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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

ACTH:adrenokortikotrop hormon 

APC:adenomatosuspolyposis coli 

AUC: görbe alatti terület (areaunderthecurve) 

BMD:a csont ásványianyag-sűrűsége (bonemineraldensity) 

BMI: testtömeg-index (body mass index) 

BMP:bonemorphogenetic protein 

CAD:collision-activateddissociation 

CE: ütközési energia (collisionenergy) 

CK:kreatin kináz (creatinekinase) 

CRH:kortikotropin-kibocsátó hormon (corticotropin-releasinghormone) 

CS:Cushing-szindróma 

CXP:cellexitpotential 

Dkk:Dickkopf(fehérje) 

DMEM/F-12:Dulbecco'sModified Eagle Medium/NutrientMixture F-12 

DNS: dezoxiribonukleinsav 

DP:declusteringpotential 

DST:dexametazonszuppressziós teszt (dexamethasonesuppression test) 

Dvl:Dishevelled(fehérje) 

ECLIA:elektrokemilumineszcensimmunoassay 

ETT-TUKEB: Egészségügyi Tudományos Tanács – Tudományos és Kutatásetikai 

Bizottság 

FBS:magzati marhaszérum (fetalbovineserum) 

FDA:Food and DrugAdministration 

GC:glükokortikoid 

GH/IGF: növekedési hormon/inzulinszerű növekedési faktor (growthhormone/insulin-

like growthfactor) 

GIO:glükokortikoid-indukálta oszteoporózis (glucocorticoidinduced osteoporosis) 

GSK-3β: glikogén szintáz kináz-3 béta 

HPA:hipotalamo-hípofízis-mellékvesekéreg tengely (hypothalamic-pituitary-

adrenalaxis) 
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KEGG:Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

LC-MS/MS: nagynyomású folyadékkromatográfiához kapcsolt tandem 

tömegspektrometria (liquidchromatography-tandem massspectrometry) 

LNSC:éjszakai nyálkortizol (latenightsalivarycortisol) 

LRP5/6:lipoprotein receptor related protein 5/6 

MAPK:mitogen-activated protein kinase 

MEM: minimum essentialmedium 

MRI:mágneses magrezonancia vizsgálat(magneticresonanceimaging) 

MRM: multiplereacion monitoring 

mRNS: hírvivő RNS  

MSC:mesenchymális őssejt (mesenchymalstemcell) 

MSH:melanocitastimuláló hormon 

NET:neuroendokrin tumor 

NF-κB:nuclearfactor kappa-Β 

NPY:neuropeptid Y  

OPG:oszteoprotegerin 

PBS:phosphatebuffersaline 

POMC:proopiomelanokortin 

PPAR-γ:peroxisomeproliferatoractivated receptor- γ 

RANK: receptor activator of nuclearfactor kappa-Β  

RANKL: receptor activator of nuclearfactor kappa-Β ligand 

RNS: ribonukleinsav 

ROC:receiveroperatingcharacteristiccurve 

RT-PCR:reverz transzkripciós polimeráz-láncreakció 

(reversetranscriptionpolymerasechainreaction) 

SAT:szubkután zsírszövet(subcutanadiposetissue) 

SD: standard deviáció 

sFRP:secretedFrizzled-related protein 

SMAD:Suppressor of MothersagainstDecapentaplegic 

Sost:szklerosztin(fehérje) 

TCF/LEF: T cellfactor/lymphoidenhancerfactor 

TGFβ:transforminggrowthfactor-beta 



7 
 

TLDA: TaqManlowdensityarray 

TNF-α: tumor nekrózis faktor-alfa 

UFC:vizelet szabad kortizol (urine free cortisol) 

UPGMA:unweightedpairgroupmethodwitharithmeticmean 

VAT:viszcerális zsírszövet (visceraladiposetissue) 
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2. BEVEZETÉS 

2.1. A hiperkortizolizmus első orvosi észlelései 

A hiperkortizolizmus tüneteinek első leírása 1900-ból, Joseph Babinski lengyel orvos 

tollából származik, aki egy 17 éves fiatal lánybeteg esetén addig még nem ismert 

tünetegyüttest írt le: centrális obezitás, hirzutizmus, visszamaradott nemi jelleg (1). 10 

évvel később Harvey Williams Cushing idegsebész Bostonban foglalkozni kezdett egy, 

a már leírt esettel szinte teljes tüneti egyezést mutató pácienssel. A páciens nevét 

Minnie G.-ként említi az orvostörténelem, a Cushinggal való találkozásakor 23 éves 

volt és a főbb tünetei az alábbiak voltak: elhízás, hipertrichózis, amenorrea, 

álmatlanság, fülzúgás, szapora légzés, palpitáció, purpuraszerű kiütések, száraz bőr, 

izomgyengeség, hátfájás (2). Cushing 1912-ben a The Pituitary Body and ItsDisorders 

című könyvében Minnie G. tüneteinek a hátterében „poliglanduláris szindrómát” 

feltételezett, vagyis az endokrin mirigyek másodlagos funkcionális károsodását 

valamelyik mirigy elsődleges károsodása következtében. 1932-ben, 20 évvel az első 

közleménye után Cushing (miután még egy saját betegének adatait és 10, más szerzők 

által közölt eset adatait összevetette) már a hipofízis bazofilenfestődőadenómáit és a 

szekunder módon kialakult adrenálishiperpláziákat tette felelőssé annak a specifikus 

tünetegyüttesnek a kialakulásáért, amit ma Cushing-szindrómának (CS) nevezünk (1,2). 

Természetesen még évtizedekbe telt, mire tisztázódott (hiszen 1932-ben még sem az 

ACTH-t, sem a kortizolt nem azonosították): a Cushing-szindróma nem egy egységes 

etiológiájú kórkép; bár minden esetben a kortizol-túltermelődés okozza a tünetek 

megjelenését, de a kortizol-túltermelődés oka nem minden esetben hipofízis-eredetű. A 

Cushing-szindróma hátterében a hipofízisen kívül a mellékvese elváltozásai is állhatnak 

(ahogy azt már a 30-as években Julius Bauer osztrák orvos is feltételezte (3) ), illetve a 

tüneteknek lehetnek a hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg tengelyen kívüli, ún. 

ektópiás okai is. (A változatos etiológiájúCushing-szindrómán belül Cushing-kórnak a 

hipofízis ACTH-termelő sejtjeinek túlszaporodása miatt kialakuló hiperkortizolizmust 

nevezzük- ez a Cushing-szindróma leggyakoribb oka). 
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2.2. A hiperkortizolizmusincidenciája 

2.2.1. Endogén eredetű hiperkortizolizmusincidenciája 

Az endogén hiperkortizolizmus, vagyis a Cushing-szindróma nem tartozik a gyakori 

betegségek közé, az átlagpopulációban 0,7-2,4 új eset adódik 1 millió lakosra számolva 

évente (4). Ennél számottevően nagyobb az előfordulási gyakorisága cukorbeteg, 

túlsúlyos, illetve csontritkulással rendelkező betegek körében. 200-, 2-es típusú 

diabétesz mellituszos beteg klinikai és laboratóriumi szűrővizsgálatai a betegek 5,5%-

ánál igazoltak endogén hiperkortizolizmust(5). Egy másik vizsgálat során 150 túlsúlyos 

beteg 9,3%-ánál igazolódott különböző etiológiájúCushing-szindróma (6). 

Csontritkulásos betegek 4,8%-ánál, súlyos oszteoporotikus betegek 10,8%-ánál 

igazoltak szubklinikushiperkortizolizmust(7). 

 

2.2.2. Exogén eredetű hiperkortizolizmusincidenciája 

Az exogén vagy iatrogén eredetű hiperkortizolizmus gyakorisága nagyságrendekkel 

meghaladja az endogén eredetű hiperkortizolizmus gyakoriságát. Exogén eredetű 

hiperkortizolizmusról 1948 óta beszélhetünk, terápiás céllal ekkor adagoltak először 

betegnek szintetikus glükokortikoidot. (A „compound E” nevű anyagról, amit a beteg 

kapott, csak később írták le, hogy 17-hidroxi-11-dehidrokortikoszteron, vagyis kortizon. 

A „compound E”-t kutató és előállító E. C. Kendall, T. Reichstein és P. S. Hench 1950-

ben orvosi Nobel-díjat kaptak „a mellékvesekéreg hormonjainak, azok szerkezetének és 

biológiai hatásának felfedezéséért”). Az azóta eltelt időben a szintetikus 

glükokortikoidok az orvostudomány értékes és nélkülözhetetlen eszközeivé váltak: 

megfelelő adagban és megfelelő ideig adagolva a mellékhatások gyakorlatilag 

elhanyagolhatóak az értékes, sokszor életmentő hatások mellett. Elhúzódó terápia, 

illetve nem megfelelő adagolás esetén viszont a mellékhatások súlyos fokú életminőség-

romláshoz vagy akár rokkantsághoz is vezethetnek. Gyulladáscsökkentő és 

immunszuppresszív hatásuk miatt a felnőtt lakosság elég jelentős része kénytelen 

hosszabb ideig glükokortikoid hatóanyagtartalmú gyógyszert fogyasztani: 2008-ban az 

Egyesült Királyságban a felnőtt (18 év feletti) lakosság 0,8%-a részesült glükokortikoid 
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kezelésben 3 hónapig vagy annál hosszabb ideig, és ez az arány az életkor 

előrehaladtával egyre nőtt, a 80 év feletti nőknél már 3,0% volt (8). Az Egyesült 

Államokban az 50 év feletti nők 1,66%-a, az 50 év feletti férfiak 1,65%-a szed 

valamilyen glükokortikoid tartalmú gyógyszert (9). 

 

2.3. A kortizol-túltermelődés lehetséges forrásai 

Az endogén eredetű kortizol-túltermelődés helye változatos, de leggyakrabban a 

kortizol-termelődést szabályozó hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg tengely 

(hypothalamic-pituitary-adrenalaxis- HPA) főbb „csomópontjainak” jó- vagy 

rosszindulatú betegsége okozza. Ezen kívül jelentős szerepe van (nem a gyakoriság, 

hanem sokszor a rendkívül gyors lefolyás miatt) a hipotalamusz-hipofízis-

mellékvesekéreg tengelyen kívüli, úgynevezett ektópiás eredetű Cushing-

szindrómáknak is. 

Egy 2021-ben megjelent, 242 Cushing-szindrómás beteg adatait elemző retrospektív 

tanulmány jól szemlélteti a különböző etiológiájúCushing-szindrómák arányát: 213 

betegnek, vagyis az összes beteg 88,02 %-ának volt benignus eredetű a betegsége, míg 

29 betegnek, vagyis 11,98 %-nakmalignus eredetű. A 213 benignus eredetű Cushing-

szindróma megoszlása az alábbi volt: 101 betegnek, vagyis az összes beteg 41,7%-ának 

hipofízis eredetű volt a hiperkortizolizmusa, míg 99 betegnek (40,9%) adrenális eredetű. 

A fennmaradó 13, benignusCushing-szindrómával rendelkező beteg közül 3 esetben 

igazolódott a tüdő neuroendokrintumora, 1esetben a thymusneuroendokrintumora, 1 

betegnél olfaktorikusneuroblasztóma, míg 8 beteg esetében nem sikerült megtalálni a 

kortizol-túltermelés helyét. A 29 malignus eredetű Cushing-szindrómás beteg esetében 

1 hipofízis karcinóma, 17 mellékvesekéreg-karcinóma és 11 ektópiásCushing-

szindróma igazolódott(10). 
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1. ábra: Endogén eredetű kortizol-túltermelődés lehetséges okai és azok relatív 

gyakorisága (piros színnel jelöltük a malignus okokat) 

 

Egy 2023-as, nagyobb betegszámot,de kizárólag európai adatokat elemző tanulmány 

ettől eltérő adatokat tett közé: 1791 beteg adatait értékelve arra jutottak, hogy a CS 

69%-ban volt hipofízis eredetű, 25%-ban mellékvese-, illetve 6%-banektópiás 

eredetű(11).  

2.4. A kortizol élettani hatásai 

A kortizol a mellékvesekéreg zonafasciculata-jában termelődő glükokortikoid hormon, 

elválasztását a hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg tengely szabályozza. A 

termelődő kortizol mennyisége erőteljes napszaki ingadozást mutat: legmagasabb a 

szintje a reggeli órákban, ébredés előtt, ezután folyamatosan csökken, legalacsonyabb 

értékét az elalvás utáni órákban érve el. Bár a „kortizol” kifejezést hallva a legtöbb 

embernek a „stresszhormon” kifejezés jut eszébe, hatása a stresszre adott 

válaszreakciókon, illetve a stresszhez való adaptáción messze túlmutat.  

A kortizolpleiotróp hatású hormon, kiemelkedő szerepe van az emberi szervezet élettani 

folyamatainak szabályozásában. Hatással van az anyagcserefolyamatokra, az 

41.74 %

40,91 %

1.24 %

0.41 %
0.41 %

3.31 %
0.41 % 7. 02 % 4.55 %

A Cushing-szindróma etiológiája

hipofízis eredetű CS adrenális eredetű CS tüdő NET

tímusz NET olfaktorikus neuroblasztóma ismeretlen eredetű

hipofízis karcinóma mellékvesekéreg-karcinóma ektópiás CS
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immunrendszer működésére, a só-és vízháztartásra, a csontképződés és -lebomlás 

folyamataira. Megfelelő mennyisége elengedhetetlen a kardiovaszkuláris rendszer és a 

központi idegrendszer működéséhez, valamint az egyedfejlődés és a növekedés 

folyamataiban is(12).  

 

2.5. Jelátviteli útvonalak szerepe a GC-hatás közvetítésében 

A GC-hatások közvetítése során különböző jelátviteli mechanizmusok teszik lehetővé 

az élettani folyamatok szabályozását a célszervek és -szövetek szintjén, a jelátviteli 

útvonalak prioritása azonban nem teljesen tisztázott még.  

A GC-hatások közvetítése kapcsán a leggyakrabban tanulmányozott jelátviteli 

útvonalak: a GH/IGF-1-tengely, a TGFβ-SMAD-útvonal, a PI3/Akt-jelátvitel, a MAPK-

útvonal, a Wnt-útvonal, a BMP-útvonal és az NF-κB-útvonal (13–19). 

A mellékvese-adenómák és a Wnt-útvonal közötti lehetséges kapcsolatra a familiáris 

adenomatózuspolipózisban szenvedő betegek esetei hívták fel a figyelmet. A familiáris 

adenomatózuspolipózisaz APC (adenomatosuspolyposis coli) gén defektusa 

következtében, az APC fehérje hiánya miatt alakul ki. Ezekben a betegekben a 

gasztrointesztinális rendszerben kifejlődő polipusok sokasága mellett a mellékvese-

adenómák előfordulási gyakorisága is jóval magasabb, mint az átlagpopulációban (20). 

