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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACTH:adrenokortikotrop hormon

APC:adenomatosuspolyposis coli

AUC: gorbe alatti teriilet (areaunderthecurve)

BMD:a csont asvanyianyag-sliriisége (bonemineraldensity)

BMI: testtomeg-index (body mass index)

BMP:bonemorphogenetic protein

CAD:collision-activateddissociation

CE: iitkozési energia (collisionenergy)

CK:kreatin kindz (creatinekinase)

CRH:kortikotropin-kibocsatd hormon (corticotropin-releasinghormone)
CS:Cushing-szindroma

CXP:cellexitpotential

Dkk:Dickkopf(fehérje)

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

DNS: dezoxiribonukleinsav

DP:declusteringpotential

DST:dexametazonszuppresszios teszt (dexamethasonesuppression test)
Dvl:Dishevelled(fehérje)

ECLIA:elektrokemilumineszcensimmunoassay

ETT-TUKEB: Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs — Tudomanyos ¢s Kutatasetikai
Bizottsag

FBS:magzati marhaszérum (fetalbovineserum)

FDA:Food and DrugAdministration

GC:gliikkokortikoid

GH/IGF: novekedési hormon/inzulinszeri névekedési faktor (growthhormone/insulin-
like growthfactor)

GIO:gliikokortikoid-indukalta oszteopordzis (glucocorticoidinduced osteoporosis)
GSK-3p: glikogén szintaz kinaz-3 béta

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

adrenalaxis)



KEGG:Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LC-MS/MS: nagynyomasu folyadékkromatografidhoz kapcsolt
tomegspektrometria (liquidchromatography-tandem massspectrometry)
LNSC:¢jszakai nyalkortizol (latenightsalivarycortisol)
LRPS5/6:lipoprotein receptor related protein 5/6
MAPK:mitogen-activated protein kinase

MEM: minimum essentialmedium

MRI:magneses magrezonancia vizsgalat(magneticresonanceimaging)
MRM: multiplereacion monitoring

mRNS: hirvivé RNS

MSC:mesenchymalis dssejt (mesenchymalstemcell)
MSH:melanocitastimul4léo hormon

NET:neuroendokrin tumor

NF-kB:nuclearfactor kappa-B

NPY:neuropeptid Y

OPG:oszteoprotegerin

PBS:phosphatebuffersaline

POMC:proopiomelanokortin
PPAR-y:peroxisomeproliferatoractivated receptor- y

RANK: receptor activator of nuclearfactor kappa-B

RANKIL: receptor activator of nuclearfactor kappa-B ligand

RNS: ribonukleinsav

ROC:receiveroperatingcharacteristiccurve

tandem

RT-PCR:reverz transzkripcios polimeraz-lancreakcio

(reversetranscriptionpolymerasechainreaction)
SAT:szubkutan zsirszovet(subcutanadiposetissue)

SD: standard deviacio

sFRP:secretedFrizzled-related protein
SMAD:Suppressor of MothersagainstDecapentaplegic
Sost:szklerosztin(fehérje)

TCF/LEF: T cellfactor/lymphoidenhancerfactor
TGFp:transforminggrowthfactor-beta



TLDA: TagManlowdensityarray

TNF-0: tumor nekrézis faktor-alfa

UFC:vizelet szabad kortizol (urine free cortisol)

UPGMA :unweightedpairgroupmethodwitharithmeticmean

VAT:viszceralis zsirszovet (visceraladiposetissue)



