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Roviditések jegyzéke:

A: adenin

ACA: mellékvesekéreg (adrenocorticalis) adenoma

ACC: mellékvesekéreg (adrenocorticalis) carcinoma

ANOVA: variancia-analizis (Analysis of Variance)

APA: aldoszterontermeld mellékvesekéreg-adenoma

AUC: gorbe alatti teriilet (Area Under the Curve)
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MAPK: mitogén aktivalta protein kinaz
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miRISC: mikroRNS indukalta csendesité komplex (miRNA induced silencing complex)
miRNS, miR: mikroRNS

MTC: medullaris pajzsmirigy carcinoma
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A gyakrabban hasznalt génszimbdlumok és fehérjenevek roviditéseinek

kifejtése:

ACTH: adrenokortikotropin

AKR1B1: aldo-keto reduktaz csaldd 1/B1

ALDH: aldehid-dehidrogenaz

62m: 32 mikroglobulin

CDKN1C, 1B: cyclin-dependent kinase inhibitor 1C, 1B (ciklin-dependens kinaz inhibitor 1C
(p57%%), 1B (p271))

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 kindz 1, 2, 4)
C-MYC: v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

CNTF: ciliaris neurotrofikus faktor

CYP11A1: p450 oldalldanchasité enzim

CYP11B1: 11B-hidroxilaz 1 (kortizol-szintdz)

CYP11B2: 11B-hidroxilaz 2 (aldoszteron-szintaz)

CYP17: 17a-hidroxilaz/17-20 lidz

CYP19: aromataz

CYP21B: 21-hidroxilaz

DAO: diamin-oxidaz

DHEA-ST: dehidroepiandroszteron szulfotranszferaz

Egr-1: early growth response-1 — korai névekedési valasz 1 gén

FGF: fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

FSH: follikulus stimuldlé hormon

GADD45y: growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma/novekedés gatlas és DNS-
karosodas indukdlta 45 gamma gén

GAPDH: glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogenaz

GnRH: gonadotropin releasing hormon

GR: glikokortikoidreceptor

GSK-3: glikogén-szintaz kinaz 3B
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HDC: hisztidin-dekarboxilaz

HIF1a, 2a: hypoxia-indukalt faktor 1a, 2a (hypoxia inducible factor 1, 2 alpha subunit)
HIF1AN: hypoxia-indukalt faktor 1, alpha alegység inhibitor (hypoxia inducible factor 1, alpha
subunit inhibitor)

HNMT: hisztamin N-metil transzferaz

HRH: hisztaminreceptor

HSD3B1 és HSD3B2: 3B3-hidroxiszteroid dehidrogendz 1 és 2 izotipusa

HSD11B1 és HSD11B2: 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1 és 2

HSD17B1-3: 17B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1, 2 és 3

IGF: inzulinszerl novekedési faktor (insulin like growth factor)

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

IGF-2: inzulinszer( névekedési faktor 2 (insulin-like growth factor 2 (somatomedin A))
IGFBP-2, 5: IGF-binding protein 2, 5 (IGF-kot6 fehérje 2-es, 5-0s tipus)

IL-1RN: IL-1 receptor antagonista

LH: luteinizalé hormon

LIF: leukemia inhibiting factor/leukémia gatlé faktor

LXR: liver X receptor

Max: myc-associated X gén

MHC: 6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
MKP-1: MAPK phosphatase 1 — mitogén aktivalta protein kinaz foszfataz 1
mTOR: mammalian target of rapamycin

MTPN: myotrophin

MYCN: v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived
NF1: neurofibromin 1

OSM: oncostatin M

OSMRB: oncostatin M receptor 3

PKA: protein kinase A, cAMP-dependent (cCAMP-dependens protein kinaz)
PPARG: peroxiszoma proliferator aktivator receptor gamma

PRKAR1A: cAMP-dependens protein-kinaz Rla inhibitor alegységet kddold gén
PVHL: von Hippel-Lindau fehérje (von Hippel-Lindau tumor suppressor protein)
RAR: Retinsav receptor

RET: rearranged during transfection
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RXR: retinoid X receptor; RXRA: RXR-alfa; RXRB: RXR-béta

SDHB, C, D: szukcinat dehidrogenaz B, C, D alegységet kdédoldé gének (succinate
dehydrogenase complex, subunit B, C, D iron sulfur)

SDH5 (SDHAF2): succinate dehydrogenase complex assembly factor 2

SRD5A1 és SRD5A2: szteroid 5a-reduktaz 1 és 2

SRD5B1: szteroid 5B-reduktdaz

TGF-8: transzformald novekedési faktor B

TLR: Toll like receptor/Toll-szer( receptor

TNF-a: tumor nekrozis faktor a

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

TP53: tumor protein p53 (p53)

VEGF: vaszkularis endothelialis novekedési faktor (vascular endothelial growth factor)
VEGF-R: vaszkularis endothelidlis novekedési faktor receptor (vascular endothelial growth
factor receptor)

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

WNT: wingless-type MMTYV integration site familyCDKN1C: ciklin-dependens kinaz inhibitor
1C

XPO1: exportin 1
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1. BEVEZETES

1.1. Endokrin daganatok

A daganatok patogenezise rendkivil 6sszetett folyamat, amelyben szamos endogén és
kdrnyezeti tényezé jatszik szerepet. Erdekl6désem kdzéppontjdban az endokrin szervek
daganatainak kutatdsa all, azokon belil is els6sorban a mellékvese daganatai képezik
kutatdsaim f6 targyat.

A mellékvese daganatai gyakoriak és gyakorisaguk az életkorral emelkedik, 50 éves
életkor felett akar a népesség 5-7 %-aban is el6fordulhatnak [1]. Jelent6s résziiket mas
betegség gyanuja miatt végzett képalkotd vizsgalatok sordn véletlenll fedezik fel, ezeket
incidentalomdknak hivjuk. A mellékvese-daganatok dont6é tobbsége jdindulatq,
hormonadlisan inaktiv mellékvesekéreg-adenoma. A hormontermel6 mellékvesekéreg
eredet(i daganatok sulyos klinikai kovetkezményekkel (glikokortikoid tultermelés - Cushing
szindroma, mineralokortikoidok tultermelés - primer aldosteronismus) tarsulnak. A
mellékvesekéreg-carcinoma (ACC) ritka, rossz prognodzisi daganat [2]. A mellékvese
daganatainak 5-8 %-a phaeochromocytoma, amely katekolamintermelése kovetkeztében
életveszélyes szovodményeket (stroke, myocardialis infarctus) okozhat. A kromaffin
sejtekbdl kiinduld phaeochromocytomak donté tobbsége (kb 80%) a mellékvesevel6ben
alakul ki, mig 20 %-uk mellékvesén kiviili (extraadrenalis) elhelyezkedésl. Az extraadrenalis
phaeochromocytomadakat mas néven paragangliomdaknak nevezziik [3, 4].

Az utdébbi évek vizsgalatai soran szadmos tényezére derilt fény mind a
mellékvesekéreg, mind a mellékvesevel6 daganatok kialakuldasanak folyamataiban, azonban
tovabbra is tavol allunk egy atfogd képtél. Az 6rokl6ds, mellékvese-daganatokra hajlamosité
daganatszindrémak tanulmanyozdsa soran tobb fontos, a sporadikus daganatokban is
szerepl6 patogenetikai mechanizmust azonositottak, azonban a mellékvese-daganatok donté
tobbségét kitevd sporadikus daganatok patogenezise csak kevéssé ismert [1, 5].

Az MTA doktori értekezésem alapjat képezé munkak hangsulyos részét képezik a
mellékvese-daganatok mikroRNS expresszié mintazatanak vizsgdlatai. A génexpresszid
poszttranszkripcids szabalyozdsanak alapveté mechanizmusat képezé RNS-interferencia
endogén mediatorainak, a mikroRNS-ek kutatdsa a korszerl molekularis bioldgiai vizsgalatok
egyik legfontosabb irdnyat képviseli. A kilon gének altal kédolt, érett formajukban 20-24

nukleotid hosszusagu mikroRNS-ek nagyon specifikusan képesek kotédni a hirvivé RNS-ek
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(mRNS) 3’ nem kodold végéhez és kotddésiik nyoman azok fehérjévé irédasat (transzlacio)
gatoljak vagy lebontdsukat eredményezik [6]. A mikroRNS-ek expressziés mintdzata szamos
betegségben, igy daganatokban is megvaltozik. A mikroRNS mintazat eltérései a
génexpressziés (mRNS) mintdzatok vizsgalatdhoz hasonléan alkalmasak lehetnek a
patogenezis tanulmanyozasdra, daganatok osztalyozdasdra, a jo- és rosszindulatusagot jelz6
valamint és prognosztikus markerek azonositasara [7].

A mikroRNS-ek mellett a hirvivG RNS-ek (mRNS) expressziés mintazatait is
tanulmanyoztuk és fehérjeszint(l vizsgalatokat is végeztiink.

Munkdim soran Gj génexpressziéos (mRNS), mikroRNS és fehérjeszintii eltéréseket
deritettiink fel korszerii molekularis és bioinformatikai moédszerek felhasznalasaval. A
mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS expresszidos mintazata terén els6ként, a
phaeochromocytomak korében a vildgon az els6k kozott végeztiink vizsgalatokat.
Mellékvesekéreg-daganatokban a vilagon els6ként végeztiink bioinformatikai
metaanalizist.

Mig a mellékvesekéreg-daganatok elenyész6 része 06rokl6ds, addig a
mellékvesevel6bél kiinduld phaeochromocytomak genetikdja a sporadikus daganatok kozott
kivételes, mivel a sporadikusan felismert phaeochromocytomak 25-30 %-a csirasejtes
mutdciok talajan alakul ki és 6rokl6dé daganatszindroma képében jelentkezik (multiplex
endokrin neoplasia 2-es tipusa (MEN2), von Hippel-Lindau szindréma (VHL),
neurofibromatosis 1-es tipusa (NF1), 6rokl6dé paraganglioma szindromak) [3, 8]. Bar e
daganatszindrémak klinikai képe jellegzetes, egyes esetekben egyedi klinikai fenotipussal
tarsulnak, amelyek hatterében meghatarozott mutaciok allnak.

Mind a mellékvesekéreg-daganatok, mind a phaeochromocytomak esetében komoly
probléma, hogy a rosszindulatisag megallapitasa szovettani vizsgalat alapjan nehéz, sé6t a
phaeochromocytomdk esetében nem is lehetséges. A phaeochromocytomak
rosszindulatusagat kizardlag klinikai kritériumok, attétek jelenlétében allithatjuk fel [3, 4].
Attétek azonban évekkel, akdr évtizedekkel a primer daganat eltdvolitdsa utdn is
jelentkezhetnek. Bar intenziv kutatasok folynak e téren, jelenleg nem ismert olyan
szovettani, ill. molekularis marker, ami alapjan az eltavolitott phaeochromocytoma dignitasa
megadllapithatd lenne. A rosszindulati phaeochromocytomdk gyodgyszeres kezelése sem
megoldott. Szintén nem ismert olyan marker, ami e daganatok recidiva hajlamat jelezné.

Kilonosen nagy gyakorlati jelent6sége lehet olyan molekularis markerek azonositasanak,
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amelyek segitségével a mellékvesekéreg és mellékvesevel6 daganatok rosszindulatu
viselkedése biztonsaggal jelezhetd.

A sebészi kezeléstdl eltekintve a mellékvese-daganatok kezelésében konzervativ
kezelési lehetGségeink igen korlatozottak, ami a molekularis patogenezis kutatdsanak
fontossagat és (j gydgyszeres tamadaspontok felderitésének sziikségességét jelzi [9]. Mind a
mellékvesekéreg-carcinoma, mind a malignus phaeochromocytoma gydgyszeres kezelése
terén nagy igény lenne Uj, biztonsdgos és hatékony gydgyszerek kifejlesztésére. A
patogenezis vizsgdlata olyan wutakat tarhat fel, amelyek potencidlis gyodgyszeres

tdmaddspontokat is jelenthetnek.

1.2. Immun-neuroendokrin kolcsonhatasok

Munkam masik f6 irdnyat az immun és neuroendokrin rendszerek kolcsonhatdsainak
kutatasa képezi. E két alapvet6 homeosztatikus rendszer szdmos szinten kapcsolddik
egymashoz. E kapcsolatok hatterében részben a két rendszer medidtorainak és ezek
receptorainak kolcsonos kifejez6dése all. A neuroendokrin rendszer mediatorai, a hormonok
ugyanis az immunrendszerben is termelédnek és az immunsejtek hormonreceptorokat is
hordoznak, ill. az immunrendszer parakrin mediatorai, a citokinek a neuroendokrin sejtekre
is hatnak, s6t a neuroendokrin rendszerben is termel6dnek. E kélcsonhatdsrendszer egyik
legjobban ismert példaja a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg (HPA) rendszer, ahol
a gyulladdsos citokinek (tumor nekrdzis faktor a (TNF-a), interleukin (IL)-1B, IL-6) hatasara a
rendszer aktivalddik és a mellékvesekéreg glikokortikoid termelése megindul [10-12]. A
citokinek szamos endokrin folyamatot befolyasolnak, igy a reproduktiv szabalyozas tobb
szintjét is [13], de e rendszer karmestereinek, a hypothalamikus GnRH-t (gonadotrop
hormon releasing hormon) termelé neuronjainak kapcsolata a citokinrendszerrel
vizsgalataimat megel6z6en nem volt ismert.

Az immunoldégiai és gyulladdsos folyamatok a daganatok kialakuldsaban is fontos
szerepet jatszanak. Az endokrin daganatok és az immunfolyamatok kapcsolata az immun-
neuroendokrin kolcsonhatasok érdekes kérdése, ami munkam két f6 iranyanak
kapcsolodasat jelzi. A hisztamin, amely a gyulladasos folyamatok egyik f6 mediatora tobb
daganat (pl. melanoma, eml6rak, vastagbélrak) patogenezisében szerepet jatszik [14-16],

azonban a mellékvesekéreg daganataiban betoltott jelentGségére vizsgalataink
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szolgaltattak elGszor adatokat. A mellékvesekéreg-daganatok bioinformatikai metaanalizise

soran is kimutattuk az immunolégiai folyamatok jelent6ségét.

1.3. Mddszertani jelentéség

Az utdbbi évtized legjelentésebb metodikai elGrelépései kozé tartozik a nagy
ateresztOképességli, bioinformatikai vizsgalatok kifejlesztése. E vizsgdlatok révén
lehetségessé valt a teljes genom génexpresszidos vizsgalata, megallapithatd, hogy mely
gének fejez6dnek ki és melyek nem egy adott szovetben (transzkriptomika, funkcionalis
genomika). A génexpresszids vizsgalatok metodikai hatterét a microarray (chip) metodika
képezi. Lehetséges a kromoszdmaeltérések bioinformatikai vizsgélata (komparativ genom
hibridizacié (CGH)) is szamos mas alkalmazasi lehet6ség mellett [17].

A génexpresszids microarray vizsgalatok egyik leghatékonyabb alkalmazasi terilete a
daganatok kutatasa. Adott szerv jé- és rosszindulatu daganatainak, rosszindulatu daganatok
kilonboz6 stadiumainak 6sszehasonlitasaval azonosithatdk a patogenetikai mechanizmusok,
a daganatok elkiilonitését lehet6vé tévé molekularis markerek, lehetséges a daganatok
bioinformatikai alapu osztdlyozdsa, prognosztikus markerek feldllitasa. A génexpresszids
vizsgalatok értékelésében komoly probléma, hogy a kiilonb6z6 munkacsoportok altal adott
daganattipuson végzett vizsgalatok eredményei kozott sokszor jelentések a kiilonbségek.
Ennek hatterében a mintavélasztds kilonbségei, a microarray platformok, statisztikai
mddszerek eltérései szerepet jatszanak. E probléma egyik megoldasat a bioinformatikai
vizsgdlatok metaanalizise jelentheti, amelynek segitségével a kiilonb6z6 eredmények
egylittesen értelmezhet6ek, koz6s patogenetikai utak azonositdsa vdalhat lehetségessé.
Mellékvesekéreg-daganatokban a vildgon els6ként végeztiink bioinformatikai
metaanalizist.

In silico genomikai vizsgalatok révén vizsgalhatok az eddig kozolt génszekvencidk is
genetikai variansok, szekvenciapolimorfizmusok azonositasa céljabol. A genetikai
variansokat szamos betegségre vonatkozd hajlammal hoztak mar kapcsolatba [18]. In silico
genomikai vizsgdlataim soran az endokrin daganatokra hajlamositd multiplex endokrin
neoplasia gének, a szteroidhormonok bioszintézisében és lebomlasaban szereplé enzimek
génjei, a glikokortikoid hormonok hatdsat meghatarozé glikokortikoidreceptor gén

valamint a hisztamin bioszintézisében, hatasdban és lebontdsdban szereplé gének
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szekvenciavariansainak azonositasara tettiink kisérletet. Elképzelhets, hogy e variansok az
endokrin  daganatok kialakuldasat ill. immun-neuroendokrin  kdlcsonhatasokat s
befolydsolhatjdk, azonban in silico azonositott varidnsokrél lévén szd, ezek igazolasahoz
populdcidégenetikai, illetve kisérletes vizsgalatok sziikségesek.

A mikroRNS-ek bioldgiai hatasanak felderitésében a legnagyobb problémat a cél
mRNS-ek azonositasa jelenti. A mikroRNS mintdzat eltéréseib6l ugyanis nem tudunk
kozvetlenll kovetkeztetni a hattérben alld patomechanizmusokra, ehhez a célgének
ismerete szikséges. A mikroRNS-ek potencidlis célgénjeinek azonositdsdhoz a
kutatécsoportok in silico predikcids algoritmusokat haszndlnak (target predikcid) [19]. Ezek
azonban olyan nagy mennyiségli potenciadlis cél mRNS-t adnak ki, amelyek kozil a
bioldgiailag relevans mRNS-ek kivalasztasa igen nehéz. E probléma megoldasaként egy uj,
parhuzamos mMRNS expresszi6 meghatarozason alapuld, szovetspecifikus predikcios

maddszert dolgoztunk ki.

A molekuldris bioldgiai szakirodalom a&ltaldanos problémdja, hogy csak az angol
szakkifejezések toredékének van haszndlhaté magyar megfelel6je. Az értekezésben
megprobaltam az angol szakkifejezések egy részét magyar szakszéval potolni, de ez sajnos

nem minden esetben volt lehetséges.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Endokrin daganatok

2.1.1. A mellékvesekéreg daganatai

A mellékvesekéreg daganatai teszik ki a mellékvese sporadikus daganatainak donté részét. A
mellékvesekéreg daganatainak tobbsége hormonalisan inaktiv joéindulati daganat. A
hormontermel§ mellékvesekéreg-daganatok ritkak, de sulyos klinikai kévetkezményekkel
jarnak. A kortizoltultermelés kovetkeztében kialakulé Cushing-szindromat leggyakrabban
elhizds, magas vérnyomds, cukorbetegség, csontritkulds, rossz sebgydgyulasi hajlam,
fokozott fert6zési fogékonysag jellemzi. Az aldoszteron tultermelése sulyos hypertonidt,
hypokalaemiat okozhat és a sziv-érrendszeri morbiditds és mortalitds szamottevd
novekedésével jar [20].

A mellékvesekéreg-carcinoma (ACC) ritka daganat (incidencia: 0.5-2/millié/év).
Progndzisa rossz, kiilonosen az el6rehaladott stddiumokban (invaziv vagy attétképzé
daganat, McFarlane llI-IV stadium), ahol 6t éves tulélése 35 % alatt van [2]. E daganatok
korulbellil 50 %-a hormontermeld. Leggyakrabban kortizol, valamint androgén elvélasztdsa
fordul el6, utébbi nében hirsutismus, virilizdcid megjelenését eredményezheti. A sebészi
kezeléstél eltekintve, terapias lehet6ségeink korlatozottak. A mellékvesekéreg-carcinoma
kemoterdpiara kevéssé érzékeny, citosztatikus kezelésében elsGsorban az etopozid,
ciszplatin, doxorubicin és streptozotocin alkalmazasardl vannak adatok. Az adjuvans kezelés
fontos részét képezi a per os szedhetdé mitotan. Bar mar tébb mint 50 éve alkalmazzak a
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében, a mitotdn pontos hatasmechanizmusa nem ismert.
A tumoragy besugdrzasa egyes adatok szerint a daganat kezelésében hasznos lehet, valamint
a csontattétek kezelésében is szébajon, de 0sszességében a daganat sugarkezelésre kevéssé
érzékeny [2, 9].

A daganatképz6dés mechanizmusainak tanulmanyozdsa hozzasegithet Uj,
gyobgyszeresen potencialisan befolyasolhatd patogenetikai utak feltarasahoz.

A mellékvesekéreg-daganatok szovettani vizsgalata nagy gyakorlatot igényel. A
malignitds megallapitasdban legelterjedtebben az Un. Weiss pontozasi skalat hasznaljak, ami
kilenc szovettani jellemz6t vesz figyelembe és igy az 6sszpontszam 0-9 kdzott valtozhat. Mig

az 1-es és 2-es pontszam a jéindulatisagra utal, 4 feletti pontszam rosszindulatusagot jelez.
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A 3-as pontszam megitélése bizonytalan. E médszer meglehetGsen szubjektiv és kilonb6z6
vizsgalok, s6t egyes tanulmdanyok szerint még ugyanazon vizsgalok kilonb6z6 idépontban
ugyanazon daganatokon tett megfigyelései kozott is jelentGsek a kiilonbségek [2, 21]. A
Weiss pontozasi skala mellett a gyakorlatban a Ki-67 proliferaciés marker és a ciklin E
immunhisztokémiai vizsgalatadt alkalmazzak, de a rosszindulatisagot jelzé értékeikrél
megoszlanak a vélemények [2, 22]. Tekintettel arra, hogy a rosszindulatisag megallapitdsa
nehéz, nagy igény lenne Uj, a malignitdst megbizhatdéan jelz§ molekularis markerek
azonositasara.

A nagy atereszt6képességl bioinformatikai vizsgalatok mind a patogenezis
megismerésben, Uj biomarkerek és potencidlis gydgyszeres tdmadaspontok azonositdasaban

hasznosak lehetnek.

2.1.1.1. A mellékvesekéreg-daganatok patogenezise

Az utébbi években a mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében tobb fontos
patomechanizmust azonositottak. A legtobb adat a mellékvesekéreg-carcinoma
patogenezisére vonatkozik. E folyamatok megismerésében nagy jelent&ségliek a ritka,
monogénes, mellékvesekéreg-daganatra hajlamositd daganatszindrémak, mivel az ezekben
szerepl6 kérfolyamatok tobbségét a sporadikus daganatokban is megtalaltak.

A monogénes daganatszindromdak mind jé-, mind rosszindulati mellékvesekéreg-
daganatok kialakuldasara hajlamosithatnak. ElsGsorban jéindulatid mellékvesekéreg-
daganatok kialakulasara hajlamosit a multiplex endokrin neoplasia 1-es tipusa (MEN1), a
Carney-komplex és a McCune-Albright-szindroma, mig a Li-Fraumeni-szindroma, a
Beckwith-Wiedemann-szindréma mellékvesekéreg-carcinomaval tarsul [1, 5]. A familidris
adenomatosus polyposisban a mellékvesekéreg daganatai ritkdk, és mind jé-, mind
rosszindulatu daganat el6fordulhat [5, 23]. A nem 6rokl6dé McCune-Albright- szindréma
kivételével e daganatszindrémak autoszomalis dominans 6roklésmenetet kdvetnek.

A MEN1 szindromat hyperparathyreosis, az endokrin pancreas és a hypophysis
daganatainak el6forduldsa jellemzi elsGsorban, de az érintettek 25-40 %-aban
mellékvesekéreg-daganatok is el6fordulnak. A MEN1-ben el6fordulé mellékvesekéreg-
daganatok dont6en joindulatd, hormondlisan inaktiv kéregadenomak [24]. Patogenezisében
a MEN1 tumorszuppresszor gén mutdcidi meghatarozdoak. A MEN1 gén 10 exonbdl all és a

mutdcidk a génben barhol el6fordulhatnak. A MEN1 gén termékét menin fehérjének nevezik.
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E fehérje tobbek kozott a sejtciklus szabalyozasaban fontos fehérjékkel és a transzformald
novekedési faktor béta (TGF-B) jelatvitel uttal all kapcsolatban [25]. A MEN1 gén mutdcidi a
rosszindulatd mellékvesekéreg-daganatokban nagyon ritkak, ugyanakkor a MENI1 gént
hordozd 11913 kromoszédmalis région az ép allél elvesztése (LOH, a heterozigdcia elvesztése,
loss of heterozygosity) a daganatok 90%-aban kimutathaté [5]. Tébb tumorszuppresszor
aktivitasu gén esetén is megfigyelhetd, hogy a gének szomatikus mutdcidi és az 6ket hordozo
kromoszémarégiok heterozigbcidjanak elvesztése szamos esetben nem mutat parhuzamot. E
jelenség hatterében egyrészt az adott kromoszémarégion elhelyezkedé mas gének, illetve
epigenetikai szabalyozé teriiletek egyidejli elvesztése, illetve a kromoszomarégié vesztés
sokkal drasztikusabb, tobb gént befolyasold és a sejtmikodést kifejezettebben megzavard
hatdsa jatszhat szerepet.

A rendkivil ritka Carney-komplex szamos daganat kialakuldsara hajlamosit: agyalapi
mirigy adenoma, pajzsmirigydaganat, hererdk, pitvari myxoma stb. A mellékvesekéregben
Cushing-szindromat okozdé primer pigmentalt nodularis adrendlis hyperplasia (PPNAD:
primary pigmented nodular adrenal disease) fordul el6. A PPNAD a Cushing-szindréma ritka
oka, azonban a Carney-komplexben észlelt leggyakoribb endokrin eltérés (az esetek kb. 25
%-ban), ill. a PPNAD esetek jelentds részének hatterében Carney-komplex all. Klinikailag a
PPNAD-ra leginkdbb fiatal korban (30 éves kor alatt) jelentkez6 Cushing-szindréma
kialakulasa jellemz8, amely altalaban ciklikus formaban jelentkezik. Az esetek 45-65 %-aban
a Carney-komplex hatterében a protein kinaz A (PKA) Rla (PRKAR1A) alegységét kddold gén
mutaciodit azonositottak. E gén a 17-es kromoszéma 17q22-24-es régidjaban taldlhato. A PKA
egy valamennyi sejtben el6fordulé szerin-treonin kinaz, amely a sejtproliferacié és a
kromoszémastabilitas szabalyozdsdaban meghatdrozo jelentGségli. A PKA a ciklikus adenozin
monofoszfat (CAMP) szabalyozasa alatt all [26, 27].

A McCune-Albright-szindrémaban ritkdn Cushing-szindrémat okozé mellékvesekéreg-
adenoma és -hyperplasia fordul el6 [28]. E betegség is a monogénes kérképek kozé tartozik,
hiszen hatterében a G-fehérjék alfa alegységét (Gsa) kdodold GNASI gén egyetlen kodonjat
(201-es) érint6 mutaciot irtak le. Bar monogénes, mégsem oroklédik, mivel a GNASI
csirasejtes mutdcidi az élettel Osszeegyeztethetlennek tlinnek. A McCune-Albright-
szindromdban el6forduld, tobb szervet érint6 eltéréseket (csontok, mellékvesekéreg
agyalapi mirigy stb.) a gén embriondlis stadiumban bekovetkezd mutacidival magyarazzak. A

GNAS1 McCune-Albright-szindrémara jellemzé mutacidja a kodolt fehérje mikodését
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serkent6 (gain-of-function) hatasu, ami az adenilat-cikldaz hormonfliggetlen aktivalodasat
eredményezi a GTP-az gatldsa révén. Ennek kovetkeztében a cAMP intracellularis
koncentracidja megnd, ami tobb jelatviteli utat aktivalhat [28].

Mindezek alapjan a dont6en benignus mellékvesekéreg-daganatokra hajlamosité
Carney-komplex és a McCune-Albright-szindréma patogenezisében is a PKA-cAMP jelatviteli
ut meghatdarozo szerepet jatszik. Ezzel szemben a mellékvesekéreg-carcinoma kialakuldasaban
az ACTH-adenilat-ciklaz-cAMP jelatviteli ut szerepe nem tlinik kozponti jelentéséglinek.
Szomatikus PRKARIA mutdciét a mellékvesekéreg-adenomak 10%-ban mutattak ki,
ugyanakkor carcinomakban nem talaltak [29]. Ezzel szemben, a PRKAR1A-t hordozé 17qg22-
24 kromoszomalis régié heterozigécia vesztését (LOH) a mellékvesekéreg-carcinomak tobb
mint 50%-aban figyelték meg [5]. Valészind, hogy e jelenség hatterében a MEN1 szomatikus
mutacioi és a 11q13 kromoszédmarégio fent emlitett diszkrepancidjahoz hasonldan, itt sem
maga a PRKARIA, hanem az érintett kromoszématerilet mas génjei vagy a szabalyozas
zavara allhatnak.

Rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatokra hajlamosit a Li-Fraumeni-szindroma. E
betegséget a mellékvesekéreg-carcinoma mellett emlérak, leukémia és agydaganatok
megjelenése jellemzi. Molekularis patogenezisében a TP53 (tumor protein 53) gén mutdcidit
mutattak ki. A TP53 a legtdbbet tanulmanyozott gének kozé tartozik, és az egyik
legfontosabb tumorszuppresszor génként tartjuk szamon, ami a sejtproliferacié
szabalyozasaban és a DNS-karosodasok felismerésében alapveté szerepet jatszik. A Li-
Fraumeni-szindromaban el6forduld TP53 mutdcidk tobbsége aminosavcserét eredményezd,
missense mutacio, a gén deléciojat minddssze az érintett csalddok 10 %-aban mutattak ki
[30]. A Li-Fraumeni-szindrémara jellemz6 csirasejtes TP53 mutacidk szomatikus megfeleldit a
feln6ttkori, sporadikus mellékvesekéreg-carcinomak 25-30%-aban talaltak meg, elsésorban a
nagyméretl, elGrehaladott stadiumu daganatokban. E mutacidok jelenléte a betegség
rosszabb progndzisaval, rovidebb tulélési idejével tarsul [31].

A Beckwith-Wiedemann-szindroma ritka, Ujsziilottkori macrosomidval jaro betegség.
Jellemzé eltérései kozé tartoznak a macroglossia és hasfali eltérések (omphalokele,
koldoksérv, rectus diastasis), a hemihyperplasia, visceromegalia, ful és vesefejlGdési
rendellenességek, neonatalis hypoglycaemia, szajpadhasadék. A Beckwith-Wiedemann-
szindrobma tobb gyermekkori daganatra, tobbek kozott mellékvesekéreg-carcinomadra

hajlamosithat. Kialakuldsanak hatterében a 11p15 kromoszomarégié genomikus
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imprintingjének zavara és ennek nyoman tobb gén megvaltozott kifejez6dése all.
Patogenezisében az inzulinszerlii novekedési faktor 2 (IGF-2) fokozott, mig a H19 gén
csokkent kifejez6dése tlinik meghatdrozénak. Az IGF-2 novekedési faktor szdmos szervben,
pl. a magzati mellékvesében trofikus hatast fejt ki [32]. Tultermel6dése mind a Beckwith-
Wiedemann- szindromdra jellemz6 tulnovekedés, mind az ismétl6d6 hypoglycaemids
epizédok kialakulasaban meghatarozé lehet. A H19 egy fehérjét nem kédolé gén, melynek
pontos funkcidja nem ismert. Valdszinl, hogy az IGF-2 kifejez6dését is gatld mikroRNS-t, a
miR-675-6t kddolja [33]. Beckwith-Wiedemann-szindrémaban a sejtciklus szabalyozasanak
negativ szabdlyozdjaként ismert tumorszuppresszor hatdsu p57kip fehérjét kédoldé CDKNI1C
(ciklin-dependens kindz inhibitor 1C) gén csokkent kifejez6dését is kimutattak [34, 35].

A sporadikus rosszindulati mellékvesekéreg-daganatokban az IGF-2 fokozott
expresszidja a legkonzekvensebben észlelt génexpresszios eltérés. Az IGF-2 gén fokozott
kifejez6dése mind az egészséges mellékvesekéreg szovethez, mind a jéindulatu
adenomadkhoz képest kimutathatd [36]. Az IGF-2 gént is hordozd 11p15 kromoszémarégiot
érint6 heterozigdcia vesztést a mellékvesekéreg-carcinomak 67%-aban, mig az adenomak
13%-aban irtdk le [1]. A mellékvesekéreg-carcinomdban szenvedé betegekben az IGF-2
fehérje szérumkoncentraciéjat is novekedettnek talaltdk [37]. Az IGF-2 sejtosztddast
serkent6 hatdsat az IGF-1 receptoron keresztiil fejti ki. Mellékvesekéreg-carcinomdban az
IGF-1R fokozott kifejez6dését is leirtdk [38]. Az IGF-2 hatasat szamos kotéfehérje
befolyasolja, és ezek kozott mellékvesekéreg-carcinomaban az IGFBP-2 (IGF binding protein)
novekedését rosszabb progndzissal is 0Osszefliggésbe hoztak [37]. Az IGF-1 receptor
jelatvitelét gatld kismolekulasulyu hatdanyag, ill. ellenanyag a mellékvesekéreg-carcinoma
kezelésében is hatékony lehet, ezek klinikai vizsgalatai jelenleg is folynak [9]. Az IGF-2 és Ki-
67 proliferaciés marker egylittes vizsgdlataval a jé- és rosszindulati mellékvesekéreg-
daganatok elkiilonithet6ek lehetnek [39].

Az elsGsorban vastagbélpolyposisra és vastagbélrdakra hajlamositdo familiaris
adenomatosus polyposis (FAP) ritkdn mellékvesekéreg-daganatokkal is tarsulhat. E betegség
patogenezisében az APC (adenomatosus polyposis coli) gén mutacioit igazoltdk. Az APC
fehérje a Wnt/B-katenin jelatviteli Ut szabalyozasaban vesz részt. Az APC a glikogén-szintaz
kindz 3B (GSK-3) fehérjével alkot komplexet. A GSK-3 fehérje a B-katenin foszforilacidja

nyoman annak sejtmembrankozeli elhelyezkedéshez vezet. A Wnt receptordahoz kotédése
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nyoman az APC/GSK-3 komplex aktivitasa csokken, ami a B-katenin foszforilacidjanak
gatlasahoz vezet, és sejtmagba torténd transzlokdacidjat fokozza. A B-katenin tobb gén
atirdsanak szabdlyozasaban vesz részt. Az APC gén mutdcioi kovetkeztében e jelatviteli ut a
Wnt receptorhoz koétédése nélkil onalléan aktivalédhat és a sejtosztdédas serkentésén
keresztlil szamos daganat kialakulasdban szerepet jatszhat [40].

Sporadikus mellékvesekéreg-carcinomaban is szdmos adat tamasztja ala a Wnt/B-
katenin ut jelent6ségét. A jelatviteli Ut aktivalédasara jellemz6 diffuz citoplazmatikus B-
katenin fest6dést e daganatok tobbségében leirtdk, ugyanakkor a B-katenin szomatikus
mutdcioit csak a daganatok 25-35%-aban mutattdak ki [41].

2009-es Osszefoglald cikkiikben Jérome Bertherat és Xavier Bertagna [5] a jo- és
rosszindulatd mellékvesekéreg-daganatok kozos patogenetikai modelljének felallitasara
tettek kisérletet. Modelliikben a Wnt/B-katenin at aktivalédasa korai eltérésként, az IGF-2
fokozott kifejez6dése mar a rosszindulatisag stadiumaban, mig a TP53 mutdcidi kései
eseményekként jelentkeznek. Vita tdrgyat képezi azonban, hogy a mellékvesekéreg
rosszindulatu daganatai a vastagbéldaganatok kialakuldsara (ép-polip-adenoma-carcinoma)
jellemzé jéindulatu stadiumokon keresztll alakulnak-e ki, vagy ettél fliggetlenil. E hipotézis
ellen szél, hogy a vastagbél daganataival szemben a mellékvesekéreg rosszindulatu

daganatainak gyakorisdga a joindulati adenomakhoz képest messze alulmarad.
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2.1.1.2. A funkcionalis genomikai/bioinformatikai vizsgalatok eredményei
mellékvesekéreg-daganatokban

Az mRNS expressziét vizsgald transzkriptomikai vizsgalatokban a jéindulati adenomak és a
mellékvesekéreg-carcinoma 6sszehasonlitasarél all rendelkezésiinkre a legtdbb adat.
Legkonzekvensebb eltérésként az IGF-2 fokozott kifejez6dését irtak le mellékvesekéreg-
carcinomdban, de e mellett szdmos a sejtciklus szabalyozdsaban szerepet jatszé fehérjét
kodolé gén fokozott kifejez6dését is kimutattak. Ezek kozil kiemelheté a a DNS-replikacid
folyamataiban alapvetd jelent6ségli topoizomeraz 2A (TOP2A) [36]. A topoizomerdz 2A a
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében is alkalmazott citosztatikumok (pl. doxorubicin és
etopozid) célfehérjéjeként is szerepel [42], s6t a rosszindulatisdg markereként is
felhasznalhatd [36]. A sejtosztddas folyamataiban alapvetd szerepet jatszé tobb ciklin és

Tekintettel a mellékvesekéreg-daganatok szovettani vizsgdlatdnak nehézségeire, a
bioinformatikai vizsgdlatok egyik elsédleges célja a rosszindulatisag markereként
alkalmazhaté géncsoportok azonositasa. A rosszindulatiu daganatokra jellemz6
génexpresszids eltérések kozott az IGF-2 és a sejtosztddas szabalyozasaban szereplé gének
megnovekedett kifejez6dése mellett tobb, a szteroidhormonok bioszintézisében fontos gén
csokkent kifejez6dését irtdk le a joindulati adenomakhoz képest [47]. Ezek kozé tartozik a
HSD3B (3-béta-hidroxiszteroid dehidrogendz) és a szteroidhormon metabolizmusban
szerepet jatszd AKR1B1 (aldo-keto reduktaz csaladd 1/B1) [44, 47, 48]. Erdekes megfigyelés,
hogy a HSD3B és az AKR1B1 gének csokkent kifejez6dését mind a magzati mellékvesekéreg,
mind a feln6ttkori mellékvesekéreg-carcinoma génexpresszidos mintdzataban azonositottak
[32]. A feln6ttkori mellékvesekéreg-carcinomaban és a magzati mellékvesekéregben
megfigyelhetd génexpresszio parhuzamai a mellékvesekéreg-carcinoma
»dedifferencialodasat” jelezhetik.

A microarray vizsgalatok tovabbi fontos eredménye a Wnt/B-katenin jelatviteli ut
fontossagat jelzik, ugyanis szamos microarray vizsgalatban kimutathaté az e jelatviteli at altal
befolyasolt gének megvaltozott expresszidja [43, 44, 47, 49, 50].

A funkcionalis genomikai vizsgalatok masik f6 alkalmazasi lehet6ségét a daganatok
osztdlyozasa képezi. Két nagy elemszdmu vizsgdlatban a mellékvesekéreg-carcinoman beliil

egy jobb és egy rosszabb progndzisu csoport feldllitasa volt lehetséges [43, 44]. Ennek nagy
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gyakorlati lehet6sége lehet a betegek kezelési stratégiajanak megvalasztasaban, a gondozas
kérdéseiben, és ezeken keresztiil az egyénre szabott kezelés tavlati céljanak lehetévé
tételében. A recidivamentes és a teljes tulélés génmarkereit is azonositottdk. E gének
mindegyike a sejtciklus szabalyozasaban jatszik szerepet [44].

A tovabbi génexpresszids vizsgdlatok koziil kiemelendS de Fraipont és mtsai. [51]
tanulmanya, amelyben egyedi tervezés(, gyulladdsos és immunoldgiai folyamatokban
szerepl6 génekre Osszpontositd microarray lemezeket hasznaltak. Vizsgaltdk a
mellékvesekéreg-carcinoma recidivajara jellemz6 génexpresszids eltéréseket és az erre
jellemzd gének kozott tobb immunoldgiai szempontbdl fontos fehérjét kédold gént talaltak
(granzyme A, integrin2, interleukin-2 (IL-2) receptor y lanc), ami az immunoldgiai
folyamatok jelentdségét jelzi a mellékvesekéreg-carcinoma recidivdjanak folyamataiban
[51]. Fernandez-Ranvier és mtsai. [45] tanulmanydban is tobb, immunoldgiai
szabalyozasban is fontos gén eltérését is igazoltak mellékvesekéreg-carcinomaban: igy a
HTR2B (szerotonin receptor 2B) fokozott, mig a az IL-13 receptorat koédold ILI3RA2 gén
csokkent kifejez6dését. Mindezen megfigyelések az immun-neuroendokrin kdlcsonhatasok

fontossagat tamasztjdk ald a mellékvesekéreg vonatkozdsaban is.
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2.1.2. A mellékvesevel6 daganatai (phaeochromocytoma)

A kromaffin szovetbdl kiindulé phaeochromocytoma a szekunder, endokrin hypertonia ritka
oka, az 6sszes hypertonia kevesebb, mint 0,5 %-3aért felel6s. A phaeochromocytoma ritka
daganat, incidenciaja 1-20 beteg/millié f6/év [52, 53]. Ritkasaga ellenére klinikai jelentGsége
mégis szamottevd, mivel klinikai kdvetkezményei sulyosak (sulyos hypertonia, myocardialis
infarktus, stroke, hirtelen halal), masrészt az esszencidlis hypertonidaval szemben nemcsak
kezelhet6, hanem gydgyithaté okat jelenti a magas vérnyomadsnak.

Az utdbbi évek kutatdsai szamos Uj megfigyeléssel gazdagitottdk a
phaeochromocytomakrél alkotott ismereteinket. A korabban érvényesnek tartott 10 %-os
szabdly (a phaeochromocytomak 10 %-a gyermekkori, 10 %-a bilateralis, 10 %-a 6roklédé6, 10
%-a extraadrendlis, 10 %-a malignus) jelenleg mar tobb vonatkozdsban sem tarthatd. Az
egyik legjelentésebb véltozas az 6rokl6dé daganatok gyakorisagat érinti. Ujabb adatok
szerint a phaeochromocytomak kilonleges daganatok, mivel a sporadikusnak t{in6
daganatok 25-30 %-a csirasejtes mutdacidk talajan kialakult 6rokl6dé daganatszindromak
talajan alakulnak ki. A legfontosabb phaeochromocytomara hajlamosité daganatok kozé a
multiplex endokrin neoplasia 2-es tipusa (MEN2), a von Hippel-Lindau szindréma (VHL), a
neurofibromatosis 1-es tipusa (NF1) és az 06rokl6dé paraganglioma szindrémak (PGL)
tartoznak [8]. Nemrégiben Ujabb gének mutacidit is azonositottak phaeochromocytomaban
szenved6 betegekben: a TMEM127 gén [54], valamint a 2011. juliusdban kozolt Max gén
(myc-associated X gén) [55] mutdcidit, azonban ezekr6l még csak kevés adattal
rendelkezink.

A phaeochrocytomdk tobbsége mellékvese kiinduldsu (adrenalis), de 10-20 %-uk a
szimpatikus és paraszimpatikus ganglionokbdl kiindulé extraadrenalis forma, amelyeket mas
néven paragangliomaként ismeriink. A rosszindulatl formak gyakorisdaga kilonb6z6
tanulmanyokban eltérs, 5-26 % kozott valtozik [56]. Sajat anyagunkban (SE AOK II.
Belgydgyaszati Klinika) a rosszindulati phaeochromocytoma/paraganglioma nagyon ritka
el6fordulasunak bizonyult (kb. 5 %).

A phaeochromocytomak rosszindulatusagat szovettani vizsgalattal nem lehet
megallapitani, mivel nincsen olyan, a gyakorlatban megbizhatéan alkalmazhaté morfolégiai
paraméter, ami alapjan a malignitds kérisméje egyértelmien feldllithatd lenne. Korabbi

vizsgalatokban a nagy daganatméretet (> 5 cm), az ér- és tokinvaziét, a tumor DNS

24



dc_206_11

kdpiaszam valtozasait (aneuploidia, tetraploidia), és szamos kilonb6z6 mRNS illetve fehérje
(pl. neuropeptid-Y, inhibin/aktivin BB alegység, ciklooxigenaz-2, tenascin C, hdsokk-fehérje
90 (HSP90), vaszkularis endotelidlis névekedési faktor (VEGF), VEGF receptor 2 (VEGF-R2),
hypoxia-indukalt faktor 2a (HIF2a), N-kadherin és a human telomeraz reverz transzkriptdz) -
expresszios eltéréseit tartottak a rosszindulatusag jelének [56-62], azonban ezek egyike sem
valtotta be a hozzad flizott reményeket. A jelenlegi immunhisztokémiai gyakorlatban
els6sorban a Ki-67 és az S-100 markereket alkalmazzak, de ezek megbizhatésaga sem
egyértelm( az eltéré értékelési szempontok miatt [63-65].

A WHO érvényes kritériumai szerint a phaeochromocytoma rosszindulatisagat csak
attétek jelenlétében mondhatjuk ki [4]. Attétek azonban a primer daganat eltavolitdsa utan
évekkel, akar évtizedekkel késébb is jelentkezhetnek. Szintén nem ismert olyan paraméter,
ami a phaeochromocytomak recidivahajlamat jelezné. Mivel a molekuldris (mRNS,
mikroRNS) markerek mar tobb szévettanilag nehezen vizsgalhaté daganatban hatékonynak
bizonyultak a dignitas megallapitasaban, lehetséges, hogy a phaeochromocytomak kérében
is alkalmasak lennének e célra.

Phaeochromocytoma diagndzisa esetén a mdtéti eltdvolitds a valasztandd kezelési
mad. Az attétképz6 phaeochromocytomadk kezelése nem megoldott, a daganatok szisztémas
kemoterdpiara és sugdrkezelésre kevéssé érzékenyek [4, 56]. Uj patogenetikai utak és ezen
belil potencialis gydgyszeres tdmadaspontok azonositasa ezért komoly gyakorlati

jelent6séggel birhat.