A Wnt/β-catenin útvonal az egyik legrégebben ismert és legalaposabban tanulmányozott 

jelátviteli útvonal, amely a legegyszerűbb többsejtű élőlényben is fontos szerepet játszik 

a sejtek proliferációja, differenciációja során. Az útvonal zavartalan működése kiemelt 

fontosságú nem csak az embrionális fejlődés időszakában, hanem később, a 

homeosztatikus folyamatok megfelelő működése során is. A Wnt-fehérjék családjába 

tartozó 19 glikoprotein a sejtfelszíni Frizzled (Fz) receptorok extracelluláris részéhez 

képes kötődni. Amennyiben a receptorokhoz nem kötődik ligand, az intracelluláris 

térben a β-cateninta GSK-3β és a kazein-kináz 1 (caseinkinase 1-CK1) enzim 

folyamatosan elbontja, az enzimek megfelelő működéséhez az Axinból és APC-ből 

(adenomatosuspolyposis coli) álló komplex jelenléte szükséges. A ligandnak a 

receptorhoz való kapcsolódása nem lehetséges az LRP5 és LRP6 (lipoprotein receptor 

related protein 5/6) jelenléte nélkül. Amennyiben a ligand hozzákötődik a receptorhoz 

és létrejön a Wnt-Fz-LRP 5/6 komplex, akkor a β-catenin folyamatos bontásához 
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szükséges Axin az LRP5/6-hoz kapcsolódva a sejt membránjához kötődik a Dishevelled 

(Dvl) fehérjék segítségével. Így a β-catenin folyamatos bontása leáll, a β-catenin szintje 

megnő. A szabad β-catenin a sejtmagban komplexet képez a DNS-hez kötődő TCF/LEF 

fehérjékkel (T cellfactor/lymphoidenhancerfactor) és aktiválja a Wnt-célgének átírását.

LRP 5/6Fz- receptor

Wnt ligand

Axin

APCGSK-3β

CK1

β- catenin

Dkk

11TCF/LEF

Sost

β- catenin

β- catenin

β- catenin
Wnt célgén

GC túlsúly

 

2. ábra: A Wnt/β-catenin útvonal működésének vázlatos ábrázolása, valamint a 

GC-túlsúly által aktivált Wnt-útvonal gátlók befolyása az élettani működésre 

 

A Wnt-útvonal gátlói 10 inhibitor-családba sorolhatóak; ezek közül a legtöbbet a 

Dickkopf- család (Dkk) fehérjéiről, a szklerosztinról (Sost)és az sFRP-család 

(secretedFrizzled-relatedproteins) tagjairól tudunk (21). A GC-túlsúly az említett három 

inhibitor (vagy inhibitor-család) mindegyikének a működését befolyásolja.  
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2.6. miRNS-ek és glükokortikoid-hatás 

A jelátviteli útvonalak működése elképzelhetetlen a miRNS-ek „finomhangolása” 

nélkül. Ezek az átlagosan 19-22 nukleotidból álló, fehérjét nem kódoló RNS-molekulák 

a hírvivő (messenger) mRNS-ek poszttranszlációs módosításai révén fejtik ki rendkívül 

sokrétű szabályozó tevékenységüket. Jelenlétüket először 1993-ban írták leC. 

elegansban, az azóta eltelt három évtized alatt 3012 humán miRNS-t azonosítottak, 

csaknem 4,5 millió becsült interakciós lehetőséggel (22). Egy adott betegséghez, 

kórállapothoz köthető, jellegzetesmiRNS-mintázatot emberekben először 2002-ben, B-

sejtes krónikus limfoid leukémia kapcsán írtak le (23), mára már számos daganatos, 

fertőző, immunológiai- és anyagcserebetegség kapcsán igazolódott specifikus, eltérően 

expresszálódómiRNS-ek jelenléte. (24–28).  

A GC-hatás közvetítésével kapcsolatban is számos miRNS szabályozó szerepe ismert, 

amelyek befolyásolják: 

 a szteroidogenézis során szerepet játszó enzimek működésének 

szabályozását: a miR-24 és a miR-10b jelenléte a 11-β-hidroxiláz enzim, míg a 

miR-320a-3p a P450scc, illetve a 17-α-hidroxilázenzim csökkent működéséhez 

vezet (29–31) 

 a GC-ok hozzáférhetőségét: 

o a kortizol és a kortizon közötti átalakulás szabályozását: humán eredetű 

májsejttenyészetekben a miR-579 és a miR-561 gátolták a 11-β-hidroxi-

szteroid-dehidrogenázenzimet kódoló gén expresszióját (32) 

o a GC-receptorok expressziójának a változását: megnövekedett miR-124-3p 

expresszió egerek agyában csökkent GR-expresszióval és depresszív 

viselkedéssel társult (33) 

 a GC-ok jelenlétére adott sejtválaszt:dexametazon hatására oszteoblasztokban 

mind a miR-320, mind a miR 199-5p megnövekedett expresszója volt 

tapasztalható (34,35), patkányok csontszövetében az elhúzódó GC-kezelés 

hatására a miR-29a expressziója csökkent (36) 

Ezen túlmenően, a miRNS-ek ígéretes eszközöknek tűnnek a hípofízis eredetű, illetve 

az ektópiás GC-túltermelődés elkülönítésében(37), valamint külső forrásból származó 

GC-bevitel esetén a túladagolás elkerülésében (38). 
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2.7. A hiperkortizolizmus hatása az általa kiemelten befolyásolt 

szervekre, szervrendszerekre 

2.7.1. A hiperkortizolizmus hatása a csontrendszerre 

A kortizol-túlsúly az egyik „leglátványosabb” hatását a csontrendszerre fejti ki; a 

glükokortikoid-indukálta oszteoporózis (glucocorticoid-inducedosteoporosis-GIO) a 

szekunder oszteoporózisok leggyakoribb megjelenési formája. A tartós glükokortikoid-

túlsúly a csontok ásványianyag-tartalmának (bonemineraldensity-BMD) csökkenéséhez, 

valamint a csontok fokozott törékenységéhez vezet (39). A csontok fragilitása gyakran 

már akkor kialakul, amikor a BMD-érték még a referencia-tartományban van, ami arra 

utal, hogy a GC-túlsúlynak az egyes csontsejtekre gyakorolt hatása is jelentős szerepet 

játszik a csontok törékenységének kialakulásában (40). 

A csontrendszer homeosztázisa az állandó csontképződési- és csontlebontási folyamatok 

egyensúlyán nyugszik, amelynek feltétele az oszteoblasztok, oszteociták és 

oszteoklasztok közötti folyamatos kommunikáció. Az oszteoklasztok differenciálódási 

és aktiválódási folyamatában fontos szerepet játszik a felszínükön jelenlévő RANK 

receptor, amelynek ligandját, a RANKL-t jelentős részben az oszteoblasztok termelik. 

Szintén az oszteoblasztok termelik az OPG-t, amely megakadályozza a RANKL 

kapcsolódását a RANK-hoz és csak meghatározott körülmények között engedi meg a 

RANKL-RANK kapcsolódást, vagyis az oszteoklasztok differenciálódását. 

A csontképződést a GC-túlsúly több helyen is gátolja: negatívan befolyásolja az 

oszteoblasztokproliferációját és differenciálódását (41), az oszteoblasztokban és az 

oszteocitákbanapoptotikus folyamatokat indukál részben közvetlenül, a pro-apoptotikus 

faktorok szintjét növelve (42,43), részben a reaktív oxigén-gyökök (reactiveoxigen 

species-ROS) közvetítésével (44). Az oszteoblasztok és oszteocitákapoptózisa miatt a 

különböző típusú csontsejtek közötti kommunikáció is zavart szenved, részben ez a 

hatás is hozzájárul ahhoz, hogy a GC-k elősegítik az oszteoklasztok differenciálódását 

(45) és növelik az oszteoklasztok élettartamát (46). 

A Wnt/β-catenin útvonal fontos szerepet játszik a fent említett folyamatok 

mindegyikében.  
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A GC-túlsúly a Wnt-útvonal gátlóinak felszaporodásához vezet: magasabb GC-

koncentrációk emelkedett sFRP-1 expressziót eredményeztek mind mezenchimális 

sejtvonalakon, mind oszteoblasztokon végzett kísérletekben (47). Egy másik Wnt-

útvonal gátló, a Dkk-1 expressziója is megemelkedett dexametazon kezelés után humán 

oszteoblasztokon végzett kísérletben (48). A Dkk-1 megnövekedett expressziója gátolta 

az oszteoblasztokdifferenciációs folyamatait egér eredetű koponyacsontsejtekben (49). 

GC-kezelés hatására egerek oszteocitáiban a szklerosztinexpressziója szintén 

emelkedett;szklerosztin-hiányos egerekben a GC-túlsúly csontokra kifejtett negatív 

hatása nem jelentkezett (50). 

GC-kezelésben részesülő felnőtteknél különböző biokémiai markereket határoztak meg 

a kezelés megkezdése előtt, valamint 24, 48 és 96 órával a terápia megkezdése után. Az 

OPG és a szklerosztin szintje a 48 órás mintában szignifikánsan alacsonyabb értéket 

mutatott, amelyet az oszteociták hirtelen bekövetkező apoptózisa magyarázhat (51). 

Cushing-szindrómás betegeknél szintén alacsony szklerosztin értékeket mértek, amely a 

hiperkortizolizmus kezelésével párhuzamosan növekedésnek indult (52). 

A Wnt-útvonal ép működése gátolja az oszteoklasztogenézist: 

pluripotensmezenchimális sejtekben a Wnt3a fehérje fokozta az OPG expresszióját, 

ezáltal gátolta a RANKL-RANK kapcsolódást és az oszteoklasztok következményes 

differenciálódását (53). A Wnt-útvonal inhibitorai közül a szklerosztin és a Dkk-1 

fokozza a RANKL, és csökkenti az OPG expresszióját humán preoszteocitákban, illetve 

mezenchimális őssejtekben (54,55). 

 

2.7.2. A hiperkortizolizmus hatása a zsírszövetre 

A GC-túlsúlynak a zsírszövetre kifejtett hatása szorosan kapcsolódik a csontszövetre 

kifejtett hatásához, hiszen mind az oszteoblasztok, mind az adipociták ugyanabból a 

mezenchimális őssejtből (mesenchymalstemcell- MSC) differenciálódnak. A 

preadipociták differenciálódását elősegítő fő transzkripciós faktor, a PPAR-γ 

(peroxisomeproliferatoractivated receptor- γ) gátolja az oszteoblasztok 

differenciálódásához elengedhetetlen Wnt/β-catenin útvonal működését (56), a Wnt/β-

catenin útvonal zavartalan működése esetén pedig a preadipociták differenciálódási 
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folyamata marad el (57). Az említetten kívül számos más, ellentétes hatású szabályozó 

mechanizmus van a két sejtvonal között (58–60). 

A GC-túlsúly a centrális, különösen a viszcerális zsírszövet (visceraladiposetissue-

VAT) tömegének a megnövekedéséhez, és a perifériás, bőr alatti zsírszövet 

(subcutanadiposetissue –SAT) csökkenéséhez vezet (61). A két különböző zsírszövet 

különböző módon reagál a GC-hatásra: a dexametazon kezelés hatására mindkét 

zsírszövettípus esetén a PPAR jelátviteli útvonal szignifikáns túlműködését tapasztalták, 

de a túlműködés mértéke jelentősebb volt VAT-ban, mint SAT-ban (62). A két 

zsírszövetben a GC-k hatása különböző a lipolízis tekintetében is: míg SAT-ban a GC-

kezelés a lipolitikus enzimek szintjének növekedéséhez vezetett, addig VAT esetén a 

GC-k gátolták a lipolitikus folyamatokat (63). A viszcerális zsírszövet felhalmozódása 

önmagát felerősítő folyamattá válhat, hiszen a VAT 4-szer több glükokortikoid 

receptort tartalmaz, mint a SAT (64). Az is bizonyított, hogy a túltápláltság-okozta, 

illetve a nagymennyiségű GC-k által okozott VAT-túlsúly közül az utóbbinak van 

hosszabb távú hatása; ebben az esetben a megnövekedett intramuszkuláris zsírszövet-

tartalom és a kóros inzulin-rezisztencia hosszú idővel a hiperkortizolémiás állapot 

megszűnése után is kimutatható volt (65). 

A zsírszövetben számos olyan peptid, illetve fehérje termelődik, amely a zsírszövet 

auto-, para- és endokrin hatásaiért felelős. Ezeknek az adipokineknek, citokineknek 

jelentős része (pl. leptin, chemerin, omentin, resistin, IL-6, TNF-α) az oszteoblasztokra 

és/vagy az oszteoklasztokra hatva a csontrendszer működését negatívan befolyásolja 

(58,59), így ezen a szinten is megnyilvánul a zsírszövet és a csontszövet közötti 

ellentétes szabályozás. 

A leptin a zsírszövet által termelt egyik legfontosabb (és az elsők között azonosított) 

adipokin, amelynek kiemelkedő szerepe van a zsírszövet és a központi idegrendszer, a 

hasnyálmirigy és az ivarszervek közötti kommunikációban (66). A kutatások 

eredményei azt mutatják, hogy a zsírszövet kiterjedése, a leptin szintje és a Wnt-útvonal 

működése több ponton is szorosan kapcsolódik egymáshoz. A Wnt-útvonal aktiválódása 

amellett, hogy a preadipociták differenciálódását gátolja, fokozza a leptin termelődését 

érett adipocitákban(67). Elhízott egerek hipotalamuszának mediobazális sejtjeiben a 

GSK-3β szintjét (amely a β-catenin folyamatos inaktiválásáért felel) emelkedettnek 

találták (tehát a Wnt/β-catenin útvonal működése akadályozott volt), ennek az 
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állapotnak a következménye hiperfágia, valamint súlyosbodó glükóz-intolerancia és az 

elhízás fokozódása volt (68). Elhízott, leptin-hiányos egerek agyából készült 

metszeteken a Dkk-1 (Wnt-inhibitor) szintje szignifikánsan magasabb volt, mint normál 

testalkatú egerek agyában (68). Leptin-kezelés hatására az orexigénneuropeptid Y 

(NPY)-t termelő hipotalamikus sejtekben a GSK-3β gátlódott, tehát a Wnt/β-catenin 

útvonal működése biztosítottá vált (69). Ez azért jelentős, mert egerekben a neuropepid 

Y deléciójaprotektív volt a GC-kezelés által indukált csontelváltozások kialakulása, 

valamint a csontvelő zsíros elfajulása tekintetében (70). 

 

2.7.3. A hiperkortizolizmus hatása a központi idegrendszerre 

A GC-túlsúly káros hatását a központi idegrendszeri struktúrákra, valamint a 

neurológiai és pszichés funciók vonatkozásában számos tanulmány bizonyította már. Az 

agy különböző struktúrái közül a glukokortikoidokneurotoxikus hatására a 

hippokampusz sejtjei bizonyultak a legérzékenyebbnek (71–73). 339 Cushing-

szindrómás beteg MRI felvételeit elemezve arra a következtetésre jutottak, hogy a 

betegek hippokampuszának mérete zsugorodott, az agykamráik mérete kitágult, agyi 

atrófia tüneteit mutatták, és az elváltozások gyakrana betegség remisszióba kerülése 

utánmég hosszú ideig fennálltak (71). 

A fentiekkel összhangban krónikus stressznek kitett egerek agyában a hippokampusz 

térfogatát kisebbnek találták, a gyrusdentatus területén csökkent neurogenézissel, a 

cornuammonis 1 régióban pedig fokozott neuronális pusztulással, illetve a neuronok 

dendritjeinek atrófiájával (72). Ezen felül a hippokampusz területén a Wnt-útvonalat 

gátló Dkk-1 fokozott jelenlétét, illetve a β-catenin szint csökkent expresszióját mutatták 

ki (72).  

Humán eredetű neurális progenitor sejteket (amelyekből a neuronok, asztrociták, 

oligodendrociták is differenciálódnak) dexametazonnal kezelve a sejtek proliferációja és 

az idegsejt irányú differenciáció jelentősen csökkent, míg a gliasejtek képződése 

fokozódott (74). A dexametazon kezelés hatására a Dkk-1erőteljes működését, ezáltal a 

Wnt-útvonal gátlását lehetett észlelni, a hatás a GR-antagonista mifepriszton adásával 

kivédhető volt (74). 
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A GC-k hosszú távú hatásait valószínűleg epigenetikai változások is magyarázzák. 