2. BEVEZETES

2.1. A hiperkortizolizmus elso orvosi észlelései

A hiperkortizolizmus tlineteinek els6 leirdsa 1900-bol, Joseph Babinski lengyel orvos
tollabol szarmazik, aki egy 17 éves fiatal lanybeteg esetén addig még nem ismert
tiinetegyiittest irt le: centralis obezitds, hirzutizmus, visszamaradott nemi jelleg (1). 10
évvel késobb Harvey Williams Cushing idegsebész Bostonban foglalkozni kezdett egy,
a mar leirt esettel szinte teljes tiineti egyezést mutatd pacienssel. A paciens nevét
Minnie G.-ként emliti az orvostorténelem, a Cushinggal valo taldlkozasakor 23 éves
volt és a fObb tiinetei az aldbbiak voltak: elhizés, hipertrich6zis, amenorrea,
almatlansag, fiilztigas, szapora 1égzés, palpitacid, purpuraszerii kiiitések, szaraz bor,
1izomgyengeség, hatfajas (2). Cushing 1912-ben a The Pituitary Body and ItsDisorders
cimlii konyvében Minnie G. tlineteinek a hatterében ,,poliglanduléris szindrémat”
feltételezett, vagyis az endokrin mirigyek masodlagos funkciondlis kéarosodasat
valamelyik mirigy elsddleges karosoddsa kovetkeztében. 1932-ben, 20 évvel az elsd
kozleménye utan Cushing (miutdn még egy sajat betegének adatait és 10, mas szerzok
altal kozolt eset adatait Osszevetette) mar a hipofizis bazofilenfestddéadendomait és a
szekunder modon kialakult adrenalishiperpldziakat tette feleldssé annak a specifikus
tiinetegyiittesnek a kialakulasaért, amit ma Cushing-szindrémanak (CS) neveziink (1,2).
Természetesen még évtizedekbe telt, mire tisztdzodott (hiszen 1932-ben még sem az
ACTH-t, sem a kortizolt nem azonositottak): a Cushing-szindréma nem egy egységes
megjelenését, de a kortizol-taltermelddés oka nem minden esetben hipofizis-eredetii. A
Cushing-szindroma hatterében a hipofizisen kiviil a mellékvese elvaltozésai is allhatnak
(ahogy azt mar a 30-as években Julius Bauer osztrak orvos is feltételezte (3) ), illetve a
tiineteknek lehetnek a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengelyen kiviili, un.
hipofizis ACTH-termeld sejtjeinek tulszaporoddsa miatt kialakuld hiperkortizolizmust

nevezziik- ez a Cushing-szindréma leggyakoribb oka).



2.2. A hiperkortizolizmusincidenciaja

2.2.1. Endogén eredetii hiperkortizolizmusincidenciaja

Az endogén hiperkortizolizmus, vagyis a Cushing-szindroéma nem tartozik a gyakori
betegségek koz¢, az atlagpopulécidoban 0,7-2,4 0j eset adodik 1 millié lakosra szamolva
évente (4). Ennél szamottevOen nagyobb az el6fordulasi gyakorisaga cukorbeteg,
tulsulyos, illetve csontritkuldssal rendelkez6 betegek korében. 200-, 2-es tipusu
diabétesz mellituszos beteg klinikai €s laboratoriumi szlirdvizsgalatai a betegek 5,5%-
anal igazoltak endogén hiperkortizolizmust(5). Egy masik vizsgalat soran 150 tulsulyos
beteg  9,3%-4nal  igazolddott  kiilonbozd  etiologidjuCushing-szindroma  (6).
Csontritkuldsos betegek 4,8%-andl, stlyos oszteoporotikus betegek 10,8%-anal

igazoltak szubklinikushiperkortizolizmust(7).