2.1.2.1. A phaeochromocytomadk patogenezise

Szemben a mellékvesekéreg-daganataival, ahol az 6rokl6dé formdk az Osszes daganat
toredékéért felel6sek, a phaeochromocytomak jelentékeny része (25-30 %-a) jol
korulhatarolt 6rokletes daganatszindromak talajan alakul ki [8]. Jelenlegi ismereteink szerint,
a sporadikus phaeochromocytomak patogenezisében az 6rokl6dé daganatszindromakhoz

hasonlé kérfolyamatok jatszanak szerepet.
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2.1.2.1.1. Phaeochromocytoma kialakuldsara hajlamosité 6rokl6doé
betegségek
2.1.2.1.1.1. A multiplex endokrin neoplasia 2-es tipusa (MEN2)

Az autoszomalis dominans 6roklédéslii MEN2 szindrdmat harom alcsoportra bonthatjuk:
MEN2A, MEN2B és a familiaris medulldris pajzsmirigyrak (FMTC). Prevalencidja 1:30000.
Legfontosabb jellemzGjik a medullaris pajzsmirigyrak (medullary thyroid cancer, MTC),
amely a pajzsmirigy kalcitonintermeld C-sejtjeibdl kiinduld agressziv, attétképz6 daganat. A
medullaris pajzsmirigyrak penetrancidja MEN2-ben a 100 %-ot kozeliti, vagyis e rosszindulatu
daganat szinte minden érintettben kialakul. Megel6zésének egyetlen mddja a profilaktikus
thyreoidectomia. MEN2A-ban e mellett az esetek 40-50%-aban phaeochromocytoma, 20-30
%-ban primer hyperparathyreosis alakul ki. A MEN2B-re agressziv medullaris pajzsmirigyrak
mellett 50 %-ban phaeochromocytoma valamint jellegzetes fenotipusos eltérések
(mucocutdn neurinomdk, intestinalis ganglioneuromatosis, cornealis idegek hypertrophidja
stb.) jellemz6ek. FMTC-ben kizardélag medullaris pajzsmirigyrak fordul el6 [66].

A MEN2 kialakuldsa hatterében a RET (Rearranged on Transfection) receptor tirozin
kinazt kodolé protoonkogén mutacidi dllnak. A RET gén 21 exonbdl all, de ezek kozott a
genetikai diagndzist nagyban megkonnyité mutdcids ,tlzfészkek” (hotspot — a gének azon
régidi, ahol mutdcidk gyakran fordulnak eld) ismertek. A mutdcidk donté tobbsége MEN2A-
ban a 11-es, 10-es exonokat érinti, a MEN2B-re a 16-0s (5 %-ban a 15-6s exon) mutdcidi
jellemzdéek, mig a 13-as, 14-es exonok mutdcioi féként az FMTC-ben ritkdbban a MEN2A-ban
fordulnak el6. MEN2B-re a 16-os exon mutacidi jellemz6k. A mutacidk tdbbsége
pontmutacid és ezen bellil elsGsorban aminosav cserére vezetd, a fehérje miikodését fokozé
aktivalé hatasu missense mutacidk ismertek, amelyek legtdbbszor a 634-es, ciszteint kddold
kodont érintik [67].

A MEN2-ben szamos geno-fenotipus korrelacié ismert. A medullaris pajzsmirigyrak
agresszivitdsa a mutaciok tipusaval all osszefliggésben és ezek alapjan tervezhet6 a
profilaktikus thyreoidectomia id6pontja is. A MEN2-ben dontéen a mellékvesében
elhelyezkedé adrenalintermel6 phaeochromocytomak fordulnak el6 klasszikus klinikai

tinetek kiséretében [66].
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2.1.2.1.1.2. von Hippel-Lindau szindréma (VHL)

A VHL-szindroma legfontosabb megjelenési formai a retindlis és kisagyi haemangioblastoma,
a vildgossejtes veserdk, a pancreas cystai és daganatai, epidydimis cystak valamint a
phaeochromocytoma. Két f6 csoportjdt annak alapjan  kalonitik el, hogy
phaeochromocytomadval tarsul-e vagy sem: VHL1-ben nincs phaeochromocytoma, mig a
VHL2-ben el6fordul. VHL2-t harom altipusra bontjuk: a VHL2A-ban a veserak kockazata kicsi,
mig VHL2B-ben nagy, a VHL2C-ben viszont csak phaeochromocytoma fordul el6. A VHL-ben
el6forduléd phaeochromocytomak dontéen a mellékvesében alakulnak ki és noradrenalint
valasztanak el. Prevalencidja 1:36000 és az 0rokl6d6 daganatszindrémak tobbségéhez
hasonldan a VHL-szindroma is autoszomalis dominans oroklésmenetet kovet [3].

A VHL-szindroma hatterében a VHL tumorszuppresszor gén mutacidit mutattak ki. A
VHL gén harom exonbdl all, amelyben szamos mutacidé ismert, de mutdcios tlzfészkeket és
egyértelml geno-fenotipus korreldcidkat eddig nem irtak le. A VHL fehérje a hypoxia-
indukalt faktor 1la (HIF-1a) lebontdsaban mi(ikodik kozre. Hypoxia esetén a HIF-1la
aktivalodik és szamos érképzédésben fontos tényez6 (pl. vaszkuldris endotelidlis ndvekedési
faktor (VEGF)) kifejez6dését serkenti. Normalis oxigéntenzié esetén azonban a HIF-1a
lebomlik és ebben a VHL-fehérjének elsédleges szerepe van. A VHL gén mutacidi esetén ez a
mechanizmus nem mikodik, a HIF-1la normoxia esetén is aktiv marad és serkenti az
érképz6dést. A VHL-szindrdmaban kialakuldé daganatokra kifejezett érdissag jellemz8, amire

e molekularis mechanizmus magyarazatul szolgalhat [68].

2.1.2.1.1.3. A neurofibromatosis 1-es tipusa (NF1)

A neurofibromatosis 1-es tipusa a leggyakoribb 06rokl6d6 daganatszindroma, amelynek
prevalencidja 1:3.500 korul van. Jellemz6i a tejeskdvészinli (café-au-lait) foltok,
neurofibromadk, a szivarvanyhartya Lisch-nodulusai ill. szdmos daganat, amelyek kozott az
idegrendszeri lokalizaciéjuak mellett phaeochromocytoma is el6fordul [69]. A NF1 is
autoszomalis domindns orokl6édésli, de diagndzisa a tobbi e fejezetben emlitett
daganatszindrématdl eltéréen alapvetéen nem genetikai, hanem klinikai vizsgalaton alapul.
Ennek hatterében technikai okok allnak, mivel a NF1 hatterében all6 NF1 gén az egyik
legnagyobb méretl ismert gén (60 exon, 350 kb) és ezért ennek rutinszer(i genetikai

vizsgdlata nehezen oldhaté meg. Az NF1 gén terméke a neurofibromin, ami a RAS jelatviteli
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ut gatlasaban vesz részt és mutacidi esetén ennek aktivaldddsa vezethet a daganatok

megjelenésére [3, 4].

2.1.2.1.1.4. Oroklédé paraganglioma szindromak (PGL1-4)

Az 0Orokl6dé paraganglioma szindrémakat az utdbbi hdarom évtizedben irtdk le. E
betegségcsoport kozos jellemzbje, hogy az adrendlis phaeochromocytomakon tilmenden
mellékvesén kivili elhelyezkedésl (extraadrendlis) phaeochromocytoma (paraganglioma)
kialakuldsara hajlamositanak. Mivel 06rokl6dé paraganglioma szindrémaban szenvedd
betegbdl eltavolitott phaeochromocytoma mintat munkdimban nem tanulmdnyoztunk, e
betegségeket csak roviden ismertetem.

Négy paraganglioma szindromat (PGL) ismeriink, amelyek kozil a PGL-1 a
leggyakoribb. A PGL-1-et dontéen fej-nyak paragangliomak jellemzik, amelyek
rosszindulatusaga ritka. A PGL-4-szindroma kilénlegessége, hogy rosszindulatu
paragangliomak gyakran fordulnak el6: a PGL-4-ben észlelt daganatok 35% a malignus. A
PGL-2 és PGL-3 nagyon ritka betegségek. E daganatszindrémak is autoszomalis dominans
oroklésmenetet kdvetnek. A PGL-1 6rokl6dése azonban kildnleges, mivel a betegség anyai
genomikai imprinting kdvetkeztében csak akkor alakul ki, ha a hibds gént az apatdl 6roklik
[70].

A PGL-szindromak hatterében az utébbi évek kutatasai soran a mitokondridlis 1égzési
lanc ll-es komplexét alkotd, illetve azzal kapcsolatos fehérjéket kédold gének mutdcioit
mutattak ki. Ezek az elsé olyan daganatszindromak, ill. olyan daganatok, amelyek egyetlen
mitokondrialis funkcidju fehérje eltéréseivel hozhatdk kapcsolatba. A szukcinat dehidrogenaz
(SDH) fehérje B, C és D alegységeit kodolé gének mutacidi allnak a PGL-4 (SDHB), PGL-3
(SDHC) és a PGL-1 (SDHD) hatterében. A PGL-2 hatterében nemrégiben azonositottdk a
szintén a légzési lanchoz kapcsolédd SDHAF2 (SDH5) gén mutdcidit [71]. A mitokondridlis II-
es komplex mikodési zavara a szukcinat-fumarat atalakulds elmaradasahoz és a szukcinat
koncentracio kovetkezményes emelkedéséhez vezet. A szukcinat magas koncentracidban a
HIF1a hidroxilaldsdban szerepet jatszd prolil-hidroxildz enzimet gatolja, és a hidroxilacid
elmaradasa kovetkeztében a HIFla ellenallovd valik a VHL fehérje lebontasat elGsegitd

hatdsaval szemben [70]. Mindezek alapjan a VHL-szindroma és a PGL-szindromak
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patomechanizmusa hasonlé és mindkettGben a hypoxia/angiogenezis Utvonal aktivalodasa

az elsédleges a daganatok kialakuldsaban.

2.1.2.1.2. A génexpresszios vizsgalatok eredményei phaeochromocytomakban

Az utébbi években a phaeochromocytomak kutatdsa terén is tobb génexpressziét vizsgald
tanulmanyt kozoltek, amelyekben molekuldris markerek azonositasara és a patogenezis
vizsgalatdra tettek kisérletet. Az egyes tanulmanyok kozott itt is jelentések a kiilonbségek,
amiben a kiilonb6z6 csoportositasi szempontok, vizsgalati platformok és bioinformatika
elemzés kiilonbségei is kdzrejatszhatnak.

Dahia és munkatarsai 76 o©roklédé (VHL, MEN2, NF1 és PGL) és sporadikus
phaeochromocytoma génexpresszids mintdzatat vizsgaltak. A klaszter (cluster) elemzés
soran két f6 csoportot kulonitettek el: az egyiket a VHL és SDHB/SDHD mutacid talajan
kialakulé phaeochromocytomak, mig a mdsikat a MEN2 és NF1 talajan kialakult daganatok
alkottak [72]. A MEN2 csoporttal torténd 6sszehasonlitas soran a VHL/PGL szindrdmahoz
tarsuld phaeochromocytoma mintakban a hypoxia-angiogenezis Utvonalban szereplé gének
fokozott kifejez6dését figyelték meg. A génexpresszids és kordbbi molekularis vizsgalatok
eredményei alapjan az 6rokl6dé phaeochromocytomak patogenezisében két alapvetd
patogenetikai ut tlnik meghatarozéonak. A VHL és SDH mutacidk talajan kialakuld
phaeochromocytomdk patogenezisében a HIF1a jelenti a funkciondlis kapcsolatot a [72]. A
MEN2 és NF1 mutacidk talajan jelentkez6 phaeochromocytomak patomechanizmusanak
koz0s eleme a RAS jeldtviteli utvonal tulmikodése, ami a sejtosztddas serkentésén keresztil
segitheti a daganatképzddést (1. abra).

E tanulmdany tovabbi fontos eredménye, hogy a sporadikus, nem o6rokl6dé
daganatszindrémak keretében kialakulé daganatok génexpresszids mintazata is az 6rokl6dé
phaeochromocytomdak valamelyik csoportjdhoz volt hasonlé. Ez arra utalhat, hogy a
sporadikus, nem csirasejtes mutdcidk talajan kialakult phaeochromocytomakban is az

oroklédé daganatokhoz hasonlé kérfolyamatok zajlanak [72].
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1. dbra: Az 6réklédé phaeochromocytomdk patogenezisében szerepet jatszo két fo
molekuldris mechanizmus.

A VHL és SDH mutdcid talajdn kialakulé phaeochromocytomdkra a HIF-1aa megnévekedett
aktivitdsa jellemzé, aminek kovetkeztében fokozddik az érképzédés és csbkken az
oxidoreduktdz aktivitds (A). MEN2 és NF1 talajdn kialakulo phaeochromocytomdkban a RAS
jelatviteli utvonal tulmiikdése meghatdrozo (B).

A hypoxia-angiogenezis Utvonal szdmos tagjanak (példdul VEGF, VEGFR-2, HIF-2a,
ciklooxigendz 1 és 2 (COX1, COX2), angiopoietin 2, mdtrix metalloprotedz 1, tenascin C)
MRNS expresszidjat fokozott mértékiinek taldltdk noradrenalin-termel6 6roklédé (VHL) és
sporadikus phaeochromocytomadkban [73].

Mivel a phaeochromocytomak rosszindulatisagat jelz6 megbizhaté szovettani
illetve molekuldris marker nem ismert, a funkcionalis genomikai vizsgalatok egyik f6 célja a
malignitast jelz6 molekuldris markerek azonositasa.

Thouénnon és munkatarsai egy korilbellil 100 génbdl allé készletet azonositottak,
amelyek segitségével el tudtdk elkiloniteni a sporadikus jo- és rosszindulatu
phaeochromocytomakat [74]. Erdekes médon a vizsgalt gének tdbbsége (>80%) csokkent

kifejez6dést mutatott a rosszindulatu phaeochromocytomakban a jéindulatiakhoz képest. E
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tendencidat mas vizsgalatokban is [75, 76] észlelték. Ezek alapjan a rosszindulatu
phaeochromocytomakban is feltételeznek , dedifferencidléodasi” folyamatokat [75].

Rosszindulatu phaeochromocytomdkban a sejtadhézidban résztvevé gének
(asztrotaktin, plexin C1, okkludin) csokkent, valamint a y-tubulin fokozott expresszidjat irtak
le, ami a sejtosztddds zavaraihoz vezethet. Az immunrendszer és az endokrin daganatok
kapcsolatanak fontossagat jelezheti az a megfigyelés, hogy tobb citokin ill. citokinreceptor
fokozott kifejez6dését is leirtak rosszindulati phaeochromocytomakban (pl. granulocita-
makrofdg koldnia-stimuldalé faktor 2 (GM-CSF2) és az interleukin 2 (IL2) receptor y-
alegység) (74, 77].

Fontos megemliteni Suh és munkatdrsai vizsgdlatat, ahol a szerz6k hat, a j6- és
rosszindulatu daganatok kozott szignifikdnsan eltér6 kifejez6dést mutatéd gén
felhasznaldsdval a rosszindulati phaeochromocytomdk jelzésére alkalmas biomarker
készletet azonositottak. A genomikai eredmények bioinformatikai vizsgdlataval (Gene Set
Enrichment Analysis=GSEA, géncsoport dusuldsi vizsgalat) tobb, a mas daganatokban is
fontos molekularis Utvonal (c-Myc és RAS aktivacid, sejtciklus eltérések, Notch-jelatvitel stb.)
patogenetikai jelent&ségére utalt [78].

Természetesen e néhany vizsgdlat eredményei alapjan  messzemend
kovetkeztetéseket nem vonhatunk le. Tovabbi, nagyobb elemszamu vizsgalatok sziikségesek
a biomarkerek gyakorlati alkalmazhatésaganak vizsgalatara és a patogenezis ismeretlen

aspektusainak feltarasara.
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2.2. A hisztamin

A hisztamin egy biogén amin, amely szdmos alapvet6 élettani folyamat, igy a sejtosztédas,
differencialédas, vérképzés, embriondlis fejl6dés szabdlyozasaban fontos szerepet jatszik.
Kiemelkedd jelent6sge van a gyulladdsos-immunoldgiai-allergids folyamatok és a kozponti
idegrendszer m(ikodésének szabalyozdsaban is [79, 80]. A hisztamin bioszintéziséért
egyetlen enzim, a hisztidin-dekarboxildz (HDC) felel6s [80]. A HDC-hianyos génkiltott
(knockout) egerekben hisztamin egydltalan nem termel&dik [81].

A hisztamin hatdsat négyféle receptoron keresztil fejti ki: a H1 receptor (HRH1) a
tulérzékenységi reakcidk kialakulasaban, a H2 receptor (HRH2) a gyomorsav elvalasztds
szabdlyozasaban bir meghatdrozo jelentéséggel. Mind a HRH1, mind a HRH2 szerepet jatszik
szamos immunoldgiai folyamat szabalyozasdban is. A hisztamin H3 receptor (HRH3)
els6sorban az idegi miikodések szabalyozasaban fontos, mivel az idegsejtek preszinaptikus
membranjaban mutathatd ki. A legljabban felismert hisztaminreceptort in silico genomikai
vizsgdlatok sordn azonositottdk: a H4 receptor (HRH4) az immunsejtek vandorlasaban és
érésében, valamint a vérképzés folyamatainak szabalyozasaban tlinik fontosnak. A hisztamin
valamennyi receptora G-fehérjékhez kapcsolt fehérje. E receptorok jelatvitelében a HRH1
esetében a foszfolipdz C (PLC), mig a HRH2, HRH3 és HRH4 esetén ciklikus AMP (cAMP)
koncentracidvaltozasai a meghatarozdak [79, 80].

A hisztamin lebontdsaért két enzim felel6s: a vérben a diamin-oxiddz (DAQ), mig
szovetekben a hisztamin-N-metiltranszferaz (HNMT) (2. abra) [80].

A hisztamin és a citokinek kozott kiterjedt, kétirdnyu kapcsolatrendszer all fenn.
Osszességében a hisztamin a Th1-Th2 egyensulyt Th2 irdnyba tolja [79].

Szdmos adat szol a mellett, hogy a hisztamin a daganatképz6dés folyamatainak
szabdlyozasaban is szerepet jatszik. Tobb daganatban irtak le a hisztamin fokozott
kifejez6dését, igy melanoma malignum [14], eml6- [15] és vastagbélrak [16] szOvetekben. In
vitro vizsgalatokban melanoma és eml6 carcinoma sejtvonalakon a hisztamin
koncentraciofliiggéen serkentette a sejtszaporodast [14, 15]. A melanoma malignum és
eml6rak szovetek maguk is termelnek hisztamint, ami autokrin szabalyozas lehet&ségét veti

fel [14, 15].
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2. dbra: A hisztamin hatdsaban és lebomldsdban szereplé fehérjék és fobb folyamatok
osszefoglaldsa. PLC: foszfolipdz C, ADCY: adenildt cikldz, IP3: inozitol triszfoszfat, DAG:
diacilglicerol

Bar a mellékvese m(ikodésében szdmos tényezs szerepérdl rendelkeziink adatokkal, a
hisztamin jelent6sége a normalis mellékvesekéreg miikodésében kevéssé ismert. A hisztamin

és a mellékvesekéreg-daganatok kapcsolatardl vizsgdlatunkig nem kozoltek adatokat.

2.2.1. A hisztamin és a mellékvese

Még az 1920-as években irtak le, hogy a hisztamin serkenti a katekolaminok elvalasztasat a
mellékvesevel6bél [82]. A hisztamin borju kromaffin sejtekbdl a HRH1 receptoron keresztiil
valt ki katekolamin felszabadulast [83]. Tengerimalac mellékvesevel6ben a HRH2 receptor
jelenlétét is kimutattak [84], de a HRH3 és HRH4 kifejez6désérdl nincsenek adatok [85].

A hisztamin  jelenlétét kimutattdk a patkdany mellékvesevel6 egyes
noradrenalintermel6 kromaffin sejtcsoportjaiban, ugyanakkor az idegrostokban, az
adrenalintermel6 kromaffin sejtekben és a mellékvesekéreg sejtjeiben nem volt kimutathaté
[86]. A hisztamin jelenlétét emberi mellékvesevel6ben és phaeochromocytomakban is
igazoltak [87].

A hisztamin mellékvesekéregre kifejtett hatasat eddig néhany tanulmanyban
vizsgaltak. E vizsgdlatok eredményeiben szdmos eltérés lathatd, amiben szerepet jatszhatnak

a vizsgalt fajok kozotti kialonbségek is. Yoshida és mtsai izolalt borju mellékvesekéreg
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tenyészeteken a hisztamin kozvetlen hatadsait nem tudtdk kimutatni, viszont kevert
mellékvesekéreg-mellévesevel§ tenyészetekhez adva a hisztamin kozvetett mddon, a
katekolamin elvdlasztas serkentésén keresztil fokozta a kortizoltermelést [88]. Egy masik,
human mellékvesekéreg tenyészeten végzett vizsgalatban azonban a hisztamin gatolta a
kortizol és aldoszteron elvalasztasat, ugyanakkor fokozta a dehidroepiandroszteron szulfat
(DHEAS) termelését [89]. ACTH-val (adrenokortikotropin) egyiitt adva a hisztamin gatolta az
ACTH kortizol- és aldoszterontermelést fokozd hatdsat [90]. Ezekben a hatdsokban a HRH1
szerepét tételezték fel.

Vizsgalatainkat megel6z6en nem voltak adatok arrdl, hogy az emberi
mellékvesekéregben és a mellékvesekéreg-daganataiban a hisztamin termelésében,
hatdsaban és lebomlasdban szereplé gének és fehérjék kifejez6dnek-e, valamint lehet-e

koroki szereplik.
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2.3. Az immun-neuroendokrin kélcs6nhatasok fébb jellemzgi

A neuroendokrin rendszer immunrendszerre kifejtett hatasait mar régéta ismerjik. A
glikokortikoidokat mar az 1950-es évek 6ta hasznaljdk immunmedialt korképek kezelésére.
Az utdbbi két évtizedben azonban e kdlcsonhatdsok szdmos Uj aspektusat ismertik meg.
Kideriilt, hogy a neuroendokrin rendszer immunrendszeri hatdsai mellett, az
immunm(ikodések is alapvetéen befolyasoljdk a neuroendokrin rendszer mikddését.
Mindezek alapjan nem egy-, hanem kétirdnya kapcsolat all fenn e két alapvetd
homeosztatikus rendszer kozott [10].

E kolcsonhatasok élettani alapja igen Osszetett, és egyik f6 pillérét a két rendszer
medidtorainak és ezek receptorainak kolcsonds kifejez6dése képezi. Az immunsejteken
szamos hormon receptora mutathatd ki. A legtobb kisérleti adat a glikokortikoidok és
katekolaminok immunoldgiai hatdsairdl ismert, de szinte valamennyi hormonrdl leirtak
immunoldgiai hatdsokat kilonb6z6 kisérleti rendszerekben [91]. A hormonok alapveté
immunoldgiai mikodési folyamatokat, igy az antigénprezentacidt, a lymphocytdk
aktivaciojat, kozlekedését, hormontermelését és a citokinek elvalasztasat is szabalyozzak.
S6t, a hormonok nemcsak befolydsoljdk az immunm(ikédéseket, hanem az immunsejtek
maguk is termelnek hormonmolekuldkat. Mindazonaltal meg kell jegyezni, hogy bar
felépitésiiket tekintve az endokrin szervek és az immunsejtek altal elvalasztott hormonok
megegyezdek, hatasmaddjukat tekintve nem azok, mivel az endokrin szervek altal elvalasztott
hormonok szisztémas (endokrin) hatasudak, az immunsejtek altal termeltek viszont dontGen
helyi (parakrin vagy autokrin) aton hatnak. A rendszer bonyolultsagat tovabb fokozza, hogy
az immunrendszeri mediadtornak tekinthetd citokinek is hatnak a neuroendokrin szévetekre,
mivel azok kifejezik ezek receptorait, illetve maguk is termelnek citokineket. Egyes citokinek
pl. az interleukin-6 (IL-6) hormonokra jellemzd szisztémas koncentraciot is elérhetnek.
Mindezek kovetkeztében a hormon-citokin megkilonboztetés elmosddni latszik. Az immun-
neuroendokrin koélcsonhatasok tovabbi fontos pillérét képezik a nyirokszervek szimpatikus,
paraszimpatikus és peptiderg beidegzése is. Az idegvégz6désekbdl felszabadulé szamos
kiilonb6z6 medidtor az immunmiikodések rendkiviil finom szabalyozasat teszi lehetévé [91].

Az immun-neuroendokrin kdlcsénhatasok legjobban ismert példaja a hypothalamus-
hypophysis-mellékvesekéreg rendszer miikodése. E rendszerben a fert6zések, stresszhatasok

stb. hatasara termel6dd proinflammatorikus citokinek (tumor nekrézis faktor a (TNF-a), IL-
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1B és IL-6) a gyulladdsos valasz beiinditasanak alapveté mediatorai, de egyuttal a
hypothalamus és hypophysis sejtjeire hatva a CRH (kortikotrop releasing hormon) és az ACTH
elvalasztdsat is serkentik. S6t a mellékvesekéreg sejtjeire is vannak kozvetlen hatdsaik. Az
ACTH hatdsara serkentett mellékvesekéreg eredet( gliikokortikoidok sokrét(i hatdsai révén e
rendszer a gyulladdsos vdlasz korlatozasaban alapvetd jelentségli [11, 12].

A citokinek szdmos hatdsat irtak le a hypothalamus-hypophysis-gonad rendszerben is

els6sorban az agyalapi mirigy gonadotrop sejtjein és a gonddokban [13, 92-94].

2.3.1. A hypothalamikus GnRH-neuronok

A hypothalamus GnRH-t (gonadotropine releasing hormone) termel6 neuronjai a
reproduktiv rendszer ,karmestereiként” a hypophysis LH (luteinizdl6 hormon) és FSH
(follikulus stimuldlé hormon) szekrécidjanak szabalyozasa révén iranyitjdk a gonadok (here,
petefészek) mikodését.

A GnRH-neuronok elszértan helyezkednek el a hypothalamusban, patkdanyban
szamukat korilbeltl 1200-1400-ra becsilik [95]. E sejtek az olfactorikus plakod teriletérdl
vandorolnak végsé helylikre, a hypothalamusba [96]. KOzvetlen vizsgalatukhoz sejtvonalak
sziikségesek, azonban az immortalizacié kovetkeztében a sejtvonalak tulajdonsagai az
eredeti sejtekétsl eltérhetnek. A lausanne-i egyetemen kondicionalis immortalizacids
technikaval el6éllitottak egy olyan GnRH sejtvonalat, ami az alkalmazott Tet-on rendszer
kovetkeztében csak doxiciklin jelenlétében osztédik, mig annak hidnyaban a hypothalamikus
GnRH-neuronokhoz nagyban hasonld fenotipust vesz fel [97, 98].

A GnRH-neuronok mikodésére jellemzé a pulzatilis hormonelvalasztds, de ennek
pontos molekuldris mechanizmusai még kevéssé ismertek. A GnRH-neuronok mikodését
szamos tényez6 befolydsolja. Az éhezés hatdsara csokkend GnRH elvalasztas
szabdlyozasaban leptin és neuropeptid Y (NPY) szerepe emelendd ki [99]. Tobb novekedési
faktor, igy a transzformdald novekedési faktor o és B (TGF-a és TGF-B), a fibroblaszt
novekedési faktorok kozé tartozd b-FGF és az IGF-1 hatasait is leirtdak a GnRH-neuronokon
[95]. A reproduktiv rendszer aktivitasa fert6zések hatdsara is lecsokken, és ebben a citokinek
szerepe is feltételezhetd [92].

Logikusnak tlinik az a feltételezés, hogy a citokinek a GnRH-neuronok m(ikodését is

befolydsolhatjak (3. dbra). Tobb kisérleti adat jelezte, hogy a proinflammatorikus citokinek
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centrdlis hatdsaik révén befolyasolhatjak a GnRH elvalasztdsat, azonban az eredményekben
szamos eltérés figyelhetd meg, igy egységes kép kialakitasa nehéz.

Gonadectomizalt patkanyokban az IL-1B, az IL-6 és a TNF-a intracerebrdlis addsa
nyomdn csokkent a plazma LH koncentracié, azonban periférias adasuk hatastalannak
bizonyult [100]. Mas vizsgalatokban azonban az IL-6 intracerebralis addsa patkanyokban nem
befolyasolta a kering6d LH koncentraciét [101, 102], ugyanakkor primer patkany
hypothalamus tenyészetekben fokozta a GnRH elvalasztasat [103]. Néstény patkanyokban az
IL-1B intracerebralis adasa a keringé LH koncentracié csdokkenéséhez és ennek nyoman az
Osztruszciklus sulyos zavardhoz vezetett [104], ugyanakkor in vitro rendszerben az IL-1B
serkentette a GnRH elvalasztasat [105]. A citokinek jelent&ségének megértéséhez sziikséges
a hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokin receptor expresszidos mintdzatanak
ismerete, ezért munkdmban ennek vizsgdlatat tlztiik ki célul. Els6ként vizsgaltuk egyes
citokinek kézvetlen hatasat a hypothalamikus GnRH-neuronokon.

Kilénboz6 stresszhatisok
(infekcid, gyulladis, endotoxin)

|

Citokinek

Hypothalamus

<— Gonadotrop sejtek ‘}

LH, Fsy Gonadok

3. dbra: A hypothalamus-hypophysis-gondd tengely és a citokinek Ilehetséges
kapcsolatdanak sematikus abrazoldasa
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2.3.2. Az interleukin-1 (IL-1) és interleukin-6 (IL-6) citokinek csaladja

A hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expresszids mintdzatanak
vizsgdlata soran az IL-1 és IL-6 citokincsalad tagjaira Osszpontositottam, mivel szdmos
kisérleti eredmény tamasztja ala e citokinek jelent6ségét az immun-neuroendokrin
kolcsonhatasok szabdlyozasaban [10, 91].

Az IL-1-et az 1980-as években irtdk le, mint szamos immunoldgiai és gyulladdsos
folyamat szabdlyozdsaban szerepldé fehérjét. Két formajat, az IL-1a-t és az IL-1B-t ismerjuk,
amelyek koz6tt az immun-neuroendokrin kdlcsénhatasokban az utdbbi a fontosabb. Két
receptora ismert: mig az IL-1R1 kozvetiti az IL-1 hatdsait, az IL-1R2 ligandkotése nem vezet
jelatvitelhez, ezért ezt gatld hatdsu (,decoy”) receptornak tartjdk. Az IL-1R1 jelatviteléhez
sziikséges egy masodik alegység, amit IL-1R jarulékos fehérjének (IL-1Racp, IL-1R accessory
protein) neveznek. Egy természetesen el6forduld IL-1 antagonistat is ismeriink (IL-1RN), ami
az IL-1 hatdsanak finom szabalyozasat jelzi. Az IL-1 receptorcsaldd bévilésében nagy szerepe
volt a Drosophilaban felismert Toll fehérjéknek, mivel ezek aminosavszekvenciaja nagyfoku
homoldgiat mutatott az IL-1R1-gyel. Manapsdg IL-1R/TLR (Toll like receptor/Toll-szerd
receptor) szupercsalddrol beszéliink, ami az immunfolyamatok szabalyozasaban alapvet6
jelent6ségl fehérjéket foglalja magdba. A természetes immunvalaszban a Toll-szerd
receptorok rendkiviil fontos szerepet toltenek be, a TLR4 példaul az endotoxin
(lipopoliszacharid, LPS) felismerésében jatszik szerepet. Az IL-1-hez hasonld citokinek kozé
tartozik az IL-18 és az Ujonnan felismert IL-33 is [106, 107].

Az IL-6 citokincsalddba tartozik az IL-6 mellett a leukémia gatlo faktor (LIF: leukemia
inhibiting factor), a cilidris neurotrofikus faktor (CNTF), oncostatin M (OSM), az interleukin-
11, cardiotrophin-1 (CT-1) és a cardiotrophin-szer( citokin (cardiotrophin-like cytokine, CLC)
[108]. Immunfolyamatokat szabdlyozé hatdsaik mellett, az IL-6 és a LIF fontos szerepet
jatszanak az immun-neuroendokrin kolcsonhatasokban is [109]. A LIF és CNTF az
idegrendszer miikodésében is fontos szerepet jatszik [110]. Transzgénikus egérmodellben a
LIF tdlzott kifejez6dése a hypophysisben Cushing-szindrémat okozott [111]. E citokincsalad
legujabban felismert tagja a CLF-1 (cytokine-like factor 1, citokinszerd faktor 1), amely a CLC-
vel képez heterodimert és elsésorban az idegi mlkodések szabdlyozasaban vesz részt. A CLF-
1 mutdcioit a rendkivil ritka, hideg-indukalta izzadas (cold-induced sweating) szindréma

kialakulasaval hoztak dsszefliggésbe [112].
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E citokinek kozos jellemzbje, hogy receptoraik tobb alegységbdl allnak, amelyek
kdzott mind ligandkots, mind jelatvitelért felel6s alegységek megtalalhatdak. A gp130 kdzos
jelatviteli alegység valamennyi receptor felépitésében szerepel. Az IL-6, IL-11 és CNTF
ligandkot6 alegységeinek nincs jelatviteli funkcidja, ugyanakkor a LIF és OSM ligandkoté
alegysége egyben a jelatviteli folyamatokban is részt vesz. Emberben az OSM receptor két
formdja ismert, mivel az OSM a LIF receptorhoz is képes kotédni a ligandspecifikus OSMRf
mellett (4. abra). A CLF-1/CLC heterodimernek nincs sajat receptora, ez a CNTFRaq, LIFRa és
gp130 trimerhez kotédik [112]. E citokinek jelatviteli folyamataiban fontos szerepet jatszik a
JAK-STAT és a mitogén aktivalta protein kindz (MAPK) rendszer, de ezek mellett szdmos

egyéb Ut is kimutathatd [108].

IL-6 IL-11 LIF OSM  CNTF

I~ /| |..
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4. dabra: Az interleukin-6 citokincsaldad receptorainak sematikus felépitése. A gp130 k6z0s

jelatviteli alegység mellett ligandkété alegységek épitik fel a receptorokat. A ligandkété
alegységek kézott az IL-6 (IL-6Ra), IL-11 (IL-11Ra) és CNTF (CNTFRa) receptora nem szerepel
a jeldtvitelben, ugyanakkor a LIF (LIFRB) és az OSM (OSMRB) ligandk6té alegysége a
jelatvitelben is részt vesz.
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2.4. A mikroRNS-ek (miRNS, miR)

Munkaim alapvetd részét képezi a mikroRNS expresszid vizsgdlata a mellékvese
daganataiban. A mellékvesekéreg-daganatokban a vilagon els6ként, a
phaeochromocytomakban az els6k kozott kdzoltlink mikroRNS expresszids adatokat.

A mikroRNS-ek révid, 20-24 nukleotid hossztisagu, fehérjét nem kddold, egyszalu
ribonukleinsav (RNS) molekuldak, amelyek az RNS-interferencia endogén mediatorai. Az
RNS-interferencia jelenségét el6szor kivilrél bejuttatott (exogén) kétszali RNS-ek hatasara
jelentkezé RNS-lebomldsként irtak le [113]. Az exogén RNS-ekbdl un. révid interferalé (short
interfering) RNS-ek (siRNS) képz6dnek, amelyek komplementer szekvencidju cél mRNS-
eikhez kotédnek, és azokat rendkivil fajlagosan képesek gatolni. Az RNS interferencia a
génexpresszié poszttranszkripcids szabalyozasanak egyik alapvet6 mechanizmusa. A késébbi
vizsgalatok sordn megfigyelték, hogy az RNS-interferencia jelensége nemcsak exogén RNS-ek
utjan, hanem a genomban, kilén gének daltal kédolt endogén mikroRNS-ek révén is létrejon
[6].

A mikroRNS-ek kifejez6dése sejt- illetve szovetspecifikus [114]. Szabdlyozd hatasuk az
un. epigenetikai szabdlyozdsok korébe tartozik, mivel a gének kifejez6dését a DNS
megvaltozasa nélkil befolydsoljak [6]. (Az epigenetikai szabalyozds masik nagy teriilete a

metilacids szabalyozas [115]).

2.4.1. A mikroRNS-ek génjei és képzodésiik folyamata

MikroRNS-eket kdédold géneket szamos faj, igy az ember genomjdban is azonositottak.
Emberben a 2011. prilisi adatok alapjan eddig dsszesen 1424 kilonb6z6 érett mikroRNS

létezését igazoltak kisérletes uton (miRBase Release 17, www.mirbase.org). A mikroRNS

gének jelentékeny része fehérjét kédold gének intronjaiban valamint a genom eddig
ismeretlen funkciéjunak, korabban részben szemét (,junk”) DNS-nek tartott részében
helyezkedik el [116, 117].

A mikroRNS-ek szekvenciaja kilonb6zé fajok kozott nagyfokid konzervdltsagot mutat
és bioszintézislik f6 |épései altaldnosnak tlnnek [116]. A mikroRNS-ek és a rovid interferald
RNS-ek érési folyamata szdmos pontot atfed egymassal. Mindezek alapjan a mikroRNS-ek és
az RNS interferencia jelensége Gsi molekuldris szabdlyozd mechanizmusnak tlnik. Az

aldbbiakban roviden ismertetem a mikroRNS-ek érési folyamatat.
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A mikroRNS génekrél el6szor egy pri-mikroRNS molekula irddik at, amelybél a
sejtmagban a Drosha komplex egy koriilbeliil 60-70 nukleotid hosszusagu, "hajtiikanyar"
szerkezet(i pre-mikroRNS molekuldt szabadit fel [116, 118]. A pre-mikroRNS molekuldk a
sejtmagbdl aktiv transzporttal jutnak a citoplazmaba, ahol a Dicer enzim hasitja 6ket és
kivagja bel6lik a termindlis hurkot. Az igy keletkez6 mikroRNS duplex a mikroRNS indukalta
csendesité komplexbe (miRISC — miRNA induced silencing complex) épiil be, ahol helikaz
aktivitast enzimek hatasara szétvalik. Altalaban az 5'-3" irdnyu vezérszal stabilizalédik, mig a
vele komplementer 3'-5' irdnyd szal (miRNS*) lebomlik. Az igy megjelené, miRISC-ben
stabilizalédd, 20-24 nukleotid hosszisagi RNS molekulat nevezziik érett mikroRNS-nek

[116, 119] (5. &bra).
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5. abra: A mikroRNS-ek képzédésének sematikus abrdzolasa
miRISC: miRNS indukdlta csendesité komplex; mRNS: hirvivé RNS; 3' UTR: 3' nem transzldlodo
régio.
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2.4.2. A mikroRNS-ek nevezéktana

Az érett mikroRNS-eket a "miR-" el6tag utan feltlintetett sorszammal kilonitjik el
egymastél. A miR el6tt feltiintetett hsa- el6tag a mikroRNS human eredetére utal.
El6fordulhat, hogy ugyanazon mikroRNS-t egy fajon beliil a genom kilonb6z6 |6kuszain
elhelyezkedd tobb gén is kédol, és ezeket a mikroRNS sorszama utan kotéjellel feltliintetett
Ujabb szammal kulonitik el (pl. miR-6-1, miR-6-2). Az egy-két nukleotidban kiilonb6z6
mikroRNS varidnsokat betdjellel kilonitik el (pl.: miR-181a, miR-181b). Az is el6fordul, hogy
egyes mikroRNS prekurzorok mindkét szalardl érett mikroRNS képzédik. Amennyiben az
egyik karrél szintetizalt mikroRNS tulsulyban van, a kisebb mennyiségben képz6d6
mikroRNS-t csillaggal jelolik. A prekurzor 5 szalardl kihasitddd mikroRNS-t a mikroRNS
sorszama utani -5p, mig a 3’ szalrél képz6d6 mikroRNS esetén a -3p megjel6lést alkalmazzak

(pl.: miR-485-5p, miR-485-3p) [120].

2.4.3. A mikroRNS-ek hatasmadja

A mikroRNS-ek hatasmddjat nem ismerjik minden részletében. A mikroRNS-eket kotd
kotéhelyek a cél mRNS molekuldk 3’ UTR (nem transzldlédd — untranslated region)
régidjaban taldlhaték és egy mRNS-en dltalaban tobb, akar tobb kilonb6z6 mikroRNS
kotésére is képes kot6hely fordul el6. [118]. A miRISC-ben kotott mikroRNS-ek e
kot6helyeket ismerik fel teljes vagy részleges komplementaritas fenndllasa esetén.

Mig novényekben a mikroRNS-ek és cél mRNS-eik kozott altalaban teljes a
komplementaritas, addig allatokban ez dont6en csak részleges [118]. Bioinformatikai
elemzések alapjan a hirviv6 RNS-ek kb. 30 %-at szabdlyozhatjak mikroRNS-ek. E rendszer
bonyolultsagat jelzi, hogy egy mikroRNS molekula tobb szdz komplementer cél mRNS-t is
szabdlyozhat, ugyanakkor egy mRNS is szamos mikroRNS célpontja lehet [121, 122].

Mig a mikroRNS-ek hatasa novényekben elsésorban a cél mRNS lebomldsan keresztil
valdsul meg, addig allatokban és emberben mind a cél mRNS lebomldsa, mind a transzlacio
gatlasa el6fordul. Kordbbi vizsgdlatok arra utaltak, hogy teljes komplementaritas esetén
elsGsorban a lebomlas, mig részleges komplementaritas esetén inkabb a transzlacié gatldsa a
jellemzdé hatasmoéd [6]. Az utdbbi években a transzkriptomot és proteomot parhuzamosan
vizsgald tanulmanyok [123-125] eredményei alapjan ez a felfogds reviziéra szorul. Az mRNS-

ek és fehérjék kifejez6désének parhuzamos valtozasai alapjan ugy tlinik, hogy a mikroRNS-ek
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hatasaban eml&sokben is az mRNS-ek lebomlasa az elsédleges, mig a transzlacié gatlasa csak
masodlagos jelent6ségli [124-126]. Ez a felismerés szolgdlt alapjaul annak a mdédszernek,

amit a mikroRNS-ek mRNS célpontjainak szévetspecifikus predikcidjara dolgoztunk ki.

2.4.4. A mikroRNS-ek élettani és kdrélettani jelentGsége

Szamos alapvet6 élettani folyamatban igazoltdk a mikroRNS-ek szerepét, igy az
egyedfejlédés, differencidlédds, programozott sejthaldl, sejtosztddds, vérképzés
szabdlyozasaban, immunoldgiai és endokrin folyamatokban [127, 128]. Az egyedfejl6dés
folyamatainak vizsgalata vezetett arra a felismerésre, hogy mikroRNS-ek kifejez6dése mind
idében, mind térben vadltozik, s6t szovetspecifikus eltéréseket is mutat. Hatdsuk is
szovetspecifikus, amelynek keretében ugyanaz a mikroRNS egyes szovetekben
proapoptotikus, mig masokban antiapoptotikus hatast fejthet ki [129, 130].

A mikroRNS-ek endokrin mikddésben jatszott szerepét jelzi a miR-375 hatdsa az
inzulinszekrécié szabdlyozasaban. A miR-375 ugyanis a myotrophin (MTPN) gén mRNS-ének
gatlasa révén a glikdz indukalta inzulin exocitézist befolyasolja [131]. A miR-375 jelenlétét az
agyalapi mirigyben is kimutattak, igy felmerul annak lehet6sége, hogy mas peptidhormonok
szekrécidjanak szabdlyozasaban is szerepet jatszhat [128, 132]. Egyes mikroRNS gének a
virusok genomjaban is megtalalhatok, ami kozrejatszhat a fert6zo6tt sejtek ill. az
immunoldgiai védekez6 mechanzimusok gatlasaban [133].

A mikroRNS-ek megvaltozott kifejez6dését szamos betegségben leirtdk, tobbek
kozott érelmeszesedés [134], diabetes mellitus [135], autoimmun betegségek [136, 137], és
neurodegenerativ korképek [138] esetében. A legtobb kisérletes eredményt azonban a

mikroRNS-ek daganatos betegségekben betoltott szerepérdl kozolték.

2.4.5. A mikroRNS-ek daganatokban jatszott szerepe

Mivel a mikroRNS-ek célpontjai kozott szamos tumorszuppresszor és protoonkogén
funkciéju mRNS is szerepel, nem meglepd, hogy a mikroRNS-ek megvaltozott kifejez6dése a
sejtosztodas és apoptdzis egyensulyanak zavardhoz vezethet. A mikroRNS-eket kodolé gének
korulbelil fele olyan sérilékeny kromoszomalis régidkban helyezkedik el, amelyek eltéréseit

(transzlokacio, delécid, amplifikdcid) szamos daganatban leirtak [139].
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A mikroRNS-ek expresszids mintazatainak eltéréseit az utébbi években szamos szolid
és vérképz6rendszeri daganatban vizsgaltak. Tobb kiilonb6z6 leukémia és lymphoma esetén
irtak le jellegzetes mintazatbeli eltéréseket, a diagndzist megkdnnyit6é és akar prognosztikai
jelent&ségl markereket [140, 141]. A szolid daganatok kozott a legtobb tanulmanyban tiidg,
gyomor, vastagbél, maj, emlS, prosztata és kozponti idegrendszeri daganatok mikroRNS
mintdzatat vizsgaltak [7, 140, 142]. Tobb endokrin szervbdl kiindulé daganat jellegzetes
mikroRNS mintazatat is kozolték mar (agyalapi mirigy, pajzsmirigy, mellékpajzsmirigy,
endokrin pancreas, petefészek) [143-148].