Patkányembriókból származó neurális őssejteket dexametazon hatásnak kitéve a 

sejtekben átörökíthető elváltozások jöttek létre, amelyek kimutathatóak voltak a 

leánysejtekben is, noha azok GC-hatásnak nem voltak kitéve (75). A metilációs 

vizsgálatok a globális DNSmetilációs szintjének csökkenését mutatták ki mind az anya-, 

mind pedig a leánysejtekben; ezen túlmenően a dexametazon hatására egy-, oxidatív 

stresszre vonatkozó, átörökíthető receptivitást tapasztaltak. Ez abban nyilvánult meg, 

hogy a leánysejtek, amennyiben dexametazonnal találkoztak, megnövekedett számban 

pusztultak el apoptotikus sejthalálban a kontrollsejtekhez viszonyítva (75). Az 

epigenetikai változások jelentőségére hívja fel a figyelmet egy másik kísérlet is: 

kiterjedt, genomszintű elváltozásokat, főleg az érintett promóterekhipometilációját 

tapasztalták prenatális GC-terápiában részesült tengerimalacok agyában (76). A minták 

gyűjtése 24 órával, valamint 14 nappal a prenatális GC-kezelés megkezdése után 

történt. A kezelés befejezése után 24 órával levett mintákban egyes érintett gének 

hipometilációját és hiperacetilációját igazolták; a kezelés után 14 nappal levett 

mintákban az előzőleg érintett elváltozások nem voltak kimutathatóak, helyettük más 

promóterekhipo- vagy hipermetilációja volt detektálható (76). Ez azt bizonyítja, hogy a 

GC-knek az agyi struktúrákra kifejtett káros hatása nem statikus, ellenkezőleg: 

dinamikus, továbbgyűrűző jelleget mutat. 

 

2.7.4. A hiperkortizolizmus hatása a bőrre 

A bőr a protektív hatásain túl immunológiai folyamatokban és az extraadrenális 

szteroid-szintézisben is szerepet játszik: a bőrréteg különböző sejttípusai a HPA-tengely 

gyakorlatilag minden fontos elemét (CRH, POMC, ACTH, MSH) termelik, ezen kívül 

rendelkeznek a megfelelő enzimkészlettel ahhoz, hogy koleszterinből számos szteroid 

hormont elő tudjanak állítani, többek között a kortizolt is (77,78). A bőr sejtjei közül a 

keratinociták, a melanociták és a fibroblasztok, a bőr függelékei közül a szőrtüszők 

bizonyítottan képesek kortizol-szintézisre (78,79). 

A GC-túlsúly hatására a felhámban (epidermisz) az alábbi hisztopatológiai elváltozások 

tapasztalhatóak: a hámréteg elvékonyodik, a keratinociták száma csökken, a 

szarurétegben a lamellárislipid-rétegek elvékonyodnak (80). A hámréteg 
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elvékonyodásáért a GC-knek a keratinociták differenciálódására kifejtett kettős hatása 

felelős: a sejtek érése során a korai differenciálódási folyamatokat a GC-k gátolják, míg 

a késői szakaszokban serkentik (81). Humán keratinocitákatdexametazonnal kezelve 

fény derült arra is, hogy ezekben a sejtekben (számos más, GC-túlsúlynak kitett 

sejttípussal ellentétben, ahol a GC-k apoptózist indukálnak), a GC-k antiapoptotikus 

hatást fejtenek ki (81). 

A dermiszben a GC-k hatására csökken a fibroblasztok száma, ezáltal a bőr kollagén- és 

elasztintartalma, amely végső soron a bőr mechanikai állóképességének és 

rugalmasságának csökkenéséhez vezet (80).  

A bőr függelékei közül különösen a szőrtüszők érzékenyek a magas GC-

koncentrációkra: 481 Cushing-szindrómás beteg közül 31%-nál jelentkezett hajhullás 

(82); női CS betegeknél pedig 5-ször gyakoribb a kopaszság, mint korhoz és nemhez 

illesztett kontrollcsoportokban (83). 

A Wnt/β-catenin útvonalnak szerepe van a bőr bizonyos sejtjeinek proliferációjában, 

illetve differenciálódásában: az epidermisz szintjén a Wnt-útvonal nem megfelelő 

működése esetén a bőr függelékei nem fejlődnek ki (84). A sebgyógyulásban a Wnt-

útvonal jelentősége még kifejezettebb: Wnt10a hiányos egereken (a Wnt10a a Wnt-

útvonal egyik fontos fehérjéje, hiányában a jelátvitel nem működik) az okozott sebek 

gyógyulása jelentősen elhúzódott a vad típusú társaik sebgyógyulásához képest (85). A 

Wnt-útvonal egyik gátlója, a Dkk-1 megnövekedett expressziója kísérleti állatokban 

megakadályozta sebzett területen a szőrtüszők újraképződését(86). Humán eredetű bőr 

szövetkultúrákon a β-catenin sejtmagban történő felszaporodása a sebgyógyulást 

kedvezőtlenül befolyásolta: a LiCl-al kezelt sebek (a LiCl gátolja a GSK-3β-t, a β-

catenin folyamatos degradálásáért felelős enzimet) gyógyulása jelentősen elmarad a 

kezeletlen sebek gyógyulásától (87). A GC-k humán keratinocitákban ugyanezt a 

folyamatot idézik elő: dexametazon kezelés erőteljes β-catenin felhalmozódást idézett 

elő a keratinociták sejtmagjában, a hatás GR-receptor antagonista adásával kivédhető 

volt (88). 
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2.8. A hiperkortizolizmus tünetei 

A Cushing-szindróma tüneteinek túlnyomó része nem specifikus, ezért a 

hiperkortizolizmus kezdeti szakaszában a tünetegyüttest néha nehéz elkülöníteni más, 

hasonló tünetekkel jelentkező kórképektől: magasvérnyomás-betegségtől, 2-es típusú 

diabétesz mellitusztól, policisztás ovárium szindrómától, incidentálisan felfedezett 

melékvese-adenómáktól, oszteoporózistól, hipokalémiától(89). 

Az amerikai Endokrin Társaság érvényben lévő (2008-as) iránymutatója szerint a 

Cushing-szindrómában tapasztalható tünetek és a betegek panaszai az alábbiak (89): 

A legspecifikusabb tünetek: 

 sérülékeny bőr 

 az arc vérbősége 

 a proximális izmok gyengesége 

 sztriák (különösen, ha vöröses-lila színűek és 1 cm-nél szélesebbek) 

 gyermekekben: súlygyarapodás és a magasságbeli növekedés lelassulása 

A leggyakoribb tünetek és panaszok: 

 „bölénypúp” 

 az arc vagy a szupraklavikuláris árok teltsége 

 obezitás 

 a bőr rossz gyógyulási hajlama 

 elvékonyodott bőr 

 perifériás ödémák 

 aknék 

 fokozott szőrnövekedés (hirzutizmus) 

 nőknél hajhullás, kopaszodás 

 gyermekeknél: alacsonynövés, kóros virilizáció, korai vagy késői pubertás 

 depresszió 

 fáradtság, levertség 

 hátfájás 

 csökkent libidó 

 a rövid távú memória romlása 

 álmatlanság 
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 ingerlékenység 

 menstruációs zavarok 

 

Az európai Cushing-szindrómás betegek adatait elemző tanulmányok arra is rámutattak, 

hogy a specifikusnak gondolt tünetek nemenként, életkoronként, és a kortizol-

túltermelődés kiindulási pontjai szerint is eltérőek. A hirzutizmus és a diabétesz 

(prevalenciájuk 92%, illetve 74%) jóval gyakoribb volt ektópiás CS esetén, mint 

hipofízis- vagy adrenális eredetű CS miatt kezelt betegekben(82). A libidó csökkenése, 

a gerincoszlop oszteoporózisa és a csigolyák, valamint a bordák törése gyakoribb tünet 

volt férfiaknál, míg a testsúly növekedése gyakrabban fordult elő nőknél (82).  

Ezen túlmenően, a 65 év feletti betegeknél kisebb BMIés derékméret volt tapasztalható, 

mint a 65 évnél fiatalabbaknál (vagyis az abdominális típusú elhízás nem volt jellemző 

tünet). Ugyanígy nem volt jellemző az idősebb korcsoportban bőrtünetek, hajhullás, 

hirzutizmus vagy depresszió jelenléte; a betegség vezető tünetei ebben az életkorban 

inkább izomgyengeség, diabétesz, magas vérnyomás, kardiovaszkuláris betegségek, 

vénás tromboembólia és csonttörések voltak, amely tünetek más betegségekhez 

kapcsolódóan is jelen lehetnek a 65 év feletti korosztályban (11). 

A tünetek nem specifikus volta miatt a tünetek megjelenésétől a diagnózis 

megszületéséig eltelt idő viszonylag hosszú, a legfrissebb kutatások szerint is átlagosan 

34 hónap: egy friss metaanalízisben 5367 beteg adatait elemezve azt közölték, hogy 

ektópiásCushing-szindróma esetén 14 hónap, adrenális eredetű CS esetén 30 hónap, míg 

hipofízis eredetű Cushing-szindróma esetén 38 hónap volt a diagnózisig eltelt idő (90).  

 

2.9. A laboratóriumi diagnosztika jelentősége a hiperkortizolémiával 

járó állapotok korai diagnózisában 

A Cushing-szindróma kivizsgálására vonatkozó aktuális irányelv a diagnózis 

felállításához az alábbi laboratóriumi vizsgálatokat tartja a legmegbízhatóbbaknak (89): 

 vizelet szabad kortizol meghatározás (urine free cortisol-UFC), minimum két 

alkalommal elvégzendő 
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 éjszakai nyál-kortizol meghatározás (latenightsalivarycortisol-LNSC), két 

alkalommal elvégzendő 

 1 mg dexametazonnal elvégzett éjszakai szupressziós teszt 

(dexamethasonesuppressiontest-DST) 

 alacsony dózissal, hosszabb ideig végzett DST- 2 mg/nap dexametazonnal 48 

órán keresztül 

Az Európai Endokrin Társaság a fenti vizsgálatokon kívül a dexametazon adása után 

mért CRH-tesztet és az éjszakai szérum-kortizolszint mérését ajánlja bizonyos betegek 

körében(91). 

Az iránymutató tehát pontosan meghatározza azokat a vizsgálatokat, amelyeknek az 

eredményei a leghasznosabb információkkal szolgálnak diagnosztikai, 

differenciáldiagnosztikai kérdésekben. Abban viszont az iránymutató nem segít (egy 

szakmai szervezet által összeállított iránymutató nem is segíthet), hogy milyen gyártó 

által gyártott tesztek eredményeit tartják a legpontosabbaknak, melyek azok, amelyek 

esetében a legnagyobb az egyezés a laboratóriumi vizsgálatok eredményei és a klinikai 

állapot között. 

A laboratóriumi reagensek túlnyomó része teljesen pontosan jelzi azokat az állapotokat, 

amikor a hiperkortizolizmus már szinte „tapintható” a klinikai tünetek alapján. A 

nehezen megválaszolható kérdések mindig a hiperkortizolizmus kezdeti állapotában, 

illetve a betegek követése során, az esetleges recidívák jelentkezésekor tevődnek fel. 

Ezekben az esetekben a klinikai tünetek még nem árulkodóak (akár teljes mértékben 

hiányozhatnak, illetve jelen lehetnek nem specifikus tünetekként), és ilyenkor egy 

határérték közeli laboratóriumi érték (legyen az a határérték bármely oldalán) nem sokat 

segít abban, hogy a laboratóriumi szakemberek megválaszolják a klinikus kollégák 

legfontosabb kérdését: „Van-e a betegnek hiperkortizolizmusa?”  

A laboratóriumi tesztek fejlesztésekor ugyanez a kérdés nehezíti meg a fejlesztők 

munkáját, csak ellentétes oldalról megközelítve. Hiszen egy teszt fejlesztésekor a 

referenciatartományok megállapítására jól körülhatárolt betegcsoportokra van szükség. 

Kortizol-teszt esetében olyanokra, akiknek biztosan van, vagy biztosan nincs 

hiperkortizolizmusa. Azonban ha jól elkülönülő betegcsoportokkal dolgozunk, akkor 

nagyon nehéz olyan laboratóriumi határértéket meghatározni, amely elég érzékeny 

ahhoz, hogy egy kezdeti, alacsony, de a szövődményeket tekintve már potenciális 
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veszéllyel járó kóros kortizolszintet valóban kórosként jelezzen. Itt tehát a laboratóriumi 

teszteket gyártóknak olyan beteganyagra lenne szüksége, amelyben kezdeti, enyhe fokú 

hiperkortizolizmussal rendelkező személyek is vannak. Azonbanezeket a személyeket 

(mivel nagyon gyakran csak enyhe, vagy nem specifikus klinikai tünetei vannak) nehéz 

megtalálni és kiválasztani, és nehéz az ilyen betegek esetén a klinikusoknak a 

laboratóriumi szakemberek kérdésére válaszolni: „Van-e ezeknek a betegeknek enyhe, 

kezdeti hiperkortizolizmusuk?”  

Érzékeny laboratóriumi módszerekre viszont szükség van, hiszen a hiperkortizolizmus 

egyes hatásai hosszú távúak, és évekkel a kortizol-túlsúly megszűnése után is jelen 

vannak. Éppen ezért kiemelkedő fontosságú olyan laboratóriumi módszerek létrehozása 

és alkalmazása, amelyek egy kortizol-túlsúllyal járó állapotot még korai stádiumban, a 

manifeszt tünetek kialakulása előtt diagnosztizálhatnak.  
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3. CÉLKITŰZÉSEK 

Munkám során célul tűztem ki az alábbiakat: 

3.1. Hiperkortizolizmus laboratóriumi diagnosztikájában alkalmazott 

új, szenzitív módszer beállítása és klinikai tesztelése 

a.) új, érzékeny, nagynyomású folyadékkromatográfiához kapcsolt tömegspektrometriás 

módszerrel (LC-MS/MS) mérhető meghatározás kidolgozása és validálásakortizol és 

kortizon egyidejű mérésére; az új módszer összehasonlítása a már rutinszerűen használt 

immunoassay módszerrel 

b.) az LC-MS/MS módszer alkalmazása és referenciatartomány meghatározása 

különböző betegcsoportok esetén 

3.2. Hiperkortizolizmus szövetspecifikus miRNS- mintázatának 

analízise 

Tanulmányozni kívántam különböző sejtvonalak hiperkortizolizmus hatására 

bekövetkező elváltozásait: milyen eltérően expresszálódómiRNS-ek jellemzik ezt az 

állapotot, illetve amiRNS-ek milyen jelátviteli útvonalak működésére utalnak? Mivel a 

Wnt/β-catenin útvonal az egyik legrégebben ismert és legalaposabban tanulmányozott 

jelátviteli útvonal, kiemelt figyelmet fordítottam a Wnt-útvonal változásainak 

tanulmányozására.  