2.2.2. Exogén eredetii hiperkortizolizmusincidenciaja

Az exogén vagy iatrogén eredetli hiperkortizolizmus gyakorisdga nagysagrendekkel
meghaladja az endogén eredetli hiperkortizolizmus gyakorisagat. Exogén eredeti
hiperkortizolizmusrdl 1948 o6ta beszélhetiink, terapias céllal ekkor adagoltak elészor
betegnek szintetikus gliikokortikoidot. (A ,,compound E” nevii anyagrdl, amit a beteg
kapott, csak késoébb irtak le, hogy 17-hidroxi-11-dehidrokortikoszteron, vagyis kortizon.
A ,,compound E”-t kutato ¢és eldallité E. C. Kendall, T. Reichstein és P. S. Hench 1950-
ben orvosi Nobel-dijat kaptak ,,a mellékvesekéreg hormonjainak, azok szerkezetének és
biologiai hatasdnak felfedezéséért”). Az azota eltelt idében a szintetikus
gliikokortikoidok az orvostudomany értékes és nélkiilozhetetlen eszkozeivé valtak:
megfeleld adagban ¢s megfeleld ideig adagolva a mellékhatasok gyakorlatilag
elhanyagolhatéak az értékes, sokszor életmentd hatdsok mellett. Elhtzodd terapia,
illetve nem megfeleld adagolas esetén viszont a mellékhatasok sulyos foku életmindség-
romlashoz vagy akéar rokkantsiaghoz is vezethetnek. Gyulladdscsokkentd és
immunszuppressziv hatdsuk miatt a felndtt lakossadg elég jelentds része kénytelen
hosszabb ideig gliikokortikoid hatdéanyagtartalmt gyogyszert fogyasztani: 2008-ban az
Egyesiilt Kiralysagban a feln6tt (18 év feletti) lakossag 0,8%-a részesiilt glitkokortikoid



kezelésben 3 honapig vagy annal hosszabb ideig, és ez az ardny az ¢életkor
elérehaladtaval egyre ndtt, a 80 év feletti n6knél mar 3,0% volt (8). Az Egyesiilt
Allamokban az 50 év feletti nék 1,66%-a, az 50 év feletti férfiak 1,65%-a szed
valamilyen gliikokortikoid tartalmua gyogyszert (9).

2.3. A kortizol-tultermelddés lehetséges forrasai

Az endogén eredetli kortizol-tultermelédés helye valtozatos, de leggyakrabban a
kortizol-termelddést  szabalyozd  hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely
(hypothalamic-pituitary-adrenalaxis- HPA) fobb ,,csomdpontjainak” jo- vagy
rosszindulati betegsége okozza. Ezen kiviil jelentds szerepe van (nem a gyakorisag,
hanem sokszor a rendkiviil gyors lefolyds miatt) a hipotalamusz-hipofizis-
mellékvesekéreg tengelyen  kiviili, ugynevezett ektopids eredetli Cushing-
szindromaknak is.

Egy 2021-ben megjelent, 242 Cushing-szindromas beteg adatait elemzd retrospektiv
betegnek, vagyis az 0sszes beteg 88,02 %-anak volt benignus eredetli a betegsége, mig
29 betegnek, vagyis 11,98 %-nakmalignus eredetli. A 213 benignus eredetli Cushing-
szindroma megoszlasa az alabbi volt: 101 betegnek, vagyis az dsszes beteg 41,7%-anak
hipofizis eredetii volt a hiperkortizolizmusa, mig 99 betegnek (40,9%) adrenalis eredeti.
A fennmaradd 13, benignusCushing-szindromaval rendelkezé beteg koziil 3 esetben
igazolddott a tiid6 neuroendokrintumora, lesetben a thymusneuroendokrintumora, 1
betegnél olfaktorikusneuroblasztoma, mig 8 beteg esetében nem sikeriilt megtalalni a
kortizol-taltermelés helyét. A 29 malignus eredetii Cushing-szindromds beteg esetében
1 hipofizis karcindoma, 17 mellékvesekéreg-karcindma ¢és 11 ektopiasCushing-

szindroma igazolodott(10).
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A Cushing-szindroma etiologiaja

® hipofizis eredetii CS ® adrenalis eredetii CS mtiidé6 NET
Htimusz NET m olfaktorikus neuroblasztoma = ismeretlen eredetii
hipofizis karcinoma mellékvesekéreg-karcinéma ektopias CS

041%/-92%  455%
|

0.41 % 331%
o (]

0.41 %
1.24%

1. abra: Endogén eredetii kortizol-tultermelédés lehetséges okai és azok relativ

gyakorisaga (piros szinnel jeloltiik a malignus okokat)

Egy 2023-as, nagyobb betegszamot,de kizarolag eurdpai adatokat elemzd tanulmany
ettdl eltérd adatokat tett kozé: 1791 beteg adatait értékelve arra jutottak, hogy a CS
69%-ban volt hipofizis eredetli, 25%-ban mellékvese-, illetve 6%-banektopids
eredetti(11).