A daganatban megvaltozott kifejez6dést mutaté mikroRNS-ek a tumorszuppresszor-
protoonkogén dichotdmia alapjan osztalyozhatdk. A fokozott kifejez6dést mutatd mikroRNS-
eket onkogén (,onkomir”), mig a csokkent expressziéju mikroRNS-eket tumorszuppresszor
hatdsunak tartjdk [114]. Fontos ismét jelezni, hogy a mikroRNS-ek szovetspecifikus
hatdsanak kovetkeztében ugyanaz a mikroRNS egyik sz6vetben daganatképzdodést el6segito
onkogén, mig masikban tumorszuppresszor hatasu is lehet [114]. A mikroRNS-ek utdbbi
jellegzetessége a mikroRNS-ek befolyasoldsan alapulé esetleges jovébeli terdpias
probdlkozasokat jelentésen nehezitheti.

A mikroRNS-ek kifejez6désnek vizsgdlata daganatokban nemcsak a patogenezis
megismerése szempontjabdl fontos, hanem kdzvetlen gyakorlati lehet6sége is lehet. A
mikroRNS mintazat vizsgdlataval olyan biomarkereket talalhatunk, amelyek a jo6- és
rosszindulati daganatok elkiilonitésére alkalmasak lehetnek. Kiloéndsen olyan szervek
daganatai esetében lehez ez nagy jelentGségl, ahol a jé- vagy rosszindulatisag megadllapitasa
szOvettani vizsgalattal nehéz. A pajzsmirigy follicularis adenomaja és carcinomdja példaul
citologiai vizsgalattal nehezen kilonithet6 el, ezért bizonytalan esetben a rosszindulatu
daganat lehet6sége miatt sokszor thyreoidectomiat végeznek [149]. Weber és mtsai (2006)
négy olyan mikroRNS-t azonositottak, amelyek felhaszndlasdval ezek egymastdl
megbizhatdéan elkilonithet6ek [145]. Papilldris pajzsmirigyrakra jellemzé mikroRNS
markereket is taldltak, és ezek kozott érdemes megemliteni, hogy a miR-221 fokozott
kifejez6dése nemcsak a daganatban, hanem az azt Ovezl, szbvettanilag épnek t(ing
szovetben is kimutathatd volt. Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy a mikroRNS-ek
megvaltozott kifejez6dése a daganatképz6dés korai eseménye lehet, ill. vizsgalatuk a

daganatok felismerését mar korai stddiumban lehetévé teheti [144]. Egyes daganatokban,
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példaul tlidérakban és kronikus lymphocytas leukémidban a mikroRNS-ek prognosztikus
markerként torténd felhasznaldsa is sz6bajon [150, 151].
A mikroRNS-ek kifejez6désének mintazata a daganatok osztdlyozasaban is segithet.
Mivel a mikroRNS-ekbél joval kevesebb van, mint mRNS-ekbdl és egy mikroRNS tébb mRNS-t
is szabalyozhat, a mikroRNS-ek segitségével kevesebb, jobban elkiilonil6 csoport felallitasa
lehetséges, mint az mRNS kifejez6désen alapulé transzkriptomikai vizsgalatok alapjan [152].
A mikroRNS-ek patogenetikai szerepének felismerése Uj terapids célpontok

azonositasat is lehet6vé teheti.
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2.5. Rovid mddszertani kitekintd: a bioinformatikai vizsgalatok

Az utébbi évtized legjelent6sebb el6relépései kozé tartozik a nagy ateresztGképességl,
bioinformatikai vizsgalatok mind szélesebb kor( felhasznaldsa. E vizsgalatok révén
lehetségessé valt a teljes genom génexpresszios vizsgalata, megallapithatd, hogy mely
gének és milyen mértékben fejez6dnek ki egy adott szovetben (transzkriptomika,
funkcionalis genomika). A génexpresszids vizsgdlatok mddszertani hatterét a microarray
(chip) metodika képezi. Ennek soran szilard hordozéra (dltaldban lveglemezre) visznek fel,
ill. egyes eljarasok sordn eleve azokon szintetizdljdk a vizsgalandé génekre specifikus
probakat, és a szovetmintdkbdl izolalt mRNS-ekbdl készitett, fluoreszcens festékkel jelolt
cDNS, vagy cRNS izoldatumot a lemezhez hibridizdltatva vizsgaljdk a gének szoveti
kifejez6dését. A korszer(i technikdkkal az 6sszes ismert mRNS-re s6t azok varidansaira
specifikus probakat hordozd lemezek is elérhet6ek. A microarray vizsgalatok kvantitativ
eredményt adnak a génexpresszidés mintdzatra vonatkozdan [17, 153].

Lehetséges a kromoszédmaeltérések bioinformatikai vizsgalata (komparativ genom
hibridizacié (CGH)) ill. fehérjék (proteomika) és a kis molekulasulyd metabolitok
(metabolomika) tanulmanyozdasa is. A génexpresszids és a kromoszomalis eltérések kozotti
Osszefliggések vizsgalata is lehetséges. Mind az élettani, mind a korélettani folyamatok
tanulmanyozhaték segitséglikkel, ami olyan mennyiségli adat megismerését teszi lehetévé,
ami e vizsgdlatok bevezetése el6tt elképzelhetetlen volt. Az eredmények értékeléséhez
specidlis szamitastechnikai mddszerek kifejlesztése volt szlikséges [17, 154].

A génexpresszids microarray vizsgalatok egyik leghatékonyabb alkalmazasi teriilete a
daganatok kutatasa [155]. Adott szerv j6- és rosszindulatu daganatainak, rosszindulatu
daganatok kilonb6z6 stddiumainak 6sszehasonlitdasaval azonosithatdok a patogenetikai
mechanizmusok, a daganatok elkilonitését lehetévé tévé molekularis markerek, lehetséges
a daganatok bioinformatikai alapu osztdlyozasa, prognosztikus markerek feldllitdsa. A
génexpresszids vizsgalatok értékelésében komoly probléma, hogy a kiilonb6z6
munkacsoportok altal adott daganattipuson végzett vizsgalatok eredményei kdzott sokszor
jelentGsek a kiilonbségek. Ennek hatterében a mintavalasztas kiilonbségei, a microarray
platformok, statisztikai mddszerek eltérései szerepet jatszanak. E probléma egyik

megoldasat a bioinformatikai vizsgalatok metaanalizise jelentheti, amelynek segitségével a
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kiilonb6z6 eredmények egylittesen értelmezhetGek, a kilonboz6 adathalmazokban kozos

patogenetikai utak azonositdsa valhat lehetségessé.

2.5.1. A szabadon elérhet6 microarray adatbazisok

A génexpresszids vizsgdlatok értékelhet6ségét, a kilonb6z6 tanulmdanyok eredményeinek
0sszehasonlitasat nagyban el6segitik azon adatbazisok, ahol a kiilonb6z6 munkacsoportok
génexpresszids vizsgalatainak eredményeit szabadon elérheté formaban taroljak. Az adatok
felhasznaldsaban fontos az egységes megjelenés, amit az un. MIAME kritériumok (microarray
vizsgalatokrdél minimalisan kozlend6 informacié, Minimal Information About a Microarray
Experiment) betartdsa fémjelez [156]). A MIAME kritériumokban fontos adatok ko&zé
tartoznak az eredeti nyers intenzitasi (,raw”) adatok, a nyers adatokbdl nyert végleges
(normalizalt) adatok, a mintak tipusara vonatkozo alapvetd adatok (szovettani adatok, ismert
mutaciok, kezelések id6tartama, koriilményei stb.), a microarray metodika megnevezése, a
génlistak és a maddszerek leirdsa [156, 157]. Vizsgdlatainkban a két leginkdbb elterjedst,
MIAME kovetelményeknek megfelel6 adatbazist hasznaltuk: a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) altal lzemeltetett Gene Expression Omnibus (GEO,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) és a European Bioinformatics Institute (EBI) altal

mikodtetett ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk) adatbazisokat.

2.5.2. Az mRNS microarray adatok statisztikai elemzése

A génexpresszids microarray vizsgalatok eredményeinek statisztikai elemzése kritikus
jelent6ségl. Ennnek segitségével hatdrozhaték meg azon gének listdi, amelyek
kifejez6désében a vizsgalt csoportok kozott szignifikans kilonbségek mutathatok ki.

Mivel a microarray vizsgalatokban tobb tizezer gén kifejez6désének egyidejl
vizsgdlata is lehetséges, ennek elemzése a klasszikus statisztikai modszerekkel nem
kivitelezhet6 a hamisan pozitiv eredmények nagy szama miatt. Sziikséges szirési feltételek
bevezetése, amelyek révén a vizsgalatba vont génexpressziés valtozasok szama
csokkenthetd. A szlirésre leginkdbb a kifejez6dés mértékét hasznaljak (,fold change filter”),
amelynek soran a legaldbb 1,5-2-szeres expresszids valtozdsokat mutatéd géneket szokas

kivalasztani.
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A vizsgalati csoportok kozotti szignifikdns génexpresszids vizsgdlatokra két csoport
vizsgalata esetén t-prébdat, tobb csoport esetén egyutas varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmazunk. Amennyiben a csoportok tobb tulajdonsag szerint osztdlyozhatdk, kétutas
ANOVA haszndlata is lehetséges. A varianciaanalizis alkalmazasa utdn, a csoportok kozotti
kiilonbségek kimutatdsara post hoc teszt végzendd, amelyek koziil a microarray vizsgalatok
soran elsGsorban a Tukey-féle post hoc tesztet hasznaljuk. Nagyszamu vizsgalt tulajdonsag
esetén azonban sziikség van szigoru korrekcidra az alpozitiv esetek csOkkentésére. A
microarray vizsgalatok soran erre az Un hamis felismerési arany (False Discovery Rate, FDR)
meghatdrozasa sziikséges a Benjamini-Hochberg-féle tobbszérds dsszehasonlitasi korrekcid

(multiple testing correction) médszerrel [154, 158].

2.5.3. Specialis bioinformatikai modszerek a microarray adatok tovabbi
elemzésére

A génexpressziés adatok fent bemutatott statisztikai elemzése mellett microarray
vizsgalataink soran tovabbi bioinformatikai mddszereket is alkalmaztunk, igy a halézat- és
utvonalelemzést, valamint a Géncsoport Dusulasi vizsgalatot (Gene Set Enrichment Analysis,
GSEA). E mddszerek nem egy-egy gén patogenetikai szerepét vizsgaljak, hanem a génlistak

globalis rendszerbioldgiai szemléletli elemzését teszik lehetévé.

2.5.3.1. Halozat- és utvonalelemzés (Ingenuity Pathway Analysis (IPA))

A haldzat- és utvonalelemzés sordn a vizsgald altal bevitt génlistakat egy adatbazisra vetitik
és ez alapjan szamitastechnikai megkdzelitéssel valaszthatdk ki azon molekuldris halézatok
és utvonalak, amelyek az adott génlista eredményei alapjan a szovetben megvaltoztak, és igy
patogenetikai jelent&ségliek lehetnek.

A vizsgalatainkban alkalmazott IPA adatbazisaban (Ingenuity Pathway Analysis

Knowledge Base, Ingenuity Systems, www.ingenuity.com, Redwood City, USA) a génekrdl,

fehérjékrél elérhet6 szakirodalmi adatok lehet6 legteljesebb integracidjara torekednek,
amelyek igy alkalmasak lehetnek az informatikai elemzésre. Kiilondsen a fehérje-fehérje
kolcsonhatasok, szinergista és antagonista hatdsok, génexpresszid szint(i szabalyozdsok

bevondsara helyezik a hangsulyt. Az adatbazis egy hatalmas molekularis haldzatot képez,
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amiben grafelméleti analdgia alapjan a haldzat csucspontjait a fehérjék, a koztiik 1évé éleket
pedig a kdlcsonhatdsok jelentik.

A bioldgiai rendszerekre az un. skalafliggetlen hdldzatok el6fordulasa jellemzé. A
skalafliggetlenség azt jelenti, hogy a halézat csucsaihoz kapcsolédd élek szamadanak
(fokszamanak) eloszlasa egy hatvanyfliggvénnyel irhato le. Minél tébb kapcsolat (él) jellemez
egy adott csucspontot, az anndl fontosabb és elvesztése annal sllyosabb kévetkezménnyel
jar a haldzat stabilitdsara nézve [159].

A molekuldris Utvonalak olyan halézatok, amelyekben az egyes gének és fehérjék
kozotti kapcsolatokat kisérletesen igazoltak, igy azok mikodési egységet képeznek. Ezen
Utvonalak kozé tartoznak példdul az alapveté metabolikus folyamatok (glikolizis,
glikoneogenezis, aminosavak képz&dése, koleszterin bioszintézis), jelatviteli utvonalak, a
sejtciklus G1/S és G2/M atmenete és egyes betegségekre jellemzd dtvonalak is (pl.
Alzheimer-kor).

Az Utvonalelemzés sordn az IPA algoritmus azt vizsgalja, hogy a felhasznalé altal
megadott génlista milyen mértékben fed at az adatbdazisban szereplé utvonalakkal. A
masodik |épésben a szignifikancia meghatdrozdsdnak megallapitasa céljabdl annak
lehet6ségét elemzi, hogy az atfedés véletlenszer(i kialakuldsanak mekkkora az esélye.
Szignifikdns (p<0,05) atfedés esetén dllithatd, hogy a megadott génlista méretének
fliggvényében az atfedés kialakulasanak véletlenszerl megjelenése elhanyagolhatd.

E mddszerek révén ugy valaszthatdk ki a bioldgiai jelentGségli Utvonalak, hogy azokat
a vizsgald eléfeltevései (prekoncepcidi) nem befolyasoljak. igy olyan Utvonal is felismerésre
kerlilhet, ami szokatlannak, akar korabbi ismereteink alapjan valészinGtlennek tlinik. A
valdszinltlennek tlind Utvonalak kozott lehetnek éppenséggel azok, amelyek tudomanyos
attorés lehet6ségét foglalhatjak magukba.

Fontos azonban hangsulyozni, hogy a génexpressziés eredmények vizsgalata nem
egyenértékii a patogenezis vizsgalataval, hiszen lényegében egy génexpresszids
pillanatképet elemziink, és nem lehetiink biztosak abban, hogy tényleg az okokat és nem a
kovetkezményeket vizsgaljuk.

Az IPA médszer hatranya, hogy a génexpresszid mennyiségi valtozadsait nem veszi
figyelembe. Mivel génlistak kozotti atfedéseket vizsgdl, az expresszids valtozasok irdnya és
mértéke csak az abrazolds soran kerll feltlintetésre. A bevitt génlistdk ez altal

nagymértékben befolyasoljak az elemzés kimenetelét. Ezen probléma kikiiszobolésére képes
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a Géncsoport Dusulas Vizsgalata (GSEA), amely segitségével a génexpresszios valtozasok és

génlistak kozotti kapcsolatok kdzvetlen vizsgalata is lehetséges.

2.5.3.2. A Géncsoport Dusulas Vizsgalata (Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA))

A Géncsoport Dusulas Vizsgdlata (GSEA) soran a készit6k altal megadott, illetve a felhasznalé
altal 6sszeallitott génlistakat hasonlithatjuk 6ssze az eredeti, nyers micrroarray adatokkal. A
vizsgalt génlistak lehetnek irodalmi adatok alapjan kdzés miikodési egységet alkotd gének,
transzkripcids faktorok altal szabdlyozott gének, vagy egy kromoszémarégidban csoportosuld
gének is.

A GSEA mddszerét eredetileg a génexpresszids valtozasok finom elemzésére
fejlesztették ki. A 1,5-2-szeres génexpresszids valtozasokra alapuld szlir6k alkalmazdasaval
ugyanis elvesznek a kismértékl eltérések, amelyek azonban a bioldgiai szabalyozasban
szintén fontosak lehetnek.

A GSEA els6 lépésében az algoritmus a géneket a szerint rangsorolja, hogy az eredeti
microarray adatok alapjan a két vizsgdlt csoport k6zott milyen fokd expresszids valtozas
mutathatd ki. 1-es sorszammal a legnagyobb expresszidos novekedést, mig legnagyobb
sorszammal a legnagyobb expresszids csokkenést mutato gént jeloli. Masodik |épésében azt
vizsgdlja, hogy az adott génlistdban a fokozott vagy csdkkent expresszidt mutatd gének
dusulnak-e fel nagyobb szdmban [160].

Vizsgalatainkban a GSEA-t két megkozelitésben is hasznaltuk: 1. a mikroRNS-ek
szovetspecifikus cél mRNS (target) predikcidja sordn a mikroRNS-ek expresszidjaval
ellentétes iranyban valtozd cél mRNS-ek kivalasztasara (lasd. a kovetkezd szakasz); 2. a
mellékvesekéreg-daganatok bioinformatikai metaanalizise soran a GSEA génlistai kozil a
kromoszémalis elhelyezkedés szerinti listakat hasznaltuk a génexpresszids és kromoszomalis
valtozasok korreldcidja céljabol. Amennyiben az adott génlistdban a felil-, illetve
alulexpresszalt gének dusulnak fel, akkor feltételezhet6, hogy az adott kromoszémarégiéon
kddolt gének egyirdnyl expresszios valtozasainak hatterében citogenetikai okok allhatnak. A
kromoszémarégié vesztést az expresszidos csokkenést mutatd gének dusuldasa, mig a
kromoszémarégid nyerését az expresszids novekedést mutatd gének halmozddasa jellemzi

[160]. Az eredmények még pontosabbd tehet6k, ha nem irodalmi adatokat, hanem
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ugyanazon mintakban végzett citogenetikai és génexpresszids vizsgalatok eredményeit

elemezzik.

2.5.4. A mikroRNS-ek potencidlis célmolekulainak azonositasa
bioinformatikai médszerekkel

A mikroRNS-ekkel foglalkozo vizsgalatok egyik legnagyobb kihivasat a mikroRNS-ek biolégiai
hatdsanak felderitése, a potencidlis mRNS célpontok azonositasa jelenti. Ezek meggy6z6
igazoldsa csak kisérletes Uton lehetséges, amire egy vagy néhany mikroRNS-mRNS kapcsolat
igazolasara els6sorban a luciferaz aktivitas mérésén alapuld preMir transzfekcids mddszerek
[161, 162], mig nagyszdmu kapcsolatra az Ujonnan kifejlesztett izotdpjelzésen alapuld SILAC
("stable isotope labeling with amino acids in cell culture") ill. pSILAC (pulzatilis SILAC)
modszerek alkalmasak [124, 125]. E kisérletes modszerek azonban bonyolultak, kifejezetten
koltség- és idGigényesek, ami alapjan nem meglepd, hogy jelenleg csak az oriasi szamu
feltételezett mikroRNS-mRNS kapcsolatoknak csak a toredékét igazoltak kisérletes uton

(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase/) [163].

Az cél mRNS-ek (targetek) azonositasara elsGsorban ,in silico" moddszereket
alkalmaznak, ami informacidt nyudjthat a mikroRNS-ek bioldgiai jelent6ségérdl, azonban
ezeket bioldgiailag relevansnak csak kisérletes validalasuk utan fogadhatjuk el.

A mikroRNS-mRNS kapcsolatok felderitésére kiilonb6z6 matematikai algoritmusokat
fejlesztettek ki, amelyek segitségével teljes vagy részleges komplementaritast mutato,
evolucids szempontbdl kiilonb6z6 konzervaltsagi fokd miRNS-k6té helyeket keresnek a teljes
genomban. Az algoritmusok alapvet6 elemét képezi az mRNS-mikroRNS fizikai kapcsolataért
els6sorban felel6s ,mag” (seed) régid vizsgalata [116].

Harom algoritmust hasznalnak leggyakrabban ezekben a vizsgdlatokban: a

TargetScant (www.targetscan.org) [121, 122, 164], a PicTart (www.pictar.org) [165, 166] és

a korabban miRBase (www.mirbase.org), jelenleg MicroCosm néven ismert algoritmust

(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/) [167-168]. Jelenleg nincs

egyértelmd dllasfoglalas arrél, hogy ezen algoritmusok kozil melyik a legjobb, vagyis melyik
eredményei allnak legkdzelebb a bioldgiai valésaghoz.
A kilonb6z6 mddszerek eredményei egy adott mikroRNS-re vagy mRNS-re az

adatbazisok és algoritmusok eltérései kovetkeztében jelentfsen kiilonbozhetnek. Mivel
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eltér6 mikroRNS készletet hasznalnak, el6fordulhat, hogy egy adott mikroRNS szekvenciat
nem minden algoritmus vizsgal. Szintén kiilonboz6ek a vizsgdlt mRNS 3' UTR adatbazisok és
az ezek jelzésére hasznalt azonositok is. Az azonositék kiilonboz8sége nagymértékben
neheziti a cél mRNS listak 6sszehasonlitasat.

E predikcids algoritmusok eredményei csak bioinformatikailag valdszinUsitett
célmolekuldaknak tekintheték, melyek bioldgiai relevancidja nem egyértelmd. Tobb kisérleti
eredmény szél arrél, hogy a legvaldszinlibbnek kiadott kapcsolatokat nem sikeriil igazolni,
s6t olyan is ismert, hogy pont olyat igazoltak, amit a predikcids algoritmusok nem mutattak
ki [169]. Komoly probléma az is, hogy az algoritmusok egy adott mikroRNS-re tobb szdz,
sokszor tobb ezer potencialis mRNS célpontot adnak ki, amelyek kozil a bioldgiailag relevans

MRNS-ek kivalasztasa nehéz.

2.5.5. Szekvenciavariansok in silico azonositasa

Napjainkra a nyilvdnosan elérhet6 adatbazisokban oriasi mennyiségl szekvendlasi eredmény
valt elérhet6vé. Ebben a Human Genom Projekt eredményessége is szerepet jatszik és a
nagy ateresztGképességl szekvenaldsi mddszerek elterjedésével a szekvenciaadatok tovabbi
szamottevd béviilése varhato.

A genom variabilitdsanak meghatarozé elemeit alkotjdk az egyetlen nukleotidot
érint6 polimorfizmusok (SNP: single nucleotide polymorphism), amelyek minden 1000., s6t
Ujabb adatok szerint akar minden 200-300. bazispart is érinthetik [155, 170]. A 3,2 milliard
bazisparbdl felépilé humdan DNS-ben ez elképeszt6 variabilitast eredményezhet, és e
polimorfizmusokat 6sszefliggésbe hoztak szamos betegségre vonatkozé hajlammal és a
gyogyszerek hatasdban megfigyelhet6 egyének kozotti kilonbségekkel [171, 172].

A szamos kozolt szekvencia in silico vizsgalataval szekvenciavariansok azonositasa is
lehetségessé valt. Mivel a polimorfizmus definicidjdban annak populaciés gyakorisaga
meghatdrozo jelent6ségl (polimorfizmusrdol 1% feletti populacidés gyakorisdg esetén
beszélhetink [173]) és az in silico vizsgalatok soran e gyakorisagi adatok nem dallnak
rendelkezésre, célszerlinek tartom az in silico azonositott szekvenciaeltérések megjel6lésére
a szekvenciavaridans megjel6lést.

Korabbi munkdimban in silico megkozelitéssel vizsgaltam a multiplex endokrin

neopldzia 1-es és 2-es tipusdért felelés gének (MEN1 gén és RET), a hisztamin bioszintézis,
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hatas és lebomlasért felel6s fehérjék, a glikokortikoidreceptorok és a szteroidhormon
bioszintézis és metabolizmus enzimeit kddold gének szekvenciavariansait. Ennek soran a
gének ismert, vad tipusu szekvencidit a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) program segitségével vetettem 0Ossze nyilvanos adatbazisban

elérhetd szekvenciakkal [174].

E moddszer révén szamos mar leirasra keriilt, és ezek mellett t6bb ismeretlen
szekvenciavarianst sikerlt azonositani. E megkozelités komoly hatranya, hogy a molekularis
bioldgiai mddszerek hibai (pl. polimerdz lancreakcié soran keletkez6 nukleotid parosodas
zavarok, szekvendldsi hibdk) szekvenciavaridnsként tlinnek fel és igy lehetséges, hogy az in
silico azonositott variansok egy része nem valds, csak miterméket jelez [175]. Az in silico
szekvenciavarians keresés soran azonositott varidnsok kisérletes és populacidgenetikai
megerdsitése szilikséges. Az in silico szekvenciavaridns keresés jelentGsége napjainkra mar
csokkent, mivel rendelkezésre allnak a nagy atereszt6képességl SNP azonositasra alkalmas
molekularis bioldgiai/bioinformatikai mddszerek, amelyek segitségével az SNP-k nagy
szamban kozvetlenil vizsgdlhaték a biolégiai mintdkban. A genom nehezen vizsgdlhatd
(leginkabb kopiaszam valtozasokat tartalmazd) részeiben létjogosultsdga azonban madig

megtartott.
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3. CELKITUZESEK
1. A mikroRNS expresszids mintdzat vizsgdlata a mellékvesekéreg-daganataiban, a jo- és

10.

rosszindulatu daganatok elkilonitését lehetévé tévé mikroRNS markerek azonositasa
céljabal.

A mikroRNS-ek potencidlis cél mRNS-einek azonositdsdra hasznalhatd Uj
bioinformatikai mddszer kidolgozasa parhuzamos teljes genom expresszios vizsgalat
felhasznaldsaval.

A phaeochromocytomak mikroRNS expresszids mintdzatdnak vizsgdlata, a daganatok
recidivajat jelz6 mikroRNS marker azonositasa.

A paraffinos  szovetblokkok  alkalmazdsi lehet6ségének  vizsgalata a
phaeochromocytomak mikroRNS expresszidjanak tanulmanyozdasara.

Utvonalelemzés végzése a mikroRNS-ek potencidlis cél mRNS-einek felhasznaldsaval a
mellékvese daganataiban.

Funkciondlis genomikai metaanalizis végzése a szakirodalomban eddig kozolt
génexpresszids és komparativ genom hibridizacié (CGH) eredmények felhasznalasaval
mellékvesekéreg-daganatokban. Utvonalelemzés a kozds patogenetikai utak
feltarasara.

Parhuzamos génexpresszids és CGH vizsgalat végzése ugyanazon mellékvesekéreg-
daganat mintdkon a génexpresszids vizsgalatok hatterében all6 kromoszomalis
eltérések felderitése céljabdl.

A hisztamin bioszintézisében, hatdsdban és lebontdsaban szerepl6 gének és fehérjék
kifejez6désének, valamint a hisztamin koncentracidjanak vizsgalata mellékvesekéreg-
daganatokban.

In silico genomikai vizsgalatok révén Uj szekvenciavariansok azonositasa a a hisztamin
bioszintézisében, hatasdban és lebontdsaban szerepl6 szerepld fehérjék, a multiplex
endokrin neoplasia szindromak, a glikokortikoidreceptor, a szteroidhormonok
bioszintézisében és lebontdsaban résztvevs fehérjék génjeiben.

Hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expressziés mintazatanak
tanulmanyozasa. Az oncostatin M (OSM) citokin hatasanak vizsgalata korai gének és a

GnRH expresszidjara.

54



dc_206_11

11. A phaeochromocytomara hajlamositd 6rokl6dé daganatszindromak koziil a multiplex

endokrin neoplasia 2-es tipus (MEN2) hatterében allé mutacidk vizsgdlata. A MEN2-

TV

jellemzése.
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4. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Betegek és szovetmintak

A vizsgalt mellékvesekéreg szovetmintdk (n=58) kozil 15 ép mellékvesekéregbdl, 18
hormonalisan inaktiv adenomdabdl (IA), 8 kortizoltermel6 adenomdabdl (CPA), 9
aldoszterontermel§ adenomabdl (APA) és 8 mellékvesekéreg-carcinomabdl (ACC) szdrmazott
(a mellékvese-daganat mintdkat déntSen a SE AOK I. Sebészeti Klinikan, kisebb részben a SE
AOK Transzplantacids és Sebészeti Klinikdn végzett mitétek sordn szereztiik be, ETT-TUKEB
engedély: 230-15/2006-1018EKU). A mellékvesekéreg-daganatban szenvedd betegek adatait
az 1. tablazat A részében mutatom be. Valamennyi mellékvesekéreg-carcinoma
kortizoltermel6 daganat volt. Egészséges mellékvesekéreg szOovetet rosszindulatu
vesedaganat miatt tortént m(itét soran eltavolitott ép mellékvesékbdl nyertiink (SE AOK
Urologiai Klinika, ETT-TUKEB engedély: 84-60/2008-1018EKU). A szovetmintakat folyékony
nitrogénben taroltuk.

A phaeochromocytomak kozott (n=33) 9 sporadikus benignus, 8 MEN2, 6 VHL, 5 NF1
és 5 sporadikus recidivald daganatot vizsgaltunk (primer daganatok) (1. tablazat B).
Valamennyi vizsgdlatba bevont beteglinknél genetikai vizsgalat tortént a MEN2, VHL, SDHB,
SDHC és SDHD gének direkt szekvenalasaval (lasd. késébb). Az NF1 diagndzisat klinikai

kritériumok alapjan allitottuk fel. SDH gén mutaciot a vizsgalatba bevont betegeink kozott

nem taladltunk. Az 6rokl6dé phaeochromocytomaban szenvedé betegek — legjobb
tudomdsunk szerint - nem dlltak egymadssal rokoni kapcsolatban. A sporadikus

phaeochromocytomak csoportjdba a fenti gének csirasejtes mutdcidinak és az NF1
fennallasanak klinikai kizarasa esetén soroltunk be az eseteket. Mivel az eltavolitott
phaeochromocytoma szévettani vizsgalataval annak rosszindulatisaga nem allapithaté meg,
csak attétek jelenlétében, a phaeochromocytomaban szenvedd betegek hosszas kovetése
sziikséges. A vizsgalatunkba bevont esetekben, a daganat eltavolitdasa utdan még atlagosan 5-
7 éves nyomonkovetés tortént. Azokban az esetekben, amikor csak révidebb kovetési id6
volt lehetséges, a daganatot akkor mindsitettik jéiindulatunak, ha atmérdje 5 cm-nél kisebb
volt, a mdtét el6tt vagy azt kovet6en végzett képalkotd vizsgdlat attétet nem jelzett, nem
alakult ki a md(tétet kovetGen recidiva, és a Ki-67 immunhisztokémia nem utalt

rosszindulatusagra (<1%) [4]. A recidivalé phaeochromocytoma csoportban olyan eseteket
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vizsgaltunk, ahol a primer phaeochromocytoma eltavolitdsat kovetéen az azonos oldali

mellékvesében a daganat kidjult. Munkdnk sordn a primer daganatokat vizsgaltuk.

A. Normalis 1A APA CPA ACC

Betegek szama 15 18 9 8 8

Nemek aranya

(n&/férfi)

11/4 18/0 6/3 7/1 6/2

Atlagéletkor a m(itét
44,1+12,9 | 49,7+8,4 | 45,9+ 18,0 | 38,3+9,6 | 55,9+ 16,4
idején (év + SD)

B. SB SR MEN2 VHL NF1

Betegek szama 9 5 8 6 5

Nemek aranya

(n&/férfi)

6/3 2/3 6/2 3/3 4/1

Atlagéletkor a m(itét
44,8+18,1 | 46,0+15,3 | 38,8+10,2 | 44,8+20,8 38,7+16,6
idején (év £ SD)

1. tablazat: A mellékvese daganatos betegek fontosabb jellemzéi. A: mellékvesekéreg-
daganatok, B: phaeochromocytoma

IA: hormondlisan inaktiv adenoma, APA: aldoszterontermelé adenoma, CPA: kortizoltermeld
(Cushing) adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma, SB: sporadikus benignus
phaeochromocytoma; SR: sporadikus recidivdld phaeochromocytoma; MEN2: multiplex
endokrin neoplasia 2-es tipusdhoz tdrsuld phaeochromocytoma; VHL: von Hippel-Lindau
szindromdhoz tdrsuld phaeochromocytoma; NF1: 1-es tipusu neurofibromatosisban
el6fordulé phaeochromocytoma; SD: standard devidcio

Szemben a mellékvesekéreg-daganatokon  végzett  vizsgalatainkkal, a
phaeochromocytomak vizsgalatahoz nem allt rendelkezésre megfelel6 szamu fagyasztott
szovetminta. A phaeochromocytomak mikroRNS expresszids mintazatat paraffinba agyazott
szovetblokkok (FFPE: formalin fixalt paraffinba agyazott/formalin-fixed paraffin-embedded)
vizsgalata révén tanulmanyoztuk. Az FFPE blokkokat a Semmelweis Egyetem AOK I. és II.
Patoldgiai Intézetével tortént egylittm(ikodés keretében szereztilk be (ETT-TUKEB engedély:

8-258/2009-1018EKU). A felhasznalt blokkok életkora 0,2-14,6 év kdzott mozgott. Harom
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phaeochromocytoma (1 sporadikus benignus, 1 sporadikus recidivalé, 1 MEN2) esetében
mind FFPE, mind fagyasztott minta elérhetd volt.
A MEN2 fenotipus sajatossagait egy a Cys609Ser ill. egy a Cys611Tyr mutdciot

hordozd csalad tobb tagjanak vizsgalataval elemeztiik.

4.2. Sejttenyészetek és in vitro kezelések

A hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expresszidjat és a citokinek
hatdsait e sejtekre GnV-4 patkdny hypothalamus sejtvonalon vizsgaltuk. A GnV-4 sejtvonalat
feln6tt patkdny hypothalamikus sejttenyészetek kondiciondlis immortalizalasaval allitottak
elé. A sejtek az el6allitdsuk soran alkalmazott mddositott Tet-On rendszer kdvetkeztében
doxiciklin  jelenlétében osztédnak, mig annak hidnydban osztédasuk megall,
differencialédnak [176] és az érett GnRH-neuronoknak megfelel6 morfoldgiat vesznek fel
[97, 98]. A sejtvonalat Neurobasal A tdpoldatban tartottuk fenn B27 és borjuszérum
hozzdadasaval (Invitrogen), amit a sejtek differencidléddsa érdekében harom napig doxiciklin
mentes DMEM tdpoldatra cseréltink. A kezeléseket 4,5 g/l glikézt tartalmazé
szérummentes DMEM tapoldatban végeztiik 12 6rds széruméheztetést kdvetéen. A GnV-4
sejtvonalat oncostatin M (OSM), IL-6 és NMDA (N-metil —D-aszpartat) kezelésnek vetettiik
ala tobb kezelési id6ben.

A korai gének (c-fos, c-jun, Egr-1 (early growth response-1), MKP-1 (mitogén aktivalta
kindz foszfataz 1), Myd118 és GADD45y mRNS expresszidjanak vizsgalatdhoz a GnV-4
sejteket 30 percig kezeltik rekombinans egér OSM-mel (R&D Systems) 10-250 ng/ml
koncentracidban. Az OSM kezeléseket a MAPK jeldtviteli utat gatlé6 PD98059-el (50 uM,
Sigma) tortént 1 o6ras elGkezelést kovetGen is megismételtiik. Az OSM és IL-6 (Peprotech)
jelatvitelének (MAPK utvonal) tanulmanyozasara 2-60 perc kozotti kezelési id6ket és 100
ng/ml kezelési koncentracidt hasznaltunk. Az OSM GnRH expresszidra kifejtett hatdsat 6 oras
kezelésekben, 2-t6l 100 ng/ml-ig terjedd koncentraciok mellett vizsgaltuk 50 uM NMDA
mellett vagy a nélkiil. Az OSM degraddacioé gatlé hatdsanak kizardsa céljabdl a kezeléseket
proteaz inhibitor aprotinin (Trasylol) jelenlétében is megismételtiik.

Az OSM GnRH expresszidra kifejtett hatasat primer patkdny hypothalamus
tenyészeteken is vizsgaltuk, amelyeket dekapitacioval le6lt 10-12 hetes néstény Wistar

patkanyokbdl allitottunk eld [177] (az allatkisérletekhez a svajci Allategészségiigyi Hatdsag
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engedélyével rendelkeztiink). A kimetszett hypothalamust 0,06 % glikozt és 100 1U/100
ug/ml penicillin/streptomycint tartalmazé PBS-pufferben diszpergaltuk Pasteur-pipettan
torténd tobbszords atfujassal. A centrifugdlas sordan nyert (ledéket 5 ml Neurobasal
tapoldatban (Gibco) reszuszpendaltuk, ami 0,04 % B27 adalékot, 500 uM glutamint és 25 pM
glutamatot (Sigma) tartalmazott. A sejteket 400.000 él6 sejt/lyuk s(ir(iségben hatlyuku
lemezekre (ltettik, amelyeket el6zetesen 5 pg/ml poli-D-lizinnel (Sigma) vontunk be. A
sejteket 500 puM glutamint és 25 puM glutamatot (Sigma) tartalmazé Neurobasal A
(Invitrogen) tdpoldatban tenyésztettiik a tenyésztéfolyadék felének negyednaponta torténd
cseréjével. A sejtek az izolalds utdn 3-4 héttel valtak kezelésre alkalmassa. Az OSM kezelés

ugyanugy zajlott, mint a GnV-4 sejtek esetében.

4.3. Molekularis genetikai és molekularis bioldgiai vizsgalatok

Az alabbi részben roviden bemutatom a mikroRNS, mRNS és fehérje szint( vizsgalatok soran
alkalmazott moddszereinket. Tekintettel arra, hogy vizsgalataink soran tobb kiilonb6z6
statisztikai mddszer alkalmazdsa volt szikséges, ezeket az adott részekben kilon-kilon

mutatom be.

4.3.1. A mikroRNS-ek kifejez6désének vizsgalata

A mikroRNS vizsgdlatokhoz teljes RNS-t izolaltunk: fagyasztott mellékvesekéreg szévetekbdl
Trizol reagensen alapuld moddszerrel (TriReagent, Molecular Research Center Inc.), a
paraffinos szovetblokkok 5x15 um vastagsagu szeleteib8l 100%-os xilénnel végzett
deparaffindlds utan Ambion RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Applied
Biosystems/Ambion) felhaszndldsaval. Az RNS koncentraciéjanak mérését NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)) mig az RNS integritdsanak
meghatdrozasat Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent Tech. Inc.) segitségével végeztiik.
A fagyasztott mintakat csak abban az esetben hasznaltuk, ha az RNS integritds szama (RIN:
RNA Integrity Number) meghaladta a 7,0-et, DNS kontaminaciotél mentesek voltak, és az
A260/280 valamint az A260/230 aranyuk elérte az 1,8-at. A paraffinos mintakbdl izolalt RNS-
ek integritasa vizsgalati kritériumként nem volt hasznalhatd.

A mikroRNS profil vizsgdlata a mellékvesekéreg szovetmintakon polimeraz

lancreakcion (PCR) alapulé Tagman TLDA kartyak (Tagman Low Density Array Human
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MicroRNA Panel v1.0; Applied Biosystems) felhaszndlasaval, mig phaeochromocytomak
esetében Agilent platformon microarray vizsgdlattal (Agilent Human miRNA Microarray
Rel12.0) tortént. A két eltér6 megkdzelitésnek technikai okai voltak, ugyanis az elséként,
mellékvesekéreg-daganatokon végzett vizsgdlataink idején a Semmelweis Egyetem
Microarray Core Facility-ben a mikroRNS microarray metodika még nem kerdlt bedllitasra.

A TLDA panelen 16 mellékvesekéreg mintat vizsgaltunk (4 ép mellékvesekéreg, 4
hormonalisan inaktiv, 4 kortizoltermel& és 4 malignus). 100 ng teljes RNS-t cDNS-sé irtunk at.
A reverz transzkripciohoz (RT) Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kitet és reverz
transzkripcidés primer keveréket tartalmazé Multiplex RT for Tagman MicroRNA Assays
(Applied Biosystems) kiteket alkalmaztunk a gydartd protokolljanak megfelel6en. A cDNS-eket
ezt kdvetéen TLDA Human MicroRNA Panel v1.0 platformon vizsgaltuk, amely 365 human
mikroRNS egyidejl vizsgalatat tette lehet6vé. A polimerdz lancreakciét 7900 HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) késziléken a gyartd instrukcidinak megfeleléen
végeztlik. A polimerdz lancreakciora jellemzd amplifikacids gorbék elemzéséhez és a nyers
ciklus kiiszobérték (CT, cycle threshold) értékek meghatdrozasahoz az SDS Programot
(Applied Biosystems) haszndltuk. E vizsgalatokban ,housekeeping” kontroll (referencia)
génnek a CT értékek mintdnkénti szdéras vizsgdlata alapjan az RNU48-at valasztottuk. Az
expresszio mértékét a normalizalt értékeket Osszehasonlitdé CT (dCT) moddszerrel [178]
hatdroztuk meg.

A vizsgalati csoportok kozott szignifikdnsan eltéré expressziét mutaté mikroRNS-ek
azonositdsdhoz egyutas varianciaanalizist végeztiink, majd Scheffé és Tukey HSD post hoc
tesztek kdvetkeztek tobbszords 6sszehasonlitas céljabdl. A statisztikai elemzést SPSS 15.0 for
Windows (SPSS Inc.) programmal végeztiik.

A 16 vizsgdlt minta miRNS expreszids mintazaton alapuld hierarchikus klaszter
(cluster) analizisét a BRB Array Tools (Version 3.6.0 Stable Release, fejlesztette Dr. Richard
Simon és Amy Peng Lam) programmal végeztiik.

A phaeochromocytomdk mikroRNS expresszid mintazatat 21 paraffinos (6
sporadikus benignus, 5 sporadikus recidivalé, 5 MEN2, 5 VHL) mintan vizsgaltuk. Mivel az
FFPE mintdk mikroRNS mintazat meghatdrozasra torténé alkalmazhatdsagara vizsgalatainkat
megel6z6en nem voltak adatok, hdrom minta esetében fagyasztott-FFPE mintaparok (1
sporadikus benignus, 1 sporadikus recidivald, 1 MEN2) vizsgdlataval ellenériztik ennek

kivitelezhetGségét. A felhasznalt 8x15k Agilent Human miRNA Microarray Rel 12.0 (Agilent
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Tech. Inc.) lemezek 6sszesen 955 mikroRNS expresszidjanak parhuzamos vizsgalatat tették
lehetévé. A mikroRNS microarray soran egyszind, fluoreszcens festékkel (Cyanine 3, Cy 3)
jelolt célmolekuldkat alkalmaztunk.

100 ng teljes RNS defoszforildlasat és denaturadldsat kovet6en az RNS mintdkat
fluoreszcens festékkel jel6ltiik a miRNA Complete Labeling and Hyb Kit (Agilent Tech. Inc.)
felhasznaldsaval. A jel6lt mintdk tisztitdsa ezt kovet6en Micro Bio-Spin P-6 Column (Bio-Rad
Laboratories) oszlopokon tortént, majd hibridizaciés mixet készitettliink. A mintak microarray
lemezekhez térténd hibridizacidjdhoz az inkubaciéd 20 érdn keresztiil 55°C-on toértént. Ezt
kovet6en Triton X-102-t tartalmazo pufferrel mosas kovetkezett, majd az eredményeket az
Agilent DNA Microarray Scanner (Agilent Tech. Inc.) segitségével olvastuk le. Az
eredményeket a Feature Extraction 9.5.3 (Agilent Tech. Inc.) szoftverrel elemeztiik. A mérési
eredmények értékelése sordn az intenzitasi adatok mellett a Feature Extraction szoftver egy
haromfokozatu skdlan értékeli a mért adatok minéségét: A (,absent”) jelzést kapnak az alsé

II'

méréshatdr alatti, P (,present”) jelolést a jol mérheté és M (,marginal”) kdédot a felsé
méréshatdr feletti intenzitds értékek. Ezt kovetben a gyartd ajanlasanak megfeleléen a
GeneSpring Software 10.1 (Agilent Tech. Inc.) alkalmazdsdval a "Teljes Gén Szignal" (TGS,
"Total Gene Signal") értékeket a ,nyers” ("raw") értékek 75. percentilisére normalizaltuk, és
az alapvonalat ("baseline") az egyes array-k medidnjara transzformaltuk. Szdrési
feltételeinket az aldbbiakban hatdroztuk meg: 1.) A szignifikdns expresszids eltérést mutaté
mikroRNS-ek azonositasdat megel6z6en az altaldnosan elfogadott szlrési kritériumokat
alkalmaztuk: 1. a vizsgalt proba legaldbb egy vizsgalt csoport 6sszes mintajaban jél, illetve a
fels6 méréshatar felett legyen kimutathaté és az expresszids vdltozas mértéke ("fold
change") >2; 2.) A normalizdlt microarray adatokat a referenciaként hasznalt referencia
(,housekeeping”) mikroRNS kivalasztdsara is felhasznaltuk, amihez szigord sz(irési
kritériumot alkalmaztunk (a probanak minden mintdban jdl, illetve a fels6 méréshatar felett
kimutathaténak kellett lennie) 3.) Az FFPE mintdk hasznalhatésagdra iranyulé harom
fagyasztott-paraffinos mintaparon végzendd vizsgalatunkhoz Zhang és munkatdrsainak
ajanldsa nyomdan az array-vizsgalatok kozott (interarray) normalizalast és szlirést nem
végeztink [179].

A parositott FFPE és fagyasztott mintdk mikroRNS mintazatanak ©sszehasonlitdsa

céljdbdl a nyers TGS értékek korrelacié vizsgdlata soran a Spearman és Kendall tau non-
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parametrikus korrelacios koefficienseket a 3-3 parositott minta esetén egyenként, valamint
az FFPE és fagyasztott csoport atlagok kozott is meghataroztuk.

A mikroRNS-ek normalizdlt jelintenzitds értékeit sz(irést kovetéen GeneSpring
Software 10.1 (Agilent Tech. Inc.) segitségével hierarchikus klaszter analizisnek vetettik ala.
A statisztikai elemzést a GeneSpring Software 10.1 (Agilent Inc.) és STATISTICA 8.0 (StatSoft
Inc.) programok segitségével végeztiik el. Egyutas varianciaanalizist és Tukey HSD post hoc
tesztet haszndltunk a szignifikdnsan eltér6 expresszidot mutaté mikroRNS-ek azonositasara. A
microarray vizsgdlatot kovetd valds ideji qRT-PCR validalashoz sziikséges referencia
("housekeeping") génként alkalmazhaté mikroRNS géneket a mintdk kozott legalacsonyabb
szordast (SD) mutatd mikroRNS-ek kozil a Microsoft Office Excel 2003 program segitségével
hataroztuk meg.

A mintaszamok novelését és a szignifikdns expresszids eltérések validalasat mind a
mellékvesekéreg-daganat, mind phaeochromocytoma mintdkon Tagman prdébakkal,
kvantativ valds idejl (real time) reverz-transzkripcid polimeraz lancreakcié (qRT-PCR)

modszerrel végeztik.