3.3. Génexpressziós profil meghatározása és 

génexpressziósújraelemzés 

A szakirodalomban fellelhető adatok bioinformatikaielemzésével szerettem volna 

vizsgálniaGC-hatásnak kitett szervekben, szövetekben a globális génexpresszió-

változást és az ehhez kapcsolódó Wnt-útvonal eltéréseket. Továbbá, target-predikciós 

elemzéssel olyan, a Wnt-útvonalhoz tartozó géneket szerettem volna azonosítani, 

amelyeket a GC-túlsúly hatására eltérően expresszálódómiRNS-ek szabályoznak. 
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4. MÓDSZEREK 

4.1. Hiperkortizolizmus laboratóriumi diagnosztikájában alkalmazott 

új módszer beállítása és klinikai tesztelése 

4.1.1. Nyálminták 

324 éjszakai nyálmintát elemeztünk, amelyek közül 272 minta a Semmelweis Egyetem 

II. sz. Belgyógyászati Klinikájára 2014. októbertől 2017. februárig beutalt betegektől 

származott. A 272 minta betegeit a kórelőzményük, az aktív klinikai státuszuk, valamint 

egyéb laboratóriumi és képalkotó-vizsgálati eredményeik alapján három csoportba 

osztottuk: olyan betegekre, akiknek a mintavétel időpontjában aktív Cushing-

szindrómájuk volt (60 minta), olyanokra, akiknek a kórelőzményében szerepelt 

Cushing-szindróma, de a mintavétel időpontjában mind a klinikai, mind a 

laborvizsgálataik tünetmentességre utaltak (27 minta), és végül olyan betegekre, 

akiknek Cushing-szerű tüneteik voltak és akik körében a szakirodalmi adatok alapján 

aCushing-szindróma előfordulási aránya magasabb (185 minta). Kontrollként 52 darab, 

fiatal, egészséges önkéntestől származó minta szolgált. A betegminták a rutin 

kivizsgálás során kerültek levételre, a vizsgálatainkat maradékmintákból végeztük el, 

célzott mintavételezésre nem került sor. 

 

4.1.2. Nagy nyomású folyadékkromatográfiához kapcsolt tömegspektrometria 

(LC-MS/MS) 

Az LC-MS/MS módszer kidolgozásához, validálásához ismert koncentrációjú és nagy 

tisztaságú standardokat használtunk: kortizolt, kortizont, és belső standardként 

9,11,12,12-D4-kortizolt (Sigma-Aldrich).  

A mintaelőkészítés során 90 µl nyálmintához 10 µl (1µg/ml koncentrációjú)belső 

standardot (9,11,12,12-D4-kortizolt) adtunk, majd ehhez a keverékhez a fehérjék 

precipitációjának elősegítése céljából 300 µl acetonitriltadagoltunk (VWR 

International). Amennyiben nincs elegendő nyálmennyiség, akkor ez szükség szerint 

változtatható, de az acetonitril mennyiségének mindig háromszorosnak kell lenni a 
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nyálmennyiséghez (ha belső standardot is használunk, akkor a nyál+belső standard 

keveréknek a mennyiségéhez) képest. Vortexelés után 13.500 rpm sebességgel 

centrifugáltuk a keveréket 5 percig. Ezután a felülúszót 1:1 arányban hígítottuk LC-MS 

tisztaságú vízzel (VWR International), majd a minta készen állt a mérésre. 

A méréseket egy PerkinElmerFlexar FX 10 márkájú folyadékkromatográfiás 

készülékhez kapcsolt Sciex 5500 QTRAP tömegspektrométeren végeztük. Az 

elválasztáshoz egy 50*2,1 mm méretű PhenomenexKinetex C18-as oszlopot 

használtunk (Gen-Lab), az oszlop szemcséinek átmérője 1,7 µm.  

A tömegspektrométerrel MRM (multiplereaction monitoring) üzemmódban mértünk, 

minden mérni kívánt anyaghoz (kortizol, kortizon, D4-kortizol, vagyis a belső standard) 

két ionátmenetet választottunk ki. A tömegspektrométernek a különböző mérésekre 

vonatkozó technikai paramétereit az 1. táblázat tartalmazza. 

 

1. táblázat: A tömegspektrométerre vonatkozó beállítások, technikai paraméterek 

kortizon és kortizol LC-MS/MS módszerrel történő meghatározására; a DP, CE és 

CXP mértékegysége volt (V) 
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A tömegspektrometriás mérések teljes körű validálására az alábbi vizsgálatokat 

végeztük el: 

4.1.2.1. Ionszuppresszió vizsgálata: 

Az ionszuppressziótömegspektrometriás mérések esetén esetlegesen fellépő jelenség, 

amelynek eredménye a töltésekkel rendelkező részecskék nem megfelelő mértékben 

való keletkezése (a tömegspektrométer számára csak a töltésekkel rendelkező 

részecskék mérhetőek). Az ionszuppresszió oka leggyakrabban a mátrixban 

(vivőanyagban) található vegyületek jelenléte, olyan anyagoké, amelyek nem tartoznak 

a kimutatni kívánt anyagok közé, de befolyásolják az ionizáció folyamatát, ezáltal a 

mérés eredményét. 

Az ionszuppresszió mértékének megállapításához szteroidmentes nyálmintát kellett 

előállítani. Ehhez 8 ml nyálmintához 80 mg aktív szenet adtunk, majd 15 perc 

vortexelés után 3500 rpm sebességgel 5 percig centrifugáltuk. A felülúszót 

lepipettáztuk, majd ismét 80 mg aktív szenet adtunk hozzá, és az előbbi 

munkafolyamatokat megismételtük, összesen négyszer. Ezután a felülúszót lemértük az 

LC-MS/MS módszerrel, hogy tartalmaz-e kortizolt vagy kortizont. Ezt követően ebből a 

nyálmintából metanollal való 50:50 arányú keveréssel előállítottunk egy oldatot, majd 

víz és metanol 50:50 arányú keverésével egy másik oldatot. Ennek a két folyadéknak 

mindegyikét külön-külön kortizol és kortizon hozzáadásával dúsítottuk, majd a 

keletkezett mintákat az ismert LC-MS/MS módszerrel lemértük és a közöttük lévő 

különbségeket elemeztük (amelyek nyilvánvalóan csak az oldószerek különbözőségéből 

eredhetnek). Az alábbi koncentrációjú mintákat hoztuk létre kortizol és kortizon 

hozzáadásával a szteroidmentes nyál-metanol és a víz-metanol keverékekhez: 0,01 

ng/ml, 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml, 5,0 ng/ml, 10,0 ng/ml, 50,0 ng/ml koncentrációjú kortizol-

oldatot és 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml, 5,0 ng/ml, 10,0 ng/ml, 50,0 ng/ml 

koncentrációjú kortizon-oldatot. 
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4.1.2.2. Linearitás vizsgálata: 

0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1,0 ng/ml, 5,0 ng/ml, 10,0 ng/ml, 50,0 ng/ml és 100,0 

ng/ml koncentrációjú kortizol-oldatot, és ugyanilyen koncentrációkkal rendelkező 

kortizon-oldatokat mértünk le a linearitási tartomány meghatározására.  

 

4.1.2.3. Kimutathatósági határ és számszerűsítési határ megállapítása: 

A kimutathatósági határ az a legalacsonyabb mérhető koncentráció, ahol a jel/zaj arány 

nagyobb, mint 3. A számszerűsítési határ az a legalacsonyabb koncentráció, amelynél az 

ismételt méréseknél a pontatlanság maximum 20%-ot ér el. 

 

4.1.2.4. Pontatlanság meghatározása: 

Az egy mérési sorozaton belüli pontatlanság meghatározására négy nyálmintát egy 

napon egymás után tíz alkalommal mértünk le. A különböző mérési sorozatokon belüli 

pontatlanság meghatározására ugyanazt a négy mintát tíz különböző munkanapon is 

lemértük. A minták kortizol koncentrációja 0,163 µg/dl (4,5 nmol/l), 0,387 µg/dl (10,68 

nmol/l), 1,26 µg/dl (34,76 nmol/l), és 2,16 µg/dl (59,6 nmol/l) volt, a kortizon 

koncentrációk pedig: 7,71 ng/ml (21,4 nmol/l), 10,38 ng/ml (28,8 nmol/l), 43,9 ng/ml 

(121,9 nmol/l) és 83,1 ng/ml (230,8 nmol/l). 

 

4.1.2.5. Bizonytalanság meghatározása: 

 hígítási teszt: négy nyálmintát PBS-sel (phosphatebuffersaline) 1:2, 1:4 és 1:8 

arányban hígítottunk, majd lemértük a koncentrációikat és összehasonlítottuk a 

várt, valamint a kapott értékeket 

 visszanyerési teszt: négy nyálmintát négy különböző, ismert koncentrációjú 

kortizolt és kortizont tartalmazó oldattal dúsítottunk, a mintákból mért 

koncentrációkat összehasonlítottuk a várt értékekkel 
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4.1.3. Immunoassay 

Az immunoassay vizsgálatokat Roche e411 Cobas készüléken, ElecsysCortisol II. 

(Roche) teszttel végeztük. A teszt elektrokemilumineszcens elven működő 

immunoassay (electrochemiluminescentimmunoassay- ECLIA), kimutathatósági határa 

0,054 µg/dl, számszerűsítési határa 0,109 µg/dl. Éjszakai nyálmintákra a gyártó által 

megadott, a referenciatartomány felső szintjét jelző határérték 0,274 µg/dl (95-ös 

percentilis), illetve 0,410 ug/dl (97,5-es percentilis). 

4.2. Hiperkortizolizmus szövetspecifikus miRNS- mintázatának 

analízise 

4.2.1. Mellékvese eredetű szövetminták 

Mellékveseszöveteken végzendő kísérletünkhöz 4 darab, aktív Cushing-szindrómás 

beteg mellékvese-adenómájából, sebészeti beavatkozás során nyert minta állt 

rendelkezésünkre. Kontrollként olyan betegek szövetmintái szolgáltak, akiknek a 

mellékveséjéből nemfunkcionáló adenómákat távolítottak el. A vizsgálatokat a 

következő engedélyek alapján végeztük: ETT-TUKEB   4457/2012/EKrJ (67 EA12.), 

ETT-TUKEB   4457/2012/EKrJ (67 EA12.), ETT-TUKEB  61988/2015/EI (061s/l5). 

 

4.2.2. HeLa és H295R sejttenyészetek 

A HeLasejtek MEM (Minimum EssentialMedium) tápoldatban (Gibco, 31095029) 

növekedtek, amelyhez 10%-os FBS-t (fetalbovineserumot) (Gibco, 10270106), 1%-os 

nátrium-piruvátot (Gibco, 11360070) és 1% antibiotikus-antimikotikus oldatot (Sigma-

Aldrich) adtunk.  

A H295R sejteket DMEM/F-12 (Dulbecco'sModified Eagle Medium/NutrientMixture 

F-12) tápoldatban (Gibco, 10565018) neveltük, amelyhez 2,5%-os Nu-Serumot 

(Corning, 355100), 1%-os inzulin-transzferrin-szelén oldatot (Gibco, 41400045), 

valamint 1% antibiotikus-antimikotikus oldatot (Sigma-Aldrich) adtunk. 
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A sejteket 37° C-os hőmérsékleten, 5%-os CO2–al dúsított, párásított inkubátorban 

neveltük és a glükokortikoid kezelés előtt hormonmentes FBS-ben növesztettük 48 órán 

keresztül. A hormonmentesítéshez 6 ml FBS-t 0,1 g aktív szénnel (Sigma-Aldrich, 

C6241) inkubáltunk 24 órán át 4° C-on, ezután 300*g sebességgel centrifugáltuk 10 

percig, amíg az aktív szén leülepedett, majd a felülúszót 0,22 µm-es pórusú szűrőn 

szűrtük át. 

A glükokortikoid kezeléshez a sejteket 100 nMdexametazonnal (Sigma-Aldrich), a 

kontrollként használt sejteket pedig 100 nMdimetil-szulfoxiddal (Sigma-Aldrich) 

kezeltük 24 órán keresztül. 

 

4.2.3. RNS izolálás 

A mellékvesekéreg-adenómákbók származó szövetmintákat a műtét után azonnal 

folyékony nitrogénbe helyeztük és további felhasználásig -80° C-on tároltuk. Mind a 

szövetekből, mind a sejttenyészetekből a teljes RNS-t miRNeasy Mini Kittel (Qiagen) 

izoláltuk a gyártó előírásainak megfelelően. Az RNS integritását és koncentrációját 

AgilentBioanalyzer 2100 System segítségével mértük (AgilentTech). 

 

4.2.4. miRNS profil meghatározása TLDA-kártyák használatával 

Minden eljárást a gyártó utasításait követve, illetve a korábban leírtaknak megfelelően 

végeztünk el (92). Röviden, mintánként 900 ng teljes RNS-t reverz transzkripcióval 

átírtunk Megaplex RT primer Pool A és B használatával, 

TaqManMicroRNAReverseTranscription Kit (P/N: 4366596) alkalmazásával. 

A miRNSexpressziós profilokat TaqMan Low DensityArray (TLDA) Human Micro 

RNA Panel v.1 (AppliedBiosystems) segítségével vizsgáltuk 7900HT Fast Real-Time 

PCR rendszeren (AppliedBiosystems). 

Az RT–qPCR adatelemzést az RQ Manager 1.2 (AppliedBiosystems) segítségével 

végeztük. 

A legjobb belső kontroll meghatározása érdekében a Real-Time StatMiner szoftvert 

(Integromics) használtuk Normfinder algoritmussal. (A Normfinder meghatározza az 
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egy mintakészletben meghatározott lehetséges „housekeeping” gének stabilitását a 

minták összetételétől függetlenül, valamint stabilitási sorrendet állít fel a csoportok 

közötti és a csoportokon belüli változékonyságok kifejezésére). A 

mellékveseszövetekhez és a HeLa sejtekhez RNU48-at, a H295R sejtekhez a 

MammU6-RNU44-RNU6B mértani középarányosát használtuk belső kontrollként. Az 

expressziós szinteket ddCt módszerrel, a változások mértékét a 2-ddCt képlettel 

határoztuk meg. 

 

4.3. Génexpressziós profil meghatározása és 

génexpressziósújraelemzés 

A glükokortikoid-termelő (mellékveseszövet és sejtvonalak), valamint a glükokortikoid-

túlsúly által befolyásolt célszervek (csont, szinoviálisfibroblaszt, bőr alatti és omentális 

zsírszövet, bőrsejtek és agyszövet) transzkripciós változásainak meghatározása 

érdekében in silico vizsgálatokat végeztünk. AzNCBI Gene Expression Omnibus 

webhelyről nagy áteresztőképességű mRNS profilozási adatokat 

(génexpressziósmicroarray, RNS szekvenálás és RT-PCR array) töltöttünk le. Összesen 

11 vizsgálat adatait (82 kontroll minta és 57 GC-túlsúlynak kitett minta, 2. táblázat) 

elemeztük újra ugyanazt a bioinformatikai eljárást alkalmazva, a különböző vizsgálati 

platformok, valamint az eltérő elemzési típusok és határértékek használatából eredő 

torzítások csökkentése érdekében. Minden esetben a GEO2R algoritmust 

(alapértelmezett beállításokkal) és a Benjamini-Hochberg (hamis észlelési arány) 

korrekciót alkalmaztuk.   