2.4. A kortizol élettani hatasai

A kortizol a mellékvesekéreg zonafasciculata-jaban termelddd gliitkokortikoid hormon,
elvalasztasdt a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely szabalyozza. A
termeldd6 kortizol mennyisége erdteljes napszaki ingadozdst mutat: legmagasabb a
szintje a reggeli ordkban, ébredés elott, ezutan folyamatosan csokken, legalacsonyabb
értékét az elalvas utani orakban érve el. Bar a ,kortizol” kifejezést hallva a legtobb
embernek a ,stresszhormon” kifejezés jut eszébe, hatdsa a stresszre adott
valaszreakciokon, illetve a stresszhez val6 adaptacion messze talmutat.

A kortizolpleiotrop hatasti hormon, kiemelked6 szerepe van az emberi szervezet élettani

folyamatainak szabalyozdsaban. Hatassal van az anyagcserefolyamatokra, az
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immunrendszer miikddésére, a s6-€s vizhaztartasra, a csontképzddés és -lebomlés
folyamataira. Megfeleld mennyisége elengedhetetlen a kardiovaszkuléris rendszer és a
kozponti idegrendszer miikodéséhez, valamint az egyedfejlodés ¢és a novekedés

folyamataiban is(12).

2.5. Jelatviteli atvonalak szerepe a GC-hatas kozvetitésében

A GC-hatasok kozvetitése soran kiilonbozo jelatviteli mechanizmusok teszik lehetové
az ¢lettani folyamatok szabalyozéasat a célszervek és -szovetek szintjén, a jelatviteli
utvonalak prioritdsa azonban nem teljesen tisztazott még.

A GC-hatdsok kozvetitése kapcsan a leggyakrabban tanulmanyozott jelatviteli
utvonalak: a GH/IGF-1-tengely, a TGFB-SMAD-utvonal, a PI3/Akt-jelatvitel, a MAPK-
utvonal, a Wnt-utvonal, a BMP-utvonal és az NF-kB-utvonal (13-19).

A mellékvese-adenomak és a Wnt-utvonal kozotti lehetséges kapcsolatra a familiaris
adenomatozuspolip6zisban szenvedd betegek esetei hivtak fel a figyelmet. A familiaris
adenomatozuspolipozisaz APC  (adenomatosuspolyposis coli) gén defektusa
kovetkeztében, az APC fehérje hidnya miatt alakul ki. Ezekben a betegekben a
gasztrointesztinalis rendszerben kifejlddé polipusok sokasdga mellett a mellékvese-
adenomak eléfordulasi gyakorisaga is joval magasabb, mint az atlagpopulacioban (20).
A Wnt/B-catenin Utvonal az egyik legrégebben ismert ¢s legalaposabban tanulmanyozott
jelatviteli Gitvonal, amely a legegyszeriibb tobbsejtii €161ényben is fontos szerepet jatszik
fontossagi nem csak az embriondlis fejlodés iddszakaban, hanem késObb, a
homeosztatikus folyamatok megfelelé miikodése soran is. A Wnt-fehérjék csaladjaba
tartozo 19 glikoprotein a sejtfelszini Frizzled (Fz) receptorok extracellularis részéhez
képes kotddni. Amennyiben a receptorokhoz nem kétddik ligand, az intracellularis
térben a [-cateninta GSK-3 ¢és a kazein-kindz 1 (caseinkinase 1-CK1) enzim
folyamatosan elbontja, az enzimek megfeleld mikddéséhez az Axinbdl és APC-bol
(adenomatosuspolyposis coli) all6 komplex jelenléte sziikséges. A ligandnak a
receptorhoz vald kapcsoldédasa nem lehetséges az LRPS és LRP6 (lipoprotein receptor
related protein 5/6) jelenléte nélkiil. Amennyiben a ligand hozzako6tddik a receptorhoz

¢s létrejon a Wnt-Fz-LRP 5/6 komplex, akkor a B-catenin folyamatos bontasdhoz
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sziikséges Axin az LRP5/6-hoz kapcsolddva a sejt membranjahoz kétédik a Dishevelled
(Dvl) fehérjék segitségével. Igy a B-catenin folyamatos bontasa lell, a B-catenin szintje
megnd. A szabad B-catenin a sejtmagban komplexet képez a DNS-hez kétédé TCF/LEF

fehérjékkel (T cellfactor/lymphoidenhancerfactor) és aktivalja a Wnt-célgének atirasat.

