyéb tumor szuppresszor gének csokkent kifejezddése figyelhetd meg
a daganatokban az ép szOvetekhez képest. Tumorszuppresszor mikro-RNS-ek elvesztése és az un.
onkomiR-ek (onkogén mikro-RNS-ek) felszaporodasa a daganatokban a sejtciklus felgyorsulasat, a

proliferacio  fokozddasasat eredményezi. Kutatbmunkank soran megfigyeltik, hogy a
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hormonrendszer daganatai kozil a sporadikus hipofizis és melléekvesekéreg karcinomaban is a
megvaltozott mikro-RNS expressziot mutaté mikro-RNS-ek olyan géneket céloznak, amelyek a
sejtciklus szabalyozéaséaban jatszanak kritikus szerepet.

A sejtciklus transzkripcids programjanak vizsgalata bonyolult feladat, hiszen kezeletlen
sejttenyészetekben a kiilonbozo sejtek aszinkronizaltan, a sejtciklus kiillonb6zo fazisaiban vannak,
igy nativ sejttenyeszetek expresszids vizsgalataval nem tudunk betekintést nyerni a sejtciklus-
dependens transzkripcids programba. Ezért a sejtciklus-dependens transzkripciés program
jellemzéséhez olyan sejtcsoportok sziikségesek, melyek azonos fazisokban vannak. Ennek elérésere
kiilonb6z6 kezelések hasznalatosak, amelyek az alap transzkripcios programot is befolyasolhatjak,
igy az eredmények csak korlatozottan reprezentdljdk a valddi sejtciklus-dependens
expresszidvaltozast. Kutatbmunkéank sordn az egyik fontos feladat volt olyan vizsgal6 mddszer
kidolgozasa, amivel a sejtciklus fazisai szerint tudunk elegendd szdmu sejtet nyerni, amelyekbdl
megfelelé mennyiségli RNS-t lehet izolalni teljes genomos vizsgalatokhoz. A mikro-RNS-ek
expresszidinak dinamikus, sejtciklus-dependens méddon torténé modjardl nem alltak rendelkezésre
adatok. A sejtvalogatdsos modszer felhasznaldsaval nyert sejtekben tobb nagy ateresztéképességii
molekularis biologiai modszert hasznalva a vilagon els6ként vizsgaltuk a mikro-RNS expresszio
sejtciklus—dependens valtozasait normalis és daganatos sejtekben.

A stabil kifejezddést mutaté mikro-RNS-ek alkalmasnak tinnek biomarkerként torténd
alkalmazasra. A hormonrendszer daganatai kozul a mellékvesekéregrdk egy rendkivil
rosszindulati daganat, amelynek felismerése és kezelése is oOridsi Kihivast jelent. A
kutatdcsoportunk kordbbi munkai soran tébb olyan mikro-RNS-et is talalt, amelyeknek az
expresszidja a rakban magasabb volt mint az ép szovetben és expressziojuk mérése felvetette
biomarkerként torténd alkalmazasukat. Ezek koziil a mikro-RNS-ek kdzll szamos a keringésben is
jelen van. Ugyanakkor a mellékvesekéregb6l torténd kiiiriilésiikben a hormonhatasok szerepet
jatszhatnak. A mellékvesekéreg daganatok laboratériumi kivizsgalasa soran szamos stimulacids
endokrin vizsgalatra is sor keriil, ami befolyasolhatja a mellékvesekéregbdl iiriild mikro-RNS-ek
mennyiségét is. A keringésben jelen 1évé mikro-RNS-ek meghatérozésa sordn a preanalitikai és
analitikai tényezOk egységesitése sziikséges. Munkdm soran a mellékvesekéregrak esetében
felmeriilt kering6é mikro-RNS-ek hormonhatasra bekovetkezé valtozasara fokuszaltam.

Osszekapcsolva a genetikai, orokletes mutaciokhoz kapcsolddd pathomechanizmust az
epigenetikai szabalyozassal vizsgalatot végeztink mellékpajzsmirigy adenomékban. A MEN1
szindroma vezet6 tiinete a mellékpajzsmirigy adenoma. Ugyanakkor szomatikus MEN1 mutéciokat
azonositottak a sporadikus mellékpajzsmirigy daganatok kb. egy harmadaban is, ami alatamasztja a
MEN21 kritikus szerepét ezekben a daganatokban. A MEN1 altal kodolt gén a menin

tumorszuppresszor fehérjét kdodolja, a tumorigenézis a Knudson féle két Utés elmélet szerint
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kovetkezik be. MEN1 szindromaban a daganatok kialakulasaert a MEN1 gén csirasejtes mutacio
utan a szovetben bekdvetkezd normalis allél elvesztése, muticidja vagy egyeb uton bekodvetkezd
géncsendesités sziikséges a tumor Kialakuldsdhoz. Ezeknek a folyamatoknak az eredménye a menin
fehérje hianya a MEN1-hez tarsult esetekben. A menin expressziojarol mellékpajzsmirigy
daganatokban csekély informacio allt rendelkezésre és szintén nem volt ismert a MEN1
szindroméhoz és a sporadikus mellékpajzsmirigy adenémakban a potencialisan MEN1 3°UTR-t
celzd6 mikroRNS-ek expresszidja. Ennek tisztdzasara immunhisztokémia és molekularis bioldgiali

vizsgalatokat végeztiink MEN1-asszocialt és sporadikus mellékpajzsmirigy daganatokban.
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I1. IRODALMI ATTEKINTES

11.1. Orokletes endokrin tumorszindrémak

Az drokletes endokrin tumor-szindroméak kozos jellemzéje a kiilonb6z6 szerveket érinté daganatok
specifikus tarsulasa és csaladi halmozodasa. A sporadikus esetekhez képest az 6rokletes daganatok
fiatalabb ¢letkorban jelentkeznek, nagyon gyakran multiplex eléforduldstiak és gyakrabban
recidivalnak. Kezdetben két 6 tipusat kiilonboztettiik meg: a Multiplex Endokrin Neoplasia 1-es és
2-es tipusait. Ugyanakkor a hormon rendszer érintettsége, a mellékvesevelobol kiinduld
phaeochromocytoma miatt a von Hippel-Lindau szindroma, a Neurofibromatdzis 1-es tipusa és az
Orokletes Phaeochromocytoma /paraganglioma szindromak is az 6rokletes tumorszindromak kozé
tartoznak. Klinikai genetikai szempontbol kozos jellemzdjiik az autoszomalis dominans
oroklédésmenet, ami azt jelenti, hogy az érintett csaladokban a mutacio oroklédésének az esélye
50%. A betegségért felelds mutaciok beazonositasaval a klinikailag még tlinetmentes egyénekben
preventiv beavatkozdsokkal a daganatokhoz kapcoslédd morbiditds és mortalitds jelentOsen

csokkenthet6.

11.1.1. A Multiplex Endokrin Neoplasia 1-es tipus
11.1.1.1. Definicio, klinikai megjelenés

A MEN 1 szindroma (Wermer-kor) (OMIM 131100) harom f6 komponense a primer
hyperparathire6zis (&ltalaban t6bbszords mellékpajzsmirigy adenoma vagy hyperplasia), az
enteropankreatikus neuroendokrin daganat és a hipofizis adenoma, azonban a szindromahoz el6bél
karcinoid tumor, mellékvese daganat, valamint nem endokrin szervek daganatai is tarsulhatnak (1.
tablazat) [1]. A tunetek nagymértékben fliggenek a daganatok lokalizacidjatol, illetve azok
hormontermel6 sajatossagaitol [2].

A MENL1 szindroma ritka kérkép, nemzetkozi irodalmi adatok alapjan prevalenciaja kb.
1/30000 [3]. A betegek tobb mint 95%-aban a betegség els6 manifesztacioi az 6todik évtizedig
megjelennek.

A MENTI szindréma klinikai diagn6zisa kimondhato, ha a 3 f6 komponens koziil legalabb 2
jelen van. MENL1 szindrémas csaladnak tekintjik azt a csaladot, amelyben legalabb egy MEN1
szindromas csaladtagon kiviil legaldbb egy els6fokii vérrokon csaladtagban a 3 f6 MEN 1
komponens koziil legalabb 1 el6fordul. Fontos megfigyelés, hogy a mutaciok egy része de novo
alakul ki, ezért negativ csaladi anamnézis nem zarja ki MEN1 szindroma lehetéségét [4].
Nemzetko6zi ajanlasok szerint MEN1 szindroma gyanuja akkor megalapozott, ha barmely f6 1€zid
fiatal korban (<35év) jelentkezik, vagy multiplex formaban fordul el6, illetve ha egy {6 1¢zi6 mellett

legalabb egy MEN 1-asszocialt minor eltérést is talalunk [5].
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1. tdblazat: A MEN 1 szindromahoz tarsul6 daganatok relativ gyakorisaga* [2]

Endokrin daganatok

=  Mellékpajzsmirigy adenoma 90 %
= Enteropankreatikus daganat

o Gastrinoma 40%
o Insulinoma 10%
o Egyéb hormontermel6 daganat 2%
o Nem hormontermeld daganat 20%
= Hipofizis daganat

o Prolaktinoma 20%
o GH- és prolaktin-termel6 adenoma 5%
o GH-termel6 adenoma 5%
o ACTH-termel6 adenoma 2%
o TSH-termelé adenoma ritka
o Nem hormontermel6 adenoma 5%
= El6bél carcinoid

o Thymus carcinoid 2%
o) Bronchus carcinoid 2%
o Gyomor ECL sejt carcinoid 10%
=  Mellékvesekéreg

o Primer aldoszteronizmus ritka
o) Cushing szindroma ritka
o Nem hormontermelé daganat 25%
Nem endokrin daganatok

= Lipoma 30%
= Angiofibroma (arcon) 85%
= Kollagenoma 70%

*40 év feletti életkorban, MENL1 szindrémas betegben, (ECL sejt: entrochromaffin-
szerl sejt)

A MENL1 szindréma klinikai diagnézisa esetén a MEN1 gén vizsgalata indokolt. Szamos egyéb
esetben pl. ismert MEN1 mutaciothordozd csaladokban, vagy fiatal életkorban megjelend
sporadikus, a MEN1 szindromaban is el6forduld daganatok megjelenése esetén is szilikséges a

genetikai vizsgalat. A mutécidanalizis indik&cioit a 2-tblazat tartalmazza.

15



dc_1400 17

2. tablazat: A MEN1 gén mutacidanalizisének indikacioi [Brandi és mtsai 2001]

A genetikai sziirés indikacioi

Index eset (proband):
* Klinikailag definialt MEN1 szindroma

(sporadikus vagy familiaris formé&ban: 2 major 1€ézi6, vagy 3 major és/vagy
minor eltérés)

= Klinikailag gyanus, vagy atipusos MEN1 szindroma

2 vagy tobb MENZ1-tumor; multiplex mellékpajzsmirigy tumor 30 éves kor alatt;
eredményes mutét utan kitjuld hyperparatiredzis; gasztrindma vagy multiplex
pankreasz szigetsejt tumor barmely életkorban

(Familiaris izolalt hyperparatireozis.)

Ismert MEN1 mutacidval rendelkez6 egyén vérrokon csaladtagjai:

* Minden tiinetmentes vérrokonnal
» Barmely rokonnal, aki a MEN1 szindroma barmely jelét mutatja
(megerdsitésként)

Klinikailag MEN1 szindromaés betegben, MEN1 mutécid hianyaban :

» Mint fent, csak a MEN1 mutacidanalizis nem hozzaférhetd; abban az esetben is
ez az ajanlas, ha a genetikai sziirés negativ*

A MEN 1 szindréoma az egészséges populacidhoz képest a morbiditas és mortalitas jelentos
ndvekedésével jar. A betegek 28 %-aban a mortalitds a MEN1 szindroma részjelenségeire, illetve
azok kozvetlen szovodményeire vezetheté vissza (gasztrinOma esetében gastrointestinalis vérzes,
inzulindma esetében hipoglikémia, stb.). Valoszintinek tartjak azonban, hogy a MEN1 szindroméval
kozvetleniil nem Osszefiiggd haldlozasban a betegséghez tarsuld metabolikus ¢és elektrolit
eltéréseknek is jelentds szerepe lehet (pl. a hyperparatiredzis miatt kialakulé hyperkalcémia
miokardialis kalcifikaciot, magas vérnyomast, bal kamra hipertéfiat okozhat, s6t az emelkedett
parathormon szint kdzvetlendil szivizomsejt hipertrofiat is kivalthat [6,7].

A MEN1 mutécidét hordozokban folyamatos klinikai nyomonkdvetés javasolt a MEN1-
asszocialt 1éziokhoz kapcsolodd morbiditas megelézése érdekében. Ennek mikéntjét a 2-es tablazat

tartalmazza.
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3. tdblazat MEN1 szindroma esetén végzendé sziirévizsgalatok idépontja és modja (Brandi

alapjan)
Tumor Sziirés Evente elvégzendé biokamiai Képalkot6 vizsgalat
kezdetéhez teszt (plazma vagy szérum) (ismétlés gyakorisaga)
tartozo
életkor (év)
Mellékpajzsmirigy 8 Kalcium, PTH nincs
Pankreasz neuroendokrin tumorai
Gasztrindma 20 Gasztrin (+gyomor pH) nincs
Inzulinébma 5 Ehgyomri glikoz és inzulin nincs
Egyéb <10 Kromogranin-A, pankreasz MRI, CT vagy EUH (évente)
polipeptid, glukagon, VIP
Eliils6 hipofizis tumorok 5 prolaktin, IGF-1 MRI (3 évente)
Mellékvese <10 Nincs, kivéve a funkcional6 MRI vagy CT (évente)
tumorok tlinetei és/vagy
képalkot6 vizsgalattal
azonositott, 1 cm> tumorok
esetén
Timusz és bronhus karcinoid 15 Nincs CT vagy MRI (1-2 évente)

11.1.1.2. MENI szindromaért felelés gén és a tarsult patomechanizmus

A MENL1 szindroméért a MEN1 tumorszuppresszor gén csirasejtes mutacio felel6sek. A gén
a 11q13 kromoszémarégioban talalhato; 10 exont tartalmaz, amelybdl az els6 és a 10. exon masodik
fele nem irodik at. A kodolo szakasz 1830 bp méretii [8]. Az eddigi vizsgalatok soran ¢sszesen tébb
mint 500 mutéciot irtak le a gén tertletén [9]; ezek legtdbbje csonkolt fehérje kialakuldsdhoz vezet.
A gén teriiletén nincs mutacios “hot spot”, s eddig genotipus-fenotipus dsszefliggést sem sikerdilt
felfedezni [10,11].

A gén egy 610 aminosavbol all6 fehérjét, a menint kodolja. A menin nem mutat homoldgiat
szuppresszor fehérje, a betegségre jellemzd endokrin daganatok mindkét allél defektusa esetén
alakulnak ki (Knudson-féle “’két iités” modell). Az érintett egyénekben tipusosan az egyik allél
veleszuletett mutécidjan kivil a daganatszvetben a masik allél szerzett, szomatikus defektusa
alakul ki (rendszerint allél-vesztés; LOH: a heterozigotasag elvesztése) [12]. Szomatikus MEN1 gén
mutaciok a MEN 1 szindroméhoz tarsulé endokrin daganatokon Kkivil sporadikus endokrin
daganatokban is eléfordulhatnak (VIPomak 50 %-aban, hipofizis adenomak 40 %-&ban, bronhus
karcinoidok 25-35 %-aban, gasztrindbmék 25 %-&ban, inzulinomék, nem funkcional6é pankreasz
neuroendokrin tumorok és mellékpajzsmirigy adenoméak 10-20 %-aban, angiofibromak és lipomak
10-17 %-aban) [13-15]. Csaladi anamnézis hianyaban is kialakulhat a kés6bbiekben 6rokl6d6
csirasejtes MEN1 mutécid, ilyen esetekben a betegséget rendszerint de novo mutécié okozza (4.

abra).
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A homozig6ta menin-null egerek embrionalis korban 10.5 és 12.5 nap kdzott elpusztulnak,
ezért a menin hianyat az élettel dsszeegyeztethetetlennek tartjak. Heterozigota gén-kiutott egerek
24%-aban 9 hdonapos korra mellékpajzsmirigy adenoma alakul ki, bar a szérum kalcium szint nem
valtozik. 16 honapos egerek 26%-aban nagy hipofizis adenoma, 22 hdénapos korukra pedig 28%-
ukban hasnyalmirigy szigetsejt adenoma alakul ki; utobbiak nagy része (83%) inzulindbma. A
heterozigdta gén-kilitott egerek 20%-aban mellékvesekéreg karcinomat is talaltak [16].

A menin nukleéaris fehérje; szerkezetén bellil méas fehérjékkel valo interakcidohoz sziikséges
teruleteket azonositottak, melyeken keresztll a menin hatasai érvényesulhetnek (menin interakcios
fehérjek, MIP), amelyek a tumorigenézis szempontjabdl is jelentdsnek tiinnek.

A menin géatolja a JunD A&ltal medialt transzkripcids aktivaciot. A JunD fehérje az AP-1
csalddba tartozé transzkripcios faktor. A tobbi AP-fehérjétdl eltéréen a sejtnovekedésre
gatlo/szabalyoz6 hatast fejt ki. A menin antagonista hatasa ezért nem egyértelmiien magyarazhato
tumorszuppresszor hatassal, ugyanis egy sejtnévekedést gatlé hatast gatol, ami (eddig ismeretlen
maodon) szabalyozza a transzkripciot és az apoptozist [17]. Ugyanakkor mind a menin, mind JunD
gatld hatéssal bir a RAS (patkany szarkéma protoonkogén) indukélt daganatképz6édésre. Kimutattak
tovabba, hogy a JunD proapoptotikus faktorként szerepel a p53 jelatvitelben. Felmerll annak a
lehetdsége is, hogy a JunD két ismert izoforméjahoz a menin nem egyforma affinitassal kotddik
[18,19].

Nukledris
lokalizéacios
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1. dbra: A menin fehérje szerkezeti doménjei [20]. Az abra fels6 részén a menin fehérje
szerkezetében azonositott domének lathatdk; ezek alatt a téglalapok a menin fehérjével
kolcsonhatasba 1épd fehérjék kotési helyeit illusztraljak.

A menin az NF-xB nuklearis faktor csalad harom tagjaval lép kolcsonhatasba (NF-
KappaB1, -B2 és a RelA transzkripcios regulatorok). Ezek a fehérjék homo- és heterodimerek
forméajaban szamos gén expresszidjat szabalyozzak. A menin a JunD-hez hasonld hatast fejt Ki:
gatolja az NF-KappaB altal szabalyozott transzaktivaciot. A JunD eés NF-KappaB egyiittmiikodését

(és direkt kolcsonhatasat) patkany hepatocytakban bizonyitottak. Kaji és mtsai kimutattak, hogy a
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menin a TGF-B jelatvivé rendszerrel a Smad3 szintjén 1ép kolcsonhatasba [17]. Napjainkra az is
ismertté valt, hogy szdmos atkapcsolodas van a Smad-medialt TGF-R jelatviteli rendszer és a RAS
foszforilacios utvonal kozott. Ez vezet példaul az AP-1 komplexek aktivalasdhoz, melyek egyik
legfébb Gsszetevdje a JunD, és lehetséges komponense a menin (GTP-az aktivitasa réveén).

A Pem fehérjérél csekély informacioval rendelkeziink, de a meninhez torténd direkt
kapcsolodasat kimutattdk [21]. A Pem egy homeobox-fehérje, amely elsdsorban a herében
expresszalodik és feltehet6en transzkripciot szabalyozé szereppel bir.

Bar a menin alapvetden nuklearis lokalizacidju fehérje, tobb munkacsoport beszamolt a
menin citoplazmaban valo szekvesztracidjardl [22-24]. Kimutattak, hogy a GFAP (glialis fibrillaris
savas protein) az intermedier filamentum (IF) része, melyben a vimentin az egyik 6 alkotoelem. In
vivo és in vitro vizsgalatokkal bizonyitottdk a vimentin és a menin direkt kapcsolodasat, ezért a
meninnek a citoplazma IF hal6zattal valé kolcsonhatasa és a menin citoplazmatikus
szekvesztracidja is valoszinisitheté. Szintén a GFAP-tartalmu IF halozattal és ezaltal indirekt
modon a meninnel is kapcsolatot létesit az Nm23 metasztazis szuppresszor fehérje, amely egyben
lehet6vé teszi a menin szamara a GTP hidrolizisét azaltal, hogy a menint Ras-kozeli GTP-azokhoz
(mint pl. a Rad) koti [25].

Ezeken a kapcsolatokon kivil a menin szamos transzkripcios faktorral és fehérjével alakit ki
kolcsonhatést. A DNS-repairben résztvevé fehérjék koziil, pl. az RPA [26] és a FancD2 [27] direkt
modon befolyasolja a ciklin dependens kindzok expresszidjat [28]. Tovabba a menin kettdsszala
DNS-hez valé kozvetlen kotédését is kimutattak [29]. Ezeken a kélcsonhatasokon keresztiil a
meninnek szerepet tulajdonitanak a sejt-névekedés [30], illetve sejt-ciklus szabalyozasaban [31,32],

valamint a genom stabilitasban [20,33] (2. &bra).
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2. dbra: A menin fehérje feltételezheto szerepe és mas fehérjékkel valé kolcsonhatasai

[20]. Az abran szerepl6é kérddjel a hatasok egyértelmiiségére utald bizonyitékok hianyara

utalnak.

A menin in vivo funkcidjaval kapcsolatban is szamos Uj funkcidra dertlt fény. Hendy és
mtsai. MENZ1-asszocialt tumorokban kimutattdk, hogy agyalapi mirigy sejtekben a menin
inaktivacidja gatolta a TGF-RB és aktivin jelatvitelt és antagonizalta azok névekedés-gatlo hatasat. A
menin szerepét mutattak ki a prolaktin expresszié aktivin-indukalta gatlasaban is; ebben a
szabalyoz6 mechanizmusban a Smad fehérjékkel és a Pit-1 transzkripcios faktorral val6
egylittmikodés tint jelentosnek. A menin inaktivacioja mellékpajzsmirigy sejtekben megsziintette a
proliferaciot és a PTH-szekrécidt gatlé TGFR hatast. Kimutattak azt is, hogy MEN 1 szindrémas
betegek mellékpajzsmirigy sejtjeiben a TGFR nem képes a sejtek proliferaciojanak és PTH-
¢szleltek, ami a menin csontfejlddésben betoltott szerepét is felveti. A menin fizikailag és
funkcionalisan is kapcsolatban all a BMP-2 (csont morfogenetikus fehérje-2) szabalyozasa alatt allo
Smad fehérjékkel (pl. Smad 1 és Smad5) és az osteoblast kulcsszabalyoz6 Runx2 fehérjével is.
Ezeknek az interakcioknak a hatdsai megsziinnek, amint az osteoblastok tovabb differencialodnak.
Ekkor a menin a Smad3 fehérjével 1ép kapcsolatba, ami a Runx2 fehérje TGFB altal torténd negativ
szabalyozasahoz vezet. A menin fehérje a JunD fehérje differencidlodast serkentd hatdsainak

gatlasa révén is gatolja az osteoblast érést [34,35].

11.1.2. Multiplex endokrin neoplasia 2-es tipusa (MEN2)
11.1.2.1. Definicio, klinikai megjelenés

A multiplex endokrin neoplasia 2-es tipusaban (MENZ2) a leggyakoribb daganat a medulléris
pajzsmirigyrak, ami mutacié-hordoz6 betegekben a 40 éves életkor eléréséig csaknem minden
esetben kialakul. Phaeochromocytoma a MEN2 szindromas betegek mintegy felében, mig
elsédleges hyperparathyreosis a betegek 10-20%-aban fordul elé. A klinikai tiinetek alapjan a
MEN2 szindroma harom altipusra oszthatd: MEN2A-ban a harom elvaltozas kiilonboz6
kombinacidokban fordul el6, a MEN2B-ben a mellékpajzsmirigyek nem érintettek, de az MTC és
phaeochromocytoma mellett jellegzetes testalkat, marfanoid habitus, csontrendszeri
rendellenességek, nyalkahartya neuromak, cornea idegek megvastagodasa és pubertas tarda
figyelhetd meg. A MEN2 szindréma harmadik alcsoportjat az MTC 6nalléan megjelend forméja, az
un. familiaris medullaris pajzsmirigy carcinoma (FMTC) képezi. Ebben az alcsoportban semmilyen

méas MEN2-re jellemz6 elvaltozas nem mutathat6 ki [36].
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Irodalmi adatok alapjan a MEN2 tumorok koziil elsé6 manifesztacioként az esetek 40 %-aban
az MTC, kb. negyedében a phaeochromocytoma (Phaeo), 30 %-aban a kett6 egyiitt jelentkezik. A
kiilonb6z6 tumorok megjelenése egy csaladon beliil is nagyon valtozatos lehet, eléfordulhat, hogy a
mutans gént hordozoban a betegség még 80 éves korban sem alakult ki. Altalanossagban
elmondhat6, hogy a MEN2 szindromahoz tarsulo MTC jelenik meg a legfiatalabb életkorban,
altaldban 30-40 éves korban, de a biokémiai vizsgalatok (szérum calcitonin) méar korabban
pozitivak lehetnek. MEN2B-ben az MTC még korabban, nem ritkan az els6 életévben
manifesztalodik [37,38].

Az 6sszes medullaris pajzsmirigy carcinoma mintegy 20 %-a tarsul MEN2 szindromahoz.
Altalaban fajdalommentes féloldali gobként jelentkezik, de az esetek felében ilyenkor mar nyaki
nyirokcsomo illetve tavoli attéttel rendelkezik. A nyirokcsomokon kivil attétet leggyakrabban a
tiidobe, csontokba és majba ad. Invaziv terjedésre utalhat a rekedtség (nervus recurrens bénulds
miatt), a nyelés nehezitettsége és a nyaki fadalom. A laboratériumi diagnosztika soran a szérum
calcitonin szint jelent segitséget. Ez a paraméter mar a C-sejt hyperplasiat is megbizhat6an jelzi, de
aspecifikusan emelkedett szérum Kalcitonin szint is eléfordulhat. MTC-s betegekben a szérum
kalcitonin koncentraciok a normélis értékek 20-1000-szeresére emelkedhetnek. Az MTC
diagnosztikdjaban a vékonytli aspirdcids citologiai vizsgalat alapvetd jelentdségii. A képalkoto
modszerek kozil a CT, MRI és UH vizsgéalat a daganat lokalizalaséra, illetve nyirokcsomd
érintettség igazolasara alkalmas.

A Phaeo a mellékveseveld chromaffin-sejtjeinek daganata, melynek gyakorisdga a
hypertonias betegek kozott 1 %-0s. Az 0sszes mellékvese daganat mintegy 8-10 %-at képezi. A
Klinikai tunetek altalaban jellegzetesek eés specifikusak, de neéha tlinetmentes esetek is
eléfordulhatnak. Jellegzetes klinikai tlinetei a fejfajas, izzadas, palpitacio, remegés, szédilés,
szorongas ¢€s idegesség. A betegek jelentds részében magas vérnyomas igazolhato, ami lehet dllando
vagy rohamokban jelentkezd. Jellemz6 a vérnyomds nagyfokt ingadozasa, valamint az, hogy a
szokvanyos antihypertenziv kezeléssel a magasvérnyomas nehezen befolydsolhat6. A tlneteket a
daganat katekolamin elvalasztasa és ezek hatdsai okozzék. A plazma emelkedett katekolamin
tartalma vazokonstrikciot es plazmatérfogat csokkenest okoz. A betegség szovédményeit egyrészt a
hipertonia okozza, de a daganat malignus elfajulasa is jarhat stlyos komplikacokkal. A hipertonia
sziv- ¢és érrendszeri szovodményekkel (agyi iszkémia, miokardialis infarktus, vérzes) és akér
hirtelen halallal is jarhat. A Phaeo mintegy 10 %-a rosszindulatd és szintén 10 %-a kétoldali. A
MEN2 szindromdhoz tarsuld phaeochromocytomakra jellemzd, hogy fiatalabb ¢életkorban
jelentkeznek, sziirévizsgalattal még a manifeszt klinikai tlinetek megjelenése eldtt kisziirhetdk,

ritkan malignusak (az esetek kevesebb, mint 10 %-aban), ritkan fordulnak el6 a mellékvesén kiviil,
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de gyakran kétoldaliak és a miitét utan gyakrabban ujulnak Ki [39-41]. Kezelése minden esetben a

daganat miitéttel torténd eltavolitasa, elozetes alfa-adrenerg receptor blokkolo kezelés utan.

A mellékpajzsmirigy adendma esetén a klinikai tlinetek néha szegényesek, akar tinetmentes
hiperkalcémia is el6fordulhat. Faradtsag, gyengeség, polyuria, polidipszia, hanyinger, hanyas,
exsiccosis, vesekdvesség, osteitis fibrosa cystica, sulyos esetben idegrendszeri tiinetek alakulnak Ki.
A MEN2B szindromahoz tarsuld hiperparatiredzis (HPT) sulyosabb és agresszivebb lefolyasd, mint
a MEN2A szindromaval 6sszefliggd hiperparatiredzis [38].

A MEN2 szindroma potencialisan letalis betegség, halalhoz leggyakrabban az MTC vezet.
A genetikai sziirdvizsgalat jelentoségét alatdmasztja az a megfigyelés, hogy ha a betegnek a
diagndzis megéllapitdsakor mar manifeszt tiinetei vannak, akkor a MEN2-vel 6sszefliggd mortalitas
35 %-0s, ha a diagnoziskor klinikai tiinet még nincs, de a laboratoriumi tesztek mar pozitivak akkor
10 %-0s, mig a genetikai vizsgalat birtokaban elvégzett preventiv thyreoidectomia esetén a MEN2-

vel Osszefliggd mortalitas gyakorlatilag 0 %-ra csokken [2,42].

4. tablazat: A MEN2 szindréma alcsoportjai

Alcsoport Klinikai manifesztaciok
MENZ2A Medullaris pajzsmirigy-karcinoma
Phaeochromocytoma
Hyperparathyreosis (mellékpajzsmirigy-adenoma)
FMTC Medullaris pajzsmirigy-karcinoma
FMTC vagy MEN2A + Hirschsprung FMTC vagy MEN2A + Hirschsprung-betegség
FMTC + cutan lichen amyloidosis FMTC + viszket6 bérlevaltozasok a haton
MEN2B Medullaris pajzsmirigy-karcinoma
Phaeochromocytoma

Nyélkakartya neuroméak
Intesztinalis ganglioneuromatosis
Marfanoid alkat

FMTC = familiaris medullaris pajzsmirigy carcinoma

11.1.2.2. AMEN 2 szindréma genetikai hattere - RET protoonkogén

A MEN 2 szindroma autoszomalis dominans moédon 6roklédé korkép, melynek
kialakulaséért a RET protoonkogén csirasejtes mutacioi felelések. A RET protoonkogént Takahashi
és mts. fedezték fel egy transzfekcids kisérlet soran 1985-ben [43,44]. A transzfekcid soran
azonositottak egy egyszali DNS-t, ami a transzfekcio soran rekombinalodott. A DNS-en két
kilénboz6 génszekvenciat mutattak ki, melyeket RFP-nek (RET-fused) és RET-nek (rearranged
during transfection) neveztek el. A gén lokalizacidjat a 10g11.2 l6kuszon 1994-ben Mulligan és
Gardner munkacsoportjai tisztaztak [45]. A RET gén 55 kb nagysagu és 22 exonbol all. A fehérje

egy receptor tirozin kindz TGFB szupercsaladba tartoz6 transzmembran fehérje, melynek
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molekulastlya a glikozilaltsagtol fiiggéen 150 illetve 170 kD [46]. Az extracellularis rész
tartalmazza a cadherin-kot6 doméneket, melynek a jel-atvitelben van jelentdsége, valamint az n.

ciszteinben gazdag régiot, melynek a receptor dimerizacidban van szerepe (2. 4bra).

Cadherin homolog domének
Cysteinben gazdag régié

Transzmembran szakasz

1-es tirozinkinidz domén

2-¢s tirozinkinaz domén

3. &bra A RET receptor szerkezete

A RET fehérje fiziologias funkcidja az idegduc eredetli sejtek fejlédésének és ezek
a pajzsmirigy C sejtekben, a mellékvesevelében, a paraszimpatikus és szimpatikus ganglionokban, a
bél- és az urogenitalis rendszer ganglionjaiban és kimutattak jelenlétét a mellékpajzsmirigy
sejtekben is. Kimutattak, hogy a RET protoonkogén kiutése vese agenézist és a gyomor-bél rendszer

beidegzésének karosodasat, valamint Hirschprung betegséget okoz [47-49].

A RET receptor ismert ligandjai a kovetkezdek: gliasejt eredeti novekedeési faktor (GDNF),
neurturin (NTN), artemin és persephin [50,51]. A GDNF egy neurotrof anyag; a kozépagy
dopaminerg neuronjainak fennmaradasaban, az autonom idegsejtek, Kisagyi Purkinje sejtek,
motoneuronok tulélésében jatszik szerepet. A GDNF a jelatvitelt a RET aktivalasan keresztul inditja
be [52]. A koreceptorok a ligandkotésért, a RET pedig a jelatvitelért felelés. A ligandok
dimerizalodason keresztul a receptort aktivaljak, majd a RET fehérje intracellularis részén 1évo
tirozin foszforilalodik, ami kiilonb6zd Osszekotd fehérjéket indukal (She és Grb2). Ezek az
osszekotd fehérjék a RET molekulaval egyitt a Sos, Ras és Raf-1 molekulékat aktivaljak, melyek a
mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) utat inditjak el. Irodalmi adatok alapjan a RET a c-Jun
(JNK), foszfolipaz C és foszfatidilinozitol 3-kindzokon keresztil is hathat (3. abra) [53,54].
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RET Receptor
Dimer Complex
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@ foszforilacio @
JNK/SAPK ERK 1/2
4. dbra A RET receptor jelatviteli Gtja.

A RET gén mutdciokat két nagy csoportba osztjuk; az elsd csoportba tartozék a RET
inaktivalodasat okozzadk és a Hirschprung betegség pathogenesisében jatszanak szerepet, mig a

maésodik csoportba tartozok a RET ligand nélkili aktivalddasat valtjak ki. Utdbbi csoportba sorolt

an. aktivalé mutaciok jatszanak szerepet a MEN2 tumorok pathogenesisében.

A MENZ2 szindroméért a RET protoonkogén aktivalé mutacioi felelések. Ezek a mutaciok az
extracellularis ciszteinben gazdag régié mutacioi a RET receptor aktivacidjat okozzak. A 634-es
kodon mutaciok a RET ligand nélkuli homodimerizécidjat és kovetkezményes tirozin kinaz
aktivalodasat eredményezik. A ciszteinben gazdag régidt érintd mutaciok ezt a hatdst a paratlan

ciszteinek kozott kialakulo diszulfid hidakon keresztil valtjak ki.

A tirozinkindz doméneket érinté mutaciok két titon okozhatnak receptor aktivalodast. Elso
Iépésben a RET autofoszforilacidja 1ép fel, ami egy aktiv monomert eredményez, majd dimér johet
létre a normalis vagy mutans receptorral, de mindkét esetben a receptor-dimér hyperreaktiv

allapotba kertl (4. abra).
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634-es kodon 918-as kodon 918-as kodon
mutacio mutacio mutacio

| j

Normahs RET

0 o

Hyperaktrvalt
dumér

Aktrvalt duneér Aktrvalt dunér Aktrvalt monomer

5. abra: Receptor dimerizacio normélis RET, valamint RET 634-es és 918-as kodon
mutaciok esetén.

Irodalmi adatok alapjan az 6sszes MEN2 szindrémaés beteg 90-95 %-aban mutathatd ki RET
mutécié [54,55]. A mutaciok predilekciés helyeinek vizsgélata helyett a RET gén MEN2
szindromat okozo6 exonjanak nukleotid szekvencia analizisével azonban a MEN2 szidromas esetek
akar 98-100 %-aban igazolhatd mutacidé [56]. A ciszteinben gazdag régioban (10-es és 11-es
exonok) eléforduld aktivald6 mutiacick a MEN2A és FMTC kb. 95%-é&ért felelések. Az 5.
tablazatban alahlzéssal jeldltem meg a 634-es kodont, melynek mutécidi okozzdk az irodalmi
adatok szerint a MEN2 szindromas esetek mintegy 80-90 %-at [2,37,45,57,58].

A 10-es exon mutécidk (609, 611, 618, 620 kodonok) elsésorban inkomplett MEN2A
szindroméval jarnak egyutt. MTC minden esetben, phaeochromocytoma ritkan (609-es kodon

mutacio esetén az irodalomi adatok szerint egyaltalan nem) mig hiperparatizerézis gyakran kialakul.
A 618-as és 620-as kodonok mutacioit igazoltak MEN2A és Hirschprung betegség egyuttes
eléfordulasakor [59].

A 11-es exonon a 634-es kodon mutaciok tébbsége MEN2A szindromaval tarsul (az 1994

évi V. International MEN Wokshop felmérése alapjan, ami 361 MEN2A szindrémas csalad adatait
tartalmazta, a 634-es kodon mutécié az esetek 87,1 %-aban fordult ¢l6). A 634-es kodon mutéciok
azonban nem ritkan (az esetek 30 %-aban) FMTC-ben szenvedé betegekben is el6fordulhatnak
[57]. A 634-es kodon mutéaciojat mutattak ki MEN2A szindroma és cutan lichen amyloidosis

egylittes el6fordulasakor is [59].

A 13-as és 14-es exonok mutacidi leggyakrabban FMTC-val tarsulnak, de a 13-as exon 790-

es kodon és a 14-es exon 804-es kodon mutacidi esetén komplett MEN2A szindroma kifejlédésérol
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is beszamoltak [57,58,60,61]. Osszeségében megallapithatd, hogy a 13-as és 14-es exonok mutacioi
viszonylag ritkék, az 6sszes MEN 2 szindromas beteg minddssze 1-2 %-aért feleldsek és klinikailag

enyhébb fenotipus kifejlodését okozzak.

MEN2B szindromas betegek 94-95 %-aban igazoltak RET mutéciot, ami leggyakrabban (az
esetek tobb mint 95 %-4ban) a 16-0s exonon a 918-as kodont érintette. Ritkan a 16-0s exon 922-es
kodon és a 15-6s exon 883-as kodon mutécioi is tarsulhatnak MEN 2B szindroméaval [37,38,62].
Klinikai megfigyelések szerint ezek a mutaciok sulyosabb, agresszivebb tumorok kialakuldsat

eredményezik.

Sporadikus el6fordulast MTC esetek 15-25 %-ban igazoltak szomatikus RET mutaciot
(918-as, 768-as és 883-as kodonok) [37,38,60,63].

5. tdblazat Genotipus-fenotipus dsszefliggések MEN 2A, MEN 2B szindromaban és FMTC-ben,
valamint a RET mutaciok relativ gyakorisaga

MEN 24 FMTC | MEN 2B Szazalékos gyakorisag
¥ 50%es kodon: CysTyr  CysSer & R 0-1
c Cys-Phe  Cys-Arg IR, ¢
X1 T 6lleskodon: CysTyr  CysPhe| +« o | . . -
-
, CysTrp  CysGly| *
7727 A Cys-Ser  Cys-Arg| *
Exon 1l |\ 4618 s kodon: CysTyr  CysGly | o ' oo P
i 5’ CysTrp Cys-Arg .
=t « Cys-Phe  Cys-Ser .
= ia  620-as kodon: Cys-Tyr Cys-Ser PO @ €5 &k
A N Cys-Arg  Cys-Phe| . . & o
- l’ \  630-as kodon: Cys-Phe  Cys-Tyr . . 3 | <0.1
i 463%es kodom: CysTyr  CysTrp
o X ' ¥ = - - 80-90
Exon 13 Cys-Ser Cys@y| ., «
o X Cys-Arg  Cys-Phe| ® <
:{__ 76925 kodon: Glu-Asp 2 . | 0-1
* 790-e5 kodon: Leu-Phe ¢ ¢ <0,1
Exon 14 % N <0.1
791-es kodon: T¥T-Phe 2
A 804-es kodon: Val-Leu ' : 0-1
Exon 15 Val-Met |
S ™ 844-es kodon: Arg-Leu . & ‘ <0.1
~ ™ 883 as kodon: A).Phe i _ i <0,1
: : . A
Exon 16 89183 hadon: Ser-Aln N S <0,!
4 918-as kodon: Met-Thr . . 10-20
922-e5 kodon: Sep-Tyr = ‘ . <0,1

Klinikankon a RET protoonkogén molekuléris genetikai vizsgalatat 1997-ban, PhD munkam
kezdetén vezettiik be. Ez volt az els6 olyan genetikai vizsgalat, amelynek bevezetésével a Klinika
felzarkozott azon centrumok sordba, amelyek elsék kozott nyudjtottak teljes korti diagnosztikai
szolgaltatast a betegségben szenved6k és vérrokon csaladtagjaik szamara. A RET protoonkogén
mutacio vizsgalata az érintett betegekben és a verrokon csaladtagokban a MEN2 szindroma

diagnozisan kiviil a betegség progndzisanak a megitélésében is jelentds szereppel bir.
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6. tablazat: A RET genotipus és a klinikai fenotipus 6sszefliggései, a genmutaciok gyakorisaga, a
medulléris pajzsmirigy-carcinoma varhatd korlefolyasa és a preventiv thyreoidectomia javasolt
idépontja MEN2 szindroméban

Exon  Kodon MEN2A/ MEN2B Gyakorisag MTC Preventiv
FMTC korlefolyas thyreoidectomia**
10 609, 611, igen nem 10-17 stlyos 5 éves életkor el6tt
618, 620
11 630, 634 igen nem 80-90 stlyos 5 éves életkor elbtt
13 769, 790, igen nem <1 kevésbé stlyos 5-10 éves életkor
791
14 804* igen nem 1-3 kevésbé sulyos 5-10 éves életkor
15 844*, 891* igen nem <1 kevésbé stlyos 5-10 éves életkor
883 nem igen <1 agressziv, 6 hénapos életkor
legsulyosabb elé6tt
16 918, 922 nem igen 10-20 agressziv, 6 hénapos életkor

legsulyosabb elé6tt

*: phaeochromocytoma és hiperparatiredzis ritka
** egyes ajanlasok szerint a thyreoidectomia késébbi idépontra halaszthatdé azokban az esetekben, amelyekben a Ret
genotipus alapjan a medullaris pajzsmirigy-carcinoma kevésbé sulyos kdrlefolyasa varhato

Ezek az adatok is alatamasztjak, hogy a MEN2 szindréma ritka el6fordulasa miatt a
genotipus és a klinikai fenotipus kézott dsszefliggések feltdrasahoz minél tobb klinikai és genetikai
adat szikséges, amihez az ilyen betegekkel foglalkozd centrumok egyiittmiikodésén keresztiil
val6sulhat meg. Kutatasaim soran tébb olyan konzorcium munkéjaban is résztvettem, amelyek az
orokletes endokrin tumorok vizsgalatat tlizte ki célul. Ezeken belil is a MEN2 ¢és a
phaeochromocytomak/paragangliomak teruletén olyan () 6sszefliggéseket sikertlt igazolni,

amelyek napjainkban mar a szakmai ajanlasok részeivé valtak.

11.1.3. Von Hippel-Lindau szindroma
11.1.3.1. Definicio, klinikai megjelenés

A von Hippel-Lindau-szindroma (VHL-szindroma) egy 0Osszetett endokrin- szemészeti-
neuroldgiai- urolégiai tumorszindréma. Prevalencigja 1: 36.000-53.000 kozottire tehetd [64,65]. A
VHL-szindroméban a retina, a kisagy, a gerincveld teriiletén gyakran, mig ritkédn a hasnyalmirigy, a
vese, a tido, a méj, és a mellékvese teriiletén haemangiomak/haemangioblastomék alakulnak ki
[66,67]. Tovabbi manifesztaciok kozé tartozik a vilagossejtes veserdk, a phaeochromocytoma, az
endolymphatikus zsak tumora, multiplex vese, mellékhere, hasnyalmirigy cisztak is. A mellékhere,
valamint a széles méhszalag cystadenoma és a hasnyalmirigy neuroendokrin daganata ritka
komponense a VHL-szindromanak [66,68]. A VHL-szindromat két f6 altipusra osztjdk fel a Phaeo

alapjan. Az 1-es tipusban a Phaco igen alacsony valodsziniiséggel fordul eld és tobbi manifesztacio
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mind kialakulhat, mig a 2-es tipus f6 komponense a Phaeo. A 2A tipusban a vilagossejtes veserak
kockazata alacsony, mig a 2B tipusban magas. A 2C egy 6nall6 entitas, melyben a Phaeox egyéb

mas kiséréelem nélkiil jelenik meg [69].

7. Tablazat: A VHL-szindréma klinikai tipusai

Retina haemangioblastoma
Kdzponti idegrendszeri haemangioblastoma
Vildgossejtes veserak
Pancreas tumor/ciszta
Phaeochromocytoma

VHL-2A Retina haemangioblastoma
Kd&zponti idegrendszeri haemangioblastoma
Phaeochromocytoma
Retina haemangioblastoma
VHL-2B Kd&zponti idegrendszeri haemangioblastoma

Vildgossejtes veserdk
(Pancreas tumor/ciszta)
Phaeochromocytoma
(,,Phaeochromocytoma -only”, ,,LSP)

VHL-1

VHL-2C

A VHL-szindréma manifesztalodasa atlagosan a 4. évtizedre tehetd, de a szoras igen nagy
(1-78 év), ugyanakkor a betegség penetrancija csak 65 éves korra valik 100 szazalékossa. Ennek
alapjan az Ujabb manifesztaciok jelentkezése esetén a beteg/csalad reklasszifikacidja valhat
szlikségessé [69].

Hasonldan a MEN1 és MEN2 szindromakhoz a VHL szindroméban is a mutaciot
hordozékban célzott diagnosztikai és terapias beavatkozasok elvégézse indokoltak (8. Tablazat).

8. Tablazat: Von Hippel-Lindau-szindromahoz tarsulé daganatok sziirésére javasolt program*

Vizsgélat Javasolt éeletkor
Fizikalis vizsgalat 2 éves kortdl évente
Ophthalmoscopia Ujszuléttkortol évente
Fluoreszcens angiografia csak indokolt esetben
Vizelet/vér katecholamin 2 éves kortdl évente

Hasi ultrahang 11 éves kortdl évente
Hasi CT 20 éves kortol 1-2 évente
Hasi MRI (MIBG) csak indokolt esetben
Koponya-MRI (gadolinium kontrasztanyagos) 11 éves kortdl két évente
Hallasvizsgalat tinnitus és vertigo esetén

* National Institute of Health ajanlasa alapjan

11.1.3.2. VHL génmutéaciokhoz tarsulé pathomechanizmus
A VHL gén evolucios szempontbol igen konzervativ, jelentés a homologia a human a kutya,
az egér es a patkany gének kozott [66,70,71]. A mutaciok autoszomalis dominans 6roklésmenettel
oroklédnek. A gén a 3. kromoszoma rovid karjan a 3p25-26 régidban talalhaté [66]. A mutéciok a
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Knudson-féle kettds sériilés hipotézis alapjan okoznak daganatképzédést, azaz az egyik mutaciod
megtalalhat6 a csirasejt egyik alléljan, mig a masodik mutécié pedig mar szomatikusan alakul ki. A
VHL gén 3 exonbdl all6 gén 2 splicing varianssal rendelkezik, melyek atirddva képezik a pVHL19
éspVHL30 fehérjéket (a szam a molekulasulyt jelenti kilodaltonban). Az alternativ splicing hely a
hosszabb varians 55.kodonjanal talalhato, tehat a teljes, 213 aminosavbdl allé6 pVHL30 helyett egy
csak 159 aminosavbol &ll6 pVHL19 fehérje irodik at [72]. Mindkét VHL fehérjében két
funkcionalis domén, egy a- és egy P-domén talalhat6[70,73,74]. A kisebb a-domén (155-192.
aminosav) harom alfa-hélixbél all (H1, H2, H3), mig a nagyobb B-domén (63-154. és 193-204.
aminosav) egy hét redébdl alld béta-redd és egy alfa-hélix (H4). A VHL fehérjében két funkcionalis
jelentdséggel rendelkezd hely taldlhato. Az egyik az a-doménban az elongin C kotéhely (157-170.
aminosav), mig a masik a B-doménban a HIFla (hypoxia indukalta faktor)-kotOhely (91-113.
aminosav) [72]. A betegségokozé mutaciok tobbsége ezen két kotdhely teriiletén talalhato. A VHL
mutaciokhoz tarsult mechanizmus a HIFla stabilizdlodasdhoz, majd a HRE gének fokozott
transzkripciéjahoz [75]. Normoxiaban a és ép VHL esetén a HIF 1o lebomlik, mig hipoxidban vagy
karosodott/hidnyz6 VHL esetében stabil marad (6. abra).

Osszesen tobb mint 800 kiilonbdzé mutacié ismert a VHL gén mutcids adatbazis
(www.umd.be/ vhl) alapjan. Bar ismertek genotipus-fenotipus 6sszefliggések a legtdbb VHL-
szindromaés csalad egyéni fenotipust mutat. A VHL-szindroma 1-es tipusaban jellemzéen a fehérje
hidrofob magjat érinté misszensz és nonszensz mutaciok, illetve deléciok fordulnak eld, melyek
sulyosan karosodott, megrovidult fehérjéhez vezetnek, ezaltal teljes funckiovesztést okoznak. Ezzel
szemben a VHL-szindrdma 2-es tipusdban a misszensze tipusii mutaciok inkabb a fehérjekotd
helyeket érintik ezaltal részleges funkciokiesést okoznak. Mindezidaig az alternativ start kodonként
szerepld 55. kodon eldtti lokalizacidban (25, 38, 46, 52. kodonok) csak néhany mutécidt igazoltak,
melyek phaeochromocytoma (25, 38), illetve VHL-szindroma (E46X és E52K) esetén fordulnak el
[76-79].
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6. Abra: Az un. pszeudohypoxia mechanizmus, mutans vagy hianyzé VHL fehérje esetén.
Normoxiaban a HIF-1a VHL kot6édést kovetden ubikvinalés Gtjan degradalédik, vagy a PHD
enzim részén hidroxilalodik, igy a HIF-1o transzkripcios aktivitasa kiesik. Mutans VHL,
vagy a felhalmozodé szukcinat kdvetkeztében a HIF-1a stabilizalodik és mint transzkripcids
faktor kotédik a gének promoterében talalhatdé HRE szekvencidkhoz, serkentve a HRE gének
transzkripcidjat. (PHD: prolyl hidroxildz; FIH: factor inhibiting HIF; VHL: von Hippel-
Lindau fehérje; HIF-1a: hypoxia indukabilis faktor; HRE: hypoxia reszponsziv element;
VEGF: vaszkularis endothél novekedéso faktor; EGFR: epidermalis novekedési faktor
novekedési faktor béta, TH: tirozin hidroxildz; PDGF:
trombocita ndvekedési faktor; GLUTL: glukéz transzporter 1-es tipus; CBP/p300: ciklikus

receptor, TGFB: transforming
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CREB kot6 fehérje és p300 fehérjék).

11.1.4. Neurofibromatozis 1-es tipusa

neurofibromak és pigmentalt, ,,tejeskavészerii” foltok, iris hamartomak (Lisch-csomok) jellemzik. A
betegséghez nervus opticus glioma, phaeochromocytoma, karcinoid tumor és gasztrointesztinalis
stromalis tumor tarsulhat. A leggyakoribb autoszomalis dominansan 6rokl6d6 betegség, gyakorisaga
1:
tumorszuppresszor gén nagy mutaciés hajlama magyaraz. Az NF1 gén a 17. kromoszoman talalhato
(17911.2), a gén altal kddolt fehérje a ras onkogén szabalyozasaban vesz részt. Neurofibromatosis
l-es tipusdban szenvedd betegek mintegy 5%-aban fordul el6 phaeochromocytoma, azonban

hypertonias NF1 betegekben a phaeochromocytoma gyakorisaga akar az 50%-ot is elérheti.

A neurofibromat6zis 1-es tipusat (von Recklinghausen-betegség) a béron kialakuld

3500. Az esetek mintegy fele sporadikusan fordul eld, amit a betegségért felelos NF1
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11.1.5. Orokletes phaesochromocytéma/paraganglioma szindromak

Paragangliomék (PGL) intraabdominalisan, intrathoracalisan vagy a fej-nyak régidban
fordulnak eld. Az orokletes esetek gyakorisaga kiilonbdzd populacidkban eltérd, az dsszes eset 10-
50%-at teszik ki [80,81]. Klinikai tineteik valtozatosak, a fej-nyak paragangliomak altalaban
hormonalisan inaktiv daganatok, leggyakrabban a kompresszios tlnetek hivjak fel rajuk a
figyelmet. Az intraabdominalis és intrathoracalis paragangliomék katecholaminokat termelhetnek és
a Phaeo-hoz hasonld tiineteket okozhatnak.

A familiaris megjelenésti PGL-k 50-70%-aban a sejtmagban kodolt SDHB, SDHC és SDHD
gének csirasejtes mutacioit lehet igazolni. Az SDH gének a szukcinat dehidrogenaz enzim
alegységeit kodoljak. A csaladi halmozddast mutatd eseteken kivil a latszolag sporadikus esetek
25-30%-aban mutathatd ki valamelyik SDH gén eltérése. A csirasejtes mutaciok tipusai
kiilonbozéek; az SDHB és SDHC géneken kb. egyenlé aranyban fordul elé csonkolt fehérjét
eredményez6 ¢és misszensz mutacio, mig az SDHD génen gyakoribb a csonkolt fehérjét okozo
mutacio.

Az SDHB, SDHC és SDHD géneken kiviil az elmult 8 évben tovabbi 8 gén betegség-okozé
mutacioit azonositottak orokletes paraganglioma szindrémakban (SDHA, SDHAF2, FH, KIF1B,
PHD2, MAX, TMEM127és MDH2 gén mutaciok). A lehetseges betegség-okozd gének nagy szama
jelentéen megnovelheti a genetikai vizsgalatok koltségét és munkaidd igényét, ezért elengedhetetlen
az egyes gének vizsgalatanak racionalis megtervezése. Az Amerikai Endokrin Tarsasag fenotipus-
orientalt algoritmust dolgozott ki a genetikai vizsgalatok sorrendjére [81]. Ennek értelmében a
MEN2 és a VHL szindroma kizarasa utan a a kovetkez6 feladat az SDHB, SDHC és SDHD gének
vizsgalata. Az utobbi 3 gén vizsgalatanak sorrend;jét illetden a klinikai fenotipus jelenthet segitséget
(pl. SDHC gén mutaciot napjainkig csak fej-nyak paragangliomaban szenvedd betegekben mutattak

ki; malignus paragangliomaban szenvedd betegben elséként az SDHB gén vizsgélata javasolt) [81].

9. tAblazat. Orokletes phaeochromocytomak és paragangangliomak hatterében allé gének és
felfedezesuk éve

Szindroma Gén Azonositas éve
Neurofibromatosis 1-es tipus NF1 1990
vonHippel-Lindau VHL 1993
MEN?2 RET 1994
PGL1 SDHD 2000
PGL4 SDHB 2000
PGL3 SDHC 2001
Pheo, neuroblastoma, tiidd cc. KIF1Bbeta 2008
Paraganglioma, erythrocytosis PHD2 2008
PGL2 SDHAF2 2010
Pheo, paraganglioma TMEM127 2010
Pheo, paraganglioma SDHA 2011
Pheo, paraganglioma MAX 2011
Pheo FH 2014
Pheo MDH2 2015
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PGL.: paraganglioma

Orokletes paraganglioma szindromakban nagyszam( genotipus-fenotipus osszefiiggés
ismert. SDHD gén mutaciok esetén azonos gyakorisaggal fordul elé intraabdominalis és fej-nyak
paraganglioma, mig SDHC gén mutaciokat napjainkig csak fej-nyak paragangliomaban szenvedd
betegekben mutattak ki [82]. Kilénbésen rossz prognozissal jarnak az SDHB gén mutacidi a

betegségben gyakori malignus paraganglioma miatt.

Az SDH gén mutaciok és daganatképz6dés mechanizmusa még nem egyértelmiien tisztazott.
Valészinli, hogy a patomechanizmusban fontos szerepe van a szukcinat dehidrogenaz enzim
csokkent mitkodése miatt felszaporodd szukcinatnak, ami a sejtek citoplazmajaban gatolja a prolil-
hidroxilaz enzim miikodését. Ennek kovetkezményeként a hypoxia indukabilis faktor 1-es tipusa
(HIF1) stabiliz&lodik és megnovekszik a hypoxia szenzitiv gének transzkripcidja (VEGF, PDGF,
GLUT1). Ezt az un. pszeudo-hypoxia mechanizmust igazoltdk VHL szindrémaban kialakuld
daganatok hatterében is. Ezt a mechanizmust alatamasztotta az SDHx mutécidkhoz tarsult
daganatok génexpressziés mintazata, amelyek a VHL mutaciokhoz tarsult daganatokkal
rendez6dtek egy csoporta, szemben a RET és NF1 asszociélt daganatokkal [83].

A pszeudo-hypoxia mechanizmuson kivil a reaktiv oxigéen gyokok fokozott termelése miatt
kialakul6 DNS kérosodas, a koros mitokondrium funkcio altal csokkent ATP szintézis és ennek
kdvetkezmeényeként aktivalédo sejttalélési Gtvonal aktivalddas, tovabbd az apoptézis zavaranak
lehetséges patogenetikai szerepe is felmerdlt [75,83,84].

Ujabb eredmények felvetették, hogy a szukcinat, mint intracellularis onkometabolit tobb
enzim mikodésének a gatlasdban is részt vehet. Ezek bemutatdsa a dolgozatom eredményei

fejezetben keril részletezésre.

11.1.6. Csirasejtes PTEN mutéciokhoz tarsulé korképek
11.1.6.1. Cowden kor

A Cowden Kkor ritka 6rokletes korkép (az Amerikai Egyesiilt Allamokban a gyakorisaga
megneheziti, hogy a klinikai kép rendkiviil valtozatos, szdmos eltérés onmagaban nem korjelzd, és
az eldtérben allo klinikai tlinetektdl fliggéen a betegeket kiilonb6zd szakteriileteken kezelik. A
klinikai diagnozis felallitisdhoz az Amerikai National Comprehensive Cancer Network

feltételrendszere nyujt segitséget [85,86] (10. tablazat).
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10. tdblazat A Cowden kor diagnozisahoz hasznalatos ajanlas

Patoldgiai elvaltozasok
e Felnéttkori Lhermitte-Duclos kor (kisagyi daganatok)
e Mucocutan Iéziok
» Trichilemmomak (gyakran arcon)
» Acralis keratozis
» Papillomatosus papulak
Major eltérések
e Emlorak
e Pajzsmirigy rak (follikularis carcinoma)
e Macrocephalia (megalocephalia)
e Endometrium carcinoma
Minor eltérések
e Nem malignus pajzsmirigy eltérések (adenoma, multinoduléris golyva)
Mentalis retardacié (1Q < 75)
Emésztorendszer hamartomak
Fibrocisztas emlObetegség
Lipomak
Fibromak
Vese ¢és vizeletelvezeto rendszer daganatok (leggyakrabban vilagossejtes veserak)
Vese és vizeletelvezet6 rendszer malformaciok
Méh fibroidok

A betegség legfontosabb jellemz6i: macrocephalia, multiplex hamartomak, bérjelenségek,
valamint rosszindulati daganatok egyiittes eldforduldsa. Mucocutan borjelenségek a betegek 90-
100%-aban, fibrocisztas emld elvaltozas az esetek 75%-aban, méh fibroidok és vastagbél
hamartomatdzus polypok az esetek mintegy 40 %-aban észlelhetok. Az endokrin rendszer
betegségei kozll a pajzsmirigy patoldgias elvaltozésai az esetek mintegy 50-65%-aban fordulnak
el6 (ezek tobbsége follikularis pajzsmirigyrak). A Cowden kor klinikai diagn6zisat tAmasztja ala, ha
legalabb 2 major eltérés észlelhetd, vagy 1 major eltéréshez legalabb 3 minor eltérés tarsul, vagy ha
legalabb 4 minor eltérés egyiittesen fordul eld (10. tdblazat). Csaladi halmozodasu esetekben akkor
allapithaté meg a betegség, ha a vizsgalt egyénben legaldbb egy patoldgiai elvaltozas észlelhetd,
vagy egy major eltérés fordul elé minor eltéréssel vagy anélkiil, vagy ha két minor eltérés
egyuttesen van jelen.

A Cowden kor klinikai képéhez hasonlo, de azzal nem teljesen megegyez6 fenotipusu
betegekben a Bannayan-Riley-Ruvalcaba szindroma és a Proteus vagy Proteus-szindréma-szeri
korkeépeket értik. A Bannayan-Riley-Ruvalcaba szindroma a Cowden korhoz hasonld, de annél
benignusabb autoszomélis dominansan 6roklodé korkép (BRRS-OMIM 153480). Jellemz6i a
Cowden koérhoz hasonld fejlédési rendellenességek (macrocephalia, fejlodés elmaradés),
hamartomak (lipomatosis, haemangiomatosis) €s bdrjelenségek (pl. glans penisen pigmentalt

maculédk), azonban a Cowden kortol eltéréen a malignus daganatok kivételesen ritkak. A Proteus és
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Proteus-szerii szindromak heterogén korképek. Jellemz6 elvaltozasok (macrocephalia, lipomatosis,
érfejlédési rendellenességek, epidermoid és kotdszovet eredetli naevusok, hemihypertrophia)
hasonlitanak a Cowden kdrban és Bannayan-Riley-Ruvalcaba szindromaban észlelt elvaltozasokra,

de a csaladi halmozédas ritka [86].