 

2.táblázat: a szakirodalomban fellelhető miRNS-profilozási vizsgálatok azonosítási 

adatai, vizsgálati platformjai, ezek az adatok a génexpressziósújraelemzési 

vizsgálataink kiindulópontjai; K/D: kontroll, illetve dexametazonnal kezelt 
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y Vizsgálati platform 

csontszövet biopszia CS 
betegektől műtét előtt, illetve 3 
hónappal műtét után 

9 9 
GSE30159 
(93) 

Affymetrix Human 
Genome U133 Plus 
2.0 Array 

normál mellékvesekéreg vs. GC-
szekretálóadenóma 

4 4 
GSE14992 
(94) 

Agilent-014850 
Whole Human 
GenomeMicroarray 
4x44 K G4112F 

mellékvesekéreg-karcinóma 
(H295R) sejtvonalK/D 

3 3 
GSE64826 
(95) 

Affymetrix Human 
Gene 1.0 ST Array 

oszteoblaszt sejtekK/D 6 3 
GSE21727 
(96) 

Illumina humanRef-8 
v2.0 expression bead 
chip 

oszteoblaszt-szerű sejtek csont 
explantátumbólK/D 

6 3 
GSE10311 
(97) 

Affymetrix Human 
Genome U133 Plus 
2.0 Array 

szinoviálisfibroblasztokK/D 6 3 
GSE37520 
(98) 

AppliedBiosystems/ 
University of 
Birmingham Human 
RT-PCR array 
(custommade) 

abdominálisszubkután 
zsírsejtekK/D 

3 3 
GSE88966 
(62) 

Affymetrix Human 
Gene 1.0 ST Array 
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abdominálisomentális 
zsírsejtekK/D 

3 3 
GSE88966 
(62) 

Affymetrix Human 
Gene 1.0 ST Array 

epidermáliskeratinocitákK/D 2 2 
GSE26487 
(81) 

Affymetrix Human 
Genome U95 Version 
2 Array 

7 hetes, fajtiszta 
GermanLandracemalac 
hippokampuszszöveteK/D 

20 12 (99) 

TruSeqStranded 
mRNA 
samplepreaparation 
kit; HiSeq 2500 
instrument 

7 hetes, fajtisztaGermanLandrace 
malac hipotalamusz szöveteK/D 

20 12 (99) 

TruSeqStranded 
mRNA 
samplepreaparation 
kit; HiSeq 2500 
instrument 

       

A GC-termelő mellékveseszövetekben az in silicotargetpredikciót a DIANA-mirPath 

v.2.0 programmicroT-CDS algoritmusával végeztük, majd ezt követték a többszörös 

miRNS-célgének dúsulási analízisei, összehasonlítva a miRNS-célcsoportok 

mindegyikét az összes ismert KEGG-útvonallal (100). 

Az eltérően kifejeződő génfunkciókat a ToppGeneSuite segítségével elemeztük. 

Génkészlet-dúsulási elemzéseket végeztünk gén-ontológiai kategóriákra (biológiai 

folyamatok, molekuláris működés, sejtösszetétel), és elemeztük a KEGG- útvonalak 

génkészleteit. 

 

4.4. Statisztikai számítások 

A nyálkortizol-eredmények statisztikai vizsgálatát SPSS v19. szoftverrel végeztük, a 

különböző betegcsoportok eredményeinek összehasonlítása Student-féle páros t-

próbával történt. Az LC-MS/MS és az immunoassay vizsgálatok közötti kapcsolatot 

Pearson-féle korrelációs együtthatóval jellemeztük. A Bland-Altman grafikonokat 

MedCalc szoftverrel készítettük. 
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A szövetminták, illetve a sejtes kísérletek esetén a glükokortikoid-túlsúlynak kitett, 

illetve a kontrollminták közötti eltéréseket kétmintás t-próbával vagy Mann-Whitney U 

teszttel vizsgáltuk annak függvényében, hogy a Saphiro-Wilk teszt egyenletes eloszlásra 

utalt-e vagy sem. A statisztikai számításokat a Real Time StatMiner (Integromics) és a 

Statistica 13.4.0.14 (TIBCO) szoftverekkel végeztük.  

A rangsor szerinti csoportosítást UPGMA módszerrel végeztük. 

Minden esetben a p< 0,05 értéket tekintettük szignifikánsnak. 
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5. EREDMÉNYEK 

5.1. Hiperkortizolizmus laboratóriumi diagnosztikájában alkalmazott 

új módszer beállítása és klinikai tesztelése 

5.1.1. LC-MS/MS vizsgálat validálása 

Az általunk fejlesztett LC-MS/MS vizsgálat teljes körű validálását a Food and 

DrugAdministration (FDA) ajánlásának megfelelően végeztük el (101). A validálás 

során az alábbi eredményeket kaptuk: 

5.1.1.1. Ion szuppresszió: 

A víz-metanol keverékben oldott, illetve a szteroidmentesített nyál-metanol keverékhez 

adott kortizol és kortizon koncentrációk összehasonlításakor szignifikáns eltérést nem 

tapasztaltunk, így tehát megállapítható, hogy a vizsgálni kívánt mátrix (nyál) esetén az 

eredményeket esetlegesen torzító ion szuppresszió nem áll fent. 

5.1.1.2. Linearitás: 

A vizsgálat lineáris volt a vizsgált tartományban, az ismert koncentrációjú standard 

oldatokkal végzett meghatározások során kapott korrelációs együtthatók: r² = 1,0000 a 

kortizol, míg r² = 0,9996 a kortizon esetében. 

5.1.1.3. Kimutathatósági határ és számszerűsítési határ: 

A 0,005 ng/ml-es koncentrációt tekintettük kimutathatósági határnak mind a kortizol, 

mind a kortizon esetében (0,005 ng/ml koncentrációnál a jel/zaj arány 5,3 volt a 

kortizol, míg 4,0 a kortizon esetében). A számszerűsítési határ 0,05 ng/ml mindkét 

vizsgált anyag esetében. 

5.1.1.4. Pontatlanság 

Az egy mérési sorozaton belüli pontatlanság (intraassayvariationcoefficient) 1,55% és 

4,36% közötti volt a különböző kortizol-koncentrációjú minták esetében. Kortizon-

koncentrációk esetén ezek az értékek 0,83% és 3,11% közöttiek voltak.  
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A különböző mérési sorozatok közötti pontatlanság (interassayvariationcoefficient) 

2,02% és 3,97% között változott kortizol meghatározások, míg 2,55% és 6,05% 

közöttiek kortizon mérések esetében. 

5.1.1.5. Bizonytalanság 

 hígítási teszt: a mért és az elvárt értékek közötti korreláció kortizol esetén 

r²=0,998, kortizon esetén r²=0,999 volt 

 visszanyerési teszt: a visszanyert értékek a valós értékekhez képest 89,28%-

103,8% közöttiek (átlag 97,9%) voltak a kortizol mérések kapcsán, míg 89,2%-

107,7% közöttiek (átlag 99,7%) kortizon meghatározások kapcsán 

 

5.1.2. Az immunoassay és az LC-MS/MS vizsgálatok közötti korreláció 

A két különböző mérési módszerrel kapott kortizol eredmények között erős és 

szignifikáns korrelációt tudtunk kimutatni, az összes eredményre vonatkoztatva a 

korrelációs együttható r²= 0,892 volt. Azonban az alacsonyabb tartományokban, 

jellemzően 0,0725 µg/dl (2,0 nmol/l) alatti kortizol koncentrációnál, ahol az 

immunoassay vizsgálat számos esetben a < 0,054 µg/dl (méréshatár alatti) eredményt 

adta meg, korrelációról nem beszélhetünk (ebben a tartományban az r²= 0,02 volt).  

Az LC-MS/MS módszerrel mért kortizol értékek minden vizsgált betegcsoportban 

alacsonyabbak voltak az immunoassay-vizsgálattal mért eredményeknél, a Bland-

Altman ábrák is ezt a szisztémás eltérést mutatják a két módszerrel kapott eredmények 

között. 

b.a.

LC-MS/MS és ECLIA eredmények átlaga LC-MS/MS és ECLIA eredmények átlaga 
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3. ábra: Bland-Altman analízis a két mérési módszer (ECLIA és LC-MS/MS) 
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egyezésének kimutatására: a.) a teljes mérési tartományban, illetve b.) 2,0 nmol/l 

alatti koncentrációjú mintákban. A vízszintes tengelyen a két különböző módszerrel 

mért eredmények átlaga található, a függőleges tengelyen az LC-MS/MS vizsgálattal 

nyert eredmény értékéből kivontuk a hagyományos, ECLIA-módszerrel kapott 

eredményt, majd ezt az értéket elosztottuk a két eredmény átlagával- az, hogy az így 

kapott átlagérték negatív, azt bizonyítja, hogy az LC-MS/MS módszerrel mért 

eredmények alacsonyabbak a hagyományos módszerrel mért értékeknél.  

 

Kortizon meghatározást csak LC-MS/MS módszerrel mértünk, így ott összehasonlító 

vizsgálatokat nem végeztünk. 

 

5.1.3. Kortizol- és kortizoneredmények a különböző betegcsoportokban 

A betegcsoportok felosztása az alábbiak szerint történt: 

1. csoport: egészséges önkéntesek, referencia-populáció 

2. csoport: „Cushing-szerű” tünetekkel rendelkező páciensek (hipertóniás, obez, 

hirzutizmusos betegek, vagy mellékvese-adenómával rendelkezők) 

3. csoport:Cushing-szindrómás betegek, jelenleg tünetmentesek 

4. csoport: aktív Cushing-szindrómás betegek 

A négy csoport eredményei közül természetesen az egészséges önkéntesek eredményei 

lettek a legalacsonyabbak és az aktív Cushing-szindrómás betegekéi a legmagasabbak. 

A Cushing-szerű tünetekkel rendelkező betegek és a mintavétel időpontjában 

tünetmentes Cushing-szindrómás betegek kortizol- és kortizoneredményei nem 

különböztek szignifikánsan egymástól, de ebben a két csoportban is magasabbak voltak 

az eredmények, mint az egészségesek csoportjában (3. táblázat). 

 

3. táblázat: LC-MS/MS és ECLIA módszerrel mért éjszakai nyál kortizol és LC-

MS/MS módszerrel mért éjszakai nyál kortizon, valamint a kortizol/kortizon 

arányok értékeinek összehasonlítása négy különböző betegcsoportban: 1. 

referencia populáció, 2. fizikai megjelenésük, klinikai tüneteik alapján Cushing-

szindróma-„gyanús”  betegek, akiknél később a Cushing-szindróma kizárásra 

került, 3. a mintavétel időpontjában tünetmentes, kezelt Cushing-szindrómás 
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betegek, 4. a mintavétel időpontjában aktív Cushing-szindrómával rendelkező 

páciensek. (A koncentrációk nmol/l-ben vannak megadva). 

 

Betegcsoport 

kortizol 

LC-MS/MS 

kortizolimmun

oassay 

kortizon  

LC-MS/MS 

kortizol/ 

kortizon 

átlag SD átlag SD átlag SD átlag SD 

1. 1.43 0.83 2.10 1.13 7.77 5.35 0.212 0.080 

2. 2.12 1.96 3.01 2.95 9.29 8.57 0.275 0.131 

3. 2.57 1.24 3.50 2.54 12.48 6.88 0.225 0.064 

4. 21.63 27.42 48.01 140.9 76.26 62.16 0.251 0.084 

 

5.1.4. Kortizol/kortizon arány a különböző betegcsoportokban 

Mivel az LC-MS/MS módszerrel lehetővé vált a kortizol- és kortizonszintek egyidejű 

meghatározása, könnyen kiszámíthattuk az egyes betegcsoportokban a két mért 

hormonkoncentráció arányát. A nyálban (a vérben található koncentrációkkal 

ellentétben) nem a kortizol, hanem a kortizon koncentrációja magasabb, átlagosan 3-5-

ször nagyobb a kortizon mennyisége, mint a kortizolé. 

A legalacsonyabb kortizol/kortizon arányt itt is az egészségesek csoportjában találtuk, a 

legmagasabb arány viszont (és egyedül ez különbözött szignifikánsan az egészséges 

populációban mért aránytól) a 2.-es betegcsoportban, a „Cushing-szerű” tünetekkel 

rendelkezők között volt.  

5.1.5. ROC-görbe analízis és referenciatartomány-meghatározás 

A ROC-görbe analízis arra mutatott rá, hogy mind az LC-MS/MS módszerrel mért 

kortizol- és kortizonszint, mind pedig az immunoassay vizsgálattal mért kortizol-

meghatározás egyformán hasznos eszköz a hiperkortizolizmus diagnózisának a 

felállításában. A ROC-görbe alatti terület az LC-MS/MS módszerrel mért kortizol- és 

kortizon-meghatározás esetében (mindkét esetben, külön-külön) 0,987, míg az 

immunoassay vizsgálattal mért kortizol meghatározás esetén 0,985. A kortizol/kortizon 
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arány diagnosztikus értéke hiperkortizolizmusban nem igazolódott, a ROC-görbe alatti 

terület ebben az esetben csak 0,525 volt. 

A legjobb diagnosztikus teljesítményhez tartozó határértékek az alábbiak voltak: 

 LC-MS/MS kortizol meghatározás esetén: 1,84 ng/ml (5,1 nmol/l), ebben az 

esetben a szenzitivitás 95%, a specificitás 94,4% 

 LC-MS/MS kortizon mérése esetén: 10,1 ng/ml (28 nmol/l), ekkor a 

szenzitivitás 91,7%, a specificitás 96,6%. Ehhez a vizsgálathoz tartozóan egy 

másik, ugyanilyen diagnosztikus értékkel rendelkező határérték is van: 12,35 

ng/ml (34,3 nmol/l), ennél a határértéknél a szenzitivitás ugyan alacsonyabb, 

90%, de a specificitás kiemelkedően magas, 98,3%. 

 immunoassay (ECLIA) kortizol meghatározás esetén: 2,64 ng/ml (7,28 nmol/l), 

ennél a határértéknél a szenzitivitás 96,7%, a specificitás 92,3% 

 

kortizol LC-MS/MS

kortizol ECLIA

kortizon LC-MS/MS

kortizol/kortizon

45 fokos átló

1- specificitás

sz
en

zi
ti

vi
tá

s

 

4. ábra: ROC-görbe analízis, mely az egyes vizsgálatok diagnosztikus értékéről 

nyújt információt. Az ábrán látható, hogy (megfelelő cut-off értékék meghatározása 

mellett) mind az LC-MS/MS módszerrel mért kortizol- és kortizon-, mind pedig az 
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ECLIA módszerrel mért kortizol-meghatározás kiváló diagnosztikai értékkel bír, míg a 

kortizol/kortizon arány szinte a 45 fokos átló vonalát követi, azaz semmilyen 

diagnosztikus értékkel nem rendelkezik. 

 

 

5.2. Glukokortikoid hatásban szerepet játszó szöveti markerek 

5.2.1. Hiperkortizolizmus szövetspecifikus miRNS- mintázatának analízise 

5.2.1.1. Eltérően expresszálódómiRNS-ek 

Mindhárom kísérleti modellben 265 miRNS expresszióját vizsgáltuk. A 

hiperkortizolizmus hatásának kitett mellékveseszövetek és sejtvonalak expressziós 

profilját összehasonlítottuk a kontrollsejtek és -szövetek expressziós profiljával és az 

alábbi eltéréseket találtuk (4. táblázat): 

 az aktív Cushing-szindrómás betegek mellékveseszöveteiben két miRNS volt 

felül-, míg három miRNSalulexpresszált a kontroll mellékveseszövetekhez 

képest 

 a dexametazonnal kezelt H295R sejtekben a kontrollsejtekhez viszonyítva négy 

felül- és két alulexpresszáltmiRNS-t azonosítottunk 

 a HeLa sejtekben a dexametazon kezelés hét miRNS felül-, illetve egy 

miRNSalulexpresszióját eredményezte 

 

4. táblázat: Eltérően expresszálódómiRNS-ek.Az alul-, illetve a 

felülexpressziómértékét mutató log2FC-, valamint a szignifikanciára vonatkozó p-

értékek 

 

miRNA log2FC p-érték 

Kortizol-termelő adenómákvs. normális mellékveseszövet 

hsa-miR-375-3p -3.18283 0.002756 

hsa-miR-566 -2.0934 0.012993 
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hsa-miR-95-3p 0.435871 0.014638 

hsa-miR-506-3p 1.96571 0.021431 

hsa-miR-210-3p -1.18389 0.038611 

Dexametazon-kezelt HeLa sejtek vs. kontrollsejtek 

hsa-miR-183-5p 0.203726 0.037677 

hsa-miR-195-5p 1.355332 0.043846 

hsa-miR-26a-5p 1.321971 0.020827 

hsa-miR-30e-3p -0.86986 0.02123 

hsa-miR-335-3p 1.586908 0.045771 

hsa-miR-572 1.58437 0.042381 

hsa-miR-622 3.287344 0.03071 

hsa-miR-95-3p 2.307738 0.040524 

Dexametazon-kezelt H295R sejtek vs. kontrollsejtek 

miR-331-5p 2.14926 0.018581 

miR-7-1-3p -0.25662 0.004913 

miR-27a-3p 0.457272 0.010971 

miR-346 0.921683 0.017707 

miR-376a-3p 0.581655 0.034872 

miR-668-3p -0.56929 0.041363 

 

Mindössze egy olyan eltérően expresszálódottmiRNS volt, amely közös volt a 

kísérletekben, a miR-95-3p, amely a Cushing-szindrómás betegek mellékveséjében és a 

HeLa sejtekben is felülexpresszálódott a megfelelő kontrollokhoz képest.  