GC tulsuly
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2. abra: A Wnt/B-catenin utvonal miikodésének vazlatos abrazolasa, valamint a

GC-tulsuly altal aktivalt Wnt-utvonal gatlok befolyasa az élettani miikodésre

A Wnt-utvonal gatloi 10 inhibitor-csaladba sorolhatoak; ezek koziil a legtobbet a
Dickkopf- csalad (Dkk) fehérjéir6l, a szklerosztinrél (Sost)és az sFRP-csalad
(secretedFrizzled-relatedproteins) tagjairdl tudunk (21). A GC-talsuly az emlitett harom

inhibitor (vagy inhibitor-csalad) mindegyikének a miikodését befolyasolja.
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2.6. miRNS-ek és gliikokortikoid-hatas

A jelatviteli Utvonalak miikddése elképzelhetetlen a miRNS-ek ,,finomhangoldsa”
nélkiil. Ezek az atlagosan 19-22 nukleotidbol allo, fehérjét nem kdédoldo RNS-molekuldk
a hirvivé (messenger) mRNS-ek poszttranszlacios modositasai révén fejtik ki rendkiviil
sokrétli  szabalyozd tevékenységiiket. Jelenlétiiket eldszor 1993-ban irtak leC.
elegansban, az azdta eltelt harom évtized alatt 3012 human miRNS-t azonositottak,
csaknem 4,5 millid becsiilt interakcios lehetdséggel (22). Egy adott betegséghez,
korallapothoz kothetd, jellegzetesmiRNS-mintazatot emberekben elészor 2002-ben, B-
sejtes kronikus limfoid leukémia kapcsan irtak le (23), mara mar szdmos daganatos,
fert6zd, immunoldgiai- és anyagcserebetegség kapcsan igazolddott specifikus, eltérden
expresszalodomiRNS-ek jelenléte. (24-28).

A GC-hatas kozvetitésével kapcsolatban is szdmos miRNS szabalyozé szerepe ismert,
amelyek befolyasoljak:

e a szteroidogenézis soran szerepet jatsz6 enzimek miikodésének
szabalyozasat: a miR-24 és a miR-10b jelenléte a 11-B-hidroxildz enzim, mig a
miR-320a-3p a P450scc, illetve a 17-a-hidroxilazenzim csékkent miikodéséhez
vezet (29-31)

e a GC-ok hozzaférhetoségét:

o a kortizol és a kortizon kozotti atalakulds szabdlyozasat: human eredeti
majsejttenyészetekben a miR-579 és a miR-561 gatoltdk a 11-B-hidroxi-
szteroid-dehidrogenazenzimet kodold gén expresszidjat (32)

o a GC-receptorok expresszidjanak a valtozasat: megndvekedett miR-124-3p
expresszio egerek agyaban csokkent GR-expresszioval és depressziv
viselkedéssel tarsult (33)

e a GC-ok jelenlétére adott sejtvalaszt:dexametazon hatasara oszteoblasztokban
mind a miR-320, mind a miR 199-5p megnovekedett expresszdja volt
tapasztalhatd (34,35), patkdnyok csontszovetében az elhuzoddo GC-kezelés
hatasara a miR-29a expresszidja csokkent (36)

Ezen talmenden, a miRNS-ek igéretes eszkozoknek tlinnek a hipofizis eredeti, illetve
az ektopias GC-tultermelddés elkiilonitésében(37), valamint kiilsé forrasbol szarmazo