4.3.2. A mikroRNS expresszios eredmények validalasa qRT-PCR modszerrel

A mellékvesekéreg-daganatok vizsgdlata soran 14 szignifikdnsan eltéré expressziét (p<0.05)
mutatd mikroRNS-t valasztottunk ki tovabbi validalas és esetszam novelés céljabdl. Ezek kozé
tartozott a statisztikailag leger6sebb 10 mikroRNS (p<0.01), valamint négy olyan tovabbi
mikroRNS (p<0.05), amelyek esetén az expresszids kiilonbségek (fold change) legaldbb
haromszorosak voltak. A validalast 6sszesen 36 ép és daganatos mellékvesekéreg széveten
(10 ép mellékvese, 10 inaktiv adenoma, 9 Cushing-adenoma, 7 carcinoma) végeztik el. Az
egyedi mikroRNS-ekre specifikus RT és real-time PCR primereket tartalmazé Tagman
MicroRNA Assay-k a kovetkez6k voltak (zardjelben a specifikus Tagman MicroRNA Assay-k
szamai): hsa-miR-181b (4373116), hsa-miR-181d (4373180), hsa-miR-184 (4373113), hsa-
miR-196b (4395326), hsa-miR-210 (4373089), hsa-miR-214 (4395417), hsa-miR-215
(4373084), hsa-miR-222 (4395387), hsa-miR-375 (4373027), hsa-miR-424 (4373201), hsa-
miR-503 (4373228), hsa-miR-506 (4373231), hsa-miR-511 (4373236) és hsa-miR-615
(4380991) (Applied Biosystems). Referencia ("housekeeping") génnek az RNU48-at
(4373383) hasznaltuk (Applied Biosystems).
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A phaeochromocytoma mintdk vizsgalata sordn a statisztikailag legerGsebb
szignifikanciat, valamint a kisérleti csoportok k6zott legnagyobb mérték( expresszios eltérést
(fold change) mutaté 6t mikroRNS-t valasztottuk ki (zardjelben a specifikus Tagman
MicroRNA Assay-k szamai): hsa-miR-139-3p (002313), hsa-miR-541 (002201), hsa-miR-765
(002643), hsa-miR-885-5p (002296) és hsa-miR-1225-3p (002766) (Applied Biosystems).
Belsé kontrollként a microarray eredményeinek elemzése alapjan legkisebb szérast mutato
hsa-miR-324-3p (002161) és a hsa-miR-320b (002844) mikroRNS-eket hasznaltuk. A
validdlast ebben az esetben is a csoportonkénti elemszam novelésével végeztiik (9
sporadikus benignus, 5 sporadikus recidivalo, 8 MEN2, 6 VHL), illetve a valds ideji PCR
vizsgalatok soran a vizsgdlatba az NF1 csoportot is bevontuk (n=5).

Mindkét mintacsoport esetében a gRT-PCR validdlas sordn els6 |épésében 10 ng
teljes RNS-b&l MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) segitségével 15 pl
végtérfogatban cDNS-t szintetizaltunk. Ezt kovet6en a gRT-PCR reakciéot TagMan Fast
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) felhasznaldsaval, 20 ul végtérfogatban
allitottuk 6ssze és a mintakat 96-lyuku lemezen, 7500 Fast Real-Time PCR System késziiléken
amplifikaltuk harom pdrhuzamos mérésével. Az amplifikaciés gorbék elemzéséhez az SDS
Programot (Applied Biosystems), és az egyes csoportok kozotti eltérések kimutatdsahoz az
osszehasonlité ddCT maddszert hasznaltuk [178].

A szignifikansan eltér6é expressziot mutatd mikroRNS-ek azonositdsahoz egyutas

variancianalizist végeztiink, amelyet posthoc tesztek (Scheffé, Fisher) kovettek.

4.3.3. MikroRNS biomarkerek azonositasa

Munkdinkban olyan mikroRNS biomarkereket kerestlink, amelyek segitségével a
mellékvesekéreg-daganatok rosszindulatusagat vagy phaeochromocytomak
recidivakészségét jelezni lehet. A potencialis biomarkerek azonositasara és hatékonysaganak
vizsgalatara SPSS 15 for Windows program felhasznaldsaval hatasfokmérd karakterisztikat

(Receiver Operating Characteristics, ROC analizis) alkalmaztunk.

63



dc_206_11

4.3.4. Teljes genom génexpresszios vizsgalatok

Mellékvesekéreg-daganatokban a mikroRNS mintazat TLDA kartydkon torténd vizsgalataval
parhuzamosan ugyanezeken a mintdkon teljes genom génexpresszids microarray vizsgalatot
is végeztink (4 ép mellékvesekéreg, 4 hormonalisan inaktiv adenoma, 4 kortizoltermeld
adenoma, 4 ACC) Agilent 4x44K microarray platformon kettGs jeldléssel. A kett8s jelolés
soran az egyes mintdk intenzitasat egységes hattér referencidhoz hasonlitottuk, amit a
vizsgalt 16 mintabdl Iétrehozott RNS keverék (,,pool”) képezett.

E vizsgdlatokhoz is teljes RNS-t izoldltunk RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen GmbH)
felhasznaldsaval. Az RNS koncentracié mérése, minéségének vizsgalata és a felhasznalt RNS-
ek mindségi kritériumai megegyeztek a fagyasztott mintdkbdl tértént mikroRNS vizsgalatok
részben részletezettekkel (4.3.1. rész).

A reverz transzkripciohoz mind az egyes RNS mintak, mind pedig a referencia minta
esetében 1 pg teljes RNS-t haszndltunk, amelyet RNA Spike-In Kittel (Agilent Tech. Inc.)
kevertlink 0ssze. A cDNS-ekbdl in vitro transzkripciés reakcid soran fluoreszcens cyanine 5
(Cy 5)-, a referencia minta cDNS-ébél pedig cyanine 3 (Cy 3)-CTP-vel (Perkin Elmer) jel6lt
CRNS-t készitettiink a Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit (Agilent Tech. Inc.)
felhasznaldsdval. A cRNS mintdkat Qiagen RNeasy Mini Spin Column (Qiagen GmbH)
oszlopokon tisztitottuk. 825 ng cyanine 5-tel jelolt cRNS mintat és azonos mennyiségl
cyanine 3-mal jelolt referencia mintat kevertiink 6ssze az Agilent Gene Expression
Hybridization Kit (Agilent Tech. Inc.) hibridizaciés reakciéhoz sziikséges komponenseivel,
majd a mintdkat a gyartd utasitdsainak megfeleléen a microarray lemezekhez
hibridizaltattuk. A microarray lemezek leolvasdasa mosast kévetéen Agilent DNA Microarray
Scanner (Agilent Tech. Inc.) segitségével tortént, majd az eredmények normalizaldsdhoz a
Feature Extraction szoftver 8.5-0s verzidjat (Agilent Tech. Inc.) hasznaltuk.

A microarray eredmények statisztikai elemzése GeneSpring GX 9.0 szoftver (Agilent
Tech. Inc.) felhasznalasaval tortént. A szignifikdns expresszids eltérést mutatd gének (fold
change > 2) azonositasahoz egyutas ANOVA moddszert hasznaltunk, majd az els6faju hiba
csokkentése céljabdl Benjamini-Hochberg tobbszords hipotézis korrekcidt végeztink. A

Tukey-féle HSD tesztet hasznaltuk post hoc tesztként.
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4.3.5. Komparativ genom hibridizacié (CGH)

Mellékvesekéreg-daganatokban a kromoszémaeltérések és génexpresszids valtozdsok
parhuzamos kimutatasa céljabol CGH vizsgdlatot is végeztiink Agilent platformon genomikus
DNS felhasznalasaval. Osszesen 4 hormondlisan inaktiv és 3 kortizoltermel§ adenoma,
valamint 4 hormontermel6 carcinoma szovetet vizsgaltunk. A fagyasztott szovetek
feldolgozasa, a DNS- izoldlas, a hibridizacié és az adatok elemzése az Agilent Technologies
105K Array 2.0 protokollja szerint tortént. A vizsgdlandd és referencia (G1521 ndi DNS,
Promega) mintak CGH105A oligo microarray chipekre tortént hibridizacidjat kévetéen az
egyes intenzitds értékek leolvasdsat és normalizdlasat Agilent Microarray Scanner és a
Feature Extraction Software (8.5 verzid) programok felhasznaldsaval végeztiik (Agilent Tech.

Inc.). Az adatok kiértékeléséhez a DNA Analytics Software-t (Agilent Tech. Inc.) hasznaltuk.

4.3.6. Egyes génekre vonatkozo génexpresszios (qRT-PCR) vizsgalatok

4.3.6.1. Mellékvesekéreg-daganatok

A hisztamin bioszintézisében, hatdsaban és lebomldsaban résztvevé fehérjéket kddold gének
expressziojat Tagman qRT-PCR-rel vizsgdltuk (Applied Biosystems) a GAPDH (glicerinaldehid-
3 foszfat dehidrogendz (Hs02758991 gl)) referencia génhez viszonyitva. A reverz
transzkripciét 1 pg RNS-bél kiindulva végeztiik a high capacity cDNA Reverse Transcription
Kit-tel (Applied Biosystems). A valds idejli PCR méréshez TagMan Fast Universal Master Mix-
et alkalmaztunk (7200 Fast Real-Time PCR, Applied Biosystems). A fenti vizsgalatainkhoz
hasonléan a GAPDH-hoz viszonyitott relativ expresszi6 meghatdrozasara itt is az
osszehasonlité ddCT maddszert hasznaltuk [178]. A mérésekhez az alabbi, génekre specifikus
TagMan Assay-ket hasznaltuk: HDC (Hs00157914_m1), HRH1 (Hs00911670_s1), HRH2
(Hs00254569_s1), HRH3 (Hs00200610), HRH4 (Hs0222094_m1), DAO (Hs00266481_m1,
Applied Biosystems, Foster City, USA). A teljes genom génexpresszids microarray vizsgalatok
validaldsa céljabdl is végeztiink valds idejl RT-PCR vizsgalatokat, ennek keretében a TOP2A
(Hs00172214 m1), IGF-2 (Hs01005963_m1) és a Toll like receptor 4 (TLR4, Hs00152939 m1)

meghatdrozasara kerilt sor a GAPDH-hoz, mint referencia génhez viszonyitva.
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4.3.6.2. Hypothalamikus GnRH-neuronok

A GnV-4 sejtvonalon a citokinek és receptorainak jelenlétét a génekre specifikus primerek
felhasznaldsdaval kvalitativ RT-PCR-rel mutattuk ki Perkin-Elmer Gene Amp PCR System 9700
késziléken. A specifikus primereket az exon-intron hatdrokra terveztiik. A PCR reakcidk
korilményeit génenként kiilon-kilon allitottuk be (2. tablazat).

Az OSM hatdsara bekovetkez6 korai gén indukcid (c-fos, Egr-1, MKP1, Myd118,
GADD45y) vizsgalata szemikvantativ RT-PCR-rel tortént az S12 riboszomalis fehérje mRNS-
éhez viszonyitva. A PCR-termékeket 2 %-os etidium bromid tartalmd agardz géleken
megfuttattuk, majd a képek denzitometrids analizisével kvantifikdltuk az eredményeket. A
GnV-4 és a primer foetalis hypothalamikus kulturak GnRH expresszidjanak meghatdrozasa
gRT-PCR-rel tortént (Roche Light Cycler) a B2-mikroglobulin referencia génhez viszonyitva

[180]. Valamennyi mérést haromszor ismételtik.

4.3.7. DNS-szekvenalas és mutacidanalizis

A phaeochromocytomdra hajlamosité 6rokl6dé daganatszindrdmak mutacidanaliziséhez
genomikus DNS-t izolaltunk teljes vérbdl, eml6s vérre kifejlesztett DNS-izolald kit
segitségével (Roche). A mutdcidok azonositdsa az exon-intron hatdrokra tervezett,
szakirodalomban kozoélt specifikus primerekkel végzett polimerdz lancreakcié (PCR) sordn
amplifikdlt DNS-szakaszok direkt szekvenaldsaval tortént. A VHL gén mindhdrom exonjat
rutinszer(ien vizsgdltuk [181], a MEN2-ért felel6s RET protoonkogén esetében a mutdciok
dontd tobbségét hordozd 10-es, 11-es, 13-as és 14-es exonok, MEN2B esetén a 15-0s és 16-
os exonok rutinszerl szekvendlasa tortént [182]. Az SDHB, SDHC és SDHD gének valamennyi
exonjat (8, 6 ill. 4 exon) és az exon-intron hatdrokat is vizsgaltuk. (SDH mutdciét hordozékat
a vizsgdlatainkba bevont phaeochromocytomas betegek k6zott nem talaltunk.)

A MEN2 szindréma genetikai vizsgdlatdban kutatasaink kezdetén még nem direkt
szekvenaldst, hanem a RET protoonkogén mutdcidinak szlirésére az exonokra specifikus PCR
reakciot kovet6en SSCP (egylancd DNS konformaciés polimorfizmus — single strand
conformational polymorphism) vizsgalatot, a mutacidk igazoldsara pedig restrikcids
enzimemésztést alkalmaztunk Dr. Wolfgang Hoéppner (Institut far Hormon und

Fertilitatsforschung, Hamburg) mddszere alapjan [183].
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2. Tablazat. A hypothalamikus GnRH-neuronok PCR vizsgdlata sordn alkalmazott primerek szekvencidi és fébb jellemzGik. bp: bdzispadr, Tapneal.:
annealing hémérséklet, CNTFR: cilidris neurotrofikus faktor receptor, IL: interleukin, OSM: oncostatin M, LIFR: leukémia gatlo faktor receptor, IL-
1Rap: IL-1 receptor jarulékos (accessory) protein, IL-1RN: IL-1 receptor antagonista, 82m: 82 mikroglobulin

Gén Szenz primer (5’-3’) Antiszenz primer (5’-3’) Termék (bp) | Tannea. (°C)
Gp130 TCAACTTGTGGAACCATGTGG TCCAACTGACACAGCATGTTC 375 53
IL-6Ra TCACAGAGCAGAGAATGGACT GTATGGCTGATACCACAAGGT 481 53
LIFRa GCCTCCTGGACTGGATAAAGGTTC ACAAACATGCTCTTCTCTGGGCC 472 53
CNTFRa CGATCCTCCAGAAAATGTGG TCAGGAGATTGTTGGCTGTG 503 54
IL-11Ra TCGGACGCTGGATGGTGTATTTG GGTTCACCTCAGTCACATTGATCCG 317 45
OSMR6 ATCCAACACCATCTGGGTGG TAAAGTCTCGGGTTTCACAGGA 518 55
IL-1R1 CCTGTGATTATGAGCCCACG CGTGTGCAGTCTCCAGAATATG 298 55
IL-1R2 AGATGAGCCAAGGATGTGGG ATCAATAGGCGTGTGGGGTCT 339 62
IL-1Rap GTGTCAAACCATCGGTCACTTG TCCATCAATGGTCCACCAGATC 350 53
IL-2Ra GTCCCCAATGCCACGTTCAAAG TCCCCACACACTGTCTTGCAGATG 417 57
IL-2RB TACAACTTGGGTGTCTGCAGCAGTG TGTGCAGGACTTGTAGGGAATGAGG 371 57
IL-2Ry AGGTCCTCATGTCCAGTGGGAATG AGATTCTCTGGAGCCCATGGGATC 343 57
IL-10Ra TCCGCTGGATGTCTATCCCAAAC AACCCTGTAAATACGGTGGTGCG 386 53
IL-1x GACCATCTGTCTCTGAATCAGA ATTCTGGAAGCTGTGAGGTGCT 291 53
IL-18 TCTCGACAAGAGCTTCAGGAAG AAGCTCATGGAGAATACCACT 321 53
IL-1RN TTTCGTTCAGAGTCAGCTGGCC GCAAGTGATTCGAAGCTGGTGG 365 55
IL-6 ATGATGGATGCTTCCAAACTGG GCCGAGTAGACCTCATAGTGACCT 342 53
osv CTGAGCACTGTGCACGCCAC CACCAGGGACCTGAGCATGG 432 55
c-fos CTGTCAACACACAGGACTTTTGCG CTTCGGATTCTCCGTTTCTCTTCC 304 54
c-jun GCCAAGAACTCGGACCTTC TCGGCGAAGCCCTCCTGC 173 53
Egr-1 TACGAGCACCTGACCACAG CTAGGCTGAAAAGGGGTTC 184 54
MKP-1 AGCTCCTGGTTCAACGAGG GTCAAGGACAGCCATGGC 291 54
Myd118 ACAACGCGGTTCAGAAGATG CCTTGGCTTTTCCAGGAATC 325 54
GADD45G GGATACAGTTCCGGAAAGCACAGC CAAACTGAGCTTCTCCAAGGCAGG 394 54
GnRH GGAAACGATCCCCAAACTGATG TCTTCTTCTGCCCAGCTTCCTC 272 55
S12 ACGTCAACACTGCTCTACA CTTTGCCATAGTCCTTAAC 312 54
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 452 55
62m GAGCCCAAAACCGTCACC GAAGATGGTGTGCTCATTG 149 54
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4.3.8. Fehérjeexpresszios vizsgalatok és a hisztamintartalom
mérése

A hisztidin dekarboxildz, hisztaminreceptorok, hisztamin N-metil transzferaz fehérjeszinti
kifejez6dését immunhisztokémidval majd Western-blottal vizsgaltuk.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn a fixdlt és formalinba d4gyazott
szovetblokkokbdl készitett metszeteket SuperFrost targylemezekre helyeztiik. Deparaffinalds
utdn mintdnként 1-1 metszetet hematoxilin-eozinnal, illetve toluidinkékkel festettiink. A
vizsgalatokat Ventana ES automata jel6l6 rendszerrel (Ventana Medical Systems Inc.)
végeztik el a gyartd protokollja szerint. A jel6léshez 1:100-hoz higitdsban nyul poliklondlis
anti-human H1RH (HRH12-A), HRH2 (HRH21-A), HRH3 (HRH32-A), HRH4 (HRH41-A, Alpha
Diagnostics International), HDC (ab37291), HNMT (ab63147, Abcam plc. és DAO
(WHO0001610M1, Sigma-Aldrich Corp.) antitesteket és iWIEW DAB Detection Kit-et (Ventana
Medical Systems Inc.) alkalmaztunk. A szévettani elemzést és a fényképfelvételeket Nikon
Eclipse i80 mikroszképpal (Nikon Spot Advanced Program) végeztiik. Pozitiv kontrollként
emberi vastaghél és gyomorfal metszeteket hasznaltunk.

A hisztaminnal kapcsolatos fehérjék Western-blotja sordn a szévetmintakat lizis
pufferben emésztettiik, majd 15 pg hdbdenaturalt és P—merkaptoetanollal kezelt
fehérjemintat toltottliink 10% ready gel Tris-HCL gélbe, amelyet a futtatdst kovetéen PVDF
membranra (Bio-Rad Lab.) blottoltunk. Elsédleges antitestekként az immunhisztokémiai
vizsgalatokban is hasznalt ellenanyagokat hasznaltuk 1 pg/ml koncentracidban, kontrollként
nyul anti-B-aktin antitestet (A5060, Sigma-Aldrich Corp.) hasznaltunk. Peroxiddz konjugalt
kecske poliklondlis anti-nydl 1gG antitestet (Sigma-Aldrich Corp., USA) alkalmaztunk
masodlagos antitestként 0.1 upg/ml-es koncentracidban. A vizsgalatainkban hasznalt
antitestek specificitdsat kordbbi vizsgalatokban, blokkold peptidek felhasznaldsaval
bizonyitottak [16]. A fehérjék relativ mennyiségének meghatarozasahoz a roéntgen filmen
mért denzitas értékeket az azonos mintdban mért B-aktin denzitdshoz viszonyitottuk. A
felvételek kiértékeléséhez a Fluorchem 8000 képelemzé rendszert és a Chemimager 5500
képelemzé software-t haszndltuk (Alpha Innotech Corp.).

A GnV-4 sejtvonalon mitogén aktivalta protein kindz (MAPK/Erk) jelatviteli ut
citokinek hatdsara bekovetkezd aktivalédasat a foszforilalt és teljes Erkl/2-re specifikus

monoklondlis ellenanyagok (Cell Signaling Technology) segitségével Western-blottal
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mutattuk ki. Mintanként azonos mennyiség( fehérjét vittlink fel, 10 %-os SDS-PAGE gélekre,
majd polivinilidén-difluorid membranra (Hybond-P) vittik at és ECL reagenssel (Amersham)
vizualizaltuk. A blottok denzitometridja Typhoon rendszerrel tortént a foszforilalt fehérjék
denzitasanak teljes fehérjék denzitdsdhoz viszonyitasaval (Amersham).

A mellékvesekéreg-daganat mintak hisztamin tartalmanak meghatdrozdsa ELISA
modszerrel tortént. A méréshez 100 mg mintdt homogenizaltunk 0,2 M perkldérsav és 1 M
kalium-borat felhaszndlasaval. A széveti hisztamin koncentracié méréséhez EIA Histamine
Kit-et (Beckman Coulter Inc.) alkalmaztunk. A fényelnyelés vizsgalatat 405 nm-en microplate

olvasd felhaszndlasaval végeztik (Multiskan MS Labsystems).

4.3.9. Bioinformatikai vizsgalatok
4.3.9.1. A mikroRNS-ek célpontjainak, biologiai jelentoségének vizsgalata

4.3.9.1.1 A szignifikans expresszids eltérést mutatdé mikroRNS-ek
potencidlis cél mRNS-einek azonositasa bioinformatikai
modszerekkel mellékvesekéreg-daganatokban

A mellékvesekéreg-daganatok valamint a kiilonb6z6 tipusd phaeochromocytomadk kozott
szignifikdnsan eltér6 expressziét mutatd mikroRNS-ek szobajové cél mRNS molekulait
kiilonb6z6 in silico target predikcids algoritmusok segitségével vizsgdltuk. Mivel jelenleg
nincsen egyértelmd allasfoglalds az egyes target predikcidos adatbazisok alkalmazasat
illetéen, ezért munkaink soran a leginkabb elterjedt algoritmusok eredményeit egyittesen
vettik figyelembe.

A mellékvesekéreg-daganatok esetében a mikroRNS-ek potencialis célpontjainak

azonositdsdra a TargetScan 4.2 (www.targetscan.org), Pictar (www.pictar.org) és miRBase

Targets Version 5 (www.mirbase.org) algoritmusokat haszndltuk, mig a

phaeochromocytomak vizsgalata sordn a TargetScan ujabb verziéjat (Release 5.1) és a

kordbban miRBase néven ismert MicroCosm Targets Version 5 (www.ebi.ac.uk/enright-

srv/microcosm) adatbazisokat hasznaltuk. Mivel a PicTar algoritmus a phaeochromocytomak

kozott szignifikdnsan eltéré mikroRNS-eket nem vizsgdlja, igy phaeochromocytomak esetén

csak a TargetScan és MicroCosm Targets alkalmazasara nyilt lehet6séglink.
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A fenti algoritmusok eredményeinek Osszevetésére Microsoft Visual FoxPro 9.0
segitségével egy Uj adatbaziskezel6 programalkalmazast hoztunk létre. A
programalkalmazdassal lehetséges egy adott mikroRNS fenti algoritmusok altal meghatarozott
Osszes potencialis célmolekuldjat azonositani, és hozzad tudjuk rendelni az mRNS
célpontokhoz a kilénb6z6 algoritmusok altal szamitott valdszinliségi pontszamokat

(,score”), s6t arra is alkalmas, hogy az adatbdzisok kdzott atfedd célpontokat kijeldlje.

4.3.9.1.2. A  bioldgiailag relevans cél mRNS-ek bioinformatikai
madszerekkel torténo azonositasa mellékvesekéreg-

daganatokban — SZOVETSPECIFIKUS TARGET PREDIKCIO

Az in silico target predikciés algoritmusok altal meghatarozott potencialis cél mRNS-ek
bioldgiai relevancidjanak jobb megkozelitése érdekében szovetspecifikus modszert
dolgoztunk ki a parhuzamosan végzett teljes genom mMRNS expresszios eredmények
felhasznalasaval, amelyhez kétlépcsds bioinformatikai elemzést alkalmaztunk.

Ennek elsé Iépéseként kiszlirtiik azon mRNS-eket a potencidlis mRNS-ek listajabdl,
amelyek a vizsgalt szovetekben nem fejez6dnek ki, mivel ezek nem dllhatnak mikroRNS
szabdlyozas alatt. A szlirés elvégzéséhez a fent emlitett, dltalunk kifejlesztett adatbaziskezeld
alkalmazast hasznaltuk. Az mRNS expresszié hidanyanak meghatdrozasahoz az aldbbi
szubjektiv szlrési kritériumokat hasznaltuk: 1.) A négy mintat magaban foglald vizsgalati
csoportban egynél tébb mintdban a nyers jelintenzitds értéke az alsé méréshatar alatti volt.
2.) Az adott gén nyers jelintenzitds értéke a csoporton belil kevesebb, mint harom minta
esetében haladta meg az 50-es percentilist. A 16 vizsgalt minta esetében szamitott 50-es
percentilisek atlaga jelentésen meghaladta a hattér intenzitast.

Mdsodik |épésben a mikroRNS-ekkel ellentétes iranyban valtozd6 mRNS-eket
kerestiink. Ennek elméleti alapjat az irodalmi attekintésben részletezett megfigyelések
jelentik, amelyek szerint a mikroRNS-ek hatdsa emlGsokben is elsGsorban a cél mRNS-ek
lebomlasa nyoman jon létre, igy a bioldgiailag relevans mRNS célpontok azonositdsat a
parhuzamosan elvégzett nagy ateresztGképességli mikroRNS és mRNS expresszios
vizsgalatok segithetik. Ezek alapjan a vizsgalt szovetben fokozottabban kifejezett mikroRNS-
ek cél mRNS-ei csokkent, mig a csokkent expresszidju mikroRNS-ek célpontjai nagyobb

mértékben fejez6dnek ki. A mikroRNS-ek bioldgiailag relevans, szovetspecifikus
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célmolekuldinak azonositasa érdekében, az adott mikroRNS-sel ellentétes iranyban valtozd
expresszioju cél mRNS-ek azonositdsdra torekedtliink. Ehhez a Géncsoport Dusulasi

vizsgalatot (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis) hasznaltuk (www.broad.mit.edu) [160].

A GSEA-t a kisérleti csoportok 6sszes lehetséges pdrositasa esetén elvégeztiik. Ezek
soran génlistakat hoztunk létre, amelyek az adott két kisérleti csoport kdzott szignifikans
expresszios eltérést mutatdé mikroRNS-ek szovetspecifikusan szlrt, potencialis célpontjait
tartalmaztak. Az ép mellékvese vs. carcinoma 6sszehasonlitdsban 5, az inaktiv adenoma vs.
carcinoma valamint a kortizoltermel6 adenoma vs. carcinoma parositasban 4-4, az ép
mellékvese vs. kortizoltermel6 adenoma 0Gsszehasonlitasban pedig egy génlistat hoztunk
létre. A GSEA szoftver felhaszndldsa sordan a fokozott expressziot mutatdé mikroRNS
ellentétesen valtozd, csokkent expresszidju cél mRNS-eit a rangsorolt lista aljan kerestiik
(alulexpresszalt gének) a ,Futé Dusuldsi Erték” ("Running Enrichment Score") 0-tél valé

maximalis negativ eltérésénél hizva meg a hatarértéket (6. abra).

hsa-miR-511 Enrichment plot: HSA-MIR-511
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6. dbra: A szignifikansan fokozott kifejez6désii mikroRNS-sel ellentétes iranyban vdltozo
MRNS célpontok azonositdsa a GSEA algoritmus segitségével

A kortizoltermel6 adenoma csoportban a carcinomdkhoz viszonyitva szignifikansan fokozott
expresszios eltérést mutatdo hsa-miR-511-rel ellentétes irdnyban vdltozé cél mRNS-ek
kivdalasztdsa. CPA: kortizoltermel6 mellékvesekéreg-adenoma; ACC: mellékvesekéreg-
carcinoma; NA: ép mellékvese; IA: hormondlisan inaktiv mellékvesekéreg-adenoma.
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Alulexpresszalt mikroRNS-ek esetén pedig forditva, a ,Futd Dusuldsi Erték” 0-tél vald
legnagyobb mértékl pozitiv eltérésénél huztuk meg a hatart, aminek kovetkeztében a

rangsorolt lista tetején elhelyezked6, fokozott expresszidju géneket tudtuk azonositani.

4.3.9.1.3. Utvonalelemzés

A szignifikdns  expresszids eltérést mutatd mikroRNS-ek mellékvese-daganatok
patogenezisében jatszott szerepének tisztdzdsara a szovetspecifikus target predikcids
modszerlinkkel azonositott cél mRNS-ek utvonalelemzését végeztik.

A mellékvesekéreg-daganatok vizsgdlata sordn a vizsgalati csoportok Osszes
lehetséges Osszehasonlitdsa soran feldllitott sz(irt mikroRNS célpontok listdit elemeztik

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 7.1 szoftver (Ingenuity Systems; www.ingenuity.com)

segitségével. A phaeochromocytomak esetében a paraffinos blokkok felhasznaldsa miatt
parhuzamos mRNS expresszidos mintdzat meghatdrozasra nem volt lehet&ségiink ezért a
szignifikdnsan eltér6 mikroRNS-ek potencidlis mRNS célpontjainak meghatdrozdsa tisztan
bioinformatikai Uton tértént a kilonbdzé csoportok kozotti dsszehasonlitdsban (VHL vs.
sporadikus benignus, VHL vs. sporadikus recidivald, VHL vs. NF1, MEN2 vs. VHL, MEN2 vs.
sporadikus benignus, MEN2 vs. sporadikus recidivdld, MEN2 vs. NF1, sporadikus recidivald

vs. sporadikus benignus). Ennek sordn az IPA szoftver Ujabb, 8.5 verzidjat hasznaltuk.

A  molekuldris és bioinformatikai vizsgalatok munkafolyamatanak fébb |épéseit

mellékvesekéreg-daganatok esetén a 7. abra, phaeochromocytomdk esetén a 8. dabra

mutatja be.
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7. dbra: A mellékvesekéreg-daganatok molekuldris (mikroRNS, mRNS) és bioinformatikai
vizsgdlatdra kidolgozott médszer munkamenetének dbrdzoldsa

miRNS: mikroRNS; IA: hormondlisan inaktiv adenoma,; CPA: kortizoltermel6 adenoma; ACC:
mellékvesekéreg-carcinoma; GSEA: Gene Set Enrichment Analysis; qRT-PCR: kvantitativ
reverz transzkripcio-PCR.
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8. dbra: A phaeochromocytomdk mikroRNS expresszios mintdzatanak és ennek
patogenetika jelentéségének vizsgdlatdra alkalmazott mddszeriink munkamenetének
dbrdzoldsa

SR: sporadikus recidivalo; SB: sporadikus benignus; VHL: von Hippel-Lindau-szindromadhoz
tarsuld; MEN2: multiplex endokrin neoplasia 2-es tipusdhoz tdrsulo;, NF1: 1-es tipusu
neurofibromatosishoz tdrsulé phaeochromocytoma
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4.3.9.2. mRNS microarray és citogenetikai adatok funkcionalis genomikai
metaanalizise mellékvesekéreg-daganatokban

Egy sajat fejlesztésli bioinformatikai megkozelitést alkalmaztunk a génexpresszids
eredmények metaanaliziséhez és ezeknek a citogenetikai adatokkal torténé korrelacid
vizsgalatdhoz. Ennek soran tébb, mar kordbban is leirt és hasznalt bioinformatikai mddszert
sajat szempontjaink szerint alkalmaztunk az interneten elérhetd adatbazisok, valamint sajat

eredményeink elemzésére. A teljes munkamenetet a 9. dbra mutatja be.

Szévetmintak II CGH vizsgalat

mRNS microarray

Gene Set Genexpresszio novekedes, illetve GSEA eredmények
Enrichment dsszevetése a citogenetikal
_ Analysis (GSEA) vizsgalatok eredmeényeivel

Gene expression
Omnibus (GEO)

Az irodalomban fellelhetd
citogenetikai (FISH, CGH)

~ ViZsgalalox ereamenyel

i
Genespring GX
10.0

mRNS microarray
adatok statisztikai

Vo) e

Génexpresszios valtozasok,
amelyek hatterében

WeE Y RIIIASAL BILRTE S SMADIN

Szignifikans
genow;ossﬂbs

AN0<aSOK

Inge}nuﬂy Pathway
_ Analysis (IPA)

Utvonal analizis

Mellékvesekéreg daganatok
patomechanizmusaban lényeges
szerepe! jatsz6 utvonalak
kivalasztasa

Végeredmeny

9. dbra: A génexpresszios és citogenetikai vizsgdlatok metaanalizise sordn alkalmazott
mddszerek folyamatabrdja.

4.3.9.2.1. A felhasznalt microarray adatok

A génexpressziés (mRNS) microarray vizsgalatok metaanaliziséhez elsé |épésben két

szabadon elérhet6 internetes microarray adatbazisbél (GEO és ArrayExpress)
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Osszegyljtottliik az eredeti, nyers expressziés adatokat, majd ezek Ujracsoportositasa utan
sajat szempontjaink szerint végeztlink statisztikai elemzést. A nyers génexpresszids adatok
négy tanulmanyban [43, 44, 184 és sajat vizsgdlatunkban] voltak elérhetGek, és ezekben
Osszesen 164 daganatmintdt (97 adenoma és 67 carcinoma) és 18 normalis mellékvesét
vizsgaltak. Sajat mintdinkon a génexpresszios valtozdsok citogenetikai eltérésekkel térténd
kdzvetlen korrelacidja céljdbdl a génexpresszids microarray mellett citogenetikai (CGH)

vizsgalatokat is végeztiink (3. tablazat).

Elérés szam L
Publikacio . on | Microarray platform hormonalis Daganatok
(Accession N°) -
profilja
Affymetrix Human 5 normalis
Ye és mtsai. [184] | GEO: GDS2860 | Genome U133 Plus mellékvese
2.0 Array 10 APA 10 ACA
de Reynieés és ArrayExpress: Affymetrix Human ) 58 ACA
mtsai. [44] E-TABM-311 Genome U133 Plus Nem ismert
' 2.0 Array 34 ACC
9 normalis
mellékvese
91A
; 5 CPA 21 ACA
Giordano és mtsai. GEO: GAZ?(;:?:B( 1';:”;12
[43] GSE10927 7 APA
2.0 Array .
17 hormonalisan
inaktiv ACC
29 ACC
12 hormon-
termel6 ACC
4 normalis
mellékvese
o GEO: Agilent Whole 41A
Sajat vizsgalatunk GSE14922 Human Genome 4x 8 ACA
44K Array 4 CPA
4 hormon-
termel6 ACC 4 ACC

3. tdblazat: A metaanalizisben felhaszndlt szabadon elérheté microarray vizsgdlatok
jellemzéi. Réviditések: ACA: mellékvesekéreg-adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma, IA:
hormondlisan inaktiv adenoma, CPA: kortizoltermel6 adenoma, GEO: Gene Expression
Omnibus
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Irodalomkutatas (PubMed, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) soran tovabbi

tanulmanyokat is taldltunk, azonban ezekben az eredeti microarray adatok nem voltak
szabadon elérhet6k, ezért ezekbdl a kozleményekben szerepl6 génlistakat gydjtottik ossze.
E tanulmanyok esetében nem volt lehetséges sem a mintdk Ujracsoportositasa, sem Uj
statisztikai elemzés végzése. A génlistak tanulmanyozasaval tovabbi 30 normalis mellékvese,
182 adenoma és 91 carcinoma eredményeit tudtuk metaanalizisiinkbe bevonni (4. tablazat).
A génlistdkon Ingenuity Pathway Analysis segitségével Utvonalelemzést készitettiink.

A kromoszomalis valtozdsokra vonatkozé adatokat 10 tanulmanybdl [185-194]
gy(jtottik 6ssze. Ezekben fluoreszcens in situ hibridizacidval (FISH) és CGH-val mutattak ki
kromoszémaeltéréseket 6sszesen 87 adenoma és 124 carcinoma szovetben.

Osszesen 22 tanulmdny felhasznalasaval 42 normalis mellékvese, 350 adenoma és
270 carcinoma mMRNS expresszids, illetve citogenetikai eredményeit vontuk be meta-

analizistinkbe.

4.3.9.2.2. A génexpresszios adatok statisztikai elemzése és a Géncsoport
Dusulasi Vizsgalat (GSEA)

A Genespring GX 10.0 programot (Agilent Tech. Inc., Santa Clara, CA, USA) hasznaltuk a
szignifikdns expresszids valtozdst mutatd gének kivalasztasahoz. A statisztikai elemzés soran
a vizsgdlatok felépitése alapjan egy- és kétutas ANOVA-t, Tukey-féle post hoc tesztet, ill. t-
probat hasznaltunk. A statisztikai elemzést megel6z6en, a vizsgdlt gének szamdanak
csokkentése érdekében kiszlrtiik azon géneket, amelyek valtozasanak mértéke a vizsgalt
csoportok kozott kétszeresnél kisebb volt. Az dlpozitiv esetek szamanak csdkkentéséhez
Benjamini-Hochberg tobbszords korrekciot (FDR<0.25) hasznaltunk. A vizsgalati csoportok
kozott  szignifikdns  expresszids valtozast mutatd gének listdit ezt kovetben
utvonalelemzésnek vetettik ald, valamint a kromoszomalis eltérésekkel torténé korrelacio
céljabal Géncsoport Dusulasi Vizsgdlatot (GSEA, GSEA Software v2.0

(www.broadinstitute.org/gsea) is végeztink.
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4. tablazat: A metaanalizisiinkben felhaszndlt azon microarray vizsgdlatok legfébb adatai, ahol az eredeti microarray adatok nem voltak
elérhetéek. Ezekben az esetekben a vizsgdlandé génlistdkat a tabldzatban bemutatott szempontok szerint a szerzék dltal k6261t eredményekbdl
vdlasztottuk ki. Roviditések: ACA: mellékvesekéreg-adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma, APA: aldoszterontermelé adenoma, CPA:
kortizoltermelé adenoma, IA: hormondlisan inaktiv adenoma.

< . T Gének
Publikacio Mintak megoszlasa Génlistak leirasa !
szama
. [ . 3 normadlis mellékvese, 4 Szignifikans génexpresszids valtozasok a nem-ACC (normalis mellékvesék és ACA)
. 192
Giordano és mtsai. [36] ACA, 11 ACC és ACC csoportok kozott (http://oncomine.org) 9
VeIézquez-F.ernéndez és 13 ACA, 7 ACC Az ACA és ACC szovetek Iszbttllegnagyo?b expres,szic’)s novekedést, illetve 30
mtsai. [49] csokkenést mutato 15-15 gén
Szignifikans génexpresszids valtozdsok a normalis mellékvese és ACA szbvetek 42
. , 10 ali llék , 10 Szignifikans génexpresszids valtozasok a normalis mellékvese és ACC szovetek
Slater és mtsai. [50] norrr;‘acz Tg AeC g ese g g P . 148
’ Szignifikans génexpresszids valtozasok a ACA és ACC szovetek kozott 74
Szignifikans génexpresszids valtozasok a gyermekkori ACA és ACC szovetek kozott 52
Fernandeszanwer és 74 ACA, 11 ACC QRT-PCR-rel ellen6rzott sngmﬂka']'ns gene?fp'r'esszms valtozdsokaz ACA éa ACC 19
mtsai. [45] szovetek kozott
Fernandez:Ranwer és 43 ACA, 11 ACC A 11913 kromoszomarégié sz[gn|f|kans“express%|o"s valtozds mutate génjei az ACA 25
mtsai. [46] és ACC szovetek kozott
, . 7 normalis mellékvese, 5 Szignifikans génexpresszids valtozdsok a gyermekkori mellékvesekéreg tumorok
West és mtsai. [195 . . O . (L Lo 1019
i. [195] ACA, 18 ACC (ACA és ACC) és a normalis mellékvesék kozott
Szignifikans génexpresszids valtozasok a nem-ACC (normalis mellékvesék és ACA) 262
. ) és ACC csoportok kozott
Laurell és mtsai, [196] 4 normalis mellékvese, 17
aurefl €s misat. ACA, 11 ACC Szignifikans génexpresszids valtozasok az IA és APA szovetek kozott 378
Szignifikans génexpresszids valtozasok az CPA és APA szovetek kdzott 377

Soon és mtsai. [39]

6 normals mellékvese, 16
ACA, 12 ACC

Szignifikans génexpresszids valtozasok a nem-ACC (normalis mellékvesék és ACA)
és ACC csoportok kozott
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A GSEA soran a ,cl: positional gene sets” génlistakat hasznaltuk. Az elérhet6 386
génlista minden olyan kromoszémarégiot tartalmaz, amely jelen ismerteink szerint legalabb
egy gént kddol. A statisztikai elemzéshez a szignifikancia szintet p<0,05 és a FDR-t <0,25-re

allitottuk be [197].

4.3.9.2.3. A szabadon elérhet6 génexpressziés (mRNS) microarray adatok
és az irodalomban kozolt citogenetikai eltérések korrelacidja

A kovetkezd |épésben megkiséreltiik azon géneket azonositani, amelyek expresszids
valtozasainak hatterében kromoszomalis eltérések allnak. Ennek sordan a GSEA
eredményeibél kivalasztottuk azon kromoszémarégiokat, amelyeken a felll-, illetve
alulexpresszalt gének szignifikdnsan dusultak és az adott kromoszomarégid eltéréseit az
irodalmi adatok is aldtdamasztottak.

Ezt kovet6en a GSEA Software v2.0 Leading Edge Analysis (LEA) moduljanak
segitségével kivalasztottuk a kromoszémarégidk azon génjeit, amelyek a vizsgalt csoportok
kozott a legnagyobb expresszids kilonbséget mutattdk. A vezet6élbe (,Leading Edge”)
tartozd gének a szignifikdns expresszidos dusulds f6 alkotéelemeit jelentik, amelyek a
legnagyobb expresszids valtozasoknak felelnek meg az adott kromoszémarégién [160, 197].
E mddszer révén azonosithattuk azon géneket, melyek expresszids valtozadsainak hatterében

kromoszomalis okok allnak, és e génlistakat utvonalelemzésnek vetettiik ala.

4.3.9.2.4. Az azonos mintakon, parhuzamosan végzett génexpresszios
(mMRNS) microarray és CGH Vvizsgalatok eredményeinek
korrelacioja

Mivel a korabbi vizsgdlatokban a génexpresszidos és citogenetikai vizsgdlatokat nem
ugyanazon mellékvesekéreg mintakon végezték, a génexpresszids és citogenetikai valtozasok
korrelaciéja csak kozvetetten volt lehetséges. A kozvetlen korreldcid lehetévé tétele
érdekében sajat mintainkon parhuzamos mRNS microarray és CGH vizsgdlatot végeztiink,
amelynek mddszere a fentieknek megfelel6en zajlott. Ennek soran a GSEA-t sajat microarray
adatainkon végeztiik el, majd a szignifikdns dusuldst mutatd kromoszomarégidk génlistai
koziil azokat vontuk ,vezet6él elemzés” (Leading Edge Analysis) ala, amelyek esetén az adott

kromoszémarégid eltérése a parhuzamos CGH vizsgalattal is kimutathaté volt. E
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megkozelitéssel ki tudtuk valasztani azon géneket, amelyek expresszids valtozasainak
hatterében az adott mintdkban egyidejlileg kimutathaté kromoszémaaberracidk allnak. E

génlistakon is Utvonalelemzést végeztiink.

4.3.9.3. Szekvenciavariansok in silico keresése

Az in silico genomikai vizsgdlatok soran a multiplex endokrin neoplasia 1-es és 2-es tipusaért
felelés gének (MEN1 gén és RET protoonkogén), a gliikokortikoidreceptor, a szteroidhormon
bioszintézisben és lebontdsban szereplS fehérjék génjeinek és a hisztamin bioszintézisében,
hatdsdban és lebontdsdban szerepet jatszé fehérjék génjeinek szekvencia variansait a BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov) program segitségével a publikus

szekvenciak vizsgalataval kerestiik. A kddold szekvencidk vizsgadlatdhoz az nr (nem redundans
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB szekvenciak) és a htgs (high throughput genomic sequences)
adatbazisokat hasznaltuk, mig a nem kddolé szekvencidk analiziséhez a Human Genome
adatbazist. A glikokortikoidreceptorban azonositott szekvenciavariansok potencialis
funkcionalis kovetkezményeit hdromdimenzids molekuldris modellezéssel vizsgaltuk. Az

abrakat a Swiss-Pdb Viewer és POV-Ray programok segitségével allitottuk el6 [198].
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. Mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS expresszios mintazatanak
vizsgalata

A mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS expresszids mintazatat TLDA kartyakon vizsgaltuk 4
vizsgalati csoportban, csoportonként 4 mintan (n=16): ép mellékvesekéreg, hormondlisan
inaktiv. adenomdk, kortizoltermel6 adenomdk és kortizoltermel6 rosszindulatu
mellékvesekéreg-carcinoma (ACC) csoportokban. A TLDA kartyak 365 human mikroRNS és
két referencia gén (RNU44 és RNU48) vizsgalatat tették lehet6vé.

A ciklus kiszobértékek (CT) szérdsdnak vizsgdlata alapjan a legkisebb szérast mutaté
RNU48 kis molekulasulyd RNS-t valasztottuk referencia (housekeeping) génnek. Osszesen 22
szignifikdnsan valtozé mikroRNS-t talaltunk (ANOVA, p < 0.05). A 22 szignifikdns expresszids
eltérést mutaté mikroRNS-t és a vizsgdlt 16 mintat a normalizdlt mikroRNS expresszids
eredmények alapjan hierarchikus klaszter (cluster) elemzésnek vetettiik ala, amelynek soran
az azonos csoportba tartozé mintdk egyiltt csoportosultak. A 10. dbran lathaté mikroRNS
expresszios hétérkép ("heat map") a klaszter elemzés eredményét mutatja be.