11.1.6.2. Genotipus-fenotipus 6sszefiggesek PTEN csirasejtes mutaciokhoz tarsulo

korképekben

A Cowden és a fentebb részletezett Cowden-szerti korképek kz0s vonasa, hogy hatteriikben
a PTEN tumorszuppresszor gén mutacié azonosithatéak. A PTEN gén (vagy MMAC1 gén vagy
TEP1 gén a 10. kromoszoma hosszU karjan, a 10q22-23 I6kuszon helyezkedik el és egy 403
aminosavbol allo fehérjét kodol, amely tirozin- és lipid-foszfataz aktivitassal rendelkezik [87,88]. A
tirozin-foszfataz mikodésért egy kozponti elhelyezkedésii mag régio felelds, mig egy hosszabb,
mintegy 175 aminosavbdl all6 szakasz az aktinnal szoros kdlcsonhatasban allé fehérjével, a
tenzinnel azonos szerkezetli. A gént e két jellegzetesség alapjan nevezték el (PTEN = phosphatase
and tensin homologue; foszfatdz és tenzin homoldg). Betegség-okozd mutaciok, a gén teljes
teruletén, de leggyakrabban az 5., 7. és 8. exonokban igazolhatoak. A foszfataz aktivitas
szempontjabol fontos fehérje-szakaszt az 5. exon kddolja és az 6sszes mutacié csaknem 40%-a ezen
az exonon taldlhat6 [89]. A Cowden kor diagndzisara javasolt klinikai feltételrendszer alkalmazésa
esetén a betegek 80%-4ban mutathatd ki betegség-okoz6 csirasejtes PTEN gén eltérés [90].
Azokban a vizsgalatokban, amelyekben a Cowden kérra gyanus betegek genetikai vizsgalatat nem a
javasolt klinikai feltételrendszerre alapoztak, a betegség-okozo6 genetikai eltérések gyakorisagot 10-
50%-osnak talaltdk. Cowden koéros betegekben a PTEN gén 5°-végen észlelt mutaciok altalaban
stlyosabb klinikai megjelenéssel és tobb szerv érintettséggel tarsulnak [91].

Bannayan-Riley-Ruvalcaba szindromaban a betegseég-okozé csirasejtes PTEN gén mutaciok
gyakorisaga 60%. Kimutattak, hogy Bannayan-Riley-Ruvalcaba szindrémas betegekben a PTEN
gén mutaciod jelenléte esetén az emld daganatok €s a lipomatosis Iényegesen gyakrabban fordulnak
elé, mint azokban a betegekben, akik nem hordoznak mutaciot [92]. Mig Cowden koérban és
Bannayan-Riley-Ruvalcaba szindroméban a PTEN gén mutécids spektruma megegyezik, Proteus
szindromaban a mutéciok a foszfataz domént kodold gén-szakasz helyett mas gén-szakaszokon
talalhatok. Klinikailag nagyon fontos megfigyelés, hogy azokban a betegekben, akikben a Cowden
kor és a Bannayan-Riley-Ruvalcaba szindroma lehet6sége felmeriil, de a klinikai feltételrendszer
alapjan biztos diagnézis nem allapithatd meg (Cowden koért és Bannayan-Riley-Ruvalcaba
szindromat atfed6 korképek), a PTEN gén mutéciok gyakorisagat 92 %-osnak talaltak [91]. Ez arra
utal, hogy a klinikai fenotipus egyes 0sszetevéinek penetrancidja, akar azonos mutacio esetén is,

rendkivil eltér6 lehet.
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11.2. SPORADIKUS ENDOKRIN DAGANATOK
11.2.1. Mellékvesekéreg-karcinbma

11.2.1.1. Definicio, gyakorisag

A mellékvesekéreg-karcinoma (ACC-adrenocortical cancer) egy, a mellékvese
kéregallomanyabdl kiindulé ritka, kiemelten rosszindulatl, rossz progndzisi daganat [93].
Incidenciaja 0,7-2,0/millio f6/év [93,94]. Leggyakrabban 40-50 éves kor korll manifesztalodik, de
brazil populécidban relative gyakori az 6roklott TP53 mutacié okozta Li-Fraumeni szindroméhoz
tarsulo gyermekkori ACC is [95]. Progndzisa rossz, az 6téves tulélés csupan 22-37% [96,97]. Az
ACC szovettani diagndzisa is nehéz feladat. Az adrenokortikalis eredet tisztazasat (SF1 fehérje
immunhisztokémiai vizsgalata) kovetden a dignitds megallapitasa kovetkezik, melynek soran a 9
kiillonb6z6 patomorfologiai tényezé (koztiik pl. nuklearis morfoldgiai elvaltozasok, mit6zisok
szdma ¢és tipusai, daganat architektirdja, nekrozis jelenléte, tokot ill. véredényeket elérd infiltracio
jelenlétének vizsgdlatai) Osszetevobdl allo Gn. Weiss score meghatarozasa mellett a proliferacid
immunhisztokémiai markereinek (els6sorban Ki67 index) vizsgalatara keriil sor [93,98]. A Ki67
index meghatarozasa kiemelt jelent6ségili, ugyanis ez szamit a legerésebb prognosztikai markernek.

A mellékvesekéreg-karcinoma leggyakrabban sporadikus eléfordulasi megbetegedés,
melynek hatterében a Wnt/B-katenin utvonal fokozott aktivacidja és az emelkedett IGF-2
szignalizaci6 a két leggyakoribb patogenetikai eltéres [93].
Nagyon ritka orokletes korképekben pl. Li-Fraumeni, Beckwith-Wiedemann és familiéris
adenomat6zus polipdzis szindrdbmékban megfigyelheté kialakulasa. A Li-Fraumeni szindréma
autdészomalis dominans oroklédésmenetil, nagy penetranciaju tiinetegyittes, melynek a lagyresz- és
oszteoszarkoma, emldrak, kozponti idegrendszeri daganatok és leukémia mellet az ACC is egy
manifesztacidja [99-101]. A betegséget leggyakrabban a TP53 gén funkciovesztését eredményezd
mutécidi okozzak. A Beckwith-Wiedemann szindroma hétterében a fokozott IGF-2 szignalizacid
all. Klinikai jellemz6i kozé tartozik a hasfali defektusok, makroglosszia és szdmos daganat
manifesztacidja. A betegség hatterében az IGF-2-t kodolé kromoszomalis régié genomialis
imprintgjének zavara, gyakran paterndlis uniparentalis diszdmia tal&lhaté [102]. Az autoszomalis
dominans 6roklédésmentli familiaris adenomatozus polipozis (FAP) leggyakrabban a vastagbél
polipozisaban manifesztalodik, de eléfordulhat ACC is [103]. Héatterében az APC gén inaktivalo
mutacioi allnak. Ep formaban az APC — egyiittesen mas proteinekkel — a B-katenin ubiquitin-
medialta degradaciojat regulélja, hibds APC esetén a Wnt/B-katenin szignalizacio fokozddasa vezet

a daganatképzddéshez [104].
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Az Ujabb genetikai vizsgalatokkal, melyeket (j generacios szekvenaldssal végeztek
megerésitették a TP53, NF1, MEN1, CTNNB1, CDKN2A és RB1 gének mutécidit [105,106], de
ezek mellett, felvetették Uj gének (pl. ZNRF3) patogenetikai szerepét a Wnt/p-katenin Utvonalhoz
kapcsolodo daganatképzddésben [106].

11.2.1.2. Molekularis mechanizmusok ACC-ben

A Wnt/B-katenin Gtvonal konstitutiv aktivitdsa a mellékvese adendmainak és karcindmainak
gyakori jellemz6je [93,107]. Ennek hatterében leggyakrabban a p-katenint kddold gen (CTNNB1)
aktivalé mutacidi allnak, melynek koévetkezménye a Wnt stimulaciotol fliggetlen, konstitutiv f-
katenin szignalizaci6. Ennek megfeleléen, a fokozott nuklearis [B-katenin expersszid rossz
prognosztikai marker ACC-ben [108,109]. Az utobbi iddben néhany, a Wnt/B-katenin jelatvitelt
gatlo hatdanyag keriilt fejlesztésre, melyek jabb farmakologiai lehetdségeket jelenthetnek ACC-
ben is [110].

Az ACC-ben tapasztalhaté fokozott IGF-2 jelatvitel oka a 11pl5 kromoszomarégio
genomidlis imprintgjének megvaltozdsa — leggyakrabban paternalis uniparentélis diszdmia
forméajaban, melyet az ACC szdvetek kétharmadaban igazoltak [111]. ACC sejtvonalakon végzett
kisérletek kimutattak, hogy az IGF jelatvitel gatlasa 6nmagaban és mitotannal vagy mTOR inhibitor
sirolimus-szal kombinalva a proliferacié gatlasan keresztil igéretes antineoplasztikus potenciallal
birhat [112,113]. Ezen igeéretes in vitro eredményekkel ellentétben, a kismolekuldju IGF-1-receptor-
gatlo linsitinib egy friss klinikai vizsgalat tanisaga alapjan hatastalannak bizonyult [114].

A nagy ateresztOképességli technikakkal végzett transzkripcios profil vizsgalatok a
mellékvesekéreg daganaitainak molekularis patogenezisének tisztazasaban is fontos el6relépést
jelentettek. De Reynies és munkatarsai 0sszesen 153 adrenokortikalis daganat vizsgalataval szadmos
génexpresszios kulonbseget irtak le adenomak és karcindmak kozott, valamint a karcinbmakon
belll — a transzkripcios profil alapjan — a prognozis fuggvényében két csoportot definialtak [115].
Giordano és munkatarsainak munkaja Osszesen 2875 gént azonositott, melyek megvaltozott
expressziot mutattak ACC-ben ACA-hoz és normal mellékvesekéreghez képest és igazolta de
Reynies és kollégai észrevételét a génexpressziés mintazatban és klinikai prognozisban is
kiilonboz6 két ACC csoportrol [116]. Munkacsoportunk teljes gén és miRNS expresszios profilt
vizsgalva 6 olyan miRNS-t azonositott, mely megvaltozott expressziot mutattak kiilonb6z6
mellékvesekéreg daganatokban [117], ami felvetette, hogy a szoveti miRNS expresszio mérése
segithet — nem egyértelmii hisztopatologiai lelet esetében — a dignitds meghatarozasaban [117].
Ezen nagy ateresztoképességli tanulmanyok metaanalizise tobb, kordbban nem tisztazott, jelentds
patogenetikai utvonalat, igy a sejtciklus, a reténsav jelatvitel, a komplemenrendszer és az antigén

prezentacié megvaltozott miikddését irta le [118].
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11.2.2. Klinikai hormontualtermeléssel nem jard, jéindulati mellékvesekéreg daganatok

A Klinikai hormontaltermeléssel nem jar6 mellékvese daganatokat rendszerint véletlendil,
mas okbdl végzett hasi radioldgiai képalkotd vizsgalatokkal ismerik fel, pl. a hasi CT vizsgalatok
0,34-4,36%-aban mutathatok ki [119]. A Klinikai gyakorlatban elterjedt incidentaloma kifejezés is
erre utal. Tobbségik (70-94%-uk) klinikai hormontultermelést nem okoz6 benignus
mellékvesekéreg adenoma. Bar a betegek tobbségében klinikai hormontultermelés nem mutathatd
ki, enyhe hormonalis eltérések és metabolikus rendellenességek nagy gyakorisaggal fordulnak eld
[120]. Kimutattdk, hogy a klinikai hormontultermeléssel nem jaré mellékvese adenomak
gyakrabban fordulnak el tulstulyos betegekben [119,121] valamint szénhidrat anyagcserezavarban
szenvedd és hipertonias egyénekben [119,122,123]. A betegek egy csoportjdban a Cushing
szindromaban megfigyelheté hormon-laboratoriumi eltérések is kimutathatok [120,123,124]. A
szubklinikai hormonalis eltérések ndvelhetik a metabolikus eltérésekre valé [125] és magyarazatul
szolgalhatnak Klinikai hormontultermeléssel nem jar6 mellékvesekéreg adenomas betegekben az
elhizés, hypertonia, hiperlipidémia és diabétesz gyakori el6fordulasara.

Hormontdltermeléssel nem jar6 mellékvesekéreg daganatos betegekben a metabolikus
eltérések nagy gyakorisaganak azonban egyéb oka is lehet. Egy feltételezés szerint a magas inzulin
szint hormondlisan inaktiv mellékvesekéreg adenoma kialakuldsdhoz vezethet; ezt a feltételezést

crer

tarsul kortizol szekrécio névekedés [126].

Mellékvese adenoma szOvetek 28-61%-aban mutattak ki kromoszéma eltéréseket,
leggyakrabban a 2, 11q, 17p, 4 és 5-6s kromoszomakon [14]. Sporadikus mellékvese adenomas
betegek kdrében végzett vizsgalatokkal néhany esetben a 21-hidroxilaz gén (CYP21A2) csirasejtes
mutacioit mutattdk ki [127,128]. A Kklinikai hormontaltermeléssel nem jaro, sporadikus
mellékvesekéreg adenomék tébbsége egyoldali, azonban az esetek 8,9-15%-aban mindkét
mellékvesében adenoma mutathatd ki [120,124]. Néhany tanulméany szerint kétoldali
mellékvesekéreg adenomas betegekben az egyoldali esetekhez képest gyakrabban észlelhetdk enyhe
hormonalis eltérések [129]. A mindkét mellékvesét érinté tumor-képzodés szisztémas patogenetikai
hatas lehetdségére utal, bar ilyen szisztémas faktort (mint példaul a CYP21A2 gén csirasejtes
mutaciojat) a keétoldali melléekvesekereg adenoméas betegek kis szamaban lehetett igazolni
[127,130]. Figyelmet érdemel azonban, hogy a klinikai hormontultermeléssel nem jaro kétoldali
mellékvesekéreg adenomak gyakorisdga lényegesen nagyobb annal, mint amit két egyoldali

adenoma véletlenszerii egylittes el6fordulasa esetén varnank.
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Szamos tanulmany alapjan bizonyosnak tarthatd, hogy a hormontdltermelés hianya ellenére
az adenomak tobbségében a szteroid termelés koros, s6t a HPA tengely szabalyozésa is karosodott.
Egyik leggyakoribb szteroid-termelési zavarként tartjak szamon, hogy véletlenszeriien felfedezett
mellékvesekéreg daganatos betegek tobbségében exogén ACTH adasaval a normalist meghalado
plasma 17-hidroxiprogeszteron (17-OHP) vélasz valthatdé ki [123,129,131-133]. Erre a
megfigyelésre alapozva feltételezték, hogy a szteroid bioszintézisben szerepet jatsz6 21-hidroxilaz
enzim részleges defektusa szerepet jatszhat a hormondlisan inaktiv mellékvese daganatok
pathomechanismusaban. Ezt a hipotézist tamasztotta ald Jaresch és mts. megfigyelése is, mely
szerint a veleszlletett 21-hidroxildz defektusos betegek 45-78 %-aban CT vizsgalattal
mellékvesekéreg daganat mutathatd ki [134]. A hipotézist tamogat6 indirekt klinikai megfigyelések
ellenére a 21-hidroxildz enzim (vagy egyéb szteroid bioszintézis enzimek) drokletes defektusainak
[135-139] lehetséges oki szerepe a hormonalisan inaktiv mellékvese adenomak kialakulasaban nem
tekinthetd bizonyitottnak, ugyanis a szteroid bioszintézis enzimeket kodolo gének mutacidinak
szomatikus vagy csirasejtes eléfordulasanak és az enzimdefektusokra jellemzd laboratoriumi
eltérések osszefliggéseit hormonalisan inaktiv mellékvese adenomés betegekben mindezidaig nem

vizsgaltak.
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11.3. GLUKOKORTIKOID RECEPTOR (GR)

A glikokortikoid hormonok szamos alapveté élettani funkcié szabalyozasaban részt
vesznek. Metabolikus hatdsaik réven szerepik van a szénhidrat-, fehérje- és zsiranyagcsere
szabalyozasaban és fontos hatdsokat fejtenek ki szamos szerv és szervrendszer miikodésére.
Kiemelt jelentéségii a gliikkokortikoidok immunrendszert modulald és apoptozist indukald hatasa,
amely szdmos betegségben megalapozza terapias alkalmazasukat.

A gliikokortikoidok hatasara 1étrejovd fizioldgias valasz és a gliikokortikoidok iranti
érzékenyseg lényegesen kilonbdzhet a kiilonb6z6 fajokban, egyedekben, szovetekben és
sejttipusokban, s6t egy adott sejt esetében is a sejtciklus kiillonbozo fazisaiban. Human vizsgalatok
szerint egészséges egyének plazma kortizol szintjében nagyfokt egyéni variabilitas figyelheté meg,
amely felveti annak a lehetéségét, hogy a HPA tengely feedback érzékenységét genetikai tényezok
befolyasolhatjék.

A gliikokortikoidok hatédsat kozvetitd6 GR tobbféle, ugyanazon génrdl atirodo izoformajat
fedezték fel, amelyek a helytdl és koriilményektdl fiiggben eltérd aranyban képzddhetnek és
szerepilk lehet a glukokortikoidok hatasara kialakulé bioldgiai valasz variabilitasaban. A GR
genetikai varidnsai is befolyasolhatjak a receptor miikodését; a GR gén mutécidi glikokortikoid
rezisztencia szindroméat okozhatnak, mig az egészséges populacioban gyakran el6forduldé GR gén
polimorfizmusok a receptor miikddés enyhe valtozdsa miatt ndvelhetik vagy csokkenthetik
bizonyos betegségek kialakulasanak kockézatét.

A GR-t kodolé gén (NR3C1, GenBank accession numbers: NM_000176, AY436590,
NT_029289) az 5931 kromoszdma szakaszon talalhatd. A gén 9 exonbdl all, a fehérje kodold rész a
2-es exonon kezddédik. A -2300 bp-t6l kezd6d6é promoter régidban kotéhelyek talalhatok sokféle
transzkripciés faktor szamara (pl Spl, AP-1, YY 1, NF-kB, és maga a GR). Ez a szabalyoz6
repertodr hozzajarulhat az egyébként ubiquitaer GR expresszid sejt- és szOvet-specifikus

szabalyozésahoz [140].

11.3.1. A GR genetikai variansai és klinikai jelentoségiik

11.3.1.1. GR génmutaciok

A glukokortikoid rezisztencia szindromat napjainkig minddssze tiz csaladban és néhany sporadikus
esetben irtdk le; ezek egy részében a betegség-okozd genetikai eltérést is azonositottak. A
szindroma jellegzetessége, hogy megtartott circadian ritmus mellett megndvekedett plazma kortizol
szint ellenére a Cushing szindréma klinikai tiinetei hidnyoznak (s6t egyes esetekben a
glukokortikoidok iranti csokkent érzékenység miatt hypadrenia tiineteit figyelték meg), azonban a

kortizol feedback csokkenése miatt megnovekedett ACTH az androgének és mineralokortikoidok
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tultermelését és kovetkezményes klinikai tiineteket valt ki (ndkben acne, hirsutismus ¢és rendellenes
vérzes, férfiakban oligospermia és infertilitas, mindkét nemben hiperténia és hipokalémias
alkalozis). A betegség autoszomalis dominans és recessziv 6rokloédésti formait irtak le; a kisszamu
kozolt esetben a betegség penetranciaja kiillonb6z6é volt. Az esetek egy részében a GR gén
csirasejtes mutaciojat is igazoltak, melyek tobbsége az LBD szakaszon helyezkedett el. Ezeknek a
GR gén mutécidknak, valamint az LBD szakaszon in silico mddszerrel felfedezett GR gén
variansoknak a receptor haromdimenzids szerkezetére gyakorolt hatdsanak vizsgalata a GR
miikodés zavarat valosziniisitette [141]. Néhany mutacié esetében a ligandkotés, illetve receptor
miikodés zavarat in vitro modszerekkel is bizonyitottak [142]. A gliikokortikoid rezisztenciaban
szenvedd betegekben azonositott csirasejtes GR gén mutacidokon kiviil leukémia sejtvonalakon is
szdmos GR gén mutaciot talaltak, tovabba in vitro mddszerekkel szamos GR gén varianst allitottak
elé [143]. Szomatikus GR gén mutaciokat Nelson szindrémaban [144] és lupusz nefritiszben
szenvedd betegek szoveteiben mutattak ki [145].

Néhany adat arra utal, hogy a glukokortikoidok iranti érzékenység lokalis csokkenése
Osszefigg az autoimmun betegségek kialakulasaval és azok sulyossagaval. Lupus nephritises
betegek mononuklearis sejtjeiben a GR szdm kisebb volt az egészséges kontrollokéhoz képest, és a
betegek 20,5%-4ban mutattak ki a GR gén 9-es exonon egy kereteltolodassal jaré nukleotid-
inzerciét a 2439-es pozicidban, azonban ennek a mutdcidénak a receptor miikodésére gyakorolt

hatasat nem vizsgaltak [145].

11.3.1.2. GR polimorfizmusok

A glikokortikoid érzékenység az egészséges populacioban is variabilitast mutat [146]. Az
utébbi két évtizedben tobb GR SNP-vel kapcsolatban kimutattdk, hogy részleges szerepe van a
glikokortikoid iranti érzékenység valtozatossdgaban [147]. Az ER22/23EK eléfordulasa enyhe
glikokortikoid rezisztenciaval, valamint muszkularis jellegli fenotipussal mutatott Osszefliggést
[148,149], ami annak koszonhetd, hogy GR-A fehérje izoformabdl tobb keletkezik, melynek az
ER22/23EK jelenléte esetén kisebb a tovabbi transzkripciot serkenté hatasa [150]. Az N363S és a
Bcell polimorfizmusok esetén fokozott gliikokortikoid érzékenységgel magyardzhato eltéréseket,
példaul tobbek kozdtt magasabb testtomeg-indexet talaltak [147]. Az intron B-ben talalhato Bcll
polimorfizmus esetén a legelfogadottabb feltételezes, hogy GR transzkripcidja soran a
polimorfizmus a promoter régidval kerl térkozelbe és igy befolyasolja a transzkripcio folyamatat
(7. abra). A gén promoterében talalhaté Tthlll 1 [151] polimorfizmus énmagaban nem okoz
valtozast a gliikokortikoid érzékenységben, ugyanakkor méas polimorfizmusokkal egy haplotipusban

valo el6fordulasa esetén szintén befolyasolo tényezoként tartjak szamon [152].
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7. &bra: A GR leggyakrabban vizsgalt polimorfizmusainak elhelyezkedése a GR génben
(Szdmokkal az egyes exonok kerultek jel6lésre. J: junkcionalis régio)

Az egyes GR polimorfizmusok klinikai jelent6ségét tobb tanulmany, kozottik
munkacsoportunk is vizsgalta (11. tablazat). Luczay és munkatarsai congenitalis adrenalis
hiperplazia nem klasszikus formajaban ritkabbnak talaltak az N363S polimorfizmus el6fordulasat,
melyet azzal is magyaraztak, hogy a fokozott glukokortikoid érzékenység kompenzalja az
enzimdefektust okozd egyébként jelentésebbnek vart virilizald hatast [153]. Graves-korban
megjelend oftalmopatia esetén az enyhébb klinikai manifesztacio esetén gyakoribb volt a Bcll
polimorfizmus eléforduldsa, mint a sulyosabb fenotipus esetén. Ennek magyarazatat az endogén
glikokortikoidok fokozottabb hatasaban lattdk az érzékenyit6 jellegli Bell polimorfizmus jelenléte
esetén [154]. Elettani terhesség soran az ER22/23EK polimorfizmus jelenléte véddfaktornak
bizonyult a terhesség alatti jelentds testsuly, illetve BMI novekedéssel szemben [155]. Mig endogen
glikokortikoid tultermel6dés esetén a Bcll polimorfizmus homozigéta jelenléte alacsonyabb
csontstirtiséggel jart, mint homozigota vad genotipus esetén [156].

Az irodalmi adatok alapjan a fokozott gliikokortikoid érzékenység és Bcll polimorfizmus
kozotti kapcsolatot tébb tanulmanyban is alatamasztottak [157,158]. A polimorfizmus és a nagyobb
csip6-derek ardny, emelkedett BMI, tovabba anyagcsere valtozdsokkal, ugy mint a hasi, illetve
visceralis obesitds, a metabolikus szindréma, emelkedett szérum LDL koleszterin szint, gyakoribb
inzulinrezisztencia 0sszefliggésével ismertek adatok [159-165].

Akut limfoblasztos leukaemia miatt glikokortikoidokat is tartalmazd kemoterapias
protokollal valo kezeléskor sszefiiggést talaltak az elénydsebb relapszus rata és a homozigota Bell
genotipus el6fordulasa kozott [166]. Ugyanakkor a megvaltozott glikokortikoid érzékenységnek
szerepe lehet a HPA tengely rendellenes miikkodésében is [167], kronikus pszichoszocialis stressz, a
poszttraumas stresszvalaszreakcioban, a sclerosis multiplex, a rheumatoid arthritis, a gyermekkori

nefrézis szindroma eléfordulasaban [168-171].
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11. Tablazat: A glukokortikoid receptor gén négy polimorfizmusanak klinikai 6sszefuiggései

Polimorfizmus Allél- In vitro hatés Klinikai sszefliggések
frekvencia

- nagyobb BMI

- centralis elhizas

- kisebb csontsiiriiség tendencia

- gyakoribb koronaria betegség és instabil angina
- nagyobb 0ssz koleszterin és kisebb HDL
koleszterin arany

- stresszreakcio soran nagyobb kortizol elvalasztas
- kisebb inzulin szint és kisebb inzulin rezisztencia
- kisebb 6ssz koleszterin és HDL koleszterin

- férfiakban nagyobb testmagassag és izomerd

- hosszabb talélés

- idosekben kisebb CRP

- kevesebb fehérallomanyi 1ézi6 és demencia

- BMI-vel ellentmond&sos adatok

- viscerdlis elhizas

? - hyperinzulinémia

- hipertonia

- nagyobb Kortizol szint

- nagyobb 24 6rés kortizol elvalasztas és nagyobb
esti plazma kortizol szint

1,62%- Receptor

N3635 7,15% érzékenység ndé

Receptor
érzékenység
csokken

1,78%-

ER22/23EK 4.45%

25,7%-

Bcl | 49,2%

Tthil | 30%-38% ?

Munkédmban a joindulati mellékvesekéreg daganatok patogenitdsa €s a megvaltozott
glikokortikoid érzékenység vizsgalata kiemelt jelent6ségli volt. Genetikai asszOCiacios
vizsgalatokat és funkcionalis genetikai vizsgalatokkal kerestiik az 6sszefliggéseket a GR-hoz tarsult

mechanizmusok szerepére mellékvesedaganatokban.

11.3.2. A GR izoformak és klinikai jelentéségiik

A GR gén emberben tébb (legalabb 16 monomer és 256 homo- illetve heterodimer) receptor
izoformat kodol, amelyek a kiillonbozé szovetekben valtozatos transzkripcios —aktivitassal
rendelkezhetnek és kiilonbozé cél génekre hathatnak [140]. A glukokortikoid hormonhatas
komplexitasat részben a tobbféle receptor izoforma okozza.

A GR fehérje szerkezetileg 3 f6 doménbol all (8. dbra). Az 1-421 aminosavak alkotjak az
N-terminalis domént, mely a transzaktivacios hatasért felelds aktivacios faktort (AF1) tartalmazza.
Az AF1 ligand hidnyaban is szdmos transzkripcids kofaktorral képes interakcidba Iépni és tobb
foszforilacios szabdlyozohelyet tartalmaz. 65 aminosav alkotja a DNS-k6t6 domént (DBD), amely a
receptor dimerizacidjaban is. Itt helyezkedik el a receptor sejtmagba torténd transzportjaért felelos
egyik nukleéris lokalizacios aldomén (NLS1). A DBD ezen kivil képes interakcioba Iépni méas
proteinekkel is [140,172,173]. A C-terminalis domént egy 40 aminosavboél allé Gn. hinge régio koti
0ssze a DBD-nel. A hinge domén egy flexibilis régio, amelynek a dimerizacioban és a DNS-kotést

kovetd megfeleld konformacio kialakitasaban van szerepe [174]. Az 527-777 aminosavak alkotjak a
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ligandk6té domént (LBD). A régioban talalhato egy masodik nuklearis lokalizacids szignalt (NLS2)
tartalmazé motivum. Az LBD a chaperon kotddésben, valamint a receptor dimerizacidban is
szerepet jatszik. Ligandkotést kdvetden aktivalodik az LBD-ben elhelyezkedd AF2 aldomén, amely
tovabbi koaktivator és korepresszor fehérjek kotddését teszi lehetévé [175-178]

A leggyakoribb izoformak a GRa izoforma ¢és a 9. exon alternativ splicing-ja utjan keletkezé6 GR

izoforma.

A
ATG
'QL@ (' |'6H_nsk_ﬁga%9r;_ﬁ_
F| J 00 @ U U OO0
B
AF1 » AF2
NHZ—P NTD ( DBD H LBD —— COOH
1 421 486 526 777

8. &bra (A) GR gén szerkezete. (B) GR fehérje szerkezete. Réviditések: NTD, N-terminalis
domén; DBD, DNS-ko6t6 domén; H, hinge régio; LBD, ligandk6té domén; AF1, aktivator funkcid
1; AF2, aktivator funkcio 2

Az 1. exon az 5’ nem transzlalodo régiot kodolja, a GR fehérje N-terminalis része a 2. exonrol
irodik at. A 3 és 4-es exonok kodoljak a DNS-kotésért felelds cink ujjas motivumokat, mig a tobbi
exon a ligand-kotésért felelds struktarakat alkotja. A 9-es exon alternativ splicingja (9a és 9B)
kovetkeztében két eltérd tulajdonsagu ligand kotd domén johet 1étre [179,180]. A GRa és GRp
izoformak 1-727 aminosav szakasza azonos, mig az ezt kovetd karboxi-terminalis szakasz
kiilonb6z6. A 777 aminosavbdl allo6 GRa felel meg a hormonhatast kdzvetitd formanak, mig a 742
aminosavbol allo6 GRP izoforma nem rendelkezik hormon-k6té és géntranszkripciot aktivalo
képesseggel [177]. Egyre tobb adat szol amellett, hogy a GRP izoforma dominans negativ hatast fejt
ki az aktiv GRa mitkddésére.

Csonkolasos vizsgalatok soran, ha a GRR C-termindlis vegét alkotd 15 egyedi aminosavat
eltavolitjuk, az igy keletkezett csonkolt receptor tovabbra sem képes dexametazon kotésre, azonban
megsziinik a GRa-ra Kifejtett gatlo hatasa [176,181]. Tovabbi vizsgalatok a GRR LBD-jének gatlo
hatasat minddssze ket R-izoforma specifikus aminosav jelenlétére sziikitették. A GRI expresszidja a
GRa-nél kisebb mennyiségben, de szintén szamos szévetben kimutathatd. Sejt- és szovetspecifikus

modon a sejten beliil elsdsorban a sejtmagban helyezkedik el, azonban a citoplazmaban is
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megtalalhaté [182]. Kimutattak, hogy a GRB sejtmagi lokalizacidja sziikséges a GRo antagonista
hatas kialakulasahoz [182]. A GRS tobbféle mechanizmus utjan képes gatolni a GRo funkciot.
Mivel mindkét izoforma rendelkezik DBD-nel, ezért a GRa versenghet az inaktiv GRR-val a GRE
kothelyekért, tovabba egymassal Osszekapcsolddva inaktiv. GRa-GRR heterodimereket is
létrehozhatnak [183-185]. Ezen kivil a GRBR az AF1 doménjén keresztiil megkétheti a p160
koaktivator komplex tagjait, tobbek kdzott a GRIP1 koaktivatort, igy kompetitiv modon képes
gatolni a GRa transzkripcios aktivitasat [142].

Az elmult években egyre tobb kutatds tdmasztja ala, hogy a GRR szabalyoz6 hatasa nem
kizarolag a GRa gatlason keresztiil valosul meg. Teljes genom génexpresszios vizsgalatok alapjan a
GRB izoforma a GRa hianya esetén is képes szabalyozni a géntranszkripciot [186]. A GRRB
taltermelés hatasara a GRo-t0l eltéré gének expresszidja valtozik meg [187,188]. Mindezek alapjan
a GRB onallo, a GRo-tdl fliggetlen transzkripcios aktivitdssal is rendelkezik. Ennek a
mechanizmusa kevésbé ismert, mivel a GRR nem képes gliikokortikoid kotésre és a klasszikus GRE
szekvencidkat sem képes indukalni. Lewis-Tuffin és munkatarsai ugyanakkor kimutattadk, hogy a
nem specifikus GR antagonista RU486 képes kotédni a GRB-hoz, rdadasul fokozza a receptor
onallo transzkripcios aktivitasat [186]. A GRB RU486 koté képessége ugyanakkor ellentmondasos,
mivel egy késébbi tanulmanyban nem sikeriilt az el6z6 megfigyeléseket megerdsiteni [187]. A GRR
taltermelés altal szabalyozott gének tébbségében nem taldlhaté klasszikus GRE, igy a GRR dnalldan
elsdsorban nem a hagyomanyos gliikkokortikoid reszponziv géneket szabalyozza. Elképzelhetod,
hogy a GRR fehérje-fehérje interakcidn, vagy mas transzkripcios faktorokon keresztil fejti ki 6nallo
szabalyozd hatasat. Ezt tdmasztja ala, hogy a GRB AF1 doménjével a GRa-hoz hasonl6an
interakcidba Iéphet mas transzkripcios komplexekkel [189]. Kelly és munkatarsai kimutattak, hogy
a GRR képes kapcsolddni a hiszton-deacetilaz 1-hez (HDAC1) és a HDAC-k kozvetitésével gatolja
az IL5 és IL13 gének expressziojat [190]. A kozelmultban kertlt felfedezésre, hogy a GRR a PTEN
transzkripcid és az AKT1 foszforilacié szabalyozasan keresztll képes fokozni az inzulin stimulalta
ndvekedési Utvonalat [191]. Elképzelhet6 ugyanakkor az is, hogy a GRB, a GRy izoformahoz
hasonlé moddon, egyelére nem ismert GRE-szerli, GRB specifikus szekvencidkat képes aktivalni
[189,192]. GRR izoforma expresszidja szamos sejt- és szOvettipusban (neutrofil granulocita,
monocita, vazizomzat, maj, vese, tiido, sziv, agy, orrnyalkahartya) kimutathat6, azonban a GRa-hoz
képest kb. 400-szor kisebb mértékben [193]. Ennek megfeleléen az egyes szovetekben a GRS
fehérje igen kevés mennyiségben, vagy egyaltalan nem detektalhatd [193,194]. A GRER fizioldgiai
szerepe nagyrészt ismeretlen, azonban figyelemre méltd, hogy az evolucié sordn az emberi

valtozattol fliggetlenil zebrahalban is kialakult egy a human GRR-nak megfelel6 GR izoforma.
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Ezen kivul a kdzelmdltban egerek méajaban is sikeriilt azonositani a GRR izoformat, és a kisérletek
felvetették szerepét az anyagcsere szabalyozasaban [189,195].

Asztméban, egyes autoimmun betegségekben és leukémidban is emelkedett GRR expresszid
mutathatd ki, amely 6sszefliggést mutatott a szdveti szteroid-rezisztencia Kialakulasaval [140].
Glikokortikoid-inszenzitiv ~ asztmas  betegek  bronhcidlis ~ mosofolyadékbdl  szarmazo
makrofagokban, 1éguati T-sejtekben és periférias vér mononukleéris sejtekben (PMBC) is emelkedett
GRR expressziot mutattak ki [196-198]. Ehhez hasonloan, szteroid-rezisztens rheumatoid
arthritisben, Crohn betegségeben és ulcerativ colitisben szenved6 betegek PMBC-ben is emelkedett
GRR expressziot taldltak a gliikokortikoidokra jol reagalo betegekhez képest [199-201].

Egyes proinflammatorikus citokinek, példaul interlukinok, TNFa ¢és interferonok képesek
indukalni a GRR expressziot [189]. Webster és Leung vizsgalataik sordn megallapitottak, hogy
citokinek hatasara fokozodik a GRB expresszio és a megndvekedett GRB/GRa arany korrelalt a
sejtek glikokortikoid-érzékenységével [197,202]. Ezen kivil akut és kronikus limfoid leukémiaban
az emelkedett GRB/GRo ardny megakadalyozta a daganatos sejtek gliikokortikoid indukalt
apoptdzisat [203,204]. Egyes szerz6k ugyanakkor megkérdéjelezik a GRB szerepét a szteroid-
rezisztencia kialakuldsdban. Néhany sejttipusban nem sikeriilt megfigyelni a GRB GRa-t
antagonizalo hatasat, tovabba az in vitro kisérletekben a GRa-hoz képest legalabb 5-sz6ros GRR
tobbletre volt szikség a gatld hatas kifejtéséhez, mig €16 szervezetekben a GRB expresszid
mindossze toredéke a GRa-nak. A génexpresszio mértéke ugyanakkor nem feltétlendl korrelél a
fehérje mennyiséggel, azonban jelenleg nem rendelkeziink atfogo vizsgalatokkal, amelyek a GRR

fehérjét vizsgaljak szteroid-érzékenység tikreben. [187,188,205].

11.3.3. Egyéb, ritkabb GR izoformak

Az mRNS feldolgozéas soran tovabbi izoformak is keletkezhetnek, melyek jelentéségérol és
hatasarol egyeldre kevés ismerettel rendelkeziink. A GR-A izoformaban hianyoznak az 5-7 exonok,
a GR-P izoforma a 8-9-es exonok delécidja, mig a GR-3 izoforma a 2-es exonon belili delécid
kdvetkeztében jon létre. A GR-P megndvekedett expresszidjat mérték tobbek kozott hematoldgiai
betegségekben és kissejtes tiidokarcinomaban [206]. A GR-S1 és GR-DL1 izoformék csonka
fehérjéeket kddolnak és transzaktivacios képességik csokkent. A kdzelmdultban felfedezett GR-NS1
izoforma ugyanakkor megnovekedett aktivitassal rendelkezik [206].

A 2-es exonon beliil talalhato eltéré transzlacios iniciacios helyek kovetkeztében a GRa-nak
legalabb 8 kiilonboz6 fehérje izoformaja (GRa-A, B, Cl, C2, C3, D1, D2 és D3) keletkezhet,
melyek koziil a GRa-A kddolja a teljes, 777 aminosav hosszusagu receptort. Az egyes fehérje
izoformak szdvet specifikus moédon expresszalodnak, kiillonb6zd a sejten beliili lokalizaciojuk és

eltéro transzkripcios aktivitassal rendelkeznek [178].
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A GRy izoforma alternativ splicing kovetkeztében, a klasszikus GRa-t6l minddssze
egyetlen, a DBD-ben elhelyezked$ arginin aminosav inzercioban kulonbozik [207]. A GRy is
szamos szovetben expresszaladik, a teljes GR transzkripcio korulbelul 4-8%-at teszi ki.[206]. A vy-
izoforma gliikkokortikoid kotést kovetéen a GRa-nal gyengébben, de képes aktivalni a GRE-t
tartalmazd promotereket [208]. Gliikokortikoid kezelést kovetéen a GRy szamos gént a GRa-hoz
hasonldan szabalyoz, azonban microarray vizsgalatok alapjan GRa- és GRy-specifikus géneket is
azonositottak. Kimutattdk, hogy az aminosav inzercid kdvetkeztében megvéaltozik a fehérje
szerkezete, ezaltal részben megvaltozik a receptor DNS-kotd preferenciaja [192]. Erdekes modon
azonban a GRy egyidejii expresszioja a GRa-val megsziintette a glikokortikoidok nukleéris faktor
kB-n (NF-kB) keresztiil kifejtett gyulladasgatlo hatasat, ezaltal szerepet jatszhat a glitkokortikoidok
elleni rezisztencia kialakuldsaban [208].

11.3.4. A GR poszttranszlaciés modosulasa

A GR fehérje szadmos poszttranszlacios modosuldson mehet keresztil, melyek
megvaltoztatjdk a receptor sejten belili lokaliz&cigjat, élettartaméat és transzkripcios aktivitasat.
Ezek kozil a foszforilacios szabalyozas a legjobban ismert, eddig legalabb 6 kiilonboz6 kinazt és
szamos foszfatazt ismertink, amely befolyasolja a GR foszforilacios mintazatat [206]. Ligandkotést
kovetden a GR foszforilacios mintazata megnovekszik. A foszforilacios helyek az AF1 aldoménben
helyezkednek el és befolydsolhatjak a GR transzkripcids aktivitdsat. A Ser211 foszforilacijardl
kimutattdk, hogy eldsegiti a DRIP/TRAP koaktivator komplex kotddését, ezaltal fokozza a GR
transzkripcids aktivitasat [177]. A Ser226 és Ser404 aminosavak foszforilacidja ugyanakkor a
fokozott nukleéris export kdvetkeztében csdkkenti a GR tanszkripcids aktivitasat [206].

Tovabbi poszttranszlacids szabalyozasra ad lehetOséget a fehérjék ubiquitin és small
ubiquitin-like modifier (SUMO) molekulakkal t6rténd 6sszekapcsolasa. Az ubiquitin-proteoszéma
utvonal fontos szerepet tolt be a fehérjék lebontasaban, mig a SUMO jelolés elsésorban a fehérje
stabilitast, a sejten bellli lokalizéciét, a transzkripcids aktivitast és a fehérje-fehérje interakciot
képes befolydsolni. A GR fehérjében eddig legalabb egy ubiquitin €és harom SUMO jel6ldhelyet
azonositottak, melyeken keresztil a receptor szabalyozodhat [178]. A kdzelmultban Nader és
munkatarsai kimutattak, hogy a GR acetilacio utjan is képes szabalyozddni. A molekuléris cirkadian
ora egyik komponense, a CLOCK:BMALL1 heterokomplex a GR hinge régiojanak acetilalasa
kovetkeztében gatolja a GR transzkripcios aktivitasat [209].
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11.3.5. A GR jelatviteli ut
11.3.5.1. A GR genomialis hatasai

A szteroid hormonok passzivan képesek a sejtmembranon athatolni, majd a megfeleld
nukleéris receptorhoz kapcsolddva fejtik ki transzkripcids hatésaikat. A GR ligand hianyaban, a
sejtplazmaban, egy tobb fehérjébdl allo heterokomplexhez kapcsolodva helyezkedik el. A komplex
tagjait tobbek kozott hdésokk-fehérjék (hsp70, hsp90), a p23 chaperon és immunophillinek
(FKBP51, FKBP52, CYP-40) alkotjak [210]. A komplex fontos szerepet tolt be a GR
hormonkotésre alkalmas konformécidjanak kialakitasdban és nukleédris transzportjdban [211].
Ligandkotést kovetden a GR konformacidja megvaltozik, disszocidl a heterokomplextdl, majd a
sejtmagba transzlokalodik. A sejtmagon belll a GR homodimert alkotva direkt DNS-k6t6dés altal
vagy mas transzkripcioés faktorokkal torténé interakciokon keresztill szabalyozza a célgének
expresszidjat (9. bra).

A glukokortikoid hatds kovetkeztében indukalodd gének promoterében altaldban
megtalalhatd gliikokortikoid-érzékeny szekvencia (GRE), [178,180]. Ujabb kutatasok alapjan a GR
monomerként is aktivalhat olyan géneket, melyben a palindrom GRE szekvencia egyik fele (half-
site GRE) van jelen [212]. Réadéasul egyes genek transzkripciojat a GR monomerként kdzvetlenil is
gatolhatja az ugynevezett negativ  GRE (nGRE) szekvencidakon keresztlil [213]. Kromatin
immunoprecipitacios (ChlP) vizsgalatok alapjan a GR nem képes a genomban talalhatd szamos
GRE kotéhely mindegyikét elfoglalni [206]. A nyitott kromatinallomany sejt-specifikus mintazata
befolyasolja a gliikokortikoid kotéhelyek (GBS) hozzaférhet6ségét, ezaltal szabalyozhatja a
glikokortikoidok szdvetspecifikus hatasait [214]. A gliikkokortikoid kot6helyek gyakran a
transzkripcids start helytdl (TSS) egészen tavol, akar tobb mint 10kb tavolsdgra helyezkednek el.
Erdekes modon az indukalodé gének esetében inkébb proximalis, mig a repressziot mutatd gének
esetében disztalis GR kotédési tendencia figyelheté meg [215,216]. A genomon belll az egyes
gének eltérd gliikokortikoid-érzékenységgel rendelkeznek. Bizonyos gének méar egészen alacsony
koncentracidju glukokortikoid kezelésre is reagalnak, mig mas gének transzkripcidja csak nagyobb
dozist kovetden valtozik meg. A génspecifikus GR reszponzivitas hatterében a kromatinallomany
hozzaférhetdsége €s a receptor GBS-ok kozelében elhelyezkedd egyéb transzkripcios faktorokkal
torténd interakcioja allhat [217]. Szamos nukleéris kofaktor képes fokozni (CBP, p300, SRC1 és
GRIP) vagy éppen gatolni (N-CoR1, N-Cor2, HDAC, szirtuin) a GR transzkripcios aktivitasat
[216].

ChIP vizsgalat alapjan a GR szamos olyan DNS szakaszokhoz is k6tédik, amely nem tartalmaz
klasszikus GRE szekvenciakat. Ezekben az esetekben a GR maés transzkripcios faktorok

segitségével képes kotddni jellemzden inkomplett GRE szekvencidkhoz ¢€s ezaltal serkenteni vagy
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gatolni a transzkripciot. Ezeket az Osszetett kotdhelyeket kompozit szekvencidknak nevezziik. A
GBS-ek kozelében leggyakrabban aktivator protein 1 (AP1) kotdhely azonosithatd, amely a GR
receptor egyik jol ismert kofaktora [215]. Az AP1 segit fellazitani a kromatinallomanyt, ezaltal
elésegiti a GR kotédését a DNS-hez [218].

A GR DNS-kotédés nélkiil, protein-protein interakcion keresztlil is képes szabalyozni a
transzkripciot. Ezek kozil a legismertebb a GR-nak a NF-«xB és az AP1 transzkripcios aktivitasanak
gatlasan keresztiil kifejtett gyulladascsokkent6é hatasa. A GR fehérjén végzett mutécids vizsgalatok
alapjan a DBD fontos szerepet tolt be a transzrepresszio kialakulasaban [216,219]. Kevésbé ismert,
de a GR aktivaléd hatast is kifejthet mas fehérjékkel torténd interakcio altal. Ezek koz¢ tartozik a

GR-STATS5 szinergista hatasa a majsejtek glikokortikoid-fiiggé novekedésében és érésében [220].
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9. &bra A GR genomidlis és nem genomialis szabalyozé mechanizmusainak egyszeriisitett
séméja. Az aktivalt GR serkentheti a transzkripciét (a) direkt GRE-hez torténé kotédés, (b)
kompozit DNS szekvenciakhoz vald kotddés, (C) transzkripcids faktorral torténd direkt vagy
indirekt fehérje-fehérje interakcié altal. Az aktivalt GR gatolhatja a transzkripciot (d) nGRE-hez
torténé kotédés, (e) mas transzkripcios faktorral torténé direkt vagy indirekt fehérje-fehérje
interakcid altal (Ratman, 2013 [216], nyoman). Réviditések: GR, glikokortikoid receptor; mGR,
membrankotdtt glitkkokortikoid receptor; Hsp, h6 sokk proteinek; TF, transzkripcios faktor; GRE,
gliikokortikoid reszponziv szekvencia; GBS, gliikokortikoid receptor kotéhely; nGRE, negativ
glikokortikoid reszponziv szekvencia

Az aktivalt GR serkenti a cink ujjas tristetraprolin fehéerje (TTP) szintézisét, amely destabilizalja
szamos gyulladasos mediator mRNS-ét, ezéltal fokozva lebontasukat [221]. Ishmael és munkatarsai
tovabba megfigyelték, hogy a GR direkt modon is képes befolyasolni egyes gének mRNS-ének
stabilitasat. Budesoniddal kezelt human léguti laphamsejtekben a GR csokkentette a CCL2 és CCL7
MRNS-ek féléletidejét. Az aktivalt GR az 5’UTR régi6 GC gazdag motivumahoz kapcsolodva
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fejtette ki hatasat és motivumkdotédési predikcios vizsgalatok alapjan akar tobb ezer transzkriptum

MRNS-ének stabilitasat is befolyasolhatja [222].

11.3.5.2. A GR nem genomiélis hatasai

A glikokortikoidok nem csak a géntranszkripciot képesek befolyasolni, hanem a sejten beldl
azonnali, nem genomidlis valaszokat is lIétrehozhatnak. A glikokortikoidok a membranfluiditast, a
sejtproliferacidt, a gyulladasos és immunvalaszt, a sejten beliili ionhaztartas-szabalyozast, valamint
kdzponti idegrendszeri folyamatokat is képesek nem genomidlis Gton befolyéasolni [223]. Tébbek
kozott a glukokortikoidok HPA rendszerre kifejtett negativ feedback-je is feltételezhetéen nem
genomialis mddon torténik [223,224]. A glukokortikoidok nem genomialis hatasainak hatterében
allo molekularis mechanizmusok kevésbé ismertek. A membranfluiditast a glikokortikoidok a GR
kozvetitd hatasa nélkiil képesek szabalyozni, mig mas esetekben a GR heterokomplexbdl a
ligandkotést kovetden felszabaduld fehérjék kinadz aktivitdsa hoz létre azonnali valtozasokat
[223,225]. A nem genomidlis hatdsok létrejottében az 1990-es években felfedezett membranhoz
kotott glukokortikoid receptorok (mGR) is szerepet jatszhatnak. Az endoplazmatikus retikulumban
a GR olyan poszttranszlaciés modosulasokon megy keresztiil, amelyek eldsegitik a sejtmembranba
éplilését, azonban az mGR jelatviteli mechanizmusarél egyeldre még keveset tudunk [226]. A
kdzelmultban fedezték fel, hogy a mGR glikokortikoid kotést kovetden aktivalja a p38-MAPK

atvonalat, melyen keresztil szamos sejten belli folyamatot szabalyozhat [180,226].

11.3.6. A gliikokortikoidok gyulladasgatlo hatésa és a gliikokortikoid-rezisztencia
kialakulasdnak mechanizmusai IBD-ben

A glikokortikoidok erds gyulladasgatld hatdsat gyakran hasznaljak az IBD és més kronikus
gyulladasos megbetegedések kezelésében. A gliikokortikoidok tobbek kodzott gatoljak a T-sejt
aktivaciot és a proinflammatorikus citokinek transzkripciojat. Immunszuppressziv hatasuk
héatterében tobb molekuléris mechanizmus is ismert. Ezek kozul a legjobban tanulméanyozott az NF-
kB proinflammatorikus jelatviteli Utvonalra kifejtett gatld hatds. Az NF-kB szamos citokin,
kemokin, komplement faktor transzkripcidjanak aktivalasan, valamint a ciklooxigenaz-2 indukcio
kdvetkeztében fokozott prosztaglandin termelésen keresztill kulcsszerepet jatszik a gyulladas
kialakulédsdban és fenntartasdban [227]. A gliikokortikoidok gatoljak az NF-«xB transzkripcios
hatasat, valamint az IkB serkentésén keresztiil inaktiv allapotban tartjdk a NF-xB komplexet a
citoplazmaban [227,228]. Bakterialis, viralis ingerek, citokinek, valamint UV fény okozta
karosodas hatasara a MAPK kaszkédon keresztil aktivalodik a c-Jun transzkripcios faktor, majd az
igy keletkezé c-Jun:cFos heterodimerek aktivaljak a szdmos gyulladasos mediator promoterében

megtalalhatd AP1 kotéhelyeket [219,227,229]. A glukokortikoidok a MAPK foszfatdz 1
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indukciojan keresztll inaktivaljak a MAPK foszforilacios kaszkad tagjait, ezaltal meggatoljak az
AP1l-en keresztiil torténé gyulladasos aktivaciot. Ezen kiviil a glikokortikoidok protein-protein
interakcion keresztil is képesek gatolni az AP1 funkcidt [219]. Egyes elméletek szerint, mivel az
NF-xB, AP1 ¢és GR jelatviteli utak azonos transzkripcidos koaktivator fehérjéket képesek
felhasznalni, ezeért lehetséges az, hogy a glukokortikoidok a koaktivatorok kompetitiv gatlasan
keresztll is kifejtik hatdsukat [216]. Egyes gyulladdsos mediatorok képesek stabilizalni a tumor
nekrézis faktor o (TNFa) hirvivdé RNS-t (mMRNS), amely egyébként gyorsan lebontédna a
citoplazméban. A GR aktivacié képes megforditani ezt a folyamatot, aminek hatasara a
ribonukleazok Gjra képesek degradalni az mRNS-t [230].

Az elmult években szdmos kisérlet felvetette, hogy IBD-ben az elégtelen barrierfunkci6 is
hozzajarulhat a gyulladas kialakuldséhoz. In vitro kisérletek alapjan a szteroidok antagonizaljék a
TNFa barrier permeabilitdst noveld hatdsat, raadasul a TJ fehérjék szabdlyozdsdn keresztiil
csokkentik a paracellularis transzportfolyamatokat [231,232]. Mindezek alapjan a glikokortikoidok
nem csupan a gyulladast magat, hanem elképzelhetd, hogy a gyulladast kivaltd folyamatokat is
képesek befolyasolni IBD-ben.

Sajnalatos modon az IBD-ben szenvedd betegek egy részében a glitkokortikoidok
hatastalannak bizonyulnak, a szteroidok nem képesek elnyomni a T-limfocitak és mas gyulladasos
sejtek tulmiikodését [228]. A rezisztencia kialakuldsanak hatterében szamos molekuléris folyamat
allhat. Ezek érinthetik a GR-t és a hozza kapcsolédd kofaktorokat, a proinflammatorikus
mediatorok miikodését, és a xenobiotikumok eltavolitasaért felelés multi-drog rezisztencia 1
(MDR1 vagy P-glikoprotein) fehérjét is [233]. Az esetek egy részében az inszenzitivitas mogott
genetikai tényezok figyelhetéek meg. A leggyakrabban tanulmanyozott GR egypontos nukleotid
polimorfizmusok (SNP) kozil az ER22/23EK, Tthill és a GR-91 csokkent, mig az N363S és a Bcll
fokozott glikokortikoid-érzékenységgel jarnak. Ezek kozil 1BD-ben azonban eddig csak a Bcll
esetében sikerllt 0sszefiiggést talalni a glukokortikoid-reszponzivitassal [233]. Ezen kivil a GR
kofaktor FKBP1, a MDR1, a gyulladasos mediator NALP1 és a TNFa génekben sikerilt olyan SNP-
ket azonositani, melyek hozzajarulhatnak a szteroid-rezisztencia kialakulaséhoz [233-235]. A
megvaltozott lokalis glukokortikoid-egyensaly is hozzajarulhat a szteroid-rezisztencia
kialakuldsdhoz [140]. A szoveti GRo receptor mennyisége is jol korrelalt UC betegekben a
glukokortikoid terépia eredmenyessegével [236]. Tobb tanulméany az elégtelen gliikokortikoid hatas
hatterében a GRI megndvekedett expresszidjat mutatta ki [200,201,230,236].

Szteroid-inszenzitivitast okozhat a proinflammatorikus mediatorok talzottan magas szintje
is. Szdmos in vitro tanulmany tamasztja ald, hogy az emelkedett IL-1, IL-2, IL4, TNFa és AP1
szintek képesek meggatolni a normalis GRa funkciot [233]. A MDR1 protein fontos szerepet jatszik

a gyogyszerek sejtekbol torténd aktiv kivalasztasadban. Gliukokortikoidok irant rezisztens betegek
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keringé limfocitaiban fokozott MDR1 expresszio mutathatd ki, rdadasul az MDRL1 protein gatlasa
csokkenti a kortizol sejtekb6l torténd kipumpalasat a T-limfocitdkban és epithel sejtekben
[230,233].

11.3.7. A glukokortikoidok szerepe a cirkadian éra szabalyozasaban

A cirkadian ritmus szabalyozo rendszerének felderitésere az 1950-es évekt6l kezdve szamos
allatkisérletet végeztek, majd az 1971-ben ecetmuslicdkban (Drosophila melanogaster) sikerlt
feltarni az els6 cirkadian ora szabalyozasaban részt vevo géneket is [237,238].

Emldsokben a cirkadian dra szerkezetileg két alegységre, kdzponti és periférias cirkadian
Orara oszthatd. A kdzponti cirkadian 6ra a hipotalamusz szuprakiazmatikus magjaban (SCN)
helyezkedik el, ahové a retina ganglionsejtjeibdl indul6 tractus retinohypothalamicus, mely a fény-
sOtétség valtakozasarol szolgaltat informaciot. Mas idegpalydkon keresztil taplalkozasi,
hémérsékleti ingerek, s6t direkt vagy indirekt mdédon egyes szteroid hormonok is képesek
modositani az SCN miikodését [239-241]. Fény hatasara az SCN sejtjeiben egységes, szinkronizalt
valasz jon létre, igy a kiils6 informécio tovabbitasaval az SCN-bdl kiindul6 idegpalyakon keresztiil,
illetve neuroendokrin mediatorok (GABA, AVP, VIP, PK2) elvalasztasaval mas agyteriletek és a
bels6 szervek cirkadian miikodését szabalyozza [240]. Az SCN tovabbi fontos szerepe, hogy a
tobozmirigyhez fut6 idegpalyakon keresztiil az ,,alvadshormonnak” is nevezett melatonin elvalasztast
is szabalyozza [240]. Kozponti szabalyozas hidnyaban az egyes szdvetek cirkadian érai egyméashoz
képest fokozatosan eltolodnak, és a szervezet deszinkronizalodik [240,242]. Allatkisérletekben a
szimpatikus vagy paraszimpatikus idegrostok atvagasa esetén megfigyelték tobbek kdzott a tiido-,
maj- és mellékvese miitkddés ritmusanak megvaltozasat [243-245]. Osszefoglalva tehat a kozponti
szervezet napi ritmusat.

A periférias cirkadian ora a legtobb szervinkben megtalélhato, az SCN-t6l fiiggetleniil is
onallo miikodésre képes rendszer, amely szamos, szdvetspecifikus folyamat ritmikus szabalyozésat
végzi [240,246,247]. Erdekes moédon az egyes szervekbdl kivett szovettenyészetekben is
megfigyelhetd néhany napig a cirkadian o6ra gének expresszidjanak egyre csokkené amplitudoval
torténd oszcillacioja, ami arra utal, hogy egyes sejtekben tovabbra is funkcionalis marad a cirkadian
ora, azonban a megfeleld szinkronizald hatas hidnyaban az egyes sejtek fazisa egymashoz képest
fokozatosan eltolddik, amelyek hatasa eredményekent végul kioltjak egymaés hatasat [242,248,249].

Meglepdé modon még egyes daganatos sejtvonalakban is ujra indukalhatd a cirkadian ora, ha
a sejteket szinkronizdljuk szérummentes tapfolyadeékban tartva oket (szérum sokk) vagy
gliikokortikoidokkal torténd kezeléssel [250,251].
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Szamos hormon is kozvetlenil szabalyozhatja a cirkadian orat: a nemi hormonok kozil az
Osztradiol a meéhben, a tesztoszteron a prosztatdban szabalyozza Oragének transzkripciojat
[252,253]. A kortizol elvalasztas cirkadian mintazata jol ismert, igy nem meglepd, hogy a
hormonok kozul a legnagyobb figyelmet a glukokortikoidok kaptak. Mellékvese-eltavolitason
atesett allatokban a vesében, a majban, cornedban és az agyalapi mirigyben is megvaltozott az
oragének expesszidja, ezaltal az egyes szervekben miikodd periférids ordk egymashoz képest
eltolodtak [254]. SCN-eltavolitason atesett allatokban a gliikokortikoidok ismét szinkronizalték a
majban a korabban ritmikus expressziét mutatd transzkriptumokat [255]. Erdekes modon még
fibroblaszt sejtvonalban is Gjra indukalhatd volt a cirkadian 6ra dexametazon hatasara [251]. Ujabb
kutatasok mar emberekben is kimutattdk, hogy a Kkivilr6l adott gliikokortikoidok képesek

szabalyozni a periférias 6ra miikodését [256].

11.3.8. A cirkadian 6ra molekularis mechanizmusa

A cirkadian 6ra molekularis szerkezetének magjat az ugynevezett 6ragének, két egymashoz
kapcsolodo és kdlcsdnhatasban allé szabalyozd kore alkotja. Az elsédleges visszacsatolo korben a
Period-Arnt-Single (PAS) transzkripcios csaladba tartoz0 ARNTL (BMALL1) és CLOCK fehérjék
egymassal heterodimert alkotva serkentik az Un. E-box szabalyozé elemekkel rendelkez6 Period
(PER1, PER2, PER3) és Cryptochrome (CRY1, CRY2) gének atirédasat. Ugyanakkor a PER és
CRY fehérjék a sejtmagba transzlokalédva az ARNTL:CLOCK heterodimer gatlasan Kkeresztiilt
megakadalyozzak sajat transzkripcidjukat. A masodlagos szabalyoz6 kérben az ARNTL:CLOCK
heterodimer serkenti a REV-ERBa (NR1D1) és RORa gének atirddasat. Mind a REV-ERBa, mind a
RORa képes kapcsolodni az ARNTL promoterében taldlhatd retinsav-kapcsolt arva receptor
reszponziv szekvencidkhoz (RORES), ugyanakkor mig a RORa pozitivan szabalyozza az ARNTL
transzkripcidjat, addig a REV-ERBa gatolja azt [257] (10. &bra).