5.2.2. Az eltérően expresszálódómiRNS-ek által befolyásolt jelátviteli útvonalak 

A megváltozott expressziójúmiRNS-ekhez kapcsolódóan, útvonal-elemző szoftver 

segítségével meghatároztuk az általuk érintett jelátviteli útvonalakat. A szignifikáns 

eltérést mutató jelátviteli útvonalak száma és milyensége a három kísérletben jelentős 

különbségeket mutatott (5. táblázat).  
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5. táblázat: Az eltérően expresszálódómiRNS-ek által szignifikánsan befolyásolt jelátviteli útvonalak 

GC-termelő mellékveseszövet HeLa sejtek   H295R sejtek 

KEGG-útvonal p-érték KEGG-útvonal p-érték   KEGG-útvonal   p-érték 

Biotinmetabolism 5.90E-06 PI3K-Akt signalingpathway 1.87E-26 Focaladhesion 5.71E-09 

Axonguidance 5.90E-06 Prostatecancer 5.59E-20 Wntsignalingpathway 4.44E-08 

Long-termdepression 3.95E-04 Wntsignalingpathway 8.18E-14 Neurotrophinsignalingpathway 4.44E-08 

Insulinsignalingpathway 3.23E-03 mTORsignalingpathway 5.65E-13 ErbBsignalingpathway 1.08E-07 

Gapjunction 7.57E-03 Insulinsignalingpathway 1.74E-12 Gapjunction 1.08E-07 

Chronicmyeloidleukemia 8.75E-02 Focaladhesion 2.14E-11 PI3K-Akt signalingpathway 1.08E-07 

Glutamatergicsynapse 1.84E-01 Ubiquitinmediatedproteolysis 8.16E-11 GnRHsignalingpathway 1.85E-06 

Adipocytokinesignalingpathwa

y 1.84E-01 TGF-betasignalingpathway 1.03E-10 Circadianrhythm 2.06E-05 

Wntsignalingpathway 2.65E-01 Pathways in cancer 5.91E-10 MAPK signalingpathway 2.06E-05 

Gastricacidsecretion 2.65E-01 Melanoma 1.32E-09 Ubiquitinmediatedproteolysis 3.30E-05 

Salmonella infection 2.91E-01 p53 signalingpathway 1.69E-09 Glioma 5.05E-05 

Neurotrophinsignalingpathway 3.95E-01 Regulation of actincytoskeleton 1.02E-08 Long-termpotentiation 1.06E-04 

MAPK signalingpathway 5.45E-01 Glioma 2.31E-08 Pathways in cancer 2.11E-04 

Retrogradeendocannabinoidsig

naling 6.21E-01 Long-termpotentiation 2.58E-08 Insulinsignalingpathway 2.58E-04 

ErbBsignalingpathway 6.21E-01 Long-termdepression 2.76E-08 mTORsignalingpathway 2.08E-03 

TGF-betasignalingpathway 6.77E-01 Gapjunction 4.83E-08 Axonguidance 2.45E-03 

Pathways in cancer 7.03E-01 Endometrialcancer 4.83E-08 Dopaminergicsynapse 4.01E-03 

Acutemyeloidleukemia 9.43E-01 Dopaminergicsynapse 5.80E-07 Smallcelllungcancer 5.79E-03 
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HTLV-I infection 9.76E-01 Fattyacidbiosynthesis 5.87E-07 Lysinedegradation 6.25E-03 

GnRHsignalingpathway 1.34E+00 Neurotrophinsignalingpathway 6.26E-07 

Protein processing in 

endoplasmicreticulum 9.83E-03 

Shigellosis 1.48E+00 MAPK signalingpathway 8.51E-07 Prostatecancer 2.00E-02 

Regulation of actincytoskeleton 1.86E+00 Chronicmyeloidleukemia 4.10E-06 TGF-betasignalingpathway 2.13E-02 

Pancreaticcancer 2.43E+00 HIF-1 signalingpathway 6.81E-06 Amphetamineaddiction 6.20E-02 

Maturityonset diabetes of 

theyoung 3.57E+00 ErbBsignalingpathway 7.23E-06 Hedgehogsignalingpathway 9.27E-02 

Cholinergicsynapse 4.00E+00 Smallcelllungcancer 1.07E-05 Chronicmyeloidleukemia 1.13E-01 

mTORsignalingpathway 4.04E+00 Non-smallcelllungcancer 4.37E-05 RNA transport 1.54E-01 

Focaladhesion 4.79E+00 Acutemyeloidleukemia 5.51E-05 Melanogenesis 2.37E-01 

Pancreaticsecretion 4.79E+00 Priondiseases 4.79E-04 Regulation of actincytoskeleton 4.01E-01 

Non-smallcelllungcancer 5.54E+00 mRNA surveillancepathway 6.30E-04 Renalcellcarcinoma 6.54E-01 

Salivarysecretion 7.96E+00 Transcriptionalmisregulation in cancer 1.48E-03 Glutamatergicsynapse 6.54E-01 

 
  Gastricacidsecretion 3.44E-03 p53 signalingpathway 9.56E-01 

 
  Calciumsignalingpathway 6.18E-03 Gastricacidsecretion 1.39E+00 

 
  Aldosterone-regulatedsodiumreabsorption 8.44E-03 Biotinmetabolism 1.63E+00 

 
  Hedgehogsignalingpathway 1.28E-02 

Transcriptionalmisregulation in 

cancer 2.47E+00 

 
  T cell receptor signalingpathway 1.83E-02 Bacterialinvasion of epithelialcells 4.44E+00 

 
  RNA transport 2.76E-02 Fc gamma R-mediatedpagocytosis 7.41E+00 

 
  Glutamatergicsynapse 3.14E-02 Fcepsilon RI signalingpathway 7.97E+00 

 
  Renalcellcarcinoma 4.60E-02 

  

 
  Oocytemeiosis 4.81E-02 
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  Cellcycle 4.89E-02 

  

 
  Biotinmetabolism 6.21E-02 

  

 
  Colorectalcancer 1.11E-01 

  

 
  Basal cellcarcinoma 2.68E-01 

  

 
  Inositolphosphatemetabolism 2.68E-01 

  

 
  VEGF signalingpathway 2.68E-01 

  

 
  B cell receptor signalingpathway 2.68E-01 

  

 
  Pancreaticcancer 2.68E-01 

  

 
  Cholinergicsynapse 3.50E-01 

  

 
  Melanogenesis 3.72E-01 

  

 
  

Arrhythmogenicrightventricularcardiomyopathy 

(ARVC) 1.19E+00 
  

 
  Hypertrophiccardiomyopathy (HCM) 1.21E+00 

  

 
  Progesterone-mediatedoocytematuration 1.21E+00 

  

 
  Apoptosis 1.52E+00 

  

 
  Tightjunction 1.52E+00 

  

 
  Thyroidcancer 1.52E+00 

  

 
  Viralcarcinogenesis 2.40E+00 

  

 
  Phosphatidylinositolsignalingsystem 2.41E+00 

  

 
  Bladdercancer 2.65E+00 

  

 
  Cocaineaddiction 3.14E+00 

  

 
  Fanconi anemiapathway 3.92E+00 
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Mégis, az eltérő expressziójúmiRNS-ek által befolyásolt jelátviteli útvonalak közül 15 

közös volt mindhárom kísérletben, ez az összes, eltérést mutató útvonalak 19,5%-át 

teszi ki. 
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5. ábra: A három különböző kísérletben az eltérően expresszálódómiRNS-ek 

száma (A). Bár egyetlen olyan miRNS-t találtunk, amely a három kísérlet közül 

kettőben közös volt (miR-95-3p), a kórosan expresszálódómiRNS-ek által 

meghatározott jelátviteli útvonalak jelentős része (19,5%) azonos volt mindhárom 

kísérlet során. 
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5.3. A GC-termelő és a GC-túlsúly által befolyásolt célszövetek 

génexpressziós profiljának meghatározása 

A GC-termelő és GC-túlsúly által befolyásolt célszervek, illetve szövettípusok teljes 

transzkriptóma-változásaira vonatkozó adatok (82 kontrollminta és 57 GC-túlsúlynak 

kitett minta)újraelemzésesorána megváltozott gének számát(vizsgált szövettípustól 

függően) 1125 és 6809 közöttinek találtuk. A glükokortikoidoknak viszonylag kevés 

hatása volt a GC-termelő mellékveseszövetre (a gének mindössze 4-8%-ának 

expressziója változott meg), ezzel szemben a célszervekben a hatás sokkal 

erőteljesebbnek mutatkozott (a gének 10-20%-ában szignifikáns eltérés igazolódott). A 

felül-, illetve alulexpresszálódott gének száma az egyes sejt-, illetve szövettípusokban 

nagyságrendileg azonos volt, ez alól csak az oszteoblaszt-szerű sejtek voltak kivételek, 

ahol túlnyomórészt alulexpresszálódó géneket lehetett kimutatni (6. táblázat).  
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6. táblázat: Glukokortikoid-túlsúlynak kitett szövetekbenaz eltérően expresszálódó gének aránya az összes vizsgált gén számához 

képest (*-az egyes betegek kortizol-túltermelődésének függyvényében, **- a kísérletben alacsonyabb számú gént vizsgáltak, ennek 

megfelelően kell az eredményeket értékelni); K/D: kontroll, illetve dexametazonnal kezelt 

 

Vizsgálati anyag 

D
exam

etazon
 

k
ezelés id

őtartam
a 

D
exam

etazon
 

d
ózisa 

Ö
sszes vizsgált 

gén
 

V
áltozatlan

u
l 

exp
resszálód

ó 
gén

ek
 szám

a 

E
ltérően

 
exp

resszálód
ó 

gén
ek

 szám
a  

A
 k

ezelés által 
b

efolyásolt gén
ek

 
arán

ya 

F
elü

lexp
resszálód

ó gén
ek

 szám
a 

A
lu

lexp
resszálód

ó 
gén

ek
 szám

a 

mellékvese-adenómavs. egészséges cortex na na 41078 37522 3556 0.08 1631 1925 

mellékvesekéreg-karcinóma (H295R) sejtvonal K/D 6 óra 100 nM 29153 27886 1267 0.04 585 682 

csontszövet biopszia CS betegektől műtét előtt, illetve 3 

hónappal műtét után 
na változó* 54675 53417 1258 0.02 608 650 

humán oszteoblaszt sejtek K/D 24 óra 100 nM 22177 16834 5343 0.24 2683 2660 

humán oszteoblaszt-szerű sejtek csont explantátumból K/D 24 óra 100 nM 54675 47866 6809 0.12 199 6610 

humán szinoviálisfibroblasztok K/D 24 óra 100 nM 81** 74** 7** 0.08** 6** 1** 

humán abdominálisszubkután zsírsejtek K/D 7 nap 1000 nM 19741 15465 4276 0.21 2130 2146 

humán abdominálisomentális zsírsejtek K/D 7 nap 1000 nM 19741 15954 3787 0.19 2091 1696 

humán epidermáliskeratinociták K/D 24 óra 100 nM 12625 11500 1125 0.08 656 469 

GermanLandrace malac hippokampuszszövete K/D 3 óra 60 µg/kg 16764 14361 2403 0.14 1156 1247 

GermanLandrace malac hipotalamusz szövete K/D 3 óra 60 µg/kg 16764 14103 2661 0.15 1311 1350 
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5.3.1. Globális génexpresszió-változás vizsgálata GC-hatás célszöveteiben és az 

ehhez kapcsolódó Wnt-útvonal eltérések 

A GC-hatásra eltérően expresszálódó gének kapcsán génkészlet-dúsulási vizsgálatokat 

végeztünk, ezek során a Wnt-útvonal szignifikáns eltéréseit tapasztaltuk minden 

szövettípus esetén (természetesen más biológiai folyamatok érintettsége mellett). A 

Wnt-jelátvitelben részt vevő gének részletes elemzése rámutatott arra is, hogy jelentős 

részük eltérően expresszálódott GC-túlsúly esetén (7. táblázat). 

 

7. táblázat: A glukokortikoid-túlsúly hatására a Wnt-útvonalon eltérően 

expresszálódó gének aránya és az ehhez kapcsolódó érintett biológiai folyamatok 

száma. *: a Wnt-útvonal eltérően expresszálódó génjei/ a Wnt-útvonal összes tagja (151 

gén), a KEGG génkészlet szerint (hsa04310); **: a szignifikáns gének számát illetően 

ebben a csoportban megengedtük a p=0.05 vágóértéket annak érdekében, hogy növeljük 

a génszámot, mivel a génkészletdúsulási elemzéshez a p<0.05 esetében a 7 gén 

kevésnek bizonyult), K/D: kontroll, illetve dexametazonnal kezelt 
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csontszövet biopszia CS 
betegektől műtét előtt, illetve 
3 hónappal műtét után 

1258 14/151 312 4 

humán oszteoblaszt sejtek 
K/D 

5343 52/151 1573 11 

humán oszteoblaszt-szerű 
sejtek csont explantátumból 
K/D 

6809 53/151 1164 6 

humán 
szinoviálisfibroblasztok K/D 

10** 8/151 880 41 
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humán abdominálisszubkután 
zsírsejtek K/D 

4276 37/151 2644 16 

humán abdominálisomentális 
zsírsejtek K/D 

3787 32/151 2422 6 

humán 
epidermáliskeratinociták K/D 

1125 13/151 1753 7 

7 hetes, fajtiszta 
GermanLandrace malac 
hippokampuszszövete K/D 

2403 34/151 1913 10 

7 hetes, fajtiszta 
GermanLandrace malac 
hipotalamusz szövete K/D 

2661 33/151 1850 11 

 

5.3.2. Szövetspecifikus target-predikció GC-termelő mellékveseszövetekben 

A kortizol-termelő mellékveseszövetekben szövetspecifikus target-predikciós elemzést 

végeztünk. Kiválasztottuk a Wnt-útvonal azon elemeit, amelyek megfeleltek az alábbi 

feltételeknek: 

 expressziójuk negatívan korrelált a targetmiRNS-ekkel 

 a targetpredikciós algoritmusok során is kiválasztásra kerültek  

Ezzel a megközelítéssel négy olyan gént azonosítottunk, amelyeket nagy 

valószínűséggel a GC-túlsúly hatására eltérően expresszálódómiRNSek szabályoznak(8. 

táblázat). 