A 22 szignifikdnsan eltéré mikroRNS kozll 14 mikroRNS (hsa-miR-181b, hsa-miR-
181d, hsa-miR-184, hsa-miR-196b, hsa-miR-210, hsa-miR-214, hsa-miR-215, hsa-miR-222,
hsa-miR-375, hsa-miR-424, hsa-miR-503, hsa-miR-506, hsa-miR-511, hsa-miR-615)
validdlasat végeztiik el valds idejl qRT-PCR-rel és ennek soran a vizsgalati mintak szamat is
megnoveltik (n=36: 10 ép mellékvesekéreg szovet, 10 hormondlisan inaktiv és 9
kortizoltermel6 adenoma, valamint 7 kortizoltermel6 ACC).

A 14 mikroRNS koziil hat validalasa sikertlt (hsa-miR-184, hsa-miR-210, hsa-miR-214,
hsa-miR-375, hsa-miR-503 és hsa-miR-511) (11. abra).

Ez a sikerességi arany hasonlé ahhoz, amit mas munkacsoportok is elértek az 1-es
verzidju TLDA kartya eredményeinek validalasa soran [199]. E gyenge validalasi hatékonysag
hatterében tapasztalataink szerint elsGsorban technikai problémak allhatnak. Ezek kozé
tartozik a mintak bet6ltésének pontatlansaga és a centrifugdlas egyenetlensége, valamint a

kartyan belili technikai parhuzamosok hianya.
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miRNS P.érték
hsa-miR-210 0.0000
hsa-miRS511 0.0000
hsa-miR-375 0.0010
hsa-miR-424 0.0010
hsa-miR615 0.0010
hsa-miR-181d 0.0020
hsa-miR-181b 0.0040
hsa-miR-196b 0.00s0
hsa-miR-184 0.0020 hsa-miR-215
hsa-miR-214 0.0100 hsa-miR-210
hsa-miR-376a 0.0110 hsa-miR-181b
hsa-miR-299-5p | 00130 ::"m":g':gld
hsa-miR-506 0.0150 hsa-miR-376a
hsa-miR-503 0.0190 hsa-miR-192
hsa-miR-222 0.0200 hsa-miR-196b
hsa-miR-192 0.0230 :Ss:ﬂ:zi)gg
hsa-miR-491 0.0300 hsa-miR-503
hsa-miR-365 00410 hsa-miR-615
hsa-miR-485-5p 0.0430 hsa-miR-375
hsa-miR-215 0.0450 ’ 232::-33
hsa-miR-342 0.0460 hsa-miR-491
hsa-miR-30e-3p 0.0500 hsa-miR-511

hsa-miR-342
hsa-miR-365
hsa-miR-30e-3p

hsa-miR-299-5p

hsa-miR-485-5p

10. dbra: A mellékvesekéreg-daganatokban szignifikansan eltéré kifejezédést mutato
mikroRNS-ek listaja (A) és hétérképe (B). Roviditések: NA: ép mellékvese; IA: inaktiv
adenoma; CPA: kortizoltermel6 adenoma; ACC: kortizoltermel6 mellékvesekéreg-
carcinoma.A piros szin az expresszio fokozdddsdt, a zéld az expresszio csékkenését, a sziirke
pedig a nem kimutathaté miRNS-eket jeléli.

Az utébbi problémat kikiszobolhetnénk a mintdk ismételt lemérésével, de
koltséghatékonysagi okokbdl inkdbb a szignifikdnsan valtozé mikroRNS-ek expresszidjanak
»gold standard” mddszerét, a valds idejlii gqRT-PCR-rel torténd validalasat valasztottuk a

mintak szamanak egyidejl novelésével [200, 201].
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11. abra: A mellékvesekéreg-daganatok k6zétt szignifikansan eltérd, 6 validalt mikroRNS
expresszios vdltozdsai.

Az dbrdn az ép mellékvese szévetekhez viszonyitott relativ mikroRNS expresszios vdltozdsokat
(ddCT) tiintettiik fel az egyes csoportokban (dtlag+SEM). NA: ép mellékvese; IA: inaktiv
adenoma; CPA: kortizoltermel6 adenoma; ACC: mellékvesekéreg-carcinoma. *: egyutas
ANOVA, p < 0.05, post hoc teszt: Scheffé.

(A) ACC-ban fokozott (B) ACC-ban cs6kkent expresszioju miRNS-ek.
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Eredményeinket 0sszesitve a hsa-miR-184 és hsa-miR-503 kifejez6dése szignifikansan
nagyobb mértékl volt a rosszindulatu daganatokban az ép mellékvesekéreg szovethez és
benignus adenomakhoz viszonyitva, mig a hsa-miR-210 kifejez6dése a kortizoltermeld
carcinomadkban szignifikdnsan magasabb volt a kortizoltermel6 adenomdakhoz képest. A hsa-
miR-184 kizarélag rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatokban fejez6do6tt ki. A hsa-miR-214
és hsa-miR-511 expresszidja szignifikdnsan csokkent volt a tobbi csoporthoz képest a
rosszindulatu daganatokban. A hsa-miR-375 expresszidja ugyanakkor az ép szévetekben volt
szignifikdnsan magasabb a kortizoltermel6 adenomdkhoz és a carcinomakhoz viszonyitva. Az
onkogén-tumorszuppresszor kett6sség fogalmat a mikroRNS-ekre is alkalmazva [114], a hsa-
miR-184, hsa-miR-503 és hsamiR-210 onkogén, mig a hsa-miR-214, hsa-miR-511 és hsa-
miR-375 tumorszuppresszor funkcidjui mikroRNS-nek tarthaté mellékvesekéreg-
daganatokban.

E hat szignifikdnsan eltér6 kifejez6dést mutatd mikroRNS élettani és daganatbioldgiai
jelent&ségérdl tobb adat ismert. A hsa-miR-375 szerepet jatszik az emberi hasnyalmirigy
fejlédésében [202], és az az inzulin bioszintézis és a gliikdz altal stimulalt inzulin szekrécid
szabdlyozasaban is részt vesz [131]. A hsa-miR-375 fokozott kifejez6dése egérben a pancreas
B-sejtek szamanak csokkenése nyoman diabetes mellitusra vezethet, ami antiproliferativ
hatdsat jelzi [203]. Sejtproliferaciot gatld, tumorszuppresszor jellegli hatasat tobb daganat
mikroRNS  expresszidés  vizsgdlata tamogathatja, mivel hasnydlmirigy  ductalis
adenocarcinomaban [204], gyomor carcinomaban [205] és squamosus nyel6cs6-
carcinomdban is csOkkent expresszidjat irtak le [206]. Vizsgdlatainkban is csokkent
kifejez6dését észleltiik a kortizoltermel6 mellékvesekéreg-daganatokban. Ezzel szemben a
hsa-miR-375 kifejez6dését prosztatarakban fokozottnak talaltak [207], ami a mikroRNS-ek
szovetspecifikus hatasanak példajaként szolgalhat, ugyanis egy adott mikroRNS egyik
szdvetben tumorszuppresszor, masikban onkogén hatasu is lehet. Erdemes megemliteni azt
a megfigyelést is, hogy a hsa-miR-375 kifejez6dését szignifikdnsan alacsonyabbnak talaltdk a
B-katenin mutacié talajan kialakuld jo- és rosszindulatu hepatocelluldris carcinomakban a
vad tipusu daganatokhoz viszonyitva. A 6-katenin és a hsa-miR-375 kozott kovetlen
kolcsonhatas is lehetséges [208], ami kilonodsen érdekes lehet arra tekintettel, hogy a Wnt-

B-katenin utvonal a mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében is nagy fontossagu [5].
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A mellékvesekéreg-carcinomdakban eredményeink szerint csokkent kifejez6dés(i hsa-
miR-511 expresszid csokkenését a petefészek serosus carcinomdiban és endometroid
carcinomdkban is kimutattdk [209]. A vizsgdlataink szerint mellékvesekéreg-carcinomakban
tumorszuppresszornak mindsitheté hsa-miR-214 csokkent expresszidjat cervix-carcinomdaban
is igazoltak [210]. Szemben a mellékvesekéreg- és cervix-carcinomakban észlelt csokkent
kifejez6désével, a hsa-miR-214 szamos mads daganatban fokozott kifejez6dést mutat, igy
onkogén hatasu lehet (pancreas-, szajliregi squamosus, petefészek-, gyomor-carcinoma
[211-214], ami ismét a mikroRNS-ek szovetspecifikus hatdsat tdmasztja ala.

A fokozott kifejez6dést mutatd, mellékvesekéreg-daganatokban onkogénnek
mingsitheté hsa-miR-503 bioldgiai jelent6ségét tobb in vitro vizsgalatban tanulmanyoztak.
Az in vitro megfigyelések els6sorban a hsa-miR-503 sejtszaporodast gatld, differencidlédast
elésegité hatasat jelzik: 1. colon carcinoma és osteosarcoma sejtvonalakon a hsa-miR-503 a
G1/S ellen6rzéponton a ciklin-dependens kindz 2 (CDK2) ativalasdahoz sziikséges CDC25A
foszfatdz poszttranszkripcios gatlasaval a sejtciklus blokkjat eredményezte [215]; 2. egér
myoblast sejtek és a THP-1 human leukaemia sejtvonal differencidlédasat indukalta [216]. A
hsa-miR-503 és a ciklin D1 (CCND1) kozott kozvetlen kapcsolatot is kimutattak [216].
Mindezen megfigyelések a hsa-miR-503 tumorszuppresszor funkcidjara utalnak, ugyanakkor
sajat eredményeink mellett mas daganatok vizsgalata soran tett megfigyelések is onkogén
hatdsat jelzik. Retinoblastoma szévetekben a hsa-miR-503 kifejez6dése tobb mint négyszeres
emelkedettséget mutatott az ép retina szovetekhez képest [217]. Mellékpajzsmirigy
carcinomdkban is fokozott kifejez6dését irtak le [146].

Mellékvesekéreg-carcinomakon tett megfigyeléseinkhez hasonléan a hsa-miR-184
fokozott kifejez6dést mutatott a nyelv squamosus sejtes carcinomajaban [218] és prosztata
carcinomaban [219], ugyanakkor egy masik vizsgalatban az utébbi daganatban csokkent
expressziojat talaltak [220]. Csokkent expresszidjat igazoltak vildgossejtes veserdkban [221],
és neuroblastomaban [222, 223] is.

Eredményeink szerint a hsa-miR-210 szignifikdnsan magasabb expressziét mutatott a
kortizoltermel6 mellékvesekéreg-carcinomakban a kortizoltermel§ adenomakhoz képest. A
hsa-miR-210 szoros kapcsolatban all a kilonb6z6 hypoxids 4dllapotokkal, ami a
mellékvesekéreg-carcinomak sajatossaga is [224]. A hsa-miR-210 szerepét szdmos folyamat
szabdlyozasaban vetették fel, igy az angiogenezis, sejtciklus és az energiametabolizmus

folyamataiban is. Mellékvesekéreg-carcinomaban az érujdonképz6dés szabalyozdsaban
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alapvet6 fontossagu vaszkularis endotelidlis névekedési faktor (VEGF) kifejez6dése fokozott
mértékd [225]. Eml6daganatokban a hsa-miR-210 kifejez6désat a VEGF expresszidval, a
hypoxia és az angiogenezis mértékével hoztak dsszefliggésbe [226]. A hsa-miR-210 fokozott
kifejez6dését szdmos mas daganatban, igy glioblastomaban, melanomaban, vilagossejtes
veserakban és tlid6rakban is leirtak [226]. Fontos kérdésként meriil fel, hogy a hsa-miR-210
fokozott kifejez6dése a hypoxia kovetkeztében kialakulé mdsodlagos eltérés, vagy a
daganatok kialakulasdban alapvetdé onkogén tényez6. A helyzetet tovabb bonyolitjdk azon
megfigyelések is, hogy e mikroRNS fokozott expresszidja humdan pancreas és fej-nyak
carcinoma sejtvonalon a tumorsejtek novekedésének gatlasat eredményezte [226], igy egyes
szovetekben tumorszuppresszor hatasu is lehet. Erdekes kdvetkeztetésekre adhat alapot az a
megfigyelés is, hogy a hsa-miR-210 génje a 11p15.5-6s I6kuszon taldlhatd, ugyanott, ahol a
mellékvesekéreg-carcinoma patogenezisében alapvet6 jelent6séglinek tartott [IGF-2
géncsoport is elhelyezkedik [5]. Nem zarhatd ki annak lehet6sége, hogy a hsa-miR-210 és az
IGF-2 expresszidjanak mellékvesekéreg-carcinomara jellemz6 novekedése kozott kapcsolat
lehetséges.

Mint az el6z6ekbdl lathatd, szamos megfigyelés tamasztja ald a mikroRNS-ek
szovetspecifikus hatasat, ami megmagyarazza azt a jelenséget, hogy egy adott mikroRNS az
egyik szovetben tumorszuppresszor, mig a masikban onkogén hatasu is lehet. Mindezek
alapjan célszerlinek tinik, hogy a mikroRNS-ek hatasanak felderitéséhez a cél mRNS-ek

azonositdsat szovetspecifikus moédszerrel kiséreljiik meg.

5.1.1. A mellékvesekéreg rosszindulatusagat jelz6  mikroRNS
biomarkerek azonositasa

A mikroRNS-ek tobb daganat osztdlyozasaban és rosszindulatu viselkedésének
megallapitasaban bizonyultak hasznosnak. Egyes esetekben mikroRNS markerek segitségével
olyan daganatok jo- és rosszindulatu formai is elkiilonithet6k, amelyek esetében a szovettani
vizsgalat nehézségekbe (tkozik (pl. pajzsmirigy follicularis adenoma és carcinoma) [145].
Mivel a mellékvesekéreg-daganatok esetében is gyakran nehéz a szévettani vizsgalat alapjan
a rosszindulatisag kérdésének eldontése, megvizsgaltuk a mellékvesekéreg-carcinomak és
egyéb mellékvesekéreg szovetek kdzott legnagyobb cikluskiiszob kilénbséget (deltaCT (cycle

threshold)) mutatd harom mikroRNS (hsa-miR-184, hsa-miR-503, hsa-miR-511) és ezek
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kombinacidinak  biomarkerként torténé  alkalmazasi lehetGségét  hatasfokméré
karakterisztikdval (ROC analizis). A gorbe alatti terliletek (Area Under the Curve=AUC)
meghatarozasa sordn a dCThsamirs11 (AUC=0.985), a dCThsamir-511-dCThsa-mir-503 (AUC=0.995)
valamint a dCThsa-mir-511-dCThsa-mir-184 (AUC=0.970) bizonyult a rosszindulatusag eldontésére
alkalmas biomarkernek (12. abra). A jo- és rosszindulati daganatok elkiilonitésére
legalkalmasabb markernek a hsa-miR-511 és a hsa-miR-503 expresszidés kilonbsége
bizonyult: a diagnosztikai dontési szintet (cut-off-ot) 1,4-re beadllitva (mellékvesekéreg-
carcinoma a diagndzis, ha az adott mintdban a dCThsamir-511-dCThsa-mirs03 = 1.4) 100%-0s
érzékenységgel és 97%-os fajlagossaggal jelzi a rosszindulatusagot. Ez az eredmény
gyakorlati szempontbdl is nagy jelent6ségli lehet. Mivel vizsgalatunkban Osszesen csak 7
rosszindulatu mellékvesekéreg-daganat vizsgdlatara volt médunk, e biomarker gyakorlati
alkalmazasahoz tovabbi nagyobb elemszdamu, fliggetlen mintacsoporton végzett megerdsitd

vizsgalatok sziikségesek.

dCT miR-511 dCT miR-511 - dCT miR-184 dCT miR-511 - dCT miR-503
1o} | 1.0 R 1.0+ |
w081 [ w08{[ » 081 |
-g 0.6 I g g 0.6 [
g AUC=0.985 g AUC=0.970 g" AUC=0.995
£ 04- £ 0.4/ g 04
N N N
o o o
0.2 0.2 0.2
o,o-l- R e ] 0 0-+— — 0.0 =
00 02 04 06 08 1.0 00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0
1-Specificitas 1-Specificitas 1-Specificitas

12. dbra: A mellékvesekéreg-carcinomdk elkiilonitésére legalkalmasabb mikroRNS
biomarkerek hatdsfokméré karakterisztika (ROC) gorbéi.

dCT: cikluskiiszéb kiilbnbség (delta cycle threshold, RNU48-ra normalizdlt CT érték); AUC:
ROC gérbe alatti teriilet (Area Under the Curve).
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5.1.2. Osszevetés mas munkacsoportok eredményeivel

Eredményeink kozlését kovetben tovabbi négy a mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS
expresszidjat vizsgdld tanulmany latott napvilagot [227-230]. Ezek kozil harom feln6ttkori,
egy pedig gyermekkorban manifesztdlédd daganatokat vizsgalt.

Soon és mtsai. microarray technikdval 27 sporadikus mellékvesekéreg-adenoma, 22
sporadikus carcinoma és 6 ép mellékvesekéreg szovet mikroRNS expresszids profiljat
vizsgaltak [227]. 23 mikroRNS szignifikdns expresszids eltérését igazoltdk a jo- és
rosszindulatd daganatok kozott. Bar a szignifikdnsan eltér6 mikroRNS-ek szama e
tanulmanyban és vizsgalatunkban igen hasonlé (23 ill. 22), minddssze két mikroRNS volt a
két listdban kozos (a carcinomdkban fokozott kifejez6dést mutatéd hsa-miR-503 és hsa-miR-
181b). Soon és mtsai. tanulmanydban a mellékvesekéreg-daganatok ép mintakkal torténd
Osszehasonlitdsa soran csupan két mikroRNS expresszidja kiilonb6zott szignifikdnsan: a hsa-
miR-7 és a hsa-miR-129-3p egyarant csokkent mértékben fejez6dott ki a daganatokban az ép
szovetekhez képest. Négy szignifikansan valtozé mikroRNS (hsa-miR-335, hsa-miR-483-5p,
hsa-miR-195, hsa-miR-7) validalasat végezték el gRT-PCR-rel, amelynek soran bels6
kontrollnak sajat munkankhoz hasonléan az RNU48-at alkalmaztak. A hsa-miR-195 csdkkent,
mig a hsa-miR-483-5p fokozott expresszidjat a mellékvesekéreg-carcinoma kedvezétlen
kimenetelével hoztak 6sszefliggésbe [227].

Soon és mtsai, valamint sajat eredményeink kozotti kilonbségek hatterében tobb
tényez6 dllhat. Bar Soon és mtsai. nagyobb mintaszdmu csoportokat vizsgdltak, az egyes
daganatok hormontermelS6 képességét nem vették figyelembe. Ezzel szemben sajat
vizsgdlatainkban a mellékvesekéreg-adenomdkon bellil hormonalisan inaktiv és
kortizoltermel6 daganatokat kiulonboztettink meg és valamennyi mellékvesekéreg-
carcinoma mintank kortizoltermel6 daganatbdl szarmazott. Ismert, hogy mind a j6-, mind a
rosszindulati  mellékvesekéreg-daganatokban kimutattak gliikokortikoidreceptorokat,
amelyek fokozott kifejez6dését mutattak ki mellékvesekéreg-carcinomdakban [231].
Munkacsoportunk eredményei szerint a glikokortikoidok befolydsolhatjak a mikroRNS
expresszios mintazatot mellékvesekéreg sejtvonalon [Butz H és Patdcs A, személyes kozlés].
Véleménylnk szerint, a hormontermelést a daganatok mikroRNS expresszids vizsgdlata
soran célszerd ezért figyelembe venni. A masik fontos kiilonbség a két vizsgalat kozott, hogy

vizsgdlatunkban a kontrollként hasznalt ép mellékvese mintdk rosszindulaty vesedaganat
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miatt operalt betegektdl szarmaztak, mig Soon és mtsai-tanulmanyaban a mellékvesekéreg-
adenoma melletti épnek mindgsitett mellékvesekéreg szovetet hasznaltak fel. Papillaris
pajzsmirigy carcinomak vizsgdlata soran igazoltdk, hogy a carcinomaval szomszédos,
szOvettanilag épnek minGsitett szovetben a hsa-miR-221 a tumorszévethez hasonldan
fokozott expressziét mutatott [144]. Felmerillhet annak a lehet6sége, hogy Soon és mtsai.
tanulmanyaban azért észleltek csekély kilonbséget az ép és daganatos mellékvesekéreg
szovetek mikroRNS expresszids profiljdban, mert ez a jelenség mellékvesekéreg-daganatok
esetében is el6fordulhat.

Patterson és mtsai. vizsgalataban 26 jo- és 10 rosszindulatu mellékvesekéreg-daganat
(hormonalisan inaktiv és kortizoltermel6) mikroRNS expresszidos mintdzatat hasonlitottak
Ossze egészséges donorokbdl szarmazd ép mellékvesekéreg szovetekkel [229]. Itt is 23
szignifikdnsan eltér§ expressziot mutatd mikroRNS-t azonositottak, amelyek kozul 18
csokkent (koztik a hsa-miR-214), 5 pedig fokozott mértékben fejez6dott ki mellékvesekéreg-
carcinomadkban. Valés idejd qRT-PCR-rel validaltdk a hsa-miR-483-5p fokozott, valamint a
hsa-miR-195 csokkent expresszidjat. A rosszindulatu daganatok markereként a hsa-miR-483-
5p expresszidjanak vizsgdlata 100%-os pozitiv és 92%-os negativ prediktiv értékkel birt (80%-
os érzékenység és 100%-os fajlagossag). Erdekes molekuldris mechanizmus lehet8ségét veti
fel az a megfigyelés, hogy a hsa-miR-483-5p génje az IGF-2- gén 2-es intronjaban talalhato,
ami a két gén koz0s szabdlyozasanak lehet6ségére utalhat [229].

A legujabb kozleményben Schmitz és mtsai. [230] 4 ép mellékvese, 9
mellékvesekéreg-adenoma, 4 carcinoma és 3 tavoli attét mikroRNS expresszids mintazatat
vizsgaltak TagMan kdrtya felhasznaldsdval. Vizsgalatukban formalin fixalt, paraffinos (FFPE)
blokkokat hasznaltak, ami mellékvesekéreg-daganatokban is igazolja ezek alkalmazhatdsagat
a mikroRNS mintazat vizsgalataban. Egy 38 mikroRNS-bél 3all6 készlet segitségével a
mellékvesekéreg-carcinomakat sikeresen tudtak elkiiloniteni az adenomaktdl. E mikroRNS
készletben megtalalhatd a vizsgalatunkban is azonositott hsa-miR-511, hsa-miR-503, hsa-
miR-214 és hsa-miR-215, amelyek expresszidja a mi eredményeinkkel azonos maédon
valtozott. A hdrom legnagyobb expresszids eltérést mutatdé mikroRNS valds idejd gRT-PCR
validaldsaval a hsa-miR-139-3p, a hsa-miR-675 és a hsa-miR-335 csokkent kifejez6dését
talaltak rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatokban [230].

Erdemes még megemliteni a negyedik, gyermekkori mellékvesekéreg-daganatok

vizsgdlatara vonatkozd tanulmanyt [228]. E tanulmanyban 26 mikroRNS expresszidja
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mutatott szignifikans eltérést a mellékvesekéreg-daganatokban (6 fokozott, 20 cs6kkent
kifejez6désli). A hsa-miR-195 szignifikdnsan csokkent, mig a hsa-miR-483-5p szignifikansan
fokozott kifejez6dést mutatott a rosszindulati daganatokban [228], ami egyezik Soon és
mtsai illetve Patterson és mtsai megfigyelésével [227, 229]. Az Aaltalunk vizsgalt
mellékvesekéreg-carcinomdakban észlelt eltérésekhez hasonldéan a hsa-miR-375 és a hsa-miR-
214 csokkent, a hsa-miR-503 pedig fokozott kifejez6dést mutatott a gyermekkori
mellékvesekéreg tumorokban. A hsa-miR-99a és hsa-miR-100 csokkent kifejez6dését
igazoltak, és in vitro kisérletekkel kimutattdk, hogy ezek az IGF-1IR - mTOR (mammalian
target of rapamycin) utvonal mikodését befolyasolhatjak. Ezek alapjan felmeril ezen
Utvonal terdpids befolydsoldsanak lehet6sége is [228].

E négy tanulmany és sajat vizsgalatunk valds ideji qRT-PCR mddszerrel validalt
eredményeit 6sszehasonlitva viszonylag kevés datfedést taldlunk. Osszesen 6t olyan
mikroRNS-t (hsa-miR-483-5p, hsa-miR-195, hsa-miR-100, hsa-miR-125b, hsa-miR-214, hsa-
miR-375, hsa-miR-503) taldlunk, amelyek szignifikdns expresszids kilonbségeit legalabb két
tanulmanyban validaltdak. Ennek hatterében szerepet jatszhatnak az eltéré csoportositasi
szempontok, az alacsony mintaszam, a metodika és statisztikai mddszerek kilonbségei.
Mindezek alapjan tovabbi, nagy elemszamu, flggetlen vizsgalati csoportokon végzendé
vizsgdlatokra van szikség ahhoz, hogy a mikroRNS-ek expresszios mintdzatara és
biomarkeként torténd alkalmazdsukra vonatkozd, a gyakorlatban széleskorlien haszndlhaté

ismeretekre tehesslink szert.
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5.2. Uj médszer kifejlesztése a mikroRNS-ek cél mRNS-einek azonositasara
(szovetspecifikus target predikcio) és utvonalelemzés mellékvesekéreg-
daganatokban

Bar a mikroRNS expresszid eltérései patogenetikai eltéréseket jelezhetnek, bioldgiai
jelent6ségiik igazolasahoz ezek cél mRNS-einek azonositdsa szlikséges. A szamitdgépes
predikcids algoritmusokkal in silico azonositott cél mRNS-ek szama tul nagy és ezek biolégiai
relevancidja nem ismert. A mellékvesekéreg-daganatokban igazolt hat szignifikdns mikroRNS
pontencialis cél mRNS-eit harom predikciés algoritmussal (Targetscan, Pictar és MiRBase)
vizsgdltuk. Mivel jelenleg nincsen egyértelm(i 4dllasfoglalds az egyes algoritmusok
hatékonysagat illetéen, a hdrom algoritmus eredményét integraltuk egy sajat fejlesztésu
adatbaziskezel$ alkalmazas segitségével. igy a hat mikroRNS-re 6sszesen 17868 potencialis
MRNS-t keriilt azonositasra, ami az 6sszes mRNS-re vetitve is tekintélyes szamot jelent. Mivel
egy adott mRNS-t a hat mikroRNS koziil tobb is szabalyozhat, ez 6sszesen 13147 kilonb6z6
cél mRNS-t jelent. A miRBase 7140, a TargetScan 11336, a PicTar pedig 667 szébajové cél
MRNS-t azonositott a hat szignifikdans mikroRNS-nek megfeleléen. A cél mRNS-ek koziil 1275
mutatott legalabb két algoritmus kozott atfedést, ami az 6sszes szobajovs célpont 7%-at
teszi ki.

Ahhoz, hogy az in silico kivalasztott cél mRNS-ek kozul kivalaszthassuk azokat,
amelyek bioldgiailag relevansak lehetnek, egy uj, szévetspecifikus modszert dolgoztunk ki,
amely ugyanazon mintakon végzett parhuzamos mikroRNS és mMRNS expresszids

mintazaton alapul.

5.2.1. Teljes genom génexpresszids vizsgalatok

Ugyanazon a 16 mintdn, amelyben a mikroRNS-ek kifejez6désének mintdzatat TLDA
kartydkkal vizsgdltuk, teljes genom génexpresszids (MmRNS) microarray vizsgalatot is
végeztink Agilent 4x44 K kartyakon. A 4 vizsgalati csoportban 614 gén mutatott szignifikans
expresszios eltérést (p<0,05). Ezek kozott tobb, mar korabban leirt gént taldltunk, pl. a
mellékvesekéreg-carcinomaban fokozott expressziét mutatd /IGF-2-t, a topoizomeraz 2A-t
(TOP2A) [36], amelyeket valds idejli RT-PCR-rel mi is validalni tudtunk. A sejtciklus
szabdlyozasaban kulcsfontossdgu szerepet jatszé ciklin B2 (CCNB2) kifejez6dését

mellékvesekéreg-carcinomakban tébb mint 14-szeresnek talaltuk a masik harom csoporttal
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Osszehasonlitva. A tovabbi sejtciklust szabalyozd gének kozil a cell division cycle 2 és 25C
(CDC2 és (CDC25C) expresszidjat szintén szignifikdnsan magasabbnak taldltuk
mellékvesekéreg-carcinomakban az ép szovethez és benignus adenomdkhoz képest. Ezzel

szemben a CDKN1C szignifikans expresszid csokkenést mutatott a carcinoma csoportban.

5.2.2. A cél mRNS-ek korének sziikitése a teljes genom génexpresszios
eredmények felhasznalasaval

Az mRNS mintazat alapjan kisz(irhet6k azon mRNS-ek, amelyek nem expresszalédnak, igy
nem allhatnak mikroRNS-ek altali szabdlyozas alatt. A microarray alapjan nem
expresszaldodé mRNS-eket a potencidlis cél mRNS-ek korébdl kiszlirve, a hat szignifikansan
valtozé mikroRNS sz6bajovo cél mRNS-einek szamat szamottevéen tudtuk csokkenteni (5.
tablazat).

Masodik lépésben a szébajovs cél mRNS-ek korét ugy csokkentettiik tovabb, hogy a
mikroRNS-ekkel ellentétes valtozdst mutatdé mMRNS molekuldkat kerestiink. Ujabb
eredmények alapjan ugyanis, a mikroRNS-ek hatdsa dont6éen az mRNS-ek lebomlasan
keresztlil érvényesiil [124, 125], mialtal az mRNS mintazat jél tiikrozi a mikroRNS-ek hatasat:
az adott mikroRNS expressziéjanak fokozddasa a cél mRNS expresszidjanak csokkenésével jar

és forditva. GSEA maddszerrel kerestiik az eltérd valtozast mutatd mRNS-eket.

Osszes Osszes prediktalt
miRNS | TargetScan | PicTar | miRBase | prediktalt szovetspecifikus célpont

célpont NA 1A CPA ACC
miR-184 609 17 1164 1683 771 906 905 909
miR-503 1547 NP 1225 2617 1359 | 1642 | 1635 | 1573
miR-511 3045 NP 1064 3945 2295 | 2615 | 2658 | 2536
miR-214 3874 528 1427 5252 2870 | 3463 | 3470 | 3367
miR-375 1790 107 1158 2871 1537 | 1781 | 1804 | 1744
miR-210 471 15 1102 1500 687 793 807 784

5. tablazat: A szignifikdns expresszids eltérést mutato 6 mikroRNS harom algoritmus dltal
azonositott célpontjainak valamint a négy vizsgdlati csoportban expresszalédo,
szévetspecifikus cél mRNS-einek szama; NA: ép mellékvese; IA: inaktiv adenoma; CPA:
kortizoltermel6 adenoma; ACC: mellékvesekéreg-carcinoma; NP: nem prediktalt (=nem
vizsgalt).
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A GSEA-t a négy vizsgalati csoport valamennyi olyan dsszehasonlitasdban elvégeztik,
ahol szignifikdans mikroRNS expresszios eltérést tudtunk kimutatni. Az ép mellékvese vs.
mellékvesekéreg-carcinoma 0©sszehasonlitdsban 6sszesen 1306, az inaktiv adenoma vs.
carcinoma 0Osszehasonlitaisban 647, a kortizoltermel6 adenoma vs. carcinoma
Osszehasonlitasban 570, mig az ép mellékvese vs. kortizoltermel6 adenoma parositds esetén
451 ellentétes iranyban véltozd, szovetspecifikus targetet tartalmazé listakat kaptunk, és
ezzel a sz6bajové mRNS célpontok halmazat 6sszesen kb. 700-ra sikeriilt cs6kkenteni, ami
mar egy viszonylag jol kezelheté mennyiség.

A szovetspecifikus predikciés modszeriinkhéz hasonld megkdzelitéseket nemrégiben
mas munkacsoportok is kdzoltek. A Gennarino és mtsai. altal kifejlesztett HOCTAR (Host
Gene Oppositely Correlated Targets) program azt a megfigyelést haszndlja ki, hogy a
mikroRNS-eket kdédold gének gyakran a fehérjét kodolé gének intronikus szakaszain
helyezkednek el, igy ezek a mikroRNS-ek az ket hordozé gének részeként keriilnek atirasra.
A HOCTAR alkalmazdsa sordn azt tételezik fel, hogy a mikroRNS-t hordozd gének és a
mikroRNS cél mRNS-ek expresszidja ellentétes irdnyban valtozik. A HOCTAR az eddig hasznalt
target predikcids algoritmusokkal szemben megbizhatébbnak bizonyult a mar kordbban
validdlt mikroRNS-mRNS kolcsonhatdsok azonositdsa terén [232]. Médszerlinkkel 6sszevetve
e moddszer hatranya lehet, hogy az adott szovetben nem kozvetlenil vizsgdlja a mikroRNS
expresszidos mintazatot, és csak az intronikus elhelyezkedésli mikroRNS-ek célpontjainak
azonositdsara nyujt lehetGséget. Egy masik mddszer, a GenMiR++ (Generative Model for
miRNA Regulation) algoritmus a kilonb6z6 szévetekben parhuzamosan elvégzett mRNS és
mikroRNS expresszids microarray vizsgalatok eredményei alapjan ellentétes expresszids
eltérést mutaté mikroRNS-mRNS kolcsonhatdsok felderitését célozza [233]. E megkodzelités
nagyban hasonlit a mi mddszeriinkh6z, de komoly eltérés, hogy a a GenMiR++ csak a
TargetScan algoritmus eredményeit hasznalja, mig a mi mddszeriinkben harom kiilénb6z6
"in silico" algoritmus eredményeinek vizsgdlatara van lehet6ség. A mi mddszeriinkben e
mellett nemcsak az ellentétes irdnyban valtozd mikroRNS-mRNS expresszids kiilonbségeket
tudjuk kimutatni, hanem a nem kifejez6dé mRNS-ek kiszlirésével a bioldgiailag relevans

célpontok korét tovabb szlkithetjiik.
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5.2.3. Utvonalelemzés a szovetspecifikus target predikcié eredményei alapjan

A fenti moddszerrel azonositott szovetspecifikus potencidlis cél mRNS-eket IPA
utvonalelemzésnek vetettik ald, ami a mellékvesekéreg-carcinomak ép mellékvese
szovetekkel tortén6é 0Osszehasonlitdsa sordan a sejtciklus G2-M szabalyozé pontjanak
karosoddsat jelezte a mellékvesekéreg-carcinomaban, mint a mikroRNS-ek altal elsé helyen
befolyasolt patogenetikai utat. Meg kell azonban jegyezni, hogy e potencidlis mikroRNS-
medidlt hatdsok csak bioinformatikai predikcidk, amelyek igazoldsdhoz tovabbi, kisérleti
vizsgalatok sziikségesek.

A mikroRNS célpontok Utvonalelemzése mellett a teljes genom génexpresszios
vizsgalat mRNS eredményeinek Utvonalelemzését is elvégeztiik, ami hasonld eredményre
vezetett.

Mindezek alapjan a sejtciklus G2-M szabdlyozé pontjanak karosoddsa mind az mRNS-
ek szintjén, mind pedig a mikroRNS-ek szintjén a mellékvesekéreg-carcinoma
patogenezisének alapvetd jelentéségl patomechanizmusat jelenti, vagyis az mRNS szinten
észlelt eltérések egy részéért a mikroRNS-ek megvaltozott expresszidja lehet felel6s (13.
dbra).

A sejtciklus G2/M ellenérzépontjanak karosodasa szamos daganat patogenezisében
alapvet6 jelent8ségl eltérés [234]. Mellékvesekéreg-carcinomaban szamos génexpresszids
eltérést azonositottak, ami a sejtciklus zavarat jelzi. Sporadikus mellékvesekéreg-
carcinomaban a G1/S atmenet szabalyozdsanak zavarat, szamos ciklin és ciklinekkel
kapcsolatos gén expresszids eltérést irtak le (fokozott CCND1 expresszio, a CDKN1C-t kédold
gén funkcidvesztése, fokozott CCNE és G1-specifikus ciklin-dependens kindz (CDK2, CDK4)
kifejez6dés) [235, 236]. Génexpresszidés microarray vizsgdlatunk sordn a mellékvesekéreg-
carcinomaban tobb, a G2/M ellendrz6pont szabdlyozasaban szerepld fehérjét kddold gén
(ciklin B (CCNB1, CCNB2), a CDC2, a CDC25B, a CDC25C és TOP2A) fokozott kifejez6dését
talaltuk az ép szovetekhez viszonyitva. Mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalakon (SW-13,

H295R) szamos kisérleti eredmény tdmasztja ala a sejtciklus eltéréseinek szerepét [237, 238].
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13. dbra: Az utvonalelemzés eredménye: sejtciklus G2/M ellenérzépontjdnak kdrosoddsa
mellékvesekéreg-carcinomdkban.

Az egyes fehérjék kozotti vonalak és nyilak az ismert molekuldris kélcs6nhatdsokat jelzik. A
hdromszégek a mellékvesekéreg-carcinoma és ép mellékvese mintdk kézétt szignifikdans
expresszios eltérést mutatd mikroRNS-eket jel6lik. Piros: szignifikdns expresszio névekedés;
rézsaszin: nem szignifikans mértékii expresszio fokozddds; sététzold: szignifikdns expresszio
cs6kkenés; vildgoszold: nem szignifikans mértékii expresszio csékkenés.

A sejtciklus szabdlyozasaban szerepl6 SCF (SKP1/CUL1/F-box protein) komplex tobb
tagjanak fokozott kifejez6dését talaltuk mellékvesekéreg-carcinomakban. Az SCF komplex
aktivitasanak fokozédasat szdmos daganat patogenezisével hoztak 6sszefliggésbe [239]. A
génexpresszids microarray eredményeink szerint a sejtek DNS karosoddasra adott valaszdban
szerepet jatszd, TP53 dltal szabalyozott Reprimo (RPRM) a mellékvesekéreg-carcinoma
szovetekben szignifikansan csokkent kifejez6dést mutatott. Az RPRM fokozott kifejez6dése a
sejtciklus G2 fazisban kialakulé blokkjat eredményezi [240], ami alapjan felmeril, hogy
kifejez6désének csokkenése a mellékvesekéreg-carcinoma sejtek szaporodasaban jatszhat

szerepet.



dc_206_11

E sejtciklus szabalyozdsaban résztvevé gének mikroRNS-ek altali szabalyozasat nem
mellékvesekéreg eredetli sejtvonalakon mar igazoltak. A CCND1 mRNS lebomldsdban nem-
kissejtes tiidé carcinoma sejtvonalon a hsa-miR-34a [241], fej-nyak carcinoma és vese
epithelidlis sejtvonalon pedig a hsa-miR-503 jatszik szerepet [217]. A mellékvesekéreg-
carcinomaban csokkent kifejez6dést mutaté CDKNI1C gatlasaban glioblastoma sejtvonalon a
hsa-miR-221 [242], mig a a CDK4 poszttranszkripcidos szabdlyozdsdban a hsa-miR-124
jelent6ségét igazoltak [123].

Vizsgalataink alapjan lehetségesnek tiinik, hogy a mellékvesekéregben a sejtciklus
G2/M ellenérzépontjat a mikroRNS-ek is szabalyozzak, azonban ezek a mikroRNS-ek nem
azonosak a mas széveteken validalt mikroRNS-ekkel. Ez a megfigyelés ismét a mikroRNS-ek
szovetspecifikus hatdsat tdmasztja ald. Fontos azonban ismét hangsulyozni, hogy a
vizsgalatainkban kimutatott mikroRNS-mRNS kdlcsonhatasok csak bioinformatikai
modszerekkel azonositott kapcsolatok, igy ezek aldtamasztdsdhoz kisérletes validalasuk
sziikséges. Mindazonaltal in silico médszerink alkalmazhatdsagat jelzi az a tény, hogy az
utvonalelemzés eredményei mellékvesekéreg-carcinomakban mind transzkripcids, mind
poszttranszkripcids szinten a G2/M ellen6rzépont karosodasanak jelentGségére utalnak és

ezt a kés6bbiekben ismertetett metanalizisiink eredményei is alatdmasztani latszanak.
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5.3. Phaeochromocytomdak mikroRNS expresszios mintazatanak vizsgalata

A mikroRNS-ek expresszids mintazatat sporadikus benignus, MEN2 és VHL talajan kialakult
benignus, valamint primer recidivdld phaeochromocytomak formalinban fixalt, paraffinos
szovetblokkjaibdél (FFPE) izolalt RNS-mintdkban vizsgaltuk. A kisméretld mikroRNS-ek
stabilabbak és joval ellenallébbak, mint az mRNS-ek, igy mas szbveteken végzett vizsgalatok
alapjan a mikroRNS-ek kifejez6dési mintazatat paraffinos szévetblokkokbdl izolalt mintakbdl
is hatékonyan lehet tanulmanyozni [179, 243, 244].

Mint varhatd volt, a fagyasztott mintakbdl izolalt teljes RNS sokkal jobb min&ségl volt
(RIN: 7,7-9,0), mint az FFPE mintdkbdl nyert RNS. Az RNS-lebomlds mértéke a
phaeochromocytoma FFPE mintdkban megegyezett (RIN: 2,0-4,0) mas szovetek FFPE mintain
végzett vizsgalatok eredményeivel [179, 245].

Annak érdekében, hogy a phaeochromocytomak esetében is bizonyitsuk az FFPE
mintdk alkalmazhatésdgat a mikroRNS mintdzat vizsgdlatara, korrelacids vizsgalatot
végeztiink harom phaeochromocytomabdl szarmazd FFPE és fagyasztott mintaparban. Ennek
soran magas korreldciés koefficienseket észleltlink (Spearman koefficiens 0.7-0.93, Kendall
tau korrelacidos koefficiens 0.58-0.85) (14. abra), aminek alapjan megallapithaté, hogy a
paraffinos mintakbol készitett RNS-izolatumok alkalmasak a mikroRNS expresszio
vizsgalatara phaeochromocytomadkban is, ami e ritka daganatok vizsgalatat megkonnyitheti.

Miutan igazoltuk az FFPE mintdk alkalmazhatdésagat a phaeochromocytomak
mikroRNS expresszids mintdzatdnak vizsgalatdra, 21 mintan (6 sporadikus benignus, 5
sporadikus recidivalo, 5 MEN2 és 5 VHL) végeztiink mikroRNS microarray vizsgalatot 8x15K
Agilent platformon. A szignifikdansan kilonb6z6 mértékben kifejez6d6 mikroRNS-ek
validaldsdra és a mintaszdm novelésére gRT-PCR-t haszndltunk. (Rosszindulatu
phaeochromocytoma minta sajnos nem allt elegend6 szamban rendelkezésiinkre.)

A microarray vizsgalat eredményeinek elemzése sordn 478 olyan mikroRNS-t
talaltunk, amelyek legaldbb az egyik vizsgalati csoportban 100%-ban kimutathatdak voltak.
Ezek kozott 309 olyan mikroRNS-t azonositottunk, amelyek a vizsgdlati csoportok kozott

legaldbb kétszeres mértékben eltéré expresszidét mutatott (fold change > 2).
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14. dabra: A mikroRNS expresszio korreldciojanak vizsgdlata azonos betegekbél szarmazo
FFPE és fagyasztott mintapdrjaiban (scatter plot)

A: sporadikus benignus, B: sporadikus recidivald, C: MEN2 —h6z tdrsult phaeochromocytomdk
FFPE és fagyasztott mintdinak mikroRNS expresszids adatai, D: az FFPE és fagyasztott
csoportok (n=3) mikroRNS expresszids dtlagai (,scatter plot”)

A négy kisérleti csoportot a 309 mikroRNS normalizalt intenzitds adatai alapjan
hierarchikus klaszter analizisnek vetettlik ald, amelynek eredményei alapjan a sporadikus
recidivalé daganatok mintazata tért el legnagyobb mértékben a tobbi csoporttdl (15. abra).
A microarray vizsgalat statisztikai elemzését (egyutas ANOVA, p< 0.01; majd Tukey HSD post
hoc teszt), mind a GeneSpring 10.1, mind a Statistica 8.0 programmal elvégeztilk. A
GeneSpring 16, mig a Statistica 14 szignifikdnsan valtozé mikroRNS-t taldlt, amelyek kozil 11

volt atfedé (6. tablazat).
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15. abra: A hierarchikus klaszter elemzés
eredménye (hétérkép) a kiilonb6z6 tipusu
phaeochromocytomdk mikroRNS expresszios
mintdzata alapjan

SR: sporadikus recidivalé; SB: sporadikus
benignus; VHL: von Hippel-Lindau
szindromdhoz  tdrsulé; MEN2: multiplex
endokrin neoplasia 2-es tipusdhoz tdrsulo
phaeochromocytoma.

piros: fokozott, kék: csékkent expresszid,

sdrga: vdltozatlan expresszio

——|

SR MEN2 SB VHL

A sporadikus benignus vs. VHL phaeochromocytoma 6sszehasonlitasaban 2, a
sporadikus benignus vs. sporadikus recidivalé daganatok kozott 1, a VHL vs. MEN2
Osszehasonlitasban 1, a sporadikus recidivalé vs. VHL daganatok koézott 11, mig a sporadikus
recidivalo-MEN2 dsszehasonlitasban 5 mikroRNS bizonyult szignifikdnsan eltérének
(Statistica). A sporadikus recidivalé daganatokat a tobbi, nem recidivdlé daganattal

0sszehasonlitva 12 mikroRNS kifejez8dését talaltuk szignifikansan kiilonbbzének.
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GeneSpring 10.1 programmal Statistica 8.0 programmal
azonositott szignifikans azonositott szignifikans
mikroRNS-ek listaja mikroRNS-ek listaja
miRNS P-érték miRNS P-érték

hsa-miR-885-5p 0.0014 hcmv-miR-UL70-

3p 0.0018
hcmv-miR-UL70-3p 0.0015 hsa-miR-885-5p 0.0022
hsa-miR-1225-3p 0.0018 hsa-miR-940 0.0022
hsa-miR-940 0.0028 hsa-miR-1225-3p 0.0029
hsa-let-7b* 0.0033 hsa-miR-541 0.0044
hsa-miR-663 0.0036 hsa-miR-663 0.0055
hsa-miR-541 0.0047 hsa-miR-636 0.0055
hsa-miR-765 0.0065 hsa-miR-631 0.0059
hsa-miR-1228 0.0071 hsa-miR-33b* 0.0072
hsa-miR-631 0.0076 hsa-miR-766 0.0082
hsa-miR-636 0.0079 hsa-miR-583 0.0084
hsa-miR-33b* 0.0083 hsa-miR-212 0.009
hsa-miR-132* 0.0085 hsa-miR-139-3p 0.0092
hsvl-miR-H6 0.0089 hsa-miR-1228 0.0095

hsa-miR-

1300_v13.0 0.0095

hsa-miR-765 0.0096

6. tablazat: A szignifikdnsan eltéré mikroRNS-ek listdja a microarray vizsgdlat alapjén a
kiilbnb6z4 tipusu phaeochromocytoma mintdk kéz6tt a GeneSpring és Statistica programok
felhaszndldsdval.