A transzkripcios visszacsatolasi folyamatok mellett szamos poszt-transzlaciés mechanizmus,
példaul foszforilacio, ubikvitinalas, valamint a legujabb kutatasok alapjén, a rovid szabalyoz6 RNS-
ek, az an. mikro-RNS-ek is nélkilozhetetlenek a cirkadian 6ra szabalyozéasadban [258,259].
Mindezek egyiittes eredményeként a cirkadian orat alkotd gének kifejez6désének megkozelitdleg 24

oOrés ritmikus oszcillacioja jon létre.
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10. abra A cirkadian 6ra molekularis szerkezete. Roviditések: ARNTL, aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator like; CLOCK, circadian locomotor clock output cycles kaput
protein; CRY1,2, cryptochrome 1,2; REV-ERBa, nukleéris receptor REV-ERBa; RORa, RAR-
kapcsolt arva receptor A; E-box, enhancer box [260]

11.3.9. A cirkadian éra klinikai jelentosége

Szamos tanulmany igazolta, hogy emberekben a megvaltozott cirkadian ritmus (éjszakai
miiszak, rendszertelen taplalkozas, jet-lag) kdvetkeztében fokozott a 2-es tipust cukorbetegség, az
elhizés, a sziv- és érrendszeri megbetegedések, valamint egyes daganatok kialakulasanak kockazata
[261-264]. A szokasostol 12 oraval eltéré alvasi és étkezési mintazat mar rovid tavon is
kimutathatd élettani és metabolikus kdvetkezményekkel jar. Megemelkedik az &tlagos artérias
kdzépnyomas és a posztprandialis glikéz szint, valamint megfordul a kortizol-elvalasztas napi
ritmusa. Tovabbi fontos kovetkezmény, hogy csokken a szervezetben a leptin szintje, mely az
éhségérzet fokozasan keresztll elhizdshoz vezethet [265]. Az alvasmegvonas kdvetkezményei
molekuléris szinten is kimutathatoak. A kisérletben részt vevd emberek teljes vérébdl izolalt
mintdkban megvaltozott a cirkadian 6ragének és egyes kromatin-mdédosulasban, gyulladasos- és
immunvalaszban, valamint a géntranszkripcioé szabalyozasaban szerepet jatsz6 gének expresszioja
[266].

A cirkadian ora szOvetspecifikus mddon a transzkriptumok kdzel 10%-at képes szabalyozni
[267]. Szdmos allatkisérlet tortént az utobbi években annak érdekében, hogy felderitsék a cirkadian
Oragének szerepét az egyes szervek szabéalyozéasaban. Allatkisérletek alapjan a mellékvesekéregben
talalhatd cirkadian o6ra fontos szerepet tolt be a glukokortikoidok diurnalis ritmusanak
kialakitasaban. Per2/Cry1 knock out egerekben megsziint a kortikoszteroidok diurnalis ritmusa, €s a
mellékvese érzéketlenné valt az ACTH-val szemben [268]. A cirkadian ora azonban a

szteroidszintézis sebességének meghatarozd 1épését végzé6 StAR enzim transzkripcidjanak
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szabalyozasaval kozvetlenll is befolyasolja a kortikoszteroidok bioszintézisét [269]. Cryl/2
deficiens egerekben hiperaldoszteronizmus és s6-dependens moédon magas vérnyomas betegség
alakult ki [270].A majban az egyes oOragenek kiltésével csokken az inzulin-érzékenyseg, az epesav
szintézis, valamint megvaltozott a glik6z homeosztazis [271,272]. A hasnyalmirigyben Arntl knock
out egerekben R-sejt diszfunkcid es cukorbetegség alakult ki [273].

Fontos megemliteni, hogy az 6ragének a sejtciklus szabalyozéasan keresztiil egyes daganatok
kialakulasaban is szerepet jatszhatnak [264,274]. Allatkisérletekben irradiaciot kovetden Per2
mutans egerek fokozott hajlamot mutattak tumorok kialakulasara. Ennek hatterében a mutans
egerekben a sejtciklus €s tumorszuppresszid szabalyozasaban részt vevo Ciklin D1, Ciklin A, Mdm-
2 és Gadd4b5a gének szabalyozasénak zavarat sikerilt azonositani [275]. Mindezen kivil Klinikai
vizsgalatok soran emld, vastagbél, tiido, valamint egyes vérképzdszervi daganatokban is kimutattak

a Period gének megvaltozott expresszidjat [276].

I1.4. SPORADIKUS HIPOFIiZIS DAGANATOK

11.4.1. Definicio, gyakorisag

A hipofizis adenomék az agytumorok 10-25%-at képezve a leggyakoribb daganattipusok
kozé tartoznak gyakorisaguk 1:909-1:1818 [277]. Altalaban joindulati daganatok, de jelentds
morbiditast eredményeznek az endokrin rendszerre gyakorolt és a térfoglalé hatasukbdl adodoan.
Leggyakrabban, az esetek mintegy felében a daganat prolaktint termel (prolactinoma), de a
hormonalisan inaktiv, nem-funkcional6 daganatok (NFPA: non functioining pituitary adenoma) az
6sszes adenoma mintegy 30%-at teszi ki. Gyakorisagban ezt kovetik a névekedési hormont (GH)
termelé adenomak (15-20%), az ACTH-t termeld kortikotrop adenomak (5-10%), és a rendkivil
ritka TSH-t termel6 thyreotrop adenomak (1%). A gonadotropint termelé és szekretalé adenoma
ritka jelenség, patobiokémiai vizsgalatok alapjan azonban a klinikailag nem-funkcional6 adenomak
dont6 tobbsége (ha nem mind) hormont nem szekretald gonadotrop adenomanak tekinthet6 [278].

A daganatok kialakuldsanak pathomechanizmuséat tekintve két szemlélet &ll fenn, a
kifejlodésiik hatterében mind hipotalamikus (primer neuroszekrécios zavar), mind hipofizedlis
okokat (hipofizis sejtek primer zavara) feltételeznek. A hipotalamikus elmélet alapjan a GHRH
taltermelés GH-t termeld adenoma, a dopamin csokkent szekrécidja pedig prolactinoma
kialakulasat okozhatja. Valoszinlinek tartjak, hogy a primer, hipofizealis sejtekben megjelend
defektus kialakulasa utan a daganatos sejtklonok ndvekedésében szerepet jatszanak a hipotalamusz
fel6l érkez6 stimulusok. A hipofizedlis sejtek primer zavara elmélet alapjan a primer molekularis
bioldgiai elvaltozas magaban a hipofizis alkot6 sejtben alakul ki. A hipotézis mellett szél, hogy a

legtobb sporadikusan eldforduld adenoma monoklonalis [279,280].
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11.4.2. Genetikai és epigenetikai eltérések hipofizis daganatokban
A sporadikus adenomékban génmutacio a GH-t termel6 daganatok 30-40 %-aban jelen levé GNAS-
mutaciotol eltekintve ritkan igazolhato [281].

A génmutéciokkal ellentétben epigenetikus folyamatok gyakrabban igazolhatoak hipofizis
adenomakban. Ezek koziil jelent6s a féként a sejtciklust szabalyozo gének hipermetilacidja, ami

fontos tumorszuppresszor genek inaktivacidjahoz [282,283] (11. abra).
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11. abra — A sejtciklus szabalyozasa — Fekete vonalak a sejtmaghartyat, kék vonalak az
orokitéanyagot, piros korok a ciklineket, barna téglalapok a CDK-kat, zdld téglalapok a
CDKi-kat jelképezik. A piros nyilak aktivaciét, mig a z6ld T-alaki vonalak inhibiciét
szimbolizalnak. A barna vonalak az egyes ellendérzépontokat jelolik.

A retinoblastoma fehérje (pRb) és szdmos ciklin dependens kinaz inhibitor (CDKI) csdkkent
expresszidjat igazoltdk hipofizis adenomakban promdter metilacio miatt. A Ciklin D-Cdk4/6
komplexet gatlo Ink4 csaladba tartozo gatld fehérjék (p15™Mk40, p16Mk4a p18'Mk4c) ¢s a Ciklin E/Cdk2
komplexet gatld Kip/Cip csalad (p21Wafl/CiPl  p27KiPl  n57KiP4) eqyes tagjai kozott is viszonylag
gyakori a promoter metilacio (12. tablazat). Mindkét komplex aktivacidja végul a pRb
foszforilacidjdhoz (inaktivaldsdhoz) vezet; ezt tekintik a restrikcios ellenérz6 (’R’) pontnak,
amelyet atlépve elindul a sejtosztddas (lasd 1. abra). A p27KP! fehérje esetében a csokkent
expresszidt corticotrop adenoméakban és carcinomékban nem a metilacio, hanem a JAB1 Altal
medialt fokozott degradacid okozza [284].

Nem kozvetlendl, de a sejtciklust befolyasoljak a MEG3A és a GADD45y gének is, amelyek
MRNS expresszioja szintén epigenetikus szabalyozas kdvetkeztében alacsonyabb az adenomékban.
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A MEG3A gén minden normalis hipofizis sejtben expresszalodik, azonban a gonadotrop eredetti,
klinikailag nem-funkcionald6 adenomakban a hipermetilacé eredményeképpen expresszidja
megszlinik. A gén terméke fehérjét nem kodoldé RNS molekula, amely a p53 transzaktivacidjat
segiti eld, igy rendkiviil erds sejtproliferaciot gatlo hatdsa van szamos human tumorsejtvonalban. A
és PRL-t termel6 adenomakban. Kornyezeti stresszfaktorok (pl. UV sugarzas) hatasara kapcsolodik
az MTK1 (= MEKK4) kinazhoz, amelyen keresztll a p38, JNK Gtvonalakat aktivélja, igy G2/M
arrest-hez vezet. Daganatos sejtvonalakon hatékony proliferacio gatlé hatast fejt ki [285].

Az apoptozis szabalyozasaban szerepet jatszd fehérjeket kodolé gének kozil a DAPK
hianyzd expressziojat irtdk le delécio vagy hipermetilacié kovetkezményeként invaziv
adenomékban, a PTAG gén promoter metilacid miatti csokkent vagy hianyzo expressziojat a
hypophysis daganatok tobbségében, a ZAC1 csokkent expresszidjat pedig elsésorban nem-
funkcionalé adenomakban igazoltdk mRNS és fehérje szinten egyarant. Ez a cink-ujj fehérje a
nuklearis receptorok kofaktora lehet, kotédhet a CBP/p300-hoz és a pl60-hoz, de mint a p53
koaktivatora szerepet jatszik az Apaf-1 proapoptotikus gén szabalyozasaban is [285].

A metilacié miatt funkciovesztés mellett szamos gén fokozott expresszidjat is igazoltak
hipofizis daganatokban. A PTTG gén tiinik a legjelentésebb tényezének hiszen a daganatok
tipusatdl fuggetlenil az esetek kb 90%-aban fokozott expressziot mutat [286]. A PTTG-nek szerepe
lehet mind a daganatok kialakulasaban, mind pedig a progresszidban, in vivo és in vitro kisérletek is
igazoltak transzformaciot okozé hatasat. A PTTG fehérje a human securin-szer(i fehérjék csaladjaba
tartozik, egyéb nukleéris separin fehérjékhez asszocialodva gatolja a testvérkromatidak szétvalasat a
metafazisban, igy jelentds szerepe van a mitozis folyamataban. Kimutattak, hogy a PTTG
transzaktivacios doménjét a MAPK kaszkad tagjai foszforilacidval aktivaljak ez altal nukleéris
angiogenetikus és mitogén faktor valamint felelés lehet az adenomakban megjelend aneuploidizmus
kialakulaséért is gatolva a testvérkromatidak szétvalasat [288,289]. Fokozott expresszidja esetén
megszakad a testvérkromatiddk szétvalasa (kromatidavesztés, kromatidatobblet, aneuploiditas), az
igy kialakuld genetikus instabilitads protoonkogén aktivaciéhoz és tumorszuppresszor gén LOH-hoz
vezethet [290,291]. Ezen kivil a PTTG stimulalja a FGF2 (basicFGF, bFGF) expressziét, amelyen
keresztul szabalyozza az endothel VEGF expresszidjat [286]. Kapcsolatba Iép az Spl transzkripcids
faktorral, amellyel kozdsen szabalyozzak a sejtciklus G1/S atmenetét. Az Spl-en keresztil
elnyomja a p21 expressziojat, igy szabalyozza a sejtproliferaciot és sejtosztddast. A proliferacios
aktivitas és a recidiv allapot markerének tartjadk. PTTG mutéciét sporadikus adenoméakban eddig
nem talaltak [292].
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A sejtciklusban részt vevo ciklinek és egyéb fehérjék eltérd expresszioja, melyek végso
soron a sejtciklust befolyasoljak, szintén szerepet jatszhat a hipofizis adenomék kialakulasaban, bar
sok esetben a fokozott transzkripciohoz vezetd pontos mechanizmus nem ismert. A ciklin D1 és
ciklin D3 NFPA-k esetében, a ciklin E a corticotrop adenoméak nagy szazalékaban, mig a ciklin B a
HMGAZ2-vel dsszefuiggésben a prolactinomakban mutat fokozott expressziot [293,294]. A HMGA?2
a kromatin szerkezetét befolyédsolja és eldsegiti a transzkripciot. Jelentds szerepet jatszik az
embrionalis fejlédésben, expresszidja is ekkor a legmagasabb, mig a felnétt szovetekben szinte alig,
vagy egyaltalan nem fejezddik ki. Részt vesz a sejtproliferacio, a differencidlodas, az apoptdzis
folyamataban és szamos daganat (hasnyalmirigy, pajzsmirigy, emlO, vastagbél, prosztata stb.)
kialakulaséban [295-297]. Transzgen egerekben fokozott expresszidja GH-t és PRL-t szekretalo
adenoma kialakulasat okozta [298]. NFPA-ban szerepe nem egyértelmii; egy tanulmany 18 vizsgalt
szOvetb6l 12-ben emelkedett kifejez6dését igazolta, de minddssze 2 esetben azonositottak
génamplifikaciot vagy génatrendez6dést [299]. Expresszidja kifejezett az invaziv, malignusabb
daganatokban [300].
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12. tablazat. A sporadikus hipofizis adenomak patogenezisében részt vevo fontosabb gének és

defekusok [301]
Gén Eltérés
RAS Szomatikus aktivalé mutacié carcinomaban és invaziv tumorokban

Prométer hipermetilacio az adenomék 28,6%-aban (12/42)
35%-aban (12/34)
pRb (RB1) Vizsgalt tumorok 90%-a (18/20) expresszalta a pRb-t,
a nem expresszaldk 60%-aban (6/10) a promoéter régidja metilalt
Rb 16kuszt érint6 LOH invaziv és malignus daganatok 100%-aban

p53 Szomatikus inaktivalé mutacid és tulzott expresszi6 carcinomakban

PTTG Fokozott expresszidja az adenomak 90%-aban

Pdt-FGER4 Fokozottan expresszalodik az adenomak 42-60%-aban, Kifejezett expresszié az
invaziv adenomadkra jellemzé

FGE2 Fokozottan expresszalodik a hypophysis daganatokban, kifejezetten az agressziv
adenomakban

BMP4 Fokozottan expresszalédik prolactinomaban

pl4(ARF) Prométer hipermetilacio az adenomék 6%-aban (2/34)

p15INK4b (CDKN2B) | Promoter hipermetilacio az adenomak 32%-aban (11/34) és 35,7%-aban (15/42)
pl6INK4a (CDKN2A) | Promoter hipermetilacio az adenomak 59%-aban (20/34) és 71,4%-aban (30/42)
pl8INK4c (CDKN2C) | Promater hipermetilacio az adenoméak 39,5%-8ban

Prométer hipermetilacié az adenomék 3%-aban (1/34)

p21Wafl/Cipl Csokkent expresszi6 a nem-funkcionéalé adenomak 71%-aban

(CDKN1A) Fokozott expresszid a hormontermel6 adenomak 77%-&ban és a GH termel6
adenomak 92%-aban

Promater hipermetilacio az adenoméak 0%-aban (0/34)

p27Kipl (CDKN1B) Csokkent expresszi6 az adenomékban, kifejezetten a corticotrop adenomakban
Az adenomak 75 %-4ban csokkent expresszio

Fokozott expresszid az adenomak 49%-aban

Cyclin D1 (CCND1) Allél kiegyensulyazatlansag az invaziv daganatok 38%-aban (11/29),

a nem invaziv daganatok 13%-aban (4/31)

Cyclin D3 (CCND3) Fokozott expresszié az adenomék 68%-aban

Cyclin E (CCNE) Fokozott expresszid a corticotrop adenomak 37%-aban
Cyclin A (CCNA1) Fokozott expresszid hypophysis adenomékban
GADDA45y Csbkkent expresszi6 az adenomak 58-67%-aban hypermetilacié miatt

Expresszidja megsziinik a nem-funkcionalé adenomék 92,8%-aban promdter

MEG3A : Lo
hipermetilacié miatt
Expresszidja megsziinik az invaziv adenomak 59%-aban (10/17), melyet 45%-ban
DAPK . S I o
hipermetilacio, 36%-ban homozigdta delécié okoz
PTAG Az adenomak 79%-a (30/38) elvesziti a PTAG expressziot, 20 %-ban hipermetilacio
miatt
ZAC Csbkkent vagy hianyzd expresszid nem-funkcional adenomékban
HMGA Fokozott expresszid leggyakrabban prolactinomaban (génamplifikacio)
JAB1 Fokozott expresszid carcinomakban

11.4.3. Jelatviteli utak eltérései hipofizis adenomakban

A molekuléris biologiai modszerek (array-k és nagy ateresztoképességii vizsgalatok)
fejlodésével és a bioinformatika egyre nagyobb térnyerésével a hipofizis adenomakkal kapcsolatban
is mindinkdbb a jelatviteli utak érintettsége kertl a kutatdsok kdzéppontjdba. Ezekben a
daganatokban a MAPK kaszkad és PI3K/Akt/mTor Utvonalak tulzott aktivalodasat mutattak Ki
[278]. A PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kindz) egy nem-receptor tirozin kindz, melyet a mar emlitett
tirozin kinaz receptorok (pl.: EGFR, VEGFR) mellett G-fehérjék, integrinek is aktivalhatnak (Ras
mutacio esetén receptortol fuggetlenul aktivalodik). A PI3K f6 célpontja a protein kinaz B (PKB)
vagy az AKT. Az AKT aktivacidja egy sor fehérje foszforilacidjahoz vezet, melyek szerepet
jatszanak a sejtek ndvekedésében, tulélésében és a sejtciklusban, példaul az AKT kikapcsolja a

proapoptotikus és sejtciklusgatlast okozd jeleket (FOXO3A, FOXO04, FOXO1, BAD, GSK},
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kaszpaz-9, PAR4), vagy aktivalja az antiapoptotikus IkB kindzt és MDM2-t [302]. Direkt és
indirekt (TSC komplexen és RHEB-en keresztiil /RHEB: Ras homolog enriched in brain, TSC2:
tuberin/) Gton aktivalja a szerin-treonin kinaz mTOR-t. Az mTOR kétféle funkciot tolt be a vele
komplexet alkotd fehérjéktol fiiggben: a rictor-fehérjével komplexben névekedési faktorok hatasat
kozvetiti az AKT felé, a raptorral komplexben pedig a fehérjeszintézisre hat. Az mTOR aktivacio
fokozott proliferaciohoz vezet a 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding proteinl) géatlasa
és a riboszomalis S6 kinaz (p70S6K) aktivalasa altal. Intenzivebb milkodése fokozza a
sejtproliferaciot és a novekedést serkent6 fehérjék (ciklin D, myc, VEGF) termelését.

Hipofizis adenomékban, kulondésen NFPA-ban az Akt molekula fokozott expresszidjat
(mRNS ¢és fehérje szinten) €és aktivalt allapotat (nagyobb aranyban jelenlevd aktiv, foszforilalt
forma) talaltak [303]. Az AKT tulmiikodése a p27<P* fokozott foszforilaci6jahoz vezet, amely
megakadalyozza annak a sejtmagba torténé transzportjat. Ezért hipofizis adenomékban a sejtciklus
egyes eltérései masodlagosnak tekinthetéek a fokozott AKT jelatvitel kdvetkeztében. Az mTOR
utvonal viszonylagos érintettsége ellen szél, hogy O6nmagaban sem a TSC, sem az mTOR
expresszidja hipofizis daganatokban nem tért el a normalis szovethez képest. Az Akt talaktivacidja
ezen utvonalak mellett a GSKB-n keresztill a B-katenin jelatvitellel is kapcsolatban van, amit
viszont mar osszefliggésbe hoztak a hipofizis adenomak patogenezisével [304,305].

PI3K/Akt/mTor utvonal mellett mitogén hatasra a Ras (kis GTPaz) fehérjék szintén
aktivalddnak. A Ras fehérje leginkabb Raf (MAPKKK, mitogén aktivalt protein kindz kinaz kinaz)
kinazon keresztiil aktivalodik, de a PI3K fel¢ is tovabbit jelet, igy a két utvonal kozott ,,crosstalk” is
fennall. A Raf aktivalja a MEK-et (MAPKK), amely foszforilalt allapotaban aktivélja az ERK-et
(MAPK). Az ERK a sejtmagba transzlokalddik és transzkripcios faktorokat aktival, olyan gének
expressziojat befolydsolva, amelyek altal eldsegiti a novekedést és mitdzist (p70S6K, c-myc, c-Fos,
Elk, ciklin D) [306]. RAS mutaciok nem jellemzéek hipofizis adenomakra (ellentétben maés
daganatokkal, ahol gyakori elvéltozasok), azonban mRNS- és fehérjeszinten is fokozott RAS
expresszidt igazoltak. A MAPK kaszkad tobbi elemét is (MEK1/2, ERK1/2) nagy mértékben
foszforilaltnak (talaktivaltnak) talaltdk hipofizis adenomékban, ami a ciklin D1 expresszio
novekedésehez vezet [307-309].

Ujabb array alapu kisérletek eredményei alapjan felvetik, hogy a fejlédésben kiemelkedd
szerepet jatszO WNT es Notch jelatviteli Gtvonalak is aktivalodnak és szerepet jatszanak a hipofizis
daganatok, els6sorban a nem-funkcionalé adenomak névekedésében [310]. A WNT-ken keresztil
harom f6 jelatvitel valosul meg: a WNT-B-katenin, vagy kanonikus ut; a WNT-JNK és a WNT-
kélcium atvonal. A jelatvitelre — mas utvonalakra is jellemzden — a szovetspecificitas jellemzoé; a
kiilonb6zé ligandumok a sejtkontextustol fiiggden kiilonbozo jelatvitelt indithatnak. Hipofizis

esetén a WNT4a a Rathke tasakban expresszalodik az embrionalis fejlodés alatt. WNT4-/-
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egerekben csokken a somatotrop sejtpopulacio, az a-alegység és a TSH mennyisége. A WNT5a
funkcio kiutése transzgén egerekben neonatalis letalitashoz vezet [311]. A kanonikus utvonal a [3-
kateninen keresztul valosul meg és feltételezik, hogy nagyobb szerepet jatszik a daganatok
kialakulasaban (pl.: vastagbélrak), mint a nem-kanonikus jelatvitel. A WNT inhibitorok koézil az
SFRP csalad tagjai kozul hipofizis adenomakban az SFRP2-t, SFRP4-et, WIF1l-et, DKK2-t és
DKK-3-t csokkent mennyiségiinek talaltak [305,312—-314], gyakran hipermetilacié kdvetkezteben.
Bar az SFRP1 a WNT inhibitorok kozé tartozik, bizonyos kérilmenyek kdzott anti-apoptotikus
hatdssal bir [315] és a fenti kdzlemények adatai alapjan hipofizis adenomakban fokozottan
expresszalodik. Az atvonal celgénjeit vizsgalva hipofizis adenomékban megnévekedett ciklin D1,
PITX2 és MYC szintet talaltak, valamint a p21 a GH termelé adenomakban fokozott expressziot
mutatott [310,316,317]. Osszességében tehat a célgének expresszidja is az Gtvonal tdlaktivalt
allapotat tdmasztja ald.

A Notch utvonal, amely ugyancsak az embriondlis fejlédésben jatszik szerepet, szintén
fokozottan aktivalt nem-funkcional6 hipofizis adenomakban. A ligandum ko6tédése utan proteolizis
révén a receptor intracellularis része a sejtmagba transzlokalodik és kiilonb6z6 gének expresszidjat
szabalyozza. Ennek az intracellularis doménnek a konstitutiv expresszidja transzgén allatokban
[318] agressziv T-sejtes neoplaziat okoz. A Notch3 indirekt médon az ASCL-en keresztiil a DLK1
expresszidjat szabalyozza [319]. A két gén expresszidja kdzott negativ korrelacio all fenn, aranyuk
expresszidju daganatokat, amelyek a differencialtsagi allapottal vannak dsszefliggésben [320]. AZ
NFPA-ban az elobbi konstellacio all fenn, ami alapjan valoszinisitik, hogy ezek a daganatok vagy
nem-differencialt sejtekbdl alakulnak ki, vagy a daganatfejlédés soran de-differencidlédnak (DIk
expresszidrél Notch3 expresszidra valtanak), amelyet az alacsony Pitl expresszio is igazol [310].
Ez felveti azt a kérdést, hogy az eddig gyogyszeresen nem kezelheté nem-funkcionalé adenomak
esetében az Alzheimer-kdr kezelésében hasznalt gamma szekretdz gatldé (Notch jelatvitelt gatlo)
gyogyszerek hatasosak lehetnek-e.

11.5. SEJTCIKLUS

Az eukariota sejtek ismétlddé novekedési és osztodasi folyamatat, amely soran
orokitéanyaguk megkettéz6dését kovetéen — optimélis esetben — két leanysejtre osztddnak,
sejtciklusnak nevezzik. A sejtciklus egy szigorlan szabalyozott folyamat, melynek soran az
egymast kovetd egyes fazisok felkészitik a sejtet a sikeres megkett6z6désre, ami a novekedés,

fejlodés és differencialodas eldfeltétele (11. és 12. abra).
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12. abra — A sejtciklus sematikus éabrazoldsa — Fekete ellipszisek és korok a
sejtmembrant, barna korok és vonalak a sejtmagmembrant, piros-zold meréleges hengerek a
centroszoOmat, narancssarga vonalak a mikrotubulusokat, kék vonalak az orokitéanyag
kiilonboz6 allapotait (eukromatin, heterokromatin, kromoszoéma) jelképezik. Az abra bévebb
kifejtése a szévegben talalhatd [321].

Az osztodast kovetden 1étrejott leanysejt el6szor egy nyugalmi, G1 (growth — ndvekedés 1)
fazisba keriil, majd a kornyezetéb6l szarmazod tapanyagok és mitogén szignalok hatdsara a
restrikcids pontot atlépve elkotelezddik az osztddads irdnydban és belép az S (szintézis) fazisba
[322]. Mitogén szignalok és megfeleld tapanyagok hianyaban a sejt egy osztodasi potencialjatol
idolegesen megfosztott GO fazisba keriil, ahonnan a kornyezeti tényezdk valtozasanak
kovetkeztében visszaléphet Gl fazisba. Az S fazis soran torténik az Orokitéanyag
(dezoxiribonukleinsav — DNS) és a centroszoma megkett6z6dése is ekkor torténik. A centroszoma
egy, nyugalmi sejtben a sejtmag kozelében 1évé organellum, mely két merdlegesen kapcsolodo
centriolumbol és az azt koriilvevd, szamos fehérje alkotta pericentriolaris anyagbol (pericentriolar
material — PCM) all. A centroszomak megkett6z6dése és optimalis mitkodése egy, a sejtciklussal
6sszehangolt centroszoma ciklusnak nevezett folyamat révén szabalyozddik [323]. Az orokitdanyag
sikeres megkett6z6dését kovetden a sejt G2 fazisba keriil, melynek soran felkésziil a
kettéosztodasra. A Gl, S és G2 fazisokat, melyek soran az OrokitGanyag — részlegesen —
transzkripciora alkalmas, hozzaférheté allapotban van (eukromatin) 0sszefoglaldan interfazisnak
nevezzik. Az interfazist kdvetden a sejt a mitdzis folyamataba Iép. Ennek soran a profazisban a
sejtmaghartya integritisa megsziinik, az Ordkitbanyag kromoszémakba szervezddik. A
centroszomak egymastol elkezdenek tavolodni a sejt két ellentétes pdlusa felé, kozottik kialakul a

mitotikus ors6. A centroszomakhoz kapcsolodé mikrotubulusok egy része a ket centroszoma
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tavolodasat szolgalja (polaris vagy nem-kinetokdr mikrotubulusok) [324]. Egy masik resze a
mikrotubulusok) [325], mig egy harmadik csoportjuk a centroszomabdl csillagszeriien kisugarozva
a centroszémak helybentartasaban jatszik szerepet (asztralis mikrotubulusok) [326]. A metafazis
soran a mitotikus orsé kifejlédik, a kromoszémak a polaris €s kinetokor mikrotubulusok
segitségével az osztodas egyenlitdi sikjaban felsorakoznak. Az anafdzis sordn a mitotikus orso
miitkodése kovetkeztében a kromoszomak a megfelelé oldali centroszoma felé kozelednek. A
telofazis soran kezd kialakulni az Gj sejtmagmembran, a szigorlan szervezett kromoszomak
elkezdenek hetero- és eukromatinna alakulni. Ezt kovet6en, a citokinézis 1épésében a két citoplazma

is kuldnvalik és a két leanysejt 6nalldé miikodésbe kezd.

11.5.1. A sejtciklus szabélyozasa

A sejtciklus folyamatainak pontos, Osszehangolt miikodése egy szigoru szabalyozas
kdvetkezménye, amelyben mind transzkripcids, transzlacios (sejtciklusdependens expressziot
mutatd fehérjék) és poszt-transzlacids (aktivald és deaktivald foszforilaciok es defoszforilaciok)
valamint lebomlasi folyamatok is érintettek. A szabalyozas alapjainak leirasaért 2001-ben Leland
H. Hartwell amerikai, Tim Hunt és Paul Nurse brit kutatokat orvosi-élettani Nobel-dijjal
jutalmaztdk [327-330]. A szabalyozéas kiemelten fontos faktorai a csupan bizonyos fazisokban
expresszalodo (sejtciklusdependens kifejezést mutatd) ciklinek amelyek ciklindependens kinazok
(CDK) miikodését regulaljak (12. abra). Bar a sejtciklus szabalyozasaval kapcsolatos vizsgalatok
nagy része élesztdégombdkban tortént és torténik, munkdnkban a kiilonboz6é faktorok humdan
homoldgjait targyaljuk.

Exogén és endogén mitogen szignalok hatasara intracellularisan fokozodik a D-tipusu
ciklinek expresszioja, melyek a CDK4 és CDK6-hoz kotddve foszforilaljak a retinoblasztoma (pRb)
és retinoblasztomahoz hasonlé (p107, p130) proteineket [331,332]. A hiperfoszforilalas hatasara a
pRb megszunteti gatlé kapcsolatdt az E2F transzkripciés faktor-csalad tagjaival (E2F1-E2F8),
melyek aktivva valva inicidljak az S fazishoz sziikséges faktorok (pl.: ciklin A, ciklin E)
transzkripcidjat [333]. A ciklin E-CDK2 komplex az S fazisba lépést, mig a ciklin A-CDK2
kompex az S fazis tovabbi szakaszait regulalja [334,335]. A sejtciklus soran a ciklin B expresszidja
fokozatosan novekedik, szintje a mitozis fazisaban éri el a maximumot [336]. Ekkor az —
expresszidjaban szintén ekkor tet6z6 — CDK1-gyel komplexet alkotva (MPF — mitosis promoting
factor) a mitdzis regulalasaban tolt be kulcsszerepet. A ciklin B lebomlasa ugyanakkor a mitézishél
vald kilépés elofeltétele is [337]. Megjegyzendd, hogy tujabb vizsgalatok redundansnak vélik
bizonyos CDK-k miikddését. Kimutattak, hogy mind a ciklin D-CDK4/6, mind a ciklin E-CDK2
komplexek nélkul végbemehet a sejtciklus [338,339] (11. abra).
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A ciklinek regulalta CDK-k miikodését egyeb faktorok is befolyasoljak. A CDK inhibitorok
(CDKi) kozé tartoznak a cip/kip és az INK4a/ARF csalad tagjai. A cip/Kip csalad tagjai kozil a p21
¢és p27 proteinek szamos CDK miikodését gatoljak (2. abra) [340]. Az INK4A/ARF l6kuszrol
atirodo pl6INK4A és a pl4/pl9ARF proteinek sejtciklus-inhibitorként képesek megallitani a
sejtciklus progresszidjat G1, illetve G1 és G2 fazisokban [341]. A CDKi-k mellett szdmos mas
fehérje is befolyasolja a sejtciklus mitkddését. A CDKI1 aktivitasat foszforilaltsagi allapota
befolyasolja [342]. A WEEL kinaz mediélta foszforilalas a fehérje Thrl4 és Tyrl5 aminosavain a
CDK1 inaktivalasahoz vezet [343,344]. A CDC25 medialta defoszforilalds ugyanakkor aktiv
CDK1-t eredményez, amely elofeltétele a mitdzisba l1épésnek [345]. Emellett a kdzismert tumor
szuppresszor p53 indukélja a p21 expressziojat, lassitva a sejtciklus progresszidjat [346]. A
sejtciklus lassitasanak irdnyaba hat a TGF-B (transforming growth factor-p) p27-re gyakorolt
aktivald hatasa is [347].

A sejteiklus optimalis miikodését hdrom ellendrzdpont is biztositja. A restrikcios pontot
(sarjadzo6 élesztében START pont) elhagyva, az eddig a pontig beérkezd exogén és endogén
szignalok ered6jeként kotelezOdik el a sejt a “minden-vagy-semmi” elve alapjan az 0szt0das
iranyaba. A DNS sikeres és hibatlan megkettézddése az eldfeltétele a G2/M ellendrzdpont sikeres
atlépésének. Perzisztald egyszalid DNS molekula aktivalja az ATR (ataxia telangiectasia and Rad3
related) jelatviteli utat, ami a CHK1 (checkpoint kinase 1) aktivalasan keresztil a CDC25
foszforilalasat eredményezi, ami igy inaktivva valik és képtelen a CDK1 aktivalo defoszforilasat
elvégezni [348]. A DNS molekulan talalhato kett6s szalt torések (DSB — double strand break) az
ATM (ataxia telangiectasia mutated) jelatvitelt aktivalja, mely a CHK2 (checkpoint kinase 2)
aktivalasan és kovetkezményesen a CDC25A foszforildlasan keresztll gatolja a sejtciklus
progresszidjat [349]. A harmadik, un. metafazis ellen6rz6pont a mit6zis metafazisanak soran a
kromoszémak optimalis egyenlitdi sikba rendezését vizsgalja. A kinetokér mikrotubulusok —
optimalis esetben — bipolaris er6hatast gyakorolnak a testvérkromoszomak kinetokor régidikra. Ezt
a kiegyenlitett fesziiltséget detektalja a metafazis ellenérzOpont. Amennyiben egy kromoszoéma
iranyaban csak egy centroszoma felél létesiil huzo hatas, a sejt nem 1ép tul a metafazis
ellendrzéponton. Kiegyenlitett huzoerdk esetén ugyanakkor, az APC/C (anaphase promoting

complex/cyclosome) felszabaditasan keresztil, az anafazisba Iépéssel folytatédhat a mitosis [350].

11.5.2. A sejtciklus szabalyozasaban résztvevé molekulak prognosztikai jelentésége human
daganatokban

Altalanossagban elmondhat6, hogy a sejtciklust hajto ciklinek és CDK-k fokozott, mig a CDKi-k és

egyéb tumor szuppresszor gének csokkent kifejezOdése figyelhetd meg daganatokban az ép

szOvetekhez képest. A 13. tablazatban — a teljesseg igenye nélkil — foglaljuk 6ssze bizonyos
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sejtciklus regulatorok (ciklinek, CDK-k, CDKi-k) daganatokban obszervalt megvaltozott

expresszidjét.

13. tablazat — A sejtciklus regulatorainak megvaltozott expresszidja néhany human
daganatban — Narancs hattér a dagantokban észlelt emelkedett, z6ld hattér a daganatokban észlelt
csokkent expressziot jelzi ép szovetekhez képest. Kék hattérrel jeldltik azokat az eseteket, ahol

ellentmondasos adatok vannak a regulator kifejez6désére [321].

regulator
csoport

regulator

daganat

ciklinek

D ciklin

emlérak

vastagbéltumor

mellékpajzsmirigy adenéma

E ciklin

leukémia

gyomorrak

mellékvesekéreg-karcinoma

tadérak

hepatocellularis karcinoma

vastagbéltumor

A ciklin

pajzsmirigy karcindma

vastagbéltumor

emlérak

hepatocellularis karcindma

tidérak

endometrium karcindma

B ciklin

pajzsmirigy karcindma

tadérak

vastagbéltumor

endometrium karcinéma

nyel6csérak

emlérak

CDK

CDK4

szdjuregi rdk

hasnyalmirigy endokrin tumor

tadérak

nazofaringealis daganat

endometrium karcinéma

CDK2

endometrium karcinéma

hasnyalmirigy karcinéma

vastagbéltumor

tadérak

CDK1

vastagbéltumor

emlérak

petefészek daganat

CDKi

p21

hlgyholyagrak

petefészek daganat

méhnyakrak

vastagbéltumor

p27

hepatocellularis karcinéma

prosztatarak

emlérak

méhnyakrak
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A sejtciklus regulatorainak megvaltozott kifejezOdése gyakran jol korrelal a daganat
proliferacidjaval és sokszor adhat tampontot a daganatok prognézisara. Korai stddiumu, nem-
kissejtes tidorakban az E ciklin expresszidja jol prediktalta a metasztazis kialakuldsat [351]. Az A
ciklin fokozott expresszioja a rossz progndzis indikatoranak bizonyult vastagbéltumorokban [352]
és endometrium karcinomaban [353]. Hasonl6an, fokozott B ciklin expresszio rossz prognozist
prediktalt nyelécsérakban [354] és nem-kissejtes tiidérakban [355]. A CDK-k is alkalmasak
bizonyos daganatokban a prognozis becslésére. A CDK1 fokozott expresszidja rossz prognosztikai
tényez6 vastagbéltumor [356], nem-kissejtes tiidorak [357] es petefészek daganat [358] esetében. A
CDK1 és CDK2 expresszitja korai recidivat jelez elére emlérak esetében [359].

A CDKi-k kozé tartozd p21 prognozissal vald dsszefliggése ellentmondasos [360,361], de a
p27 expresszio ugyanakkor jo prognosztikai tényezonek bizonyult hepatocelluléris karcindméaban
[362], mig a hidnyz6 p27 expresszid rossz progndzist prediktal vastagbéltumorban [363],
emlOrakban [364] és tiidérakban [365].

11.5.3. A sejtciklusdependens transzkripcio vizsgalata

A sejtciklus transzkripcios programjaba azok a transzkriptok (mRNS, miRNS, stb.) és
kifejezddés-valtozasuk tartoznak, melyek expresszidja valtozik a sejtciklus kiillonbozd fazisaiban és
ezen valtozasoknak bioldgiai relevanciajuk van. Ebbe a csoportba tartoznak az el6z6 fejezetben
targyalt ciklinek is [366—368].

Kezeletlen sejttenyészetekben a kiilonb6zd sejtek aszinkronizaltan, a sejtciklus kiilonbozd
fazisaiban vannak, igy nativ sejttenyészetek expresszios visgalataval nem tudunk betekintést nyerni
a sejtciklus-dependens transzkripciés programba [369]. Ehhez a sejteknek olyan csoportjai
szlikségesek, melyek azonos fazisokban vannak. Sejttenyészetek szinkronizaldsa soran tapanyagok
(leggyakrabban szérum) megvondsaval (serum starvation) vagy kiilonb6zd sejtciklus gatloszerek
alkalmazéasaval (a DNS szintézis gatloszerek: timidin, aphidicolin, vagy a mitotikus orsé
gatlészerek: (kolhicin, nokodazol) a sejtciklus egy bizonyos pontjan felfliggesztjik a sejtciklus
progresszidjat. A kezelés hataséara a sejt ezt a pontot elérve sejtciklusat tovabb nem folytathatja.
Idével a tenyészetben minden sejt ehhez a ponthoz ér, igy a tenyészetben taldlhatd Osszes sejt
ciklusa szinkronizalodott. Ezutan a tapanyagok a sejtek tapfolyadékdba torténd reintegralasaval,
vagy a sejtciklus gatloszerek tapfolyadékbol vald eliminalasaval a sejtek meghatarozott pontrol,
szinkronizaltan folytathatjak a sejtciklust. Ennek sordn a sejttenyészetbdl iddegységenként mintat
véve, a sejtciklus pillanatnyi allapotahoz viszonyitva, vizsgalhatova valik a sejtciklus-dependens
transzkripcids program. Ehhez nagy ateresztoképességii expresszios metodikdk (pl. microarray) és
ezt kovetden optimalis bioinformatikai analizis sziikséges. A kiilonb6z0 fazisti sejtcsoportok

expresszidés mintazatainak 6sszehasonlitdsaval irhaté le a sejtciklus-dependens transzkripcios
65



dc_1400 17

program. llyen fazis-homolog sejtcsoportok nyerhetéek (1) szinkronizalassal, (2) mitotikus
lerazassal, (3) centrifugalis iilepitéssel és (4) aramlési citométerrel torténd szortolassal.

A szinkronizalds a legszélesebb korben alkalmazott technika a sejtciklusdependens
valtozasok vizsgalatara, melyet mind a sejtciklusdependens transzkripci6 mind a
sejtciklusdependens transzlacid [370] vizsgalatara is alkalmaznak, a metodikat szdmos kritika is
érte. Az érzékenyebb sejttipusok esetén a kezelések ohatatlanul letélisak lehetnek [369], a normalis,
diploid emléssejtek koran elvesztik szinkronizaltsagukat [368,371] és csupan egy részik (50-70%)
kotelezédik el a tovabbi sejtosztodasok iranyaba [372]. A sejtciklus gatloszerekkel (pl. timidin)
torténd kezelés a ciklinek idéeldtti expressziojat okozva ndvekedési imbalanszt (growth imbalance)
okoz [373,374], emellett a DNS szintézisének gatldsdval aktivalja a G2/M ellenérzéponton
keresztil az ATM/ATR jelatvitelt [375], igy megzavarja a sejtciklus optimalis miikodését
[374,376].

A szinkronizalds mellett a letapadd sejtek mitdzisa sordn az interfazisra jellemz6
morfologiaval rendelkezd sejt felkerekedik, adhézidja a tenyésztéedény aljzatdhoz csokken. Ezt a
csokkend fizikai kotédést hasznalja ki a mitotikus lerazds modszere [369,377]. Ennek sorén
megeldzd gyogyszeres szinkronizalast kovetden vagy attol filiggetleniil, a sejttenyészetet
mechanikus rdzder6knek kitéve a kevésbé letapadd lekerekedett, M féazisu sejtek szelektalasa
torténhet meg. A mddszer korlatai koze tartozik, hogy csak az M fazisu sejtek szelektalasa torténhet
meg, illetve, hogy csak letapad6 sejteken alkalmazhatd. A centrifugdlis Ulepités sordn a sejtek
nagysaga alapjan torténik az elvélasztas [378,379]. Az iilepitékamraban uralkodo centrifugalis
sebesség és az ennek sikjara merélegesen bocsatott pumpald eréhatas finomhangolasa teszi lehetové
a kiilonboz6é méretii (és kiilonb6zo fazisokba tartozd) sejtek szeparalasat. Bar az iilepitéberendezés
kialakitdsa bonyolultabb infrastruktarat igényel, mint az el6z6 metodikdk soran hasznalt
gyogyszeres kezelés, vagy a lerdzas, ennek a technikanak is elénye az, hogy csupadn minimalis
perturbacid torténik a sejtciklus mechanizmusaban. A centrifugalis Ulepités alkalmazasaval
sikeresen vizsgaltdk a sejtciklusdependens transzkripcié szabalyozasat élesztégombakban
[380,381].

Az eukariota, diploid sejtek sejtciklusa soran a G1 fazisban talalhato 2N mennyiségii DNS
tartalom az S fazis folyaméan dupldzodik meg és a G2 fazisra 4N mennyiségli lesz. A DNS
tartalomnak ezt a valtozasat specifikus és sztdchiometrikus DNS-festés (pl. propidium-jodid)
alapjan aramléasi citométerrel detektalni tudjuk. Az aramlasi citométerek Gjabb generacidi a
detektalas mellett bizonyos — altalunk kijelolt — fajlagos (egységnyi sejtre vonatkozatott)
kiiszdbintenzitasok kozé tartozd fluoreszcens intenzitasu sejteket szét is tud valogatni. Ez adja az
alapjat a fluoreszcencia aktivalta sejtvalogatasnak (fluorescence activated cell sorting — FACS). A

propidium-jodid ugyanakkor membran-impermeabilis festék, mely az apoptotikus sejtek
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kimutatasara széles kdrben hasznélt, viszont viabilis sejtek orokitbanyaganak festésére alkalmatlan
[382]. A sejtciklusdependens transzkripcié vizsgalatakor olyan DNS festék sziikséges, mely a
viabilis sejtek orokitdanyagat képes jelolni, minimalisra csokkentve a sejt normalis mikddésének
barminemii befolyasolasat [383]. Ehhez 0 festékek kerultek kifejlesztésre [384]. Hoechst 33342
festék hasznalataval sikeresen szortoltak kiilonb6z6 fazisa sejteket human huagyholyag
tranzicionalis sejtes karcindma sejtvonalbdl, melyeken a ciklin B1 kiilonb6zd expressziojat is
demonstraltdk [385]. Vybrant DyeCycle Orange festék hasznélataval sikeresen szortoltak

kiilonb6z6 limfoblasztoid sejteket a sejtciklus kiilonb6zé fazisaiba [386].
11.5.4. A sejtciklusdependens transzkripcios program és szabalyozasa

A sejtciklusdependens transzkripcio vizsgalata soran egy konkrét mRNS vagy egyszerre sok
transzkript vizsgalata lehetséges. Eldszor Northern-blot alapt vizsgélatokkal egy-egy mMRNS
esetében igazoltak a sejtciklusdependens expresszidt [387], legkorabban a sarjadz6 éleszt6 hiszton
fehérjéinek sejtciklussal korrelald expresszidjat irtdk le [387,388]. A nagy ateresztOképességl
technikak elterjedésével (pl. microarray vizsgalatok), elérhetévé valt a teljes sejtciklusdependens
transzkripcids program vizsgalata. Ennek segitségével szamos vizsgalat tortént a sarjadzo élesztd
sejtciklusdependens transzkripcids programjanak vizsgalatara, melyek kilén-kilon kb. 800-1000
sejtciklusdependens expressziot mutatd mRNS-t irtak le [389-391]. Harom vizsgéalat 6sszehasonlitd
elemzésével 440 olyan transzkriptot talaltak, melyek mindharom esetben sejtciklusdependens
kifejezodést mutattak. Tovabbi vizsgalatok a hasad6 élesztd modellorganizmuson a transzkriptok
kisebb hanyadat talaltak sejtciklusdependens expressziot mutatonak (a harom vizsgalatbdl csupan
171 transzkript volt atfedd) [392-394]. Human sejtekben tortént vizsgalatok 1000 korili mRNS
esetében vetették fel a sejtciklusdependens expressziot [366—-368].

Eukariota sejtekben, a sejtciklus egyes fazisaiban kulcsfontossagu regulatorok és effektorok
kifejez0dése egymast kovetOen, hullamszerli transzkripcios aktivitds eredményeképpen torténik
[395,396]. Az els6 hullam soran a G1/S atmenetben fontos transzkriptok kifejezédése torténik meg.
Emlds sejtekben a G2/M éatmenet transzkripcids eseményeinek szabalyozasardl kevesebbet tudunk,
mig az M/G1 atmenet esetében a szabalyozott transzkriptok detektalasa is nehéz [397].

A humaén sejtek transzkripcios programjanak jellemzését Cho és munkatérsai kezdték [366].
Szinkronizalt fibroblasztokban végzett Kkisérleteik soran tébb mint 700 mRNS transzkript
sejtciklusdependens expresszidjat mutattdk ki. A sejtciklus soran észlelt dinamikus expresszids
valtozasok hasonldsaga alapjan sikertlt definidlniuk gének olyan csoportjait (clustereit), melyek a
késoi G1, S, G2 és M fazisokban, fazis-specifikusan mutatnak emelkedett expressziot. Biologiai

funkcioik alapjan — tobbek kozott — a késoi G1 fazis génjei a DNS replikacioban, a G2 fazis génjei a
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citoszkeletalis reorganizacioban, az M fazis génjei a kromoszémak szegregaciojaban érintettek
[366].

Whitfield és munkatéarsai a tumorosan elfajzott HeLa méhnyakrak-sejtvonalon vizsgaltak a
sejtciklusdependens génexpressziot [367]. Tobb mint 850 sejtciklusdependens expressziot mutatd
gént irtak le és expresszios dinamikajuk alapjan ezeket 5 csoportba osztottak, melyek a G1/S, S, G2,
G2/M, M/G1 fazisokban mutattak expresszidos maximumukat. Megallapitottak, hogy a rosszindulatu
daganatokban felllexpresszalodott gének nagy része megtalalhaté a sejtciklus transzkripcios
programjaban, melyet azzal magyaraztak, hogy proliferativ daganatokban fellilreprezentalodnak a
sejtciklus késobbi fazisai (S, G2, M) ¢és az azokra jellemzd génexpresszios profil. Ugyanakkor, az
M/G1 atmenetben tet6z6 expressziot mutatd gének — melyek fontos szerepet toltenek be a sejt-sejt
adhéziéban és az aktin citoszkeleton regulacidjaban — alulexpresszalodnak az invaziv,
metasztatizald, rossz prognozisu daganatokban [398-400].

Bar-Joseph munkacsoportja bioinformatikai modszerekkel tokéletesitve a szinkronizalast —
in silico szinkronizalas — reanalizalta Whitfield HeLa sejtekb6l szarmazé adatait és j méréseket
veégzett primér fibroblaszt tenyészeten [368]. 362 olyan mRNS transzkriptot definialt, mely ciklikus
expressziot mutat mind a HeLa, mind a primér fibroblaszt sejtciklusa sordn (“k6z0s” csoport), mig
119 gén csak HelLa és 118 gén csak primér, nem-transzformalt fibroblasztokban mutat
sejtciklusdependens expressziot. Emellett kimutattdk, hogy rdkosan elfajzott sejtekben
szignifikansan alacsonyabb a csak fibroblasztokban ciklikus expressziot mutaté gének atlagos
expresszidja a “k6z0s” csoportba tartozd gének atlagos expressziojahoz képest, mig ép, mitotikus
aktivitast nem mutaté vagy ép, aktivan o0sztodo sejtek esetében nem abrazolodott szignifikans
kilénbség. Ez alapjan a csak ép fibroblasztokban sejtciklusdependens expresszidét mutat6
transzkriptoknak kiemelked6 jelent6ségiik lehet az ép sejtciklus szabalyozasaban, mely elveszodik a
malignus transzformacio soran [368].

Cho, Whitfield és Bar-Joseph munkacsoportjainak vizsgalatai szinkronizalast kovetd
microarray mérések alapjan torténtek. Shedden és Cooper Ujraanalizalta Cho eredményeit és
dsszehasonlitottdk egy — az eredeti mérésekb6l — random generalt adatsorral, melynek soran azt
talaltak, hogy a random adatsor elemei legalabb olyan erds ciklicitdst mutatnak, mint az eredeti
mérés elemei [401]. Felvetették, hogy a szinkronizalashoz hasznélt eljarasok — jelen esetben timidin
— is képesek ciklikus génexpressziot indukalni, amelyek hianyoznak a nem-szinkronizalt
tenyészetekben. Korabban emlitettiik, hogy tovabbi hatasait is leirtak a kiilonb6z6 szinkronizalasi
moddszereknek, melyek megvaltoztatjdk a sejtciklus mitkddését és igy meghamisithatjdk az ilyen
kisérletekbdl kapott eredmények nem feltétleniil extrapolalhatéak az ép sejtciklusra. Ezen
limitaciok elkertilése végett Shedden és Cooper definidlta azokat a kritériumokat, melyeknek

teljestilnilik kell azon kiserletek esetében, melyek sejtciklusdependens génexpressziot hivatottak
68



dc_1400 17

leirni. Ezek szerint, egy gén eseteben sejtciklusdependens expressziorol beszelhetiink, amennyiben
(i) a Kkisérletek sordan semmilyen inhibicids (klasszikus szinkronizalas) vagy éheztetéses (szérum
éhezés) modszer nem kerult alkalmazasra, (ii) az eredmények reprodukalhatdéak, (iii) tobbféle
expressziot méré metodika is egybehangzo eredményre jutott (pl. microarray és qRT-PCR), tovabba
(iv) nem-szinkronizalt kisérletek és (v) optimalis statisztikai analizisek is megerdsitik az
eredmeényeket [401]. Ezen sheddeni és cooperi kritériumoknak eleget tevé teljes expresszios
vizsgalatok ugyanakkor még nem torténtek.

11.6. MIKRO-RNS-EK
11.6.1. A mikro-RNS-ek jellemzdi és biogenezise

A mikro-RNS-ek 16-29 nukleotidbdl all6 nem kddold6 RNS-molekuldk, amelyek az an.
RNS-interferencia révén szabalyozzdk a géntranszkripciot, irodalmi adatok alapjan a human
génatiratok kb. 30-50%-anak szabalyozzasaban vesznek részt [402,403]. Az elsé mikro-RNS-t két
kutatocsoport egymastdl fliggetlenul fedezte fel. Kimutattadk, hogy a lin-14 génnel komplementer
lin-4 gén altal kodolt 22 nukleotidbdl &ll6 RNS-molekula a lin-14 gén expresszidjat gatolja
poszttranszkripcios szinten [404,405]. A mikro-RNS-ek valodi jelentdségét azonban csak azutan
ismerték fel, miutan kiilonféle fajokban szamos hasonl6, kisméretii RNS-t azonositottak [406,407].

A mikro-RNS-eket kodold gének gyakran mas gének intronjaiban talalhatdk, és az adott gén
(host gén) promoterének és szabalyozd elemének felugyelete alatt allhatnak, mig mas mikro-RNS
gének a genom nem-kodold részén policisztronos clusterekben, vagy egyszeriien dnmagukban
helyezkednek el [408]. A mikro-RNS génekrdl atirddo primer transzkriptum (pri-miR) az RNS-
polimerdz-II koézremiikodésével képzoédik a sejtmagban. A pri-miR-t a sejtmagban endonukleaz
(Drosha) hasitja prekurzor miR-ré (pre-miR). Ezek a pre-miR-ek 60-100 nukleotidbdl &llnak, és
jellegzetes hajtliszerli szerkezettel rendelkeznek. A sejtmagbdl egy exportin-5 nevii fehérje
(RanGTPaz) segitségével jutnak ki a citoplazmaba, majd egy citoplazmatikus ribonukledz (Dicer)
kozremitkodésével a hajtiiszerii pre-miR-bol kettés szali RNS-molekula képzddik (13. &bra). A
duplex szalainak szétvalasat kovetden az egyik szalbol keletkezett 16—29 nukleotid méretli érett
mikro-RNS-fehérje komplexbe integralodik, melyet RISC-nek neveznek (RNS induced silencing
complex). Ez a komplex hozza létre a cél-mRNS lebomlasat vagy a transzlacié gatlasat; a mikro-
RNS hozzako6tédik az mRNS 3’ nem atirodo végéhez (3°’UTR, untranslated region). Novényekben
ez a mikro-RNS-mRNS k&tddés csaknem teljes komplementaritas alapjan jon létre és az mRNS
lebomlasat eredményezi. Allati és human sejtekben ez a kotoédés nem tokéletes, de a transzlacio

gatlasat, valamint az mRNS degradéacidjat okozhatjak [409].
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13. &bra. A mikro-RNS-ek biogenézise

A mikro-RNS-ek biologiai jelentdsége sokréti, szerepiik van a sejtproliferacio, a
sejtdifferencialodas, az egyedfejlodés, a cellularis jelatvitel, a sejthalal szabalyozasaban, eés
jelent6ségiik lehet kiilonb6z6 betegségek, koztiikk a daganatok patomechanizmusaban [410-414].
Human daganatokban lehetséges jelentdségiikrol 2002 ota kozdlnek adatokat. Szdmos
daganattipusban, koztik kronikus lymphoid leukaemidban, tiid6tumorban, kopenysejtes
lymphomaban, colorectalis carcinomaban, emld- és pajzsmirigy-carcinomaban, glioblastomakban
és hypophysis daganatokban taldltak megvaltozott mikro-RNS expresszids profilt [405,415-422].
Tobb tanulményban kimutattik, hogy az adott daganatban jelentGséggel bird gén expresszidja
negativan korrelal a specifikus mikro-RNS expressziojaval, aminek alapjan a mikro-RNS—eket
funkciojuk szerint onkogénnek vagy tumorszuppresszornak mindsitjik. A mikro-RNS-expresszios

mintazat egyes daganatokban tiikrozi a tipus és stadium eltéréseit [416,423].

11.6.2. A mikro-RNS -ek szerepe hipofizis adenoméakban

A mikro-RNS-ekkel kapcsolatos kutatasunk kezdetén az NCBI Pubmed adatbazisa
,MictoRNA AND pituitary” keresOszavakra minddssze 16 taldlatot adott. Ezek kozott 5
foglalkozott ténylegesen a hipofizis mikro-RNS eltéréseivel: négy az adenomék patogenezisével
kapcsolatban, egy pedig a GnRH hatasra bekovetkez6 mikro-RNS-expresszios profil valtozasat

vizsgalta. Bottoni és mtsai altal készitett mikro-RNS microarray 30 eltéréen expresszalodd mikro-
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RNS -t azonositott a normalis ¢és adenomds szovetekben. A szerzok valoszintsitették, hogy a
hipofizis adenomékban fokozottan expresszaltnak talalt miR-150, miR-152, miR-191 és miR-192
befolyéasolhatjadk a sejtproliferaciot a kordbban kozolt vizsgalatok alapjan [424]. Az adenomak
méretével Osszefliggben 6, mig bromocriptin kezelés hatasara szintén 6 mikro-RNS eltérd
expresszidjat mutattak ki. Az adenomékban csokkent expresszioji miR-16-1 Kisérletesen
megerdsitett célpontja, a BCL2 a daganatok egyharmadaban fokozottan expresszalodott, igy
lehetséges, hogy a miR &ltal szabalyozva részt vesz ezeknek a daganatoknak a kialakulaséban [415].

ACTH termel6 adenomakban 8 csokkent miikodésti mikro-RNS-t azonositottak, melyek
klinikummal 6sszefuggését nem siker(lt bizonyitani [425].

A mikro-RNS-ekhez kapcsolo kutatas soran nem elegendd beazonositnai a mikro-RNS-eket,
hanem a bioldgiai hatdsuk megértéséhez sziikséges a feltételezett célgénjeikkel torténd interakciot is
bizonyitnai. Hipofizis vonatkozasaban riportergéen-kisérlettel igazoltdk a let-7-HMGA2 kozotti
interakcidt, amelyek expresszioja kdzotti negativ korrelacid a hipofizisben patogenetikai szerepiikre
utalhat [300].

11.6.3. Mikro-RNS-ek szerepe a sejtciklus szabalyozasaban

Daganatképz6dés soran a protoonkogéneket targetaldé miRNS-ek (TS-miR — tumor
szuppresszor mikro-RNS) csdkkent és a tumor szuppresszor géneket targetal6 mikro -RNS-ek
(onko-miR — onkogén mikro-RNS-ek) emelkedett expresszidjat irtak le [426,427]. Elséként a hsa-
miR-16 csalad tagjait — mint TS-miR-ek — kddold genomikus 16kusz delécidjat irtak le krdonikus
limfoid leukémidban [416]. Késobb igazolodott, hogy a mikro-RNS-eket kddolo genek tobb mint
fele olyan kromoszomalis lokalizdciokon kodolodik, melyek a daganatképzdédés soran gyakran
deletdlédnak vagy valnak transzkripciondlisan elcsendesitetté [417]. A 14. tablazatban néhany
példat hozunk olyan mikro-RNS — cél mRNS interakcidkra, melyeknél a TS-mikro-RNS-ek
csokkent kifejezOdése egyiitt jart a targetalt protoonkogén sejtciklus regulator (ciklinek, CDK-K)
felllexpresszalodasaval, vagy az onkomiR emelkedett kifejezddése kovetkeztében a targetalt tumor
szuppresszor sejtciklus regulator (CDKi) csokkent modon fejezodott ki [428].

A sejtciklus regulatorainak és a mikro-RNS-eknek a kdlcsénhatasa nem egyiranyd. Bueno és
munkatarsai szérum sokkot alkalmazva kimutattak, hogy a sejtciklusdependens expressziot mutato
E2F1 és E2F3 transzkripcios faktorok fokozzak az ismerten TS-miR funkcidji hsa-miR-16 és hsa-
let-7 csalad tagjainak expressziojat és — a replikacids stressz kivédesen keresztil — segitik az E2F-
medialta sejtciklus progresszié finomhangolasat [429]. Ofir és munkatarsai ezzel egybehangzoan
igazoltak, hogy az E2F1-mediélta miR-15 expressziofokozodas ciklin E-re vald csendesité hatasa

negativ elérecsatolas utjan jarul hozza a G1/S atmenet finomhangolasahoz [430].
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14. tablazat — Mikro-RNS-ek szerepe a sejtciklus regulatorainak szabalyozasaban
daganatképzodés soran — Piros hattér a dagantokban eészlelt emelkedett, z6ld hattér a
daganatokban észlelt csdkkent expressziot jelzi ép szdvetekhez képest. Az egyes mikro-RNS-
MRNS fizikai interakcioi a hivatkozott cikkekben kertiltek bizonyitasra [321].