 

 

8. táblázat: A glukokortikoid-túlsúly hatására kórosan kifejeződőmiRNS-ek által 

szabályozott gének  

 

miRNS Gén jele Gén neve logFC p-érték 
GSE14922 

Probe ID 

miR-375 SFRP4 

Secretedfrizzledrel

ated protein 4 1.3979 0.0077694 A_23_P215328 

miR-576 APC 

Adenomatouspoly

posis coli -2.1794 0.0278861 A_23_P70213 
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miR-576 NFAT5 

Nuclearfactor of 

activated T-cells 5 -1.0592 0.0343637 A_23_P359647 

miR-375 CTBP2 

C-terminalbinding 

protein 2 0.9465 0.037437 A_23_P63897 
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6. MEGBESZÉLÉS 

6.1. Hiperkortizolizmus laboratóriumi diagnosztikájában alkalmazott 

új módszer beállítása és klinikai tesztelése 

A nyál kortizol- és kortizonszintjeinek referenciatartományát, illetve Cushing-

szindrómában alkalmazható határértékeit számos tanulmányban igyekeztek már 

meghatározni (102–108). Ha figyelembe vesszük az általunk is alkalmazott mérési 

módszert (LC-MS/MS), a saját eredményeinket négy másik tanulmány eredményeivel 

volt szükséges összevetni, amelyeknek értékeit a 9. táblázat foglalja össze; a legkorábbi 

adatok 2015-ben, míg a legfrissebbek 2020-ban jelentek meg.  

 

9. táblázat: LC-MS módszerrel éjszakai nyálban mért kortizol- és kortizonszintek 

referenciatartományainak felső határa  

 

Szerző Megjelenés éve 
Referenciatartomány felső határa 

Hivatkozás 
Kortizol (µg/dl) Kortizon (ng/ml) 

Antonelli 2015 0.09 4.68 (105) 

Mészáros 2018 0.185 10.1 (*12.3)  

Raff 2019 0.08 4.32 (108) 

Bäcklund 2020 0.13 4.86 (107) 

Ponzetto 2020 0.097 4.85 (106) 

 

A táblázat adatait elemezve feltűnő lehet, hogy a referenciatartományunk felső értékei 

jóval magasabbak, mint a másik négy tanulmányban. Ennek az oka érthetővé válik, ha 

áttanulmányozzuk a cikkek módszertanát. A négy tanulmány közül kettő esetében csak 

egészséges, referenciapopulációnak tekinthető személyek mintájának a mérése történt, a 

referenciatartomány meghatározásakor a 2,5 és a 97,5 percentilis közötti értékeket 

vették figyelembe. A másik két tanulmány esetén is hasonló módon történt a 

referenciatartomány meghatározása, amelyet később Cushing-szindrómás betegek 

mintáinak mérésekor alkalmaztak. Természetesen a referenciapopulációban mért 

értékek a mi munkánk során is jóval alacsonyabbaknak bizonyultak és teljes mértékben 
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elkülönültek azon betegek eredményeitől, akiknél aktív Cushing-szindrómát 

diagnosztizáltak a mintavétel idején. Tapasztalatunk szerint nem ezen két csoport 

elkülönítése jelent gondot (sem a klinikai tünetek, sem laborvizsgálati eredmények 

tekintetében), hanem azoknak a betegeknek a diagnosztizálása, akiknek a tünetei (társult 

betegségeik miatt) nehezen elkülöníthetőek a Cushing-szindróma tüneteitől, illetve 

kezelt Cushing-szindrómás betegek követése során annak az időpontnak a 

meghatározása, amikor az addig gyógyultnak tekintett betegnél újra valamilyen terápiás 

beavatkozás válik szükségessé.  

A célunk olyan referenciaértékek meghatározása volt, amelynél mind a vizsgálat 

szenzitivitása, mind pedig a specificitása a lehető legmagasabb. A kortizolszint „cut-

off” értékét így 0,18 µg/dl-ben (5,1 nmol/l) határoztuk meg, ennél a határértéknél a 

vizsgálat szenzitivitása 95%, a specificitása 94,5%. A 0,1µg/dl körüli határértékek 

szenzitivitása ugyan 100%, de specificitásuk 80% alatti, a Bäcklund és társai által 

ajánlott 0,13 µg/dl-es értéknél sem éri el a 90%-ot.  

Ugyanezt mondható el a 4,7 ng/ml körüli éjszakai kortizonszintekkel kapcsolatban is, 

amelyet három tanulmányban is megjelöltek a referenciatartomány felső határaként. 

Ennél az értéknél a vizsgálat szenzitivitása 100%, a specificitás azonban a 80%-ot sem 

éri el; a Raff és társai által ajánlott 4,32 ng/ml-es értékhez pedig 75% alatti specificitás 

tartozik. A ROC-analízis szerint a kortizonszint-vizsgálatnak a legjobb diagnosztikus 

értéke két határértéknél található: az egyik érték a 10,1 ng/ml (28 nmol/l), a másik a 

12,35 ng/ml (34,3 nmol/l). A 10,1 ng/ml-es értékhez 91,7%-os szenzitivitás és 96,6%-os 

specificitás, míg a 12,35 ng/ml-es értékhez 90%-os szenzitivitás és 98,3%-os 

specificitás tartozik. Ezért azokban a betegcsoportokban, ahol kimagasló specificitásra 

van szükség (pl. obezitás, PCOS-gyanú), megfontolandó a magasabb, 12,35 ng/ml-es 

referenciaérték használata, egyéb esetekben a 10,1 ng/ml-es határérték kiválóan 

alkalmazható. 

Összehasonlítva az immunoassay teszt és az LC-MS/MS teszt diagnosztikus 

képességeit, elmondható, hogy az immunoassay teszt is kiválóan jelzi a 

hiperkortizolémiás állapotokat. Jelentős eltérés a két teszt eredményeit illetően csak az 

alacsony tartományokban, az egészséges populációban volt tapasztalható, de ennek 

nincs jelentősége a hétköznapi gyakorlat során, hiszen itt nem az alacsony értékek a 

kórosak, hanem a magasak. Az immunoassay teszttel kapcsolatban az általunk is 
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referenciaértéknek tekintett 4,1 µg/dl-es érték használatát kellett újragondolni. A teszt a 

mi adataink szerint a legjobb diagnosztikus képességét 2,64 µg/dl (7,28 nmol/l) értéknél 

éri el, ez nagyon közel van a gyártó által a 95-ös percentilishez megadott 2,74 µg/dl-es 

(7,56 nmol/l) értékhez. Immunoassay teszt használata esetén tehát nem a 97,5-ös 

percentilis értékhez megadott 4,1 µg/dl használata ajánlott, hanem a 95-ös 

percentilishez megadott 2,74 µg/dl érték. 

 

6.2. Hiperkortizolizmus szövetspecifikus miRNS-mintázatának 

analízise 

6.2.1. A GC-túlsúly hatására eltérően expresszálódómiRNS-ek és a Wnt-útvonal 

kapcsolata 

A miRNS-ek expressziós mintázata jellegzetes a különböző sejttípusokra nézve, mégis 

vannak olyan miRNS-ek, amelyek bizonyos állapotok biomarkereiként is 

használhatóak. A GC-túlsúly különböző módon befolyásolja az egyes molekulák 

működését, a miRNS-ek expresszióját is. Az in vitro kísérleteink során nyert adatok azt 

bizonyítják, hogy a GC-túlsúly minden általunk vizsgált sejt működését jelentősen 

befolyásolja. A GC-hatásra eltérően expresszálódómiRNS-ek hasonló jelátviteli 

mechanizmusok működését befolyásolják, amelyek közül a Wnt-útvonal érintettsége 

tűnik a leglényegesebbnek.  

Az eltérően expresszálódómiRNS-eknek aWnt-útvonalra gyakorolt hatását számos 

különböző sejttípusban, szövettípusban leírták már. A szakirodalomban fellelhető 

adatok alapján a kísérleteinkben azonosított miRNS-ek többféle módon befolyásolják a 

Wnt-útvonal működését: egyesek közülük a receptorokhoz kötődő ligandokra vagy a 

koreceptorok működésére, mások a β-catenin folyamatos degradálásáért felelős 

enzimkomplexre, megint mások a a jelátviteli útvonalra gátló hatású fehérjékre fejtik ki 

hatásukat (10. táblázat).  
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10. táblázat: a kísérleteinkben azonosított, eltérően expresszálódómiRNS-ek hatása 

a Wnt-útvonal elemeire szakirodalmi adatok alapján  

 

miRNS Hatása a Wnt-útvonalra 

mellékveseszövet célzott gén hivatkozás 
hsa-miR-375-3p LRP5 and β-catenin (109) 
hsa-miR-566 WNT6 (110) 
hsa-miR-95-3p DKK3 (111) 
hsa-miR-506-3p TCF3 (112) 
hsa-miR-210-3p wnt7b and fzd5, Sclerostin (113,114) 

HeLa sejtek   
hsa-miR-183-5p LRP6, Dkk-3 (115,116) 
hsa-miR-195-5p LRP6, WNT3A (117,118) 
hsa-miR-26a-5p SOSTDC1*, Wnt5a, GSK3β  (119–121) 
hsa-miR-30e-3p LRP6 (122) 
hsa-miR-335-3p RUNX2 (123) 
hsa-miR-572 útvonal-elemzés** (124) 
hsa-miR-622 útvonal-elemzés** (125) 
hsa-miR-95-3p DKK3 (111) 

H295R sejtek   
miR-331-5p nincs adat   
miR-7-1-3p TCF4, TCF12, TCF7L2  (126) 
miR-27a-3p DKK2 (127) 
miR-346 GSK3β (128) 
miR-376a-3p útvonal-elemzés** (129) 
miR-668-3p nincs adat  
 

Ha a táblázatban szereplő adatokkal kiegészítjük a bevezető részben szereplő, a Wnt-

útvonal működését szemléltető ábrát, egy sokkal komplexebb (és talán szemléletesebb) 

ábrát kapunk, amely összegzi az általunk eltérően expresszálódómiRNS-eknek a Wnt-

útvonal különböző komponenseire gyakorolt sokrétű hatását. 
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GC túlsúly

 

6. ábra: A kísérleteinkben azonosított, eltérően expressszálódómiRNS-eknek a 

Wnt-útvonal komponenseire gyakorolt hatása (109–116,119,121–138). 

 

Az adatok összegzése során arra a következtetésre jutottunk, hogy a kísérleteinkben 

eltérően expresszálódottmiRNS-eknek és a Wnt-útvonalnak a kapcsolata a következő 

három biológiai folyamat kapcsán bizonyítottnak tekinthető: sejtek proliferációja és 

differenciációja, daganatok kialakulása (tumorigenézis), illetve a csontrendszer 

homeosztázisa. 

6.2.1.1. Sejtek proliferációja és differenciációja 

A kísérletünk során a miR-506-3p expressziója magasabb volt Cushing-szindrómás 

betegek mellékveséjében, mint a kontrollként szolgáló egészséges mellékvesékben. 
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Neurális őssejtekben ennek a miRNS-nek a magasabb expressziója összefüggésben volt 

a sejtek fokozott differenciációjával és csökkent proliferációjával; a folyamat a Wnt/β-

catenin útvonalhoz kötődik és a TCF3 szabályozásán keresztül valósul meg (112). A bőr 

papilláris sejtjeiben a miR-195-5p befolyásolja az LRP6 fehérje expresszióját, ezáltal a 

szőrtüszők kialakulását, végső soron pedig a megfelelő szőrzet megjelenését (117). 

Periodontálisligamentum-sejtekben a miR-195-5p megnövekedett expressziója 

jelentősen gátolja a sejtek elköteleződését oszteoid irányba a WNT3A fehérje 

működésének befolyásolása révén (118). A GC-túlsúly hatására felülexpresszálódó 

miR-195-5p hozzájárulhat tehát a Cushing-szindrómában tapasztalható haj- és 

szőrhiányhoz, valamint a csonttömeg csökkenéséhez. 

6.2.1.2. Daganatok kialakulása 

A Cushing-szindrómás betegek mellékvesekéreg-mintáiban a miR-566 szintjének 

alulexpresszióját tapasztalhattuk a normál mellékveseszövetekhez képest. A miR-566 

alulexpressziója emlőkarcinómás betegekben a tumor nagyobb méretéhez, 

előrehaladottabb stádiumához és a nyirokrendszeri metasztázisok nagyobb számához 

volt köthető (110). A miR-566 a WNT6-hoz kötődve gátolja meg a Wnt-útvonal 

működését és az emlődaganatok malignus progresszióját (110). A miR-95-3p 

felülexpressziója prosztata-karcinómás betegekben a DKK3 gátlása révén a 

rosszindulatú sejtek fokozott proliferációjához, migrációjához, ezáltal metasztázisok 

kialakulásához köthető (111). Vastagbél karcinómákból származó szövetmintákban a 

miR-183-5p felülexpresszióját igazolták normál szövetmintákhoz képest; az útvonal-

elemzések a Wnt-útvonal érintettségét, illetve a Wnt-útvonal révén aktiválódó célgének 

alulműködését bizonyították (135,136). 

6.2.1.3. Csontrendszer homeosztázisa 

A csontok képződésében szerepet játszó folyamatokat a GC-túlsúly súlyosan károsítja; 

különböző kísérletek számos olyan miRNS-t azonosítottak, amelyek fontos szerepet 

töltenek be ezen folyamatok során.  

Egér eredetű oszteoblaszt-sejtvonalon (MC3T3-E1) a miR-375-3p gátolta az 

oszteogenetikus folyamatokat azáltal, hogy apoptotikus folyamatot indított be a 

sejtekben, emellett befolyásolta az LRP5 és a β-catenin szintjét (109). A csontképződési 

folyamatokat a miR-26a-5p szintén negatívan befolyásolta: megakadályozta az 
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adipocita-eredetű mezenchimális őssejtek csontképződési irányba történő 

elköteleződését a WNT5a expressziójának gátlása révén (120). Csontvelő-eredetű 

mezenchimális őssejtekben a miR-210-3p felülexpressziója az oszteogén irányba 

történő elköteleződéssel, illetve az adipociták gátlásával volt összhangban; a miR-210-

3p-t felülexpresszáló sejtekben a Wnt-útvonal fehérjéi: LRP5, GSK-3β, β-catenin és 

TCF4 jelentősen emelkedett mennyiségben voltak jelen (113). Egy másik kísérletben 

ugyanennek a miRNS-nek a fokozott expressziója a Wnt-útvonal egyik inhibitorának, a 

szklerosztinnak az alulműködéséhez, illetve a mezenchimális őssejtek fokozott 

migrációjához volt köthető (114). Az in vitro kísérletek eredményeivel összhangban, 

posztmenopauzálisoszteoporózisban szenvedő nőbetegektől nyert csontvelő-mintákban 

a miR-210-3p csökkent expressziója igazolódott (130); Cushing-szindrómás betegek 

ékcsontjából nyert mintákban a miR-26a-5p felülexpresszált volt nemfunkcionális 

hipofízis adenómás betegek mintáihoz viszonyítva (139). 

 

6.3. A GC-túlsúly hatása a glükokortikoid-termelő, illetve a GC-

túlsúly által befolyásolt szövetekre 

6.3.1. A GC-túlsúly hatása a mellékveseszövetre 

 A mellékvesekéreg-szöveteken és a két sejtvonalon végzett kísérlet során 

nyilvánvalóvá vált, hogy a GC-túlsúly nem csak a célszervekre és -szövetekre van 

hatással, hanem magára kortizol-termelő mellékvesekéregre is; a hatás a miRNS-ek 

különböző expressziója és az általuk befolyásolt jelátviteli folyamatok révén is 

igazolható volt. Természetesen a hatás sokkal kifejezettebb a célszervek szintjén: míg a 

GC-termelő sejtekben és szövetekben az eltérően expresszálódó gének aránya 4-8% 

közötti, addig a célszervekben és -szövetekben ez az arány 10-20%. A miRNS-ek 

megváltozott expressziója befolyásolhatja a GR-k működését, ezáltal a cirkadián ritmust 

is (140). A mellékvesének saját perifériás cirkadián órája van, amely szoros 

kapcsolatban van a szteroidogenézissel(141), ez megmagyarázhatja a GC-túlsúly során 

nem csak a célszervekben, hanem a mellékvesekéregben is tapasztalható 

génexpressziósváltozásokat. Továbbá, a GC-termelő szövetekgénexpressziós változásai 
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a kortizol-túlsúly miatt fellépő negatív feed-back szabályozásnak is részei, eszközei 

lehetnek.  