A mikroRNS microarray vizsgdlat eredményeit a valds idejd gRT-PCR validalas soran
alkalmazhaté referenciaként (housekeeping) alkalmazhaté mikroRNS-ek azonositasara is
felhasznaltuk. Erre a célra a mintadk kozott legkisebb szdérast mutatdé mikroRNS-eket
valasztottuk ki: a hsa-miR-324-3p-t és a hsa-miR-320b-t. E mikroRNS-ek referenciagénként
torténd alkalmazhatdsagat mar korabban felvetették [246]. Erdekes médon a mas mikroRNS
expresszios  vizsgalatokban (pl. igy sajat mellékvesekéreg-daganatokon végzett
vizsgalatainkban) referencia génként hasznos RNU48 a phaeochromocytoma mintak

vizsgalatara alkalmatlannak bizonyult.

100



dc_206_11

A microarray vizsgalatban azonositott mikroRNS-ek koziul 6t6t valasztottunk ki valds
idejli qRT-PCR validalasra (hsa-miR-139-3p, hsa-miR-541, hsa-miR-765, hsa-miR-885-5p, hsa-
miR-1225-3p) a szignifikancia és az expresszids kulonbség (fold change) mértéke alapjan. A
validdlas sordn a csoportok elemszamat noveltik és a vizsgalati csoportokat kiegészitettiik
NF1 betegekbdl szarmazd mintakkal (6sszesen 33 minta: 9 sporadikus benignus, 8 MEN2, 6
VHL, 5 NF1 és 5 sporadikus recidivald). Mind az 6t kivalasztott mikroRNS validalasa sikeres
volt: a hsa-miR-541, hsa-miR-139-3p és hsa-miR-765 szignifikdnsan magasabb mértékben
fejez6dott ki a VHL daganatokban a sporadikus benignus phaeochromocytomakhoz
viszonyitva, mig a hsa-miR-885-5p fokozott kifejez6dése MEN2-h6z tarsult daganatokra
volt jellemz6. A hsa-miR-139-3p expresszidja szignifikdnsan eltért a VHL és NF1
phaeochromocytomadk kozott is. A hsa-miR-1225-3p szignifikansan nagyobb kifejez6dést
mutatott a recidivalé daganatokban, a recidivara nem hajlamos daganatokhoz képest. A
hsa-miR-1225-3p kimutatasa a daganatok recidiva hajlamara utalhat és a betegek szorosabb
kovetését indikalhatja. A sporadikus recidivdld daganatokban a hsa-miR-541 csokkent
mértékben fejez6dott ki a VHL-hez tarsult phaeochromocytomakhoz képest (16. abra).

Tekintettel arra, hogy jelenleg sem a phaeochromocytomadk recidivakészségét, sem a
rosszindulatusagat jelz6 biomarker nem ismert, hatdsfokméré karakterisztika (ROC)
elemzéssel vizsgaltuk annak lehet6ségét, hogy a hsa-miR-1225-3p alkalmas biomarker lehet-
e a phaeochromocytomak recidivahajlamanak jelzésére.

Amennyiben a hsa-miR-1225-3p dCT értékének diagnosztikai hatarértékét 1,16-nal
huztuk meg (nem recidivalé phaeochromocytoma a diagnézis, ha a dCThg-mir-1225-3p 2 1.16) az
adott phaeochromocytoma minta recidiva hajlamat 80%-os fajlagossaggal és 61%-os
érzékenységgel tudtuk kizarni. Ezek az értékek azonban nem kell6en magasak ahhoz, hogy
jelen eredményeink alapjan a hsa-miR-1225-3p gyakorlati diagnosztikaba torténd
bevezetését javasoljuk; ehhez tovabbi, nagyobb elemszamu vizsgdlatok sziikségesek.

E mikroRNS-ek élettani-korélettani jelent&ségérél az utdbbi id6ben tobb megfigyelés
l[atott napvilagot. A hsa-miR-139-3p fokozott kifejez6dését colorectalis carcinomaban
majattétek kialakuldsaval hoztak 6sszefliggésbe [247], mig a hsa-miR-139-3p szignifikansan

csokkent kifejez6dését észlelték mellékvesekéreg-carcinomaban [230].
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16. dbra: A phaeochromocytomdkban szignifikansan eltéré 6t kivdlasztott mikroRNS
validalasa valos idejii qRT-PCR-rel. Az dbrdn a sporadikus benignus (A) valamint a nem-
recidivdlo  (B) phaeochromocytomdkhoz viszonyitott relativ. mikroRNS expresszios
vdltozdsokat (ddCT) mutatjuk be (datlag+*SEM). SB: sporadikus benignus; SR: sporadikus
recidivalo; MEN2: multiplex endokrin neoplasia 2-es tipusdhoz tdrsulo; VHL: von Hippel-
Lindau-szindromdhoz  tdrsulé; NF1: 1-es tipusu  neurofibromatosishoz  tdrsuld
phaeochromocytoma. *: egyutas ANOVA, p < 0.05 ( post hoc teszt: Fisher LSD; *: Fisher LSD +
Scheffé) .
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A hsa-miR-139 (a mikroRNS prekurzor 5' szalardl szintetizalodé hsa-miR-139-5p
homoldgja) csokkent kifejez6dését észlelték bronchus- [248], mellékpajzsmirigy- [146] és
hepatocellularis carcinomaban is [249]. A hsa-miR-139 egér hepatocyta sejtekben a FOXO1
(forkhead box O1) transzlacios gatldsat eredményezi [250]. A FOXO1 transzkripcids faktor
tobb novekedési faktor és hormon jelatvitelének szabdlyozasdban jatszik szerepet [250]. A
miR-139-3p és a FOXO1 kozo6tt azonban még nem mutattak ki funkcionalis kapcsolatot.

A VHL-hez tdrsulé phaeochromocytomdkban a sporadikus daganatokhoz képest
fokozott kifejez6dést mutatd hsa-miR-541 és a hsa-miR-765 bioldgiai jelent6ségérdl keveset
tudunk. Mind a hsa-miR-541, mind a hsa-miR-765 expresszidja megvaltozik traumas
agysérilés kovetkeztében [251, 252], ami idegrendszeri jelent&ségiiket jelzi. Egyes adatok
arra utalnak, hogy a hsa-miR-765 szerepet jatszhat a neurotrophin-3 receptor (NTRK3, RKC)
rovid izoformadja kifejez6désének szabalyozdsaban. A hsa-miR-765 és az NTRK3 kozott Hela
sejteken kozvetlen kapcsolatot mutattak ki [253]. A patkany PC12 phaeochromocytoma
sejtvonal neurotrophin-3 (NTF3) kezelése a sejtek mérsékelt foku neurit képzését valtotta ki
és neuronalis iranyba torténd differencidlédasukat eredményezte [254]. Nem zarhatd ki ezek
alapjan annak lehet6sége, hogy a hsa-miR-765 a NTRK3 poszttranszkripcios gatlasa révén
szerepet jatszhat a phaeochromocytomak patogenezisében. E feltételezés igazolasahoz
mindazonaltal tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A  MEN2-h6z tarsult phaeochromocytomdkban a hsa-miR-885-5p fokozott
kifejez6dését észleltiik. Hepatocellularis carcinomaban, majcirrhosisban és krénikus hepatitis
B fert6zésben szenved6 betegek szérummintdiban a hsa-miR-885-5p koncentraciojat
szignifikdnsan emelkedettnek talaltak. Lehetséges, hogy az intracelluldris hsa-miR-885-5p a
majsejtek kdrosoddsa soran jut a szérumba, igy alkalmas marker lehet a maj patoldgias
allapotainak jelzésére [255]. A phaeochromocytomdkhoz hasonléan vel6cs6é eredeti
neuroblastomakban a hsa-miR-885-5p csdkkent kifejez6dését taldltdk, ami a mikroRNS-t
kdédold 3p25.3 kromoszdmarégid elvesztésével tarsithatd. A hsa-miR-885-5p transzfekcidja
neuroblastoma sejtekben a CDK2 és a mini-chromosome maintenance protein (MCMD5)
poszttranszkripcids gatlasan keresztll a sejtek szaporodasanak csékkenéséhez és a TP53
utvonal aktivadlédasdhoz vezetett [256]. Mindezek alapjan a  hsa-miR-885-5p
tumorszuppresszor/protoonkogén funkcidja is szovetspecifikusnak tdnik. A
neuroblastomakhoz hasonléan a VHL szindrdmdahoz tdrsulé phaeochromocytomakra is

jellemz6 a a 3p25.3 kromoszdmarégid elvesztése [257], ami a hsa-miR-885-5p csokkent
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kifejez6dését magyardzhatja és ez akar a neuroblastoma és a VHL-phaeochromocytoma
patogenezisének parhuzamara is utalhat.

A recidivalé phaeochromocytomakra jellemz6 hsa-miR-1225-3p-t kédold gén a
16p13.3 kromoszéma ldkuszon helyezkedik el a hsa-miR-940 kdédold régidjanak
szomszédsagaban, amelynek kifejez6dését a miRNS microarray vizsgalatok eredménye
alapjan szintén szignifikansan magasabbnak taldltuk a sporadikus recidivdlé tumorokban,
azonban utdbbinak a mérését lehetévé tévé Tagman préba nem allt rendelkezésre. A
16p13.3 kromoszémarégid funkciotobblettel jard eltéréseit korabban leirtdk malignus
phaeochromocytomadakban [258], ami a recidiva és rosszindulatisdg patomechanizmusanak

parhuzamaira utalhat.

5.3.1. A szignifikansan valtozé mikroRNS-ek mRNS célpontjainak in
silico azonositasa

A valés idejl gRT-PCR-rel validalt 6t szignifikansan valtozé mikroRNS bioldgiai jelent6ségét
bioinformatikai megkozelitéssel vizsgaltuk. A potencialis cél mRNS-ek azonositdsdhoz a
TargetScan v5.1 és a MicroCosm Targets Version 5 (kordbban miRBase) algoritmusokat
hasznaltuk, mivel a mellékvesekéreg-daganatokban kimutatott mikroRNS-ek vizsgalataban
harmadikként hasznalt PicTar algoritmus ezeket a mikroRNS-eket nem vizsgalta. A hsa-miR-
1225-3p cél mRNS-einek meghatdrozdsara csak a TargetScan eredményei alltak
rendelkezésilinkre. A két predikcids algoritmus eredményeit sajat fejlesztésl adatbaziskezel
programunk segitségével elemeztiik.

A két adatbazis kilon vizsgdlataval a TargetScan 10511, a MicroCosm pedig 4323
potencidlis mMRNS célpontot azonositott az o6t mikroRNS-hez. A két algoritmus
eredményeinek egylttes elemzése Osszesen 13530 kilénb6z6 mikroRNS-mRNS
kolcsonhatast adott, és ezek kdzott 638 mRNS célpontot mutatott ki mindkét algoritmus.

Mivel a paraffinos blokkokbdl izolalt RNS mintak teljes genom génexpressziés (mRNS)
vizsgdlatokat nem végeztiink, a mellékvesekéreg-daganatok esetén alkalmazott
szovetspecifikus target predikcidos mdodszeriinket itt nem tudtuk alkalmazni.

A bioinformatikai elemzés alapjan a MEN2 phaeochromocytomakban fokozott
kifejez6dést mutatd hsa-miR-885-5p potencidlis mRNS célpontjai kozott megtalaltuk a

hypoxia-angiogenezis Utvonal tobb tagjat is: laminin alegységet kdédolé gének (LAMB4,
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LAMAS, LAMC2), kollagén IV (COL4A5), prolin-4-hidroxilaz-a-1 prekurzor (P4HA1), amelyek
csokkent kifejez6dését mar leirtak phaeochromocytomakban [72]. Mivel a mikroRNS-ek a cél
MRNS-ek kifejez6désének gatlasan keresztil hatnak, felmertlhet, hogy a hsa-miR-885-5p e
gének poszttranszkripcids szabdlyozasan keresztil szerepet jatszhat a phaeochromocytoma
sejtek hypoxidra adott vdlaszanak kialakitdsaban, és igy a MEN2 és VHL tumorok eltérd
patomechanizmusaban mikroRNS szint( kiilonbségek is szerepet jatszhatnak.

A VHL szindromdhoz tdrsuld phaeochromocytomakra jellemz8, szignifikdnsan
fokozott  kifejez6désli  mikroRNS-ek  (hsa-miR-139-3p, hsa-miR-541, hsa-miR-765)
célpontjainak in silico elemzése t6bb olyan potencidlis mRNS célpontot jelzett, amelyek a
VHL phaeochromocytomakban aktivalédé hypoxia/angiogenezis uUtvonalhoz kapcsolédnak.
Ezek kozott megtaldlhatd a HIFla alegység inhibitor (HIF1IAN), a HIF2a és a VEGF is.
Elképzelhets, hogy a HIFIAN mikroRNS-ek altal kozvetitett gatldasa a VHL-hez tarsuld
phaeochromocytomakban a hypoxia altal indukdlt gének aktivdlédasahoz vezethet, mig a
HIF2a és a VEGF gének gatldsa antagonista szerepet jatszhat. Meg kell azonban jegyezni,
hogy e potencidlis mikroRNS célpontokat csak in silico, bioinformatikai mddszerekkel
azonositottuk, ezért bioldgiai szereplik tényleges igazoldsdhoz az mMRNS-mikroRNS

kapcsolatok kisérletes megerGsitése sziikséges.

5.3.2. Utvonalelemzés az in silico azonositott mikroRNS-ek
patogenetikai jelent6ségének vizsgalatara

Az in silico azonositott mikroRNS célpontokat Utvonalelemzésnek vetettiik ald. A kimutatott
utvonalak kozott a phaeochromocytoma mintdakon korabban elvégzett tanulmanyok [78]
eredményei alapjan a sporadikus recidivalé vs. VHL phaeochromocytoma 6sszehasonlitasban
a "Wnt-8-katenin szignal", a MEN2 tumorokban pedig a "Myc-medialt apoptdzis szignal"
patogenetikai utakat érdemes kiemelni. A c-myc fehérjével kapcsolatba Iévé Max fehérjét
(myc associated factor X) kédolé Max gén mutdciéit nemrégiben irtak le, mint az 6roklédé
phaeochromocytoma ritka okait [55]. A sporadikus recidivalé phaeochromocytomakban a
"Notch szigndl" (17. abra) valamint a "G-fehérjéhez kapcsolt receptor szignal" utvonalak
eltéréseit talaltuk.

A mikroRNS-ek altali génexpresszid szabalyozas megértéséhez nagy jelentGségliek az

MRNS-expressziot vizsgald nagy atereszt6képességli génexpresszidos transzkriptomikai
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vizsgalatok. Irodalomkutatasunk alapjan a recidivalé phaeochromocytomak génexpresszids
mintdzatat eddig nem kozolték és minddssze hat olyan tanulmanyt taldltunk, amelyekben
rosszindulatd phaeochromocytomdk mRNS expresszids mintazatat is vizsgaltak. Ezek kozil is
harom tanulmanyban csak kevés (2-5) minta kerult feldolgozdasra [72, 259, 260].

A harom nagyobb szamban rosszindulaté phaeochromocytomat vizsgdld tanulmany
kozul Brouwers és mtsai a jo- és rosszindulatu daganatok kozott szignifikansan eltéré gének
gén ontoldgiai (Gene Ontology = GO) elemzése soran tobbek kozott a ,jelatvitel" eltéréseit
taldltak [75]. Suh és mtsai. ,géncsoport dusulas vizsgalattal” (GSEA) a "Notch1-jelatviteli ut"

és a "Ga-12 utvonal" tagjait mutattak ki [78].
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17. abra: Az utvonalelemzés eredménye a sporadikus recidivalo phaeochromocytomakban.
A hsa-miR-1225-3p potencidlis célpontjai kézétt a Notch-jeldtviteli utvonal tébb résztvevdje is
megtaldlhatd. Az egyes fehériék ko6zotti vonalak és nyilak mdr leirt molekuldris
kélcsénhatdsokat mutatnak. A piros négyszégek a sporadikus recidivdldo és benignus
phaeochromocytoma mintdk kézétt szignifikdns expresszios eltérést mutatdé hsa-miR-1225-
3p-t jel6lik. Piros: szignifikdns expresszio névekedés; zold: a hsa-miR-1225-3p potencidlisan
gatolt cél mRNS molekuldi.
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A "Notch-jelatvitel" aktivalddasanak bioldgiai hatdsa szovetenként eltéré lehet. Egyes
szovetekben, a sejtek differencidléddsanak gatlasa révén a daganatok kialakuldsat segitheti
el§, mig pl. a kozponti idegrendszerben inkabb fokozza a differencidlédasi folyamatokat
(oligodendrocytdk érése és myelinizaci6  fokozdéddsa) [261]. PC12  patkdny
phaeochromocytoma sejtvonalon a "Notch-jelatviteli utvonal" hiszton-deacetildaz gatld
valproatsavval torténé serkentése a sejtek szaporoddsat gatolta és differencidléddsukat
segitette el6 [262].

Nem zarhaté ki ezek alajan, hogy a "Notch-jelatviteli ut" hiszton-deacetilaz
inhibitorokkal térténé serkentése a phaeochromocytomak gyogyszeres kezelésének egyik
lehetdségét jelentheti. Suh és mtsai a "C-myc szignal" fokozott aktivitdsat is kimutattdk a
rosszindulati phaeochromocytomdakban [78]. A "C-myc Uutvonal" poszttranszkripcios
szabdlyozdsanak zavaradt sajat bioinformatikai elemzésiink is kimutatta a sporadikus
recidivaléd daganatokban a MEN2-h6z tarsult phaeochromocytomdkhoz viszonyitva. Suh és
mtsai tanulmdanydban leirt mRNS transzkriptomikai [78] és sajat vizsgdlatunk recidivalé
daganatokon végzett bioinformatikai mikroRNS cél mRNS elemzésének atfed6 eredményei
arra utalhatnak, hogy phaeochromocytomakban a recidiva és rosszindulatisag
patomechanizmusdban hasonlé Utvonalak jatszhatnak szerepet.

Fontosnak tartom azonban ismét hangsulyozni, hogy e molekularis Utvonalakat
munkacsoportunk és a hivatkozott mas kutatécsoportok is csak bioinformatikai
modszerekkel azonositottak. Phaeochromocytoma mintdak parhuzamos mRNS és mikroRNS
expresszios vizsgdlata, valamint ezek fehérjeszintli megerdsitése sziikséges ahhoz, hogy ezen
utvonalak bioldgiai jelent&ségét igazolhassuk. Az FFPE mintdkbdl azonban a mikroRNS-ek
vizsgalatahoz képest az mRNS és fehérje szintl vizsgalatok sokkal nehézkesebbek, igy ezekre
nem tettink kisérletet.

Munkacsoportunkkal kozel azonos id6ben publikaltak eredményeiket Meyer-Rochow
és mtsai., akik microarray segitségével a j6- és rosszindulatu phaeochromocytomadk k6zott 18
szignifikdnsan valtozé mikroRNS-t azonositottak [263]. Eredményeik szerint a hsa-miR-15a és
a hsa-miR-16 szignifikdnsan csdkkent, mig a mellékvesekéreg-carcinomara is jellemzd6 IGF-2
gén intronikus régidjardl atirédd hsa-miR-483-5p szignifikansan fokozott mértékben
fejez6dott ki a rosszindulatd daganatokban. Az IGF-2 mRNS és a hsa-miR-15a
kifejez6désének egylittes vizsgalatat alkalmas biomarkernek talaltdk a phaeochromocytomak

rosszindulatu viselkedésének jelzésére, mig a hsa-miR-483-5p fokozott szintje csokkent
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betegségmentes tuléléssel korrelalt. A hsa-miR-15a és a hsa-miR-16 csokkent kifejez6dését
mar mas daganatokban leirtak [151].

Osszességében az altalunk leirt mikroRNS mintazatok hozzajarulhatnak a kiilénbdz6
sporadikus és 6rokl6dé daganatok osztdlyozdsahoz, valamint a hsa-miR-1225-3p a daganatok
recidivakészségének jelzéséhez. Mindazonaltal tovabbi, nagyobb elemszamu vizsgalatok
sziikségesek ahhoz, hogy e markerek gyakorlati alkalmazasra keriljenek. A bioinformatikai
elemzéssel kimutatott dtvonalak iranymutaték lehetnek jov6beli validalas, valamint akar a

gyogyszeres kezelés lehetséges célpontjaiként.
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5.4. Funkciondlis genomikai metaanalizis a szakirodalomban eddig k6zolt
génexpresszios és CGH eredmények, valamint sajat eredményeink
felhasznalasaval

A mellékvesekéreg-daganatok genomikai vizsgalata terén elemzésiink elkésziiltéig 6sszesen
11 kilénb6z6 mRNS expresszids és 10 CGH vizsgalatot kozoltek. A génexpresszids vizsgalatok
szignifikdns génlistai kozott néhany stabil, szinte valamennyi vizsgalatban megfigyelhet6
kozos eltérést6l (pl. az IGF-2 és topoizomerdz 2A (TOP2A) fokozott kifejez6dése
melllékvesekéreg carcinoma mintdkban) eltekintve szamottevéek a kilénbségek, midltal e
vizsgdlatok atfogd értelmezése és a daganatok patogenezisében fontos kérfolyamatok
azonositdsa nehéz. Metaanalizis keretében megkiséreltik e kordbbi vizsgalatok
eredményeinek Ujraelemzését és Ujraosztalyozasat, valamint a génexpresszids valtozasok
Osszevetését a kromoszémak eltéréseivel.

amelynek sordn els6sorban az adenoma-carcinoma 6sszehasonlitdsra dsszpontositottunk.
Giordano és mtsai. [43], illetve de Reynies és mtsai. [44] nyilvdnosan elérhet6 microarray
adatainak kromoszomalis eltérésekkel torténé korrelacidjanak eredményeként 28-28 olyan
kromoszémarégiot talaltunk, amelyeken a kodolt gének tobbsége novekedett expresszidt
mutatott. Ezek k6zo6tt 17 kromoszomarégié volt kdzos, és ezek mindegyikét leirtdk mar
korabban (7. tablazat). E kromoszomarégidok tovabbi vizsgalata soran 1105 olyan gént
azonositottunk, amelyek fokozott kifejez6dése hatterében kromoszémarégié tobblet allhat.
A metaanalizis sordn csak olyan kromoszémarégiokat sikerilt kimutatnunk, amelyeken az ott
kddolt gének tobbsége fokozott expresszidot mutatott, ugyanakkor kromoszémarégio
vesztésre utald expresszids csokkenéseket ezzel a mddszerrel nem sikeriilt azonositanunk.
Ezzel szemben szdmos szakirodalmi adat ismert a mellékvesekéreg-daganatokban
(els6sorban carcinomakban) el6fordulé kromoszéma vesztésekr6l is [185-194]. A
kromoszémarégid vesztések kimutatasanak nehézsége a metaanalizisben hasznalt
megkozelitésben, amelynek soran kiilénb6z6 daganatokon végzett transzkriptomikai és CGH
eredményeket haszndltunk fel, a génexpresszids és kromoszomadlis eltérések korrelacidjanak
nehézségét jelzi. E probléma orvosolhatd lehet olyan vizsgalatokkal, amelyekben ugyanazon

mintakon végeznek parhuzamos génexpresszios és CGH vizsgalatokat.
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Kromoszémarégio tobblet GSEA

alapjan

Kézlemények, amelyekben az adott
kromoszoma aberraciot CGH vagy FISH

madszerrel kimutattak

CHR5P12, CHR5P15,
CHR5Q12, CHR5Q13, CHR5Q14
CHR5Q31, CHR5Q33,
CHR5Q35

Kjellman és mtsai. [185]; Figueiredo és mtsai.
[186]; Zhao és mtsai. [188]; Dohna és mtsai.
[189]; Sidhu és mtsai. [190]; Zhao és mtsai.

[191]; Stephan és mtsai. [194]

CHR7P21, CHR7P22,
CHR7Q22

Dohna és mtsai. [189]; Sidhu és mtsai. [190];

Zhao és mtsai. [191]; Stephan és mtsai. [194]

CHR12Q12, CHR12Q13,
CHR12Q15, CHR12Q23, CHR12Q24

Kjellman és mtsai. [185]; Figueiredo és mtsai.
[186]; Zhao és mtsai. [188]; Dohna és mtsai.
[189]; Sidhu és mtsai. [190]; Zhao és mtsai.

[191]; Stephan és mtsai. [194]

CHR19Q12

Dohna és mtsai. [189]; Sidhu és mtsai., [190]

7. tabldzat: Két szabadon elérheté microarray [de Reynies et al., 2009, Giordano et al.,
2009]  vizsgdlat  génexpresszios
eredményeinek és a mellékvesekéreg-carcinomdkban végzett citogenetikai vizsgdlatok

(mellékvesekéreg-adenoma-carcinoma

korreldcidja. FISH: fluoreszcens in situ hibridizdcio

Ennek keretében egy sajat vizsgalatot végeztiink 11 mellékvesekéreg-daganat mintan

parhuzamos mRNS microarray és CGH megkozelitéssel a kromoszomaeltérésekkel parba

allithatd génexpresszids valtozdsok kdzvetlen azonositasa céljabol.
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5.4.1. Parhuzamos mRNS expresszids microarray és komparativ genom
hibridizacié (CGH) ugyanazon mellékvesekéreg-daganat mintakon

Az mRNS microarray vizsgalatok GSEA elemzésével és a pdarhuzamos CGH mérések
Osszevetésével a carcinomdkban taldlt kromoszémaaberracidk génexpresszidés hatdsait
kdzvetlendl tudtuk vizsgalni. A CGH vizsgdlat soran 101 olyan kromoszomarégioét talaltunk,
amelyek kdpiaszam valtozdsa a vizsgalt mintdk 75%-4dban kimutathaté volt. Az ugyanezen
mintdk génexpresszids adatain végzett GSEA ezek kozil 46 kromoszédmarégion jelezte az
egyiranyu expresszids valtozdst mutatd gének dusuldsat (18. dbra). A GSEA érzékenysége
kromoszémaeltérések kimutatdsdra 45,54 %-nak, mig fajlagossaga 84,86%-nak bizonyult.
Mindezek szerint a GSEA a mintakban fellelhet6 kromoszémalis valtozasok kevesebb, mint
felének kimutatasara alkalmas, ugyanakkor a GSEA alapjan szignifikansnak vélt kromoszéma
eltérések jelent8s része ténylegesen kimutathatd az adott mintdkban. Osszességében a
rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatokban megfigyelhet6 szignifikdns génexpresszids

valtozdsok 15%-anak hatterében mutathatok ki citogenetikai eltérések.
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18. dbra: Az ugyanazon mellékvesekéreg-daganat mintdkon pdrhuzamosan végzett mRNS microarray és CGH vizsgdlatok korreldcidja. A
kromoszomdk mellett az azonos mintdkbdl kapott CGH és a GSEA eredményeket dbrazoltuk.
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5.4.2. Utvonalelemzés a mellékvesekéreg-carcinoma patogenezisében
alapvet6 molekularis utvonalak azonositasa céljabol

A metaanalizis keretében vizsgalt microarray vizsgalatok szignifikdns expresszids valtozast
mutaté génlistainak IPA Utvonalelemzése soran a normalis mellékvese és mellékvesekéreg-
carcinoma, valamint az adenoma-carcinoma 06sszehasonlitasban a sejtciklus G1/S, G2/M
atmenetében, a retinsav jelatviteloen, a komplement rendszerben és az
antigénprezentaciéban szerepl6 utvonalakkal taldltunk szignifikdns atfedést. Az mRNS
microarray és CGH vizsgalatok kozvetett és kozvetlen korrelacidjaval kapott génlistdk a
sejtciklus G1/S és G2/M atmenetében szerepet jatszd génekkel mutattak szignifikans
atfedést.

Az aldabbiakban e harom molekuldris utvonal fobb jellegzetességeit ismertetem.

5.4.2.1. A sejtciklus G1/S és G2/M atmenetének eltérései
mellékvesekéreg-carcinomaban

A G1 ciklinek (Ciklin E, CCNE) és a G1 sejtosztddast szabalyozé (,cell division”) protein
kindzok (CDK2, CDK4) mRNS-einek fokozottabb kifejez6dését mellékvesekéreg-carcinomaban
korabbi tanulmanyokban mar kimutattak [235]. Metaanalizislinkben a CCNE1 és CNNE2
fokozott kifejez6dését sajat microarray vizsgalatunk mellett hdrom masik tanulmanyban
észleltik [36, 43, 44]. A génexpresszids és kromoszémaeltérések korrelacidja alapjan a
CCNE1-t kédold chr19gi12, valamint a CDK2-t kédold chr12g13 kromoszomarégion az ott
kddolt gének tobbsége fokozott expresszidot mutatott [36, 43, 44]. A 19g12 és a 12q13 régid
tobbletét mar tobb citogenetikai vizsgalatban igazoltdk (7. tablazat).

A G1/S atmenet mellett tébb, a G2/M atmenet szabalyozasdban szerepl6 gén
fokozott kifejez6dését és az ezeket kédold kromoszomarégié tobbletét mutattuk ki, igy a
ciklin B1-et (CCNB1) és a cell division protein kindz 7-et (CDK7) a chr5q13, az ubiquitin C-t
(UBC) a chr12g24 éa az Mdm2 p53 binding proteint (MDM2) a chrl2ql5

kromoszémarégidkon [36, 39, 43, 44].
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19. abra: A sejtciklus G1/S és G2/M dtmenetében szerepl6 gének expresszios eltérései a jo-
és rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatok microarray eredményeinek ésszehasonlito
metaanalizise alapjan.

A 19. abra a sejtciklus G1/S és G2/M atmenetében szerepet jatszé6 gének expresszids
eltéréseit mutatja be.

A G2/M atmenet tobb génjének fokozott kifejez6dését kimutathatd kromoszomalis
eltérés nélkul észleltiik, ezek kozé tartozik a CCNB2, a sejtciklust szabalyozoé (cell division
cycle 2, CDC2), a CDC25B és a topoizomeraz 2 alfa (TOP2A) [36, 39, 43, 44]. A kordbban
bemutatott mikroRNS expresszids eredményeink szOvetspecifikus target predikcidja és
Utvonalelemzése is a sejtciklus G2/M atmenet karosodasat jelezte, mint a legfontosabb
patogenetikai utat (5.2.3. fejezet). Mindezek alapjan a sejtciklusban szereplé gének
mellékvesekéreg-carcinomaban észlelt megvaltozott kifejez6dése hatterében, mind

mikroRNS, mind mRNS szint(i eltérések is szerepet jatszanak.
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Fontos kiemelni a TOP2A-t, mivel azt tobb kordbbi vizsgalatban a rosszindulatusag
jelzésére alkalmas diagnosztikus markernek taldltak, és fokozott kifjez6dését mind qRT-PCR,
mind immunhisztokiémiai modszerekkel bizonyitottak [36]. (A TOP2A fokozott kifejez6dését
gRT-PCR-rel sajat vizsgalatunkban is megerd@sitettiik.) A TOP2A fehérje tobb, a
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében alkalmazott kemoterdpids szer (etopozid,
doxorubicin) célmolekuldja [42]. A kemoterapids szerekkel szembeni rezisztencia a TOP2A
tdmaddspontl citosztatikumokkal kapcsolatban is el6fordul, és ebben hiarom f6
mechanizmust azonositottak in vitro kisérletek soran: 1. a TOP2A expresszid csokkenése, 2. a
gyogyszerkotGhelyek mutacidja és 3. a fehérje aberrans citoplazmatikus transzlokacidja
[264]. A topoizomeraz citoplazmatikus transzportjdban fontos szerepet jatszik az exportin
(XPO1) fehérje.

Metanalizisiink eredménye szerint mellékvesekéreg-carcinomakban az XPO1 gén
fokozott kifejez6dést mutat a joéindulati daganatokhoz képest. Ovarium carcinomadban is
leirtdk az XPO1 fokozott kifejez6dését és ezt a TOP2A nagyfoku citoplazmatikus
megjelenésével hoztdk kapcsolatba, s6t a betegek teljes tulélésével is 0sszefliggésben allt.
Feltételezik, hogy az XPO1 expresszid fokozéddsa a TOP2A citoplazmatikus transzlokacidja
révén hozzajarulhat a citosztatikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasahoz [264].
Feltételezésiink szerint hasonld6 mechanizmus a mellékvesekéreg-carcinomdaban is
m(ikddhet, és ez kodzrejatszhat a mellékvesekéreg-carcinoma citosztatikumokkal szembeni
rezisztencidajaban. Mindazonaltal e feltételezéslinket alatamaszto kisérletes adatok még nem
allnak rendelkezésre. A 20. dbran a szébajové patomechanizmus sematikus modelljét

mutatjuk be.
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20. dbra: A citosztatikum rezisztencia lehetséges modellje mellékvesekéreg-carcinomdban
a génexpresszios vizsgalatok metaanalizise sordn észlelt parhuzamos TOP2A és az XPO1
expresszio fokozodds alapjan. A daganatsejtek citoplazmdjdban felhalmozoddé TOP2A a
citosztatikumok megkdtésével a sejtmagi TOP2A fehérjéket megvédheti a citosztatikumok
hatdsdtol.

5.4.2.2. A c-myc kozponti szerepe a mellékvesekéreg-carcinoma
patogenezisében. Hipotézis.

A sejtciklus utvonalainak vizsgalata soran a c-myc protoonkogén csdkkent kifejez6dését
észleltik szinte valamennyi vizsgalatban, és ezt a 8924 kromoszémarégié elvesztésével
tudtuk kapcsolatba hozni.

A microarray adatok halézatelemzésével skalafiiggetlen halézatokat nyertiink. A c-
myc a skalafiliggetlen halézatok legfébb csomdépontjanak bizonyult, ami arra utalhat, hogy a
c-myc csokkent kifejez6dése a rosszindulati mellékvesekéreg-daganatok alapvetd
patogenetikai eseménye lehet. A c-myc protoonkogén a sejtosztddas, differencidcid és
apoptézis folyamatainak alapveté tényezbje [265], és fokozott expresszidjat szamos
daganatban (Burkitt lymphoma, prosztata- és eml6rak, melanoma malignum stb.) kimutattak
[266].

A skalafliggetlen halézatok nagy fokszamu csomépontjai szamos mas csoméval
vannak kapcsolatban a haldzatban, és ezaltal minél nagyobb egy csomd fokszama, anndl
fontosabb szerepet tolthet be a halézat mikodésében. A nagy fokszdamu csomopontok
elvesztése az egész hdldozat 6sszeomlasat vonhatja maga utan [159, 267]. Halézattopoldgiai
elemzésiink alapjan a c-myc csokkent kifejez6dése a mellékvesekéreg-carcinoma

génexpresszids haldzatanak és talan patogenezisének kdzponti eleme lehet (21. dbra).
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21. dbra: Az IPA-val végzett hdlozat elemzés eredményei hdrom microarray vizsgdlat
eredményei alapjdan: A: Giordano és mtsai, 2009 [43], B: de Reyniés és mtsai, 2009 [44], C:
sajadt vizsgdlatunk, D: e hdrom vizsgdlat egyesitett hdlozata, amelyben a csékkent
kifejezédésii c-myc (zéld) a legnagyobb fokszamu csomdpont.

Hipotézisiinket korabbi kisérletes eredmények is aldtamasztjak. Hormontermel§
mellékvesekéreg-carcinoma szovetekben a c-myc mRNS csokkent kifejez6dését talaltak ép
mellékvesével, kortizol- és aldoszterontermel6, valamint hormonadlisan inaktiv
mellékvesekéreg-adenomakkal 6sszehasonlitva. A c-myc kifejez6désének mértéke csak az ép
mellékvesekéregben észlelt érték 10 %-at érte el a rosszindulatu daganatokban [268].

Magzati patkdny és feln6tt human mellékvesekéreg sejttenyészeteken végzett in vitro
vizsgalatok a c-myc funkcionalis jelent6ségét jelzik [269, 270]. Mind patkany, mind human

sejttenyészeteken az adrenokortikotropin (ACTH) kezelés a c-myc mRNS fokozott
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kifejez6désére vezetett. Az ACTH a magzati patkany mellékvesekéreg tenyészeteken gatolta
a sejtek szaporodasat, és e hatdsat megel6zte a c-myc fokozott kifejez6dése. A magzati és
feln6tt mellékvesekéreg génexpresszids mintdzatdban szdmos hasonldsdag mutathatdé ki [32].
Felmerilhet annak lehetdsége, hogy amennyiben a sejtszaporodas gatlasdahoz a c-myc
novekedett kifejez6dése tarsul, a c-myc csokkent expresszidja a mellékvesekéreg sejtek
fokozott szaporodasaval tarsulhat.

A c-myc fokozott kifejez6dése szamos sejttipusban serkenti a sejtosztdddst és a
rosszindulatu atalakulast [265], de szamos rendszerben apoptdzist is elSidézhet és
tumorszuppresszor mechanizmusokat is aktivalhat [271]. Keratinocytakban a c-myc fokozott
kifejez6dése érésiiket serkenti [272], és a vékonybél kriptainak progenitor sejtjei c-myc
hidnyaban is novekednek [273]. Here teratomdkban a c-myc fehérje csokkent kifejez6dését
irtdk le [274]. E példak azt jelzik, hogy egyes szovetekben a c-myc nem sziikséges a sejtek
osztéddsdhoz, s6t csokkent kifejez6dése is el6fordul osztédod szévetekben.

A daganatok tobbségére jellemz6 fokozott c-myc kifejez6désre tekintettel, a
mellékvesekéreg-carcinomaban észlelt csokkent c-myc expresszio figyelemre mélté
jelenség. Lehetségesnek tlinik, hogy a mellékvesekéreg egy kiilonleges sejtkornyezetet
képvisel, ahol a c-myc csokkent kifejez6dése a daganat novekedésének kdzponti elemét
jelenti. Nem tudjuk ugyanakkor eldonteni, hogy a c-myc csokkent expresszidja a
mellékvesekéreg-daganatok oka vagy kévetkezménye. A haldzattopoldgiai vizsgalat inkabb
koroki szerepét tamogatja, de ennek igazoldsdhoz tovabbi kisérletes vizsgalatok (pl. in vitro

transzfekcids modellek, in vivo kondicionadlis knockout) lennének szlikségesek.

5.4.2.3. A retinsav jelatviteli utvonal

Az Utvonalelemzés a masodik legjellemz6bb patogenetikai Utvonalként a retinsav jelatviteli
Utvonalat adta ki (22. abra). Az A-vitamin szarmazék retinsav patogenetikai szerepére tobb
daganatban vannak adatok és egyes daganatok esetében kemoprevencié ill. kemoterapia

céljaira is hasznaljak [275].
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22. dbra: A retinsav jelatviteli utvonal tagjainak expresszios vdltozdsai a jo- és
rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatok microarray eredményeinek metaanalizise
alapjan.

Korabbi vizsgdlatokban mar leirtdk, hogy mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonal (NCI-
H295R) in vitro 9-cisz-retinsav kezelése a sejtek proliferdciéjat gdatolta és
differencialédasukat segitette el [276], azonban ennek pontos hatdsmechanizmusa nem
ismert. Metaanalizisiink alapjan elséként irtuk le mellékvesekéreg-carcinomaban a
retinsav bioszintézisben szerepl6 enzimek és a retinoid receptorok csékkent kifejez6dését.

A retinsavat mind a magzati, mind a feln6tt mellékvesében kimutattdk, sét az
emlGsok embrionadlis fejlédése sordn az elsGdleges retinsav-termel6 maj érését megel6z6en

a szérum f6 retinsav forrasa a mellékvese. A feln6tt mellékvese retinsav koncentracidja a
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majban mérhetének korilbelil fele, ami a biokémiai vizsgalatok alapjan messze elegendd az
intraadrendlis retinsav receptorok (Retinsav receptor — RAR, retinoid X receptor — RXR)
aktivalasahoz [277]. A RAR az all-transz retinsavat (ATRA) és a 9-cisz-retinsavat, mig az RXR
csak a 9-cisz retinsavat képes kotni [278].

Az RXR két altipusa ismert: RXR-alfa (RXRA) és RXR-béta (RXRB). A 9-cisz retinsavat
koté RXR mas sejtmagi receptorokkal (liver X receptor (LXR), peroxiszdma proliferator-
aktivalt receptor (peroxisome proliferator-activated receptor, PPAR), pregnan X receptor
(PXR), konstitutiven aktivalt receptor (constitutively activated receptor, CAR) stb.)
heterodimereket képez és ezek transzkripcids faktorként szdmos gén kifejez6dését
szabalyozzdk [278]. Metanalizisiinkben a retinsav bioszintézisében alapveté aldehid
dehidrogenaz 1A tipusu enzimek kozul az ALDH1A1 és ALDH1A3 csokkent kifejez6dését
észleltiik carcinoma szovetekben.

A retinsav receptorai kozlil az RXRA kifejez6dése a carcinomakban az adenomakhoz
képest csokkent mértékd volt, valamint sajat vizsgalatunkban az RXRB kifejez6dése is és az
utébbit a chrép21 kromoszémarégié elvesztésével tudtuk kapcsolatba hozni. Az RXR
heterodimer receptorai kozil tébb microarray vizsgdlat elemzése sordn az LXR csokkent
kifiez6dését is észleltik, és ez a mar tobb citogenetikai vizsgalatban leirt chrllpll
kromoszémarégio elvesztésével hozhatd kapcsolatba [185, 190, 194].

Eredményeink alapjan a mellékvesekéreg-carcinomat csokkent retinoid képzédés és
hatds jellemezheti. A retinsav jeldtvitel csokkenése szdmos altala szabdlyozott gén
expresszios valtozasait vonhatja maga utan, és ezek szdmos mas folyamat szabdlyozasaban

jatszanak szerepet. Az alabbiakban e f6bb szabalyozasi utakat targyaljuk.

5.4.2.3.1. Koleszterin és lipid anyagcsere: az RXR/LXR és az RXR/PPARG
jelatviteli utak

A mellékvesekéreg hormontermelésében a koleszterin és lipid anyagcsere alapveté
jelent6ségl tényez6.

A mellékvesekéreg sejtjeiben a koleszterin transzportban, bioszintézisben és
tdrolasban szerepet jatszd gének kifejez6dését az LXR és PPARG receptorok szabalyozzak
[279-281]. Az LXR ligandjaiként az oxiszterolokat azonositottak. Az LXR-nek két altipusa, az

LXR-alfa (LXRA) és az LXR-béta (LXRB) ismert, és mindkét altipust kimutattak az emberi
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mellékvesekéregben [282]. A PPARG jelen van mind a normalis mellékvesekéregben, mind a
mellékvesekéreg jo-, és rosszindulatl daganataiban, mind az NCI-H295 mellékvesekéreg-
carcinoma sejtvonalban [276]. A PPARG agonista thiazolidinedionok 6énmagukban, illetve 9-
cisz-retinsavval egyltt adva gatoltak az NCI-H295 sejtvonal szaporoddsat és invazivitasat,
ugyanakkor serkentették a daganatsejtek differencialédasat [276, 283].

Az LXRA és PPARG szamos mellékvesekéregben kifejez6d6 gén expresszidjat
szabalyozza. Ezek kozo6tt a koleszterin és lipid transzportban (ATP-binding cassette Al és G1
(ABCA1, ABCG1), scavenger receptor-B1 (SR-B1), scavenger receptor CD36 (thrombospondin
receptor, CD36), foszfolipid transzfer protein (PLTP)), tarolasban (apolipoprotein E és C1
(APOE, APOC1)) és szintézisben (sterol regulatory element binding protein 1c (SREBP-1c))
szerepet jatszé gének is megtaldlhatok [279-281]. E gének tobbsége szignifikdnsan csokkent
kifejez6dést mutatott.

A koleszterin/lipid bioszintézis és tarolas tobbszint(i eltérései szerepet jatszhatnak a
mellékvesekéreg-daganatok eltér6 lipidtartalmdban és magyarazhatjdk azt a
klinikopatolégiai megfigyelést, ami szerint a rosszindulati daganatok a joindulatu

adenomakhoz képest lipidszegénynek tiinnek.

5.4.2.3.2. Lipopoliszacharid receptor (Toll-like receptor 4 (TLR4)) Gtvonal

Az U(tvonalelemzés eredményei alapjan a retinsav jelatvitellel 6sszefliggé utak kozl
sziikségesnek tartom kiemelni a lipopoliszacharid receptor Utvonalat. Ez az Utvonal is az
immun-neuroendokrin kolcsonhatdsok jelent&ségét jelzi a mellékvesekéreg-daganatok
patogenezisében.