Sejtciklus regulator .
miRNS Daganat
csoport regulator
hsa-miR-15b glioma
hsa-miR-16 prosztatarak
hsa-let-7b melanéma malignum
hsa-miR-29c gyomorrak
hsa-let-7b melanéma malignum
ciklin hsa-miR-132 oszteoszarkéma
hsa-miR-7 hepatocellularis karcinéma
hsa-miR-15a emlérak
hsa-let-7b melanéma malignum
hsa-miR-410 gonadotrép hipofizis adenéma
hsa-miR-379 emlérak
hsa-let-7b melanéma malignum
hsa-miR-124 emlérak
hsa-miR-195 hagyhélyagrak
hsa-miR-506 petefészek daganat
hsa-miR-200c vilagossejtes veserak
CDK hsa-miR-638 akut mieloid leukemia
hsa-miR-885-5p neuroblasztéma
hsa-miR-372 méhnyakrak
hsa-miR-7 mellékvesekéreg-karcinbma
hsa-miR-582-5p hepatocelluldris karcindma
hsa-miR-490-3 petefészek daganat
gyomorrak
melanéma malignum
gyomorrak
prosztatarak
oszteoszarkoma
hepatocellularis karcinbma
vastagbéltumor

A sejtciklusdependens mikro-RNS transzkripcios program vizsgalatara tovabbi kisérletek is
torténtek. Bueno unkacsoportja ellett Rissland és munkatarsai kimutatta a hsa-miR-16 csalad
expresszidjanak dinamikus valtozasat szérum hatasara [431]. HeLa sejteken timidin szinkronizalast
kovetden tortént mikro-RNS mérés sordn 25 sejtciklus depedendens expressziot mutaté mikro-
RNS-t igazoltak [432].

Mindezen eldzetes eredmények alapjan kutatomunkankban a sejtciklus-dependens,
dinamikus mikro-RNS expresszid vizsgalatat tiztik ki célul, abbdl az okbol, hogy esetleg
beazonosithassunk olyan mikro-RNS-eket, amelyek mddositasaval a sejtciklus is modosithatova

valik.
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111. CELKITUZESEK

I. Orokletes endokrin tumorszindrémakért felelés genetikai eltérések beazonositasa a hazai

beteganyagban:

1. A RET protoonkogén mutaciok geno-fenotipus ésszefliggései MEN2 szindroméaban

2. A VHL g@én eltérések vizsgalatdval beazonositani a hazai von Hippel-Lindau
szindromaban szenvedd betegeket

3. A VHL gén Ser80lle és a Pro25Leu variansok patogenetikai szerepének tisztazasa

4. A phaeochromocytomara és paragangliomara hajlamosito géneltérések kozil a szukcinat
dehidrogendz enzim (SDH) alegységeit kodol6 gének (SDHB, SDHC, SDHD: SDHXx
gének) és a TMEM127 mutacionak hazai feltérképezése

5. Az SDHx gének aminosavcserével jaré génvariansok fenotipust modositdé szerepének
tisztazdsa MEN2-s betegekben

6. Bemutatni az egyiittesen el6forduld SDHC és PTEN mutaciokkal tarsult Klinikai
fenotipust

7. Feltérképezni a csirasejtes SDHx variansok hatasat Cowden és Cowden-szeri
szindromaban szenvedd betegekben

8. A szukcinat hatdsainak 0sszegzése a tumorigenézisben, Uj jelatviteli mechanizmusok
megismerése céljabol

9. A MENI szindromaért felelds menin mutaciok beazonositasa és a tarsult fenotipus
tisztazasa hazai betegekben

10. MENI1 szindrémaban el6fordulé mellékvesedaganatok ¢és a menin ¢és interakcids
partnereinek szerepe a mellékvesekéreg daganatok patogenézisében, a menin dinamikus
interakcidnak bemutatasa a tumorigenézisben

11. Nemzetkozi egytittmiikodés keretén belul Gj genotipus-fenotipus 0sszefliggések feltarasa

MENZ2 és orokletes Phaeo/PGL-akban

Il. A helyi (szbveti) hormonhatasban szerepet jatsz6 fehérjéket kodold gének: a 21-
hidroxilazt kddolé gén (CYP21A2) és a glukokortikoid receptort kddold gén (GR) gyakori

variansait celzo vizsgalatokkal az alabbi specifikus kérdéseket vizsgaltam:

12.

13.

A GR N363S varidnsanak szerepe joindulati mellékvesekéreg adendmak
patogenézisében
A GR gén Bcll polimorfizmus kimutatasara kidolgozni egy olcsé és gyors PCR alapu

modszert
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14.

15.

A C4B gén kopiaszaménak hatdsa az ACTH stimulaciot kovetd kortizol valaszra
jéindulaté mellékveskéreg adendmas betegekben
A CYP21A2 ¢gén gyakori génvariansok 0Osszefliggnek-e a keringésben mérhet6

mellékvesekéreg hormon koncentraciokkal

I1l. A hormonrendszer daganataiban zajlé molekularis mechanizmusok vizsgélatdban a

kovetkezo célkitiizéseket fogalmaztam meg:

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.
24,

25.

26.

27.

28.

Hogyan lehet integralni a kiilonb6z6 szintekrol (RNS, DNS és fehérje) szdrmazo6 nagy
ateresztoképességii modszerrel kapott mérési eredményeket és hogyan lehet ezeket
funkciondlisan validalni?

A GR-t kodol6o gén izoformai expresszalodnak-e a mellékvesekéregben és a hormont
termeld daganatokban?

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

Mi a szerepe a GRp izoformanak a géntranszkripcioban?

Kilonbozik-e a mikroRNS expresszios mintazat hipofizis daganatokban, és milyen
jelatviteli utak érintettek altaluk?

A daganatokban fokozott expressziot mutatd mikro-RNS-ek szabalyozzak-e a sejtciklus
G2/M atmenetben szerepet jatsz6 WEEL kinazt?

Vannak-e egyéb gén-mikroRNS interakciok, amelyek a G2/M atmenetet szabalyozzak,
hipofizis adenémékban?

Milyen mikro-RNS-ek vesznek részt a TGF jelatviteli Gt szabalyozasaban?

Hogyan lehet gyogyszermentesen vizsgalni a sejtciklus-dependens ingadozast mutato
gén és mikro-RNS expressziot? Milyen a mikro-RNS expresszié a sejtciklus fazisaiban?
Van-e olyan fehérje, amelyek sejtciklus dependens modon expresszalodik és a
mellékvesekéregrakban prognosztikai vagy terapias marker lehet?

A Kkeringésben kimutathaté mikro-RNS-ek lehetnek-e biomarkerek a hormonrendszer
betegsegeiben?

A mellékvesekéregrakban a keringésb6l mérhetd mikro-RNS-ek koncentraciojat
befolyasoljak-e a betegek kivizsgalasa soran hasznélt dinamikus endokrin tesztek?
Milyen a menin expresszi6 MEN1-hez tarsult és sporadikus mellékpajzsmirigy
adendmakban? Milyen szerepe van szindromas és sporadikus mellékpajzsmirigy
adenomakban a MEN1 3” UTR-t célz6 mikro-RNS-eknek?
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IV. BETEGEK ES MODSZEREK

IV.1. Betegek

IV.1.1. Orokletes endokrin tumorszindrémakban szenvedé betegek

Az oOrokletes endokrin tumorszindromakban szenvedé betegek genetikai kivizsgalasa a
Semmelweis Egyetem 1l. sz. Belgydgyaszati Klinika Endokrinologiai Genetika
Laboratériumaban torténik. PhD munkam soran kerdlt a laboratorium kialakitasra, ami az 6ta is
folyamatosan muikodik. A betegek genetikai tanacsadast kovetden Beleegyez6 Nyilatkozatot irnak
ala, majd periférias vérmintavételezés torténik. Valamennyi humén mintan végzett vizsgélathoz
érvényes engedéllyel rendelkeztink az Egészségugyi Tudoményos Tanacs Tudoményos és
Kutatasetikai Bizottsagatdl és minden résztvevé beteg és hozzatartozd esetében a genetikai
vizsgalat vegzéséhez beleegyezo nyilatkozat alairasa utan keriilt sor mintavételezésre. Az Orokletes
tumorszindromakban szenvedd betegek legfontosabb klinikai, laboratériumi, patologiai és genetikai
jellegzetességeit az adott korkép eredményei kdzott mutatom be.

A Multiplex Endokrin Neoplazia 2-es tipussal diagnosztizalt betegek kozil az elsé
vizsgalatban 18 csaladbdl 40 6rokletes medullaris pajzsmirigyrakos (MTC) beteg elemzéseére kertilt
sor. A masodik vizsgalatban, amelynek soran az SDHx génpolimorfizmusok fenotipus médosito
hatésat elemztik 6sszesen 77 csirasejtes RET mutaciot hordoz6 MEN2 szindromaban (55 MEN2A),
48 sporadikus MTC, 48 sporadikus Phaeochromocytomas (Phaeo) beteg vizsgalatara kertlt sor. A
sporadikus MTC és sporadikus Phaeo/PGL betegek esetében a RET és a Phaeo/PGL gének kozul
patogén eltérést az SDHB, SDHC, SDHD és MAX gének vizsgalata negativ eredményt mutatott.

A hazai VHL betegségben szenveddék feltérképezése soran Gsszesen hét csalad 35 tagja
valamint a Ser80lle mutécio elemzése sordn 1 csalad 32 tagjanak vizsgalatara kerilt sor. Az SDHX,
TMEM127, MAX gének vizsgalata tovabbi 82 latszélag sporadikus Phaeo/PGL-s betegekben tortént
meg.

Az Amerika-i Egyesiilt Allamokban végzett kutatomunkam soran osszesen 375 PTEN
mutécid negativ Cowden szindréma (CS) vagy Cowden-szindromara emlékeztet6 (CS-szeril) beteg
genetikai vizsgalataban vettem részt. Itt ismertik fel a mindezidaig egyetlen olyan betegek, aki
PTEN és SDHC mutaciot is hordozott. Az USA-ban hatalyos betegellatasi protokollnak
megfelelden a betegek genetikai tanacsaddson vetttek részt, amit kovetden keriilt sor a
mintavételezésre. A genetikai tanacsadast abban jartas human genetikus vagy onkogeentikus

szakorvos végezte.
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A SE Il. Belgyogyaszati Klinikan MEN1 szindréma miatt kezelt és vizsgalt 19 csalad 32
betegében végeztik el a MEN1 gén vizsgalatat. A betegek klinikai adatait az eredmények

bemutatasa soran ismertetem.

A mellékvesedaganatok diagnosztikajdban szobajové keringé mikro-RNS-ek szintjére a
HPA tengely miikodésének vizsgalatara alkalmazott hormontesztek (Dexametazon szupresszio €s
ACTH stimulécid) hatasat vizsgalo tanulméanyunkban feldolgozott betegek a Semmelweis Egyetem
Il. sz. Belgyogyészati Klinika endokrin beteganyagabdl valasztottunk betegeket, akikben ezeknek a
teszteknek az elvégzése indokolt volt a diagnozis felallitasaban. A betegek demografiai és

hormonméréseinek eredményeit az 15. tablazat tartalmazza.

15. Tablazat: a mellékvesekéreg hormonok dinamikus vizsgalataban hasznalt betegek mintai

a keringésben mérheté mikro-RNS-ek detekcidjahoz.

Beteg szama| Nem |Eletkor (év)| Betegség/ a vizsgalat |Kiindulasi plazmalkortizol (pg/dl) 1 mg
F/N indikacidja kortizol (ng/dl) |Dex adasat kovetéen
1 N 73 obezités 12.6 1.6
2 N 30 obezités, hirzutizmus 19.5 0.5
3 F 65 obezités 10.7 0.9
4 F 45 hipertonia 17.4 0.9
5 N 61 obezitas, hipertdnia 9.4 1.6
6 N 68 mellékvesekéreg 135 1.8
incidentaléma
7 F 65 mellékvesekéreg 25.6 1.7
incidentaléma
8 F 68 mellékvesekéreg 194 1.7
incidentaléma
9 F 59 mellékvesekéreg 17.6 1.8
incidentaléma
10 N 20 obezitas 20.0 1.3
Beteg szama| Nem Eletkor (év) | Betegség/a vizsgalat Kiindulasi Kortizol
F/N indikacioja plazma kortizol [250 pg tetracosactid
(ng/dl) utan (pg/dl)
1 30 sec. amenorrhoea 144 35.8
2 46 mellékvesekéreg 6.6 20.7
elégtelenség
gyanija
3 N[ 36 gyengeség 13.4 31.4
4 N[ 23 raromenorrhoea 16.3 33.9
5 N 36 infertilitas 7.2 29.5
6 N 37 sec. amenorrhoea 14.2 35.4
7 N 34 raromenorrhoea 26.0 35.7
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8 N 23 hirzutizmus 16.0 32.3
9 F 60 mellékvesekéreg 15.4 28.0
elégtelenség
gyanija
10 N[ 23 infertilitas 11.0 344
1vV.1.2. Sporadikus, joindulatu mellékvesekéreg adenéméval diagnosztizalt betegek

A SE I1l. Belgyogyaszati Klinikan gondozott joindulati mellékvesekéreg adenomas betegek
kozul munkam soran 99 egyoldali, 44 kétoldali mellékvese adendmas, 100 2-es tipusl diabetes
mellitusban szenvedd beteget és 102 populacios kontroll egyént elemeztiink a GR génvariansok
vizsgélatdhoz. Az 0sszes betegnél részletes klinikai és hormonalis kivizsgalas tortént, amely valodi
és szubklinikai Cushing szindrémat, phaeochromocytomat, primér aldoszteronizmust és
hiperandrogenizmust kizart. Az egyoldali mellékvese daganatos betegek kozil 32 betegben tortént
féloldali adrenalectomia a tumor 4 cm-nél nagyobb mérete, vagy a kdvetés soran észlelt daganat-
Ovekedése miatt. 27 betegben allt rendelkezésre a szdvettani diagndzis eredmeénye, amely 23
betegben mellékvesekéreg adenomat, 2 betegben mikroadenomat6zus hiperplaziat, egy betegben
atipusos kéregadenomat, egy betegben pedig mellékvese kéreg adenoméat mutatott csont
metaplasiaval. A 102 kontroll személyben és a 100 2-tipusu diabetes mellitusban szenvedd
betegben a HPA tengely miikodés zavaranak semmilyen klinikai jelét nem észleltiik.

A mellékvesekéreg adenomas betegek kozul 77 esetben voltak meg az alap és ACTH-
stimulalt kortizol értékek igy a C4B gén kopiaszdmanak valamint a CYP21A2 gén gyakori

variansainak hatasat ezekben a betegekben tudtuk vizsgalni.

IV.1.3. Hormonvizsgéalatok

Vizsgalataink soran valamennyi mellékvesedaganattal vagy hipofizis daganattal
diagnosztizalt és kezelt beteg részletes hormonalis kivizsgalason esett at. A szérum szteroid
hormonok mérésében a 2002-es NIH konszenzus ajanlas volt. Mértik a reggeli (8 és 9 6ra kozott),
éjfeli illetve alacsony dozist dexamethason szupresszios tesztet kovetd szérum kortizolszinteket, az
ACTH alap ¢és metyrapon kezelést kovetden, a kortikoszteron, dezoxikortikoszteron ¢&s
dehidroepiandroszteron-szulfat koncentraciokat, valamint a 17-hidroxiprogeszteron koncentraciokat
alap és ACTH-stimulécié utan. A kortikoszteroid koncentraciokat a Semmelweis Egyetem AOK 1.
sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrin Laboratoriumaban kifejlesztett nagy specificitasu
radioimmunassay modszerekkel hataroztuk meg [433,434] vagy elektrokemilumineszcens
immunoassay-vel végeztik (Elecsys, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) a gyarto
eléirasainak megfeleléen. Vizelet és plazma metanephrin szint meghatarozasa mellett a hypertonias

betegeknél szérum natrium, kalium és aldoszteron/renin méres is tortént.

77



dc_1400 17

IVV.2. Daganatszovetek

IV.2.1. Hipofizis daganatok

Osszesen 110 (80 NFA, 15 GH-termelé adenoma PRL termeléssel vagy a nélkiil /GH+PA/ és 15 ép
szovet /NHY/) hipofizis szovetminta keriilt feldolgozasra. Az adenoma sz6veteket transsphenoidealis
miitéttel tavolitottak el az Orszagos Idegsebészeti Tudomanyos Intézetben. A betegek a vizsgalatrol
teljes korli informaciot kaptak és ezt kdvetden beleegyezd nyilatkozatott irtak ald. A daganatok
osztalyozésa a betegek klinikai paraméterei, hormonleletei és az eltavolitott adenomak patoldgiai
vizsgalata alapjan tortént (16. tablazat). A rutin szbvettani vizsgalat, a hipofizis mellsé lebeny
hormonok immunhisztokémiai vizsgélata és a MIB1 proliferdciés marker meghatarozésa a

Semmelweis Egyetem I. sz Patologiai és Rakkutato Intézetében tortént.

16. tdblazat. A vizsgélt betegek klinikopatoldgiai adatai

Mikro-/ Klinikai Imrg;llji?lrs](!islg)oeﬁirmia T‘r?gfgtr Szérum Szérum GH Szérum
Kor Nem arg;ln((;’r?{a diagnosis hormonok és SF1), (operacio MIB1 (%) (npgll?nlql) (ng/ml) (rl1§/|r:nll)
RT-PCR el6tt) mm®
46 N Makro NFA Null sejtes 31350 0 9,09 0,3
65 N Mikro NFA Gonadotrop 1274 25 11
70 N Makro NFA Gonadotrop 15000 0
71 N Makro NFA Null sejtes 12000 0 15
55 F Makro NFA Gonadotrép 4821 0,6 5
66 F Makro NFA Gonadotrép 15000 15 9,11 0,39
36 F Makro NFA Gonadotrép 1750 0 12,8 0,1 86,9
29 N Makro NFA Gonadotrop 6000 0 93,2
55 N Makro NFA Gonadotrop 11592 2 56,1 0,33
58 F Makro NFA Gonadotrép 5130 0 11,6
75 N Makro NFA Gonadotrop 8400 0 46,3
34 F Makro NFA Gonadotrop 26250 0 11,8
69 F Makro NFA Gonadotrop 11700 NA 12,9
74 F Makro NFA Gonadotrop 26400 3
55 N NFA Gonadotrop 2
73 F NFA Gonadotrop 15
40 N Makro NFA Null sejtes 19344 2
31 N NFA Null sejtes 4 8,89
80 F NFA Gonadotrép 1
43 N NFA Gonadotrop 0 1,2
50 F NFA Gonadotrop 2 6,42
61 F Makro NFA Gonadotrép 12690 3 22,04
53 F NFA Gonadotrop 3 26,37
68 N NFA Gonadotrép 2 8,68
72 F Makro NFA Gonadotrop 4420 1
55 F Makro NFA Gonadotrép 21952 <2 48,8
48 N NFA Gonadotrép <2
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77 F Makro NFA Gonadotrop 7200 NA 12,1
60 N - NFA Gonadotrép - 1 -
37 N Makro NFA Gonadotrop 13800 5 -
38 N - NFA Gonadotrép - 7.5* 12.75
27 N Makro NFA Gonadotrép 1848 5 -
64 F Makro NFA Gonadotrop 40460 1 07.jal
73 F Makro NFA Null sejtes 1320 4* 10.85
49 F - NFA Gonadotrop - 6* -
53 F - NFA Gonadotrép - 0,5 -
61 F - NFA Gonadotrop - 1,2 -
67 F - NFA Gonadotrop - 2,5 -
80 F - NFA Gonadotrép - 15 -
41 N - NFA Gonadotrop - 0 -
64 F - NFA Gonadotrép - 1 -
58 N Makro NFA Gonadotrép 1989 25 9,62
53 F - NFA Gonadotrép - 5 -
65 N Makro NFA Gonadotrép 3045 0 4,72
69 F - NFA Gonadotrop - 3 32,65
60 N - NFA Gonadotrép - 15 -
67 N Makro NFA Gonadotrop 18240 3 -
45 F Makro NFA Gonadotrép 36288 3 -
47 F Makro NFA Gonadotrép 20020 25 -
36 N - NFA Gonadotrép - 1 -
70 F Makro NFA Gonadotrép 15625 1 17,39
60 F Makro NFA Gonadotrép 8000 4 34,75
72 N - NFA Gonadotrép - 0,5 -
36 N Makro NFA Gonadotrép 11250 1 57,63
41 F Makro NFA Gonadotrop 3840 25 5,73
75 N - NFA Gonadotrop - 0 2,59
69 F - NFA Gonadotrop - 1 9,08
79 N - NFA Gonadotrop - 1 -
59 N - NFA Gonadotrop - 4 -
61 F - NFA Gonadotrop - 1 -
53 N - NFA Gonadotrép - 2 -
75 N - NFA Gonadotrép - 0,5 -
80 N - NFA Gonadotrop - 05 24,38
79 F Makro NFA Gonadotrép 30360 0,5 -
65 F - NFA Gonadotrop - 3 -
62 F Makro NFA Gonadotrop 23750 1 -
36 F - NFA Gonadotrop - 2 -
48 F - NFA Null sejtes - 8* 3,61
70 F Makro NFA Gonadotrép 5625 1 -
64 F - NFA Gonadotrop - 05 -
45 N - NFA Gonadotrép - 0,5 8,25
64 F Makro NFA Gonadotrop 12500 15 16,63
53 N - NFA Gonadotrép - 1 -
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66 N NFA Gonadotrop - 15
73 F NFA Gonadotrép - 25
54 F NFA Gonadotrop - 15
72 N NFA Gonadotrép - 15
46 F NFA Gonadotrép - 15
42 N NFA Gonadotrop - 1 11,93
56 F NFA Gonadotrép - 2
59 N Makro GHA GH pozitiv, PRL 11616 2 - 16,6 981,3
negativ
56 N Makro GHA GH negativ, PRL 4800 0 - 13 717
negativ
56 F Makro GHA GH pozitiv, PRL 1960 3 59 27.4 1295
negativ
37 F Makro GHA GH pozitiv, PRL 2160 - 10,5 8,5
pozitiv
52 N Makro GHA GH pozitiv, PRL 960 4 24 47 504,5
pozitiv
55 F Mikro GHA GH pozitiv, PRL 90 0 - 07 267
pozitiv
GH negativ, PRL
53 N Makro GHA oty 5355 0 67 9,9 815,9
GH pozitiv, PRL
20 F Makro GHA oritiv 14000 45 25 >30
53 F Makro GHA GH pozitiv, PRL 900 <1 47 20,4 850
negativ
48 N Makro GHA GH pozitiv, PRL 750 0,03 5.9 273 905
negativ
GH pozitiv, PRL
69 N Makro GHA hegativ 0 47 58 488
GH pozitiv, PRL
27 N Makro GHA negativ 0,05 27 73 908
13 F ) GHA GH pozm\{, PRL
negativ
2 F . GHA GH pozitiv, PRL 59 . 527
negativ
GH pozitiv, PRL
42 F ; GHA hegativ 0,02 52 23

Réviditések: F: férfi; N: né; Makro: makroadenoma, tumor méret > 1000 mm?3; Mikro: mikroadenoma, tumor méret <
1000 mm3; +: pozitiv; -: nem elérheté/nem késziilt; MIBI : proliferacios marker

1V.2.2. Mellékvesekéregrék szovetmintak

A ribonukleotid reduktaz 2-s alegységének (RRM2) a mellékeveskéreg karcindmék proliferacios
aktivitasanak fiiggvényében valo kifejezodését 12 human mellékvesekeéreg-karcindma szévetmintan
vizsgaltuk. A vizsgalatra kivalasztott, a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti
Rékkutatd Intézetében Orzott, formalinban fixalt, paraffinba 4gyazott daganatok korabbi, rutin

szOvettani diagnozisa megerositette a mellékvesekéreg-karcindma diagnézisat.

1V.2.3. Mellékpajzsmirigy daganatok

A menin expressziot és a MEN1 3° UTR-t célzd mikro-RNS-ek kifejez6dését Osszesen 56
mellékpajzsmirigy szovetben hataroztuk meg. Az 56 szovetminta kozul 40 sporadikus
mellékpajzsmirigy adenéma ¢és 16 MENI szindromaban szenvedd betegb6l —eltavolitott
daganatszovet volt. A miitétek a Semmelweis Egyetem 1. sz. Sebészeti Klinkajan torténtek. A

szOvetek hisztopathologiai feldolgozasat a Semmelweis Egyetem I1I. sz. Pathologiai Intézetében
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végezték. A szovetekbdl immunhisztokémiai vizsgalatokat, szomatikus MEN1 gén mutécio analizist
és a MEN1 3’UTR célz6 mikro-RNS-ek expressziojanak mérésére kerilt sor. A modszerek

részletezésére a dolgozat megfeleld részeiben keriil sor.

IV.3. Molekularis genetikai méodszerek

IV.3.1. Orokletes genetikai eltérések vizsgalatahoz alkalmazott mddszerek

Az Orokletes tumorszindromékban 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 szekvenal&saval tortént [59].

17. Tablazat: A RET protoonkogén mutacidéanalizisében hasznéalt primerek szekvenciaja

Exon Primer Szekvencia 5°-3°

10-es exon RET10F 5’-GCAGCATTGTTGGGGGACA-3’
RET10R 5’-GTCCCGGCCACCCACT-3’

11-es exon RET11F 5’-CATGAGGCAGAGCATACGCA-3’
RET11R 5’-GACAGCAGCACCGAGACGAT-3’

13-as exon RET13F 5’-AACTTGGGCAAGGCGATGC-3’
RET13R 5’-AGAACAGGGCTGTATGGAGC-3’

14-es exon RET14F 5’-AAGACCCAAGCTGCCTGAC-3’
RET14R 5’-GCTGGGTGCAGAGCCATAT-3’

15-0s exon RET15F 5’-GTGACCGCTGCTGCTGCCATGG-3’
RET15R 5’-CACCTGGCTCCTCTTCACGTAG-3’

16-0s exon RET16F 5’-AGGGATAGGGCCTGGCCTTC-3’
RET16R 5’>-TAACCTCCACCCCAAGAGAG-3’

18. tablazat: A VHL gén vizsgalatdban alkalmazott primerek szekvenciéi

Klasszikus PCR, direkt
szekvenalas

Primerek (5°-3’)

F: CACGACGTTGTAAAACGAC-

vhl exon 1 CGAAGACTACGGAGGTCGAC

R: GGCTTCAGACCGTGCTATCG

F: CACGACGTTGTAAAACGAC-

vhl exon 2 ATTACAGGTGTGGGCCACCG

R: GCCTGACATCAGGCAAAAATTGAG

F: CACGACGTTGTAAAACGAC-CCTTGTAC-
vhl exon 3 TGAGACCCTAG

R: GCTGAGATGAAACAGTGT

Real-time PCR
vhl exon 1 F: CGC GAA GAC TAC GGA GGT
R: CTT CAG ACCGTGCTATCGTC
vhl exon 2 F: AACCTTTGC TTGTCC CGATA
R: CAG GCA AAA ATT GAG AAC TGG
vhl exon 3 F: GAG ACCCTAGTCTGC CACTGA

R: CCATCA AAA GCT GAG ATG AAA
F: GTC AGT GGT GGA CCT GACCT
R: TCG CTG TTG AAG TCA GAG GA

GAPDH exon 8
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Az Un. nagy delécidk kimutatasara multiplex ligacios préba amplifikaciot (MLPA) és gRT-
PCR alapu metodikékat is beallitottunk. Az MLPA mddszer alapelve az, hogy a celgén DNS-éhez
komplementer DNS-proba fog kapcsolddni. A hibridizalashoz a probat kettéhasitott &llapotban
adjuk a denaturélt, szolubilis DNS-hez, majd ligaz segitségével az illeszked6 végeket
Osszekapcsoljak. A ligaz csak kett6s szalui DNS esetén, a proba és a denaturdlt DNS pontos
osszekapcsolodasakor miikodik. Munkam soran a VHL, SDHx gének hemizigota eltéréseinek
kimutatasaban alkalmaztam ezt a modszer.

A latszolag sporadikus el6fordulasu Phaco/PGL betegek genetikai vizsgalata soran az 6sszes

ismert gén mutacio analizisét bevezettik a klinikai genetikai laboratériumi gyakorlatba (19.

tablazat).
19. Tablazat: Az SDHx, MAX és TMEM127 gének vizsgélatdban hasznalt primerek.
Exon Forvard primer Reverz primer
SDHB-1 GCGGCTACTGCGCTATTG GCTTTCCTGACTTTTCCC
SDHB-2 TCTGTTGTGCCAGCAAAATG GCCTTCCAAGGATGTGAAAA
SDHB-3 ACATCCAGGTGTCTCCGATT CTATCAGCTTTGGCCAGC
SDHB-4 GTCAGTGCTTGTCCCCTGAT TGCAAATAAAAACAAAACCA
SDHB-5 GCTGAGGTGATGATGGAATCT CCACACTCCTGGCAATCATC
SDHB-6 ATGCACTGACCCCAAAGGTA CAGCAATCTATTGTCCTCTTG
SDHB-7 CTTTCCTCTGCACTCCCAGA TTGTGAGCACATGCTACTTC
SDHB-8 GGAAGGAGTTTCACCCAAGA TGCTGTATTCATGGAAAACCAA
SDHC-1 GTCACATGACACCCCCAAC CCCAGGCACAGGATAAACCG
SDHC-2 TCCCTTCACCCCTAAAAATAGA ACTCCAGCCTGGGTGACA
SDHC-3 CATGCCTGGCTTGGTATTG CCTTCAGAACTTTCACCCACT
SDHC-4 GAGCTGAGATCATGCCATTG GCCAATGAAACAGCCAAGTT
SDHC-5 CAGGGGTCCCAGTTTTATGT CCTCCCAGTCTCCCCACT
SDHC-6 AAGGTGGGGCATAAGGGTAG TCCCAGGCTGGAGATAAGAA
SDHD-1 TTCACCCAGCCATTTCCTCTTCCCT | GGGAGATCTCTTGAGGAGAAGAA
SDHD-2 CCTGGTCTTAACTTCACAGTAACC | ATGGTCATGCCTTTAGCAGGACTT
SDHD-3 ATGTACACTGCCTGTCAGTTTGGG | TGAGGGAGAAGTTGATTGAAATGC
SDHD-4 GCAAACAGTGACAGTGGAGTGGCA | GCCTCCCAGCTTCTTATAAGACTC
SDH5-1 ACCTTCCGGCTCAGCTC TATCGGGCAGACGAACTC
SDH5-2 GTTGACCTTCCCAGGCTC GAGGTTCAGCTGCTTTTCTG
SDH5-3 GGTTCAGAGAGACTCCCAGG GCAACGAGAGTGAAACTCAG
SDH5-4.1 CCCTGGTATAGGCTAACATCG TGAGTACACTTGGGCTGAGG
SDH5-4.2 AGCTCTGAGCCTCAAAAGTG GAAGACTGTAGGAATGAGGGG
TMEM?2 ccectatectetggtgteaa ctggtccctggctatctety
TMEM3 tggaatttgctccagctace gcctgetcagagaaaccaga
TMEM4 tctctgagaatggggtttgg AGAGTCTCTCCTGGGGAAGG
MAX-1 cegtgttgtgtgtgtgigty gaggggaaggggaaggag
MAX-2 cacccteegctteetetg agaataatgggatttgcaacc
MAX-3 tgctgacagegtgtacttce ggcaaccatgctacctgaat
MAX-4 ctgectggattgggtitta ggaccaagcctgctactgag
MAX-5 caacaagcaagececttagga GGAGGATGAGACGATGGAGA
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A menin negativ, sporadikus eldforduldasii mellékpajzsmirigy daganatokban a MEN1 gén
szomatikus mutacidinak a vizsgalatdhoz 4 darab 20 pm vastagsagi formalin-fixalt paraffinba
agyazott metszetbol, ReliaPrep FFPE gDNA Miniprep System (Promega) kittel izolaltuk a DNS-t.
A DNS fragmentaltsaga miatt, a csirasejtes mutacio vizsgalathoz hasznalt primerek (20. tablazat)
helyett (j, altalunk tervezett primereket hasznéaltunk (21. tablazat). A PCR reakciot kovet6 PCR
termék tisztitds és Sanger-féle szekvenalas megegyezett a csirasejtes mutécid vizsgalatban hasznalt

modszerrrel.

20. tablazat: A MENL1 gén csirasejtes mutécidanaliziséhez hasznéalt primerek

Exon

Forvard primer

Reverz primer

2.1 Rcl

5’ggA ACC TTA gCg gAC CCT3’

5’Rcl-AgT Agg TgA ggC CgC CAg 3’

2.2 Rcl

5’TCC CgA GCT CAC CTT CCA gC3°

5’Rcl-ATg gAg geT TTT gAA gAA gT3’

3 Fcl

5’Fcl-CTg TTA AAg CAC AgA ggA CC3’

5’CAA ggC Tgg ggg gAg ggA AC3’

4 Fcl

5°Fcl-gAg ACA TAA TgA TCT CAT CC3’

5’AAg TCT ggC CTA gCC CAg TC3’

5-6 Fcl

5" Fcl- ggC TCA TAA CTC TCT CCT TC3’

5’CAC TgT Tag ggT CTC CCT TC3’

7 Rcl

5’gAT CCT CTg CCT CAC CTC CA3’

5’Rcl-gAg ggg AAg AAA ggA CAg gC3’

8 Rcl

5°gCC CgC CTC CAg CAA gCT gg3’

5’Rel-CCA TCC CTA ATC CCg TAC3®

9Rcl

5’ATC TgT gCC CTC CCT TCC CC3’

5’Rel-CTg TCA CCA CCT gTA gTg CC3’

10.1 Rcl

5°gCA ACC TTg CTC TCA CCT Tg3’

5’Rcl-gAA AgT gAg AgC ACT ggA CCC TC3’

10.2 Fcl

5°Fcl-AgC ACC CgC AgC ATC ACC ACY¥’

5’AAA ACA AgC ggT CCg AAg TC3’

21. tébldzat:A MEN1 gén szomatikus mutécié analiziséhez hasznélt primerek

szekvenciai
Primér neve Forward primer Reverz primer
MN-2.1 ttgccttgcaggecgeegcec tggtagggatgacgcggttg
MN-2.2 ggcttcgtggagceattttct ctcgaggatagagggacagg
MN-2.3 ttcaccgcccagatccgagg taagattcccacctactggg
MN-3F attacctcccccttccacag ctggggggagggaacaatac
MN-4F cataatgatctcatccecece attggctcagccctcacctg
MN-5F gttccgtggctcataactct tggccacttcectctactga
MN-6F ggcagcctgaattatgatcc ttctgcaccctecttagatg
MN-7F ggactccctgggatctteetgtg atcctcactcctggatgacagtg
MN-8F cagagaccccactgctctca ggctggagctccagecttte
MN-9F ctgctaaggggtgagtaagagac gtctgacaagccecgtggetgetg
MN-10A teaccttgctetceccacty ccaggceccttgtccagtgct
MN-10B ccaagaagccagcactggac cactctggaaagtgagcact
MN-10CF ctgaaggtggcagcacggct gtagtcactaggggtggaca

IV.3.2. A C4B és a CYP21A2 gének kopiaszam és a CYP21A2 gén szekvenalasa

A C4 és CYP21A2 gének kopiaszam meghatdrozasat kvantitativ valds ideji PCR-el
végeztik el. A C4A és C4B gének kopiaszamat kiilon reakcidelegyben kerllt meghatarozasra. A
reakcioelegyben a szensz primér (Forward: 5° GCAGGA GACATCTAACTGGCTTCT 3') es
antiszensz (Reverz: 5 CCGCACCTGCATGCTCCT 3') primérek mellett TagMan Universal PCR
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Master Mix (AmpliTaqg Gold® DNAPolymerase, dNTPs with dUTP, Passive Reference,
NoAmpErase UNG®) és 50 ng genomialis DNS volt. A C4A specifikus TagMan préba VIC
jelolést (5° VIC-ACCCCTGTCCAGTGTTAG-MGB 3'; MGB: minor groove binding non-
fluorescent quencher), mig a haztartadsi gén FAM-jel6lésti volt. A referencia gén az RNase P
Detection Mix (ABI Cat.No. 4316831) volt. A masik cs6ben a C4B specifikus Tag-Man préba volt
FAM jelolésti (5' FAM-ACCTCTCTCCAGTGATAC-MGB3') és az RNase P volt VIC-el jeldlve
(RNase P Detection Mix; ABI Cat. No. 4316844). A reakcio végtérfogat 25 ul volt.

A CYP21A2 gén vizsgalatdhoz tobb Gj modszert fejlesztettiink. Ezek kdzl a legfontosabb az
an. long PCR alapu haplotipizalas, amihez a teljes RCCX modul amplifikéaciojat el kellett végezni
(22. tablazat).

22. Tablazat: A CYP21A2 gén un. un. long range PCR alapu haplotipizalasahoz alkalmazott
primerek szekvenciéi

Long-range PCR primer | Szekvencia 5°-3°
C4A_F AGGACCCCTGTCCAGTGTTAGACA
C4B_F CCAGGACCTCTCTCCAGTGATACATA
C4A_R CGCACCTGCATGCTCCTGTCTAAC
C4B_R CCGCACCTGCATGCTCCTATGTATC
HERV-K_F TTGGGAGTCCTTTGTTCGTTGGT
HERV-K_R GACCCACTGCCTCCCTTTCACTGT
STK19_F TGCCCGTGTTTCTGGAGACTTGTG
STK19P_R AGGCAAACAGCAGCAGTCACATC
TNXA_F GTGGAACTGGCTGGTTGAGGTGACT
TNXB_R GCAGCATGTGACTAAGAGCTTTCC
CYP21 F GAAATACGGACGTCCCAAGG
CYP21 R ACAGTGTAACAGGCAAGGGACT
CYP21A1P_F ACCTGTCGTTGG|TCTCTGCTC
CYP21A1P R CCTCAGCTGCTTCTCCTCGT
A CYP21A2 gén kopiaszam meghatarozashoz a CYP21A2-F:
GACCTGTCCTTGGGAGACTACT és a CYP21l1A2-R: CCTCAGCTGCATCTCCACGA

oligonukleotid priméreket hasznaltuk.

A CYP21A2 génre specifikus szekvenalasokhoz a templatot CYP21A2-re specifikus nested
PCR-el hoztuk létre. A CYP21A2 gén 2-intronjanak szekvenaldsaval a teljes CYP21A2 gén
karakterizalhat6 volt. Az ehhez hasznalt primérek szekvencidja a kovetkezé volt. SEQ 12F:
GGCAGACT TTGCTGGC AGACCT és SEQ_16R: AGAACTCCTGGGTCAGCTGCTC.

A PhD munkam elején a CYP21A2 gén klinikai szempontbdl legjelentésebb mutacioit (8 bp.
delécio, 1172N, exon 6 cluster, p.V281L, p.L307insT, p.Q318* és p.R356W) allél-specifikus PCR-
el hataroztam meg. Ebben a vizsgalatban alkalmazott priemereket a 23. tablazat tartalmazza.
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23. tablazat: A CYP21A2 leggyakoribb mutécidi vizsgalatdhoz hasznalt primerek szekvencidja

Primerek Szekvencia 5°-3’ CYP21A2 génmutaciok
CYP55 CCTGTCCTTGGGAGACTACT Nagy fragmens
CYP12 ACTGTGTTTACAGGGGGGAG Nagy fragmens
CYP1 TTCAGGCGATTCAGGAAGGC Kis fragmens
CYP48 CAGAGCAGGGAGTAGTCTC Kis fragmens
CYP92D GAG CCT CCACCT CCC Pro31 vad
CYP92E GGAG CCT CCA CCT CCT Pro31Leu mutans
CYP659G ACC CTC CAG CCCCCAG 12splice mutans
CYP659H ACCCTCCAGCCCCCAA 12splice vad
CYP659I ACCCTCCAGCCCCCAC 12splice vad

CYP 1004D CCG AAG GTG AGG TAACAG A 11e173 vad

CYP 1004H CG AAG GTG AGG TAACAGT lle173Asn muténs
CYP 1388D GCC TCA GCT GCATCT CCA Val238 vad

CYP 1388E GCC TCA GCT GCT TCT CCT Val238Glu muténs
CYP 1688G ACT GCA GCC ATG TGC AC Val281 vad

CYP 1688F C ACT GCA GCC ATG TGC AA Val281Leu mutans
CYP 1999F TGG TCT AGC TCCTCCTG GIn319 vad

CYP 1999E TGG TCT AGCTCCTCCTA GIn319stop mutans
CYP 2113D G GGC ACA ACG GGC CG Arg357 vad

CYP 2113C AAG GGC ACA ACG GGC CA Arg357Trp mutans

Minden Sanger szekvenalast BigDye Terminator Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems)
reagenssel készitettlik. A szekvenalési reakciok kapillaris elektroforézisét ABI 310 vagy AB131000
tipusu szekvenatorokon futtatuk (Applied Biosystems). A CYP21A2 intron 2 haplotipusok
felallitasahoz a PHASE software v2.1.1 [25,26]-et alkalmaztuk. Hardy-Weinberg equilibrium
tesztelését Arlequin v3.5 szoftverrel, a kapcsoltsagi vizsgalatokat DnaSP v5.10.01 szoftverrel,

vizualizécidjat Haploview v4.2 programcsomaggal végeztik el.

1VV.3.3. A glikokortikoid receptor (GR) génvariansok vizsgalata

A GR gén N363S polimorfizmus vizsgalatara (j médszert dolgoztunk ki, ami a kordbban
alkalmazott restrikciés fragment hosszpolimorfizmus (RFLP) moédszert valtotta ki, egy
enzimemésztést és egy agaréz elektroforézis koltségét takaritva meg. A mddszer soran Uj
allélspecifikus reverz primereket terveztiink, amelyek a 3’-végeken talalhato nukleotidban térnek el
egymastol: 336W: 5’-ATCCTTGGCACCTATTCCAAT-3’; 363M-5"-ATCCTT
GGCACCTATTCCAAC-3’. A PCR elegyben a forward primer (2/4F: 5’-CCAGT
AATGTAACACTGCCCC-3’) 0,5 umol/l koncentracidban 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 koncentracioban. Az 0j reakcioval nyert PCR termek
minden esetben tartalmazott egy 357 bazispar méretli fragmenst, amely belsé kontrollként szolgalt,
valamint a specifikus primer altal felismert szekvencia jelenléte esetén (363W — aszparagin, 363M -

szerin) egy allélspecifikus 306 bazispar méretli fragmenst.
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A GR Bcll polimorfizmus vizsgalatdhoz uj allél-specifikus mddszeret dolgoztunk ki,

melynek részletezését az eredmények fejezetben ismertetek.

1V.3.4. A GR génexpresszios vizsgalata

GRa ¢és GRB mRNS-ek mennyiségét kvantitativ valdsidejit PCR-rel hataroztuk meg. A GRa
és GRB izoformak kiilonallé detektalasara primereket és probakat terveztiink; GRo (Genebank
azonositoszam: X03225) és GRB (Genebank azonositoszam: X03348). A GRa amplifikélésa a
kovetkez6 primerekkel tortént: GRaF, 5’-AACTGGCAGCGGTTTTATCAA- 3’ és GRaR, 5’-
TGGAAGCAATAGTTAAGG-AGATTTTCA-3’. A TaqMan proba szekvencigja: FAM-
CCACTTCATG- CATAGAATCCAAGAGTTTTGTCA-TAMRA. A GRR amplifikidlésa a
kovetkezd primerekkel tortént: GRBF, 5’-AACTG-GCAGCGGTTTTATCAA-3’ és GRBR, 5°-
TGTGAGATGTGCTTTCTGGTTTTAA-3’, a TagMan proba  szekvenciagja:  FAM-
CATAACATTTTCATGCATAGAAT-CCAAGAGTTTTGTCA-TAMRA. A primer parok jelolése
FAM és TAMRA festékekkel tortént (Genosys, Sigma).

IVV.3.5. A circadian génexpresszio vizsgalata H295R mellékvesekéreg sejtvonalban

H295R sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s médium és Ham’s F12 Nutrient Mixture 1:1
ardnyl keverékében tartottuk fent, melyet 15mM HEPES-sel, 6,25ug/ml inzulinnal, 6,25ug/ml
transzferrinnel, 6,25ng/ml szeleniummal, 1,25mg/ml borjd szérum albuminnal (BSA), 5,35ug/ml
linolénsavval és 2,5% Nu-szérummal egészitettlik ki. Szérum sokk kisérletekben a sejteket 24 o6ras
szérum ¢éheztetést kovetden 30% Nu-szérumot tartalmazo tapfolyadékban inkubaltuk 2 oran
keresztiil, majd aktiv szénen atsziirt Nu-szérumot tartalmazé tapfolyadékba helyeztilk 4. A GRa
Kisérletekben a sejteket 24 Oras szérum éheztetést kovetden aktiv szénen atszirt tapfolyadékba
keriltek és vivoanyaggal (0,01% etanol), 100nmol DEX-zal, 1umol RU486-tal vagy 100nmol DEX
és 1umol RU486 kombinacidjaval kezeltik. A metyraponnal (100umol) vagy metyrapon
(100pumol) és RU486 (1umol) kombinacidjaval torténd kezelés soran a sejtek eldkezelése a fentebb
részletezett modon tortént. A sejteket a feltiintetett idopontokban Keriltek begytijésre. Minden

kisérletet harom fuiggetlen bioldgiai mintan végeztik el.

I1VV.3.6. Glukokortikoid receptor béta izoformat (GRp) expresszalo sejtvonal létrehozasa
Caco-2 és Caco-2GRR sejteket Minimum Essential Médiumban tartottam fenn, melyet 10%
fotalis borju szérummal (FBS), 1mM néatrium-piruvattal, 0,1mM nem-esszencialis aminosavakkal és
1% penicillin/sztreptomycinnel egészitettem ki. A GRB klonozdsa a GRa izoformabol tortént, a
kozos a-R régiot célzé szenz oligonukleotid primer és a GRR szekvencidjara specifikus antiszenz

primer segitsegével. A PCR fragmentumokat pcDNA3.1 vektorokba klonoztuk. A plazmidok
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bazissorrendjét direkt DNS szekvenalassal ellendriztiik. A Caco-2 sejteket FuGene Transzfekcids
Reagens hasznalatdval GRR-t tartalmazé plazmiddal vagy Ures pcDNA3.1 plazmiddal
transzfektaltam a gyartd hasznélati utasitdsainak megfeleléen. A klonalis szelekci®6 neomycin

kezeléssel tortént.

IV.3.7. A sejtciklus dependens gén és mikro-RNS expresszié vizsgélatban 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 méhnyakrék sejtvonal — HelLa, American

Type Culture Collection — ATCC) végeztiik a forgalmazo protokolljainak megfeleléen.

IV.3.8. Nagyateresztoképességii mRNS és mikro-RNS expresszios merések

A GRp géntranszkripcioban valamint a gliikokortikoid érzékenységben betdltott szerepének
vizsgalata sordn Caco-2 és Caco-2GRR sejteket 100 nmol DEX-al vagy vivéanyaggal 8 oOrat
kezeltik. A mintakbol RNS izolalast kovetden a teljes genom mRNS expresszié mérése Agilent44K
cDNS microarray-en tortént. A méréseket és az eredmények értékelését Agilent DNA Microarray
Scanner and Feature Extraction 9.5.3. programmal végeztik. A microarray adatok tovabbi
feldolgozésa Genespring GX 12.5 program segitségével gyari beallitasok mellett tortént.

A sejtciklus sordn bekovetkezé génexpresszios microarray Vizsgalatokhoz 100 ng szortolt
G1, S és G2 fazisi HDFa, NCI-H295R és HeLa sejtekbdl szarmazé RNS-t hasznaltunk. Osszesen
24 mintét vizsgéltunk (2 vagy 3 bioldgiai parhuzamos sejtenkent 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. Ebben a vizsgalatban is 6sszesen 8 darab szortolt G1 (2 minta), S (3 minta)
és G2 (3 minta) fazisi NCI-H295R sejtekbdl izolalt RNS mintat kvantitativ valos idejii polimeraz
lancreakcio (QRT-PCR) alapt TagMan Low Density Array kartyaval (TLDA, Applied Biosystems,
Life Technologies) is vizsgaltuk, a gyartod eldirdsainak megfeleléen. Az adatok megerdsitéséhez
Ujgeneracios szekvenalast is hasznaltunk. A kis RNS szekvenalas Illumina Small RNA Sequencing
platformon tortént Hong Kongban (BGI Tech Solutions, Tai Po, Hong Kong). A kdnyvtarkészités
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 génexpresszios microarray eredményeinek validalasahoz mintanként 30 ng RNS-t irtunk

at cDNS-re SuperScript VILO cDNA synthesis kit (Applied Biosystems, Life Technologies)
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segitségével, a gyartd eldirasainak megfeleléen. A kivalasztott gének expresszidjanak méréséhez
TagMan Gene Expression Assay-eket hasznaltunk (Applied Biosystems, Life Technologies).

A hipofizis daganatok mikro-RNS expressziés mintazatdt TagMan Low Density Array
(TLDA) Human MicroRNA Panel v.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével, a gyarto
eloirasai szerint hataroztuk meg. Az endogén kontroll kivalasztas Normfinder szoftverrel tortént, a
préba expresszidjanak stabilitasi értékét a csoporton belili és a csoportok (NFA és NH) kozotti
variancia alapjan hataroztuk meg. A legmegfelelobb endogén kontroll kombinaciot 3 haztartasi
mikro-RNS (MammuU6, RNU44 and RNU48) ertékének szamtani kozepe adta. Az expresszio

mértékét minden esetben ddCT mddszerrel hataroztuk meg.

IV.3.9.Egyedi génexpresszios méresek validaldsa kvantitativ valos idejii polimeraz
lancreakcidval (QRT-PCR)

A GRp géntranszkripcioban valamint a gliikokortikoid érzékenysegben vizsgalata soran a
microarray eredmények validalasa soran els6 1épésben reverz transzkripciot végeztiink 1pug RNS-
b6l Superscript III Reverese Transcriptase Kit (LifeTechnologies, Carlsbad, USA) hasznalataval. A
kvantitativ valds ideji PCR (qQRT-PCR) méréseket elére megtervezett TagMan Gén Expresszios
Array kartya felhasznalasaval ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems, Carlsbad, USA)
késziiléken tortént. Az eredményeket a belsé kontrollként hasznalt 6t haztartasi gén (glicerilaldehid-
3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH), 18S riboszomélis RNS (18S), Béta-Aktin (ACTB), hipoxantin-
foszforiboziltranszferaz 1 (HPRT1), transzferrin receptor (TFRC)) mértani atlagahoz normalizaltuk.
Néhany esetben a sejtadhézid-, sejtmigracio- és sejtproliferacio-asszocialt gének validalasa egyedi
TagMan prébéak (LifeTechnologies); ((osteopontin (SPP1) [Hs00959010 m1], chitinase-3-like-1
(CHI3L1) [Hs01072228 m1] és vimentin (VIM) [Hs00958111 m1]) segitségével, 7500 Fast Real
Time PCR készuléken (Applied Biosystems) tortént. Ezen esetekben a génexpressziot a belsd
kontrollként hasznalt Béta-Aktin-hoz (ACTB) normalizaltuk.

A cirkadian ritmust koveté génexpresszios mérésekhez is teljes RNS-t hasznéltunk, amit
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével a gyartd utasitasainak megfeleléen
izolaltuk. A reverz transzkripciot 1ug RNS-b6l végeztiik Superscript VILO Reverse Transcriptase
Kit (LifeTechnologies), vagy Superscript Il Reverese Transcriptase Kit (LifeTechnologies)
hasznélataval. A gqRT-PCR-t TagMan Gén Expresszios Assay-ek (LifeTechnologies) segitségével
vegeztiik: Period 1 (PER1) [Hs01092603_m1]; Period 2 (PER2) [Hs00256143 m1]; Cryptochrome
1 (CRY1) [Hs00172734 _m1l]; Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1
(ARNTL) [Hs00154147_m1]; REV-ERBo. [Hs00253876_m1]; nuklearis receptor 3 C1 (NR3C1;GR)
[Hs00353740_m1]; Proopiomelanokortin (POMC) [Hs00174947_m1]; kortikotropin felszabadito

hormon (CRH) [s01921237_s1]; és Béta-Aktin (ACTB) [Hs99999903 m1]). A valés idejii PCR
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méresek 7500 Fast Real-Time PCR rendszeren (Applied Biosystem, Life Technologies, Carlsbad,
California, USA) torténtek, a gyartd utasitasainak megfelelden. A génexpressziot a haztartasi
génkeént hasznalt Béta-Aktinhoz (ACTB) normalizéltuk.

A sejtciklus-dependens génexpresszi0 nagy ateresztéképességii modszerrel kapott
eredmények validalasdhoz 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 TagMan Gén Expresszios Assay-eket
(katalogusszam: 4331182; ARHGAP11A probe ID: Hs00207575 _ml; ASPM probe ID:
Hs00411505_m1; KIF14 probe ID: Hs00208408 m1; GTSE1 probe ID: Hs00212681_m1; CDCA2
probe ID: Hs00299250 m1; SKAl probe ID: Hs00179514 ml1l; CCNA2 probe ID:
Hs00996788 m1; AURKA probe ID: Hs01582072_m1; AURKB probe ID: Hs00945858 gl1; CDK1
probe ID: Hs00938777_m1; RRM2 probe ID: Hs00357247_g1; ACTB probe ID: Hs99999903 m1)
hasznaltunk (Applied Biosystems, Life Technologies).

A fold change (FC) szamolasa a 2-(@ela-delta €T madszerrel tortént. Minden mérést harom

parhuzamos mintan végeztink el.

IV.3.10. Egyedi mikro-RNS expresszio mérés kvantitativ valés idejii polimeraz lancreakcioval
(QRT-PCR)

A hipofizis és a szortolt sejtekb6l szarmazdé mintdk egyedi mikro-RNS-expressziojanak
mérésehez a TagMan MicroRNA Assay Kit-ekben talalhaté stem-loop RT primereket és TM
primereket hasznaltunk. A mikro-RNS expresszios mérések validalasahoz 5 ng RNS irtunk at
cDNS-re TagMan microRNA reverse transcription kit (Applied Biosystems by Life Technologies)
segitségével a gyartod protokolljainak megfeleléen. A mikro-RNS expressziot TagMan MicroRNA
Expression Assay-ekkel, 7500 Fast Real-time PCR miiszeren. A génexpressziot az ACTB, a mikro-
RNS expressziot az RNU48 relativ expresszidjara normalizaltuk (ACt). Az expresszios
eredményeket a fold change formulékkal kvantifikaltuk.

A hipofizis mintak egyedi mikro-RNS-expresszi6janak meréséhez a TagMan MicroRNA
Assay Kit-ekben talalhaté 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 (MammuU6, PN: 4427975, Assay ID: 001973). A
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reverz transzkripciot TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit segitsegével végeztilk (PN:
4366596). Az RT mix 0,15 pl ANTP-t (100 mM), 1 ul MultiScribe reverse transcriptase-t (50U/1),
1,5 wl 10x RT Buffer-t, 0,19 ul RNase inhibitor-t (20 U/ul), 4,16 ul RNaz-mentes vizet, 3 pl
miRNA specifikus stem-loop RT primert és 5 pl (10 ng) teljes RNS-t tartalmazott. Az RT-PCR
reakcioelegye 1 pl RT terméket, 0,75 pl TM primer-t, 7,5 pl 2x TagMan Universal PCR Master
Mix-et, 5,75 ul RNaz-mentes vizet tartalmazott (15 ul végtérfogat). A reakcid 384-well-es plate-en
zajlott 7900 HT RealTime PCR rendszerben.

A sejtciklus-dependens mikro-RNS expresszios nagy ateresztoképességii modszerekkel
kapott eredmények validalasahoz 5 ng RNS irtunk & cDNS-re TagMan microRNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems by Life Technologies) segitségével a gyartd protokolljainak
megfeleléen. A mikro-RNS expressziét TagMan MicroRNA Expression  Assay-ekkel
(katalogusszam: 4427975; hsa-miR-10b probe ID: 002218; hsa-miR-128a probe 1D: 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 MEN1 3’ UTR-t célz6 mikro-RNS-ek vizsgalatahoz az
RNS izolalashoz minden mintanal 4 darab 20 um vastagsagli formalin-fixalt paraffinba agyazott
metszetbdl, RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE tissues (Life Technologies by
Thermo Fischer Scientific) kittel végeztik, a gyart6 utasitdsainak megfeleléen. Az izolalt RNS-t -
80°C-on taroltuk. A mintadkban talalhatdé ©6ssz-RNS koncentraciojat NanoDrop 1000
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific) mértik. A reverz transzkripciohoz 5 ng RNS-t
hasznéltunk templatként, az atirdst TagMan microRNA reverse transcription kittel (Applied
Biosystems by Life Technologies) végeztik. A mintakat a tovabbi feldolgozésig -20°C-on taroltuk.
A kivalasztott mikro-RNS-ek szintjét kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcioval mértiik (7500
Fast Real-time PCR készilék, Applied Biosystems by Life Technologies), mikro-RNS-specifikus
TagMan probakkal (probak azonositdi: hsa-miR-24: 000402, hsa- miR-28: 000411, hsa-miR-326:
000542, hsa-miR-484: 001821, hsa-miR-637: 001581, hsa-miR-744: 002324, RNU6B: 001093, a
gyart6 az Applied Biosystems by Life Technologies). A vizsgalat soran a referencia gén az RNU6B
volt. A méréseket 2 technikai parhuzamossal végeztiik el. A MEN1-asszocialt és a sporadikus

csoportok mikro-RNS expresszidjat a ACt(sporadikus) — ACt(MEN-1 asszocialt)(AACt) egyenletet
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alkalmazva hasonlitottuk Gssze. A fold change értékét ezekben az esetekeben is 2-(delta-dela CT)

modszerrel szamitottuk ki.

IV.4. Aramlasi citométerrel végzett mérések
IV.4.1. Apoptozis, sejtciklus-disztribucios es sejtproliferacios vizsgalatok

A daganatellenes szerek hormontermelé NCI-H295R sejtek apoptdzisara és sejtciklusuk
fazisaira gyakorolt hatasat aramlasi citometridval vizsgaltuk propidium-jodidos festést kovetéen. A
mintakat FACSCalibur aramlasi citométeren (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) mértik, egy
méréshez legalabb 10000 eseményt detektaltunk. Az eredményeket Cell Quest Pro és Winlist
szoftverek segitsegével értékeltiik ki. Az egyes antineoplasztikus szerek proliferaciora gyakorolt
hatasat alamarBlue sejtproliferacios reagenssel (DAL1025, Thermo Fischer Scientific), 96-lyuku
tenyésztéedényben vizsgaltuk. Kezelésenként és id6pontonként nyolc parhuzamos mérést
végeztink. 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-reténsav (R, sc-205589A, Santa Cruz Biotechnology) 6nallé és kombinalt adasanak hatésait
vizsgaltuk. A kezeleseket 24, 48 és 72 6raig alkalmaztuk. Kezelésenként és idépontonként harom
(aramlési citometrias, génexpresszids és hormontermelési mérések) ill. nyolc (proliferacios assay)

parhuzamos mérést végeztiink.

IV.4.2. Sejtciklus szerinti sejtvalogatas fluoreszcencia alapjan aramalési citométerrel

A HDFa, NCI-H295R és Hela sejteket 150 cm?-s flaskaban tenyésztettiik 90%-s
konfluenciéig. A sejteket VVybrant DyeCycle Orange (Molecular Probes, Life Technologies) DNS-
festékkel jeloltik. Ez a festék sztochiometrikusan képes jel6lni a DNS-t a sejtek viablitdsanak
megvaltoztatdsa nélkil. Az inkubaciot sotétben, 37°C hémérsékleten, parasitott, 5% COo-t
tartalmazé inkubatorban 30 percig végeztik. Ezt kovetéen 10 perc 1000 rpm fordulatszamon
torténd centrifugalas utdn a sejteket Ca* and Mg?* nélkiili, 2% magzati borjiszérumot tartalmazo
Hank’s Balanced Salt oldatban szuszpendaltuk (szort puffer), majd a szuszpenziét FACSAria il
sejt szorterrel (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) analizaltuk és szortoltuk. A szortolast
megel6zd analizishez 100000 eseményt detektaltunk, majd a G (egyszeres DNS tartalom), S
(egyszeres és kétszeres DNS tartalom kozotti intenzitas) és G2 fazisoknak (kétszeres DNS tartalom)
megfeleld sejtpopulaciokat kiilonvalogattuk. A szortolds maximum 30 percig tartott és minden
szortolt populacidt reanalizaltunk UGjabb &aramlasi citométeres analizissel. Az adatokat BD
FACSDiva v6.1.3 szoftverrel analizaltuk (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A szortolast
kovetd reanalizis utan a sejteket centrifugaltuk (10 perc, 1000 rpm) jéghideg PBS hozzaadasaval
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mostuk, majd Gjra centrifugaltuk (10 perc, 1000 rpm), majd QIAzol lizis regaensben vagy Western

blot lizis pufferben reszuszpendaltuk és -80°C hémérsékleten taroltuk az RNS és fehérje izolalasig.

IV.5. Glukokortikoid receptor béta izoformat (GRR) expresszaldo sejtek szteroid

érzékenységének vizsgalata

Caco-2 és Caco-2GRR sejteket 6-lyukti szovettenyészté talcakra 1x10%/lyuk sejtszammal
ultettiik ki. A kisérletek el6tt 24 6ran keresztiil a sejteket szérummentes tapoldatban tartottuk. A
sejteket 100 nmol DEX-zal vagy vivéanyaggal 8 orat kezeltiik. Teljes RNS izolalds RNeasy Mini
Kit (Qiagen) segitségével, teljes genom mRNS expresszié 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 biol6giai parhuzamos mintan

ismételtiink meg.

IV.6. AWEEL3’UTR feltételezett mikro-RNS kotéhelyének vizsgalata

A WEE1l @gén 3’UTR szabalyoz6 régidé szekvenciajat human genomialis DNS-bol
amplifikaltuk 5’-GCTCTAGAGCTACTCCTTTCCCACCTCC-3’ forward és 5’-
GCTCTAGAAAGCTCAGAGTGACTT-TTAATATGCC-3>  reverz primerekkel, majd a
szabalyozé régiot 5°—3’ iranyban pGL3 Control vektorba (Promega, Madison, USA) illesztettik
kozvetleniil a luciferazt kodold gén 3’ vége mogé, XBal restrikcios hasitohelyet hasznalva
(pWee+t). Az ellenkezd orientacioban (3°—5’) beépiilt 3’UTR régiot hasznaltuk negativ
kontrollként (pWee-). A WEE1 3’ UTR-en kot6dé miR-128 és miR-516 kotéhelyek modositasat
site-directed mutagenezissel hoztuk létre.