6.3.2. A GC-túlsúly hatása a célsejtekre és –szövetekre 

Ahhoz, hogy megértsük a Wnt-útvonal szerepét a GC-túlműködés során, 

tanulmányoztuk a rendelkezésre álló szakirodalmi adatokat, amelyekben Cushing-

szindrómás betegektől származó csontszövetmintákban,illetve dexametazonnal kezelt 

szinoviális eredetű fibroblasztokban, szubkután és omentális zsírszövetben, bőrben és 

neurális sejtekben követték nyomon a GC-k hatását. A GC-k által szabályozott 

transzkriptómák aránya célszövetenként jelentősen különbözött: a bőrben viszonylag 

kevés gén (6,3%) szabályozása volt GC-hatáshoz köthető, míg a zsírszövetben, az 

agyban és a perifériás vérben található mononukleáris sejtekben ez az arány jóval 

nagyobb, 10-20% közötti volt (38,81,142,143). A májban a GC-k által kiváltott 

transzkripciós változások a géneknek több mint 30%-át érintik (144). 

Három szempont szerint vizsgáltuk a Wnt-útvonal szerepét a teljes transzkriptóma- 

változások tekintetében: (i) a teljes génexpressziós profil génkészlet-dúsulási elemzése, 

(ii) hat különböző kísérlet során a hasonló változást mutató gének génkészlet-dúsulási 

elemzése és (iii) az egyedi Wnt-útvonalak elemzése. Mindhárom megközelítésben a 

GC-hatás a Wnt-útvonal szignifikáns változásait idézte elő.  

A teljes transzkriptóma-adatok arra utalnak, hogy a mellékvesekéregben a GC-túlsúly 

hatással van a Wnt-útvonal működésére. Mind a miRNS-ből nyert, mind pedig a 

génexpressziós adatok azt mutatták, hogy a mellékvesekéregben a miR-375 és a miR-

506 expressziós változásai befolyásolták a Wnt-útvonal bizonyos fehérjéit kódoló 

géneknek (SFRP4, APC, NFAT5 és CTBP2) az expresszióját.  

 

A hiperkortizolémiás betegektől származó mellékveseszövetekben a Wnt-útvonal nem 

volt olyan mértékben érintett, mint a HeLa-, illetve a H295R-sejtekben. A 

mellékveseszövetekben a Wnt-útvonalnál erőteljesebb volt a Biotinmetabolism, Long-

termdepression, Insulinsignalingpathway és az Adipocytokinesignalingpathway 

érintettsége. A Cushing-szindróma több, jellegzetes tünete is ezeknek az útvonalaknak a 

túlműködéséhez kapcsolódik: obezitás, inzulin-rezisztencia, depresszió, fáradékonyság, 

ingerlékenység, álmatlanság, száraz bőr és a szőrzet kihullása (145,146). A betegektől 
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származó szövetekben és a tenyésztett sejtekben kapott eltérő eredmények arra intenek 

minket, hogy az in vitro sejtes kísérletek esetében soha nem állnak rendelkezésünkre 

olyan komplex körülmények, mint az élő szervezetből származó szövetminták, illetve az 

in vivo kísérletek során, tehát az eredmények értékelésénél nagyon körültekintően kell 

levonni a következtetéseket.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

7. KÖVETKEZTETÉSEK 

Munkám során igyekeztem olyan markereket keresni, amelyek hasznos segítséget 

nyújthatnak a hiperkortizolizmus minél koraibb és minél pontosabb diagnózisában.  

 

Eredményeinket az alábbi pontokban foglalhatom össze: 

 

1. Az általunk fejlesztett LC-MS/MS módszerrel kis mennyiségű kortizol és kortizon 

egyidejűleg kimutatható gyakorlatilag bármilyen biológiai folyadékból. 

 

2. Nagyszámú biológiai mintán történt összehasonlító mérések azt bizonyították, hogy a 

rutin eljárásban használt immunoassay (megfelelő döntési határértékek megválasztása 

mellett) ugyanolyan magas hatékonyságú (éjszakai nyálminták mérése esetén) a 

Cushing-szindróma diagnózisában, mint az LC-MS/MS módszer. 

 

3. Kortizol-túlsúlynak kitett mellékvesekéreg-szöveten, valamint két különböző 

sejtvonalon (HeLa és H295R) végzett kísérleteink során 19, eltérően 

expresszálódómiRNS-t azonosítottunk  

 mellékvesekéreg-szövetben felülexpresszált volt a hsa-miR-95-3p és a hsa-miR-

506-3p, míg alulexpresszált a hsa-miR-375-3p, hsa-miR-566 és a hsa-miR-210-

3pjelenléte 

 HeLa sejtekben felülexpresszált volt a hsa-miR-183-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-

miR-26a-5p, hsa-miR-335-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-622 és a hsa-miR-95-3p 

jelenléte, alulexpresszált csak a hsa-miR-30e-3p volt 

 H295R sejtekben felülexpresszált volt amiR-331-5p, miR-27a-3p, miR-346, miR-

376a-3p, míg alulexpresszált a miR-7-1-3p és a miR-668-3p jelenléte 

 

4. Mindössze egy olyan miRNS volt, a hsa-miR-95-3p, amely két kísérletben közös volt 

(a mellékvesekéreg-szövetekben és a HeLa sejtekben). Ennek ellenére, a miRNS-ek 

által befolyásolt jelátviteli útvonalak 19,5% a (15 útvonal) közös volt. A közös 

útvonalak közül az egyik legjelentősebb mértékben befolyásolt a Wnt/β-catenin útvonal 

volt. 
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5. A szakirodalomban fellelhető, a GC-túlsúly hatására különböző szövetekben történő 

génexpressziós változások (egységes kritériumok szerinti)újraelemzése arra mutatott rá, 

hogy mind a GC-termelő, mind pedig a GC-hatásnak kitett szövetekben történnek 

génexpressziós változások, de ezek mértéke eltérő: a GC-termelő szövetekben a gének 

4-8%-a, míg a célszövetekben 10-20%-a mutatott eltérő expressziót. 

 

6. A GC-hatásnak kitett célszövetek génkészlet-dúsulási elemzései a Wnt-útvonal 

jelentős változásait igazolták minden egyes vizsgált szövettípusban(csontszövet 

biopszia CS-betegektől, humán oszteoblaszt sejtek, humán oszteoblaszt-szerű sejtek 

csont explantátumból, humán szinoviálisfibroblasztok, humán abdominálisszubkután és 

omentális zsírsejtek, humán epidermáliskeratinociták valamintGermanLandrace malac 

hippokampusz- és hipotalamusz-szövetei). 

 

7. Target-predikciós elemzések során négy olyan, a Wnt-útvonalhoz tartozó gént 

azonosítottunk, amelyet nagy valószínűséggel a GC-túlsúly hatására a mellékvesekéreg-

szövetben eltérően expresszálódómiRNS-ek szabályoznak: SFRP4 és CTBP2 (a miR-

375 szabályozása alatt) és az APC és NFAT5(a miR-576 szabályozása alatt). 
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8. ÖSSZEFOGLALÓ 

A kortizol-túltermelés klinikai tünetei sokfélék, viszont nem specifikusak, így az 

endogén eredetű kortizol-túltermelés napjainkban sem kerül időben felismerésre. A 

hiperkortizolémia hatásai sokszor évekkel a kortizol-túltermelés megszűnése után is 

jelen vannak a pácienseknél, ezért fontos a kórállapot felismerése a manifeszt tünetek 

megjelenése előtt. 

A munkánk során célul tűztük ki: i.) már meglévő laboratóriumi módszerek 

tökéletesítését, ii.) kortizol-túlsúlynak kitett mellékveseszövetben és sejtvonalakban 

eltérően expresszálódómiRNS-ek, valamint az általuk szabályozott jelátviteli útvonalak 

tanulmányozását, iii.) szakirodalomban fellelhető adatok in silico elemzését, GC-

túlsúlynak kitett szövetekgénexpressziósújraelemzését. 

Az általunk fejlesztett LC-MS/MS módszerrel egyidejűleg, pontosan mérhető 

nyálkortizol és -kortizon koncentráció (számszerűsítési határ: 0,05 ng/ml). Az LC-

MS/MS és az ECLIA módszerrel mért nyálkortizol-koncentrációk összehasonlítása arra 

mutatott rá, hogy megfelelő döntési határérték megválasztása mellett mindkét módszer 

diagnosztikus ereje kiváló (AUCLC-MS/MS= 0,987 vs. AUCECLIA=0,985). 

A kortizol-túlsúlynak kitett mellékveseszövetek, valamint a GC-hatásnak kitett HeLa, 

valamint H295R sejtek adatait elemezve a három kísérletben összesen 19 eltérően 

expresszálódómiRNS-t azonosítottunk, amelyek közül csak egy, a hsa-miR-95-

3pmutatott két kísérlet során is felülexpressziót (mellékvesszövet és HeLa sejtek). A 

miRNS-ek által befolyásolt jelátviteli útvonalak 19,5%- a (15 útvonal) közös volt, az 

egyik legjelentősebb mértékben befolyásolt útvonal a Wnt/β-catenin útvonal. 

A szakirodalomban közölt és elérhető adatbázisokban található GC-termelő és GC-

célszövetekkel kapcsolatos kísérletek adatainak újraelemzése, a glükokortikoid-hatásra 

történő génexpressziós változások vizsgálata arra mutatott rá, hogy a GC-túlsúly a GC-

termelő szövetek génexpresszióját is befolyásolja, bár kisebb mértékben, mint a 

célszövetekét (4-8% vs. 10-20%). Mind a GC-termelő, mind a GC-hatásnak kitett 

célszövetekben a Wnt/β-catenin útvonal jelentős érintettsége volt bizonyítható. A target-

predikciós elemzések során négy olyan, a Wnt-útvonalhoz tartozó gént azonosítottunk, a 

melyeket nagy valószínűséggel a miR-375 (SFRP4 és CTBP2), illetve a miR-576 (APC 

és NFAT5) szabályoznak. 
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9. SUMMARY 

Clinicalsymptoms of cortisoloverproductionarediverseandarenotspecific, 

soeventodayendogenouscortisoloverproduction is notrecognized in time. The effects of 

hypercortisolemiaareoftenpresent in patientsyearsafterthecessation of 

cortisoloverproduction, soit is 

importanttorecognizetheconditionbeforemanifestsymptomsappear. 

Myaimswere: i.) toimproveexistinglaboratorymethods, ii.) 

tostudydifferentiallyexpressedmiRNAs in adrenaltissue and 

celllinesexposedtocortisolexcess, aswellasthesignalingpathwaysregulatedbythem, iii.) 

toperformin silicoanalysis of datafound in theliterature, geneexpressionreanalysis of 

tissuesexposedto GC excessand tissue-specifictargetprediction in GC-

producingadrenaladenomas. 

Withthe LC-MS/MS methoddevelopedbyus, salivarycortisol and cortisone 

concentration can be accuratelymeasuredsimultaneously (quantification limit: 0.05 

ng/ml).Comparison of salivarycortisolconcentrationsmeasuredby LC-MS/MS and the 

ECLIA methodshowedthatthediagnosticpower of bothmethods is veryhigh (AUCLC-

MS/MS= 0,987 vs. AUCECLIA=0,985). 

Analyzingthedata of adrenaltissuesexposedtocortisolexcess, aswellasHeLa and H295R 

cellsexposedtoGCs, weidentified a total of 19 differentiallyexpressedmiRNAs in 

thethreeexperiments, of whichonlyonemiRNA, hsa-miR-95-3p, 

wastheonethatwascommnlyoverexpressedintwoexperiments (adrenaltissue and 

HeLacells). However, 19.5% of thesignalingpathwaysaffectedbymiRNAs (15 pathways) 

werecommonand one of the most significantlyaffectedpathwayswastheWnt/β-

cateninsignalingpathway. 

A reanalysis of thedatafromtheexperimentsrelatedto GC-producing and GC-

targettissuesfound in theliterature and theexamination of 

geneexpressionchangesduetoGCeffectsshowedthat GC excessaffectsthegeneexpression 

of GC-producingtissues, althoughto a lesserextentthanthat of thetargettissues (4-8% vs. 

10-20%). A significantinvolvement of theWnt/β-cateninpathwaycould be demonstrated 

in both GC-producing and GC-exposedtargettissues. During 

thetargetpredictionanalyses, 
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weidentifiedfourgenesbelongingtotheWntpathwaythataremost likelyregulatedby miR-

375 (SFRP4 and CTBP2) and miR-576 (APC and NFAT5). 
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13. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 

Amikor az ember egy munka végéhez ér, hálával és jóérzéssel gondol visszaa már 

mögötte lévő útra és számba veszi mindazokat a személyeket és körülményeket, akik és 

amelyek segítségére voltak a munkája során. 

Így elsősorban hálával tartozom témavezetőmnek, Dr. Patócs Attilának, akinek a 

tapasztalata és iránymutatása nélkül nem érhettem volna célhoz. És- bár hivatalosan ő 

nem támavezetőm-, nagyon köszönöm Dr. Butz Henriett segítségét, aki bármikor 

készségesen és türelemmel válaszolt a kérdéseimre és számos hasznos tanácsot adott. 

Hálás vagyok az egykori II. számú Belgyógyászati Klinikán belül működő Izotóp 

Laboratórium dolgozóiért, az épületben működő kutatócsoportokért, a közeli 

belgyógyászati osztályokon dolgozó kollégák inspiráló jelenlétéért. Mindez egy olyan 

különleges atmoszférát jelentett, amely nem mindenkor adatik meg az életünk során, de 

amelynek megélése egész életre szóló élményt jelent.  

Vannak olyan emberek, akikkel (bár nem egy munkahelyen dolgozunk), a munkánk 

során kapcsolatba kerültünk és a kapcsolatok nem maradtak meg a munkahelyi 

kapcsolatok szintjén. Nagyon hálás vagyok, hogy megismerhettem Dr. Sebestyén 

Annát, ő számomra akutatónő, aki egy nagycsalád igazgatása mellett a munkájában is 

sikeressé tudott válni. Örülök, hogy ismerhetem Dr. Juhász Emesét is, akinekaz őszinte 

véleményemindigiránymutató volt számomra. 

És ott van a családom… bár ők maradtak a felsorolásban utoljára, nélkülük nemhogy 

dolgozni, de élni sem szeretnék. Számomra ők tökéletesek, nem azért, mert egyenként 

tökéletesek lennének (lennénk), hanem azért, mert összetartozunk.  

 

Egy biztos: egyedül nem sikerült volna. És hálás vagyok minden mozzanatért, 

körülményért, lehetőségért és leginkább az emberi kapcsolatokért, amelyek segítettek 

abban, hogy eddig eljussak. 

„Ne várj nagy dolgot életedbe’,/ Kis hópelyhek az örömök,/ Szitáló, halk 

sziromcsodák./ Rajtuk át Isten szól: jövök.” (Reményik Sándor) 