Az interleukin-1 receptorcsaladba tartozod Toll-like receptorok (TLR) alapvet6 szerepet
jatszanak a természetes immunitas folyamatainak szabalyozasaban. A TLR-ek k&zé tartozik a
lipopoliszacharid (LPS) receptora a TLR4 [106], amely a mellékvesekéreg sejtein is
kimutathatd [284]. A TLR4 és a retinsav jelatvitel kapcsolatat majszovetben igazoltak, mivel
ott az LPS okozta TLR4 aktivacidé az RXRA transzkripciét fokozé hatasat csokkentette [285]. Az
LPS megkotéséhez a TLR4 mellett tovabbi fehérjék, igy a CD14 és a limfocita antigén 96
(LY96) is szlikségesek [106]. Mellékvesekéreg sejtvonal in vitro LPS kezelése IL-6, IL-8 és
kortizol elvalasztasat valtja ki [286]. A TLR4 génkititott (knockout) egerekben vad tipusu

fajtarsaikhoz képest novekedett plazma kortizol szintet, nagyobb mellékveséket és a
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mellékvesekéreg morfoldgiai eltéréseit, csokkent lipid raktarakat irtak le [284]. Mindezen
megfigyelések a TLR4 szerepét tamasztjdk ald a mellékvesekéreg miikodésének
szabdlyozasaban.

Tobb microarray vizsgdlat elemzése soran észleltiik a TLR4 csokkent expresszidjat [43,
44] és a TLR4 expresszid csOkkenését sajat mintdinkon valds idejli gRT-PCR-rel is sikertlt
validdlnunk. A TLR4 LPS jelatvitelben szerepet jatszé tovabbi fehérjék génjei koziil a CD14 és
az LY96 mRNS-ének szignifikdns csokkenését is észleltiik.

A Toll-like receptorokkal egy receptorcsaladba tartozd IL-1 receptorok expresszids
eltéréseit is megfigyeltiik mellékvesekéreg-carcinoma szévetekben. A biolégiailag aktiv IL1R1
kifejez6désének szignifikdns csdkkenését tobb microarray vizsgdlatban, mig a bioldgiailag
inaktiv IL1R2 szignifikansan fokozott kifejez6dését egy microarray elemzése sordn észleltiik.
A csokkent ILIR1 és a fokozott ILIR2 expresszid Osszességében az IL-1 jelatvitel csokkenését
jelezheti a mellékvesekéreg-carcinomakban.

Az LPS receptor komplex és az IL-1 jelatvitel eltérései az immunoldgiai
mechanizmusok jelentéségére utalnak mellékvesekéreg-carcinomaban. A
mellékvesekéregben tobb citokin termelddik, igy tobbek kozott az IL-1, IL-6, TNF-a, LIF és IL-
18 termel6désére vannak adatok. A citokinek legnagyobb mennyiségben a zona
reticularisban termel6dnek, de a mellékvesekéreg sejtjei mellett a mellékvesekérget
infiltralé makrofagok, limfocitak és a mellékvesevel6 kromaffin sejtjei képezik a citokinek f6
forrasat. A citokinek befolydsolhatjak a szteroidhormonok elvalasztasat, és egyes adatok
szerint a mellékvesekéreg-daganatok képz6désében is szerepet jatszhatnak [287].
Microarray vizsgalatokban tobb citokinreceptor megvaltozott kifejez6dését is kimutattak

mellékvesekéreg-carcinomdban [45, 51].

5.4.2.4. A komplementrendszer és az antigénprezentacio eltérései

A harmadik f6 patogenetikai Utvonalként a komplementrendszer és antigénprezentacio
eltéréseit azonositottuk, ami ismét az immun-neuroendokrin interakciok mellékvese-
daganatok patogenezisében jatszott szerepét tdmasztja ala. Tobb antigénprezentacidban és
komplementrendszerben fontos gén megvaltozott expresszidjat észleltiik, azonban ezek

patogenetikai jelent&sége kisérletes eredmények hidnyaban egyel6re nehezen értelmezhetd.
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A komplementrendszer fehérjéit kodolé gének tobbségének szignifikansan csdkkent

kifejez6dését észleltiik a mellékvesekéreg-carcinoma szovetekben (23. abra).

Klasszikus atvonal Lectin Gtvonal Alternativ Gtvonal

O o ® e

Membrin attack komplex

. Szignifikins expresszi6 fokozédis 1 vagy 2 microamray vizsgalat alapjin

0 @ . SzigniNikins expresszié csdkkenés 1, 2, 3, vagy 4 microamray vizsgilat alapjén

23. dbra: A komplementrendszer tagjainak expresszios eltérései a jo- és rosszindulatu
mellékvesekéreg-daganatok microarray vizsgdlatainak metaanalizise alapjdn.

Ezek kozé tartozik a komplement komponens 1 g szubkomponens, A lanc (C1QA), a
komplement komponens 1 q szubkomponens, a B lanc (C1QB), a komplement faktor D (CFD
vagy DF), a komplement faktor H (CDH vagy HF1), a szerpin peptidaz inhibitor, clade G (C1
inhibitor), member 1 (SERPING1). Koradbbi tanulmanyokban a SERPING1 szignifikdnsan
csokkent kifejez6dését validaltdak mellékvesekéreg-carcinomaban, s6t felvetették
alkalmazhatdésdgat a rosszindulatusag jelzésére alkalmas biomarkerként [45, 46]. A

komplementrendszer tovabbi tagjainak (komplement komponens 2, 6 és 7 (C2, C6, C7),
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komplement faktor B és | (BF, IF), komplement komponens 3a receptor (C3AR), komplement
komponens (3a/4a) receptor (C1R) és a decay accelerating faktor (DAF vagy CD55))
szignifikdnsan csokkent kifejez6dése szintén tobb vizsgalat elemzése soran [36, 43, 44, 195]
volt kimutathatd.

Bar e megfigyelések érdekesek, és a komplementrendszer daganatbioldgiaban
jatszott szerepérél szamos adat latott mar napvilagot [288], mellékvesekéreg-daganatokban
jelenleg nem ismertek olyan kisérletes eredmények, amelyek alapjan az észlelt eltérések
bioldgiai jelentéségére kdvetkeztethetnénk.

A komplementrendszer mellett az Utvonalelemzés masik f6 immunoldgiai
utvonalként az antigénprezentdciét adta meg. Az antigénprezentacié folyamataban alapveté
f6 hisztokompatibilitds komplex (major histocompatibility complex, MHC) molekuldinak
eltér6 mRNS szintli kifejez6dését tobb microarray vizsgalat elemzése soran észleltik. A
professziondlis antigénprezentald sejtekre jellemzé MHCI molekuldk érdekes mddon a
mellékvesekéreg zona reticularis rétegében is kimutathaték [289]. A rosszindulatu
mellékvesekéreg-daganatokban azonban az MHCII fehérjék nem mutathaték ki, sé6t az MHCII
fehérjék immunhisztokémiai kimutatdsa a daganat jéindulatisaga mellett szél [290].

Metaanalizislinkben szamos MHCII fehérjé kddold gén csdkkent expresszidjat
észleltik. A génexpresszids és citogenetikai eredmények korrelacidja soran az MHCII gének
csokkent kifejez6désével az MHC régiét hordozd chr6p21l kromoszémarégid elvesztését
tudtuk 6sszefliggésbe hozni. Nem vildgos, hogy a mellékvesekéreg sejteken taldlhatd MHCII
molekuldk milyen funkcionalis szerepet toltenek be, vagyis ténylegesen részt vesznek-e az
antigénprezentacié folyamataiban.

Mindezek alapjan a komplementrendszer és antigénprezentacié folyamataiban
szerepl6 gének eltérései kimutathatoak a mellékvesekéreg daganataiban, de ezek bioldgiai

jelentGségét jelenleg — kisérletes adatok hianyaban — nem tudjuk felmérni.

A metaanalizisinkben azonositott uUtvonalak a mellékvesekéreg-carcinoma gydgyszeres
kezelésének Uj tdmaddspontjait jelezhetik. EbbSl a szempontbdl kiléndsen a retinsav
jelatviteli atvonal befolydsoldsa lehet fontos, de mas Utvonalak tovabbi tanulmanyozasa, in
vitro és in vivo validalasa is hasznos lehet. Tekintettel arra, hogy a mellékvesekéreg-

carcinoma gyoégyszeres kezelésében kevés hatékony szerrel rendelkeziink [9], a funkciondlis
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genomikai és bioinformatikai megkozelitések az Uj gyodgyszeres tamadaspontok

azonositasanak fontos megkdzelitési maddjat jelezhetik [291].
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5.5. A hisztamin bioszintézisében, hatasdaban és lebomlasaban szerepet
jatszé gének és fehérjék kifejez6dése az egészséges és daganatos
mellékvesekéregben

Bar a hisztamin patogenetikai jelent6ségét mar tobb daganatban vizsgaltak és igazoltak (pl.
melanoma malignum, vastagbélrak) [14-16], mellékvesekéreg-daganatokban betdltott
szerepe nem ismert, s6t az ép mellékvesekéregben jatszott szerepe sem vilagos.
Vizsgalatunkban a hisztamin bioszintézisében, hatdsdban és lebomlasaban szerepet jatszé
gének és fehérjék kifejez6dését tanulmanyoztuk annak megdllapitasa céljabol, hogy a
mellékvesekéregben a hisztaminerg apparatus elemei kifejez6dnek-e.

Els6 lépésben immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink ép mellékvesekéreg
szoveteken a hisztidin dekarboxildz (HDC), a hisztaminreceptorok (HRH1-4) és a hisztamin
lebomldsdban alapveté hisztamin-N-metil transzferdz (HNMT) és diamin-oxidaz (DAO)
kimutatasa céljabol (24. dbra).

A DAO kivételével valamennyi fehérje jelenlétét kimutattuk az ép
mellékvesekéregben, ami alapjan az ép mellékvesekéregben a hisztamin anyagcsere f6
elemei jelen vannak.

Korabbi vizsgdlatokban a HDC jelenlétét kimutattdk emberi és patkany
mellékvesevel6ben [86, 87]. Immunhisztokémiai vizsgalataink eredményei alapjan a HDC a
mellékvesekéreg mindharom rétegében jelen van és itt fest6dését intenzivebbnek taldltuk,
mint a mellékvesevel6ben.

A hisztamin legf6bb szoveti forrasai a hizdsejtek [292]. A patkany mellékvesekéreg
vizsgalata sordn hizdsejteket mutattak ki a mellékvesét korllvevd tokban az azon athatold
erek mentén. Az ezekb8l ACTH hatasra felszabaduld hisztamin és szerotonin a

mellékvesekéreg vérataramlasanak fokozdéddsa révén befolydsolhatja a mellékvesekéreg

Ve
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24. dbra: A HDC (A), a HRH1 (B), a HRH2 (C), a HRH3 (D), a HRH4 (E) és a HNMT (F)
kifejez6dése a normdlis mellékvesekéregben immunhisztokémiai vizsgdlattal.
Reprezentativ vizsgdlatok eredményei. 20x-os nagyitds.

A hizésejtek jelenlétét toluidinkék festéssel és c-kit (CD117) immunhisztokémiaval is
kerestiik mellékvesekéreg szovetekben. Toluidinkék festéssel metakromazids fest6dés(i
sejteket nem taldltunk és a c-kit immunhisztokémia is csak elvétve mutatott pozitivan
fest6d6 sejteket. Hasonld eredményre jutottak Zhang és mtsai is, akik az ép
mellékvesekéregben nem taldltak c-kit pozitiv sejteket [294].

Lefebvre és mtsai. [295] hizdsejtszer( sejteket talaltak az emberi mellékvesekéregben
és eredményeik szerint az ezekbdl felszabadulé szerotonin szerepet jatszhat a

mellékvesekéreg sejtek kortizol termelésének parakrin szabalyozasaban is. Eredményeink
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alapjan az emberi mellékvesében a hisztamin f6 forrasanak nem a hizésejtek (vagy
hizésejtszer( sejtek), hanem maguk a mellékvesekéreg sejtjei tekinthetok.

Miutan az ép mellékvesekéregben kimutattuk a hisztamin bioszintézisében,
hatdsdban és lebomldsdban szereplé fehérjéket, j6- és rosszindulati mellékvesekéreg-
daganatokban vizsgaltuk e gének kifejez6dését. Valamennyi vizsgdlt mellékvesekéreg-

daganatban kimutattuk a HDC jelenlétét mind mRNS, mind fehérje szinten (25. abra A-B).

HDC

EREETS ..

B-aktin (kontrol)

2 kDa

4
2 2+
-
21 Q ! Normilis IA CPA APA  ACC + kontrol
34
£ -
g.
=

Normilis IA CPA Normdlis 1A CPA  APA ACC + koatrol

Hisztamin koncentrdcié [aM)
c288888388

25. dbra: A HDC és hisztamin kifejez6dése mellékvesekéreg-daganatokban. A: a HDC mRNS
kifejez6dése (valds idejii qRT-PCR, a normdlis mintdkhoz viszonyitott AACT értékek), B-C: HDC
fehérje szintl vizsgdlata (B: reprezentativ kvalitativ Western-blot, C: a Western-blot
eredmények denzitometrids elemzése a B-aktinhoz viszonyitva). D: a hisztamin
koncentrdciéja a normdlis mellékvesekéregben és a daganatokban. A HDC
immunhisztokémiai kimutatdsa egy reprezentativ jo- (E) és rosszindulatu daganatban (F)
(20x-os nagyitds). Réviditések: IA: Inaktiv adenoma, CPA: kortizoltermelé adenoma, APA:
aldoszterontermelé adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma (dtlag +/- SEM, * p<0,05,
n=58).
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Mind mRNS-, mind fehérjeszint(i vizsgalataink alapjan a HDC kifejez6dése a normalis és a
hormondlisan inaktiv adenoma szévetekben volt a legnagyobb mértékd, valamivel kisebb
mennyiségben volt kimutathatd a hormontermel6 (kortizol és aldoszteron) joindulatu
daganatokban és szignifikdnsan csokkent kifejez6dést mutatott a carcinoma szévetekben
(25. abra A-C, E, F).

Miutan kimutattuk a hisztamin bioszintézis kulcsenzimét mind az ép, mind a
daganatos mellékvesekéregben, kérdésként merilt fel maganak a hisztamin mennyiségének
meghatarozasa mellékvesekéreg szovetben. ELISA moddszerrel vizsgdlva a hisztamin
mennyisége szignifikansan kevesebb volt a rosszindulati daganatokban mind az
adenomadkhoz, mind az ép mellékvesekéreghez viszonyitva (25. abra D).

Korabbi, a hisztamin mellékvesekéregre kifejtett hatdsat vizsgalé tanulmanyokban
ellentmonddsos adatokat kozoltek a hisztaminreceptorok kifejez6désérél. Eredményeink
szerint a hisztamin valamennyi receptora kifejez6dik a normalis mellékvesekéregben (mind
MRNS, mind fehérje szinten), igy feltételezhetd, hogy a kordbbi elképzelésekkel ellentétben
a hisztamin kozvetlenil, a mellékveseveld kromaffin sejtjeinek kézremiikodése nélkil hathat
a mellékvesekéreg sejtjeire. Kordbbi tanulmanyokban azt talaltak, hogy a hisztamin HRH1
receptora részt vesz a szteroidhormonok szekréciéjanak szabdlyozasaban [89, 90].
Vizsgdlataink alapjan a HRH1 kifejez6dése bizonyult legnagyobb mértéklinek az Osszes
vizsgalt csoportban mind mRNS, mind fehérje szinten, azonban az egyes csoportok kdzott
nem mutatott eltérést.

A HRH2 szignifikdnsan kisebb mértékben fejez6dott ki a kortizol- és
aldoszterontermel6 adenomakban minden mas vizsgalt csoporthoz képest. Kortizoltermel6
adenomadkban a HRH4 nem volt kimutathatd, mig a tobbi csoport mintdinak tébbségében, ha
kis mértékben is, de kimutathatd volt. Erdekes megfigyelés, hogy a HRH3 expresszidja a
rosszindulatu daganatokban szignifikdnsan magasabb volt mind a normalis szévetekhez,
mind az adenomdkhoz képest (26. abra). Ezt az eltérést immunhisztokémiai vizsgdlat soran
is észleltik, ami akar a rosszindulatusagra jellemzé diagnosztikus markerként torténé
alkalmazhatdsagat is felvetheti (27. abra). A dontéen idegrendszerben kifejez6dé6 HRH3
mellékvesekéreg-carcinomaban megfigyelt nagymérték(i expresszidja figyelemre mélto, de

ennek funkcionalis jelent6sége nem vilagos.
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Roviditések: IA: Inaktiv adenoma, CPA: kortizoltermelé adenoma, APA: aldoszterontermeld

adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma (* p<0.05, n=58).
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27. abra: A HRH3 immunhisztokémia eredménye egy-egy reprezentativ malignus (A) és egy
kortizoltermelé benignus (B) mellékvesekéreg-daganatban (20x-os nagyitds).

A hisztamin receptorai a G-fehérjékhez kapcsolt receptorok csoportjaba tartoznak.
Mig a HRH2 az intracelluldris cAMP koncentraciéjat emeli, addig a HRH3 és HRH4 az adenilat
ciklaz aktivitasat gatoljak [296, 297]. Az ACTH-cAMP-PKA jelatviteli itvonal szerepet jatszik a
ritka, joindulaty, kortizoltermel6 mellékvesekéreg-daganat kialakuldsdra hajlamositd
daganatszindrémak (Carney-complex, McCune-Albright- szindréma) patogenezisében és
szerepére a sporadikus joindulati mellékvesekéreg-daganatokban is vannak adatok, azonban
mellékvesekéreg-carcinomaban jelentfsége nem tisztazott [21].

A hormontermel6 adenomdkban észlelt csdokkent HRH2 és a kortizoltermel6
rosszindulati mellékvesekéreg-carcinomara jellemz6 novekedett HRH3 expresszid e
daganatokban csokkent cAMP jelatvitelre vezethet. Tekintettel arra, hogy a daganatokban a
hisztamin koncentrdacidja az ép mellékvesekéreghez képest csokkent, e hipotézis jelent6sége
kérdéses, illetve tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok lennének szlikségesek.

A HNMT expresszidja egyik csoport kdzott sem mutatott szignifikans kilonbséget. A
DAO sem mRNS, sem fehérje szinten nem volt kimutathatd.

A hisztamin patogenetikai szerepét tobb daganatban igazoltak és elsdsorban
daganatképzGdést serkentd hatdsait irtak le. Hatasat kifejtheti mind kozvetleniil a daganat
sejteken, azok hisztamin receptorain keresztil, mind kézvetve, a daganatsejteket korilvevd
stroma sejtek befolydsoldasa révén [15]. Kimutattdk, hogy az emberi melanoma sejtek
hisztamint termelnek, és ez autokrin ndvekedési faktorként, a HRH1 és HRH2 receptorokon
keresztiil serkenti a sejtek szaporodasat [298]. Egérmodellben a fokozott hisztamintermelést

a melanoma gyorsabb progresszidjaval is kapcsolatba hoztdk [299]. A hisztamin a helyi
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immunvalaszt is nagymértékben képes befolydsolni [300]. Egerek colorectalis tumoraiban a
hisztamin hatdsara a Th1l immunvalaszt serkentd IL-12 és interferon-y csokkenése és a Th2
immunvalaszt serkentd IL-10 novekedése volt kimutathato [16].

Eredményeink szerint a mellékvesekéreg-daganatokban a hisztamin mennyisége
csokkent. Elképzelhet6, hogy a HDC mellékvesekéreg-daganatokban észlelt csokkent
kifejez6dése e daganatok ,dedifferencidléodasanak” részjelensége, hiszen a rosszindulatu
mellékvesekéreg-daganatokban mads gének (pl. szteroidhormon bioszintézisben szerepld
gének, novH) csokkent kifejez6dését is leirtak [47, 48, 301]. Expresszids vizsgdlataink alapjan
nem tudunk vadlaszt adni arra a kérdésre, hogy a hisztaminnak milyen funkcionalis
jelentésége van ezekben a daganatokban és a hisztaminreceptorok kifejez6désének
megvaltozott mintdzata a hisztamin csokkent koncentracidjaval egylitt milyen kérélettani
kovetkezményekre vezet. Nem eldonthet6 kérdés az sem, hogy a hisztaminnal kapcsolatos
gének és fehérjék eltérései a mellékvesekéreg-daganatok kialakuldsaban jatszanak kozre,
vagy ezek csak kovetkezmények. E kérdések eldontéséhez tovabbi, funkcionalis vizsgalatok
szlikségesek. Mindazonaltal valdszindsithet6, hogy szemben mas daganatokkal a hisztamin a
mellékvesekéregben nem egyértelmlien daganatnovekedést serkenté hatasu. E
megfigyelésiink is jelezheti, hogy a mellékvesekéreg tébb tekintetben is eltéréen viselkedik
mas szervektdl.

A hisztamin mellékvesekéreg-daganatokban betolt6tt szerepe a gyulladasos-immun

folyamatok és az endokrin daganatok kozotti kapcsolatra utal.
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5.6. Insilico genomikai vizsgalatok szekvenciavariansok felderitésére a
hisztamin bioszintézisében, hatasaban és lebontasaban szerepl6
fehérjék génjeiben

A HDC, hisztaminreceptorok (HRH1-4), HNMT és DAO szekvenciavariansait in silico
megkozelitéssel kerestiik. Szamos mar leirt és tobb Uj varianst azonositottunk mind a nem
kddold, mind a kddold szekvencidkban. E megkozelités hatranya, hogy az Ujonnan talalt
variansok esetében nem tudjuk kizdrni annak lehet8ségét, hogy ezek nem valds eltérések,
hanem csak a molekuldris genetikai vizsgalatok (polimerdz lancreakcié, szekvenalas)
mUitermékei [175].

A nem kédolé régiokban észlelt variansokat nem sikerllt a gének mikodésében
ismert szabalyoz6 szekvenciakkal (promoter, enhancer, splicing donor és akceptor helyek)
kapcsolatba hozni, ezdltal e variansok jelentéségére nem tudtunk kévetkeztetést levonni.

A kodold szekvencidk varidnsai kozott mind aminosavcserével jaré (8. tablazat), mind
aminosavcserével nem jard szekvenciaeltéréseket talaltunk. Az aminosavcserével nem jaré
variansoknak is lehet biolégiai szerepe, mivel rejtett intragénikus szabalyozé szekvencidkat
befolyasolhatnak. Az aminosavcserével jaré variansok kozott vannak olyanok, amelyek a
fehérjék fizikokémiai tulajdonsagait befolyasolhatjak, hiszen az eredeti és megvaltozott
aminosav jellemzGi jelent6sen kilonboznek (pl.. Asp=His a DAO aminosavszekvencidjaban),
mig masok vélhetéen nem eredményeznek drasztikus valtozdsokat (pl. Lys=>Arg a H2R,
Asp=Glu a H3R, Ser=Thr a DAO esetében). A taldlt aminosavcserével jard variansokat
Osszevetettlik az adott enzimek és receptorok esetében ismert struktura-funkcioé adatokkal a
célbdl, hogy a varidansok funkcionalis jelentGségére tudjunk kovetkeztetni.

A HDC génben harom aminosavcserével jaré varidnst észleltiink (Ser148Gin,
Ile400Asn, Arg617Trp), azonban ezek esetleges bioldgiai jelent6ségére vonatkozo struktura-

funkcié adatot nem talaltunk.
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Vizsgalt gén | Eszlelt varians (eredeti aminosav - érintett kodon - megvaltozott aminosav)
HDC Ser148GIn, lle400Asn, Arg617Trp

H1R Gly252Val

H2R Vall133Arg, Lys175Asn, Lys207Arg, Asn217Asp, Lys231Arg, Val268Met

H3R Asp19Glu

H4R Alal38Val*, His206Arg*, Arg252GIn

DAO Pro280Ala, Asp290Thr, Ser332Phe*, Ser592Thr, Arg632Gly, Asp664His

HNMT Thr105lle

8. Tablazat: A kodolo szekvencidkat érinté, aminosavcserével jaro variansok. A vastagon
szedett varidnsokat populdcidgenetikai vizsgdlatokban megerdsitették. A csillaggal is jelzett
varidnsokat in silico mddszeriinkkel els6ként mi azonositottuk.

A hét transzmembran domént tartalmazé membranreceptorok csaladjdba tartozd
hisztaminreceptorok felépitésében nagy jelentGséggel bir a harmadik intracelluldris hurok,
mivel ez a régié fontos szerepet jatszik a jeldtviteli folyamatokban, a G-fehérjék
kapcsolédasa révén [302]. A HRH1 receptorban taldlt Gly252Val varians, valamint a HRH2
receptorban taldlt hat, mar leirt, aminosavcserével jaré varidans kozlil a Lys207Arg,
Asn217Asp és Lys231Arg variansok érdekes lehetnek, mivel a harmadik intracellularis
hurokban talalhatdk [303]. A masodik intracellularis hurokrégidnak is lehet, a harmadikhoz
képest kisebb jelatviteli jelentGsége [304]. A HRH2 Vall33Ala varidnsa a masodik
intracellularis hurokban talalhaté, ami igy szintén szerepet jatszhat a jelatviteli folyamatok
befolydsolasaban (28. abra). Schizophrenidban szenvedd betegekben az Asn217Asp
el6fordulasat gyakoribbnak talaltak, mint az egészséges populaciéban [305]. Késdébbi
tanulmdanyokban azonban ezt nem erGsitették meg [306]. A HRH3 receptorban talalt
egyetlen kddold szakaszt érint6 varians, az Asp19Glu az N-terminalis extracelluldris régidban
talalhatd. Ez a régid a jelatvitelben és a ligand kétésében mai ismereteink szerint nem jatszik

szerepet.
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28. dbra: A HRH2-ben taldlt fontosabb, aminosavcserével jdaré szekvenciavaridansok
sematikus dbrdzoldsa. (ic: intracelluldris)

A HRH4 génjében talalt harom varians koziil az Alal38Val és His206Arg variansokat
els6ként irtuk le és ezeket kés6bb populaciégenetikai vizsgdlatok soran megerdsitették
[307]. E variansok bioldgiai jelentéségére még nem tudtunk kovetkeztetni, mivel a H4
receptor esetében struktura-funkcié adatok nem voltak ismertek.

A hisztamin lebontdsaban szerepet jatszd enzimek koézil a DAO in silico észlelt
szekvenciavariansai kozott a Ser332Phe varianst késébb populdciégenetikai vizsgalatokban
megerdsitették [307]. A tovabbi variansok kozil az Asp664His aminosavcserével jard varians
figyelemre méltd lehet, mivel ezen aminosavcsere az amilorid kotéséért felel6s hidroféb
aminosavszekvencia szomszédsagaban helyezkedik el. A diamin-oxidaz alternativ elnevezése
amiloridkot6é fehérje, ami arra utal, hogy ez az enzim a kaliumspodrold vizhajté amilorid
célfehérjéje [308]. Elképzelhets, hogy ez a varidans (amennyiben valds) az amilorid
kotédésének befolyasolasa révén klinikai jelent6ggel is birhat. Masrészrél ismert az is, hogy a
DAO katalitikus csoportjanak felépitésében igen fontos rézion kdtésében hisztidinek vesznek
részt [309], és nem zdarhatd ki, hogy egy Ujabb hisztidin megjelenése a katalitikus régid
miikodését zavarhatja. A Ser592Thr varians egy kozvetlenil a katalitikus régid (367-590
aminosavak) [310] mellett elhelyezkedd szerint valtoztat meg. A DAO strukturajanak
fenntartasaban bazikus lizin és arginin aminosavaknak fontos szerepe lehet [311], ebbdl a

szempontbdl az Arg632Gly csere emelendd ki, mivel egy bazikus aminosavat neutrdlisra
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cserél. A HNMT génben egyetlen, mar leirt polimorfizmust talaltunk. A Thr105lle (C314T)
E varidns populacios gyakorisaga 5 és 10 % kozott valtozik. Egyes adatok e varianst
Osszefliggésbe hoztdk az asthma bronchialéval, azonban az 0Osszefliggést nem sikerilt
egyértelmlen igazolni [80]. Az Thrl05lle polimorfizmust a kortizol metabolizmusaval is
kapcsolatba hoztdk, mivel az lle varidanst hordozékban metilprednizolon adasa nyoman az
endogén kortizolelvalasztas gatlasa kifejezettebb volt. Feltételezték, hogy e megfigyelés
hatterében a csokkent aktivitdsu enzim kovetkeztében a hypothalamikus hisztaminerg
neuronokban felszaporodé hisztamin centralis hatasa dallhat [313].

A tobbi kédold szekvenciat érinté varianst nem sikeriilt a fehérjék mikodésében
bizonyitott szereppel bird régidkkal kapcsolatba hozni. Mindazonaltal nem zarhaté ki, hogy e
variansok is fontosak lehetnek. A fehérjék strukturajanak befolydsolasa révén olyan
aminosavcserék is funkciondlis valtozasokat eredményezhetnek, melyek kozvetlenll nem
valtoztatnak meg kiemelt régidkat.

Az a megfigyelés, miszerint az in silico azonositott feltételezhet6
szekvenciavariansaink kozill harmat késébbi populaciogenetikai vizsgalatok soran
igazoltak, mddszeriink alkalmazhatdsagat jelzi a genetikai varidansok kutatasaban.
Mindazonadltal szamos in silico azonositott varidnsunkat nem taldltdk meg bioldgiai
mintakban, ami egyrészt felveti az adatbazisokban talalhaté hibdk lehet6ségét, masrészrdl
hangsulyoznom kell, hogy az e mddszerrel azonositott variansok igazolasahoz a

populaciégenetikai vizsgalatok elengedhetetlenek.
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5.7. Insilico genomikai vizsgalatok a szteroidhormon bioszintézis és
metabolizmus enzimei és a gliikokortikoidreceptor génjeiben

Az in silico genomikai vizsgalatok terlletén maradva e helyitt targyalom két masik munkam
eredményeit, amelyekben a szteroidhormonok bioszintézisében és metabolizmusdban
szerepl6é enzimek génjeinek valamint a glikokortikoidreceptor gén szekvenciavariansait
vizsgaltam.

Tobb adat utal arra, hogy mind a szteroidhormon-bioszintézis és -metabolizmus
enzimei, mind a glikokortikoidreceptor szerepet jatszhat a mellékvesekéreg-daganatok
patogenezisében, és feltételezhetjiik, hogy varidnsaiknak is szerepe lehet a daganatok

kialakulasaban. Az eredményeket roviden ismertetem.

5.7.1. Szteroidhormon bioszintézis és metabolizmus

J6l ismert, hogy a szteroidhormon bioszintézis egyes enzimeit érinté mutaciok (féként a 21-
hidroxildz, 17a-hidroxildaz/17-20 lidz, 11B-hidroxildz) congenitalis adrenalis hyperplasia
kialakulasahoz vezetnek [314]. Egyes adatok arra utalnak, hogy ezen enzimek eltérései a
mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében is szerepet jatszhatnak. A sporadikus
mellékvesekéreg-daganatok kis részében a 21-hidroxilaz szomatikus mutacidéit mutattak ki
[315]. A génexpresszids vizsgalatok eredményei szerint a rosszindulati daganatokban a
szteroid bioszintézis enzimek kifejez6dése csokkent mértékd a joindulatuakhoz képest [47].
A szteroidhormonok bioszintézisében és lebontdsaban szereplé enzimek (29. abra)
koziul a p450 oldallanchasité enzim (CYP11A1), a 17a-hidroxilaz/17-20 lidz (CYP17), a 3B-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1 és 2 izotipusa (HSD3B1 és HSD3B2), a 21-hidroxilaz (CYP21B),
a 11B-hidroxildaz 1 (kortizol-szintdz, CYP11B1), a 11B-hidroxildaz 2 (aldoszteron-szintdz,
CYP11B2), aromataz (CYP19), 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1 és 2 (HSD11B1 és
HSD11B2), szteroid 5a-reduktdz 1 és 2 (SRD5A1 és SRD5A2), szteroid 5B-reduktaz (SRD5B1),
dehidroepiandroszteron szulfotranszferdz (DHEA-ST), 17B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1, 2
és 3 (HSD17B1-3) enzimek génszekvenciait vizsgaltuk a kddold és nem kddold szakaszok

szekvenciavariansainak vizsgdlata céljabal.
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a szévegben.
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A szteroidhormon bioszintézis sebességmeghatarozd lépését az oldallanchasitd enzim
(CYP11A1) katalizadlja. A HSD11B1 és 2, a SRD5A1 és 2, a SRD5B1 és a DHEA-ST a
szteroidhormonok metabolizmusaban vesznek részt. A 17B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 3
tipusa kozill az 1-es és 3-as elsésorban a szteroidhormonok bioszintézisében (6sztradiol és
tesztoszteron), mig a 2-es tipus a metabolizmusukban (6sztradiol-6sztron, tesztoszteron-
androszténdion atalakulds) vesz részt [316].

Mind a kédold, mind a nem kddold szakaszokon szdmos varidnst taldltunk, amelyek
kdzott mar ismert varidnsok is azonosithatok voltak.

A nem kodold szakaszokon nagyszamu szekvenciavarianst talaltunk pl. 59-et a
HSD11B2-ben, 53-at a CYP19-ben és 77-et a CYP17-ben. Két ismert nem kddold szekvenciat
érint8 szekvencia varianst is talaltunk, igy az emlérakra vonatkozo hajlam meghatarozasaval
Osszefliggésbe hozott CYP19 szekvenciavarianst a gén 3’ nem kodold régidjaban (C/T +19 bp)
[317], valamint az aldoszteron bioszintézis utolsd lépését katalizdlé aldoszteron- szintazt
kddolé CYP11B2 gén -344C/T polimorfizmusat, amelyet mar tobb hypertoniaval, primer
aldosteronismussal és szivelégtelenséggel foglalkozé tanulmdanyban vizsgaltak [318].

A kédold szekvencidkat érint6 szekvenciavariansok kézott mind aminosavcserével
jaré, mind ,csendes” (silent) szekvenciavaridnsokat észleltiink. A CYP11A1 és CYP11B2
génben 7-7, a CYP17-ben és CYP21-ben 2-2 eddig nem leirt szekvenciavarianst
azonositottunk stb. A 9. tablazatban a szteroid bioszintetikus enzimek, mig a 10. tablazatban
a metabolizmusban szerepet jatszé enzimek variansait mutatom be.

Az oldallanchasitoé enzimet kédoldé CYP11A1 génben hét eddig ismeretlen varidnst is
talaltunk, azonban ezek bioldgiai jelentésége nem ismert.

A kortizol és aldoszteron bioszintézisében alapvetd 21-hidroxildzt kédold génben
(CYP21B) harom ismert (Lys102Arg, Pro426Arg, Asn493Ser) és két Uj varidnst (Asp437Glu,
Pro490Pro) észleltiink. A Pro426Arg variansa érdekes lehet, mivel a 426-0s poziciéban
talalhato prolin az enzim katalitikus centrumdnak felépitésében, a hem kotésében alapveté

jelent6ségi [319].
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Vizsgalt szekvenciavarians érintett
gén (kodon szama kozépen) aminosavak
CYP11A1 taclétgc Tyr16Cys
atal37gta lle137Val
ttc274ttg Phe274 Leu
atg30latc Met301lle
gtc356gtg Val (NV)
gce501ccc Ala501Pro
aag 505gag Lys505Glu
CYP17 tgg22tgc Trp22Cys
tct65tcg Ser (NV)
catd6cac His (NV)
gat192gac Asp (NV)
gat283gac Asp (NV)
HSD3B1 ttg338ctg Leu (NV)
aac367acc Asn367Thr*
CYP21B aaglO2agg Lys102Arg
ccgd26¢cgc Pro426Arg
gac437gag Asp437Glu
ccad90ccg Pro (NV)
aac493agc Asnd493Ser
CYP11B1 cgg43cag Argd3GIn*
cta75ctg Leu (NV)
ctg362ctc Leu (NV)
ttc494tgc Phe494Cys
CYP11B2 tccl7tcg Ser17Cys
atc55atg lle55Met
tacl19atc Tyr119lle
ttc168ttt Phe (NV)
aagl73agg Lys173Arg
aga249agc Arg249Ser
gcg29l1gca Ala (NV)
ccc322ccg Pro (NV)
agg374cgg Arg (NV)
gtg386gcg Val386Ala
CYP19 gta80gtg Val (NV)
ggt219ggg Gly (NV)
cgc264tgc Arg264Cys
aac496agc Asn496Ser
HSD17B1 agt192ggt Ser192Gly

9. tdblazat: A szteroidhormonok bioszintézisében szereplé enzimek génjeiben észlelt
kédolo szekvencidkat érinté varidnsok. A vastagon szedett varidansokat mar leirtak. *-gal
jelélt varidnsokat késébbi genetikai epidemioldgiai vizsgdlatokban igazoltdk. NV (nincs
vdltozds, szinonim): nem eredményez aminosavcserét
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A HSD3B1 gén Asn367Thr varidansat kés6bbi vizsgdlatokban igazoltak és
afroamerikai valamint kaukazusi népességben 10 % feletti allélgyakorisagot allapitottak meg
[320]. A kortizolszintézis utolso lépését katalizalé enzimet kédolé CYP11B1 génben egy
masik in silico variansunk el6fordulasat is igazoltak (Argd3Gln), és in vitro mutagenezisen
alapulé vizsgalatokkal azt taldltdk, hogy e varidns a vad tipushoz képest 30-50 %-os
intracellularis enzimszint csokkenést eredményezett [321].

A tobbi ismert szekvenciavarians kozul érdemes még megemliteni aldoszteron szintaz
(CYP11B2) Lys173Arg polimorfizmusat, amit primer aldosteronismussal és alacsony renin
aktivitassal (low renin) hypertonidval hoztak dsszefliggésbe. A Lys173 varians a fent emlitett
nem kdédold -344T varidnssal egyitt a CYP11B2 nagyobb mérték( kifejez6désével jar az ép
mellékvesekéregben és aldoszterontermel6 adenomakban is a -344C/Arg173 haplotipushoz
viszonyitva [322].

A szteroidormonok metabolizmusaban szerepl6 gének koziil a 11-béta hidroxiszteroid
dehidrogenaz 2 tipusa (HSD11B2) a kortizol-kortizon atalakulds katalizalasaval fontos
szerepet jatszik az aldoszteronreceptor kortizollal szembeni védelmében. E gén egyetlen,

mdr ismert varidnsat talaltuk [323].

Vizsgalt gén | szekvenciavarians érintett
(érintett kodon aminosavak
szama koézépen)

HSD11B1 caa253cag Gln (NV)
HSD11B2 gtgl48ttg Vall48Leu
SRD5A1 cgg30cgc Arg (NV)
ccgl03cca Pro (NV)
gcall6gcg Ala (NV)
acal90acg Thr (NV)
gcg29ccg Ala29Pro
SRD5A2 gta89cta Val89Leu
DHEA-ST agc90acg Ser90Thr
gtg158gtc Val (NV)
ctal59gta Leul59Val
HSD17B2 ggaldgca Glyl4Ala

10. tablazat: A szteroidhormonok metabolizmusdban szereplé enzimek génjeiben észlelt
kodolo szekvencidkat érinté variansok. A vastagon szedett varidnsokat mdr leirtdk. NV

(nincs vdltozds): nem eredményez aminosavcserét
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A tesztoszteron-dihidrotesztoszteron atalakulasban alapvet6 funkcioju 5-alfa reduktaz 2-es
tipusaban egyetlen, mar ismert varianst (Val89Leu) taldltunk, amit a prosztata carcinomara
vonatkozd hajlammal [324, 325], illetve a polycystas ovarium szindrémaval [326] is
Osszefliggésbe hoztak.

A szteroidhormonok bioszintézisében és metabolizmusaban szerepl6 enzimek
génjeinek szekvenciavariansai a farmakogenetika fontos fejezetét képezik. Tobb betegség
kialakuldsaban és kezelésében is fontosak lehetnek, ezért felderitésik fontos. In silico
vizsgalatunkban tobb, mar leirt varidns mellett szdmos ujat taldltunk, amelyek kozil
populacidégenetikai vizsgalatokban eddig kett6t igazoltak.

Az in silico azonositott varidnsok tovabbi vizsgalata keretében egyrészt ezek
populacidégenetikai megerbsitése lenne sziikséges, masrészt bioldgiai jelentGségik
vizsgdlatdhoz kozelebb vihetnek a haromdimenziés fehérjemodellezési mddszerek. A
kovetkez6kben ismertetendd in silico azonositott glikokortikoidreceptor varidnsok

potencialis jelent&ségét e mddszerrel vizsgaltuk.

5.7.2. Gliikokortikoidreceptor (GR)

A kortizol sokrétld hatasait a glikokortikoidreceptoron keresztil fejti ki. A
glikokortikoidreceptor mutdciéi allnak a ritkan el6forduld gliikokortikoidrezisztencia
hatterében. A betegek tobbségében magas vérnyomas, faradtsag, valamint androgén illetve
mineralokortikoid tultermelés tinetei figyelhet6k meg. A mutdcidk mellett tébb
polimorfizmus is ismert a glikokortikoidreceptor génben [173, 327].

A gliikokortikoidreceptor a mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében is szerepet
jatszhat. Klinikank endokrin munkacsoportja irta le, hogy a gliikokortikoidreceptor (GR) két
izoformaja (alfa és béta) nagyobb mértékben fejez6dik ki a jéindulatu kortizoltermel6
adenomadkban az ép szovetekhez és hormondlisan inaktiv adenomakhoz képest [328]. A
joindulatu mellékvesekéreg-daganatokhoz képest a rosszindulatu daganatok GR kifejez6dése
fokozott mérték( [231]. Klinikdnk endokrin munkacsoportjanak egy masik megfigyelése
szerint az GR ismert Asn363Ser (N363S) polimorfizmusanak el6fordulasi gyakorisaga a
kétoldali mellékvesekéreg-adenomaban szenvedd betegekben szignifkansan nagyobb az

egészségesekhez és az egyoldali adenomat hordozékhoz képest [329].
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Mindezen megfigyelések a gliikokortikoidreceptor és gliikokortikoid hatas

patogenetikai jelent6ségére utalhatnak a mellékvesekéreg-daganataiban, bar ezek

molekuldris mechanizmusa nem tisztazott. A glikokortikoidok immun-neuroendokrin
kdlcsonhatasokban betoltott kitlintetett szerepére tekintettel, a glikokortikoidreceptor
variansainak is fontos szerepe lehet a glikokortikoidok immunoldgiai hatasaiban.

A gliikokortikoidreceptor kilenc exonbdl épil fel. Az alfa és béta izoforma a 9.
exonban kilonbozik (9a és 9B). A kortizol elsésorban a GRa izoforman keresztil fejti ki
hatdsait, mig a GRP inkabb gatlé hatasu, bar Ujabb adatok transzkripciot aktivald hatdsaira is
utalnak [330]. In silico vizsgdlatunkban a gliikokortikoidreceptor exonjait, intronjait, a
glukokortikoidreceptor a és B mRNS-ét vizsgdltuk eddig ismeretlen szekvenciavaridnsok

felderitése céljabdl.

Szekvenciavarians | Erintett aminosav | Erintett exon
CAC—>CAT* His588 (NV)* Exon 6
ATG—ACC Met646Thr Exon 7
CTG—CCG Leu647Pro Exon 7
TCT>TAT Ser651Tyr Exon 7
GAC—HGAT* Asp678 (NV)* Exon 8
GGT—>GGG Gly679 (NV) Exon 8
ATT-CTT lle701Leu Exon 8
TTT>TGT Phe715Cys Exon 8
AAT—AAC* Asn766 (NV)* Exon 9a

11. tdablazat: A gliikokortikoidreceptor kodolé szekvencidinak in silico vizsgadlatdval
azonositott varidnsai (NV: aminosavcserét nem eredményezd varidns). A vastagon szedett
varidnsokat mdr leirtdk.

A kédold szakaszokon 8 szekvenciavarianst talaltunk (11. tablazat), ezek kézil harom,
aminosavcserével nem jaré csendes polimorfizmus mar ismert volt (His588His, Asp678Asp és
Asn766Asn). Valamennyi szekvencia varians a fehérje hormonkoté régidjat befolydsolta. A
Gly679Gly csendes szekvencia varidans ugyanazon kodont érinti, mint egy mar leirt

glikokortikoid-rezisztenciaval tarsitott mutacidé (Gly679Ser).
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A gliikokortikoidreceptor hormonkoté részének haromdimenzids szerkezetét 2002-
ben kozolték [331], valamint a ligand (dexametazon) és receptor antagonista (RU468)
kotésére bekovetkezd valtozasokat is leirtdk [332]. Ezzel lehet6vé véalt a mutdcidk és
variansok kovetkeztében bealld térszerkezeti valtozasok haromdimenzidos modellezése, amit
az aminosavcserével jard variansok esetén vizsgaltunk.

A 30. abra a gliikokortikoidreceptor hormonkoté részének szalagdiagramjat mutatja
néhany ismert, glikokortikoid-rezisztenciat okozé mutdcid és in silico variansaink

feltintetésével.

lle 781 Phe 715

30. dbra: A gliikokortikoidreceptor hormonkoété részének sematikus dabrdja (szalagdiagram
— ribbon diagram). A bekeretezett aminosavak in silico azonositott varidnsok, a tébbi jeldlt
aminosavat gliikokortikoid-rezisztencidt okozé mutdciok érintik.
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A haromdimenzids modellezés alapjan az in silico azonositott Met646Thr varians kozvetlenil
a ligand (dexametazon) kotését érintheti. A metioninhoz képest kisebb méretl treonin a
ligandkot6 zsebet kevésbé tolti ki, ami csokkent hormonkotéshez vezethet (31. abra). A
patkdny glikokortikoidreceptorban a human 646-os metioninnak megfelel6 664-es
metionint in vitro mutagenezissel vizsgdltdk, és ennek treoninra cserélése a receptor
hormonkotési képességét jelentésen megvaltoztatta [333]. Mindezen adatok e varidns

funkcionalis jelentéségét jelezhetik.

Ph9623'

Leu 62

5
DEX

GIn 642 \,/

31. dbra: A vilagosbarndval jelzett 646-os metionin kézvetlen kapcsolatban dll a s6tétzéld
és sotétvoros szinekkel jelolt dexametazonnal (A). A kékkel jel6lt treonin csak részben tolti
ki a ligandkéto zsebet, ami csékkent hormonkétést vonhat maga utdn (B).