A funkcionalis vizsgalatokhoz HeL a sejteket hasznaltunk. A sejtek ko-transzfekci6jahoz 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 mikro-RNS-t
(Negative Control #2 Precursor miR; Ambion Inc, Austin, USA) és 150 ng vad tipust (pWee+)
vagy negativ kontroll (pWee-) firefly luciferaz vektort és transzfekcids kontrollként 150 ng renilla
luciferaz vektort (pRL-TK, Promega, Madison, USA) hasznaltam. A transzfektalashoz
Lipofectamin 2000 (Invitrogen) reagenst alkalmaztunk a protokoll eldirdsai szerint. A luciferaz
assay-t a transzfekciot kovetéen 24 oraval mértem Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega)
segitségével mikrotiter plate olvason (Appliskan 2.3; Thermo Fisher Scientific, Finland) a megadott
paramétereknek megfelelden. A firefly luciferaz aktivitdsokat a transzfekcids kontrollként hasznalt

renilla luciferaz értékekre normalizaltuk.
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IV.7. Fehérje expresszio merések Western blottal
IV.7.1. Mikro-RNS prekurzorok transzfekciojat koveté6 WEE1 fehérje expresszio mérése

HelLa sejteket 100 nM pre-miR prekurzorral (Ambion Inc, Austin, USA) transzfektéltuk,
majd 48 oraval késébb a sejteket 50 ul 2x Laemli Sample Buffer-ben (Bio-Rad, Philadelphia, PA
USA) learattuk és teljes sejtlizatumot Western blot-tal analizaltuk. A WEE1 fehérjét 1:1000
higitast anti-WEEL (cat. Nr: 4936; Cell Signaling, Beverly, USA) és 1:7000 higitast anti-nyul-
tormaperoxidaz konjugalt méasodlagos 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 elsédleges (ab8226; Abcam; higitas 1:2000, Abcam), majd anti-egér tormaperoxidaz
konjugélt maésodlagos antitesttel (A9917; Sigma-Aldrich; higitads: 1:20000) inkubaltuk. A
fehérjesdvokat ECL-Plus reagenssel hivtuk el6 (Amersham Biosciences, Pittsburg, USA). A savok

denzitometrias értékeléset QuantityOne 4.6.7 (BioRad) szoftverrel végeztik el, a koncentracidkat az

- sz

IV.7.2. Az &ramlasi citométerrel szortolt sejtek foszfo-CDC2 és RRM2 tartalma

A H295R szortolt sejteket Western blot lizis pufferben szuszpendaltuk és -80°C
hémérsékleten tarolt mintakbol 10%-0s poliakrilamid gél zsebeibe, majd Mini Protean
elektroforézis kadban (Bio-Rad) valasztottuk szét a fehérjéket nagysag szerint. Ezt kdvetéen egy
éjszakédnyi 4°C homérsékleten torténd blottolas soran polivinildién-fluorid (PVDF) membranra
vittiik at a mintat, melynek sikeressegét Ponceau festéssel verifikaltuk. A membranok blokkolasat
kovetden elsddleges nyul anti-foszfo-CDC2 (Tyrl5) antitesttel (Cell Signaling Technology) vagy
kecske anti-RRM2 antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, katalogusszam: sc-10846) inkubaltunk. A
masodlagos antitestek anti-nydl (Cell Signaling Technology) vagy anti-kecske (DAKO) voltak
Haztartasi fehérje p-aktin volt, amit anti- p-aktin antitesttel (Cell Signaling Technology)
detektaltuk.

IV.8. Hormonmeghatarozasok az NCI-H295R sejtek tapfolyadékabol

A kezeléseket kovetden a gemcitabin (G) és a mitotdn (M) Kkortizoltermelésre valo hatésat
vizsgaltuk folyadékkromatografiat kovetd tomegspektrometriai 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 végeztik.
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IV.9. Sporadikus hipofizis, sporadikus mellékvesekéreg és MEN1-hez tarsult valamint

sporadikus mellékpajzsmirigy daganatokon végzett immunhisztokémiai vizsgalatok

IV.9.1. Hipofizis szOvetekben a WEE1 fehérje kimutatasa immunhisztokémiai vizsgalattal és

Western blottal

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz 6sszesen 21 formalinban fixalt, paraffinba agyazott
hipofizis szovetmintat hasznaltunk (9 NFA, 7 GH+PA, 5 NH). Mikrohullamos antigén feltarast (15
perc, 0,1 mM pH=6 citrat puffer) kovetéen az immunfestés egy ¢€jszakan at 1:100 higitasa anti-
WEEL1 (ab37597, Abcam, Cambridge, USA), 1:400 higitasu anti-phosphoWEE1 (ab60034, Abcam)
antitestekkel és anti-nyll masodlagos antitesttel (Biogenex, San Ramon, CA, USA) tortént. Az
immunreakci6 intenzitasat 4-es skalan hataroztuk meg: 0 (negativ), 1+ (gyenge), 2+ (mérsékelt), 3+
(er6s). Az anti-WEEL1 antitest specificitasat frissen fagyasztott hipofizis szovetmintakban hataroztuk
meg. A minta homogenizalasa utdn a T-PER tissue Protein Extraction Reagenssel (Pierce,
Rockford, IL, USA) izolalt fehérje koncentracidjadt BCA Protein Assay Kittel (Pierce)
kvantifikéltuk. Az elektroforézishez mintanként 30 ng teljes fehérjét hasznaltunk 10 %-0s
poliakrilamid gélben, majd a méret szerint szétvalasztott fehérjéket nitrocelluléz membranra vittik
at (Millipore, Billerica, MA, USA) semi-dry transfer cell segitségével (BioRad). A WEEL fehérjét
1:500 higitasu anti-Weel (ab37597, Abcam) és 1:7000 higitasu anti-nyul-tormaperoxidaz konjugalt
maésodlagos antitesttel (sc-2004; Santa Cruz Biothecnology, Santa Cruz, USA) detektaltuk.

IV.9.2. A ribonukleotid reduktaz 2-s alegységének (RRM2) kimutatasa mellékvesekéregrakban

Az RRM2 a mellékeveskéreg karcinbmak proliferacios aktivitdsanak fiiggvényében vald
kifejez6dését 12 human mellékvesekéreg-karcindma szOvetmintan vizsgaltuk. A vizsgalatra
kivalasztott, a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében Orzott,
formalinban fixalt, paraffinba agyazott daganatok korabbi, rutin szovettani diagnozisa megerGsitette
a mellékvesekéreg-karcinoma diagndzisat. Az immunhisztokemiai vizsgalatok soran a Ki67
proliferaciés 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
kimutatadsahoz kecske anti-RRM2 antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, katalégusszam: sc-10846,

higitas: 1:100, hémérséklet: 4°C) végeztik.

IV.9.3. A menin expresszidjanak vizsgalata mellékpajzsmirigyek daganatokban
A menin fehérje kifejez6dését 3-4 um vastagsagu metszeteken torténtek. EZ Prep Concentrate 10X
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ)-al tortént deparaffinalast kovetden az endogen peroxidase

blocking és antigén eltavolitast kovetéen (CC1, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) anti-Ki-67
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ellenanyaggal (Clone MIB-1) (DAKO, Glostrup, Denmark, Cat. No.: M7240) 1:200-as higitasban
42°C 30 percig tortént az inkubalas. Hasonld elkészitést kdvetden a menin expresszi® meréséhez
nyul poliklonalis menin antitestet (Abcam, Cambrige, UK, cat. No.: ab2605) hasznaltunk 1:100-as
higitasban 42°C 32 percig. Az immunhisztokémiai festés HRP konjugatummal keriilt el6hivasra
Ventana automatizalt rendszerben (Ventana Benchmark XT automate, Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ). A vizualizaciéhoz UltraView™ Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ)-et alkalmaztunk. Pozitiv kontrollnak huméan hasnyalmirigy és normalis
mellékpajzsmirigy szoveteket hasznaltunk a menin, és nyirokcsomot a Ki-67-es festéshez. Negativ
kontrollként az elsédleges antitestek helyett antitest olddszert (Ventana Medical Systems, Tucson,
AZ) alkalmaztunk. A Ki-67 és menin immunreaktivitast tapasztalt patolégus (dr. Borka Katalin, SE.
Il. Sz. Patholdgiai Intézet) értéklete. A Ki-67 pozitivitast a magi pozitivitas, mig a menin fehérje
expresszioban mind a magi mind pedig a citoplazmatikus festédés értékelésre keriilt egy 4 pontos

skalan (0O=nincs festddés, 1=gyenge, 2=kbzepes, 3=erds).

1V.10. BIOINFORMATIKAI VIZSGALATOK

Iv.10.1. A mikro-RNS-ek és a cél (target) mRNS-ek kozotti interakcid feltérképezése

A hipofizis dagnatok mikro-RNS expresszidja vizsgalata soran a mikro-RNS-ek cél mRNS-einek
azonositasahoz interneten elérhet6 programok kozil a TargetScan, PicTar és miRBase Targets
algoritmusokat hasznaltuk. A potencialis mikro-RNS-ek kozil, azokat vélasztottuk ki, amelyeket
mindharom program eldre jelzett, vagy az adott mikro-RNS t6bb kétohellyel rendelkezett a WEEL
3’ UTR régioban. A pGL3 Control plazmid és a miR-155 interakcidjanak modellezéséhez RNA22
target predikcids programot hasznaltunk, amely tetszéleges beviteli (input) szekvencidk kozotti
modellezést is lehetdvé tesz, a fenti algoritmusokhoz képest, amelyek meghatarozott DNS
adatbazisok 3’UTR szekvenciait hasznaljak.

A MEN1 3’UTR-t célz6 mikro-RNS-ek beazonositasara 6t internetes adatbazis segitségével
valasztottuk ki a MEN1 gént illetve a menint potencialisan targetal6 mikro-RNS-eket. A hasznalt
adatbazisok a kovetkezOk 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/..

1V.10.2. Hipofizis daganatok funkcionalis genomikai analizise
Az Utvonalelemzéshez a TLDA mérések alapjan szignifikdnsan felllexpresszalt mikro-RNS-ek
expresszids adatait hasznaltuk a DIANA-mirPath online szoftver segitségével. A target

predikciohoz a TargetScan v5 algoritmust hasznaltuk. A programcsomag mikro-RNS-ekre
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prediktalt multiplex célgénekre ,,gene set enrichment” analizist végzett Pearson’s Chi-négyzet
prébaval és a mikro-RNS-ekhez prediktalt génszetteket illesztette a KEGG Utvonalakhoz. A KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Kanehisa and Goto, 2000) adatbazis kiilonb6zd
genomok tulajdonsdgait és bioldgiai rendszerekkel vald  6sszefliggését tartalmazza,
szisztematikusan rendszerezi a molekularis es rendszer-bioldgiai ismereteket, tapasztalatunk szerint

az egyik legjobban hasznéalhat6 adatbazis.

1vV.10.3. A GRp-t fokozott expreszid altal befolyasolt gének Gtvonalelemzése

A GRp overexpresszid valamint a Dexametazon kezelés soran azonositott mRNS halmazokat és a
metaanalizis eredményeit Utvonalelemzésnek vetettiik ald (Ingenuity Pathway Analysis (IPA)). Az
IPA a génexpresszids eredményeket az adatbazisara vetitve jeldli ki az érintett patogenetikai utakat

és hal6zatokat.

1V.10.4. A sejtciklus dependens expressziot mutatd gének utvonal elemzése

A sejt szortolds eredményeinek Osszehasonlitasat elvégeztik a korabbi, szinkronizacio-alapl
mérésekkel nyert primér human fibroblasztok szinkronizacios mddszerrel  vizsgalt
sejtciklusdependens génexpresszidjanak microarray adatait feldolgozasaval is. Az adatok a

European Bioinformatics Institute Array Express adatbazisabol (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

experiments/E-TABM-263/), a HeLa sejteken végzett vizsgalatdnak eredményeit a http://genome-
www.stanford.edu/Human-CellCycle/HeLa/ honlaprdl toltéttuk le. A vizsgalatunkhoz a szabadon
elérhetd DAVID Bioinformatics Resources 6.7 verziojat (https://david.nciferf.gov/) hasznaltuk. A
betdltott génlistak a Hela sejtciklus szort modszerre specifikus (HeLa SZORT \ HelLa szinkr.), a
HeLa szinkronizéalds modszerre specifikus (HeLa szinkr. \ HeLa SZORT) és a mindkét vizsgalatban
atfedé (HeLa SZORT N HeLa szinkr.) sejtciklusdependens expressziot mutatd gének listai voltak.
A Bonferroni-korrigalt < 0,05 p-értékii talalatokat tartottuk szignifikansnak.

1V.11. STATISZTIKAI ANALIZIS

A genetikai asszociaciés vizsgalatok sordn a Hardy-Weinberg egyensuly és a csoportok kozotti
megoszlasok vizsgalatara Chi négyzet vagy Fischer tesztet hasznaltunk. A mennyiségi valtozok
0sszehasonlitdsdhoz ANOVA, Student T-teszt, vagy Mann-Whitney teszteket alkalmaztunk.

Az mRNS és mikro-RNS expresszios microarray méresek kiértékelését GeneSpring 12.6
(Agilent Technologies) szoftverrel, egyutas ANOVA elemzést kovetéen Tukey-féle Honestly
Significant Difference poszt-hoc teszt és Benjamini-Hochberg korrekcid alkalmazasaval végeztik.
A TLDA vizsgélatok kiértekelését Real-Time StatMinerTM (Integromics, Granada, Spanyolorszag)

szoftver felhasznalasaval, egyutas ANOVA modszerrel végeztik. Az Gjgeneracios szekvenalési
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eredmények kiértékelését edgeR programcsomag (3.8.6 verzid) hasznélataval, T-tesztet kovetd
Benjamini-Hochberg korrekcié alkalmazéasaval végeztik. Az univerzélis sejtciklus-gének
kiillonb6z6 fazisokban vald expresszidjdnak ill. a féazisok kozotti dinamikus expresszio-
valtozasainak 0sszehasonlitasahoz Student-féle T-prébat alkalmaztunk. Az egyedi qRT-PCR
validalasok eredményeinek kiértékelése soran az egyes csoportok kdzotti 6sszehasonlitasra Student-
féle T-tesztet alkalmaztunk. A Korrelacids vizsgalatokra Pearson- és Spearman-féle modszereket
alkalmaztunk. A sejtenyészeteken végzett kezelések hatasat a proliferaciora, a medium kortizol
koncentraciora, az apoptdzis aranyara, valamint a sejtciklus fazisainak eloszlasara vonatkozoan
Student-féle T-teszttel vizsgaltuk. Minden dsszehasonlitasban a p-érték < 0,05 eredményt fogadtuk

el statisztikailag szignifikansnak.
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V. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Kutatbmunkam soran a hormonrendszer daganatainak a hatterében all6 molekularis
mechanizmusok megismerését vizsgaltam. Osszehasonlitva egyéb szervekkel a hormonrendszer
daganatai jelentos szazalékban alakulnak ki egy-egy 6rokletes geneltéres talajan, ami fontos
abbol a szempontbol, hogy mint orokletes korképek a mutaciot hordozok beazonosithatéak és
preventiv beavatkozasokkal a daganatok megel6zhetéek. Ugyanakkor, kutatdsi célpontnak is
idealisak, hiszen az adott génhibahoz tarsulé molekularis mechanizmusok megismerését célzo
vizsgalatdhoz pontos tdmpontot és a mutaciét hordoz6 daganatszovetek fontos kutatasi mintakat
jelentenek. Kutatomunkam két f6 pilléren all: elészor molekularis genetikai vizsgalatokkal
beazonositottuk azokat a hazai betegeket, akik valamilyen 0Orokletes endokrin
tumorszindroméban szenvednek, majd genotipus-fenotipus 0Osszefuggesek feltarasaval 0j, a
klinikai kezelésuket is befolyasold, 6sszefliggések ismertiink meg.

Kutatasom sordm a masodik pillér a sporadikus daganatokban zajl6 mechanizmusok
megismerése volt. Ehhez a feladathoz integrélt adatelemzést, azaz tobb szintr6l szarmazod,
legtobbszor az ingyenesen elérheté adatok feldolgozasan alapuld, bioinformatikai/statisztikai
elemzéseket is vegeztiink, amelyek segitségével sziikitettiik a késobbi célzott funkcionalis genetikai
vizsgalatainkhoz a célpontokat. Ezek a vizsgalatok féleg alapkutatas jellegliek voltak, amelyek
révén szdmos Uj, molekularis mechanizmust ismertiink meg. A kapott eredményeim kozul sz&mos
bekeriilt a mindennapi klinikai munkaba mint 0j diagnosztikai és prognosztikai markerek. A
transzlacios kutatasok eredmények kozil szamos U molekularis mechanizmust sikerult
beazonositanunk és szamos olyan epigenetikai vagy fehérje alapl molekulat azonositottunk,
amelyeknek diagnosztikai vagy terapias szerepe is lehet.

V.1. Orokletes endokrin tumorszindromak patomechanizmusai, genotipus-fenotipus
osszefliggések
V.1.1. A RET protoonkogén mutaciok geno-fenotipus dsszefliggései MEN2 szindréméban
Osszesen 18 csaladbol 40 6rokletes medullaris pajzsmirigyrakos (MTC) betegben végeztiik
el a RET protonkogén 10-16-os exonok mutacidanalizisét, hagyomanyos, PCR reakciot kovetd
bidirekcionalis DNS szekvenalassal (24. tablazat). Egy betegben a 16-0s 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 mutacié okozott. A 14-
es exon mutacidi gyakran csak MTC-vel tarsultak, egyetlen egy Val804Met mutaciot hordozdban
igazoltunk primér mellékpajzsmirigy (HPT) hiperplaziat. Eredményeink 0sszhangban voltak az

irodalmi adatokkal, a legsulyosabb fenotipus, a legagresszivebb MTC a 16-0s exon mutaciok esetén
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varhatd, mig a 10-es és 11-es exonok eltéresei sordn Phaeo és HPT is a klinikai manifesztaciok

része.

24. Tablazat: hazai MEN2A, FMTC, MEN2B szindromaban szenved6 betegekben azonositott

RET mutaciok
RET mutacid MEN2A FMTC MEN2B Gyakorisag
Exon 10
TGC609TCC (Cys-Ser) + _ _ 5.5%
TGC609TAC (Cys-Tyr)  — + _ 5.5%
Exon 11
TGC634TTC (Cys-Phe)  + - 27.7%
TGC634TAC (Cys—Tyr) + - 16.6%
TGC634AGC (Cys-Ser)  + _ - 5.5%
TGC634CGC (Cys-Arg)  + _ - 11.1%
TGC634TGG (Cys—Trp) — + — 5.5%
Exon 14
GTGB04ATG (Val-Met)  + + - 11.1%
GTG804TTG (Val-Leu) — + — 5.5%
Exon 16
ATG918ACG (Met-Thr) — - + 5.5%
25. Tablazat: A hazai RET mutaciéot hordozé betegek fobb klinikai eltérései
Exon 10 Exon 11 Exon 14 Exon 16
609 Ser 609Tyr 634Phe 634Tyr 634Ser 634Arg 634Trp 804Met 804Leu 918Thr
Betegek szdma 3 2 9 9 4 2 2 4 4 1
Csaladok szama 1 1 5 3 1 2 1 2 1 1
Eletkor a 35 41 43 27 41 285 35 38 44 18
diagnoziskor
év (tartomany) (15-48) (27-55) (9-67) (16-51) (33-51) (22-35) (16-55) (34-45) (33-55)
Unifokalis MTC 1 - - - 1 — 1 2 - -
Multifokalis MTC 1 2 9 7 1 2 1 1 4 1
C-sejt hiperplazia 1 2 2 3 3 - - 1 1 -
Nyirokcsomo - - 2 2 1 1 - 1
metasztazis
Tavolis metasztazis - - - 3 2 - 1 - - 1
Hal&lozas MTC- - 1 - - - - 1 - -
miatt
Serum calcitonin, 247+ 420 705+ 864+ 835+ 1000 648 115+ 293+ 2200
atlag és SD pg/ml 383 n=1 1028 1531 612 n=1 n=1 106 474 n=1
(n=23) (n=6) (n=4) (n=4) (n=2)(n=14)
Phaechromocytoma 2 - 7 2 3 2 - - - -
Kétoldali Phaeo - - 3 2 3 2 - - - -
Hiperparatiretzis - - 2 - - - - 1 - -

Betegeinkben igazolt fenotipus jegyek hasonléak az irodalomban kodzoltekhez. Halalozas

minddsszesen két esetben kdvetkezett be MTC miatt, ami szintén alatamasztja azt a megfigyelést,
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hogy az orokletes MTC agresszivitasa elmarad a sporadikus - RET-negativ - esetek halalozasatol
[2]. A Phaeo és hiperparatiredzis gyakorisaga némileg elmaradt az irodalomban kozeltektdl, de nem
zarhato ki, hogy sajat betegeinkben a késobbi életkorban ezek a manifesztaciok is megjelennek (25.
tablazat) [435].

A hazai adatainkat kiegészitve a nemzetk6zi adatokkal szamos Uj megfigyeléseket és

Osszefuggeseket azonositottunk, amelyeket a V1.1.11. pontban részletezem.

V.1.2. A VHL gén eltérései hazai von Hippel-Lindau szindrémaban szenved6 betegekben

A von Hippel-Lindau (VHL) szindroma egy ritka, tobb szervet érint6, autoszém dominansan
oroklédo korkép. Munkdm soran a hazai VHL szindroméban szenvedd betegek mutacidvizsgalatat
végeztik el. Hét csaldd 35 tagja és 37 latszolag sporadikus megjelenésti Phaeo—val Kerlt
Kivizsgalasra. Betegség-okozé mutaciot mind a hét VHL szindromaban szenvedé csaladban és 3
Phaeo-s betegben sikerilt detektalnunk. A pontmutaciok mellett két nagy és egy 2 bazist érintd
deléciot is kimutattunk. A genotipus-fenotipus adatokbdl kittinik, hogy a delécidkkal és Stop kodont
eredményez6 mutaciok soran a VHL szindroma 1-es tipusa (nincs Phaeo) a klinikai megjelenés,
mig aminosavcserével jaré pontmutaciok a VHL szindroma 2-es tipusat eredményezik. A
kutatdbmunka soran szikséges volt az an. nagy géndelécidk detektalasnak kidolgozasa is mert a
VHL szindromaért felelds géneltérések kb. 10-15 % ilyen hiba, és ezeket DNS szekvenaldssal nem
lehet azonositani. Erre kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakciot és multiplex lig&cids proba
amplifikaciét (MLPA) végeztink (14. 4bra) [436].

génddzis %

Bw:

gondozis %

14. Abra: a VHL gén nagy deléciinak kimutatasaban hasznalt modszerek. A panel: az
MLPA modszerrel igazolt 2-es exon delécid, B panel: kvantitativ valés idejii PCR-el igazolt
3-as exon delécid
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A nagy delécié vizsgalat bevezetésével az 1998-2009-es idészakban a hét VHL
szindroémaban szenved6 csalddbdl 2 esetben (28,5%) taldltunk meg a korképért felelds nagy
deléciokat, ami megerésitette az irodalmi adatok alapjan varhatd gyakorisagot és felhivja a
figyelmet arra, hogy a molekularis biologiai modszereket egymassal kiegészitve kell alkalmazni a

klinikai genetikai vizsgalatok soran.

26. Tablazat: Hazai VHL szindromas és latszélag sporadikus Phaeo-ban szenvedé betegek
VHL gén mutacidanalizisének valamint a klinikai fenotipus eredményei

Csaladdok | Csaladtagok Veserak K1 haemangiob Phaeochromoc Retina Egyéb VHL génhiba VHL
(életkor) lastoma (életkor) ytoma érintettség altipus
(életkor) (életkor)
A Proband - 39 - 22 Vese ciszta L158V 1
Fia - - - 6 - L158V
B Vese és pancreas ciszta,
1P - 27 - 19 polyglobulia R161X 1
C 3-es exon
1P 35, kétoldali 33 - - Vese és pancreas ciszta delécio 1
D Vese és pancreas ciszta 2-es exon
IP - 22 - 22 accesorikus Iép delécio 1
E Vese ciszta, veserak, Kl
IP 21 haemangioblastoma 354 _355delCT 1
F IP - - 27 27 Patkovese R167Q
Anyja 49 - - - - R167Q 2B
IP 40, kétoldali 42 34 - - S80!
Nagynéni 1° | 45, kétoldali - - - S80l
Nagynéni 2 ° Pancreas neuroendokrin
tumor S80I
Unokatestvér
G 1 - 37 - 18 - S80I 2B
Unokatestvér
2 - 38 39 29 - S80I
Unokatestvér
1 - 22 - 23 Vese ciszta S80I
Unokatestvér
2 - - 10, kétoldali 26 - S80I
nem
H IP 19 - 19 - Mellékhere ciszta igazolédott 2B
LSP1 Proband 59 L63P 2C
LSP2 Proband 55 Y156C 2C
LSP3 Proband 25 R167G 2C

Kl: kdzponti idegrendszer

Az 0sszesen 10 betegségokozd mutacio kozott talalhaté 1 nonsense (R161X), 6 missense
(L158V, R167Q, S80I, L63P, Y156C és R167G), 1 kis delécié (354 355delCT) és 2 nagy
géndelécid. Ezek mellett egy benignus VHL génvarians (P25L) is kimutatasra kerult (26. tablazat).
Ezen genetikai eltérések a teljes VHL génben elszortan talalhatdak meg és nem ismétlddnek
csaladok kozott, vagy tomorilnek mutacios hot spot-ba (16. abra). A csonkolt, vagy hianyz6 VHL
fehérjét eredményezd génmutaciok csak a VHL-szindroma 1-es tipusaba sorolt csaladoknal
fordultak el6, mig a missense mutaciok dontéen, de nem kizardlag a VHL-szindroma 2B és 2C
tipusaban. A hazankban tapasztalt mutécids spektrum Iényegesen nem kiillonbézik a nyugati, japan,

vagy kinai populacidékban talaltaktél [67,437]. Az egyik legnagyobb beteganyagot feldolgozd
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tanulmanyban 6 mutacids hot spot-ot azonositottak, melyek koziil ketté (R161X és R167Q) a sajat
beteganyagban is fellelhetd volt [65].

A beazonositott mutaciok kozul egy, a ¢.354 _355delCT volt 0j mutécid. Ez és az R161X
mutacio is csonkolt, jelentésen karosodott miikodésti VHL fehérjét eredmenyez, ami patogénnek
tekinthetd. A két kiilonboz6 nagy géndelécid szintén sulyos funkcionalis kovetkezménnyel jart,
betegeinkben a VHL-szindroma 1-es tipusat okozta. Ez az dsszefuggés is megfelel az irodalmi
adatok alapjan var osszefliggésnek, de taldlkozhatunk belga és lengyel csalddokkal ahol un. csak
kozponti  idegrendszeri  haemangioblastomaként  (,,CNS  (central nervous  system)
haemangioblastoma only”) manifesztalodo koérformat mutattak ki nagy géndelécidhoz tarsulva
[438,439].

Az R161X csonkold mutécidt hordozo, fiatal, VHL-szindréma 2-es tipusaba sorolt index
betegben enyhe polyglobulia is jelen volt. Ennek hatterében veseeltérést és inadekvat eritropoietin
(EPO) tulprodukciét nem tudtunk kimutatni. A VHL gén mutacidit leirtak Chuvash-
polycythaemiaban, amiben a VHL-szindromahoz kapcsolod6é tumorok nem fordulnak elé [440—
446]. Az alapvet6 genetikai kiilonbség a két betegség kozott az, hogy mig a VHL-szindréma
autoszomalis dominans modon addig a Chuvash-polycythaemia autoszomalis recessziv. modon
oroklédik, igy a betegekben csirasejtesen homozigota, vagy compound heterozigdta VHL mutaciot
lehet azonositani. Betegiink esete kapcsan felmeril, hogy a polyglobulia kimutatdsanak esetleg
szerepe lehet a VHL-szindréma fenotipus elérejelzésében [447,448]. Az irodalomi adatok
feldolgozéasa soran nem talaltunk olyan kdzleményt, amelyben olyan maodon vizsgaltak volna
erythrocytosis jelenlétét VHL-szindromaban, hogy azt nagy valdsziniiséggel nem renalis eredetii
EPO tlltermelés okozta volna, habar a betegek 5-20 szazalékaban erythrocytosis el6fordulasarol
szamoltak be. Arrdl nem sikerilt irodalmi adatot talalni, hogy a homozigéta VHL mutacio miért
nem okoz tumorképzédést Chuvash-polycythaemiéban.

Tovabbi érdekes manifesztacié volt az egyik R167Q mutécidt hordozo betegben kimutatott
patkdvese, ami extrém ritkan fordul el6 VHL-szindrébméban [449]. Ennek oka lehet, hogy az
embrionalis fejlédés korai szakaszaban a mesonephros caudalis iranyl vandorlasanak
rendellenesseégeként alakul ki a patkovese, amiben a VHL fehérjének is szerepe lehet [450].

VHL-szindromas csaladok vizsgalatakor a Phaeo el6fordulasa 30% koriili [39], melynek
sajat eredményeink is megfelelnek: 7 csaladbdl 3, 18 klinikailag érintett egyén kozil 5 esetben
mutattuk Kki. A latszolag sporadikus Phaeo esetében a VHL gén defektusai 0-11 széazalékban
igazolhat6ak [56,76,451,452]. Azokban a tanulmanyokban, amelyek ennél nagyobb gyakorisagrol
szdmoltak be [453], az adott populacidban tapasztalt VHL mutécié alapité hatasanak” (founder
effect) tulajdonithatd [454]. Sajat eredmeényeink is a 10% koruli prevalenciat mutattak, a 37,

egymassal rokoni kapcsolatban nem allo egyen kozil 3 esetben (8,1%) talaltunk csirasejtes VHL
102



dc_1400 17

gén mutéaciot szOvettani vizsgalattal igazolt, sporadikus, egyoldali Phaeo-aban. Mindharom
egyénnél kiilonb6zé mutaciot (L63P, Y156C és R167G) taldltunk, mely alapjan az ,,alapitd hatas”
lehetésége elvetheté volt. Ezen mutacidkat korabban VHL-szindroma esetén irtak le. Az R167
aminosavat érint0 missense jellegli mutaciok VHL-szindromaban gyakran tarsulnak Phaeo-hoz
[68], mely esetlinkben R167G kapcsan Phaeo-hoz, az R167Q kapcsan VHL-szindroma 2-es

tipusaként jelentkezett.

Ri61X| |[R167Q
1 1
Mutsicic Le3P Saal 354_355delCT L158V R167G
és VHL tipus a2 -8 1 1 aC
Y156C
2C
Exon 2 delécio Exon 3 delécio
1 1
| | | ¥ |
I [ [ |
Exonek Exon 1 Exon 2 Exon 3
-ona (1-11% (114-154) (155-213)

vhi gén 1 54 91 13 157 170 213
pVHL30 |
pVHL19 [

HIF 1 Elongin C
i kiitahely kiitahely

Kitéhelyek
191-113) (157-17
B-domén a-domén p-domén
Domének I H H I
(63154) (155-192) (193-204)

15. Abra: A hazai VHL szindromaban betegekben igazolt VHL mutaciok funkcionalis
kovetkezményei a VHL fehérjén belili elhelyezkedéstik alapjan

Az igazolt VHL mutécidk funkciondlis kovetkezményeinek tisztazasaban az elsd 1épés a
mutaciok okozta aminosavcserék beazonositasa a VHL fehérje szerkezetében. Ahogyan a 15. abran
latszik az S80-as kodon — az S68, S72 és S65 aminosavakkal egyitt — olyan fontos foszforilacios
hely, ami a glikogén-szintaz-kinaz 3 (GSK3) szubsztratja a pVHL30 fehérjében [455]. A GSK3
tobb olyan jelatviteli dtvonal alkotéeleme, amelyek tobb szolid daganatban is karosodhat. Masik
fontos Gsszefligges, hogy ezek a szerin aminosavak szerepet jatszanak a mikrotubulus dinamika
megvaltoztatasaban is. Lolkema es munkatarsai mutattak ki, hogy mas, szintén a savas kémhatasu,
N-terminalis végen talalhatd szerin aminosavak (S33, S38 és S43) foszforilacidja a HIFla-
fliggetlen tumorszuppresszor hatashoz vezet [456].

A latszolag sporadikus Phaeo-ban szenvedé betegekben igazolt VHL csirasejtes mutaciok

funkcionalis kovetkezményei is megbecsiilhetéek a fehérje szerkezetb6l. A p-domén els6
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aminosava az L63, melynek L63P mutacidja esetén a leucin lanctor6 prolinra cserélédik [457], mig
az Y156 aminosav az a- és B-domén kritikus kapcsolodasi pontjanak bizonyult [72], igy mindkeét

mutacio kovetkeztében koros, megvaltozott funkcidju fehérje jon létre.

V.1.3. A VHL gén Ser80lle és a Pro25Leu variansok patogenetikai szerepének tisztazasa

A VHL szindroma genetikai vizsgalata soran latoteriinkbe ker(lt egy toébb generacios csalad
(16. abra). A vizsgalatok az index betegben két aminosavcserével jaré6 mindazidaig nem ismertetett
génvarianst: AGT80AAT (p.Ser80lle) ¢.239G>A, és a CCT25CTT (p.Pro25Leu) azonositott. A
csalad 32 tagjanak klinikai és genetikai vizsgalata bebizonyitotta, hogy ezek kozil a Ser80lle
mutacio felelés a betegségért, mig a p.Pro25Leu varidns egy artalmatlan génpolimorfizmus. A
csaladfa, szekvenciaelemzés konzervaltsaganak vizsgalata és a vad és mutans fehérjék 3D

szerkezetének modellezése megerésitette eredményiinket [458].

I E}—-£ b—+o 2}143 l* o0
1 2 3 4 5
y Lo ko ke
I o—‘—z e—1 nTz 2 A & = 0
1 2 3 4 5 & 7 g
v @‘ l\é 1 Dl J} IL i> é i @ JH
1 2 3 4 5 6 7 g a 10 11 12 13 14 15 16 17
vV LIV: Generation
& N Serf0Tle mutation detected :
2 Pro25 Leu moutation detected
& B. Sex0Tle and Pro25 Leu mutation
detected
<O Neither Ser@0lle mutation nor Pro25Leu
muiation deiected
@K i Not tesied

Clinically proved vonHippel-Lindau syndrome

+* -

16. Abra: A VHL gén Pro25Leu és Ser80lle variansokat hordozd csalad csaladfaja. A
sotéttel kiemelt betegek a Ser80Ile mutaciot, az iires jelolovel ellatott tagok vad tipust gént,
mig a vizszintes vonalazasu csaladtagok a Pro25Leu polimorfizmust hordozzak. Egy tag
(11/1.) mindkét eltérést hordozta [458].

A két VHL génvarians patogenitasanak megitélésben DNS szekvenciaillesztést és 3D
molekulamodellezést is hasznaltunk (17. Abra). Ezek alapjan lathato, hogy a 80-as poziciéban

talalhatd szerin konzervalt, mig a 25-0s pozicié nem konzervalt a kiilonb6z6é fajokban. Szintén
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lathatd, hogy a 80-as pozicidban a szerin cseréje izoleucinna a molekula térszerkezetét atrendezi,

ami a VHL funkcioja szempontjabol kritikus lehet.
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17. Abra: a VHL Pro25Leu és Ser80lle variansok konzervaltsaganak analizise és a
Ser80 és 11e80-as variansok 3D-s modellje

A csaladfa, a konzervaltsag és a molekula térszerkezet alapjan kijelenthet6, hogy ebben a

csaladban a Ser80Ile varians volt felelds a betegség kialakulasaért, mig a Pro25Leu egy artalmatlan

génvarians.

V.1.4. A szukcinat dehidrogenaz enzim (SDH) alegységeit kddolé gének (SDHB, SDHC,
SDHD, SDHAF2: SDHx gének), MAX és a TMEM127 mutacidk prevalenciaja hazai

betegekben

A Phaeo/PGL genetikai szempontbol az egyik legheterogénebb korkép, eddig 15 gén
mutéciodit igazoltadk hatterében. Munkam soran el6szor 2009-ben sikerllt kimutatnunk egy fiatal

férfi betegben az SDHD génben egy kereteltolddassal jaré patogén mutaciot (18. Abra) [459].
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18. Abra: Az SDHD gén c.147-148 insA kereteltolodast okoz6 mutécié kromatogramja
a vad (normadlis) szekvenciahoz viszonyitva

Betegiink egy 33 éves aktivan sportold fiatal férfi volt, akinek a vezetd klinikai tiinetei a
verejtékezés és palpitacid voltak. Magas veérnyomas (szisztolés: 120-167 Hgmm, diasztolés: 87—
110 Hgmm, amely 5 perces kerékparozas utdn 251/117 Hgmme-re emelkedett) szintén igazolhat6
volt. A laboratériumi rutinvizsgalatok enyhe hipokalémiat (szérum kalium 3,5mmol/l), enyhe
hipokalcémiat (szérum kalcium 2,16mmol/l) mutattak, de a vérkép, vordsvérsejt-sillyedés,
vércukor-, szérum kreatinin-, hugysav-, koleszterin-triglicerid- és méajfunkcios értékek normalisak
voltak. A panaszok Phaeo gyanujat vetették fel, ezért 24 oran keresztul gyijtott vizeletben
katekolaminmetabolit-meghatarozast végeztiink, ami emelkedett vanillin-mandulasav (VMA, 18,2
mg/24 oOra, referenciatartomény: 1,8-6,7 mg/24 6ra) és normetanephrin-iiritést (2812,9 ug/24 ora,
referenciatartomany:105-354 png/24 6ra), de normalis metanephrin-Uritést (101,3 pg/24 ora,
referenciatartomany: 74-297 nug/24 6ra) igazolt. A mellékvese képalkotd vizsgélatok nem mutattak
koros eltérést. A Phaeo és neuroendokrin daganatok kimutatdsara kifejlesztett 8-fluoro-DOPA
pozitronemisszids tomografias vizsgalatot (18-F-DOPA PET-CT) kulfoldi intézetben végezték el; a
vizsgalat az aorta hasi szakasza el6tt a lumbalis I11. csigolya magassagaban kérjelz6 izotopdusulast
mutatott. A 18-F-DOPA PET vizsgalattal jelzett daganatot kesébb MR-vizsgalattal is azonositani
lehetett. Gydgyszeres el6kezelést (alfa- és beta-adrenerg receptorblokkold) kévetéen az aorta
bifurkacioja elott levé 3,5 cm-es daganatot laparoszkdpos miitettel eltavolitottdk. A szdvettani lelet
PGL-t igazolt. A miitet utan a beteg panaszai megsziintek, vérnyomasa normalizalédott.

Az elso esetiinket kovetden az elkdovetkez6 10 évben tovabb vizsgalva a hazai Phaeo/PGL-S
betegeket 2016-ban 6sszesen 82 latszblag sporadikus (a MEN2, NF1 és VHL szindromak kizarasra
keriiltek) Phaeo/PGL-aban szenvedd betegben végeztik el az SDHx, MAX és TMEM127 gének
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vizsgalatat. 11 esetben igazoltunk mutéciét, amelyek koézil 4 SDHB (SDHB: ¢.586 T > G;
p.Cys196Gly, SDHB: ¢.586 T > C, p.Cys196Arg; SDHB: ¢.607G > T, p.Gly203Stop; SDHB:
€.728G > A, p.Cys243Tyr) és 1 TMEM127 (TMEM127: c.464 T > A, p.Leul55Stop) mutacio az

irodalomban eddig nem ismert, Uj mutacio volt (27. tablazat) [460].

27. Tablazat: Latszolag sporadikus Phaeo/PGL-ban szenvedé betegekben kimutatott
betegség-okoz6 génmutéciok

Eset | Eletkor Manifesztacio Gén/Mutéacid

35 Phaeochromocytoma (recidivalé) RET: Cys634Trp
2 45 Phaeochromocytoma (bilateralis) RET: Cys611Tyr
3 31 Phaeochromocytoma, késdbb medullaris pajzsmirigy carcinoma RET: Cys634Trp
4 23 Phaeochromocytoma (bilateralis) RET: Cys634Tyr
5 13 Phaeochromocytoma (malignus, bilateralis) VHL: Arg79Gly *
6 55 Phaeochromocytoma VHL: Tyr156Cys
7 25 Phaeochromocytoma VHL: Argl67GIn
8 50 Phaeochromocytoma VHL: Leu63Pro
9 31 Phaeochromocytoma NF1**
10 31 Phaeochromocytoma NF1**
11 33 Paraganglioma (intrabdominalis + fej-nyak) malignus SDHB:Cys253Tyr
12 32 Paraganglioma (intrabdominalis + fej-nyak) malignus SDHB: Cys196Gly *
13 31 Paraganglioma (intrabdominalis + fej-nyak) SDHB: ¢.586T>C

Cys196Arg*
14 30 Paraganglioma (intraabdominalis) multiplex, malignus SDHB: Cys243Tyr*
15 19 Phaeochromocytoma + vilagossejtes veserak SDHB: Gly203Stop*
16 37 Paraganglioma (fej-nyak) SDHB: c286+1G/A,
17 24 Paraganglioma (intraabdominalis) SDHB: Arg217Cys
18 62 Paraganglioma (fej-nyak) SDHC: ivs+1G/T
19 56 Paraganglioma (fej-nyak) SDHC: ivs+1G/T
20 32 Paraganglioma (intrabdominalis + fej-nyak) SDHD: ¢.147-148 insA
21 51 Phaeochromocytoma (bilateralis) TMEM127: Leul55Stop*
Paraganglioma (intraabdominalis + fej-nyak)

22 22 Phaeochromocytoma egyoldali TMEM127: Cys140Tyr
23 a7 Pheochromocytoma bilateralis TMEM127: ¢572delC

* munkacsoportunk altal felfedezett (j mutaciok

A mutaciok klinikai Osszefiiggései koziil kiemelendd, hogy a rendkivil rosszindulatd,
multiplex metasztazisokkal jaré daganatos kép az SDHB mutaciokkal tarsult, ami megfelel az
irodalmi adatoknak [461].

Egy beteginkben a PGL mellett vilagossejtes veserak is kialakult szintén egy Uj SDHB
mutaciohoz asszocidlva. Az Uj mutacidk patogenitdsanak egyik bizonyitéka, ha a daganatokban
kimutathatd az SDHB fehérje hianya, ami megerésiti a Knudson féle tumorigenézis modellt.
Ahogyan a 19. abran is lathatd ez mindegyik PGL és a vilagossejtes veserak esetén teljesult. Az

SDHB immunfest6dés hianya bizonyitja az SDHB mutaciok patogenetikai szerepét, igy ez az Uj

107



dc_1400 17

klinikai manifesztacid egy uj fenotipus, amelyre az SDHB mutaciot hordozd betegek Klinikai
nyomonkdvetésében figyelembe kell venni.

Eredményeinket késobbi, nagy esetszamu multicentrikus tanulmany is megerdsitette [461].
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19. dbra: Az Uj SDHB mutacidkkal tarsult daganatok SDHB immunhisztokémia
festodése. A PGL —ban és az onkocitas vilagossejtes veserakban hianyzik az SDHB fest6dés
(A panel az SDHB: ¢.586 T > G (Cys196Gly) mutaciéhoz tarsult intraabdominalis PGL,
pozitiv kontroll mellékvesekéreg sejtek; B panel: az SDHB: ¢.728G > A (Cys243Tyr)
mutaciohoz tarsult PGL, pozitiv kontroll endothél sejt; C és D panelek az SDHB: ¢.607G >
T (Gly203Stop) mutécidhoz tarsult vilagossejtes veserak; D: nem daganatos vesetubulusok
pozitiv SDHB jel6lést mutatnak.

Eredményeim arra utalnak, hogy Magyarorszagon nincs un. alapité mutécié a Phaeo/PGL-k

héatterében, ezért mind a 15 gén mutécidvizsgalata indokolt ebben a korképben.

V.1.5. Az SDHx gének aminosavcserével jardé genvariansok fenotipust modosité szerepének

tisztdzasa MEN2-s betegekben

A SDHXx gének egyértelmii betegség-okozd szerepe a Phaeo/PGL kialakulasaban merdlt fel.
Ugyanakkor szdmos olyan SDHx génvarianst is beazonositottak, amelyeknek funkciondlis hatasai
vannak (pl. a koros enzimmiikodés miatt fokozott reaktiv oxigéngyok termelddés, felhalmozodo
szukcinat miatt a hypoxia jelatviteli Gt aktivalddasa, illetve koros mitokondrium funkcid), ami
felvetette, hogy ezeknek a varidnsoknak esetleg fenotipus modositd hatasa lehet tobb endokrin
tumorszindromaban is.

Ezek kodzil a MENZ2 egy igéretes csoport, hiszen a Phaeo a MEN2 egyik részjelensége, és a
penetranciaja még csaladon beliil is nagymértékben eltér6. Munkank soran 77 csirasejtes RET
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mutaciot hordoz6 MEN2 szindromas (55 MEN2A), 48 sporadikus MTC, 48 sporadikus Phaeo beteg

és 100 egészséges egyén vizsgalatat végeztik el az SDHB és SDHD génvariansok kimutatasara.

Kezdetben az adatbazisunkban szerepld Phaeo-s betegek adatait elemeztik Gjra és

felmértuk, hogy az SDHB és SDHD gének koziil mely eltérések fordultak el6 beteganyagunkban.

Egyedil az SDHD p.G12S varianst mutattuk ki sporadikus Phaeo betegeinkben. Ezért a

tovabbiakban erre az eltérésre fokuszaltunk. Bedllitottunk egy restrikcios enzimemésztéses

modszert, amellyel koltséghatékony moédon tudtuk elvégezni a genotipizélast az 6sszes MEN2

szindromaban szenvedo beteg estén (20 abra).

C-P1 P2 P3 P4 P5
B o

-~ 4~ -

— 500 bp.

174 bp.
326 bp.

B
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i
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J

[233
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20. Abra: Az SDHD gén G12S polimorfizmus vizsgalata. A panel: restrikcios
enzimemésztés, L: DNS marker, C+: pozitiv kontroll; C-/-: negativ kontroll (vad tipus); +/-:
heterozigocia, P1-P5: probandok; bp: bazispar. Panel B: a varians normalis (vad) szekvencia
kromatogramja, valamint egy heterozigdta eltérés.

Az elvégzett vizsgalatok az SDHD p.G12S variansa szignifikans dusuldsat igazoltdk MEN2As

betegekben (8/55) mig sporadikus MTC, sporadikus Phaeo betegekben nem tudtuk ezt a varianst

igazolni.

28. Tablazat: Az SDHD G12S polimorfizmus 6sszefliggései MEN2A szindromaban

MEN2A (n=55) G12S negativ G12S pozitiv
Probandok (n=16) n=13 n=3
Eletkor (évek * szOras) 40.1+ 9 43+3
Gyakorisag

MTC 12/13 313

Phaeo 6/13 2/3

HPT 4/13 1/3

Szérum kalcitonin 1206 £ 932 (13- 6864+11111 (124-
atlag + SD (tartomany) 2400) 19690)
Csaladtagok (n=39) n=34 n=5
Eletkor (évek = szorés) 32.5+19.3 29.6+20.5
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Gyakorisag
MTC 22/34 3/5
Phaeo 8/34 2/5
HPT 4/34 1/5

Szérum calcitonin
atlag £+ SD (tartomany)) 393.8 + 556 (0-1978) 436.2 + 876 (0-2000)

*MTC: medulléris pajzsmirigy karcindbma, Phaeo: phaeochromocytoma, HPT: hiperparatireozis,
MEN2: Multiplex Endokrin Neoplazia 2-es tipus

Az egészséges kontrollok kozil 1 esetben talaltuk meg a p.G12S varianst. A manifesztaciok
megjelenése idején az életkor, a szérum kalcitonin szintek nem mutattak 6sszefliggést a varianssal.
(28. tablazat). Eredményeink illeszkednek azokhoz az irodalmi adatokhoz, amelyek kimutattak,
hogy a H50R varidnsa az SDHD génbdl gyakoribb volt sporadikus és familiaris MTC-ben
[462,463]. Ugyanakkor az SDHx gén variansokkal igazolt eltérések nem voltak kimutathatéak brit
betegekben, ami felhivja a figyelmet a populacidk kozotti eltérésekre [464].

Osszesitve ezeket az eredményeket megallapithatjuk, hogy, még egy jol ismert monogénes
szindroma esetében is lehetnek olyan génvariasok, amelyek az adott fenotipus maodositasaban
vehetnek részt. Ez a megfigyelés indokoltta teheti az adott szindromaban eléforduld

manifesztacidkhoz kapcsol6do biztosan betegség-okozo6 gének vizsgalatat is [465].

V.1.6. Egyiittesen eldfordulé SDHC és PTEN mutdciokkal tarsult klinikai fenotipus

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban folytatott kutatomunkam soran a Cowden betegség
genetikai vizsgalataval is foglalkoztam. Az 6rokletes daganatszindromakhoz szorosan kapcsolodik
€z az eset ismertetése, ami szintén megerositi, azt, hogy még az extrém ritkdnak tind szindrémak is
tarsulhatnak egymassal és egy beteg akar két orokletes korképben is szenvedhet. A 43 éves
ndbetegben 37 éves koraban follikularis pajzsmirigyrakot, és egy éven belul a bal, majd két év
mulva a jobb oldali carotis testet érint6 PGL-at diagnosztizaltak. Mindegyik daganatot sikeresen
eltavolitottdk, egyéb malignus korkép nem volt kimutathaté. Ugyanakkor az anamnézis soran
kider(lt, hogy méh leiomyoméaja és fibrocisztas eml6diszplazia miatt is allt mar kor&bban
Kivizsgalas alatt. Ezek az eltérések makrokefalidval és papillomatézus papuldkkal felvetették a
Cowden szindroma klinikai diagnozisat. A genetikai vizsgalat patogén PTEN és SDHC mutacidkat
igazolt (21. abra). Esetiink az els6 dokumentalt beteg, akiben az SDHC mutécidé mellett egyéb,

dominansan 6r6kl6d6 tumorszindroma is Kialakult [466].
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21. &bra: Csirasejtes PTEN és SDHC mutaciok kromatogramjai. Adenin inszercid a
PTEN gén 48. pozicidban, ami kereteltolédast okoz, egy korai Stop kodonnal a 16.
kodonban (Al panel, az A2 panel a megfeleld vad tipust szekvenciat mutatja). A B1 panel
az SDHC ¢397T>C ((Arg133Stop) mutacio elektroferogramja, mig a B2 panel a megfeleld
szakasz vad tipusu szekvencigja.

A két orokletes génhibanak a betegben és a csaladjaban is fontos kdvetkezményei vannak,
specifikus diagnosztikai eljarasok, tumor surveillance és természetesen genetikai tanacsadast tesz
szilkségessé [81,89]. A Cowden szindromahoz kapcsol6do klinikai ajanlas tartalmazza az emlérak
(évente mammografia, MRI), endometrium karcinbma (endometrium vizsgalata ultrahang
vizsgalattal, vagy endometrium biopszia végzését) és az egyéb daganatok iranyaba torténd
vizsgalatokat (pajzsmirigy karcinbma iranyaba klinikai és laboratériumi vizsgalatokat,
bérgyogyaszati konzulticiokat). Az SDHx mutéciokhoz kapcsolodd szlirdvizsgéalatok a nyak,
mellkas, has és medence képalkoto vizsgalatokkal torténé vizsgalata 1-2 évente, valamint vizelet
metanefrin és katekolaminok meghatarozasat javasolja. A 18-fluorodopamin PET vizsgélat klinikai
jelent6ségét tobb tanulmany is kiemeli, elsésorban a fej-nyak régio kepalkotd diagnosztikajaban

magasabb érzékenységét igazoltdk az MRI-vel 6sszehasonlitva [81].

V.1.7. A csirasejtes SDHx variansok hatdsa Cowden (CS) és Cowden-szerii szindromdban
szenvedd betegekben
Szintén az USA-ban végzett és a hazai kutatbmunkamhoz is szorosan kapcsoldédé vizsgalat
volt a Cowden korban (CS) és Cowden szindromahoz hasonlé (CS-szerii) betegségben szenvedok
szlirése SDHx mutaciokra. Osszesen 375 PTEN mutécié negativ CS/CS-szerti szindromds beteg,
analizisét végeztik el. A 375 PTEN negativ eset kozll 74 esetben igazoltunk mitokondrium

diszfunkciot, az emelkedett MnSOD expresszidval. Ezek kozul 10 (13.5%) esetben csirasejtes
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SDHB és SDHD génvarianst mutattunk ki (29. tablazat). A PTEN mutaciot hordozd CS/CS-szerii
betegekhez képest az SDHx génvariansokat hordozok kozott gyakoribb volt az emldrak, a
pajzsmirigyrak és a veserak eléfordulasa. Szamszerisitve az eredményeket a vilagossejtes veserak a
10 SDHx varianst mutatd CS-szer(i betegben 2 esetben mig a 230 PTEN mutaciot hordozd beteg
kozul csak 4 esetben volt jelen (p=0.03), a pajzsmirigy karcindma 5 a 10-bdl versus 15 a 206
(p<0.001) betegben volt jelen. Szdvetanilag az 5 SDHXx varidnsokhoz tarsult pajzsmirigy daganat
papilléris karcindma volt, mig a PTEN mutécidkhoz asszociélt daganatokban csak 1 esetben volt ez
a hisztologia. Eml6 daganatot a 9 SDH érintett nébol 6 esetben, mig PTEN mutaciot hordozok 28%-
aban volt jelen (p<0.001).

Eredményeink megerdsitik az SDHX génvariansok hajlamositd szerepét kiilonb6zd szolid
tumorok kialakulasara.

29. Tablazat: PTEN mutécid negativ, de SDHx gén variansokat hordoz6 betegek genotipus-
fenotipus 6sszefliggései.

Gén/Varians Daganatos manifesztacidk az érintett szovetekben
Eletkor/NemGén Mutacio Emlé Pajzsmirigy Vese Méh  Csaladi halmozddas
41F SDHB Ala3Gly C L endometrium cc.
29F SDHB Serl163Pro C B emlérak, PTC
54F SDHB  Ser163Pro C B emlérak, PTC
69F SDHD Gly12Ser C C eml6rak, endometrium cc.
62F SDHD Gly12Ser B B Cc L nincs
46F SDHD Gly12Ser C C L nincs
42F SDHD Gly12Ser C L nincs
56F SDHD His50Arg C C emlérak
55M SDHD His50Arg C eml6rak, PTC
53F SDHD Hisl45Asn C B C nincs

Réviditések: CC, karcindbma; B, szdvettanilag benignus; L, méh leiomyoma; PTC, csaladi halmozddasu papillaris
pajzsmirigy karcinéma.

A beazonositott SDHx variansok patogenitasanak igazolasahoz komplex biokémia
elemzéseket végeztink. A varidnsok gyakorisagair6l szarmazé adatok, amelyek a kiilonb6zo
genetikai adatbazisokban fellelhetéek megerdsitette patogén jellegiiket, hiszen az SDHD His145Asn
varians egyik adatbazisban sem, valamint a sajat kontrolljainkban sem fordult elé. A 145-6s
pozicioban 1év0 hisztidin az egér, juh és szarvasmarha genomjdban is egy konzervalt pozicid, ami
szintén alatamasztja funkcionalis jelentoségét. A tobbi kimutatott varianst sem tudtuk kimutatni az
egészséges kontroll populacioban, valamint a kozolt allélgyakorisagi adatok, amelyek meg a
leggyakoribb variansok esetén (SDHB Serl63Pro és SDHD Glyl12Ser) sem érte el a 3%-ot
megerdsiti patogenitasukat [467-469].
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A beazonositott ritka varidnsokhoz kapcsolodd mechanizmusok tisztdzasa rendkivili jelentéségi
ezért komplex in vitro funkciondlis vizsgélatokat végeztiink a variansokat hordozé betegekbdl
izolalt primér limfoblasztok felhasznalasaval.

Az SDH funkcio kovetkezmeénye a mitokondrium diszfunkcié, amelyet fokozott reaktiv
oxigén gyokok (ROS) képzddésével és a MnSOD enzim expressziojaval lehet mérni [470,471].
Munkank soran a ROS termelédés mértékét a carboxy-H2DCFDA jel6lés intenzitdsanak mérésevel
végeztil el konfokalis mikroszkdpia segitségével, valamint a mitokondriumban expresszalodo
enzim - a MnSOD - expressziojanak merésével dot-blot technikaval. Ennek soran az SDHB
Ser163Pro, SDHD Gly12Ser, és His50Arg variansok esetében igazolodott a fokozott ROS képzddés
a kontrollhoz viszonyitva (22. 4bra és 30. tablazat). Az SDHB Ala3Gly és az SDHD His145Asn
variansok nem eredményeztek fokozott ROS termelést és szintén ezek az eltérések nem okoztak a
P-AKT aktivitas emelkedést, de a P-MAPK jelatviteli at aktivitas ndvekedése kimutathatd volt. A
PTEN tumor szuppresszor funkciojat az antiapoptotikus és proliferaciot serkent6 AKT (protein-
kindz B) és a mitogen-aktivalt kindz (MAPK) gatladsan keresztil latja el [472,473]. A fokozott
szabadgyok képzddés eredményeként szamos fehérje és lipid karosodhat, amelyek funkciovesztése
Osszefligg a tumorigenézissel. Ezek kozé tartozik a PTEN tumorszuppresszor hatasu fehérje is
[474]. A PTEN enzim aktiv centrumaban elhelyezked6 két cisztein kdzott diszulfid hid jon létre,
ami az enzimaktivitas elvesztését eredményezi [475]. igy a sajat eredményeink megerdsitik azt a
hipotézist, hogy az SDHB Ser163Pro, az SDHD Gly12Ser és az SDHD His50Arg variansok
mindegyik tesztelt jelatviteli Ut (emelkedett ROS, P-AKT és P-MAPK) fokozott aktivalodasat
okozta. Ezek alapjan Cowden betegségben vagy multiplex daganatokkal diagnosztizalt betegekben

a PTEN gén mellett az SDHx gének vizsgalata is javasolt [476].
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22. Abra: A PTEN-mutacio negativ CS és CS-szerii szindromaban szenvedé betegek
genetikai és biokémiai tulajdonsagai. A panel: a MnSOD expresszidja dot blot
technikaval. A bekeretezett mintak a kontroll, alacsony MnSOD expressziot mutatd mintak.
B panel: a beazonositott SDHx variansok elektroferogramjai, hasonléan a Phaeo/PGL
betegekben beazonositott SDHx variansokhoz ezek az eltérések is heterozigota formaban
voltak kimutathatéak. C Panel: emelkedett ROS jel6lés egy csirasejtes SDHD His50Arg
mutaciot hordozo beteg limfoblastjaban. A ROS expressziot a carboxy-H2DCFDA jel6léssel
mértik. Pozitiv kontroll egy kontroll egyénbdl szarmazé minta 90 percig torténd tert-butyl
hydroperoxid-os kezeléssel indukalt ROS expressziét mutatja (jobb oldali kép). D panel: a
P-AKT és P-MAPK (P-ERK44/ 42) expresszio csirasejtes PTEN mutaciot hordozo betegek
limfoblasztjaiban. Kiilonb6z6 PTEN mutaciokhoz eltér6 P-AKT és P-MAPK expresszio
tarsul. E panel: a PTEN, P-AKT és P-MAPK fehérje expresszio az SDHx variansokat
hordozd betegekbdl szarmazod primér limfoblasztokban. A fehérje expresszid aktinhoz
normalizaltuk. Minden beteg esetében eldszor a P-AKT-t és P-MAPK-t normalizaltuk az
aktinhoz, majd ezeket az aranyokat hasonlitottuk dssze a betegek és kontroll mintak kozott.
Megegyez0 arany esetén az érték 1.
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30. Tablazat: A reaktiv oxigén gyokok (ROS), a MnSOD és a P-AKT és P-MAPK expresszi
mérése SDHx variansokat hordozo CS-szerii betegekben. Az expresszio-valtozas a kontroll-
egyénekhez viszonyitott aktinra normalizalt denzitometrids mérések atlagat jelenti. (A P-AKT/aktin
és P-MAPK/aktin denzitasok a betegek és kontrollok kozott)

Mutéacié/Varians MnSOD ROS P-AKT expresszié P-MAPK expresszio
valtozas valtozas

SDHB Ala3Gly emelkedett normalis 1.2 1.3

SDHB Ser163Pro emelkedett emelkedett 2.7 1.7

SDHD Gly12Ser emelkedett emelkedett 1.9 1.9

SDHD His50Arg emelkedett emelkedett 2.0 1.7

SDHD His145Asn  emelkedett normalis 1.0 12

Eredményeinket 6Osszegezve sikertilt SDHx génvariansokat igazolnunk, olyan Cowden
szindroméban vagy Cowden szindréma Klinikai kepét utdnzo betegekben, akikben PTEN mutécio
nem volt kimutathatd. A betegekben kimutatott daganatok aldhuzzak az SDH enzim szerepét a
tumorigenézisben. Az enzimkarosodas mértéke a kiilonb6z6 ritka aminosavcserék hatdsara is a
sejttalélés és szabadgyok képzddés fokozodasat eredményezi. A reaktiv oxigén gyokok
felszaporodésa pedig egyéb fehérjéken, pl. PTEN keresztll akar a sejtproliferacio és antiapoptotikus

utak aktivacidjat okozza (23. abra).

PTI EN mutacio SDHx mutacié
l Phosphatase Mitokondrium sa“ ;
oxidation ‘_ ¢ disztunkcié i

P-MAPK (P- ERKW42) /
\ mTOR [PHo |
Tumorigenesis: /
- Angiogenézis 1 <«—— HiFla

- Apoptozis karosodas

- Proliferacio 1

23. Abra: a PTEN és az SDHx mutaciokhoz tarsuld kozés pathomechanizmus
sematikus abraja

V.1.8. A szukcinat hatdsainak 6sszegzése a tumorigenézisben
Mindezek a korabbi genetikai eredmények felvetik, hogy az SDH enzim csokkent mitkddése
kdzponti szerepet jatszhat a tumorigenézisben. Régdta ismert a daganatos sejteknek az a
tulajdonsaga, hogy alkalmazkodni képessek a megvaltozott tapanyagellatashoz vagy a szOveti
hipoxiahoz is. Ezek a megfigyelések utalnak arra, hogy kozvetlen kapcsolat lehet a metabolikus
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utak és a daganatos sejtek tulelése kozott. Mivel az SDH enzim a tudomanyos munkam egyik fontos
vizsgalati célpontja volt és a kordbbi, betegekb6l szarmazo eredmények is igazoltak szerepét a
daganatképzOdésben tovabbi kapcsolodasi pontokat kerestiink a pathomechanizmus pontositasaért.
Ennek egyik lépése volt egy 6sszefoglald tanulmanyt készitése a biokémiai hatasokrdl és a
szukcinat felhalmozodas kovetkeztében kialakulo egyéb utvonalak aktivitasarol és ezek potencidlis
szerepérdl a daganatképzodésben.

Ahogyan az el6éz6 pontban bemutatott eredményeink is igazoltdk az SDHx muténs
ezek kozul barmelyiknek szerepe lehet a Phaeo/PGL-k kialakulasaban vagy a klinikai lefolyasaban.
A jelatviteli utak kozotti dsszefonddasok és azok dinamikaja felelds lehet az egyéni kiillonbségek és
a kiilonboz6 mutaciokhoz tarsulé daganatok penetrancidért. Feltételezhetjilk, hogy a Phaeo/PGL
tumorok olyan sejtekbdl erednek, amelyek a fejlédés vagy differencialédas soran apoptdzis révén
elpusztulhattak volna, de a csokkent vagy koros mitokondrium funkcié miatt tuléltek és
rezisztensekké valtak a késébbi apoptotikus ingerek irant. Jelenlegi kutatasaim célja az SDHx
mutaciokhoz tarsulé mechanizmusok feltardsa, az SDHB mutéciokkal tarsulé extrém malignus
fenotipus okainak megismerése. Ebben a munkaban az elsd 1épés volt dsszegezni az SDH enzim
aktivitas kovetkezményeit, feltérképezni azokat a biokémia utakat, amelyek a kies6 SDH enzim

miatt biztositjak a sejtek taléléseét.
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24. Abra: A szukcinat mint a metabolikus és jelatviteli utak koézponti szerepléje.
(roviditésjegyzék)- ALAS: d-aminolevulinat szintdz, PHD: prolyl hydroxyldz, TET: tiz-
tizenegy transzlokans csaldd 5-metilcitozin hidroxilaz (ten-eleven translocation (TET)
family of 5-methylcytosine (5mC) hydroxylases), JMJD3: Jumanji C domént tartalmazé
hiszton lizin demetilaz, VEGF: vascular endothelial growth factor, EGFR: epidermal growth
factor receptor, TGFp: transforming growth factor B, TH: tirozin hidroxildz, PDGF:
trombocita-derivalt novekedési faktor (platelet-derived growth factor), GLUT1: gluk6z
transzporter 1, BCAAs: elagazé lancd aminosavak, ODFCAs: paratlan szamud lancot
tartalmaz6 zsirsavak, Cholest: koleszterin, 3HBDH: 3-hidroxybutirdt dehidrogenéz,
KGDHC: ketoglutarat dehidrogenaz komplex, GLUD: glutamat dehidrogenaz, GAD:
glutamat dekarboxildaz, GABA: y-aminobutir sav, EC space: extracellularis tér, GABA-T:
GABA transzaminaz, SSA: szukcinat szemialdehid, SSADH: szukcinat szemialdehid
dehidrogendz, SSAR: szukcinat szemialdehid reduktdaz, GHB: y-hydroxibutir sav, SDH:
szukcinat dehidrogenaz; SCOT: szukcinil-CoA:3-ketosav koenzim A transzferaz, SR:
szukcinat receptor.

A szukicnat dehidrogendz enzim négy alegységbdl (SDHA, SDHB, SDHC ¢és SDHD) all,

amelyek kozil egyik sem a mitokondrialis genomban kédolt. Mindegyik alegység mutacidi

genetikai rizikot jelentenek Phaeo és PGL-k kialakulasara.

A SDH enzim az anyagcserében betoltott szerepe mellett részt vesz a mitokondriélis

elektronszallitasban is. A 24. &bran is lathatd, hogy a szukcinat kdzponti szerepet tolt be az

anyagcserében, ahol a citromsav (Krebs ciklus) ciklusban a szukcinat-fumarat atalakulast végzi.
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25. Abra: A szukcinat dehidrogenaz szerepe a mitokondrialis elektronszallitasban.

Kutatasi témadm szempontjabol az SDH kérosodds miatt kialakuld legjelent6sebb
mechanizmusok, amelyek a hormonrendszer daganataihoz kapcsolddnak elsdsorban a felhalmozddé
szukcinathoz és a koros elektrontranszporthoz kothetéek. Az SDH alegységek kozil az SDHB
alegységben szamos Fe-S Kluszter talalhatd, amelyek ebben a funkcidéban nélkll6zhetetlenek.
Klinikai megfigyelés, hogy a legrosszindulatibb daganatok az SDHB Fe-S kluszterben résztvevé
aminosav mutaciokhoz tarsulnak, igy feltételezhetjik, hogy az elektron-szallité rendszer gatlasanak
lehet kozponti szerepe a malignus Phao/PGL-k kialakulasdban. A kiilonbozé enzim komplexek
kiilonb6oz6 mértékt szabadgyok képzodést okoznak. Legnagyobb mértékiit ROS felszabadulas az I-
es és Ill-as komplexek gatlasa utan jon létre. A Il-es komplexr6l, mivel nem rendelkezik proton
pumpa aktivitdssal nem gondoltak, hogy hozzajarulhat a szabadgyok képzddéshez, de Ishii és
munkacsoportja gilisztaban igazolta, hogy a mevl gén (ami emberben az SDHC-nek felel meg)
misszensz mutécidja fokozott szabadgyok képz6déssel, és korai oregedéssel jart egyltt [477], mig
Slane és munkacsoportja ugyancsak SDHC mutaciot hordoz6 sejtvonalak vizsgalataval kimutatta a
fokozott szabadgyok képzddést, az ehhez tarsult metabolikus oxidativ stresszt és a megnovekedett
genom instabilitast [471]. A szabadgyok képzodés helye nem egyértelmi, feltételezik, hogy reverz
elektronaramlas jon létre, ami végiul a FAD rendszeren keresztil juttatja vissza az elektronokat a
mitokondrium matrixba [478]. A fokozott szabadgyok képzddés eredményeként szamos fehérje és
lipid karosodhat, amelyek funkciovesztése 6sszefligg a tumorgenézissel. Ezek kozé tartozik a PTEN

tumorszuppresszor hatasd fehérje is [474]. A PTEN enzim aktiv centruméban elhelyezked6 két
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cisztein kozott diszulfid hid jon létre, ami az enzimaktivitas elvesztését eredményezi [475]. Ennek
részletezését és klinikai kovetkezményeit a Cowden korban igazolt SDHx variansok funkciondlis
kdvetkezményei részben ismertettem.

Az SDHx mutaciokhoz tarsult Phaeo/PGL szovetekben kimutathatd a felhalmozodo
szukcinat mennyisége (26. Abra), a legnagyobb mértékii felhalmozodast az SDHB mutaciot
hordoz6 daganatokban tapasztaltuk. Az elvégzett mérések felvetik azt a lehetOséget, hogy a
szukcinat/fumarét aranyt akar biokémiai markerként is lehetne haszndlna a Phaeo/PGL-k
diagnosztikajaban, de mindenképpen alatdmasztja azokat a megfigyeléseket, amelyek a

felhalmozddd szukcinatot, mint onkometabolitkot emlegetik.
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26. Abra: A szukcinat/fumarat arany SDHB, SDHD, sporadikus és NF1 mutaciokhoz
tarsult Phaeo/PGL-akban [479].

Ezt a funkcidt a szukcinat tébb enzimcsalad gatlasan keresztll végezheti. A legrégebben
ismert ilyen enzim a prolil hidroxildz, ami a HIFla lebontdsaban vesz részt, igy a HIFla
stabilizalodik és beinditja a HRE géneket (6. 23. és 24. dbrak) [83,480-482].

Ezen a mechanizmuson kivil a szukcinat gatolja a TET (tiz-tizenegy transzlokans csalad 5-
metilcitozin hidroxilaz és JIMJD3 (Jumanji C domént tartalmazé hiszton lizin demetilaz) enzimeket
is, amelyek szintén dioxigendzok csoportjaba tartoznak és szerepik — a DNS és hiszton
metilaci/demetilacio koordinalasa- a daganatok kialakulasaban egyre inkabb el6térbe kertil.

A DNS metilacié a gének kikapcsolddasat eredményezi, igy a TET metilcitozin hidroxilaz
gatlasaval tulajdonképpen azoknal a géneknél, ahol aktivitas kellen bekdvetkeznie, a szukcinat
jelenlétében ez nem tud megtorténni, igy a metilalt gének tovabbra is inaktivak maradnak. A JMJD3

a hiszton demetilaciot végzi, ami szintén aktivitas nyerést jelentene, de ez a szukcinat jelenlétében
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szintén karosodhat, igy az adott sejt vagy folyamat szempontjabol jelentés gének maradhatnak
inaktivak. Mindezeknek a hatasoknak a tisztazésa és jelentOségiik felismerése a tumorbioldgiaban
tovabbi Kisérleteket igényelnek. Jelenlegi kutatomunkdm ezeknek a mechanizmusoknak a

megismerését is célozza.

V.1.9. 4 MENI szindromadért felelos menin mutdiciok beazonositisa és a genotipus-fenotipus

osszefliggések hazai betegekben

A MEN1 szindroma molekularis genetikai analizisét a SE Il. Belgyogyaszati Klinika
Endokrinoldgiai Genetika Laboratériumaban végeztiik el, Osszesen 19 csalad 32 betegében.
Ezekben az esetekben a klinikai diagnézis MEN1 szindréma volt. Osszesen 10, kiilonbézé MEN1
génmutaciot igazoltunk, amelyek kozll 4 (A91V, G28A, E26X és az L301R) Uj mutacio volt (30.
tablazat). A csaladi halmozddast mutat6 esetek mindegyikében (6/6) kimutattuk a betegséget okoz6
eltérést, mig a sporadikus megjelenéstit MEN1 szindromaban szenved6k mintegy 23%-aban (3/13).
Eredményeink megerdsitik, azokat az irodalmi adatokat, hogy a familiaris el6fordulas bir a
legnagyobb erdvel arra vonatkozéan, hogy MENI1 szindromban igazolni lehessen a betegségért

felelos génhibat.

30. tablazat: MEN1 génmutécidk és polimorfizmusok hazai betegekben

Mutéacio Polimorfizmus
Exon 2 nt317ins5bp S145S
A91V
G28A
nt359del4bp
E26X*
Exon 3 nt738del4bp R171Q
Q209X
Exon 5-6 L301R -
Exon 8 C354X -
Exon 9 - D418D
L432L
Exon 10 nt1657insC -

A vastag betiikkel jelolt mutdciokat a nemzetkozi irodalomban korabban még nem szerepeltek.

Osszesen 10 probandban talaltunk betegség-okoz6 MEN1 gén mutaciot (2 esetben delécio, 2
esetben inzercio, 3 esetben nonsense és 3 esetben missense mutacid). A 10 mutacié kozil 5 a
nemzetkdzi irodalomban korabban még nem ismertetett, Uj mutacionak felelt meg. A mutacidkon

kivil nagyszamu ismert, betegseget nem okozo polimorfizmust is azonositottunk [483].
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Csaladvizsgalattal két esetben igazoltuk, hogy a betegség-okoz6 MEN1 gén mutaci6 de novo
alakult ki; tovabbi két esetben az egyik sziilé korai halala miatt nem sikeriilt a mutaci6 eredetét,
esetleges de novo voltat megallapitani.

Az elsd hazai eset, akiben igazoltuk a MEN1 mutéciot egy atipusos MEN1 szindromas beteg
volt [484]. A fiatal n6 25 éves koraban a betegség elsé tiinete egy nagyméretii (11 cm-es), multiplex
nem funkcionalé hasnyalmirigy neuroendokrin daganat volt, melyet distalis pancreatectomiaval
tavolitottak el (27. &bra). A miitét soran egy 3 cm-es hasfali lipoma is eltavolitasra kerdlt.

a, b: HE festés

c: synaptophysin

d: chromogranin A

e: neuron specifikus enolaz
f: inzulin immunhisztokémia

27. abra: MEN1 szindrémas beteg hasnyalmirigy neuroendokrin tumoranak
makroszkdpos és hisztologiai képe A kép bal oldalan lathatd neuroendokrin hasnyalmirigy
daganatot egy MEN 1 szindrémas fiatal beteg operacidja soran distalis pancreatectomiaval
tavolitottdk el. A kép jobb oldala a hisztolégiai és immunhisztokémiai vizsgalatok
eredményeit illusztralja; a daganatban endokrin jellegli sejtekbél 4alld nodulusok
trabekulariss (100x) (a) és szolid (200x) (b) szerkezete ismerhetd fel hematoxilin-eosin
festéssel. A daganat synatophysin (400x) (c), chromogranin A (600x) (d) és neuron
specifikus enolaz (400x) (e) pozitivitast mutatott és egy kisméretli nodulusban insulin
jelenlétét is ki lehetett mutatni (400x) (f).

A beteg csaladi anamnézise ugyan nem utalt MEN1 szindroma lehet6ségére, azonban a
hasnyalmirigy neuroendokrin daganat multiplex jellege és a tarsul6 lipoma mar ekkor felvethette
volna atipusos MEN1 szindroma diagnoézisat. A diagnozist azonban csak 2 évvel késobb allapitottak
meg, amikor a MEN1 szindroma Uj tineteként primer hiperparatiredzist észleltek és
mellékpajzsmirigy miitétet végeztek. A genetikai vizsgalatok a probandban egy Uj, a nemzetkozi
irodalomban koradbban nem ismertetett nonsense MEN1 génmutécié jelenlétét bizonyitottak
(Q354X). A betegség-okoz6 mutacion kivil tobb polimorfizmust is igazoltunk: egy arginint

glutaminra cseréld polimorfizmust a 3-as exon (R171Q) és két, aminosavat nem cseréld
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polimorfizmust a 9-es exon teruletén (L432L, D418D). A proband édesanyja és testvére nem
hordozték a betegség-okoz6é mutaciot, ezért feltételezhetd, hogy a mutacié de novo keletkezett, vagy
a proband ismeretlen okbol korén elhunyt édesapjatol orokolhette. Az édesanya a probandban
észlelt polimorfizmusok kozil a D418D-t heterozigdta formaban hordozta, mig a beteg testvérében
egyik genetikai eltérés sem volt jelen.

Az Aaltalunk igazolt MEN1 mutaciok el6fordulasi gyakorisaga megfelel a nemzetkozi
adaoknak. Ugyankkor fontos hangstlyoznunk, hogy a nemzetkozi adatok alapjan sem egyértelmd,
hogy a klinikai kritériumok alapjan definiadlt MEN1 szindromaés csaladokban milyen gyakorisaggal
mutathatd ki mutacié a MEN1 gén kddolo régidjaban. Egyes vizsgalatok a csaladok minddssze 5-
20%-aban [485], mig mas vizsgalatok ennél Iényegesen nagyobb gyakorisaggal taldltak mutaciot.
Egy 2005-ben kdzzétett brit felmérés dsszesen 186, a nemzetkozi kritériumrendszer alapjan MEN1
genetikai sziirésre ajanlott csalad-reprezentald beteg adatait elemezve megallapitotta, hogy a
betegség-okozd mutécidt az esetek 37%-aban lehetett azonositani. A vizsgalt betegek sporadikus és
familiaris csoportokba soroldsat kdvetden kideriilt, hogy a familidris esetekben a 3, 2 és 1 MEN1-
asszocialt tumorral rendelkezok korében kimutatott muticiok gyakorisaga 91%, 69% és 29% volt
(ebben a sorrendben), mig a sporadikus esetekben ugyanebben a sorrendben a mutéaciok
eléfordulasa 69%, 23% és 0% volt [486]. A MEN1-asszocialt 1éziok nagy szama tehat novelheti
annak a valoszinliségét, hogy a vizsgélt betegben a MEN1 gén kddol6 régidjaban mutécid
igazolhatd. Familiéris esetekben a sporadikus esetekhez képest a MEN1 gén mutaciok nagyobb
gyakorisaggal valo kimutathatosagat masok is megfigyelték [487]. Ezeknek az Uj megfigyeléseknek
a tiikrében a MENT1 szindroma genetikai szlirésének definicioi ujabb szempontokkal egésziilhetnek
ki, amelyek figyelembe veszik a tinetek familiaris vagy sporadikus megjelenését és a MEN1-
asszocialt 1éziok szamét. Az altalunk vizsgalt 33 beteg koziil 10 betegben (30,3%) sikeriilt a MEN1
MEN1-asszocialt daganatban szenvedd betegek 100%, 100% és 20%-a, mig a sporadikus esetek
korében a 3, 2 és 1 MEN1-asszocialt daganatban szenvedd betegek 50%, 5% és 0%-a volt MEN1
gén mutacio hordozé (31. tablazat).

31. tablazat: A MEN1 gén mutaciék eléforduliasa és a MEN1-asszocidlt daganatok szama
kozotti 6sszefligges betegeinkben

MEN 1 asszociélt Familiaris Sporadikus
tumorok szama N Mutacio (%) N Mutécio (%)
3 2 2 (100) 4 2 (50)

2 4 4 (100) 17 1(5)

1 5 1 (20) 1 0(0)
Osszesen 11 7 (63) 22 3 (11%)
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Azokban a csaladokban, amelyekben nem sikerilt a betegség hatterében all6 mutéciot
kimutatni, a genetikai eltérés a szabalyozé vagy nem-kodolo régiokban lehet, de az 5°-szakasz GC-
gazdag teruletének hipermetil&cidjanak oki szerepe sem zarhato ki [33,488]. Ezeken kivil a MEN1
gén nagyméretii delécioja, esetleg mas gén hibaja is szoba jon. Az elmult években egy Uj gén, a
CDKN1B mutaciot azonositottak olyan betegekben, akik klinikai fenotipusa nagyon hasonlo volt a
MENZ1-ben kimutathaté fenotipusokhoz [489]. A szindroma a neuroendokrin rendszert érintd,
patkanyokban az els6 életévben kialakuld multiplex tumoros betegséget okozza, melyben az érintett
szervek spektruma a MEN1- és MEN2 szindrémak kozotti atmenetnek felel meg [490].

Ratérve a betegeinkben azonositott mutaciok funkcionalis kovetkezményeinek targyalasara
a 28. abran lathatd, hogy a betegeinkben beazonositott mutacié a menin fehérjének funkciondlisan

aktiv, az egyes interakcios partnerek kot6helyeit érintik, igy patogenitasuk feltételezheto.

Nuklearis
lokalizacios
__ Leucin Zippek ___ szekvenciak
MENIN EF. l L ﬂ]
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28. abra: Az altalunk talalt uj mutaciok lokalizacioja és feltételezett szerepe a menin
szerkezetén belll

A G28A mutaci6 a JunD és nm23 kotOhelyeket kialakito fehérje doméneket érinti és az els6
leucin zip szerkezetét is atformalhatja. Az érintett csaladban a mutacié és a klinikai fenotipus
kozotti Osszefliggés vizsgalatara nem volt lehet6ség, ugyanis a mutacié a probandban de novo
alakult ki, akinek leszarmazottja nem volt. A két aminosav szerkezeti hasonl6saga ellenére az
alaninnak glicinre cserélodését mas fehérjék esetében a nemzetkdzi irodalomban affinitast
befolyasold tényezéként irtak le, azonban a G28A mutacid betegség-okozO szerepét nem
tekinthetjuk kétséget kiz&rdan igazoltnak. Az A91V mutécié a Smad3 és nm23 koté doméneket
valtoztatja meg; ebben az esetben a csaladfa vizsgalat alatdmasztotta a genetikai vizsgalat
eredmeényeit. A csaladfa elemzése az L301R mutécio esetében is oki kapcsolatra utalt; ez a mutacio

a GTPaz konszenzus szekvenciat érinti és a menin-PEM és menin-nm23 kapcsolodast
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befolyasolhatja. Az E26X és C354X mutéaciok csonkolt fehérje képzddését okozzak; az elsd esetben
a fehérje mindossze 26 aminosavbdl all, mig a masodik esetben a nukleéris lokalizaciés szignalok
és a prolin gazdag régio elvesztése mellett a fehérje szinte minden kotési tulajdonsdga

megvaltozhat, ezért oki szerepiik kétségtelennek tiinik (28. dbra).

V.1.10. MENI1 szindromaban eldfordulo mellékvesedaganatok valamint a menin szerepe a
mellékvesekereg daganatok patogenézisében
Mivel a menin tumoszupresszor fehérje szerepe a daganatképzddés mechanizmusédban mai
napig nem kell6en tisztazott tobbszor is kutatdsom eldterébe keriilt. Szamos 0Osszefoglalast
készitettiink abbol a célbdl, hogy a sajat kiserletes mukankhoz is kiindulési pontokat, hipotéziseket
allitsunk fel.

C compls
~ NN

TN N>

29. Abra: a menin szerepe a sejtciklus szabalyozasaban

Az irodalmi adatok és a sajdt MEN1 gén mutacidszlirésével kapott eredményeink is
igazoljék, hogy a meninnek a mellékvesekéreg adendmék kialakulasaban csekély a szerepe. Sajat
beteganyagunkban a MEN1 mutaci6 el6fordulasara a mellékvesedaganatok jelenléte nem birt
pozitiv prediktiv értekkel. Ezt szdmos nemzetkdzi munkacsoport szintén megerésitette [2,485,488].
A mellékvesedaganatok el6forduldasa igazolt MENI szindromas betegekben a kiilonb6zd
nemzetk6zi populéacidkban a 8-55% kozott valtozott. Ennek a tag intervallumnak a magyarazata az,
hogy a MENL1 genetikai vizsgalatara kiilonb6z6 indikacidkat alkalmaztak.

Ha a mellékvesedaganatok genetikai vizsgalatabdl indulunk ki, szintén azt a konkluziét kell
levonnunk, hogy a MEN1 gén nem tartozott a mutécids hotspot-ok kézé. Természetesen a korai

vizsgalatok, amelyek a daganatokban kimutathato LOH-t vizsgaltak a MEN1 gén kromoszomalis
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lokalizaciojat is tartalmazo régio elvesztését (11g13) gyakran igazoltak. Ez arra utalhat, hogy ebben
a regioban egy masik, a MEN1-t6l eltérd tumorszuppresszor gén is lokalizalodhat [8,137].
Ugyanakkor fontos kiemelnem azt is, hogy a menin sz&mos olyan fehérjével kerll interakcioba,
amelyek szerepe bizonyitott a tumorigenézisben és pl. a sejtciklushoz kapcsolddd eltérések a

mellékvesedaganatok jellemzdi, igaz elsésorban a rosszindulatd mellékvesekéregraké (29. Abra).

V.1.11. Nemzetkozi egyiitmiikéodés soran igazolt genotipus-fenotipus 6sszefliggések
MEN?2 és 6rokletes Phaeo/PGL-akban

Az orokletes endokrin tumorszindromak ritka korképek. Egyetlen kisebb lakossagu orszag
sem képes olyan szamu beteg feldolgozasara, ami elegendd statisztikai erét jelentene a genotipus-
fenotipus 6sszefiigések pontos meghatarozasara. Kutatomunk&m soran fontos célom volt résztvenni
olyan nagy esetszamu vizsgalatokban, amelyek biztositottak a relevans dsszefuiggések felismerését.
A hazai betegekben elvégzett genetikai vizsgalatok és a tudomanyos eredményeink réven tébb
multicentrikus tanulmanyba kaptunk meghivast.

A RET TGC634TGG (p.Cys634Trp) mutaciot hordoz6 MEN2 szindromas esetek
feldolgozasaval el6szor hataroztunk meg kodon és mutacio specifikus genotipus-fenotipus
osszefuiggéseket. Osszesen 92 esetet (20 csaladbol) sikeriilt beazonositani Amerikai és Europai
centrumokban. 68 esetben az MTC diagndzisa volt az elsd eltérés, atlagosan a 29. életévben
manifesztalodott. A betegek kozil 16 esetben nyirokcsomo, 4 esetben tavoli metasztazis is
jelentkezett. Phaeochromocytoma 41 esetben manfesztalodott (atlagosan a 36. életévben). Hat
esetben a Phaco megeldzte az MTC kialakulasat. Primér mellékpajzsmirigy adenoma csak 6 esetben
volt kimutathat6. Nyolc beteg Phaeo, 4 beteg MTC miatt hunyt el. Az MTC penetrancigja a 30.
életévre 52%, de az 50. életévben mar 83 % volt. A Phaeo esetében a 30. életévben 20%, az 50.
életévben 67%, mig a PHPTpenetranciaja minddssze 3% a 30. életévben és 21% az 50. életévben.
Ezek az adatok bizonyitjak, hogy MEN2 szindroméaban a mutacio-specifikus 6sszefliggéseknek az
ismerete segiti a mindennapi klinikai munkat és ezeknek az adatoknak az ismeretével érheté el a
betegek és a mutéciét hordozdk legjobb talélése [491].

Kiterjesztve az els6 vizsgalatunkat, ugyanebben a konzorciumban elvégeztiik az 6sszes RET
10-es exon mutéciét hordozo6 feldolgozasat a nemzetkdzi RET Exon 10 Konzorcium keretében. A
10-es exon mutaciokrol ellentmondéasos 0Osszefuggések is publikalasra keriiltek kisebb
tanulmanyokban, ami tobb zavaré Osszefuggést allapitott meg. A 15 orszag 27 centrumaban 103
csalad 340 érintettjének elemzésével dsszesen 21 kiilonbozé RET mutaciot detektaltunk. MTC 263
érintettben, Phaeo 54 és HPT 8 esetben manifesztalédott. 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 penetranciat és rizikobecslést lehetett meghatarozni, ami
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igazolta, hogy a metasztazis megjelenése Osszefuiggott az érintett kodon mutacidval. A 609-es
kodon mutécidk esetén a legkisebb, mig a 620-as kodon esetén volt a legnagyobb a metasztazis
kialakuldsénak rizikdja. Ezek az eredmények igazoltdk, hogy még ugyannak az exonnak a
kiilonb6zé régidinak a mutacio is eltéré fenotipust okoznak. A kodon-specifikus genetikai
tanacsadas és beteg nyomonkdvetés szilkseges ezekben az esetekben is [492].

A Phaeo-al kapcsolatban az Europai-Amerikai-Pheochromocytoma-Paraganglioma-
Regiszter 2001 betegének feldolgozédsaval két Iényeges kérdésben fogalmaztunk meg szakmai
javaslatokat. Az egyik, a 18 évesnél fiatalabb betegekre vonatkozott. A 177 regisztralt eset kozul, a
betegek 80%-a hordozott csirasejtes mutaciot valamelyik génben. Az esetek felében VHL mutacio
volt kimutathatd. A tébbi gén csokkend sorrendben a kovetkez6 volt: 15% SDHB, 10% SDHD, 4%
NF1 és egy beteghen RET, SDHA és SDHC elterés is kimutathato volt. Gyermekkorban nagyon
fontos ismerni azt, hogy a kovetkezé daganat megjelenése milyen életkorban varhatd. Felmérésiink
alapjan masodik daganat az esetek 38%-aban jelentkezett, az életkor elérehaladtaval nétt ennek az
esélye, a 30. életévre elérve az 50%-ot. A méasodik daganat megjelenése VHL és SDHD mutaciot
hordozdkban volt a legvalosziniibb. Méasik fontos kérdés a daganatok dignitasa. Bar a Phaeo/PGL-k
ritkdn malignusak, a szisztematikus adatelemzés kimutatta, hogy gyermekkorban is eléfordulnak
malignus daganatok (16 esetben, 9%-ban igazoltunk), amelyek szinte kizarélag SDHB mutéaciokhoz
tarsultak. Az atlagos vérhato élettartam 62 év volt az 6rokletes esetekben [493].

Az utolso két nagy vizsgalatunkban is a phaeochromocytéma volt a vizsgalat célja. A MEN2
szindromaban kialakulé Phaeo kezelésére vonatkozO adatokat elemeztik egy multicentrikus
vizsgalat keretein bellil. Osszesen 1210 MEN2 szindrdmaban szenvedd beteg adatait dolgoztuk fel.
563 esetben alakult ki Phaeo, akik kozll 552 beteg eset at sebészi kezelésen. 438 (79%) esetben
adrenalectomia, 114 (21%) betegben a mellékvesekéreg megtartasaval tortént a miitét. Rekurrens
Phaeo az esetek 3 és 2%-aban fordult el6. Mellékvesekéreg-elégtelenség és glikokortikoid potlasra
a 339 ketoldali Phaeo-s beteg kozll 292 (86%) esetben volt sziikség, mig a 82 ketoldali,
mellékvesekéreg-megtartasaval miitott beteg kozul 47 esetben (57%) nem alakult Ki
mellékvesekéreg elégtelenség. Eredményeink igazoljak, hogy MEN2 szindromaban, ahol varhato a
kétoldali daganatok kialakulasa, a mellékvesekereg-megtarté mutétek végzése javasoltak, a késébbi
mellékvesekéreg elégtelenség elkerllésének érdekében [494].

Az Ujonnan azonositott Phaeo/PGL gének sziikségesse tették, hogy felmérjik ezek
eléfordulasi gyakorisagat a nagy endokrin kbzpontokban, és javaslatokat foglamazzunk meg az Uj
gének molekularis genetikai vizsgalataval kapcsolatban. Osszesen 972 sporadikus Phaeo/PGL-val
diagnosztizalt betegben kertiltek vizsgalatra az Uj gének (MAX, TMEM127, SDHA, SDHAF2). 58
(6.0%) esetben keriilt beazonositasra mutacié valamelyik Gj génben (29 SDHA, 20 TMEM127, 8

MAX és 1 SDHAF2). Az 58 eset kozul 53 esetben vagy familiaris vagy multiplex vagy extra-
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adrenalis vagy malignus daganat volt a diagnozis. Emlitésre érdemes, hogy ezek a betegek 40
évesnél fiatalabbak voltak. Legfiatalabb életkorban (8 évesen) SDHA mutécid talajan alakult Ki
daganat. Extra-adrenalis tumor is gyakori volt SDHA mutécidkhoz tarsulva (23 a 29 SDHA
hordozoban; 79%). MAX mutacié mellékvesere lokalizalt Phaeo-ra volt jellemzé. A konzorcium
allasfoglalasa alapjan az Gjonnan felfedezett gének mutacio analizise is indokolt Phaeo/PGL-s
betegekben elsésorban a fiatal, kétoldali, malignus vagy extraadrenalis lokalizacidju esetekben.
Geénspecifikus tanacsadds és folyamatos Klinikai nyomonkdvetés ajanlott a mutéciét hordozo
betegeknek [461].

V.2. Sporadikus daganatokban igazolt genetikai, epigenetikai eltérések és az ezekhez tarsult

pathomechanizmus

V.21. A GR N363S \varidnsdnak szerepe joéindulati mellékvesekéreg adenomak

patogenézisében, Uj PCR mddszer a GR gén Bcll polimorfizmus kimutatasara

A jéindulatd mellékvesekéreg adendmék gyakori eltérések. Hatterik tisztazatlan, de a
kétoldali megjelenés és a betegek hormonvizsgalatai felvetették, hogy patogenézisiikben a
karosodott glukokortikoid hatasnak szerepe lehet. A GR gén gyakori polimorfizmuasai koézil az
N363S a fokozott gliikokortikoidok iranti érzékenységgel mutatott 6sszefliggést. Vizsgalataink
koltséghatékony modon torténd kivitelelzéséhez a GR polimorfizmusok vizsgalatahoz allél-
specifikus PCR-t terveztiink, igy egy cs6ben a normalis és mutans allélok gyorsan és olcson
kimutathatdakka valtak. A modszert Sanger szekvenalédssal validaltuk. Két dn. belsé primert
terveztiink a polimorfizmus okozta C-G csere kihasznalasaval. Egy a vad allélra specifikus reverse
primert (VR: 5’-CAATTCCTCTCTTAAAGAGATTG-3"), és egy a mutans allélra specifikus
forward primert (MF: 5’-GACAAGTTATGTCTGCTGATG-3"). Kontroll fragmens létrehozésara
154 bp tavolsagra 5°-, valamint 263 bp tavolsagra 3’-iranyban 0n. kiilsé primerpart terveztink,
mellyel a vizsgalt régi6 egy 418 bp méretii fragment formajaban volt amplifikalhato (F: 5°-
AGAGCCCTATTCTTCAAACTG-3’, R: 5-GAGAAAT TCACCCCTACCAAC-3’). Az
allelspecifikus PCR Kkivitelezése soran a PCR termociklusa 5 perces 95 °C-on torténd
elédenaturaciot kovetden 35 ciklusban: 95 °C — 1 perc, 56 °C - 1 perc és 72 °C 1,5 perc volt, melyet
egy 10 perces végso extenzios 1épés kovetett, majd a reakcidelegy 4 °C-ra kertilt lehtitésre. Az 50 pl
vegtérfogati 10mM Tris—HCI, 1.5mM MgCI2, 50mMKCI és 5% glicerint tartalmazo pufferoldatba
100 ng DNS, 2 NE (nemzetkdzi enzimaktivitas egység) Taq polimerdz, 25-25 pM mind a 4
primerbdl egyenként és 0.2 mM/l ANTP kerllt. A PCR soran keletkezé fragmentumokat 2 %-0S

agaroz gélelektroforézissel valasztottuk szét és etidium-bromid, valamint ultraibolya fény
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felhasznalasaval tettiik lathatova. A gélelektroforézist kovetden DNS markerlétra mellett olvastuk le
a fragmentek méretét (PCR marker, 50-2000 bp Sigma—Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

Homoxzigotn vad

A |
N\ A | A
AVARY A VATARA U

Heterozipéta

Hewmwszigita mutdns

30. Abra: A GR Bcll polimorfizmus kimutatasara kidolgozott allélspecifikus PCR
modszer és annak ellendrzése restrikcios enzimemésztéssel és DNS szekvenalassal.
Panel A: Bcl | polimorfizmus allélspecifikus PCR maodszerrel valé kimutatasa: 1. oszlop:
homozig6ta mutans (kontroll és csak 177 bp méretli fragment), 2. és 4.o0szlop: heterozigota
(kontroll, 284 bp és 177 bp méretli fragment), 3. oszlop: homozigoéta vad (kontroll és csak
284 bp méretli fragment) genotipus; Panel B: M: DNS maker, 1. oszlop: homozigota mutans
(csak emésztetlen 418 bp méretii fragment), 3. oszlop: homozigéta vad (hidnyz6 418 bp
méretll fragment mellett kettd kisebb fragment (151 és 267 bp)), 2. és 4. oszlop: heterozigdta
(csokkent intenzitast 418 bp méretii fragment mellett kettd kisebb fragment (151 és 267
bp)) genotipus; Panel C: A GR Bcll SNP szekvenalasi képe, vad, heterozigota és
homozigo6ta formaban [495].

A GR gen Bcll polimorfizmusanak kimutatasara kidolgozott allélspecifikus PCR modszer
247 egeszseges kontroll egyén genomidlis DNS-én tesztelve két fliggetlen modszerrel torténd
validalas alapjan megbizhaté eredményt adott minden esetben. A Kkapott genotipus és
allélfrekvencia eloszlas eredménye megfelelt a kaukéazusi populécionél vart 35% korilinek. A
kidolgozott modszer koltséghatékony, rovid 1d6 alatt, a korabbiaknal kevesebb Iépésben
végrehajthatd, nagy mintaszam esetén is magas szenzitivitassal és specificitassal alkalmazhato,
ezaltal populacids szintli vizsgalatokra is alkalmas.

A GR N363S variansa szignifikdnsan gyakoribb volt a kétoldali mellékvesekéreg adenémas
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
adendomasok kdzott (40.9 vs. 22.2%, P < 0.05). Ebben a csoportban az N363S varians dsszefliggést
mutatott a karosodott cukoranyagcserével, de a BMI, hiperlipidemia, magasvérnyomas vagy
koronaria betegséggel nem tarsult. Eredményeink arra utalnak, hogy a GR N363S polimorfizmusa a
szénhidrat anyagcserén keresztiil szerepet jatszik a kétoldali, hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg

adendmak patogenézisében [496].
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31. abra. A glukokortikoid receptor gén N363S és ER22/23EK polimorfizmusat
hordozok gyakorisaga a Kiilonb6zé klinikai csoportokban. *statisztikailag szignifikans
kilénbség.
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32. dabra. Cukoranyagcsere zavar (diabetes mellitus és/vagy csokkent glikdz
tolerancia) gyakorisdga az N363S polimorfizmust nem hordoz6 illetve hordozo
mellékvese adenomas betegekben. *statisztikailag szignifikans kilénbség.

Nem taldltunk 0&sszefiiggést az N363S polimorfizmus jelenléte és a hipertdnia,
hyperlipidaemia, vagy a koszortér betegség el6fordulasa kozott.

Az N363S polimorfizmus megndvekedett in vivo glikokortikoid érzékenységgel tarsul
[146,168] és in vitro kortlmények kdzott megndveli a GR transzaktivacids képességét [150]. Masok
felvetették, hogy a polimorfizmusnak a GR transzaktivacios doménjéhez kozeli elhelyezkedése
miatt az aszparagin cseréje szerinre egy Uj potencialis foszforilacios helyet teremt, amely novelheti
a receptor transzaktivacios képességét [497]. Korabbi vizsgalatok azt is felvetették, hogy az N363S

varians 0sszefiiggést mutathat szamos metabolikus rendellenességgel, kodztik a cukoranyagcsere
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zavarral is, bar nagyon eltérdé eredményekrdl szamoltak be. Felmertilt, hogy az N363S hordozokban
megfigyelt metabolikus eltérések hatterében az allhat, hogy az inzulin termelés fokozott
érzékenységgel reagal a kortizol koncentracid véltozasaira [162] és az N363S polimorfizmus
szerepet jatszhat a 2-es tipust diabétesz kialakuldsdban. Ezzel ellentétben masok és sajat
vizsgalataink nem talaltak 0sszefiiggést az N363S varians és a diabétesz illetve a cukoranyagcsere
kdzott egeszséges, random vagy diabéteszes mintakban [168,498-500]. Nem zérhatd ki azonban,
hogy a GR megnovekedett transzaktivacios képessege kovetkeztében olyan target gének
transzkripcidja fokozddhat, melyek mind a kétoldali mellékvese adenoma képzOédésben, mind
ezekben a betegekben a diabétesz gyakori el6forduldsaban szerepet jatszhatnak.

A glikokortikoidok irénti érzékenység novekedese miatt N363S genotipusu egyénekben
inzulinrezisztencia és hiperinzulinémia alakulhat ki, és a megndvekedett inzulin szint tumor
képzOdést indukalhat. Régota ismert, hogy a thlzott glilkokortikoid hatas eldsegiti az inzulin
rezisztencia es diabétesz kialakulasat. Az N363S polimorfizmus dexametazon hatasra nagyobb
inzulin novekedéssel tarsul [146]. NCI-h295 sejtvonalon végzett vizsgéalatokkal kimutattak, hogy az
inzulin a mellékvesekéreg sejtek proliferaciojat serkenti anélkul, hogy a kortizol szintézist
befolyasolna [126]. Ezek a kordbbi megfigyelések alatamaszthatjak feltételezésiinket, hogy az
N363S polimorfizmus a glikokortikoidok iranti érzékenység névekedése miatt hyperinsulinaemiat
okoz, ami N363S polimorfizmust hordozé egyénekben szerepet jatszhat mind a kétoldali
mellékvese daganat, mind a diabétesz kialakuldsdban. Kutatomunkam soran azonban inzulin
koncentraciot nem meértlink, igy ennek a hipotézisnek a tovabbi megalapozéasahoz Uj vizsgalatokra
van szlkség. A megndvekedett kortizol szint és az inzulin rezisztencia, hiperglikémia kapcsolatat
tébb tanulmanyban vizsgaltak. Egy tanulmanyban elhizott diabéteszes betegek 2-5,5%-aban talaltak
szubklinikai Cushing szindromat, illetve a HPA tengely enyhe eltéréseit [501]. Tovabbi érdekes
megfigyelés, hogy normalis kortizol szint mellett cukorbetegekben a glikokortikoidok iranti
fokozott érzékenységet mutattak ki, ami a fizioldgias mennyiségii kortizol tilzottan erds hatdsanak
tulajdonithat6 [502]. Lehetséges tehat, hogy a HPA tengely feedback érzékenységének genetikailag
meghatarozott egyéni variabilitasa [146] fontos klinikai kévetkezményekkel is jarhat.

Korébbi viszgalatokban az N363S polimorfizmusnak szdmos metabolikus rendellenességgel
valé 0Osszefliggését tanulmanyoztadk, de a BMI-re, energia haztartasra, vérzsirokra és koszoruér
betegségre vonatkozé eredmenyek ellentmondésosak [146,162,498,499]. Magunk nem talaltunk
Osszefliggést az N363S varians és a testtdmeg index kozott, bar az egy- és kétoldali
mellékvesekéreg daganatos valamint a 2-es tipust diabéteszes betegekben hasonlé mértékben
megndvekedett BMI-t talaltunk, az N363S polimorfizmus csak a kétoldali mellékvese daganatos

betegekben fordult eld gyakrabban. Ennek alapjan valoszinlitlennek tiinik, hogy a kétoldali
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mellékvese adenomas betegekben az N363S polimorfizmus gyakori eléforduldsa a betegekre

jellemzé nagyobb BMI-vel allna 6sszefliggésben.

V.2.2. A C4B gén kopiaszamanak hatasa valamint a CYP21A2 gén gyakori variansainak hatasa
a; ACTH stimuldciot kovetd kortizol vilaszra joindulatéo mellékveskéreg adendmas
betegekben
A fokozott glukokortikoid hatas szerepének a joindulati mellékvesekéreg adendmaés betegek

tovabbi vizsgalatai sordn a CYP21A2 gén tagabb kromoszomarégidjanak genetikai asszociacios

vizsgalatait végeztik el. A CYP21A2 gén patogen mutacio a 21-hidroxilaz enzimdefektust okozza,
ahol az enzim kiilonbozé mértékli karosodasa jon 1étre. A CYP21A2 genomi lokaliz&cidja rendkiviil

bonyolult, un. kopiaszamvéltozasokat mutatd szakaszokon taldlhatd. A régié egyik tagja a

komplement komponens 4-t kodol6 C4B gén is. A C4B gén egyik haplotipusarol (C4B*Q0) ismert

volt, hogy Osszefiiggést mutatott kiilonb6zé cardiovascularis megbetegedésekkel. Mivel a

mellékvesekéreghormonok kozll a kortizol és aldoszteron is szerepet jatszik a vérnyomas és

szivmiikodés szabalyozéasaban és a C4B*Q0 dsszefligghet a CYP21A2 génnel feltételeztiik, hogy a

korabbi hatasokért is ennek az enzimnek a genetikai varidnsai tehetdk feleldssé. Vizsgalatainkhoz

olyan betegeket vontuk be, akiktdl rendelkezésre allt alap és stimulalt hormonvizsgalati

eredmények. Osszesen 77 mellékvesekéreg adendmas beteget vizsgaltunk.

32. Tablazat: A C4BBQO haplotipus 6sszefliggése ACTH-stimulalt kortizol és aldoszteron
koncentraciokkal

Véltozo Odds réacié P érték
(95% konfidencia intervallum)

Kortizol index: az ACTH stimulalt és az alap kortizol koncentraciok arany

O vagy 1 kopiaval rendelkez6 betegek 25.12 (2.80-225.48) 004

a tobb kopias beteghez viszonyitva

Daganatméret 1.02 (0.98-1.06) 0.280

Eletkor 0.99 (0.93-1.07) 0.964

Nem nd/férfi 0.22 (0.05-1.03) 0.055

Aldoszteron index: az ACTH stimulalt és az alap aldoszteron (nmol/Il) arany

O vagy 1 kopiaval rendelkez6 betegek 10.33 (1.49-71.45) 0.018

a tobb kopias beteghez viszonyitva

Daganatméret 0.95 (0.88-1.03) 0.233

Eletkor 1.08 (0.97-1.19) 0.154

Nem nd/férfi 0.59 (0.05-7.36) 0.687

Ahogyan az a 32. tablazatban latszik mind az kortizol mind pedig az aldoszteron index (az

alap és az ACTH-stimulalt hormon koncentraciok arany) szignifikansan magasabb voltak a
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C4B*Q0 hordozdkban, mint a nem hordozdkban (32. tablazat), de nem talaltunk kilénbséget a 17-
OHP koncentraciokban, ami arra utal, hogy az eltérésekért a szteroid bioszintézis késobbi 1épései
lehetnek felel6sek. Legvaldsziniibbnek az tlinik, hogy a 21-hidroxildz altal katalizalt 1épés volt
aktivabb a hordozdkban a nem hordozokhoz képest. A vizsgalatban résztvevoktol rendelkezésiinkre
allt az ACTH alap és metyrapon utani koncentracidi is, ami azt mutatta, hogy a hordozokban
alacsonyabb volt mind az alap ACTH mind pedig a metyrapon adasa utdn mért koncentracio is. Az
eredmények fiiggetlenek voltak a nemt6l, életkortol és a daganat méretétél. Az alap és a stimulalt
hormon koncentraciok is a referencia tartomanyon belul voltak, ami kizarja azt, hogy a vizsgalatban
résztvevo egyének aktiv hormonalis betegségben szenvedtek volna, pl. Un. late onset congenitalis
adrenalis hyperplasiaban (21-hidroxilaz enzimdefektusban). Mindezen eredmények alapjan ugy
tlinik, hogy a C4B*QO0 haplotipust hordozdkban a mellékvesekéreg aktivitdsa nagyobb mint a nem
hordozokban. Ez azt is jelentheti, hogy ezekben az egyénekben stresszhelyzetben nagyobb a
glikokortikoid hormontermelés, ami kedvez6tlen hatasokat (magas vérnyomas, elhizas,
cukorbetegseg, csontritkulas) eredményezhet [503].

A HPA tengely fokozott aktivitasat 0sszefliggésbe hoztadk cukorbetegség és szivérrendszeri
betegségek kialakulasaval is [504,505]. A HPA tengely hiperaktivitas kedvezo6tlen hatasaért nem
csak a kortizol, hanem az aldoszteron is feleléssé tehet6. A hiperaldoszteronizmus nehezen
kezelhetd, terapiarezisztens magasvérnyomas kialakulasaval jar egyutt. Eredményeink ugyan a
normal tartoményon belili aldoszteron koncentracidkat mutattak a C4B*QO hordozokban is,
kizarva hiperaldoszteronizmus lehetéségét, de az ACTH stimulaciot kovetéen mért reakcid a
hordozokban magasabb volt mint a C4B*QO0 allélt nem hordozdkban. A C4B*Q0 hordozdkrol a
korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy ez az allél dszefuiggést mutatott a tuléléssel [506,507] és a
dohanyzés ezekben az egyénekben emelte a szivérrendszeri betegségek morbiditasat és mortalitasat
[508]. Feltételezhetjuk, hogy ezekért az 6sszefuiggésekért a C4B*QO0 hordozdkban az élethosszon at
tarto, genetikailag determindlt fokozott stresszvalasz is feleléssé tehetd [509].

A C4B*Q0 hordozdkban kimutatott hormonvalaszok arra utaltak, hogy a 21-hidroxilaz
enzim aktivitasa lehet a kulcsa a tapasztalt 6sszefliggéseknek, ezért vizsgalatainkat Kiterjesztettik a
CYP21A2 génre. A gén bonyolult kromoszomalis szerkezete miatt specialis molekularis bioldgiai
maodszereket (allél-specifikus long range PCR, MLPA, quantitativ PCR) hasznaltunk a CYP21A2
haplotipizalasahoz. A CYP21A2 variansokkal sikertlt a C4B*QO0 allélt is lefedniink, igy a CYP21A2
gén gyakori SNP-i alkalmasak a teljes RCCX modul jellemzésére. A CYP21A2 génen belil az SNP-
kben rendkiviil gazdag 2-es intron régié 6nmagaban jellemzi a CYP21A2 haplotipusokat [510].

A populéciot a CYP21A2 génvariansok alapjan harom nagy haplotipusba lehetett sorolni.

Ezek kozul az un. c5 haplotipusba tartozokban emelkedett kortizol és 17-hidroxiprogeszteront
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mértink ACTH-stimulaciot kévetéen, mig az rs6462 polimorfizmust hordozokban az aldoszteron

koncentracié volt emelkedett.
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33. Abra: A CYP21A2 gén haplotipusok Osszefiiggése az ACTH-stimulalt kortizol (A),
aldoszteron (B), 17-hidroxiprogeszteron (C), kortikoszteron (D) és metyrapon utani 11-
deoxycortisol (E ) és ACTH (F) koncentraciokkal.

A Kkét vizsgalatot dsszegezve sikerilt az RCCX modulon belul feltérképezni azt a

haplotipust, ami feltehet6en az egyéni stresszre adott valaszban szerepet jatszik [511].

V.2.3. Nagy atereszkoképességii modszerek integralasa, funkcionalis kapcsolatok modellezése

Kutatdmunkam egybeesett a molekularis biologiai modszerek rohamos fejlédésével. A nagy
ateresztOképességli vizsgalatok (microarray, Uj generaciés szekvenalds) és ezek eredmenyei
ingyenesen elérhet6 adatbazisokban torténd elhelyezése lehet6vé tette, hogy a vizsgalataink targyat
képezd ritka betegségekrdl is elérhetdé mérési eredményeket hasznositani tudjuk. Az integrativ
adatelemzés és ezek atiltetési a klinikai gyakorlatba vezetett oda, hogy kidolgozzunk egy olyan
munkafolyamatot, ami tartalmazza az adaelemzést, az irodalmi adatok feldolgozasat, a validacids

kisérletek tervezéseét és a funkcionalis mddszerek integralasat [512].
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34 &bra: az integrativ adatelemzés sematikus abraja. Az abra bal fels6 harmadaban a
fehérje, gén és mikro-RNS mérések munkafolyamatat dbrazoltuk. Ezeket kiilonb6z6 nagy
ateresztOképességli modszerekkel (ij generacids szekvenalas-NGS., microarray, TLDA
kartyak) elvégzett mérésekhez lehet letolteni az ingyenesen elérhet6 adatokat (pl. GEO és
Omnibus adatbazisokbol) majd a kozds adatokat a megfeleld programokkal ujraértékelni
(Bioconductor, Genescript, R-scriptek). Az abra k6zéps6 része tartalmazza a bioinformatikai
és az irodalmi adatok feldolgozasat (statisztikai modzserek: normalizalds, expresszid
kilénbségek és szignifikans eltérést mutatdé molekuldk azonositasat. GSEA, leading edge,
cytoscope és IPA algoritmusok segitségevel az adatok vizualizalhatdak és statisztikailag
jellemezhetéekké valnak. A mikro-RNS adatok interpretdlasa és a potencialis cél mRNS
beazonositasa szintén ebben a fazisban kovetkezik be. Az abra bal alsé harmadaban a
beazonositott 6sszefliggések funkcionalis tesztelésére kidolgozott folyamatokat dsszegeztik.
Itt kerl sor az in vitro és in vivo kisérletekre. A mikro-RNS-ek funkcionalis hatasainak
elemzésében mikro-RNS transzfekciot kovetd mikro-RNS DNS interakcid, a potenciélis
fukciok (pl. sejtproliferacio, apopt6zis, hormontermelés) elemzésére. Sarga szin:
folyamatokat (process), zold kiemelés: modszereket (method), kék szin: softwareket,
algoritmusokat, a lila szin: adatbazisokat szemléltet.

A Kkidolgozott stratégiankat sikeresen alkalmaztuk a hipofizis és a mellékvesekéreg

daganatok elemzésében, valamint felhasznaltuk a GRP funkcidinak jellemzésében €s a sejtciklus

elemzésében is.
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V.2.4. A GR izoformainak szerepe mellékvesekéereg daganatokban

A genetikai asszociacios vizsgalatokbol korvonalazédott, hogy az intraadrenalis
glikokortikoid  érzékenyseg szerepet jatszat a joéindulati mellékvesekéreg adendmak
patogenézisében. Ezek alapjan a kovetkezé kérdés volt, hogy igazoljuk a gliikokortikoid hatast
kozvetitd receptor jelenlétét mellékvese szovetekben. Osszesen 31 mellékvese szovetet (19
hormonalisan inaktiv, 6 kortizolt termelé adenéma és 6 ép mellékvese szOvetet) vizsgaltunk (33.
tablazat). Az ép mellékvesék nefrektomia soran eltavolitott vesék melldl szarmazott.

33. Tablazat: a GR izoformak vizsgalataban felhasznalt mellékveseszovetek

Szovetszama  Nem  Mellékvese tumor (mm) Eletkor (évek) Hormonalis Szbvettani diagnozis
aktivitas

1 Férfi — 30 - Ep mellékvesekéreg
2 N6 - 57 - Ep mellékvesekéreg
3 Férfi — 61 - Ep mellékvesekéreg
4 N6 - 51 - Ep mellékvesekéreg
5 Férfi  — 21 - Ep mellékvesekéreg
6 N6 - 54 - Ep mellékvesekéreg
7 N6 40x30x10 64 Inaktiv adenoma

8 N6 50x50%10 48 Inaktiv adenoma

9 N6 35x10%6 46 Inaktiv adenoma
10 N6 22x15%15 51 Inaktiv adenoma
11 Férfi ~ 30x20x20 52 Inaktiv adenoma
12 N6 30x30%27 41 Inaktiv adenoma
13 N6 50x50%30 65 Inaktiv adenoma
14 N6 50x40%30 38 Inaktiv adenoma
15 Férfi  60x30%30 54 Inaktiv adenoma
16 N6 60x50%50 46 Inaktiv adenoma
17 N6 40 Inaktiv adenoma
18 Férfi  20x20x15 68 Inaktiv adenoma
19 NG 50x50%30 65 Inaktiv adenoma
20 N6 20x20%20 61 Inaktiv adenoma
21 NG 30x30%30 31 Inaktiv adenoma
22 NG 10x10x5 50 Inaktiv adenoma
23 N6 50x30%25 43 Inaktiv adenoma
24 Férfi  40x40x30 43 Inaktiv adenoma
25 NG 60x20%30 52 Inaktiv adenoma
26 N6 50x30%20 51 Kortizolt-termeld adenoma
27 N6 25x20x15 36 Kortizolt-termels adenoma
28 N6 25x20%20 39 Kortizolt-termel6 adenoma
29 N6 80x30%20 59 Kortizolt-termeld adenoma
30 N6 40x40%25 54 Kortizolt-termeld adenoma
31 Férfi 90%x90x90 55 Kortizolt-termel6 adenoma

Kvantitativ  RT-PCR-el mRNS, mig GRa és GRP specifikus antitestekkel végzett
immunhisztokémia vizsgalatokkal Kimutattuk mindkét izoforma jelenlétét

mellékvesedaganatokban. A hormonélisan inkativ adenomakhoz képest és az ép szovetekhez
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viszonyitva is mind a GRo mind pedig a GRp fokozott expressziét mutatott a kortizolt termel6
daganatokban (35. abra). Az ép szovetek koziill a GRB 3-bdl 6-ban, a hormonélisan inaktiv
daganatokban 19-bdl 17-ben mig az 6sszes (6-bdl 6-ban) kortizolt termelé daganatokban jelen

volt. A két izoforma kdzott mRNS expresszidban szignifikans pozitiv korrelaciét detektaltunk.
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35. Abra: a GR izoformak expressioja mellékvese daganatokban. GRa és GRp
génexpresszio(bal felsé kép); a GRa és GRP antitestek specificitdsanak ellendrzésére
vegzett Western blot reprezemtativ képe (bal als6 kép) és a GRa ¢és GRp
immunhisztokémidval torténd detektalasa ép, hormondlisan inaktiv és kortizolt termeld
mellékvese daganatokban. (CPA: kortizolt termeld adendéma, N: normal szdvet, bp:
bazispar)

Eredményeink meger6sitik Hagendorf és mtsai. korabbi eredményeit, akik Cushing
szindromas betegek periférids vérében keringd mononukledris sejtekben igazoltdk a fokozott GRa
¢s GRp expressziot [513]. A kortizolt termelé szovetekben igazolt magasabb receptor expresszio
hatterében a magasabb ligand koncentracio feltételezhetd. A GR promoterében kimutatott GRE hely
biztosithatja a GR expresszié emelkedését glikokortikoid hormonok hatasara [514]. Masik
lehetséges oka a receptor overexpresszionak a mellékvesekéregben jelen 1évé bidirekcionalis
kapcsolat az immunsejtek és a mellékvesekéreg sejtek kdzott [515]. Cushing szindréméat okozé
mellékvesekéreg daganatokban emelkedett IL-1 és IL-1R expressziot igazoltak, ami a GR
expressziot is novelheti [516]. Végiil egyidoben a mi munkakkal Tacon és mtsai. kimutattak
malignus mellékvesekéreg daganatokban a fokozott GR expressziot, de 6k nem tettek kiilonbséget
az izoformédk kozott, munkajukban egy a receptor N-termindlis végére specifikus antitestet
hasznéltak [517].
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Osszegezve eredményeinket megallapitottuk, hogy a GR izoformai expresszalodnak a
mellékvesekéregben és a mellékvesekéreg adendmakban, legnagyobb mennyiségben a kortizolt
termel6 adenomakban. A GRa és a GRp izoforma jelentés emelkedése ezekben a szdvetekben egy,
a mellékvesekéregben jelenlévé autoregulaciora utal, amelynek esetleg szerepe lehet egy helyi,

glukokortikoidok iranti rezisztencia mechanizmus kialakulasaban.

V.2.5. A mellékvesekéregben miikodé periférias ora és a GR izoformak szerepe ennek
modulésaban

Mivel a mellékvesekéreg hormonok esszencidlis szerepet jatszanak a napszaki ritmus

szabalyozéshban és a GR expresszalodik a mellékvesekéregben felmeriilt, hogy a GR szerepet

jatszhat a periférias Oragének szabalyozadsaban. gRT-PCR-el igazoltuk, hogy az d&ragének

expresszalodnak a mellékvesekéregben és ritmusos ingadozast mutatnak.

A H295R mellékvese sejteket szérum sokk alkalmazésaval szinkronizaltuk, majd a cosinor
analizist kovetden 4 6ragén (PER1, PER2, REV-ERBa €s ARNTL) ritmikus expressziojat igazoltuk.
A szérum sokk alkalmazasat kovetéen a CRY1 expresszid indukalddott, azonban nem mutatott
ritmikus oszcillaciét (36. abra). Az dragének expresszidés mintazata megfelelt az irodalomban is
ismert szabalyoz6 mechanizmusoknak, azaz a PER1 és PER2 gének expresszios mintazata hasonlo

volt, mig a REV-ERBa és ARNTL gének ellentétes fazisban oszcillaltak.

—+—=PER1
PER2

=+—CRY1

== REV-ERBa
ARNTL

log2Relativ expresszio

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
1dé (6ra)

36. abra A periféirds cirkadian déra szérum sokk alkalmazésaval indukalhaté H295R
mellékvesekéreg sejtvonalban. A 0 6ras idépont jelzi a szérum sokk végét. A génexpressziot a
0 6ras mintahoz képest tlintettem fel. Az 5 vizsgalt éragén kozul cosinor analizis a PER1, PER2,
REV-ERBa és ARNTL gének ritmikus oszcillacidjat erdsitette meg. Az abran az atlagtSEM
értékeket tuntettem fel.
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Erdekes modon a teljes GR expresszid, a cosinor analizis alapjan ritmikus mintazatot
mutatott a kontroll csoportban, ami eltiint DEX, RU486 vagy a két szer kombinalt kezelése soran.
DEX hatéséra a teljes GR expresszid 12 ora elteltével ideiglenesen indukalodott, mig 36 odra
elteltével csokkent a kontroll csoporthoz képest. Ezzel ellenkezdleg a nem specifikus GR
antagonista RU486 kezelés a kontrollhoz képes fokozta a GR transzkripcidt és megszintette a

ritmikus expressziot (37. abra).

—=\/ivGanyag
DEX

—4— DEX+RU486

- RU486

log2Relativ expresszio

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
1dé (6ra)

37. abra A teljes GR gén expresszios valtozasai H295R sejtekben. H295R sejteket 24 6ran
kKeresztll szérum éheztetést kovetden, majd aktiv szén atsziirt Nu-szérumot tartalmazo
tdpfolyadékba helyezest kdvetden vivéanyaggal (0,01% etanol), 100nmol DEX-zal, 100nmol
DEX-zal és 1umol RU486-tal vagy 1umol RU486-tal kezeltik. A 0 oras idépontban kezdtem
meg a farmakoldgiai kezeléseket. A vivoanyaggal kezelt csoportban a cosinor vizsgalat ritmikus
expressziot igazolt, mig a kezelések megsziintették a ritmust. A relativ expressziot a 0 Orés
mintahoz viszonyitva szamitottam. A csillaggal jel6lt pontokban a génexpresszid szignifikansan
kiilonbozik az adott iddpontban a vivéanyaggal kezelt csoporttol. A p<0,05 értéket tekintettik
szignifikansnak. Az abran az atlagtSEM értékeket tiintettem fel.