A 646-0s metionin mellett elhelyezked6 leucin (Leu647) a hormonkoté régié melletti
hidroféb zseb felépitésében fontos, igy a Leub47Pro in silico varians prolinja e zseb
felépitését zavarhatja.

In silico vizsgalataink soran ugyanazon csirasejtes nukleotidszekvenciaban észleltiik az
Ile701Leu és a Phe715Cys varidnsokat. Ezen aminosavak a hormonkoté régidval szemben
helyezkednek el és a ligand stabilitasanak biztositdasdban jatszhatnak szerepet. Amennyiben
e variansok valdban I|éteznek és nem szekvendlasi hibakbdl szarmaznak, a
glikokortikoidreceptor miikodését alapvetéen befolyasolhatjak. A Ser651Tyr funkcionadlis
kovetkezményei nem vildgosak, mivel ez a fehérje felszinén helyezkedik el masik 12
tirozinnal egyetemben, igy lehetséges, hogy nem okoz m(ikédési zavart.

Mindazonadltal hangsulyoznom kell, hogy in silico eredményeink bioldgiai

jelent6ségének megerdsitése kisérletes vizsgalatokat igényelne.
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5.8. Citokinek és receptoraik kifejez6désének vizsgalata hypothalamikus
GnRH-neuronokban: az oncostatin M (OSM) hatasai

Az immun-neuroendokrin kdlcsonhatdsok vizsgdlata keretében tanulmanyoztam a
hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expresszidos mintazatat, mivel ez
vizsgadlatunkat megel6z6en nem volt ismert. A reproduktiv tengely (hypothalamus-
hypophysis-gonddok) aktivitdsa szamos betegségben lecsokken (pl. fert6zések, daganatos
betegségek) és ebben a citokinek is szerepet jatszanak. A proinflammatorikus citokinek (TNF-
a, IL-1B, IL-6) tobb ponton is befolydsolhatjak a reproduktiv tengely m(ikodését, azonban a
kiilonb6z6 kisérleti rendszerekben tett megfigyelések k6zott szdmos eltérés figyelheté meg,
igy nehéz egységes képet kialakitani [92].

Els6ként vizsgaltuk kozvetleniil a hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és
citokinreceptor expressziés mintazatat.

E neuronok vizsgdlata nehéz, mivel elszértan helyezkednek el a hypothalamusban és
ezért kozvetlen vizsgdlatuk elsGsorban sejttenyészetek révén lehetséges. E munkamat
Svajcban végeztem, ahol kondicionalis immortalizacid technikdjaval allitottak el6 egy (j
sejtvonalat. E sejtvonal (GnV-4) a Tet-On rendszer felhaszndldsa kovetkeztében csak
tetraciklin (doxiciklin) jelenlétében osztédik, annak hidnydban differencidlédik és az ép
GnRH-neuronokhoz nagyban hasonld fenotipust vesz fel [97, 98].

Elsé Iépésben a GnV-4 sejtvonal citokin és citokinreceptor expresszidjat mRNS szinten
kvalitativ. RT-PCR-rel vizsgdltuk. Vizsgalatainkat azon citokinekre és receptorokra
osszpontositottuk, amelyek jelent6ségét az immun-neuroendokrin kélcsonhatasokban mas
kisérleti rendszerekben mar kimutattak [109]. Vizsgdltuk az IL-1 és IL-6 citokincsalad
receptorait, az IL-2 receptor alegységeit és az IL-10 receptorat. Kimutattuk, hogy GnV-4
sejtek kifejezik az IL-1 mindkét receptoranak (IL-1R1 és IL-1R2) és a jelatvitelhez sziikséges
jarulékos fehérje mRNS-ét (IL-1 receptor accessory protein, IL-1Rap), az IL-2 receptor y
alegységét, valamint az IL-6 receptorcsalad kozos gp130 jelatviteli alegységét, valamint az
IL-6 és oncostatin M (OSM) receptorat (OSMRB) (32. abra A). Erdekes mddon, az IL-6
csaladba tartozd és ismert kozponti idegrendszeri funkcidkkal rendelkezd ciliaris
neurotrofikus faktor (CNTF) és leukémia inhibitoros faktor (LIF) receptorait nem észleltik

[110].
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32. abra: Az OSMRB, gp130 és IL-6Ra mRNS expresszidjanak kimutatdsa kvalitativ RT-PCR-
rel (A). Az OSM hatdsa a korai gének kifejez6désére (B-D) szemikvantitativ RT-PCR alapjdan
az S$12 riboszomadlis fehérije mRNS-éhez viszonyitva. *: p<0,05, bp: bdzispdr, MW:
molekulatémeg marker. (n=3)

Az IL-1 receptorok és a jelatvitelhez sziikséges IL-1Rap egylittes kifejez6dése arra utal,
hogy az IL-1 hatdsahoz szikséges fehérjék jelen lehetnek a hypothalamikus GnRH-
neuronokon. Kordbbi in vivo eredmények az IL-1B GnRH expresszidt befolydsolé hatasara
utalnak [334], és eredményeink ennek molekularis hatterét igazolhatjak. Természetesen az
MRNS szint(i eredmények fehérjeszintli megerd@sitése sziikséges.

A citokinek koziul az IL-1a, IL-1B, IL-1 receptor antagonista (IL-1RN), IL-6 és OSM

MRNS kifejez6dését vizsgdltuk, de csak az IL-6-ét talaltuk meg. Az IL-6 és az IL-6 receptor
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mindkét alegységének (gp130 + ligandspecifikus alegység) egylittes jelenléte autokrin
szabalyozas lehet&ségét veti fel, amit mar korabbi eredmények alapjan is feltételeztek [105].

A receptorok koziil az OSM receptoranak expresszidja tlint a legérdekesebbnek,
mivel ennek kozponti idegrendszeri kifejez6désér6l eddig kevés adat volt: kismértéki
expresszidjat szadmos agyteriileten észlelték, de legmagasabb mértékben a bulbus
olfactoriusban fejez6dott ki [335, 336]. Mivel a hypothalamikus GnRH-neuronok is az
olfactoricus plakod teriletér6l szdrmaznak, e megfigyelés fejl6édéstani szempontbdl is
érdekes lehet [96, 337].

Emberben az OSM kétféle receptorhoz kot6dhet. Az 1-es tipusi OSM receptor
egyben a LIF receptora is, mig a 2-es tipusu receptort az OSM-re specifikus OSMRp alkotja a
gp130 kozos jelatviteli alegységgel kozosen. Ragesalokban csak a 2-es tipusu receptor koti az
OSM-et [108]. Mivel a patkany eredet(i GnV-4 sejtvonalban a LIF receptorat egyébként sem
mutattuk ki, az OSM hatasai csak a 2-es tipusu receptoron keresztiil jhetnek létre.

Az OSM szdmos hatdsat irtak le a gyulladds, vérképzés, maj regeneracids
folyamatainak szabalyozasaban, potencidlis endokrin jelentéségér6l azonban csak kevés
megfigyelést kozoltek. Az OSM serkenti az agyalapi mirigy ACTH [338] és a méhlepény
human chorion gonadotropin (hCG) elvélasztasat [339], valamint Sertoli-sejteken autokrin
novekedési faktorként is szébajon [340].

A tovabbiakban az OSM funkcionalis jelent&ségét vizsgaltuk. Els6 |épésben az OSM
kezelés korai gének kifejez6désére kifejtett hatdsat vizsgaltuk szemikvantitativ RT-PCR-rel. 30
perces kezelések sordn az OSM ddzisfiigg6en serkentette a c-fos (32. dbra B), az Egr-1 (early
growth response-1/korai névekedési vdalasz 1 gén) (32. abra C), a GADD45y (growth arrest
and DNA-damage-inducible 45 gamma/névekedés gdtlds és DNS-kdrosodds indukdlta 45
gamma gén) (32. abra D) és az MKP-1 (mitogén aktivdlta kindz foszfatdz 1) gének
kifejez6dését. Ezek kozlil a c-fos és a GADD45y kifejez6dését serkentette a legnagyobb
mértékben. A szintén vizsgalt Myd118 (mdasnéven GADD458) gén kifejez6dését az OSM
kezelés nem befolydsolta. A c-fos kifejez6désének fokozdédasat az idegsejtek altalanosan
elismert aktivacids jelének tekintik [341, 342]. Az Egr-1 a sejtosztddds és apoptozis
szabdlyozasaban jatszik szerepet [343]. Az OSM maj és simaizom sejtekben serkentette a c-
fos és Egr-1 kifejez6dését [344-346]. A GADD45 fehérjecsalad tagjai a genom stabilitdsanak
fenntartasaban és a DNS-kdrosoddsra adott valaszban jatszanak szerepet [347, 348], és ezek

OSM altali serkentését mas sejtvonalon (NIH3T3) mar igazoltak [349]. Az OSM az idegsejtek
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apoptdzisaban szerepet jatszhat, ami felveti, hogy egyes neurodegenerativ korképekben (pl.
HIV encephalopathia) patogenetikai tényezé lehet [350].

Mindezen megfigyelések arra utalnak, hogy az OSM kezelés hatasara a
hypothalamikus GnRH-neuronok aktivalédnak és az OSM alapvetdé sejtosztodasi,
differencialodasi és apoptozisban fontos mechanizmusokat is befolyasolhat.

A korai gének kozil a c-fos, Egr-1 és MKP-1 aktivaciojat is kapcsolatba hoztdk mas
sejttipusokon a mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK) jelatviteli uttal. Vizsgaltuk ezért az
OSM és az IL-6 a MAPK jelatviteli utra kifejtett hatasat. Az OSM szignifikansan serkentette a
MAPK Erk1/2 foszforilaciéjat és hatasa sokkal erGsebb volt és tovabb tartott, mint az azonos
koncentracidban alkalmazott IL-6-é. (33. dbra). (Az OSM és az IL-6 méltomege kdzel azonos,

ezért 100 ng/ml-es koncentracidjuk kbzel azonos molaris koncentraciét eredményez.)
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33. dbra: Az OSM és IL-6 hatdsai az Erk foszforildaciojara. A felsé panel egy jellemzé
kvalitativ Western-blotot mutat be. Az alsé panelen a denzitometriai eredményeket mutatom
be: a hdromszédgekkel jelélt gorbe az OSM, a négyzetekkel jelolt az IL-6 hatdsdt mutatja
(n=4).

Az MKP-1 terméke a MAPK jelatviteli ut negativ szabalyozdsaban jatszik szerepet

[351], és OSM 4ltali serkentése negativ visszacsatolds lehetSségére utal.
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A MAPK jeldtviteli ut jelent6ségének tovabbi vizsgalata keretében, az Erk1/2
aktivaciot specifikusan gatlé PD98059 jelenlétében is tanulmanyoztuk az OSM korai gének
aktivacidjara kifejtett hatasat. A PD98059 teljesen meggatolta az OSM Egr-1 és c-fos mRNS
expressziora kifejtett hatasat, ami igazolja a MAPK jelatviteli Ut jelent6ségét e két korai gén

serkentésének folyamatdban (34. abra).
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34. dbra: Az OSM korai gének kifejezédését serkenté hatdsdat az Erk1/2 gdatlo PD98059
szignifikansan gdtolja. A GnV-4 sejteket 1 ordn dat elbkezeltiik 50 uM PD98059-el, majd 30
perces OSM kezelésnek (250 ng/ml) vetettiik ald. A felsé panelek jellemzé kvalitativ RT-PCR
eredményeket mutatnak (agardz gél elektroforézis képe), mig az alsé paneleken a
denzitometria sordn kvantifikalt eredményeket mutatom be az S12 riboszomdlis fehérje
MmRNS-éhez viszonyitva. *: p<0,05, DMSO: dimetil szulfoxid (szolvens kontroll). (n=3)

Mai ismereteink szerint a hypothalamikus GnRH-neuronok els6dleges és talan
egyetlen élettani feladata a GnRH elvalasztdsa. Az OSM GnRH mRNS expressziora kifejtett
hatdsat valds idejli gRT-PCR-rel vizsgaltuk mind a GnV-4 sejteken, mind primer magzati
patkany hypothalamus sejtkultirakon. Az OSM 6nmagdban nem befolyasolta a GnRH mRNS
kifejez6dését, azonban az N-metil-D-aszpartat (NMDA, 50 pM) indukalta GnRH mRNS
expresszid novekedést dozisfiiggden, hatékonyan gatolta. A glutamat receptor agonista

NMDA a GnRH kifejez6dés egyik leghatékonyabb serkentSje [352]. A maximalis, 70 %-os
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gatlast a GnV-4 sejteken 50 ng/ml-es OSM koncentraciénal, mig a primer fotalis
hypothalamus tenyészeteken 100 ng/ml-es koncentraciéndl értik el. (35. d&bra) E
kiilonbségben kozrejatszhat, hogy a GnV-4 sejtvonal a hypothalamikus GnRH-neuronszer(
sejtek szintenyészete, mig a primer hypothalamikus tenyészetek kevert sejtes kulturak.
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35. abra: Az OSM dozisfiiggben gdtolja az NMDA indukdlta GnRH mRNS expressziot 6 ords
kezelések sordan. Valos idejii qRT-PCR eredmények. A GnRH expressziot a 62-
mikroglobulinhoz, mint belsé kontrollhoz viszonyitottuk. GnV-4 sejtek (A) (n=6), magzati
patkdny hypothalamikus tenyészetek (B) (n=6).
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Eredményeink szerint az OSM szerepet jatszhat a GnRH-neuronok miikdodésének
szabalyozasaban és akar bizonyos betegségek, ill. stresszhelyzetek hatasara bekovetkezé
reproduktiv aktivitds csokkenésében is. A citokinek reproduktiv tengelyre kifejtett
hatdsaiban ezek szerint kozvetlen GnRH-neuronokra kifejtett hatdsok is szerepet jatszanak,
de ezek igazoldsahoz in vivo vizsgdlatok is sziikségesek lennének.

A citokinek és igy az OSM hatdasa is alapvetéen parakrin jellegl. Az OSM f6 forrdsai a
periférian az aktivalt T- és mononukledris sejtek [353], azonban a kdzponti idegrendszerben
is termel6dhet a microglia révén [354], s6t az agy gyulladdsos elvdltozasai [355] és
daganatok (gliomak) [356] is termelhetik. Mindezek alapjan elképzelhet6, hogy egyes
kdzponti idegrendszeri gyulladdsos és daganatos betegségek kovetkeztében helyileg
termel6dé OSM a hypothalamikus GnRH elvdlasztds befolydsoldsan keresztil a reproduktiv

aktivitast modosithatja.
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5.9. Multiplex endokrin neoplasia 2A tipusaban (MEN2A) szenvedo betegek
vizsgalata

5.9.1. A SE AOK II. Belgyégyaszati Klinikan elséként igazolt MEN2A csalad
esete

A Semmelweis Egyetem AOK II. Belgydgydszati Klinikan az elsék kozott végeztiink hazankban
genetikai vizsgdlatot medullaris pajzsmirigyrak (MTC), phaeochromocytoma (Pheo) és primer
hyperparathyreosis kialakuldsara hajlamosité MEN2A szindréma igazoldsdra. Ennek soran
1998-es hamburgi tanulmanyutam (Dr. Wolfgang Hoppner, Institut fir Hormon und
Fertilitatsforschung) soran elsajatitott mdédszert hasznaltunk. A jelenleg laboratériumunkban
is alkalmazott PCR reakcidt kovet6 direkt szekvenaldssal szemben elsé vizsgalataink soran az
exonokra specifikus PCR reakcid utan egylancu DNS konformacids vizsgdlatot (single strand
conformational polymorphism, SSCP) hasznaltunk a mutdcidk sz(irésére, majd restrikcids
enzimemeésztést egyes mutaciok igazolasa céljabdl [183].

Az els6ként kozolt esetlinkben a csalad els6ként vizsgdlt (index eset) tagjandl 40 éves
kordban medulldris pajzsmirigyrdk igazolédott és teljes thyreoidectomia tortént. 2 évvel
kés6bb phaeochromocytoma miatt mdtotték. Az index eset lanyandl 25 éves koraban
metasztatizald medullaris pajzsmirigyrakra derilt fény, ami miatt teljes thyreoidectomia és
nyaki blokk disszekcio tortént. 10 évvel kés6bb kétoldali phaeochromocytoma is kialakult. A

csaladfat a 36. abra mutatja be.

- Pheo 40 é

szimbélumok a betegeket,

MTC25¢
Pheo 35¢ -

Kér: nék, négyzet: férfiak.

36. dbra: A Il. Belgyogydszati
. || Klinikan genetikai vizsgdlattal
1, MTC42¢ elséként diagnosztizalt MEN2A
csalad csaladfdja. A fekete

liresek az egészségeseket jelzik.
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A molekularis genetikai vizsgdlatok soran els6ként a MEN2A-ban leggyakrabban
érintett RET 11-es exon PCR amplifikacidjat végeztiink, majd SSCP kovetkezett (37. dbra A).
Ennek soran a két érintett csaladtag mintdjaban egy alsé, harmadik futtatasi csik jelenléte
jelzi a heterozigdciat. Az SSCP képe alapjan felmerilt TGC634TAC (aminosavszinten Cys -
Tyr) mutacio igazoldsahoz restrikcids enzimemésztést végeztiink, mivel a mutacioé egy Rsal
hasitéhelyet hoz Iétre, ami a vad tipusd DNS-ben hidnyzik (37. dbra B). Mindkét érintettben
igazoltuk a mutdciét. Az unokdban mutaciét nem taldltunk, igy MEN2A irdnyd gondozasa

nem szikséges.

1 4
[ ,:C"'-_

B | — ——— 160 bp
— 124bp
—— 110 bp

—) MO,
. —— 67bp

& Bnerab s

1 2

37. abra: A: SSCP eredménye a TGC634TAC mutdciot hordozo csalad genetikai vizsgdlata
sordn. B: Rsal restrikcio enzim emésztés eredménye. Az 1-2. mintdban Idthatd also
tébbletcsikok (nyilak) a heterozigdciat jelzik. A mintdk szamai a csaladfa jelzéseinek felelnek
meg. 1-2. betegek, 3. egészséges unoka, 4. kontroll.

A TGC634TAC mutaciéd a MEN2A szindromat okozé egyik leggyakoribb RET protoonkogén

mutacid [66].
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5.9.2. Uj klinikai fenotipusok MEN2A szindromaban

A multiplex endokrin neoplasia 2A tipusaban tobb geno-fenotipus 0sszefliggést irtak le. Az

aldbbiakban két altalunk leirt 4j fenotipust ismertetek.

5.9.2.1. Phaeochromocytoma el6fordulasa a RET protoonkogén 10-es
exon 609-es kodon mutacidja esetén

A multiplex endokrin neoplasia szindromak diagndzisara és gondozdsara vonatkozd 2002-
ben kozolt nemzetkozi iranyelvek szerint a geno-fenotipus Osszefliggések vizsgalatanak
addigi eredményei alapjan a RET protoonkogén 10-es exonjaban el6forduld 609-es kodon
mutaciok nem hajlamositanak phaeochromocytomara [66].

Ennek kapcsan els6ként ismertettiik egy olyan magyar csalad esetét, ahol a
TGC609TCC, aminosavszinten Cys—>Ser cserét eredményez6 mutacio
phaeochromocytomaval tarsult.

Az els6ként vizsgalt egyénnél (index eset) 48 éves koraban phaeochromocytomat
diagnosztizaltak. Sikeres adrenalectomiat kovetéen, MEN2A szindréma gyanujaval tortént
MTC irdnyu vizsgdlata sordn a szérum kalcitonin érték jelentds emelkedettségét taldltuk (780
pg/ml; normalis fels6 hatar: 11,5 pg/ml). A pajzsmirigy ultrahang vizsgalata gob jelenlétét
mutatta és az ebbdl végzett aspiracids citologiai vizsgdlat medulldris cacinoma gyanujat
vetette fel, amit a teljes thyreoidectomia soran eltavolitott pajzsmirigy szovettani vizsgdlata
megerdsitett.

Bar a beteg édesanyjanak genetikai anyaga mar nem volt elérhet6, anamnézisébdl
ismert volt, hogy 50 éves koraban mellékvese kiindulasi phaeochromocytoma miatt
operaltak, majd néhany évvel kés6bb medullaris pajzsmirigyrak miatt teljes thyreoidectomia
tortént. Metasztatikus phaeochromocytomdban hunyt el. Rosszindulatu
phaeochromocytoma el6forduldsa a MEN2A szindromaban nagyon ritka [67]. A csaladfat a
38. dbra mutatja be. A genetikai vizsgalatot direkt szekvenalassal végeztiik, amelynek
eredményét a 39. dbran mutatom be.

Az index eset gyermekeinél is genetikai vizsgalatot végeztiink. Hirom gyermeke kozul
egyik fianal megtalaltuk a mutaciét. A MEN2 szindrémaban érvényes iranyelvek szerint
profilaktikus thyreoidectomiat végeztiink [66], és a szOvettani vizsgalata soran mar MTC-re

gyanus terlleteket irtak le. Phaeochromocytoma iranyaban tovabbi rendszeres klinikai
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vizsgalata sziikséges. Az index eset testvérénél és annak fianal is kimutattuk a betegséget
okozé mutacidt. Testvérénél medulldris pajzsmirigyrdk miatt teljes thyreoidectomia és
phaeochromocytoma miatt adrenalectomia tortént, mig a testvér fidban a mutacio

kimutatdsa miatt profilaktikus thyreoidectomiat végeztettiink.

Metasztatikus pheo
+MTC —

Genetikai vizsgalat
nem volt kivitelezhetd

Pheo + MTC (o
Cys609Ser _O

O Profil. thyreoidectomia
Cys609Ser
t MTC + Pheo

Profil. thyreoidectomia Cys609Ser
Cys609Ser
MTC-re gyaniis pajzsmirigyrészletek

38. dbra: A TGC609TCC (Cys609Ser) mutdciot hordozo csaldad csalddfdja. A fekete
szimbdlumok a betegeket, az liresek az egészségeseket jelzik. Kér: nék, négyzet: férfiak.
Profil: profilaktikus

Mutans | Vad tipus

40

10

> . ’ - 1
- - = > > \ h 1 I E

- ‘:\‘
Vo

3

39. abra: A TGC609TCC mutdcio kimutatdsa direkt szekvendlassal
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Esetliink alapjan megallapithatjuk, hogy a RET protoonkogén 10-es exon 609-es
mutdcidi koziil a TGC609TCC (Cys609Ser) esetében phaeochromocytoma el6fordul, tehat
az ezt hordozé betegeket phaeochromocytoma iranyaban is szlirni kell. A kordbban vélt

geno-fenotipus Osszefiiggés eredményeink alapjan nem tarthato.

5.9.2.2. Bilateralis phaeochromocytoma és hyperparathyreosis
el6forduldsa medulldris  pajzsmirigyrak  nélkil MEN2A
szindrémaban

A szintén 10-es exonban el6fordulé TGC611TAC (Cys611Tyr) mutdcid esetén egy kiilonés
fenotipust irtunk le bilateralis phaeochromocytoma és hyperparathyreosis tarsuldsaval,
ugyanakkor a MEN2A legnagyobb penetranciat mutaté eltérését, a medullaris
pajzsmirigyrakot a beteghen nem észleltiik.

A 46 éves nl6beteg extrém foku vérnyomadskiugrasai hatterében biokémiai és
képalkotd vizsgalatokkal kétoldali phaeochromocytomat igazoltunk (40. abra). Novekedett
szérumkalcium értéke primer hyperparathyeosis gyanujat keltette, amit a parathormon
meghatarozas aldtamasztott (szérum parathormon: 165 pg/ml, referenciatartomany: 10-65).
Pajzsmirigy ultrahang vizsgalat két mellékpajzsmirigy adenomara gyanus képletet irt le,
azonban a pajzsmirigy allomdnydban daganatra (medulldris pajzsmirigyrak) gyanus
elvaltozast nem taldltunk. A beteg kalcitoninszintje csak minimalis mértékben volt
emelkedett (9,9 pg/ml norm. 0-9 pg/ml). Kétoldali adrenalectomiat kovetGen
vérnyomaskiugrasai megsz(lintek.

A kétoldali phaeochromocytoma és primer hyperparathyreosis tarsuldsara tekintettel
MEN2A szindrdma gyanujaval genetikai vizsgdlatot végeztiink, ami a RET protoonkogén 10-
es exon 61l-es kodon TGC611TAC (aminosavszinten Cys—>Tyr cserét eredményezd)

mutdcidjat igazolta (41. abra).
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Kontrasztos

40. dbra: A kétoldali phaeochromocytoma képe nativ és kontrasztos computer tomogrdfia
(CT), valamint metajod-benzilguanidin (MIBG) szcintigrdfia sordn.

TTCCC CTGCAAC|TGCJTTCCC
130 1 120 30

i

-
1=
(@)

—
|
EREsT——
R

il
ol .gg:'ﬁ L ) . ‘W\L’ WA AL A

Muténs: TAC611 Vad tl’pus:'T(':iC611,
Tyr Cys

41. abra: A TGC611TAC mutdcio kimutatdsa direkt szekvenadldssal.

A beteg két gyermekében is kimutattuk a mutaciét, de sokgeneracids, népes
csaladjanak tobbsége a genetikai vizsgdlatba nem egyezett bele. A csaladfa elemzésekor
feltlint, hogy a beteg édesanyja 49 éves koraban hirtelen és annak 16 lanytestvére 50 éves
kora el6tt, tobben kozilik szintén hirtelen hunytak el, ami phaeochromocytomaval

kapcsolatos hirtelen halal lehet6ségét vetheti fel (42. dbra).

158



dc_206_11

—
rTYTT Iham
+16 lanytestvér elhunyt, @*—r__l +10 testver
mind <50é korban t49é elhunyt
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13é 156 t44é
baleset
]

H@ leazolt TGC611TAC muticié
B @ Genetikai vizsgilat tortént,
negativ eredménmyel
- Genetikai vizsgilatot elutasitia
‘ Genetikai vizsgalat a jovoben

42. abra: A TGC611TAC mutdciot hordozo beteg csalddfdja. Az index esetet nyil jeléli.

A betegnek felajanlottuk a profilaktikus thyreoidectomiat ill. ezzel egybekotve a
primer hyperparathyreosis m(itéti megolddsat, amibe azonban nem egyezett bele.
Medulldris pajzsmirigyrakra utald eltérést a medullaris pajzsmirigyrak tumormarkereinek
(kalcitonin ill. carcinoembriondlis antigén) és a pajzsmirigy ismételt ultrahangos vizsgalataval
sem talaltunk. Szintén nem utalt medullaris pajzsmirigyrakra a kalcitonin stimuldcios
prébaként alkalmazott pentagasztrin teszt sem (0,5 ug/kg pentagasztrin adasa utdn a
szérumkalcitonin koncentracié a medullaris pajzsmirigyrakra jellemzé hatéarérték (100 pg/ml)
alatt maradt).

Esetiink a vildgon a masodik olyan eset, ahol a Cys611Tyr mutdcié kétoldali
phaeochromocytomaval tarsul a MEN2A szindromdaban legnagyobb penetranciaval
jellemzett medulldris pajzsmirigyrak nélkiil. Egy 70 holland éves nében irtak le Cys611Tyr
mellett kialakult bilateralis phaeochromocytomat, akiben sem medullaris pajzsmirigyrak,
sem primer hyperparathyreosis nem volt kimutathatd [357]. Esetlink ugyanakkor az elsg,
ahol a kétoldali phaeochromocytomahoz primer hyperparathyreosis is tarsult. Kordbban a
Cys611Tyr mutdciot a medulldris pajzsmirigyrak kialakuldsa szempontjabdl kozepes
kockazatu RET mutacioként értékelték [66]. Esetiink és a mar emlitett holland eset mellett

egy olyan Cys611Tyr mutaciét hordozd csaladot is leirtak, ahol a medulldris pajzsmirigyrak
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megjelent, de nagyon lassu progresszidju volt és nem eredményezett haldlos kimenetelt
[358]. A 10-es exon Cys609Ser mutacidja esetén is leirtak hasonlé, elsGsorban
phaeochromocytomdra és alacsony penetrancidji medulldris pajzsmirigyrakkal tarsuld
MEN2A fenotipust [359].

Mindezek alapjan allithatjuk, hogy a Cys611Tyr mutdacid legalabbis egyes esetekben
a medulldris pajzsmirigyrdk szempontjabdél az alacsony kockazatu csoportba tartozik.
Ebben szdmos tényezd szerepet jatszhat (pl. etnikai kilonbségek, egyéb gének eltérései,
stb.) és jelenleg nem tudjuk megmagyarazni e kiilonbség molekularis hatterét. Masrészrél a
Cys611Tyr mutaciét kordbban a phaeochromocytoma szempontjabél alacsony kockazatunak
mindgsitették, ugyanakkor a kétoldali phaeochromocytoma el6forduldasa két fliggetlen

esetben ennek fellilvizsgalatat is indokoltta teheti [360].
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5.10. In silico genomikai vizsgalatok a multiplex endokrin neoplasia
szindromak (MEN1, MEN2) génjeiben el6fordulé
szekvenciavariansok felderitésére

A mar korabban ismertetett in silico modszert a MEN1 szindroma kialakulasaért felel6s
MEN1 és a MEN2-ért felel6s RET gének szekvenciavariansainak keresésére is felhasznaltuk.

A MEN1 gén nem kédold szakaszan 54, mig a RET gén nem kddold részén 36 varidnst
taldltunk. Ezek mind az 5’ és 3’ nem kddolé régidkban, mind szamos intronban el6fordulnak,
azonban ismert szabalyoz6 elemekkel nem sikerilt 6ket kapcsolatba hoznunk.

A RET protoonkogénben 4 eddig ismeretlen szekvenciavaridnst azonositottunk,
amelyek kozll az Arg77Arg és Pro785Pro aminosavcserével nem jaré ,csendes” (silent)
variansok. A csendes szekvenciavariansoknak is lehet azonban kérélettani kdvetkezménye
amennyiben a genetikai szabdlyozdsban fontos helyeket érintenek. A 77-es kodon mutacidjat
mar kordabban leirtak Hirschprung-betegségben szenvedd betegekben (Arg77Cys) [361]. /A
Hirschprung-betegség eseteinek egy részében szintén a RET gén mutécidit mutattak ki./ Ot,
mar korabban ko6zolt csendes varidnst is észleltiink (Ala45Ala, Ala432Ala, Gly691Ser,
Leu769Leu, Ser904Ser) [362]. (12. tablazat)

RET MEN1
Szekvenciavarians aminosavcsere Szekvenciavarians (az aminosavcsere
(az érintett kodon érintett kodon szama

szama kozépen) kézépen)
CGC77CGA Arg, NV TTC416TTA Phe = Leu
CCA785CCT Pro, NV CACA433CAT* His, NV
TCC904CCC Ser = Pro TCA512TCT Ser, NV
CGC982TGC Arg = Cys CAA584CCA Gln = Pro

12. tdbldzat: A RET és a MEN1 gének kodolo szakaszain talalt eddig nem leirt in silico
szekvenciavariansok. NV: nem eredményez aminosavcserét; *kés6bbi populdcidogenetikai
vizsgdlatokban igazoltdk

A mar leirt, aminosavcserével nem jaro variansok koziil a Ser836Ser polimorfizmust a
sporadikus medullaris pajzsmirigyrak kialakuldsaval is kapcsolatba hoztak, mivel a sporadikus

medullaris pajzsmirigyrdkban szenveddkben szignifikdnsan gyakrabban fordult el§, mint a
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kontroll népességben [362]. Munkacsoportunk vizsgalt egy négy generaciés, 80 tagot
szamlald csalddot, ahol a familidaris medullaris pajzsmirigyrakra (FMTC) hajlamosité RET
protoonkogén exon 14 Val804Leu mutacidja mellett a Ser836Ser varians is el6fordult. 23
csaladtagot vizsgaltunk, akik kozil 12-ben taldltuk meg a Val804Leu mutaciét, haromban
mind a Val804Leu mutdcidt és a Ser836Ser polimorfizmust és hat egyénben csak a Ser836Ser
polimofrizmust. A Val804Leu mutdcié és a Ser836Ser polimorfizmus kiilonb6z6 allélokon
fordult el6. A Val804Leu mutacio kdvetkeztében kialakult medulldris pajzsmirigyrak minden
érintettben id&skorban alakult ki, lassu progresszidju volt, és egy esetben sem jart haldlos
kimenetellel. A Ser836Ser polimorfizmus egyidej(i jelenléte a betegség progresszidjat nem
befolyasolta [363].

Egy szintén 804-es kodont érintd, Val804Met mutaciot vizsgald tanulmanyban két
masik ismert polimorfizmus, a Gly691Ser és a Ser904Ser egyidejl jelenlétét ugyanakkor a
medullaris pajzsmirigyrakra valé hajlammal hoztak kapcsolatba [364].

A két in silico azonositott, aminosavcserével jard varidns (Ser904Pro és Arg982Cys)
igazolasahoz populdcidégenetikai ill. kisérletes vizsgalatok lennének sziikségesek. Mindkét
varians a RET receptor tirozin kindz intracelluldris részén elhelyezked6 aminosavat
befolyasol, aminek kévetkeztében —amennyiben ezen eltérések valdsnak bizonyulnak —a RET
fehérje jelatviteli folyamatait is befolyasolhatjdk. A Ser904Pro varidnst egyébként egy
Klinikdnkon vizsgdlt phaeochromocytomas betegben is megtalaltuk (Dr. Patdcs Attila,
személyes kozlés), de e betegséggel valo osszefliggésének bizonyitasahoz tovabbi vizsgalatok
szlikségesek.

A MEN1 génben is négy szekvencia varidnst talaltunk: Phed4l6lLeu és GIn584Pro
aminosavcserével jaré valamint a His433His és Ser512Ser csendes varidnsokat. Erdekes, hogy
a His433His varidnst szomatikus variansként kordbban mar leirtak sporadikus hypophysis
daganatban, mi azonban csirasejtes varidansként észleltik [365]. E varianst in silico
vizsgalatunk kozlése utan, mint tényleges polimorfizmust igazoltak 1% korili
allélfrekvenciaval [366, 367]. Harom mar ismert szekvenciavaridnst (Arg171Gln, Asp418Asp,
Ala541Thr) [368] is talaltunk. Mivel a MEN1 gén termékének, a meninnek térszerkezete és
struktura-funkcio 6sszefliggései még nem ismertek, e variansok bioldgiai jelent6ségére még

nem kovetkeztethetlnk.
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6. OSSZEFOGLALAS

6.1. Vizsgalataim eredményeinek 6sszefoglalasa, uj megallapitasok

Vizsgalataimban az endokrin daganatok és az immun-neuroendokrin koélcsénhatdsok

terliletén tobb Uj megfigyelést tettiink.

Mellékvese-daganatokban az els6k kozott vizsgdltuk a mikroRNS-ek expresszios

mintazatat.

1.

Megallapitottuk, hogy az ép mellékvesekéreg, a joindulatd hormonalisan inaktiv és
kortizoltermelS, valamint a mellékvesekéreg-carcinoma mikroRNS expresszids
mintdzata szignifikans eltéréseket mutat.

A jo- és rosszindulatu mellékvesekéreg-daganatok elkilonitésére alkalmas mikroRNS
markereket azonositottunk, amelyek koziil a hsa-miR-503 és hsa-miR-511 expresszios
kilénbsége bizonyult leghatékonyabbnak. Mivel a mellékvesekéreg-daganatok
szOvettani vizsgalata és a rosszindulatisag megallapitasa nehéz, e mikroRNS marker
gyakorlati szempontbél is hasznos lehet.

Sporadikus benignus, 6rokl6d6 benignus (multiplex endokrin neoplasia 2, von Hippel-
Lindau szindroma és neurofibromatosis 1 talajan kialakult) valamint sporadikus
recidivdld phaeochromocytomak kozott szignifikdns mikroRNS  expresszids
eltéréseket talaltunk.

Igazoltuk, hogy a paraffinos formalin fixalt szovetblokkokbdl izoldlt RNS alkalmas a
phaeochromocytomak mikroRNS expresszidés mintazatanak vizsgalatara.

A hsa-miR-1225-3p vizsgdlata a recidivara hajlamos és nem recidivalé
phaeochromocytomak elkiilonitésére alkalmas lehet, ami felveti gyakorlati

jelentGségét.

A mikroRNS-ek bioldgiai jelentGségének vizsgalatdara bioinformatikai elemzéseket

végeztiink.

6.

Ugyanazon mintakon végzett parhuzamos mikroRNS és mRNS expresszios vizsgalatok
végzésével Uj, szovetspecifikus mikroRNS target predikcids mddszert dolgoztunk ki.
Ennek sordan a nem expresszalddéd mRNS-ek kisz(irésével és az ellentétesen valtozé

mikroRNS-ek és mRNS-ek azonositasa révén sz(ikitettlik a szébajové mRNS-ek korét.
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A mellékvesekéreg-carcinomak és adenomak kodzott szignifikdnsan eltéré mikroRNS-
ek bioinformatikai elemzésével a sejtciklus G2-M ellen6rzépontjanak karosodasat
mutattuk ki, mint a mikroRNS-ek altal befolydsolt, mellékvesekéreg-carcinomdaban
fontos patogenetikai eltérést.

7. A phaeochromocytoma recidivdjaban fontos hsa-miR-1225-3p bioinformatikai

elemzésével a Notch-jelatviteli ut jelent&ségét mutattuk ki.

A mellékvesekéreg-daganatok patogenetikai Utjainak vizsgdlatara bioinformatikai
metaanalizist végeztiink, valamint az mRNS expressziés és citogenetikai eltérések
korreldcidja céljabdl sajat vizsgdlatot is végeztlink ugyanazon mintakon végzett mRNS
microarray és komparativ genom hibridizacié végzésével.

8. A metaanalizis eredményei szerint mellékvesekéreg-carcinomaban harom {6
patogenetikai utat azonositottunk: 1. a sejtciklus G1/S és G2/M ellenérz6pontjainak
karosodasat, 2. a retinsav jelatvitel eltéréseit és 3. az immun-komplement rendszer
eltéréseit. A G2/M ellen6rz6pont karosodasdban a mikroRNS-ek szerepét is
kimutattuk.

9. A topoizomerdaz 2A éz exportin kifejez6désének fokozéddsa a mellékvesekéreg-
carcinoma citosztatikus kezeléssel szembeni rezisztencidjanak magyarazatdban
sz6bajovd Uj molekularis mechanizmus.

10. Halézatelemzés sordn a c-myc protoonkogén csokkent kifejezGdését, mint a

mellékvesekéreg-carcinoma patogenezisének kdzponti elemét azonositottuk.

A gyulladdsos mediator hisztamin jelent6ségét els6ként vizsgaltuk mellékvesekéreg-
daganatokban.

11. A hisztamin bioszintézisért felelGs hisztidin dekarboxilaz kifejez6dése és a hisztamin
koncentrdacidja is kisebb mérték( volt a mellékvesekéreg-daganatokban, mint az ép
szovetben, legalacsonyabbnak a carcinoma szévetekben talaltuk.

12. A hisztamin receptorai kozott szignifikdns eltéréseket taldltunk, a H3 receptor
kifejez6dése a rosszindulatu daganatokra volt jellemz6, ami akar a rosszindulatusag
markereként torténd felhasznalasat is felvetheti.

13. Az ép mellékvesekéregben a hisztamin f6 forrasat maguk a mellékvesekéreg sejtjei

képezik és a hisztamin hatasdhoz és lebontasdhoz sziikséges fehérjék mind jelen
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vannak, ami felveti a hisztamin jelentGségét a mellékvesekéreg élettani

folyamataiban.

Hypothalamikus GnRH-neuronok és a citokinrendszer kapcsolatanak vizsgalata az immun-

neuroendokrin kdlcsonhatasok keretében.

14. A hypothalamikus GnRH-neuronokon tobb citokin receptorat mutattuk ki mRNS

szinten (interleukin-6, oncostatin M, interleukin-1).

15. Az oncostatin M aktivalta a sejtek korai gén expresszidjat, a mitogén aktivalta protein

kindz jelatviteli utat, és gatolta az N-metil-D-aszpartat indukalta GnRH elvalasztast,
igy szerepet jatszhat a hypothalamikus GnRH-neuronok mikodésének

szabdlyozasaban.

In silico genomikai vizsgalatok soran a hisztaminnal kapcsolatos gének, a szteroidhormon

bioszintézis és metabolizmus enzimeinek génjei, a glikokortikoidreceptor, valamint a

multiplex endokrin neoplasia 1-es és 2-es tipusanak génjeit vizsgaltuk. Mivel ezek in silico

variansok, igazoldasukhoz populacidgenetikai és kisérletes vizsgalatok sziikségesek.

16.

17.

18.

19.

20.

A hisztamin bioszintetikus enzim, receptorai és lebomldasdaban szereplé fehérjék
génjeiben tébb, mar ismert, valamint 0j varianst azonositottunk.

A szteroidhormon bioszintézisben és metabolizmusban szerepl6é enzimek génjeinek
vizsgalatdval tébb ismert és Uj varianst taldltunk.

Mind a hisztaminnal, mind a szteroidhormon bioszintézissel kapcsolatos gének in
silico médszerilinkkel azonositott variansai kozul néhanyat kés6bbi populaciégenetikai
vizsgalatokkal igazoltak, ami mddszeriink alkalmazhatdsagat jelzi.

A glikokortikoidreceptor génjében is tobb varianst taldltunk. Mivel a
glikokortikoidreceptor ligandkotd régidjaban haromdimenzids térszerkezete ismert,
itt lehet&séglink nyilt egyes in silico varidnsok potencialis molekuldris hatasainak
vizsgdlatara is.

A MEN1 és MEN2 szindromaért felel6s génekben tobb ismert és potencidlisan Uj

varianst azonositottunk.
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Klinikai genetikai vizsgalatok a multiplex endokrin neoplasia szindroma 2-es (MEN2)
tipusaban
21.Hazankban az els6k kozott végeztink genetikai vizsgdlatot a MEN2A szindréma
igazolasara.
22. Két uj klinikai fenotipust azonositottunk:
22A: Els6ként irtuk le phaeochromocytoma el6forduldsat a RET protoonkogén 10-es
exon 609-es kodon mutacidja (Cys609Ser) esetén.
22B: A RET protoonkogén 10-es exon 611-es kodon Cys611Tyr mutdcidja esetén
kétoldali phaeochromocytoma és primer hyperparathyreosis tdrsulasat irtuk le

medullaris pajzsmirigyrak megjelenése nélkiil.
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6.2. Eredményeim potencialis klinikai-gyakorlati hasznositasi lehetdségei

Diagnosztikai jelentdség:

A mellékvesekéreg-daganatok rosszindulatusagat jelz6 mikroRNS biomarkerek (hsa-
miR-503, hsa-miR-511) a szOvettani vizsgalat hasznos kiegészit6i lehetnek a
mellékvesekéreg-carcinoma diagndzisaban.

A paraffinos szovetblokkokbdl izoldlt RNS mintdk alkalmasak a mikroRNS mintdzat
meghatdrozasara phaeochromocytomadk esetében.

A recidivdld phaeochromocytomakra jellemzd hsa-miR-1225-3p  fokozott
kifejez6désének kimutatasa a betegek szorosabb kdvetését teheti indokoltta.

A mellékvesekéreg-carcinoma fokozott hisztamin HRH3 receptor kifejez6dése a
rosszindulatisag markere lehet.

A RET protoonkogén 10-es exon 609-es kodon mutdcidi esetén is szlikséges az
érintettek phaeochromocytoma irdnyu sz(rése.

A RET protoonkogén egyes mutdcidi esetén a medulldris pajzsmirigyrak penetranciaja
csokkent.

Kezelési jelentdség:

7.

Az onkogén, ill. tumorszuppresszor hatdasu mikroRNS-ek esetleg terdpias célpontként
johetnek szdba a jov6ben a mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében.

A mellékvesekéreg-daganatok funkcionadlis genomikai metaanalizise soran azonositott
utvonalak kozll a retinsav jelatvitel befolydsolasa a mellékvesekéreg-carcinoma
kezelésében Uj gyogyszeres beavatkozasi lehetGségét jelezheti.

A phaeochromocytoma recidiva patomechanizmusaban felvet6d6 Notch-jelatviteli at
befolydsolasa a phaeochromocytomadk ez iranyu gydgyszeres kezelési lehetGségét

vetheti fel.
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11. K6szonetnyilvanitas

Els6 helyen Dr. Racz Karoly Professzor Urnak tartozom koszonettel azért, hogy a
Semmelweis Egyetem Il. Belgydgyaszati Klinika Endokrin Munkacsoportjanak vezetdjeként,
majd a Klinika igazgatdjaként kutatd- és gydgyitd munkamban mindvégig tamogatott,
lehet6séget adott 6ndlld kutatécsoport létrehozdsdra és e munka megirasat lehetévé tette.
Szintén az elsék kozott készondém Dr. Tulassay Zsolt Professzor Urnak, az MTA rendes
tagjanak, a Il. Belgydgyaszati Klinika el6z6 igazgatdjanak, aki a Klinikdra végzésemet
kovetben felvett és szintén mindig tamogatott.

Koszonettel tartozom Dr. Falus Andrds Professzor Urnak, a Genetikai, Sejt- és
Immunbioldgiai Intézet igazgatdjanak, az MTA rendes tagjanak, aki PhD témavezet6mként
onallé kutatova vdldsomban, a tudomanyos gondolkodds elsajatitdsaban alapveté szerepet
jatszott. A PhD fokozat megszerzése 6ta is szamos kozos kozleménylnk jelent meg és tobb
kozos kutatasi projektiink van jelenleg is folyamatban. Kutatéi palyafutdsom elinditdsaban
nagy szerepe volt Dr. Csaba Gyorgy Professzor Urnak, aki tudomanyos didkkéri hallgaténak
az akkori SOTE Bioldgiai Intézetbe felvett és Dr. Téth Sara docens Asszonynak, aki els6
témavezetém volt.

A Semmelweis Egyetem II. Belgydgyaszati Klinikdn szdmos kolléganak tartozom
kdszonettel, mindannyiuk nevét nem is tudnam felsorolni. Kiemelném Dr. Glaz Edit
Professzor Asszonyt, akinek meghatarozé szerepe volt abban, hogy a klinikai targyak koziil az
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