Azoknak az 6ragéneknek az expresszidja, amelyek a GRao kdzvetlen célpontjai, mar a GRa
aktivaciot kdvet6 rovid idon belil megvaltozik. Vizsgalataink sordn ezert a DEX, DEX+RU486 és
RU486 kezeléseket kovetd els6 12 ora transzkripcios valtozasait elemeztik. 2 6rds DEX kezelést
kovetden az altalunk vizsgalt 6sszes dragén ideiglenesen indukalodott, azonban az egyidejii RU486
kezelés alapjan csak a PER1, PER2 és CRY1 gének véltoztak GRa-dependens mddon. A PER1 és
PER2 expresszié a DEX kezelést kovet6 12 oran keresztiil folyamatosan megemelkedett a kontroll
csoporthoz képest (kivéve a PER2 esetében 6 oranal), ugyanakkor az egyideji RU486 kezelés
kivédte a DEX hatasat. A DEX kezelést kovet 4 és 12 oras iddpontokban a CRY1 expresszio
magasabb volt a kontroll csoporthoz képes, melyet az egyidejli RU486 kezelés kivédett. DEX
kezelés gatolta a REV-ERBo. expressziot 6 és 12 ora kozott, ugyanakkor ezt a hatast az egyidejl
RU486 kezelés megelézte. Az ARNTL expresszio nem mutatott szignifikans valtozast a GRa

stimul&ciot kovet6 12 oran beliil (38. abra).
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Kronikusan emelkedett gliikokortikoid szintek mellett gyakran fokozott a GRR expresszio,
ezért munkank soran megvizsgaltuk a GRp hatasat az 6ragének expresszidjara is. Alap helyzetben a
H295R sejtekben a GRR mRNS expresszié mind RNS mind fehérje szinten a detekalas kozelében
volt. Munkankban a H295R sejteket GRR-t expresszald vagy ures plazmiddal transzfektaltuk, majd
Dexametazonnal vagy vivéanyaggal kezeltik. A GRR tultermelés 6nmagaban nem befolyasolta a
vizsgalt 6ragének expresszidjat. DEX hatdsara szignifikansan emelkedett a PER1 és PER2 gének
transzkripcidja, mig csokkent a REV-ERBoa gén transzkripcidja az Ures vektorral transzfektalt
sejtekben. A GRB tultermelés kivédte a GRa aktivaciot koveté REV-ERBo szuppressziot,
ugyanakkor nem befolyasolta a PER1 és PER2 gének GRa aktivaciot kovetd indukcidjat (39. dbra).

Fold ¢ l\.m;;y-

VivBanyag
W DEX

39. &bra H295R sejteket Ures (kontroll) vagy GRR overexpresszald plazmiddal transzfektéltuk,
majd 6 oran keresztiil vivoanyaggal (0,01% etanol) vagy 100nmol DEX-nal kezeltem. A FC-t a
vivéanyag kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva szamoltam. Az &bran az atlag+SEM értékeket
tlntettk fel. A p<0,05 értéket tekintettik szignifikansnak.

Vizsgalataink felvetették, hogy a H295R sejtek altal termelt szteroidok elegendéek lehetnek
az Oragének ritmikus expresszidjanak indukalasahoz. Ennek igazoldsara a szérum éheztetést
kovetden 100 uM metyrapon hozzaadasaval meggatoltuk a H295R sejtek endogeén kortizol és
tesztoszteron szintézisét. A felliliszobol folyadék kromatografia tandem tdmegspektrometriaval
hataroztuk meg a kortizol, progeszteron és tesztoszteron koncentraciokat [518]. Metyrapon kezelést
kovetden a kortizol €s tesztoszteron szint a kimutathatosagi hatar ala csokkent, mig a progeszteron
szint érdemben nem valtozott. A progeszteron génexpresszid szabalyozd hatdsa azonban
valoszintitlen, mivel a kontroll és kezelt sejtek esetében is a koncentrécio a kimutathatosagi hataron
volt (nem feltiintetett adatok). A hormonszintézis gatlasa ellenére a PER1 expresszio tovabbra is
indukalodott, ezért a kisérleteket megismételtiik és a metyrapon mellett RU486-ot is adtunk a
sejtekhez, mely sikeresen kivédte a PER1 indukcidjat (40. abra A). Ugyanakkor, ha a kisérletek
el6tt a sejteken nem alkalmaztunk szérum eheztetést, a PER1 oszcillacié nem volt kimutathatd (40.
abraB).
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40. dbra (A) H295R sejteket 24 6ran keresztiil szérum éheztettem, majd aktiv szénen atsziirt Nu-
szérumot tartalmazo tapfolyadékba helyeztem és vivéanyaggal (0,01% etanol, kontroll), 100pumol
metyraponnal (MET) vagy 100pmol MET-tel és 1umol RU486-tal kezeltem. A 0 ora jelzi a
farmakologiai kezelések kezdetét.(B) H295R sejteket aktiv szén szlirt Nu-szérumot tartalmazo
tapfolyadékban tartva vivéanyaggal (0,01% etanol, kontroll), 100umol metyraponnal (MET)
kezeltem. A 0 ¢ra jelzi a farmakoldgiai kezelések kezdetét. Az FC-t a 0 6ras kontroll csoporthoz
viszonyitva szamitottam. Az &brédn az atlagtSEM értékeket tintettem fel. A p<0,05 értéket
tekintettem szignifikansnak.

A glukokortikoidok szamos szdvettipusban képesek szinkronizalni a cirkadian 6rét, azonban a
pontos szabalyozd mechanizmus nem teljesen ismert. Periférias Cushing-betegseégben a szteroidok
szintézise a HPA tengelytdl fliggetlendl torténik és a kortizol szekrécid napi ritmusa megsziinik
[519,520]. A kdzponti szabalyozas hianyanak kovetkeztében a mellékvese daganatokban autonom
regulaciés mechanizmusok léphetnek életbe [520]. Sajat vizsgalataim bebizonyitottak, hogy
kortizolt termelé mellékvesekéreg adenomakban mind a GRa mind pedig a GRB is erdsebben
expresszalddik mint egyéb mellékvesekéreg daganatban, igy nem zarhatd ki az intraadrenalis
gliikokortikoid feedback mechanizmus, amit tovabb erdsitenek [521] Asser és munkatarsainak
eredményei, melyek szerint a GR autokrin pozitiv modon szabalyozza a kortizol termelést H295R
sejtekben. Mindezek alapjan feltételeztik, hogy a gliikokortikoidok a H295R mellékvesekéreg
sejtvonal cirkadian 6rajanak szabalyozasaban is részt vehetnek hasonléan mas szovetekhez [522—
524]. Kisérleteink igazoltdk a GR ritmikus expresszidjat, amit a glikokortikoid agonista DEX,
valamint a nem specifikus GRa, androgén receptor (AR) és progeszteron receptor (PR) antagonista
RU486 kezelés megszintetett. Mindezek alapjan Ggy gondoljuk, hogy a farmakologiai kezelések
sordn megfigyelt ideiglenes GR expresszidos valtozasok feltehetben a cirkadian ora
manipulaciojanak  kdvetkezményei. Fontos ugyanakkor megjegyeznink, hogy a GR
poszttranszkripcionalis modon is szabalyozddhat, tobbek kozott az mRNS stabilitas befolyasolasan
keresztul, illetve a ubiquitin-proteaszoma ttvonalon keresztiil torténd fehérje lebontas altal
[221,222,525].

Tovabb vizsgalva GR és az Oragének kozotti potencialis kapcsolatat megallapitottuk, hogy

szérum megvonast kovetéen az aktiv szénen atsziirt Nu-szérumot tartalmazé tapfolyadékban tartott
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H295R sejtekben (kontroll csoport) a PER1, PER2, CRY1 és ARNTL oOragének ritmikus expressziot
mutattak, amit az RU486 - hasonléan a GR ritmikus expresszidjahoz - meggatolt. Mivel mas
sejtvonalakban kimutattak, hogy a glikokortikoidok, valamint a tesztoszteron és progeszteron
szabalyozhatjak az oragének muiikodését [526,527], ezért felvetettiik, hogy a H295R sejtek endogén
szteroid termelése elegendé lehet az oOragének indukcidjahoz. Az endogén szteroid szintézis
blokkolasaval elvégzett kisérleteink azonban nem igazoltdk feltételezésiinket, igy az 6ragének
oszcillacioja valdsziniileg a szérum éheztetés alkalmazasaval lehet kapcsolatban. A szérum
éheztetés, a tapanyag megvonason keresztil megallitja sejtciklust a GO/G1 fazisban, és az elmult
évek kutatasai alapjan kolcsonhatas allhat fenn a sejtciklus és a cirkadian oOra kozott [528].
Elképzelhetd tovabba az is, hogy a szérum ¢€heztetés érzékennyé valtoztatta a sejteket a tdpoldatban
talalhatd egyes exogén faktorokkal vagy olyan endogén hormonokkal szemben (a kortizolon, a
tesztoszteronon vagy progeszteronon kivil), melyek a GR-on, AR-on vagy PR-on keresztil hatnak.
A tapfolyadék Osszetev6i koziil az inzulinrdl és a hemrdl is ismert, hogy in vitro vagy in vivo
szabalyozhatjak az 6ragének transzkripciojat [529-531]. A hemr6l kimutattak, hogy a REV-ERBa
természetes ligandja és fokozza receptor represszor aktivitasat [530]. A REV-ERBa a sajat
promoterének gatlasan keresztlil képes szabalyozni a sajat transzkripcidjat [532], igy mindez
megmagyaradzhatja REV-ERBa ritmikus expresszidjat RU486 kezelést kovetden.

Vizsgalataink sordn CRH vagy POMC expressziot nem sikerult kimutatnunk a H295R
sejtekben, ami egyutt azokkal a megfigyelésekkel, hogy hipofizis eltvolitason atesett allatokban az
oragének cirkadian oszcillacidja valtozatlan maradt megkérddjelezi az ACTH kizardlagos szerepét
az oragének expresszidjanak szabalyozasaban[533,534].

Mindezek alapjan eredményeink igazoltak, hogy a H295R sejtekben intakt periférids Ora
miikodik, amelyet a gliilkokortikoidok befolyasolnak. A GRf fokozott expresszioja egyediil a REV-

ERBua expressziora van hatassal.

V.2.6. A GRp izoforma szerepe a géntranszkripcioban

A GRp hatasanak tisztazasara létrehoztunk egy sejtvonalat, ami fokozott mértékben expresszalja ezt
az izoformat. Génexpresszios vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a GRB dominans negativ hatassal bir
a GRa altal szabalyozott génekre, de olyan gének transzkripcidjat is befolyasolta, ami a GRa-tol
fliggetlen volt. Sejtvonalunk eredetileg egy bélhamsejt volt, igy lehetéségiink volt arra, hogy
elemezzikk azt, hogy a GRP altal regulalt géneknek milyen szerepe van a gyulladasos
bélbetegségekben. Integrativ adatelemzést végeztiink a gyulladasos bélbetegségben szenved6kbol
elérhet6 génexpresszids adatokkal, és ezeket dsszevetettilk a GRp altal szabalyozott génlistakkal. A
kdz6s halmazban olyan gének voltak, amelyeknek a sejtadhézioban, a sejt-sejt interakcidban van

szereplk. A génexpresszios array-ek adatait egyedi gRT-PCR-el validaltuk. Mindezek alapjan a
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glikokortikoidok iranti rezisztencia a GRP emelkedett expresszioja révén is szerepet jatszhat a
gyulladasos bélbetegségben igazolt mechanizmusok kialakulasaban.

Caco-2 sejtekben a GRR izoforma igen Kis mennyiségben expresszalddik. GRRB-t termeld
plazmiddal tortént stabil transzfekciot kovetéen a Caco-2GRNR sejtekben a GRR mRNS szint kozel
széazszorosara novekedett a Caco-2 sejtekhez képest (GRo/B arany 1:0,6 és 1:0,001). (41. abra A)
Immuncitokémiaval tortént festést kovetden a sejten beliil a GRB fehérje els6sorban a sejtmagon
beliil helyezkedett el, de a sejtplazmaban is kimutathatdé volt. Az mRNS szinteknek megfelelden
Caco-2GRI sejtekben a GRR fehérje is intenzivebben expresszalddott Caco-2 sejtekhez képest
(CTCF; atlagtSD 269596+64000 vs 127304+28640) (41. abra B és C). DEX kezelés hatasara
Caco-2 sejtekben szignifikansan fokozodott a GRR sejtmagi elhelyezkedése (magi/plazma arény
1,79£0,33-r0l 3,9+0,8 p<0,001), Caco-2GRR sejtekben a DEX kezelés bar tovabb ndvelte a GRR
sejtmagi lokalizaciojat, a hatas nem bizonyult szignifikansnak (3,3+ 0,78-rél 3,78 £0,92 p=0,07).

- - -
- - -
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41. dbra (A) GRo/GRB mRNS aranya Caco-2 és Caco-2GRR sejtekben. A vizsgalt
géneket 18S haztartasi génre normalizaltam, majd az abran a GRo/GRB aranyt tiintettlk fel.
* p<0,05 (B) A GRB fehérje immuncitokémiaval torténé kimutatasa Caco-2 és Caco-2
GRR sejtekben. A sejteket 4 oran keresztiil vivéanyaggal (Kontroll) vagy 100nmol
dexamethasonnal (DEX) kezeltik (C) A GRR fehérje kvantitativ analizise. A korrigalt
teljes sejt fluroszcencia (CTCF) szamitasa legalabb 25 sejtbol tortént. *p<0,05 (D) A GRR
fehérje sejtmag/sejtplazma arany kvantitativ analizise. A sejteket 4 6ran keresztul
vivéanyaggal (Kontroll) vagy 100nmol dexamethasonnal (DEX) kezeltem. *p<0,05

A GRR fokozott termelésének hatdsara a sejtek alakja is megvaltozott. Annak érdekében, hogy
kizarjuk az Ures plazmid hatasat Caco-2 sejteken, Caco-2GRR és Ures vektorral transzfektalt Caco-2

sejteket is megvizsgaltuk. Mikroszkopos képeken Caco-2GRR sejtek mérete nagyobb volt, a
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sejtszélek egyenetlenek és szakadozottak és a plazmaban tébb vaku6lum latszédott (42. abra A-C),
mint az alap sejtekben. Erdekes mddon a GRR izoforma tdltermelése a sejtek proliferacios
képességét is megvaltoztatta. Proliferacidés assay-vel kimutattuk, hogy a Caco-2GRR sejtek
szignifikdnsan lassabban szaporodtak, mind az alap Caco-2 sejthez, mind az Ures vektorral
transzfektalt Caco-2pcDNA3.1 sejtekhez képest (42. abra D).

Caco-2pcDNA3.1 Caco-2GRR

1,2

0,8 1

Relativ fluoreszcencia

0,6
@®-Caco-2

«#rCaco-2pcDNA3.1
w-Caco-2GRR

Oh 24h 48h 72h 96h

42. abra 20X nagyitassal készilt mikroszkopos felvételek a (A) Caco-2, (B) az Ures
vektorral transzfektalt Caco-2pcDNA3.1 és (C) GRR overexpresszald vektorral transzfektalt
Caco-2GRR sejtvonalakrdl. (D) A Caco-2, Caco-2pcDNA3.1 és Caco-2GRR sejtvonalak
proliferacios vizsgalata. A kapott eredményeket a Caco-2 sejtvonalhoz viszonyitva
abrazoltam. Az atlag+SEM szémitésa legaldbb 7 parhuzamos mintabdl tértént. *p<0,05

Caco-2 és Caco-2GRB sejtvonalakon GRa agonista DEX kezelés el6tt és utan is teljes
genom mircoarray vizsgalatot végeztiink. Caco-2 sejtekben a DEX kezelés 116 gén expresszidjat
valtoztatta meg (47 gén alul- és 69 gén felllexpresszalodott), mig Caco-2GRR sejtekben minddssze
12 gén expresszidja valtozott (5 gén alul- és 7 gén felllexpresszal6dott)

A GRR tultermelés mindezek alapjan a sejtvonalat érzéketlenné valtoztatta a
glukokortikoidokkal szemben. A GRRB szteroid-érzékenységet befolyasold hatadsanak tovabbi
vizsgélatara a sejtvonalakat GRE-SEAP riporter vektorral transzfektaltuk, és a GRa agonista DEX
kezelést kovetden a GRB izoformat fokozottan termeld sejtekben DEX hatasara szignifikansan
alacsonyabb meértékben novekedett a SEAP aktivitas a kontroll csoporthoz képest (43. abra).
Eredményeink megerdsitik, hogy a GRB izoforma fokozott termelddése csokkenti a

glukokortikoidok GRE-n keresztiil torténd transzkripcios aktivitasat.
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43. abra A GRE-SEAP aktivitas vizsgalata Caco-2 és Caco-2GRR sejtvonalban. A
sejteket 100nmol DEX-nal kezeltik, majd a mért SEAP aktivitast a transzfekcids
kontrollként hasznélt firefly luciferaz eértékekre normalizaltuk. Eredményeinket a
vivéanyaggal kezelt Caco-2 sejtekhez viszonyitva abréazoltuk. Az &tlag+SEM sz&mitdsa
legalabb 3 parhuzamos minta 6x ismételt mérésébdl tortént. *p<0,05

A Caco-2 és Caco-2GRR sejtvonalak microarray vizsgalatanak eredményeit dsszehasonlitva a
GRR taltermelés kovetkeztében 852 gén expresszidja valtozott meg (196 alul- és 656
fellilexpresszalodott). Erdekes médon a GRR overexpresszidja szamos olyan gén transzkripcidjat is
befolyasolta, amely Caco-2 sejtekben DEX kezelést kovetden nem valtozott. Minddssze 67 olyan
gént azonositottunk, amely mind a GRR tultermelés, mind a DEX kezelés hatadsara megvaltozott;
ezek kozil 23 gén mindkét esetben felllexpresszalddott, mig 44 gén transzkripcidja ellentétes
irdnyban valtozott.

A microarray vizsgalat eredményei alapjan a Caco-2 és Caco-2GRRB sejtvonal kdzott
eltéréen expresszalodo gének kozll tobbet is sikeresen validaltunk TagMan Geénexpresszios
Kartydk segitségével. A GRR tultermelés kovetkeztében fellllexpresszalodd gének kozott
azonositottam az apopt6zis szabalyozéasadban (BCL2, CASP1), a metabolizmusban (CPE, NNMT,
LARGE, PAH, SLC26A9), az immun és gyulladasos valaszban (ILLRAP, SAMD9, DEFB1), a
szignaltranszdukcioban (RHOBTB1, RICH2, TGFB2), a transzkripci6 vagy RNS érés
szabalyozéasadban (RBMS3, SATB1) és a sejtmatrix kialakitasdban (VIM, CDH6, SPP1, SPARC,
COLA4AB) szerepet jatsz6 géneket. Az alulexpresszal6déd gének kdzott az immunvalaszban (CXCL1,
CXCL2, CXCLJ), transzkripcioban (NFIA, RPL39L), metabolizmusban (PDE4A) és a jelatviteli
utakban (SAMD1, S100P, SSTR1) szerepet jatsz6 géneket azonositottunk. (34. tablazat)

34. tablazat Microarray vizsgalat alapjan Caco-2 és Caco-2GRRB sejtvonalak kozott
eltéréen expresszalodé gének validalasa. A GR[ szabalyozas alatt allo és az IBD-vel
kapcsolatba hozhato géneket félkovér betlitipussal jeloltem. Minden esetben p<0,05.

Gén
szimbdlum

Gén Irdn
y Fold change

Array ’ gRT-PCR
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Felll expresszalt gének n=34

PTN pleiotrophin 1 133,43 118,60
gamma-aminobutyric acid (GABA) A
GABRA2 receptor, alpha 2 1 41,89 52,71
LARGE like-glycosyltransferase i 21,50 27,67
SATB1 SATB homeobox 1 1 33,02 27,67
RNA binding motif, single stranded
RBMS3 interacting protein i 30,84 21,26
SPP1 secreted phosphoprotein 1 1 15,16 15,24
CRABP2 cellular retinoic acid binding protein 2 i 12,90 13,93
transient receptor potential cation channel, 1
TRPV6 subfamily V, member 6 22,08 11,55
VIM vimentin i 17,24 9,99
SAMD9 sterile alpha motif domain containing 9 1 25,84 9,78
NNMT nicotinamide N-methyltransferase i 33,56 7,11
FBX0O25 F-box protein 25 i 12,47 6,73
PSG9 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 9 1 15,09 5,21
SLC26A9 solute carrier family 26, member 9 i 18,81 4,63
NAV3 neuron navigator 3 1 4,73 4,38
caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase 1
CASP1 (interleukin 1, beta, convertase) 19,79 4,26
PSG8 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 T 13,38 4,23
CDH®6 cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney) T 16,79 3,89
PAH phenylalanine hydroxylase i 18,63 3,84
FAMG65B family with sequence similarity 65, member B 1 27,05 3,73
GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 i 5,70 3,63
COL4A6 collagen, type IV, alpha 6 1 3,54 3,48
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 i 4,96 3,41
RICH2 Rho-type GTPase-activating protein RICH2 T 20,97 3,34
TGFB2 transforming growth factor, beta 2 1 4,50 3,34
RHOBTB1 | Rho-related BTB domain containing 1 i 14,92 3,18
DEFB1 defensin, beta 1 1 5,50 2,57
SNX10 sorting nexin 10 i 3,04 2,06
S100P $100 calcium binding protein P T 3,58 2,51
CPE carboxypeptidase E 1 19,19 2,00
TNS4 tensin 4 i 5,00 1,88
CHI3L1 Chitinase-3-like2 1 2,71 1,88
sortilin-related receptor, L(DLR class) A 1
SORL1 repeats-containing 2,55 1,69
secreted protein, acidic, cysteine-rich 1
SPARC (osteonectin) 3,86 1,64
ILIRAP interleukin 1 receptor accessory protein ! 2,77 1,49
Alul expresszalt gének n=14
TMEM176A | transmembrane protein 176A l 28,72 26615,89
RPL39L ribosomal protein L39-like l 16,63 652,58
TMEM176B | transmembrane protein 176B | 26,17 501,46
enoyl Coenzyme A hydratase domain !
ECHDC2 containing 2 17,43 238,86
NID2 nidogen 2 (osteonidogen) l 26,74 30,91
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POMC proopiomelanocortin l 5,26 26,17
PDE4A phosphodiesterase 4A, CAMP-specific l 10,20 20,53
NFIA nuclear factor I/A l 8,22 9,32
CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 l 8,84 8,28
SSTR1 somatostatin receptor 1 l 5,15 6,63
SMAD1 SMAD family member 1 l 459 6,15
fatty acid binding protein 5 (psoriasis- !
FABP5 associated) 10,28 1,65
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 l 2,56 1,40
CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 l 3,09 1,32

Eredményeink ezen részét 0sszegezve levonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy a létrehozott
Caco2-GRp sejtvonal alkalmas a gliikokortikoid rezisztencia vizsgalatara. A megnovekedett GRR
transzkripcid gatolta a GRa funkcidt és a gliikokortikoidokkal szemben érzéketlenné valtoztatta a
Caco-2 bélham sejteket. A GRp &ltali transzkripcié gatlas mechanizmusara tébb mechanizmus is
felmerult: i) a GRP gatolhatja a GRa-t kompetitiv modon a GRE kot6helyeken keresztil, ii)
funkcionalisan inaktiv GRa-GRR heterodimerek johetnek létre, és iii) elképzelhetd a két izoforma a
GR koaktivatorokért torténd versengése is [142,184,535].

Munkénk Kkiegésziti a korabbi Hela és U20S oszteoszarkdma sejtvonalakon végzett
microarray kisérleteket, amelyek mar jelezték, hogy a GRR-nak GRa fiiggetlen transzkripcios
hatdsa is lehet. A GRR nem képes glikokortikoid-kotésre és a GRE-t tartalmazd promoterek
indukcidjara sem. Mindazonaltal a GRB az ép DBD és AF1 doméneken keresztiil feltételezhetéen
képes o©nalléan interakcioba Iépni méas fehérjékkel és a DNS-sel. Sajat eredményeink is
alatdmasztjak a GRR 6nall6 transzkripcios szerepét, mivel GRR tultermelés hatasara szamos olyan
gén expresszioja valtozott meg, amelyek DEX kezelésre nem reagalnak.

A létrehozott sejtmodel klinikai alkalmazhatdsdgéara elvegeztik az IBD-ben elérhet6
microarray adatok metaanalizisét és ezeket Osszevetettiik a Caco-2GRR sejtben kimuatott
transzkripcidshatasokkal.

Az IBD-ben eltéréen expresszaldodd gének meta-analizise soran 8 kilonbozé tanulmany
Osszesen 245 microarray vizsgalatanak adatait elemeztilk. A kivalasztott tanulmanyokban a teljes
genom microarray vizsgalatokat IBD-ben (Crohn betegségben vagy colitis ulcerosaban) szenvedd
betegek és egészséges emberek vastagbél nyalkahartyabdl vett biopszias mintéibdl végezték.
Vizsgalatunkban a Crohn betegek és egészsegesek mintainak dsszehasonlitasa utan 737, mig colitis
ulcerosa és az egészségesek kozott 838 eltérden expresszalodd gént taldltunk. Ezt kovetben az
egészségesek és a Crohn betegek kozdétt, valamint a Caco-2 és Caco-2GRR sejtvonalak kozott
eltéréen expresszalodd gének Osszehasonlitisaval Gsszesen 64 azonos iranyban valtozo gént (55
felulexpresszalodo és 9 alulexpresszalodo) sikertilt azonositanunk (44. abra). 28 olyan gént is

talaltunk, amely az 6sszehasonlitasban ellentétes iranyban valtozott. Ugyanezt az dsszehasonlitast
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colitis ulcerosaban szenvedd betegek microarray adataival is elvégeztik, de a kozdsen valtozd

géneket tekintve nem talaltam érdemi eltérést a Crohn betegekben talalt eltérésekhez képest.

Feliil-expresszalt
ADAMTS9 GBP1  PLAU

ADM GPX8  PLAUR

ANXA1  IFIT3 QSOX1
Alul-expresszalt | |ARHGDIB IFITM1  RARRES3
oo ATF3 IFITM2  RBPMS

c2 IFITM3  RGS5
ACOX2 CARD16 INHBA  S100P
ASPA CARD6  KIAA1199 SEC24D
ENPP1 CASP1  LAMP3  SLC16A3
OSBPL1A CBR3 LGALS1  SNX10
PLA2G128 CHI3L1  LIPG SPP1
PPARG COL3A1  LUM TGM2
SSTR1 COL5A1  LYZ THBD
TMEM20 CYR61 ~ MMP19  TMEM173

DDIT4 MUC1 TMEM45A

EMP3 NCF2 UBE2L6
F2R NNMT VCAN
FOLR1 NEBL
NUCB2

44. dbra A Caco-2GRU sejtekben a Caco-2 sejtekhez képest (A) és a Crohn betegségben az
egészséges bélszovethez képest (B) eltéréen expresszalodo gének Venn diagramja. Az
atfedést mutat6 gének listajat kinagyitva abrazoltam.

A Caco2-GRER sejtekben és Crohn betegségben kdzdsen valtozd gének funkcionlis analizise
alapjan a ,sejt-sejt jelatvitel és interakcid”, a ,sejtmozgds” valamint a ,sejt novekedés és
proliferacié” kategoridkon beliill elsésorban a tumorsejtek adhézidja, a sejtmigracio és a
sejtproliferacié folyamatai érintettek.

A GRR altal szabalyozott sejtadhézidban, sejtmigracioban és sejtproliferacioban szerepet
jatsz6 gének kozil 6-ot (SPP1, CHI3L1, VIM, CASP1, S100P és SSTR1) egyedi TagMan assay-ek
hasznalataval qRT-PCR-rel validaltam. Ezek megerésitették a microarray vizsgalat soran kapott
eredményeket, azaz a Caco-2GRR sejtekben szignifikansan magasabb volt az SPP1, CHI3L1, VIM,
CASP1 és S100P expresszidja, mig az SSTR1 expresszié alacsonyabb volt az alap Caco-2 sejtekhez
képest (45. abra).

m Caco-2
Caco-2GRR

Fold change

O R N WS WUV O N ®

|

SPP1 CHI3L1 ViM CASP1 $100P SSTR1
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45. dbra A GRI overexpresszio hatasara megvaltozott, a sejtadhézidban és sejtmigracioban
szerepet jatsz0 gének egyedi validalasa gRT-PCR-rel. Caco2GRR sejtvonalban a Caco-2
sejtekhez képest az SSP1, CHI3L1, VIM, CASP1 és S100P szignifikansan indukalédott, mig az
SSTR1 szignifikansan gatlodott. Az atlag+SD szamitasa 3 parhuzamos bioldgiai mintabol tértént.
A Fold change értékét a Caco-2 sejtekhez viszonyitva abrézoltam. *p<0,05.

Vizsgalatunk soran a Caco-2 sejtekben GRR fokozott expresszidjanak transzkripcios hatasait
6sszehasonlitottuk az IBD vastagbél biopszias mintdkban azonositott génexpresszios eltérésekkel.
Eredményeik alapjan az IBD-ben eltérden expresszalodd gének kozel 10%-a GRR tultermelés
hataséra is megvaltozott, tobbnyire azonos iranyba. Ezek a gének olyan fehérjéket kodolnak,
amelyeknek szerepe els6sorban a sejtadhézidban, a sejtproliferacioban és a sejtmigracioban van. A
génexpresszios méresek utan tobb gént egyedi qRT-PCR-e és egyedileg Osszeallitott TagMan
kartyak segitségével is siekresen validaltunk. A GRp fokozott expresszioé Hela és U20S sejtekben is
a sejt-adhézidban és sejt-extracellularis matrix (sejt-ECM) interakcidban részt vevé gének
kifejezOdését szabalyozta [189]. Ezeknek a fehérjéknek az elsddleges szerepe a bélnyalkahartya
vedelme. A GRR tultermelés hatasara megvaltozott ECM alkotok kozll, példaul a kollagén
(COL3AL1), galectin-1 (LGALS), oszteopontin (SPP1), oszteonektin (SPARC) és vimentin (VIM)
géneknek jol ismert szerepiuk van a fibrozis, nyalkahartya regeneracié és bakterialis invazid
folyamataiban kisérletes IBD-ben [536-539]. A megvaltozott sejtregeneracio, sejtadhézié és ECM
Osszetetel 0sszefuiggésbe hozhat6 az IBD kialakulasaval, igy eredményeink a GRR expresszio eddig
ismeretlen szerepét vetik fel a bélhamszdvetben. Néhany az IBD-vel kapcsolatba hozott gén
expresszioja, (példaul a sejt adhézids molekula PECAM1, kemokinek (CXCL1, CXCL2, CXCL3) és
az antimikrobialis védekezésben szerepet jatsz6 DEFB1) GRR tdltermelés hatasara ellentétesen
valtozott, mint IBD-ben. Ennek magyarazata lehet, hogy az IBD-s bélszévet mintadkban tdbb
sejttipus is (pl. immun és stroma sejtek) megtalalhato, illetve az immunhisztokémiai festés soran
nemcsak a bélhdmsejtek, hanem fibroblasztok, limfocitdk és mononukleéris sejtek is GRRB
pozitivitast mutattak [201]. Mivel az eddigi ismeretek tiikrében a GRI sejtspecifikus mddon képes
szabalyozni a génexpressziot, ezért a kiilonbozo sejttipusokban a fokozott GRB expresszio hatésai
igen 0Osszetettek lehetnek IBD-ben. A jovében allatkisérletek segithetnek tisztazni a
bélhamszovetben fokozott GRR expresszid szerepét az IBD-ben.

V1.2.7. A hipofizis daganatok mikro-RNS expresszids mintazata
Hipofizis szOvetekben a teljes genomot lefedé mikro-RNS-expresszios profil vizsgalataval
olyan mikro-RNS-eket azonositottunk, amelyek vizsgélata segitheti a daganat-tipusok sokszor

szOvettani vizsgalattal sem egyszerli azonositasat. Megallapitottuk, hogy a nem-funkcionalo
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hipofizis adenomak (NFA) szovetre altalanossagban fokozott, mig a GHA és a GHPA szdvetekre
ink&bb csokkent globalis mikro-RNS expresszio jellemzo.

Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy az NFA daganatok heterogenitasa miatt szdmos
jelatviteli Gt vagy ugyanazon ut, de kulonb6z6 szabalyozasi szinteken lehet érintett. E daganatok
heterogenitasat mind a patologiai, mind a korabbi génexpresszios és mikro-RNS-expresszios
vizsgalatok is alatdmasztjak [278,415].

Kovetkez6 kisérletiinkben 12 hipofizis szovet (8 NFA és 4 NH) egyedi expresszios profiljat
hataroztuk meg preamplifikacidval kiegészitett TagMan Low Density Array segitségével. Ot
mikroRNS (miR-198, miR-299-5p, miR-497*, miR-548c-3p, miR-622) csak a normalis
hipofizisben, mig 3 mikroRNS (miR-124*, miR-515-5p, miR-872) csak a NFA mintdkban volt
jelen kimutathaté mennyiségben. A mindkét csoportban expresszalodd 478 mikro-RNS kozll az
NFA mintdkban 92 mikro-RNS legaldbb kétszeresre novekedett, 70 mikro-RNS pedig legalabb
felére csokkent expresszidét mutatott a normalis hipofizis szdvethez viszonyitva. Hierarchikus
cluster analizissel a daganatos és az ép szovetmintak egymas mellé rendezdédtek. A szignifikansan
thlrexpresszalt mikro-RNS-ekkel a DIANA-mirPath szoftver segitsegevel utvonalelemzése 63
jelatviteli atvonalat azonositott, amelyek koziil a sejtciklus és a TGFB tutvonalak elemzését

részletesen is elvégeztik (46. abra).
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46. abra. NFA és normélis hipofizis (NH) szovetben szignifikdnsan eltértéen
expresszalodd mikro-RNS-ek; A: dCt értékek, B: normalizalt, ddCt értékek hierarchikus
cluster analizise [540]

V1.2.8. TGF itvonal mikro-RNS-ek altali szabalyozésa hipofizis daganatokban
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A legjelentdsebbnek tiing jelatviteli utak kozott szerepel a TGFp jelatviteli atvonal 205
mikro-RNS-mRNS interakcioval 51 gén és 39 mikro-RNS kozo6tt. A 39 mikro-RNS-b6l 19 mikro-
RNS 6nmagaban is szignifikans hatassal birhat a TGFp Gtvonalra (35. tablazat).

35. tablazat. TGFp utvonalat befolyasolé mikro-RNS-ek

mikro-RNS  Célgének szama -In(p) Gén
miR-582-3p 6 22,87 SMAD2, CREBBP, THBS2, PPP2CA, ACVR2B, BMPR2
BMP6, ZFYVE9, SMAD7, LEFTY1, SMAD5, ACVR1,
miR-519¢-3p 13 16,78 MAPK1, LEFTY2, TGFBR2, ACVRIC, ZFYVE16, BMPR2,
SMAD4
RHOA, SMURF1, SMAD2, ACVR2A, NOG, PPP2R2C,
miR-429 14 14,47 CREBBP, PPP2CA, ACVR2B, SMURF2, SP1, ACVRIC,

EP300, RPS6KB1

E2F5, RBL2, SMURF1, ZFYVES, SMAD7, SMADG6, RBL1,
miR-93 15 14,14 SMADS, MAPK1, PPP2CA, BMP2, ACVR1B, TGFBR?2,

ZFYVE16, BMPR2

TGFBR1, TNF, ZFYVEY, SMAD5, ACVR1, INHBB,
miR-301a 13 13,98 MAPK1, TGFBR2, BMPR1B, SP1, ACVR1C, BMPR2,

SMAD4

TGFBR1, TNF, ZFYVE9, SMAD5, ACVR1, INHBB,
miR-301b 13 13,98 MAPK1, TGFBR2, BMPR1B, SP1, ACVR1C, BMPR2,

SMAD4

TGFBR1, TNF, ZFYVEY, SMAD5, ACVR1, INHBB,
miR-454 13 13,98 MAPK1, TGFBR2, BMPR1B, SP1, ACVR1C, BMPR2,
SMAD4
ROCK1, SMURF1, ZFYVESY, ACVR2A, INHBB, CREBBP,
ACVRI1B, TGFBR2, BMPR2, RPS6KB1
RBL2, TGFBR1, BMP6, SMAD7, SMAD5, ACVR2A,

miR-153 10 12,97

miR-545 10 11,36 ACVR2B, BMPR2, SMAD4, SMAD3
miR-592 4 8,15 ACVR2A, ACVR2B, SP1, SMAD4
iR.373 R 728 Eﬂ:S,REMADZ, RBLL, LEFTYL, INHBB, LEFTY2, TGFBR2,
miR-378 3 6,78 BMP8B, MAPK1, BMP2
MiR-652 1 6,77 ACVRZB
miR-628-5p 4 6,42 ACVR1, MAPK1, ACVR2B, BMPR2
RS0 R 5.00 ETAFF; Fle\,/IsAI\% DsileD5, ACVRL, CREBBP, PPP2CA,
miR-769-5p 3 5,68 TGFBR1, SMAD2, BMPR2

mikro-RNS  Célgének szama -In(p) Gén
mIR-140-5p 5 4,81 TGFBR1, SMURF1, MAPK1, BMP2, PITX2
miR-641 5 3,81 TGFBRL, SMURF1, ACVR2B, SP1, RPS6KB1
MIR-875-5p 2 35 ACVR2A, TGFB3
MiR-548b-3p 3 2,83 SMAD?7, PPP2R1B, SP1
miR-183 4 24 PPP2CA, ACVR2B, PPP2CB, SMAD4
miR-208b 2 224 TGFBRL, PPP2R2C
MiR-582-5p 5 2,17 CDKNZB, ID4, ACVR2B, ACVRIB, BMPR1B
MIR-491-3p 3 2,08 ID3, SMADZ, ACVR2A
g . 171 g’c\)ﬂggi,BSMAm, ACVRL, GDF6, THBS2, SMADL,
miR-140-3p 3 13 RHOA, MAPK1, ACVR2B
MiR-06 6 1,17 E2F5, SMAD7, ACVRL, THBS2, ACVRZ2B, BMPRIB
miR-149 3 1,04 ID4, SMAD2, SP1
MIR-636 7 0,08 INHBB, PPP2R2C, TGFBR?, SP1
MiR-628-3p 1 0,44 RBL2
miR-137 5 0,41 SMURF1, ACVRL, SP1, ACVRIC, ZFYVEL6
miR-139-5p 2 041 THBSL1, PPP2CA
miR-33b 1 0,35 SMAD7
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miR-501-5p 1 0,24 PITX2
miR-532-3p 1 0,21 GDF6
miR-501-3p 1 0,19 PPP2R2C
miR-362-5p 1 0,1 SP1
miR-330-5p 1 0 ACVRL1
miR-532-5p 1 0 SMAD2

Validalas soran a TGF jelatvitel vizsgalatahoz 10 normalis és 10 NFA szdveten gRT-PCR-
rel meghatéaroztuk a nyolc ismert Smad molekula (Smad1-9) expresszidjat, amelyekrol feltételeztiik,
hogy funkcidzavaraik szerepet jatszanak a daganat kialakulas folyamataban. Kimutattuk, hogy a
Smad3, Smad6 és Smad9 expresszidja hipofizis adenoma mintakban szignifikansan csdkkent az ép
szOvethez képest (47. abra). A Smad3 a TGFp jelet kozvetiti, a Smad6 és Smad7 pedig gatolja
mind a TGFB, mind a BMP utvonalak jelatvitelét. Bar a Smad6 expresszioja NFA mintakban
szignifikansan csokkent, a Smad7 szintje nem véltozott. A BMP jelet kdzvetitd Smad molekuldk
kozul a Smadl és Smad5 expresszidjaban nem igazoltunk kilénbséget, mig a Smad9 szignifikansan

csokkent expressziot mutatott a daganatokban az ép szévethez képest.
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TLDA eredmenyek értékelése soran 74 mikro-RNS expresszioja mutatott szignifikans korrelaciot a
Smad3 expresszidval, és ezek kdzll 30 mikro-RNS expresszidja a daganatos és normalis hipofizis
szovetekben eltéré volt. Ot kiilonbdzd target predikcids programmal a Smad3 esetében ez a szam
20-ra sziikiilt (19 fokozott és egy csokkent expressziot mutatd mikro-RNS), amelyek expresszidja
negativan korrelalt a Smad3 expresszioval (36. tablazat). A PicTar program nem azonositott be
egyetlen egy mikro-RNS-Smad3 interakciot sem. Ezek kozil a miR-140 és a Smad3 mRNS kdzotti
interakcidt riportergén vizsgalattal mar korabban bizonyitottdk. Mindezen eredmények alapjan
megallapithatd, hogy a mikro-RNS-ek altal kozvetitett poszttranszkripcidés szabalyozas nagy
valosziniiséggel befolyasolja a TGFp jelatviteli utvonal tagjainak expressziojat, amelyeknek szerepe

lehet nemcsak a hipofizis daganatok kialakuldsdban, hanem a normalis hipofizis szOvet

47. dbra. A Smad csalad mRNS expresszios profilja hypophysis szdvetekben
(log2RQ = -ddCt; *: p<0.05; NH: ép hipofizis; NFA: nem funkcionalo hipofizis

adenoma) [540]

A Smad3 és mikro-RNS-ek kozotti expresszid lehetséges kapcsolatanak vizsgalataban a

mukoddésében is.

36. tablazat. A Smad3 3°’UTR-t potencialisan célzdé mikro-RNS-ek expresszioja hipofizis
adenomakban. *: kisérletesen igazolt target

Talexpresszalt mikro-RNS-ek és Smad3 Smad3 — mikro- mikro-RNS
kozotti interakcio i RNS korrelacié expresszié
mikro-RNS
DIANA- . .

mirPath TargetScan | microRNA.org | MicroCosm R(X,y) p-value -ddCT p value
+ hsa-miR-93* -0,811 0,001 0,54 0,048
+ hsa-miR-491-3p | -0,808 0,001 1,10 0,005
hsa-miR-135a -0,747 0,005 0,82 0,025
+ + hsa-miR-545 -0,728 0,007 1,40 0,035
+ hsa-miR-582-5p | -0,720 0,008 7,33 0,004
+ hsa-miR-500 -0,706 0,010 1,68 0,016
+ hsa-miR-153 -0,700 0,011 2,33 0,000
+ hsa-miR-501-3p | -0,684 0,014 1,94 0,038
+ + + hsa-miR-570 -0,676 0,016 1,73 0,000
+ hsa-miR-501-5p | -0,671 0,017 2,12 0,004
+ hsa-miR-582-3p | -0,671 0,017 4,97 0,004
+ hsa-miR-200b -0,657 0,020 0,83 0,045
+ hsa-miR-641 -0,636 0,026 2,31 0,004
+ hsa-miR-579 -0,631 0,028 0,92 0,018
+ + hsa-miR-429 -0,623 0,030 1,61 0,001
+ hsa-miR-362-5p | -0,609 0,035 1,75 0,036
+ + hsa-miR-938 -0,609 0,036 2,90 0,000
+* hsa-miR-140-5p | -0,608 0,036 1,49 0,011
+ hsa-miR-139-5p | -0,579 0,049 2,37 0,013
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Ezeknek az eredményeknek a megerdsitése céljabol 10 NFA és 10 ép mintaban 5 mikro-RNS
egyedi TagMan assay-tortént mérése is igazolta a fokozott expressziét az NFA mintdkban a
normalis hipofizis szovetekhez képest (48. abra) [540].
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48. dbra. TLDA eredmények validalasahoz kivalasztott Smad3-t célz6 5 mikro-
RNS expresszidja hipofizis szovetekben (*: p<0,05; *: p<0.05; NH: ép hipofizis;
NFA: nem funkcionalo hipofizis adenoma) [540].

Ezek az eredmények tovabbi adatokat szolgaltattak arrdl, hogy a TGFp utvonalnak a hipofizis
daganatok kialakulasédban kdzponti szerepe lehet. Interakcios partnere a meninnek és a familiaris
hipofizis adenomak kialakulasaval is sszefliggésbe hoztak.

A TGFp jelatvitel fontos szerepet jatszik a fejlddésben és a daganatok kialakuldsaban. A
TGFB tumorszuppresszor €s onkogén funkciot egyarant betdlthet. A daganatképzddés korai
fazisdban a TGFP a p53-mal kdzdsen tumorszuppresszorként gatolja a sejtproliferaciot, de a TGFf
altal aktivaldédott Smad molekulak mutans p53-mal nem invaziv tumorsejtekben pro-invaziv hatast
agressziv sejtek elveszitik a mutans p53 fehérjéjliket, metasztatikus potencialjuk is elvész [541]. A
benignus hipofizis adenomakban a TP53 mutacioja kivételesen ritka és inkabb a TGFp jeltatviteli ut
tumorszuppressziv hatasa érvényesil. Ezt a feltételezést tdimasztja ala MEN1 szindromaban a menin
funkcidjanak elvesztésekor a daganatok kialakulasa, ugyanis a Smad fehérjékkel egyiitt a menin is
kulcsszerepet jatszik a TGFP hatas kozvetitésében. Ez a tumorszuppresszor hatas nemcsak a
sejtosztodas gatlasaban, hanem az apoptozis indukcidoban is megnyilvanul. A TGFp indukalja a
p15Mkabt s g p21Wall/CiPl et ezaltal gatolja a ciklin D-CDK4/6 és ciklin E-CDK2 komplexeket
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[542,543]. A CDKI-k indukcidja mellett gatolja a CDK aktivator CDC25A-t: egyrészt a p160ROcK-
on keresztlli foszforilacidval inaktivalja, masrészt kozvetlenul génszinten is akadalyozza a
transzkripciot.

A TGFp/activin csalad tagjai fontos szerepet jatszanak a laktotrop sejtekbdl szarmazo
hipofizis adenomak kialakulasaban [544]. NFA-bol szarmazé HP75 sejteken TGFP adasra csokken
a sejtproliferacié és fokozodik az apoptézis [545,546]. A TGFB ezen kiviil szabalyozza a
gonadotrdp sejtek hormontermelését is. Az activin és TGFf ugyanazon a jelatviteli uton osztozik,
activin hatasra a gonadotrop sejtekben fokozddik az FSH termelés [547].

A TGFPB receptorok kifejezett expressziojat mutattdk ki mind daganatos, mind normalis
hipofizis szdvetben [546], de nem taléltak kulonbséget az NFA és a normdlis hipofizis mintak
TGFB receptor expresszidja kozott [548]. A receptorokat kodold gének mutécidja hipofizis
adenomakban ritkan fordul elé [549]. Bar a TGFp receptort illetéen microarray vizsgalatok nem
mutattak kilonbséget a daganatos és normalis hipofizis szdvet kdzott, hipofizis adenomakban a
TGFp szabalyozas alatt allo6 FSH, LH és TSH-beta alegység [550] csokkent expresszidjat észlelték
[548], ami a TGFp jelat csokkent aktivitasat is jelezheti. A TGFp jelt egyik kulcsfontossagu
kozvetitdje a menin, amelynek mutacidja a familidris adenomdékkal ellentétben sporadikus
daganatok esetében ritkan fordul el6 [551,552].

A TGEFB jelatvitel fontos downstream molekuldja a Smad3. Bar kordbban nem talaltak
Smad3 mutaciot hipofizis és endokrin daganatokban (parathyroid adenoma, enteropancreas
endokrin neoplaziak) [553], de a tumorszuppresszor meninnel valé kdzvetlen interakcio altal is
szerepet jatszhat a hipofizis adenomak patogenezisében. Eredményeink alapjan a Smad3
kulcsszerepet jatszhat ezekben a daganatokban. Az altalunk beazonositott mikro-RNS-ek kozill a
TGFp jelatvitel poszttranszkripcios szintli szabalyozasat a miR-106b-25 és a miR-17-92 cluster
esetében mar kordbban bizonyitottdk. A miR-106b, -93, -17-5p, 20a elnyomja a p21Wait/Cirl
expressziojat, ami a TGFB-indukalt jelatvitelben a sejtproliferacio gatlasat okozhatna, a miR-25 és a
miR-92 pedig gatolja a Bim expressziot, amely elengedhetetlen feltétele a TGFp altal kivaltott
apoptdzisnak [554,555]. A miR-93, -17-5p és 20a expresszidjat magasabb volt az NFA mintakban a
normalis szdvethez képest, ugyanakkor az NFA sejtek kevesesebb, mint 5%-a expresszal
immunfestéssel kimutathatd p21Waf/CiPl fehérjét [317]. Ezt az expresszid-csokkenést mindéssze az
esetek 3%-aban okozza promoter hipermetilacio [282], ezért fennéll annak a lehetésége, hogy a
p21Warl/Cipl agalabb részben mikro-RNS-ek altlai szabéalyozas alatt is allhat.

Eredményeinket 0sszegezve megallapithatd, hogy a mikro-RNS-ek altal kozvetitett
poszttranszkripcios szabalyozas nagy valdsziniiséggel befolyasolja a TGFp jelatviteli utvonal
tagjainak expressziojat, amelyeknek szerepe lehet nemcsak a hipofizis daganatok kialakulasaban,

hanem a normalis hipofizis szévet miikodésében is [309].
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VI1.2.9.

a bioinformatikai algoritmusok a sejtciklus kindz WEE1 fehérjét vetette fel. Hipofizis szdvetekben a
WEEL expressziojadt mRNS és/vagy fehérje szinten elemezve kimutattuk, hogy a WEE1 fehérje
mind a hormonalisan inaktiv mind pedig a ndvekedési hormont termeld szovetekben csokkent
expresszidt mutatott az ép szOvethez képest, de mRNS szinten ez nem volt igazolhatd, ami

felvetette a WEEL poszttranszkripcionalis mikro-RNS-ek altali szabalyozasanak lehet6ségét.

szabalyozasaban

A hipofizis adenomakban fokozottan expresszalt mikro-RNS-ek lehetséges célpontjai kozl

49. &bra. Normalis hipofizis (A), GHA (B) és NFA szdvetben (C) a WEEL1 fehérje
immunhisztokémiai vizsgalata. D: A WEEL immunhisztokémiai vizsgalat eredményeinek
mennyiségi értekelése; E: A WEEl-ellenes antitest specificitasanak ellenérzése Western

blottal. *p: <0,05 [556].
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50. Abra. WEE1 mRNS expresszidja qRT-PCR-rel hipofizis szdvetekben
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Western blottal a WEE1 immunhisztokémiahoz hasonlo eredményt kaptam, azonban statisztikai
értékelés a vizsgalt mintdk kis szdma miatt nem volt lehetseges. A fehérjeszinten észlelt
eredményekt6l eltéréen a WEEL1 mRNS mennyiségi vizsgalata (kvantitativ real-time PCR, gRT-
PCR) nem mutatott eltérést a kiilonb6z6 csoportok kozott (50. abra), ami alatamasztotta a
poszttranszkripciondlis szintli szabalyozas lehetdségét.

A WEE1-t célz6 mikro-RNS-ek azonositasa céljabdl in silico target predikciot, majd az in
silico kutatasokkal feltart lehetséges mikro-RNS-ek kozil 5 potencidlis miR-t (miR-128a, miR-
516a-3p, miR-155, miR-20a, miR-93) validaltunk. Kvantitativ real-time PCR modszerrel NFA
mintakban mind az 6t vizsgalt miR expresszioja szignifikdnsan magasabb volt. A miR-155 és a
miR-93 expresszioja az NFA mintékon kivil a GH+PA csoportban is szignifikansan nagyobb volt a
normalis hipofizis szdvetben talélt expresszios értékekhez képest (51. abra).

Wee1 transzkript 1 I H-E 8 i #H i i uTR | NM_003390.3
Wee1 transzkript 2 bopig B 2 H—a8 I UTR ] NM_001143976.1
} hsa-miR-516a-3p / hsa-miR-93 hsa-miR-155
hsa-miR-128a hsa-miR-128a hsa-miR-20a
Weel ¥UTR 51 | CCACCUCCCCCUGAACACUGUGA. . . Weel SUTR 5. | GUAUAUCCCACUGGGAGCACUUU. . .
28-35 bp [ARERRR AT Ass bp I Lirrre
hsa-miR-128a 3 UUUCUCUGGCCAAGUGACACU hsa-miR83 3’ GAUGGACGUGCUUGUCGUGAAA
Wee1 IUTR , Weet JUTR
40,45 bp 5' ...GAACACUGUGACAAGAGGAAGCU. . . as04s6bp 5 - - - URUAUCCCACUGGGAGCACUUUG. . .
[ARRRRN (RN Hreeena
hsa-miR-516a-3p 3 UGGGAGACUUUCCUUCGU hsa-miR-20a 3' GAUGGACGUGAUAUUCGUGAARU
Weet 3UTR ) Weet 3UTR
252.258 bp 5' ...CUUUCCAGGGUUAACCACUGUGG. . . ssisssbp 5 - -UUGCUGUARACUUGUAGCAUUAA. . .
[ARRRRN I [RRRRRN
hsamiR-128a 3’ UUUCUCUGGCCARGUGACACU hsa-miR-155 3' GGGEGAUAGUGCUAAUCGUAAUU
*
* .
5 Ep
* hypophysis
* *
4 %*
*

[« ]
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51. dbra. A: a WEE1 3’UTR-en elhelyezkedé miR-128a, miR-155, miR-516a-3p,
miR-20a és miR-93 kotéhelyek lokalizacioja. B: a kivalasztott mikro-RNS-ek
expresszidja (log2RQ: -ddCT) normélis hipofizis (n=10), GH+PA (n=7) és NFA (n=18)
szbvetekben. *: p<0,05 [556].

157



dc_1400 17

Az elvégzett riportergén kisérlet WEEL alapjan a miR-128a, a miR-155 és a miR-516a-3p
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52. dbra. A vizsgalt mikro-RNS-ek hatasa a vad tipusu vagy negativ kontroll WEE1
3°’UTR-t tartalmazé plazmidra. *p: <0,05 [556].

A miR-128a és a miR-516a-3p esetében iranyitott mutagenézissel sikerllt bizonyitani a
programok altal jelzett kot6helyek mitkodéképességét, mig a miR-155 esetében az alap-plazmiddal
val6 interakcié miatt ennek bizonyitasa nem volt lehetséges. A harom mikro-RNS egyiittes
transzfekciojaval a WEE fehérje mennyisége az eredeti mennyiség 18%-ara csokkent. A mikro-
RNS-mRNS interakci6 bizonyitasa utan a mikro-RNS-ek hatasat nemcsak a riporter konstrukciéra,
hanem HelLa sejtek endogén WEEL fehérje expresszidjara is sikerllt kimutatni. Mindezek az
eredmények igazoljak, hogy a fokozott expressziét mutaté mikro-RNS-ek célozzak és csokkentik a
WEEL1 fehérje expressziojat hipofizis daganatokban, ami a G2/M atmenet rendellenességére utal.

Az elézbéekben vizsgalt 5 fokozottan expresszalt miR hatasat a WEEL 3°’UTR-re riportergén
rendszerrel tanulmanyoztuk. HelLa sejteket transzfektaltunk vad tipusi (pWee+) vagy negativ
kontroll WEE1 3’UTR-t tartalmazd plazmiddal (pWee-) és 100 nM kontroll vagy specifikus pre-
miR prekurzor molekulaval. Kimutattuk, hogy a miR-128a, a miR-516a-3p és a miR-155
szignifikansan gatolta a luciferaz aktivitast a kontroll mikro-RNS-ekhez kepest (0,58+0,06;
0,75+0,07 és 0,48+ 0,11 /atlag £ SD; p<0,01/) a vad tipusu szabalyoz6 région (pWee+), mig
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ugyanezeknek a mikro-RNS-eknek nem volt hatasuk a kontroll szabalyozo régiora (pWee-). A miR-
93-nak és a miR-20a-nak nem volt szamottevd hatasa a WEE1 3’UTR-re (52. 4bra).

A miR-155 a tobbi mikro-RNS-t61 eltéréen gatolta a pWee- luciferdz aktivitasat is. RNA22
target predikcios szoftverrel az alap plazmid (pGL3) 1131-1153 bp szakaszan egy potencialis miR-
155 kot6helyet azonositottam, ami magyarazhatja ezt a jelenséget.

A mikro-RNS-ek egyiittes hatasanak vizsgalatahoz tobbszords mikro-RNS transzfekciot is
végeztiink. A miR-128a és a miR-516a-3p egyuttes adasa szignifikdnsan csokkentette a luciferdz
aktivitast a kontroll miR-hez viszonyitva (53. abra).

A mikro-RNS-ek kot6helyének pontos azonositasdhoz site-directed mutagenezissel
modositottuk a programok altal jelzett helyeket a WEEL 3’UTR régidban (54. dbra), majd a mutans
plazmidokat HelLa sejtekbe transzfektdlva megvizsgéltuk a mikro-RNS-ek hatasat a modositott
3’UTR régiokra.

miR-128_1 kotbhelye a Wee1 ¥UTR-en (28-34bp) 5' ...CCACCUCCCCCUGAACACUGUGA. .. 3'
mutalt miR-128_1 kétéhely 3' . ..CCACCUCCCCCUGAACGAATTCA... 3'

miR-128_2 kotohelye a Wee1 3'UTR-en (252-258bp) 5' .. .CUUUCCAGGGUUAACCACUGUGG. .. 3'
mutélt miR-128_2 kétéhely 5' .. .CUUUCCAGGGUUAACCGAATTCG. .. 3'

miR-516a-3p kdtGhelye a Wee1 ¥UTR-en (40-46bp) 5' ...GAACACUGUGACAAGAGGAAGCU... 3'
mutélt miR-516a-3p kotéhely 5' ...GAACACUGUGACAAGGAATTCCU... 3'

53. dbra. A miR-516a-3p és a miR-128a kotShelyei mutans primerekkel iranyitott
mutagenezissel oly médon modositva, hogy a 7 bazisnyi kétéhelybdl (pirossal keretezve) 6
bazist (kek) EcoRl restrikcids enzim hasitohelyre (GAATTC) cseréltem.
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54. abra. A miR-128a és a miR-516a-3p hatasa a vad tipusu (pWee+) és mutans WEE1
3’UTR-t tartalmazo plazmidokra (pWee_m128_1; pWee_dm128; pWee_m516). *p: <0,05
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Megaéllapitottuk, hogy mig a miR-128 a vad tipusa 3’UTR-en 52%-ra csokkentette a luciferaz
aktivitast; az egyik kotéhelyen mutalt 3’UTR-en (pWee_m128_1) 67%-ra, a mindkét kotéhelyen
mutalt 3’UTR-en (pWee_dm128) pedig minddssze 95%-ra. Ezek az eredmények a miR-128a
mindkét kot6helyének mitkodését bizonyitjak (28-34 bp és 252-258 bp). A miR-516a-3p hatasara a
vad tipushoz képest szignifikans, mig a mutans 3’UTR-en statisztikailag nem szignifikans aktivitas-
csokkenést mutattunk ki, ami igazolja a WEEL 3’UTR régioban a miR-516-3p kotéhely aktivitasat
Harom miR (miR-128a, -516a-3p €és -155) hatasat transzfekciot kovetéen HeLa sejttenyészetben
vizsgaltuk a WEE fehérje expresszidjara. 48 oraval a transzfekciot kovetéen kimutattuk, hogy
harom mikro-RNS egyiittes addsa utdn 12%-ra csokkent a WEEL fehérje mennyisége, de
mindharom mikro-RNS 6nmagaban is szignifikans csokkenést eredményezett (55. dbra). (A miR-
20a, és -93 transzfekcidja nem befolyasolta szignifikins modon a fehérje mennyiségének

csOkkenését, megerdsitve a riportergén kisérlet eredményeit).
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55. abra. A: 1, 5, 9: Kontroll miR, 2: miR-128a, 3: miR-516a-3p, 4: miR-155, 6: miR-128a +
miR-516a-3p, 7: miR-128a + miR-155, 8: 6: miR-516a-3p + mir-155, 10: miR-128a + miR-
506a-3p + miR-155 pre-miR-prekurzorral transzfektalt HeLa sejtlizadtumon végzett reprezentativ
Western blot. Minden transzfekciot harom parhuzamos kisérletben végeztiik el. B: Western blot
vizsgalat eredményeinek denzitometrias mennyiségi éertékelése B-actin-ra térténé normalizalast
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kovetéen. C: Az antitest specificitasat illusztral6 Western blot. D: Pre-miR transzfekcid hatésa
HelLa sejtek proliferacidjara Alamar Blue Assay segitségével. *p: <0,05. (Butz és mtsai, 2010)

A sejtciklus és szabalyozastinak zavara genectikai mutaciok, vagy epigenetikai eltérések
kovetkeztében a hormonalis rendszer daganataira jellemzd és visszatérd jellegzetesség. A G1/S
atmenetét szabalyozd gatld molekuldak (p15™NK%, p16!NK4a  p1gINKac o] WAFLICIPL) - csikkent
expresszidjat mar kimutattdk hipofizis adenomakban (Yoshino és mtsai, 2007, Ogino és mtsai,
2005), de a G2/M atmenet szabalyozasi zavarai eddig nem keriiltek a kutatasok el6terébe, bar az
Ujabb fehérjearray alapu vizsgalatok felvetettek a G2/M atmenetet szabalyoz6 fehérjék lehetséges
patogenetikai szerepét. A G2/M ellendrzési pont a replikdcid alatt keletkezett karosodott DNS
kisziirésére hivatott, f6 szabalyozdja a ciklin B-CDK1 komplex. A WEE-szerii kinazok a treonin-
14/tirozin-15 foszforilaciojaval inaktivaljak a CDK1-t, mig az ezzel ellentétes hatasért felelds
CDC25 foszfatdz aktivalé hatést fejt ki. A WEEL kinazt mindezek alapjdn mitotikus inhibitorként
irjak le [557], amelynek inaktivacidja hozzajarul a sejtproliferacidé el6rehaladasahoz. A WEEI
fokozott expresszidja a sejtciklus G2 fazisban torténd ledllasashoz vezet a CDKI1 inaktiv
allapotanak fenntartasa altal. Latszolagos ellentmondasnak tiinhet, hogy a WEE1 inhibitorok mégis
hasznosak lehetnek a daganatellenes terapidban [558]. Olyan daganatos sejtekben, amelyekben a
p53/Rb utvonal karosodott, a G1/S ellenérzési pont kiesik, és az egyetlen DNS-javitas céljabol
fennall6 feliigyeletet a G2/M ellendrzési pont biztositja. Ilyen sejtek DNS-kérositd anyagokkal (pl.:
fluorouracillal) torténd kezelése esetén sokkal nagyobb hatékonysagot lehet elérni, ha kiiktatjak a
G2/M ellen6rzé pontot, ugyanis a daganatos sejtekben mitotikus katasztrofahoz, apoptdzishoz
vezetd DNS karosodas 1ép fel, mig az egészséges sejteket (ahol a G1/M atmenet nem kérosodott) a
kezelés érintetlenil hagyja. A WEE1 inhibitorok tehat ezeket a daganatos sejteket szelektiven
érzékenyithetik a DNS-t karositd kemoterapeutikumok irant [559].

A hipofizis daganatokban végzett mikro-RNS-re iranyul6 uttéré munkénk soran igazoltuk, hogy
mind a teljes, mind a foszforilalt WEE1 fehérje mennyisége (de azonos mRNS mellett) csokkent az
NFA és GHzPA szovetekben a normalis hipofizis szovethez képest, ami felvetette a WEE1
poszttranszkripcionalis, mikro-RNS-ek altali szabalyozasanak lehet6ségét. Az elvégzett kutatasok
eredményeként sikeresen validaltuk a miR-128a-WEE1, a miR-155-WEE1 és a miR-516a-3p-
WEEL interakciokat riporter rendszerekben és pre-mikro-RNS prekurzorokkal trotént transzfekciot
kovetden. A késObbi pontban folytatva a G2/M 4atmenet szisztematikus elemzését a CDC25 és

mikro-RNS-ek kozotti kapcsolat és ezek hatasairdl tovabbi eredményeket mutatok be.

V1.2.10. A sejtciklus G2/M atmenetében szerepe jatszd6 mikro-RNS-ek szerepe hipofizis

daganatokban
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A korabbi eredmeényeink alapjan folytattuk a G2/M atmenet szisztematikus elemzését hipofizis
daganatokban. lgazoltuk, hogy a WEE1 fehérjével ellentétes hatast okozé6 CDC25A és CDC25C
fokozott expressziot mutat az NFPA szdvetekben az ép hipofizis szévetekhez képest (56. abra).

CDC25A CDC25C
* *

1.75+ 3.5+
5 1504 g 3.0
€ 1254 & 251
5’ 1.00 4 2 2.0+
S 0754 § 1.54
‘@ 0504 @ 1.04
2 0254 S 05-

” [=3
% 000 [ 3 00 !

-0.25 — 0.5+

NP NFPA NP NFPA

56. abra: A CDC25A és CDC25C genexpresszidja hormonalisan inaktiv hipofizis
daganatokban az ép szovethez képest (NP: ap hipofizis, NFPA: nem funkcionald hipofizis
adenoma, *: p<0.05), [560].

A génexpressziot kovetden elemeztik a CDC25A, CDC25C, CDKI1 és a P-CDK1
expresszidt fehérje szinten is hipofizis szdvetekben. Hasonl6an a génexpresszibhoz a CDC25A
fehérje szinten is emelkedett expressziot mutatott a daganatokban az ép szévetekhez viszonyitva. A
CDC25C fehérje szinten ezzel ellentétben em kilonbozott az NFPA és ép szdvetek kozott. A
CDC25 csalad a sejtciklusban a CDK defoszforilalasaval, aktivalasaval a sejtciklus progresszidjat
okozza. A hipofizis daganatokban mind a pCDK1 mind pedig a CDK1 mennyisége meghaladta az
ép szOvetekben talalt mennyiséget is.
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57. Abra: A CDC25A, CDC25C, CDK1, pCDK1, CDK1/pCDK1 és a sejtmagi
lokalizacioju (nCDK1) expresszioja hipofizis daganatokban az ép szOvethez viszonyitva
[560].

A CDC25A-t pontenciélisan celz6 mikro-RNS-ek kozil a hsa-miR-424 és hsa-miR-503
csokkent expressziot mutatott az NFPA szdvetekben az ép hipofizisekhez képest és expresszidjuk
negativ korrelaciét mutatott a dagnatok méretével. Ezekben a szdvetekben ez a két mikro-RNS
tumorszuppresszorként funkciondl. Kisérletes eredmények mar korabban igazoltak a hsa-miR-503
és a hsa-miR-424 direkt interakciojat a CDC25A-val, ami megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a
CDC25A fokozott expressziojahoz a hsa-miR-424 és hsa-miR-503 szintjenk csokkenése hozzajarul.
A két mikro-RNS expresszidjanak szintje negativ korrelaciét mutatott a CDC25A expresszioval.
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58. Abra: a CDC25A és CDC25C-t célz6 mikro-RNS-ek expresszidja hipofizis

szovetekben. Szignifikans alulexpresszid volt igazolhat6 a hsa-miR-424, hsa-miR449a, hs-

miR-449b és a hsa-miR-503 a daganatokban az ép szOvethez képest (A panel) és a miR-424

és miR-503 expresszidjanak 6sszefliggése a CDC25A expresszioval (B panel), [560].
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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.
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59. abra: A sejtciklus G2/M atmenetének mikro-RNS altali szabalyozasa hormonalisan inaktiv

hipofizis daganatokban

VI1.2.11.

Munkank soran kidolgoztunk egy 0j, aramlasi citomerian alapulé sejt szortolasi mddszert. Az
optimalizalt sejtciklus szortolds sikeresen és nagy tisztasaggal izolalta a sejtciklus kiilonb6z6
fazisaiban 1év6 sejteket HDFa, NCI-H295R ¢és HeLa tenyészetekbdl. Az egyes sejtciklusfazisok
specifikus kivalogatasa a kiilonbozé sejttipusokban valtozo volt, de minden esetben meghaladta a
korédbbi, szinkronizalasi modszerekkel nyert eredményeket. Minden sejttipusban a G1 fazis
szortolasa sikerilt a legnagyobb tisztasaggal, mig NCI-H295R és HelLa sejtekben az S fazisba
szortolt sejtek tisztasaga meghaladta a G2 fazis tisztasagat. Validalaskent Western blot segitsegével

a CDC2 Tyrl5-os foszforilaltsaganak valtozasat ellendriztik a szétvalogatott sejteken, ami

aj

aramlasi

sejtvalogatasara

citometrias modszer

megerdsitette az dramlasi citométeres modszer hatékonysagat.
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60. bra - A sejtciklus szort és validalasa - A-C: Reprezentativ pre- (elsé hisztogram) és poszt-
szort (G1-fazis: mésodik, S-fazis: harmadik, G2-fazis: negyedik hisztogrammok) FACS analizisek
HDFa (A), NCI-H295R (B) és HeLa (C) sejteken. D-E: A p-cdc-2 (Tyrl5) Western blot analizise

cdc-2 relativ denzitasat elészor B-aktinra, majd G1 fazisra normalizaltuk és abrazoltuk a D és E
paneleken. Abra forrasa: [561]

A CDC-2 fehérje Tyr15 foszforilaltsaga szigortan szabalyozott a sejtciklus folyamataban; a
foszforilaltsag folyamatosan fokozodik a sejtciklus elérehaladtaval a G2-fazisig, a mitdzisha
Iépéshez ugyanakkor defoszforilalt allapot szlikséges [342]. Ez alapjan a foszforilaltsag szintje a
sejtciklus aktudlis allapotanak indikétora. A szortolt populécidkon végzett Western blot vizsgalatok
sikeresen validaltak a sejtciklus szort modszert fehérje szinten is (60. abra).

Az elvégzett génexpressziés microarray vizsgalatok NCI-H295R sejtben 55, mig HelLa
sejtben 252 szignifikansan sejtciklusdependens expressziot mutatd transzkriptumot igazoltak (61.
abra). A sejtciklusdependens expressziot mutatd gének tobbsége a sejtciklus elérehaladtaval egyre

fokozottabb expressziét mutat.
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61. &bra - A sejtciklusdependens transzkriptok azonositasa microarray modszerrel és

annak validaldsa gqRT-PCR modszerrel — A és B: a szignifikansan sejtciklusdependens

expressziot mutat6 mRNS transzkriptumok hétérképei NCI-H295R (A) és HelLa (B)

sejtekben. A hotérképen szerepld gének megnevezése az 1. és 2. kiegészit tablazatban

talalhatd. A hétérképek felett feltiintettiik a fazisok hierarchikus csoportositasat is. Panel C-

E: A microarray analizis alapjan kivalasztott 6 gén sejtciklusdependens expresszidjanak

validalasa HDFa (C), NCI-H295R (D) és HeLa (E) sejteken.* p<0,05. Abra forrasa: [561]

A hierarchikus csoportositas kimutatta, hogy ezen gének S és G2 fazisokban észlelt
expresszids szintjei kozelebb allnak egyashoz, mint a G1 fazishoz. HDFa sejtben a rigor6zus
statisztikai analizis nem detektalt szignifikansan eltér6 gént. Ugyanakkor, a HDFa sejtben a
kiilonb6z6 fazisok kozotti Osszehasonlitdsok legalabb egyikében legalabb kétszeres expresszio-
valtozast mutaté (FC2 génlista) gének atvonal-analizise a sejtciklussal szorosan Osszefiiggd
folyamatok detektalasaval igazolja, hogy ezen expresszio-valtozasoknak szerepik van a sejtciklus
szabalyozdsadban. Emellett ezen FC2 génlistaba tartozé gének a sejtciklus soran észlelt
expresszidvaltozasai szignifikansan korrelalnak a korabbi, szinkronizalason alapuld6 modszerekkel
detektalt sejtciklusdependens transzkripcios programmal.

A microarray vizsgalatok alapjan kivalasztott hat gén sejtciklusdependens expressziojat
sikeresen validaltuk qRT-PCR vizsgéalattal mindharom vizsgalt sejttipusban (62. abra).

A héarom vizsgalt sejttipus sejtciklusdependens transzkripciés programjan elvégzett
bioinformatikai Utvonal-analizis mindharom esetben a sejtciklussal szorosan Gsszefliggd bioldgiai
utvonalakat mutatott. Mindharom esetben a “sejtciklus”, a “sejtszintli Osszeszerelés és elrendezés”
valamint a “DNS replikécio, rekombinacio és javitas” voltak a legérintettebb ttvonalak.

Mivel a szinkronizalasi modszerekkel a sejtciklusdependens transzkripcidés program
vizsgalatdban valo alkalmazasaval kapcsolatban szamos aggaly merilt fel, dsszehasonlitottuk a

sejttipusonként a sejtciklus szort mddszerrel nyert eredmenyeket a korabbi, szinkronizalasi
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modszerekkel nyert eredményekkel. Az 6sszehasonlitas soran jelentds atfedést talaltunk a sejtciklus
szort és a szinkronizalasi modszereken alapulé eredmények kozott, valamint — mind primer
fibroblaszt, mind HelLa sejtek esetében — szignifikans korrelaciot taldltunk a két modszer
eredményei kdzott [373,376,401] (62. abra).
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62. dbra — A szinkronizalas és a sejtciklus szort eredményeinek 0sszehasonlitasa a
sejtciklusdependens transzkripciés program tekintetében és a sejtciklusdependens
transzkripcios program dinamikajanak 6sszehasonlitdsa primer, nemtranszformalt és tumort
sejtekben — Sejtciklusdependens expressziét mutatd gének Venn diagramja primer fibroblaszt
(sejtciklus szort — HDFa SZORT és szinkronizalason alapuld korabbi eredmények — PF szinkr.
[368]) és Hela (sejtciklus szort — HeLa SZORT és szinkronizalason alapulé korabbi eredmények —
HelLa szinkr. [367]) sejteken (A). Pearson-féle korrelacids analizis a szinkronizalassal és a sejtciklus
szorttal detektalt génexpresszids kilonbségek 6sszehasonlitasara primer human fibroblaszt (B;
szinkronizalasi modszer: szérum éheztetés) és HelLa (C, szinkronizalasi modszer: dupla timidin
blokk) sejteken. D-E: A sejtciklusdependens gének normalizélt expresszios szintjei az egyes
fazisokban és sejttipusokban microarray (D) és gRT-PCR (E) eredmények alapjan. F-G: A
sejtciklusdependens gének expreszids szintjei valtozasainak nagysaga S/G1, G2/S és G2/G1 fazisok
kozott a kiillonbozo sejttipusokban microarray (F) és qRT-PCR (G) eredmények alapjan. Az adatok
atlag + standard deviacié formaban vannak abrazolva. Roviditések: DT — dupla timidin blokk, SS —
szérum éheztetés, PF — primer fibroblaszt.* p<0,05. Abra forrasa: [561]

Harom nagyatersztoképességii technikat (microarray, qRT-PCR alapi TLDA, lllumina kis

RNS szekvenalads) alkalmaztunk a sejtciklusdependens mikro-RNS expresszid vizsgalatara (63.

abra). Ezek kozil a microarray eredmények mutattak a legkisebb valtozasokat, melyek kozll egy

sem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. A qRT-PCR alapi TLDA mddszerrel 8 miRNS

mutatott szignifikans expresszids kulonbsegeket a sejtciklus fazisai kdzott, melyek kozil a hsa-
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miR-10b, hsa-miR-128a és a hsa-miR-890 mutatott nagyobb, mint kétszeres expresszios
valtozésokat a fazisok kozott. Ezen véltozasokat ugyanakkor nem sikerilt gRT-PCR mddszerrel
validalni (64. &bra). A kis-RNS szekvenalds bizonyult a legszélesebb dinamikus mérési
tartomannyal rendelkez6 modszernek. Ezzel a modszerrel HeLa sejtekben 11 szignifikans mikro-
RNS-expresszios kulonbséget talaltunk, melyek kodzil a hsa-miR-146b, a hsa-miR-577, a hsa-miR-
877 és a hsa-miR-193b* esetében nagyobb, mint kétszeres expressziés valtozasok s
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63. abra — Sejtciklusdependens mikro-RNS expresszio vizsgalata nagyateresztéképességii
technikdkkal és a hsa-miR-16 csalad néhany tagja expresszidjanak vizsgalata qRT-PCR
modszerrel — MIRNS expressziok log2-transzformalt fold change értékei S/IG1 G2/S és G2/G1
Osszehasonlitasokban kiilonb6z6 nagyateresztoképességii mérések alapjan NCI-H295R sejtben
microarray (A) és TLDA (B) modszerrel, HDFa sejtben microarray maddszerrel (C) és HeLa sejtben
kis RNS szekvendlassal (D). Sziirke hattér jeloli a fold change < 2 eltérések teruletét. Szinezett
négyzetek jeldlik a szignifikdnsan (p<0,05) valtozé expresszidét mutatd miRNS-ek valtozéasat, mig
szinezett korok jelolik a hsa-miR-16 csalad néhany tagjanak valtozasat, amennyiben volt rajuk adat
(az NCI-H295R sejt kis RNS szekvenalasi eredményeit és a validacios probalkozésokat -, mivel
csoportonként csupan egy minta volt kis RNS szekvendlassal vizsgalva és igy statisztika ebbdl a
mérésbol nem volt elérhetd — az 1. kiegészité abran mutatjuk be). A miR-16 csalad néhany tagjanak
expresszidja a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban gqRT-PCR mérések alapjan HDFa (E), NCI-H295R
(F) és HelLa (G) sejtben. Az adatok atlag + standard deviacié formaban vannak abrazolva.* p<0,05.
Abra forrasa: [561]
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Ezen véaltozasok ugyanakkor szintén nem voltak validalhatéak gRT-PCR modszerrel sem Hela,
sem NCI-H295R sejtekben, de a négy nagyateresztOkeépességli méréseken stabil expressziot
mutatd mikro-RNS-t mérése megerdsitett ezen mikro-RNS-k sejtciklustol fuggetlen kifejezédését

(64. abra).
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64. abra — A nagyateresztéképességii mikro-RNS vizsgélatok validalasi kisérletei qRT-
PCR modszerrel HDFa (A), NCI-H295R (B) és HelLa (C, D) sejteken — A hsa-miR-10b,
hsa-miR-128a és a hsa-let-7g a TLDA mérések alapjan, a hsa-let-7a, hsa-let-7e, hsa-let-7f a
kis RNS szekvenalasi eredményei alapjan lettek kivalasztva. A hsa-let-7i, hsa-miR-21, hsa-
miR-22 és hsa-miR-222 miRNS-k stabil, sejtciklustol fiiggetlen expressziét mutattak a
nagyateresztoképességii eredményeken és a stabil mikro-RNS expresszio validalasa céljabol
lettek vizsgalva. Emellett — a kis RNS szekvenalas eredményeibdl kiindulva —, vizsgaltuk a
hsa-miR-577 mikro-RNS expressziojat Hela sejtben is, mely nem validalta ennek
sejtciklusdependens expresszidjat (D). Az adatok atlag + standard devidcié forméaban
vannak abrdzolva. Az elvégzett statisztikai analizisek egyetlen esetben igazoltak
szignifikans (p<0,05) eltérést. Abra forrasa: [561]

Mivel a hsa-miR-16 csalad szdmos tagja igazolt sejtciklust befolyasold hatassal bir és
kifejezett expresszid-valtozasukat igazoltak nyugalmi GO és aktivan proliferald sejttenyészetek
kozott [431], gRT-PCR vizsgalatokat végeztiink a hsa-miR-16, a hsa-miR-15a és a hsa-miR-503
sejtciklusdependens expressziojanak iranydba mindharom vizsgalt sejttipuson, ami Kis
(statisztikailag nem szignifikans) amplitudoju valtozast igazoltak.

Kutatdmunkank ezen részének legfontosabb eredménye egy olyan (j modszer kidolgozasa

volt, amivel elérhet6vé valt a sejtciklusfiiggd gén, mikro-RNS és akar fehérjék gydgyszermentesen
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torténd vizsgalata A kordbbi szinkronizalasi modszerek novekedési imbalanszt (growth imbalance)
¢s a ciklinek expresszidjanak idoeldtti fokozodast okozzak [373,374], valamint — bizonyos
gatldoszerek (pl. timidin) esetén — a DNS szintézis gatlasanak eredményeképpen aktivalodik a G2/M
ellenérzépont és az ATM/ATR jelatvitel [375]. Mindezen hatasok egydittes ereddje megmasithatja a
valddi folyamatokat. Munkank soran a Shedden és Cooper altal leirt szigord kritériumrendszert
tartottuk szem eldtt [401], amelyben foglaltak teljesitése szerintiink is eléfeltétele a nativ sejtciklus
sejtciklusfiiggd transzkripcids programja leirasanak.

Vizsgalatunkhoz felhasznaltuk a szabadon elérhetd, korabbi szinkronizalassal elért
sejtciklusfiiggd génexpresszids adatsorokat primer fibroblaszt és HeLa sejtekb6l [367,368], és a G2
és G1 fazisok kozotti génexpresszios elteréseket hasonlitottuk dssze. A két modszer kozott igazolt
szoros korrelaciéo megerdsitette modszeriink sikerességét.

Miutan sikeresen igazoltuk a sejtciklus szort kitlind alkalmazhatosagat a sejtciklusdependens
folyamatok vizsgalataban, tovabbi analiziseket végeztink a sejtciklusdependens transzkripcios
program dinamikajanak megismerése érdekében. Feltételeztiik, hogy sejttipustol fuggetlen,
univerzalis human sejtciklusfiiggd transzkripcids program dinamikija megvaltozik a malignus
transzformdcio hatasara. Malignus transzformaci6 soran a sejtciklus kiilonb6zd fazisainak hossza
egyenl6tleniil rovidiil [562]. A HRAS, SRC, MYC, CCND1 protoonkogének aktivacidja [563-565]
valamint a PTEN tumor szuppresszor kiesése [566] a G1 fazis rovidilését eredményezi [562].
Emellett a kulcsfontossdgu M fazis reguldtor LZTS1 eés LATS2 gének hidnya az M fazis
rovidiléséhez vezet [562,567,568]. Mivel az S és G2 fazisok hossza lényegesen nem valtozik, igy —
a malignus transzforméacié soran megvaltozott sejtciklus-dinamika kdvetkeztében — az S és G2
fazist sejtek aranya relative megndé. Bar-Joseph és munkatarsai tanulmanya kimutatta, hogy
bizonyos géncsoportok specifikusan a primer, nemtranszformalt, mas géncsoportok pedig
specifikusan a malignus transzforméacion atesett sejtekben mutatnak sejtciklusdependens
kifejez6dést [368].

Eredményeink szerint a sejciklusfiiggd transzkripciés program génjei minden fazisban
magasabb expressziot mutattak a transzformalt sejtekben a primer, nemtranszformélt sejtek
megfelel$ fazisaiban észlelt expresszidihoz képest. gy a fentebb leirt — a sejtciklus egyes fazisai
id6tartamanak valtozasaibol adodo — fazisfiiggd mod mellett - egy fazisfiggetlen expresszio-
novekedes is jellemzi a malignusan transzformalt sejteket. Emellett a G1/S és az S/G2 fazisok
kozott ezen sejtciklus-gének expresszio-valtozasai joval alacsonyabbak tumorosan transzformalt
sejtekben a primer, nemtranszformalt sejtekben észleltekhez képest. Ez utobbi kiilonbségért felelds
lehet a nemtranszformalt, primer sejtekben leirt hosszabb és jobban szabalyozott G1 fazis és
kilénoésen a szigorubban szabalyozott G1/S atmenet [562]. Emellett a tumoros atalakuldsban

szerepet jatsz0 Myc-amplifikacio kovetkeztében stimulalédo E2F expresszio-fokozodas is szerepet
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jatszhat a G1 és S fazisok kozott észlelt alacsonyabb génexpresszios valtozasokban, mivel a Myc-
amplifikéacié kovetkeztében fokozodd E2F expresszio facilitdlja a G1/S atmenet transzkripcios
programjat [569,570].

Eredményeink masik része igazolta a mikro-RNS expresszié stabil, sejtciklusfiiggetlen
voltat. Ez némileg varatlan volt a korabbi adatok ismertében, amelyek azt mutattak, hogy a mikr-
RNS-ek szamos ponton befolyasoljak a sejtciklus mitkodését [428]. A szbvetspecifikusan onkogén
(onko-miR) és tumorszuppresszor (TS-miR) mikro-RNS-ek expresszidinak megvéaltozdsa — a
sejtciklus folyamatainak gyorsitasan keresztil [426,427] — hossz( tadvon szamos daganat
kialakulasaban jatszik szerepet [571-573]. Harom nagyateresztOképességli modszerrel (microarray
gRT-PCR alapu TLDA és kis RNS szekvenalds) megmérve a mikro-RNS expressziét harom
kiilonb6z6 sejttipusban megerdsiti azt, hogy ez a jelenség egy univerzalis mechanizmus. Ugyan a
mikro-RNS-ek sejtciklust befolyasold hatasai sokrétiek ¢és szamos mikro-RNS vesz részt
szovetspecifikusan a malignitas mintazat kialakitadsaban, eredményeink alapjan azt valosziniisitjiik,
hogy ezen expresszios valtozasok a daganatképzddés soran, hosszabb ido alatt alakulnak ki. Ezt
tdmasztja ala az a megfigyelések is, melyek szdmos mikro-RNS gén deléciojat vagy folyamatos
transzkripcids csendesitését igazoltak kronikus limfoid leukémia kialakulasa soran [416,417]. A
tartos transzkripcios csendesités vagy a mikro-RNS gének delécioja is valosziniitlenné teszi ezen
mikro-RNS-ek expressziojanak dinamikus valtozésait a sejtciklus folyamataiban. Hausser és
munkatarsainak matematikai és experimentalis eredményei a mikro-RNS expresszios valtozasok
transzlaciora gyakorolt hatasaival kapcsolatban arra a kovetkeztetésre jutott, hogy ezen folyamatok
lassabbak a korabban feltételezettnél [574], amelynek hatterében a mikro-RNS-ek 0Osszetett
biogenézisét és érését, valamint az Argonaute proteinekkel kialakitanddé komplex kialakulasanak
Osszetettségét irtak le [574].

VI1.2.12. Sejtciklus-dependens modon expresszalodo, Uj biomarker a mellékvesekéregrak
prognoézisaban

A mellékvesekéreg-karcindbma malignitds mintazatat Osszehasonlitottuk az NCI-H295R
sejtciklusdependens transzkripcids programjaval. Osszesen 1752 gén mutatott szignifikans, legalabb
kétszeres expresszids kilonbséget ACA és ACC kozott, mig az S/IG1 dsszehasonlitasban 29 gén
expresszidja valtozott dinamikusan.

A héarom reanalizalt microarray tanulmany [115-118] atlagdban 1752 g@gén mutatott
szignifikans, legalabb kétszeres expresszios kilonbséget ACA és ACC kozott. Az S/IG1
dsszehasonlitasban 29 gén mutatott szignifikans, legalabb kétszeres expresszids kulonbséget NCI-

H295R huméan ACC sejtvonalon. A két lista metszetét a 11. abra és az 5. tdblazat részletezi.
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ACC vs. ACA

65. abra — Az ACC malignitds mintazatanak eés az NCI-H295R sejtciklusdependens
transzkripcios programjanak Venn diagramja — Piros nyilak a szignifikans feliillexpressziot,
z61d nyilak a szignifikans alulexpressziot, a mellettiik 1évé szamok a valtozo gének szamat jelolik.
A metszetben a dupla nyilak a ACC vs. ACA véltozast (bal nyil) és a S vs. G1 valtozast (jobb nyil)
jelélik. A metszethez tartozd gének az 5. tablazatban vannak részletezve. Abra forrasa: [518]

Az S vs. G1 dsszehasonlitasban valtozd gének tdébbsége része a malignitds mintazatnak is. A
két halmaz metszetének tagjai kozil az RRM2 (ribonukleotid reduktdz M2 alegység) és az ASPM
(abnormélis ors6-homoldg, microcephalia-asszociélt) gének voltak felulexpresszadlva mindharom
ACC vs. ACA microarray tanulmanyban, emellett az RRM2 mutatta a legmagasabb génexpresszids
kilénbséget S vs. G1 dsszehasonlitdsban (37. tablazat). A tovabbiakban kutatasainkat az RRM2
iranyaban folytattuk tovabb.

37. tablazat — Az ACC malignitds mintazatdnak és az NCI-H295R sejtciklusdependens
transzkripcios programjanak metszetéhez tartozo gének — A 11. abran bemutatott Venn diagram
metszetéhez tartozd gének és azok expresszidvaltozasaik bemutatdasa. A hidnyz6 adatok nem
szignifikans vagy FC < 2 szignifikans eltérések. A malignitds mintazathoz tartozd gének Szabd
Péter és munkatarsai kozlése [118] alapjan. Tablazat forrasa: [518]

fold change (ACC vs. ACA)
) _ _ fold change
gének de Reynles és Glor(_dano és Tdm_bdl és atlag S- vs. G1-fazis
mtsai. [115] mtsai. [116] mtsai. [117]
RRM2 5,245 12,662 9,586 9,164 5,365
HJURP 2,709 7,373 5,041 5,120
SPC24 8,543 8,543 5,022
WDR62 2,597 2,597 4,414
RTKN2 7,382 7,382 4,410
CDCA2 3,084 13,485 8,285 4,068
SKA1 7,462 7,462 3,638
GTSE1 3,949 6,678 5,314 3,614
STIL 2,671 3,114 2,893 3,415
ASPM 3,466 11,213 28,779 14,486 3,307
IQGAP3 2,169 2,169 3,296
ARHGAP11A 8,580 8,580 3,283
PLK4 2,201 2,279 2,240 3,086
CDKN2D 4,593 4,593 2,733
SMC2 2,571 2,571 2,676
KIF14 4,031 9,100 6,566 2,472
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COL1A1
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A kivalasztott RRM2 sejtciklusdependens expressziojat sikeresen validaltuk sejtciklus
szortolt NCI-H295R mintdkbdl mRNS és fehérje szinten is (66. abra). A korébban leirt

¢észrevételeknek megfelelden, a G1-fazisban alacsony expresszids szint S-fazisban né meg, ahol a

ribonukleotid  reduktaz ~ enzimkomplex  reszeként  kulcsfontossdgld a  ribonukleotid-
dezoxiribonukleotid atalakulasban [575].
12 1
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66. abra — Az RRM2 sejtciklusdependens expresszidjanak igazolasa sejtciklus szortolt NCI-
H295R sejteken — Igazolas mRNS szinten gRT-PCR mddszerrel (A) és fehérje szinten Western
blot mddszerrel (B). Az adatok atlag + standard deviaciéo formaban vannak abrazolva.* p<0,05.
Abra forrasa: [518]

Az RRM2 a ribonukleotid reduktaz (RR) enzimkomplex alkotoja, mely a ribonukleotid-
dezoxiribonukleotid atalakulas katalizalasan keresztll [576] a DNS szintézis sebességének egyik
meghatarozdja [577]. Génje evollcidsan egy transzlaciésan szigortan szabalyozott szakaszon van
kddolva [578], melynek komoly szerepe van az RRM2 S-fazis dependens aktivitasanak
kialakitasaban [575,579]. A transzlacié szabalyozasa mellett az RRM2 relativ révid féléletideje is
hozzajarul a fehérje sejtciklusfiiggd aktivitashoz.

Ezt kovetden, az in vitro eredmények birtokaban utan kivancsiak voltunk, hogy
mellékveserakban hogyan expresszalodik az RRM2. Tizenkét, szdvettanilag igazolt human ACC-n
vegeztunk immunhisztokémiai vizsgalatokat az RRM2 és Ki67 fehérjék meghatarozasanak
iranyaban. A daganatok jellemz6it a 37. tdblazat, az immunhisztokémiai reakciok eredményeit a 67.

abra szemlélteti (67. abra).

38. tablazat — A vizsgalatokba bevont ACC mintak jellemzése - N: n6, F: férfi.

SOrSzam nem életkor legnagyobb mé_dositott Ki67 index RRM?2
(év) atméré (mm) Weiss score (%) score
1 N 62 85 5 14,8 23,3
2 F 79 120 5 7,5 18,2

174




dc_1400 17

3 N 46 200 6 36,9 56,7
4 F 25 100 6 14,1 17,5
5 N 50 120 5 14,6 18,6
6 N 55 90 6 21,2 28,0
7 N 69 110 6 21,8 44,8
8 N 61 80 5 16,8 26,8
9 N 54 80 5 18,5 30,2
10 N 62 130 6 4,2 15,7
11 N 61 120 5 18,6 27,6
12 N 47 140 5 37,1 86,2

1. minta

2. minta

3. minta

RRM2 score

15 20 25 30 35 40
Ki67 index (%)

67. abra — A Ki67 és RRM2 expresszio vizsgalata human ACC mintakon — 3
reprezentativ minta ugyanazon terlletének Ki67 (bal oszlop) és RRM2 (jobb oszlop)
festddése (A). A kék skala 200 um-nek felel meg, nagyitas: x100. A Ki67 index és az
RRM2 score korrelacidjanak vizsgalata (B).* p < 0,005. Abra forrasa: [518]

A korlatozott esetszamon végzett vizsgalatunk kitiin korrelaciot mutatott az egyes ACC-k

Ki67 és RRM2 expresszidja kdzott. Ez alapjan — nagyobb esetszamon végzett hasonld megerdsitd

eredmények esetén — felmeriill az RRM2 expresszio vizsgalatanak jelentdsége az ACC

hisztopatoldgiai diagndzisaban. Koradbbi vizsgalatok mar igazoltak az RRM2, mint proliferacios
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marker jelent6ségét vastagbélrakban [580,581], emlérakban [582,583], nem-kissejtes tiidorakban
[584] és hepatocelluléris karcinoméban [585] is. A vizsgalatok megerésitették a magas RRM2
expresszid dsszefliggését a rosszabb prognozissal is [581,583,584].

(M) [93], mig a betegség eldrehaladott allapotaban szamos citosztatikus szer alkalmazasaval
prébéalkoznak, Kkorlatozott eredménnyel [586-589]. Munkacsoportunk kordbbi vizsgalatai
felvetették a 9-cis-retinsav ( R ) potencidlis terapias hatékonysagat ACC-ben, mig a jelen munkank
beazonositotta az RRM2-t, ami egyrészt jO diagnosztikai marker lehet ACC-ben, de esetleg a
hasnyalmirigyrakhoz hasonldan terapids célpontként is vizsgalhatd. A gemcitabin (G) specifikus
RRM2 gatloszer. Ezen el6zetes eredmények alapjan a kovetkezé kisérletsorozatban megvizsgaltuk

az RRM2 expressziot az ACC-ben alkalmazott kemoterapiés kezelések utan.
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kortizoltermelésére és sejtciklusara — Az abra a proliferaciéora (A), az apoptézira (B), a
kortizoltermelésre (C) valamint a sejtciklus fazisainak megoszlasara 24 (D), 48 (E) és 72 (F) oOras
kezeléseket kovetden mért értékeket mutatja be. K — kontroll, G — gemcitabin, M — mitotan, R — 9-
cisz-retinsav. Az adatok atlag + standard deviacio formaban vannak abrazolva. A csillagok (A-C) és
a fehéren pontozott oszlopok (D-F) a kontrolltdl vald szignifikans (p<0,05) eltérést jeldlik. Abra
forrasa: [518]
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=77

kezelés mar korabbi iddpontokban és nagyobb mértékben csokkentette a proliferaciot. Ennek
hatterében a G apoptozist serkentd szerepe allhat [586]. Mivel egy kordbbi, a G hatésait az NCI-
H295R sejtvonalon vizsgalo kdzlemény nem vizsgalta a G hatasat a sejtvonal szteroidtermelésére,
megvizsgaltuk a kortizoltermelésre gyakorolt hatdsat. Amig a M esetében sikerilt kimutatnunk a
kordbbiakban mar igazolt adrenolitikus hatasat [590], a G nem befolyasolta az NCI-H295R
sejtvonal kortizoltermelését. A sejtciklus fazisainak eloszlasat célzo vizsgélataink a G1 fazisu sejtek
aranyanak megnovekedésevel igazoltak a G korai S-fazist gatlé hatasat [586]. A M és a R emelte a
G2 fazist sejtek aranyat, a kombinalt, 24 0Ords kezelés hatasara a sejtek majdnem 30%-a
tartozkodott a G2 fazisban. Ez az eredmény is egybecseng a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a
M a G2 fazist gatolja [591,592], mig a R a sejtciklus G2/M atmenetet modulal6 hatasaval is részt
vesz a R daganatellenes hatasanak kialakitasaban [118,587].

Ezt kdvetben a harom szer hatasat elemeztiilk az RRM2 expressziora (69. abra).
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69. dbra — A Kkiilonb6z6 kezelések hatasa az NCI-H295R sejtek RRM2 expresszidjara — Az
RRM2 mRNS expresszidja a kilonbozé kezelések hatasara (A). Az adatok atlag + standard
deviaci6 forméaban vannak &brazolva. Az RRM2 fehérje expresszidja a kiilonb6zd kezelések
hataséra (B). K — kontroll, G — gemcitabin, M — mitotan, R — 9-cisz-retinsav.* p<0,05. Abra forrasa:
[518]
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A gemcitabin — a kezelési id6t6] fliggetleniil — hdromszorosara emelte az RRM2 mRNS
szintjét NCI-H295R sejtekben és a 48 oOrds mintdk fehérjelizatumain végzett Western blot
vizsgalatok igazoltak a gemcitabin RRM2 expressziot fokoz6 hatasat fehérjeszinten is.

Irodalomban korlatozott adatok érhetdek el az RRM csalad onkologiai kezelések soran
bekovetkez6 valtozasairol. Nakamura és munkatarsainak kordbbi eredménye szerint a kezelést
megel6z6 magasabb RRMI1 expresszid a gemcitabinra adott terdpids valasz korlatozottabb
hatékonysdgat vonja maga utan az epeutak rosszindulati daganataban [527]. Emellett, a kis
interferald6  RNS (small interfering RNA — sSiRNS) és miRNS medialta RRM2-csendesités
visszadllitja a daganatok gemcitabin-szenzitivitasat hasnyalmirigyrakban [593,594]. Ezek alapjan
arra kovetkeztetlink, hogy a G kezelés kdvetkeztében 1étrejové RRM?2 expresszio-fokozodas egy
gemcitabinnal szemben kialakuld kemorezisztencia kdvetkezménye. Ez magyarazhatja a G relativ

sz

V1.2.13. A keringésben jelen lévé mikro-RNS-ek mint biomarkerek a hormon-rendszer

betegségeiben, a miR-483-5p a mellékvesekéregrak specifikus markere

A mellékvesekéregrakban a miR-483-5p fokozott expresszidja igazolddott, mind a
daganatszdvetekben az ép mellékvesékhez képest, mind pedig ACC-ben szenved6 betegek plazma
mintadiban. Ezek az el6zetes eredmények arra utaltak, hogy a miR-483-5p expressziot
tumormarkerként  lehetne  hasznositani a  mellékvesekéreg carcindma  laboratériumi
diagnosztikajaban. Mellékvese régioban kimutatott térfoglalas klinikai és laboratériumi Kivizsgalasa
sordn szamos hormonmérésre, endokrin tesztre kerul sor. Nem allt rendelkezésiinkre adat arra
vonatkozéan, hogy ezek a mikro-RNS-ekre milyen hatassal birnak. Munkéank soran egy
elkisérletet végeztiink, amelynek az volt a célja, hogy megallapitsuk, hogy a keringésben az ACC
markereként szereplé mikro-RNS-ek expresszidjat befolyasolja a dexametazon teszt vagy az ACTH
stimulaci6. Osszesen 20 beteghdl szarmazé vérmintit dolgoztunk fel és megvizsgaltuk 5
kivélasztott mikro-RNS (hsa-miR-27a, hsa-miR-200b, hsa-miR-214, hsa-miR-483-5p, hsa-miR-503)
expressziojanak valtozasat a két kezelés sordn. A mikro-RNS kivalasztasban figyelembe vettik a
korébban egészséges egyénekben meghatarozott mikro-RNS poolt valamint a sajat ACC-ben
meghatarozott mikro-RNS méréseket is. Ezek kozil a hsa-miR-214, a hsa-miR-503 és a hsa-miR-
483-5p ACC-ben a daganatok rosszindulatusagat jelzé megvaltozott kifejez0dést mutatd szOveti
mikro-RNS biomarkerkent jonnek szoba [99,117,595], eés a hsa-miR-483-5p szintjét
mellékvesekéreg karcindmaban szenved6 betegek vérében magasabbnak talaltak [587,596,597]. A
miR-214 és a miR-503 szoveti kifejezodésének csokkenése volt kimutathatd ACTH hatasara
patkany modellben [598]. Két tovabbi mikro-RNS-rél igazolodott patkanymodellben, hogy

kifejezodésiik hormonkezelések hatasara valtozik, mind a hsa-miR-27a mind a hsa-miR-200b
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kifejez6dése csokkent Dexametazon hatasara, ugyanakkor az ACTH hatasara a hsa-miR-27a szintje
patkany mellékvesekéregben csokkent [598].

A kivalasztott mikro-RNS-ek kozil 6sszesen 4 mikro-RNS expresszidja volt mérhetd,
amelyek kozil egyedil a miR-27a mutatott szignifikans valtozast mind a DEX mind az ACTH

kezelést kovetden (70. abra).

70 abra: A keringésben jelen 1évé mikro-RNS-ek expresszidinak valtozasa Dexametazon (A)
és ACTH (B) adasa elott és utan.

25 1
O Dexametazon elftt p<0.05 25 9 @ ACTH addsa eltt
20 { ® Dexametazonutdn W ACTH adidsa utdn p=0.05
20 o
15 + *®
et (o | 4-‘15 *
g J M
10 A <
10 4
53 5
0 - o
hia-miR-27a haa-miR-200b hia-miR-214 hia-miR-183-5p hsa-miB-27a hea-mift-2000 hsa-miR-214 hsa-miR-483-5p
A keringé hsa-miR-27a kifejez6dése Dexametazon hatasara nétt, ACTH hatdsara pedig
csokkent.

Annak megerésitésére, hogy a hsa-miR-27a keringésben igazolt véaltozadsa esetlegesen
mellékvesekéreg eredetli in vitro Kkisérleteket végeztink human, mellékvesekéreg H295R
sejtvonalon. Dexametazon kezelést kovetéen szignifikdnsan nétt a szekretalt hsa-miR-27a

kifejezodése a NCI-H295R sejtek tenyésztéfolyadékaban

ACt

30 4
25 41

20 1

15 4

10 1

5 4

0

Kontroll DEX addsa utdn

71. abra: a szekretalt hsa-miR-27a kifejezédése nd Dexametazon hatasdra in vitro az NCI-
H295R sejtvonalon.

Mindezen eredményeink alapjan a mellékvesekéreg rosszindulati daganataban jelenleg
legigéretesebb keringd mikro-RNS marker a hsa-miR-483-5p szintjét a fenti (diagnosztikai célbdl
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széles korben alkalmazott) hormonkezelések nem befolyasoltdk, ami annak potencialis
biomarkerként torténd hasznalhatosagat alatamasztja.

A kering6 mikro-RNS-ek tobbek kozott a malignus daganatok diagnosztikaja szempontjabdl
igéretes biomarkereknek szamitanak. Kifejezodésiiknek hormonalis valtozdsokra torténd
megvaltozasat néhany kutatas alatdmasztja, pl. policisztds ovarium szindromaban szenvedd betegek
szérumaban négy mikro-RNS koncentracioja a szérum szabad tesztoszteron szintjének valtozasaval
részben korrelaciot mutatott [599].

Tudomasunk szerint a HPA tengelyt érinté hormonalis valtozasok és a keringé mikro-RNS-
ek kozotti Osszefluggeést emberben, in vivo munkakat megel6z6en még nem vizsgaltak, igy
eredményeink ebbdl a szempontbol is uttoroek.

A Kkeringésben és in vitro Dexametazon hatasara is fokozodo expressziot mutaté has-miR-
27a jelent6ségének tisztazasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A keringd mikro-RNS-ek
cellularis eredete egyeldre még nem tisztazott, de a kifejezddés parhuzamos valtozasai azok részben
mellékvesekéreg eredetét tAmasztjak ala.

A hsa-miR-27a izmokban, angiogenezisben, adipogenezisben, elhizasban, gyulladasban,
immunvalaszban, lipid metabolizmusban, atherosclerosisban és metabolikus szindrémaban betoltott
szerepérdl szamos eredmény all rendelkezésre [600]. A keringé hsa-miR-27a szerepe hipertrofias
kardiomiopéatiaban [601] és akut miokardialis infarktust kovetéen a bal kamrai kontraktilitas
potencidlis biomarkereként is felmerilt [602] és kifejezddését kissejtes tiidérak esetén alacsonynak
talaltak [603].

A glikokortikoidok hatasukat ezekben a szdvetekben glukokortikoid receptoron keresztiil
fejtik ki. Dexametazon kezelés hatasara a NCI-H295R mellékvesekéreg sejtvonalon a hsa-miR-27a
kifejez0dése valtozast mutatott, ezért feltételezhetd, hogy ezen mikro-RNS szabalyozasa is a
glukokortikoid receptoron keresztil torténik. Mivel a hsa-miR-27a transzkripciéja az RNS
polimeraz I1-n keresztiil megy végbe [604] érdekes lenne annak vizsgalata, hogy egy funkcionalis
glikokortikoid valasz elem jelen van-e a hsa-miR-27a promoterében (in silico predikcionk szerint, a
glukokortikoid vélaszra specifikus DNS szakasz a hsa-miR-27a promoterben megtalélhatd).

A hsa-miR-27a-r6] kimutattak, hogy az izmok kifejlodésében és sorvadasaban jelentds
szerepet jatsz6 myostatin expressziojat csokkenti. A myostatin emelkedett expresszidjat az
izomtdmeg csdkkenésével hoztak dsszefiiggésbe [605]. Ugy tiinik, hogy a miR-27a és a myostatin
egy Onszabalyozd korben vesznek részt, ugyanis egér modellen a myostatin néveli a miR-27a
kifejez6dését a SMAD3-on keresztil, és valaszul a miR-27a gatolja a myostatin kifejez6dését
(McFarlane és mtsai 2014). Tekintettel arra, hogy a glikokortikoidok gatoljdk a SMAD3
transzkripcids aktivalasat [606], a beadott Dexametazon a myostatin-SMAD3-miR-27a szabalyoz6

kobe tébb ponton bekapcsolddhat.
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A keringé hsa-miR-27a ACTH altal indukalt csokkenése szerepet jatszhat az ACTH-
dependens Cushing szindromaban. A miR-27a myostatinra gyakorolt hatasa a fenti mechanizmuson
keresztil a hiperkortizolizmusra jellemz6, gliikokortikoid 4ltal indukalt izomsorvadast
magyarazhatja.

A kering6 hsa-miR-27a szintjét a 2. tipusu cukorbetegséggel is 6sszefliggésbe hoztak, illetve
az éhomi vércukorértékek fenntartasaban is szerepet jatszhat [607]. Tekintettel arra, hogy a
glikokortikoidok szerepe az inzulirezisztencia patogenezisében ismert [608], ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a hsa-miR-27a kifejez6désében az ACTH és a glilkokortikoidok altal
bekovetkezett valtozasok szamos mas korkép patogenezisében is szerepet kaphatnak, mindenekelott
hyperkortizolizmus esetében, de ezen valtozasok korlélettani jelentdségének tisztdzasahoz tovabbi

vizsgalatokra lesz szlikség

4.2.14. Menin expresszio és a MENI 3’UTR célzo6 mikroRNS-ek szerepe mellékpajzsmirigy
daganatokban

A MENL1 szindrémahoz tarsulé elvaltozasok kialakuldsa a knudsoni két (ités tedria alapjan torténik
[19]. Ez alapjan a MEN1 szindroméhoz tarsulé tumorokban a betegekbdl eltavolitott daganatokban
mind a két allél mutalt, vagy csak az 6roklott hibas allél detektalhatd. Familiaris esetekben az
érintettek autoszémalis dominans Gton 6rokolnek egy csirasejtes mutaciot, ami énmagaban nem
feleldés a daganatok kialakuldsaért. Ez csak akkor kovetkezik be, amikor szomatikus mutacio
kdvetkeztében a masik allél is elvesztédik (LOH), mutalodik, vagy epigenetikai Giton csendesedik.
A MEN1 gén mutacidinak jelentdségét HPT-ban az adja, hogy ezekben a daganatokban is a
leggyakrabban mutalddott gén az () generacios szekvenalasi modszerekkel vizsgalva is ezeket a
szOveteket [609,610].
Az epigenetikai eltérések kozil DNS metilécié ritkan fordul elé mellékpajzsmirigy adenomakban,
de a mikro-RNS-ek altali szabélyozast tobb tanulmany is felvetette.

Munkéank célja az volt, hogy a MEN1-asszocialt és sporadikus HPT szdvetekben elemezziik
a MEN1 gén mutaciokat, a menin és a MEN1 3’UTR-t célz6 mikro-RNS-ek expressziojat. Osszesen

56 szovetet dolgoztunk fel. 16 esetben csirasejtes MEN1 mutéciot, 7 esetben pedig szomatikus
MEN21 mutaciot detektaltunk (39. tablazat).
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39. téblazat: MEN1-asszocialt és sporadikus HPT szovetek Kklinikai és patologiai
jellegzetességei
menin L
Ne ] MEN-1 immunohistokémia MEN1 mutatcio
Beteg m Eletkor vagy Sz6vettan Csirasejtes
sporadikus Citoplaz vagy
ma Sejtmag szomatikus Muté&ci6 tipusa
M1 F 18 MEN-1 adenoma 0 0 E8: c.1160delA* germline frameshift deletion
F 22 MEN-1 adenoma 1 0 E8: ¢.1160delA* germline frameshift deletion
M2 F 47 MEN-1 adenoma 1 0 E6: ¢.902C>G, p.Leu301Arg germline missense
M3 F 46 MEN-1 adenoma 0 0 E6: ¢.902C>G, p.Leu301Arg germline missense
F 52 MEN-1 adenoma 0 0 E6: ¢.902C>G, p.Leu301Arg germline missense
M4 F 26 MEN-1 adenoma 0 0 E10: ¢.1547_1548insC germline frameshift insertion
M5 F 29 MEN-1 adenoma 1 0 E10: ¢.1547_1548insC germline frameshift insertion
M6 F 56 MEN-1 adenoma 1 0 E2: ¢.358 360delAAG germline in-frame deletion
M7 F 33 MEN-1 hyperplasia 2 0 E2: c.231C>A, p.Tyr77STOP germline nonsense
M8 M 20 MEN-1 hyperplasia 1 0 E2: c.249 252delGTCT germline frameshift deletion
E2: ¢.202_206dupGCCCC
M9 M 57 MEN-1 hyperplasia 1 0 (5bp) germline frameshift insertion
E8: c1062C>A,
M10 F 28 MEN-1 hyperplasia 0 0 p.Cys354STOP germline nonsense
M11 F 20 MEN-1 adenoma 1 0 E4: c.668T>C, p.Leu223Pro germline missense
M12 F 23 MEN-1 adenoma 0 0 E2: c.168delC* germline frameshift deletion
M13 F 53 MEN-1 hyperplasia 1 0 E9: ¢.1177C>T, p.GIn393Stop germline nonsense
M14 M 28 MEN-1 adenoma 1 0 19: ¢.1351-2A>C germline splice site mutation
P1 F 68 sporadikus adenoma 1 0 E2: c.384 delC somatic frameshift deletion
P2 F 54 Sporadikus adenoma 0 0 wild type
P3 M 36 sporadikus adenoma 0 0 E10: ¢.1381 C>T p.Arg461Cys somatic missense
P4 F 46 sporadikus adenoma 0 0 E3: ¢.511C>T p.GIn171Stop somatic nonsense
P5 F 51 sporadikus adenoma 2 0 wild type
P6 F 42 sporadikus adenoma 0 0 E9: ¢.1258 C>T p.Arg420Stop somatic nonsense
P7 M 40 sporadikus adenoma 0 0 wild type
P8 M 62 sporadikus adenoma 1 0 E6: c.848delT somatic frameshift deletion
P9 F 52 sporadikus hyperplasia 1 0 E4: c.681insT somatic frameshift insertion
P10 F 43 sporadikus hyperplasia 1 0 E2: ¢.125 G>C p.Gly42Ala somatic missense
P11 F 64 sporadikus hyperplasia 0 0 wild type
P12 F 74 sporadikus adenoma 1 2 wild type
P13 M 43 sporadikus adenoma 1 3 wild type
sporadikus E2: c.46_148del102nt
P14 F 71 adenoma 1 1 p.16_50del34codon somatic in-frame deletion
P15 M 32 sporadikus adenoma 1 1 wild type
P16 F 29 sporadikus adenoma 1 2 wild type
P17 M 21 sporadikus adenoma 1 2 wild type
P18 M 52 sporadikus adenoma 0 2 wild type
P19 F 23 sporadikus adenoma 1 3 wild type
P20 F 47 sporadikus adenoma 0 2 wild type
P21 F 53 sporadikus adenoma 0 1 wild type
P22 F 21 sporadikus adenoma 0 2 wild type
P23 F 62 sporadikus adenoma 0 2 wild type
P24 F 63 sporadikus adenoma 0 2 wild type
P25 F 73 sporadikus hyperplasia 1 3 wild type
P26 F 70 sporadikus hyperplasia 1 3 wild type
P27 F 64 sporadikus hyperplasia 1 3 wild type
P28 F 64 sporadikus hyperplasia 1 2 wild type
P29 F 69 sporadikus hyperplasia 2 2 wild type
P30 F 55 sporadikus hyperplasia 1 3 wild type
P31 F 51 sporadikus hyperplasia 1 3 wild type
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P32 F 41 sporadikus hyperplasia 1 3 wild type
P33 F 66 sporadikus hyperplasia 1 3 wild type
P34 F 80 sporadikus hyperplasia 0 3 wild type
P35 F 66 sporadikus hyperplasia 0 1 E9: ¢.1288G>A p.Glu425Lys somatic missense
sporadikus E9: c. 1363 C>T
P36 F 62 hyperplasia 0 1 p.GIn450STOP somatic nonsense
P37 F 52 sporadikus hyperplasia 0 2 wild type
P38 F 56 sporadikus hyperplasia 0 2 wild type
P39 F 58 sporadikus hyperplasia 0 1 wild type
P40 F 77 sporadikus hyperplasia 1 2 wild type

*: (j, az irodalomban még nem kozdlt mutacidk
A demografiai adatok kozil egyedill az életkorban talaltunk szignifikans kulonbséget, a

MEN1-asszociélt HPT fiatlabb életkorban jelentkezett mint a sporadikus HPT.

Elvégeztiik a menin immunhisztokémia festését is, ami az 6sszes MEN1-asszocialt és 11
sporadikus HPT-ban mutatott negative sejtmagi fest6dést (38. tablazat és 72. abra).
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72. Abra: Magi menin expresszi6 MEN1-asszocialt és sporadikus HPT adendémakban
immunhisztokémiai vizsgalattal: a.) Menin-negativ MEN-1 asszocialt adenéma b.) Menin-negativ
MEN-1 asszocialt hiperplazia c.) Sporadikus er6s magi menin festddét mutatd6 adenoma d.)
Sporadikus menin-negativ adenoma, [611].

A MENL1 3’UTR-t célz6 hat mikro-RNS kozil a hsa-miR-24 és hsa-miR-28 expresszidja
magasabb volt a sporadikus, nem-szindrémas esetekben a MEN1-hez tarsult esetekhez viszonyitva
(73. ébra).
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73. abra A MEN1-asszocialt és a sporadikus HPT mintak mikro-RNS expresszidjanak
0sszehasonlitasa: Szignifikans a kilénbség a miR-24 és a miR-28 expresszidjaban lathato
(Student-f. kétmintas T-prdba; p<0,05).

Kutatbmunkank soran elvégeztik a MEN1 gén és a menin fehérje vizsgélatdt MEN1-
asszocialt és sporadikus HPT szdvetekben. A menin fehérje 6sszehasonlitd vizsgalatat HPT-ban
mindezidaig nem végezték el. Ahogyan az varhaté volt a MEN1-asszocidlt daganatok
mindegyikében negativ volt a menin sejtmagi festddése. A sporadikus HPT szovetek 27.5%-aban
szintén negativ menin festddést mutattunk ki, de ezek koziil a daganatok koziil csak 4 esetben
talaltunk MEN1 mutaciot. A masik 3 MEN1 mutaciot olyan sporadikus HPT-ben talaltuk, amelyek
menin festédést is mutattak. Ennek egyik oka lehet, hogy az aminosavcserével jar6 mutdciok nem
¢érintik az eredeti fehérjében azt az epitopot, ami ellen az antitest készilt igy a kotodését nem
befolyasolja. A menin negativ esetekben hianyz6 MEN1 mutacié oka legvaldsziniibben a MEN1
gén nagy delécidja. Sajnos ennek vizsgalatara az FFPE mintakbol izolalt, tdbbnyire fragmentalt
DNS nem alkalmas. Adatainkat 6sszesitve az altalunk alkalmazott menin antitest diagnosztikai
specificitasa 82.6%, szenzitivitdsa pedig 89.7% volt. A menin fest6désnek diagnosztikai és
prognosztikai szerepe is lehet. Neuroendokrin daganatokban [612] és mtsai igazoltak, hogy mind a
MEN1 mutaciok jelenléte mind pedig a csokkent menin festddés rossz prognodzissal tarsult tiido
karcinoidokban.

A mikro-RNS expresszi6 meghatarozdsdval a hsa-miR-24 és hsa-miR-28 szintje
emelkedettebb volt sporadikus HPT-ben a MEN1-asszocialt daganatokhoz képest, de nem mutatott
Osszefliggést a menin festédéssel. A tobbi vizsgalt mikro-RNS expresszio nem kilonbozott a két
csoportban.

A MENL1 3°UTR és a hsa-miR-24 kozott a fizikai interakcié mar bizonyitott [613,614] es
feltételezhetjiik, hogy ez a mikro-RNS a hsa-miR-28-cal egyitt a sporadikus HPT-ben a menin
csendesitéshez hozzajarul. Azonban az is ismert, endokrin hasnyalmirigyben, hogy a menin

stimulalja a hsa-miR-24 expresszidjat. A csirasejtes MEN1 mutéciét hordozdk minden sejtjében egy
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csokkentebb menin expresszio varhatd, ami magyarazhatja a familiaris esetekben a hsa-miR-24
csokkentebb expressziojat.

Osszegezve eredményeinket igazoltuk a MEN1 mutaciok jelenlétét sporadikus HPT-k
27.5%-aban és a sejtmagi menin festddés hianya meger6siti a menin szerepét a MENI1
szindromahoz tarsult mellékpajzsmirigy daganatokban. A hsa-miR-24 és hsa-miR-28 sporadikus

HPT-ban szerepet jatszhat a MEN1 csendesitésében.
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VI. A LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASOK

10.

11.

12.

A Semmelweis Egyetem Il. sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrinoldgiai Genetika
Laboratoriumaban elérhetévé tettik a legtobb monogénesen 6roklodé endokrin
tumorszindromaért felelés gén molekuldris biologiai vizsgalatit. A hagyomanyos DNS
szekvenalas mellett sziikséges volt kidolgozni és bevezetni olyan bonyolultabb mddszereket
(long PCR, MLPA) is, amelyek sziikségesek voltak a tumorszupresszor gének heterozigota
(hemizigdcia) formaban el6forduld delécioi kimutatasara, vagy pl. a tobb kdpiaszam variaciot
mutaté CYP21A2 gén teljes genotipizalasahoz.

MEN2 szindréméaban kimutattuk a patogén RET mutécidkat, a genotipus-fenotipus
Osszefuggesek alapjan egyénre szabott diagnosztikai és terapias beavatkozasokat, valamint
preventiv pajzsmirigy mitéteket javasoltunk.

Feltérképeztik és genetikailag jellemeztik a hazai von Hippel-Lindau szindromaban
szenvedd betegeket. Az MLPA vizsgalat bevezetésével G, addig genetikailag negativ eseteket
azonositottunk.

A VHL gén Ser80lle mutaciojarol kimutattuk, hogy patogén eltérés.

Az Orokletes phaeochromocytéma/paraganglidma szindromak hatterében all6 mutacios
spektrum azonositasa révén, els6ként azonositottunk hazai betegben extraadrenalis PGL
hatterében SDHD mutaciot, és elséként igazoltuk, hogy az SDHD gén G12S polimorfizmusa
gyakoribb el6fordulasi MEN2A szindromaban, mint egyéb RET génhibakhoz tarsuld
korképekben.

Els6ként irtunk le egy beteget, aki csirasejtes PTEN és SDHC mutécidt hordozott.

Cowden és Cowden szerii betegségben eldfordulnak SDHx génvariansok, amelyeknek szerepe
lehet a fenotipus modositasdban. Az SDHx varidnsokhoz tébb féle patomechanizmus is
tarsulhat.

A MEN1 szindroma szerv-specifikus manifesztacioit és a menin fehérje funkcidit
Osszegeztiik. A mellékvese daganatok kialakuldsaban csekély szerepe van a MENL1
mutécioknak.

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

A RET 10-es exon mutéaciokra mutécio-specifikus diagnosztikai, terapias és prognosztikai
javaslatokat fogalmaztunk meg.

Gyermekkori phaeochromocytdmék eés paragangliomak esetében is el6fordulnak orokletes
génhibak, a legrosszabb indulati daganat SDHB mutacidk esetén varhato.

MEN2 szindromaban kialakulé phaeochromocytomak esetében a daganat eltavolitasa a

mellékvesekéreg-megtartasaval javasolt.
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A GR N363S polimorfizmusa a szénhidrat anyagcseren keresztiil szerepet jatszik a kétoldali,
hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adendmak patogenézisében.

Uj modszert dolgoztunk ki a GR Bcll polimorfizmus kimutatéasara.

A CYP21A2 gén vizsgalatara Uj metodikat dolgoztunk ki.

A C4B*QO0 kodpiaszamvaltozas és a CYP21A2 gén haplotipusai 0sszefliggés mutatnak az
ACTH stimul&cidra adott mellékvesekéreg hormontermelésével.

A glikokortikoid receptor izoformai expresszalédnak a mellékvesekéreg hormontermeld
daganataiban. A GRp expresszio a kortizolt termelé adenémakban volt a legmagasabb.
Létrehoztunk egy bélhamsejt-tenyészetet, ami fokozottan expresszalja a GRP izoformajat.
Kimutattuk, hogy a GRB a GRa altali géntranszkripciot gatolja, de 6nall6 transzkripcios
hatéssal is rendelkezik.

Gyulladasos bélbetegségben a GR olyan gének expressziojat szabalyozza, amelyeknek a
sejt-sejt interakcioban van els6dleges szerepe.

A mellékvesekéregben a napszaki ritmusért felelés oragéneknek 6nallé ritmikus expresszidja
van, igy a huméan H295R sejtvonal alkalmas a napszaki ingadozassal kapcsolatos kisérletek in
vitro modellezésére.

A mikro-RNS expresszi6 teljes genom szintli meghatarozasahoz és az eltérések bioldgiai
relevancidinak megértése csak a kiilonb6z6 platformokrol szarmazé adatok integrélasaval
képzelhet? el.

A NFPA és ép hipofizis szovetekben az eltéré mértékben expresszalodd mikro-RNS-ek
utvonalanalizisevel igazoltuk a TGFp jelatviteli Ut érintettségét ezekben a daganatokban.
Kimutattuk, hogy a hormondlisan inaktiv hipofizis daganatokban a WEE1-nek és az 6t célzd
mikro-RNS-eknek jelentds szerepe van a daganatok patogenézisében. Bebizonyitottuk, hogy a
516a-3p és miR-155 célozzak.

A CDC25A és CDC25C fokozottan expresszalodik NFPA daganatokban az ép hipofizis
szovetekhez képest. Az 6ket célzo mikro-RNS-ek expresszidja csokken a daganatokban, ami
tumorszuppresszor hatasukra utal.

Fluoreszcens festékkel jelolt aramlasi citometridas modszert dolgoztunk ki a sejtciklus
k