GC-bevitel esetén a tuladagolas elkeriilésében (38).
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2.7. A hiperkortizolizmus hatiasa az altala kiemelten befolyasolt

szervekre, szervrendszerekre

2.7.1. A hiperkortizolizmus hatasa a csontrendszerre

A kortizol-talstly az egyik ,leglatvanyosabb” hatasat a csontrendszerre fejti ki; a
gliikokortikoid-indukélta oszteoporozis (glucocorticoid-inducedosteoporosis-GIO) a
szekunder oszteopordzisok leggyakoribb megjelenési forméja. A tartds gliikkokortikoid-
talsuly a csontok dsvanyianyag-tartalmanak (bonemineraldensity-BMD) csokkenéséhez,
valamint a csontok fokozott torékenységéhez vezet (39). A csontok fragilitdsa gyakran
mar akkor kialakul, amikor a BMD-érték még a referencia-tartomanyban van, ami arra
utal, hogy a GC-tulsulynak az egyes csontsejtekre gyakorolt hatdsa is jelentds szerepet
jatszik a csontok torékenységének kialakulasdban (40).

A csontrendszer homeosztazisa az allandé csontképzddési- €s csontlebontési folyamatok
egyensulydn nyugszik, amelynek feltétele az oszteoblasztok, oszteocitdk és
oszteoklasztok kozotti folyamatos kommunikacié. Az oszteoklasztok differencialodasi
¢s aktivaldédasi folyamatdban fontos szerepet jatszik a felsziniikon jelenlévd RANK
receptor, amelynek ligandjat, a RANKL-t jelentOs részben az oszteoblasztok termelik.
Szintén az oszteoblasztok termelik az OPG-t, amely megakadalyozza a RANKL
kapcsolodasat a RANK-hoz és csak meghatarozott koriilmények kozott engedi meg a
RANKL-RANK kapcsolodast, vagyis az oszteoklasztok differencialodésat.

A csontképzédést a GC-tulsuly tobb helyen is gatolja: negativan befolydsolja az
oszteocitakbanapoptotikus folyamatokat indukal részben kozvetleniil, a pro-apoptotikus
faktorok szintjét novelve (42,43), részben a reaktiv oxigén-gyokok (reactiveoxigen
species-ROS) kozvetitésével (44). Az oszteoblasztok és oszteocitakapoptdzisa miatt a
kiilonb6z6 tipust csontsejtek kozotti kommunikacié is zavart szenved, részben ez a
hatéas is hozzajarul ahhoz, hogy a GC-k eldsegitik az oszteoklasztok differencialédasat
(45) és novelik az oszteoklasztok élettartamat (46).

A  Wnt/B-catenin utvonal fontos szerepet jatszik a fent emlitett folyamatok

mindegyikében.
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A GC-tulsuly a Wnt-utvonal gatloinak felszaporodasahoz vezet: magasabb GC-
koncentraciok emelkedett sFRP-1 expressziot eredményeztek mind mezenchimalis
sejtvonalakon, mind oszteoblasztokon végzett kisérletekben (47). Egy masik Wnt-
utvonal gatlo, a Dkk-1 expresszidja is megemelkedett dexametazon kezelés utan human
oszteoblasztokon végzett kisérletben (48). A Dkk-1 megndvekedett expresszidja gatolta
az oszteoblasztokdifferenciacids folyamatait egér eredetli koponyacsontsejtekben (49).
GC-kezelés hatdsara egerek oszteocitdiiban a szklerosztinexpresszidja szintén
emelkedett;szklerosztin-hianyos egerekben a GC-tulsuly csontokra kifejtett negativ
hatasa nem jelentkezett (50).

GC-kezelésben részesiild felndtteknél kiillonb6zd biokémiai markereket hatdroztak meg
a kezelés megkezdése eldtt, valamint 24, 48 ¢és 96 oraval a terdpia megkezdése utan. Az
OPG ¢és a szklerosztin szintje a 48 6rds mintaban szignifikansan alacsonyabb értéket
mutatott, amelyet az oszteocitak hirtelen bekovetkezd apoptodzisa magyarazhat (51).
Cushing-szindromas betegeknél szintén alacsony szklerosztin értékeket mértek, amely a
hiperkortizolizmus kezelésével parhuzamosan novekedésnek indult (52).

A Wnt-ttvonal ép mukodése gatolja az oszteoklasztogenézist:
pluripotensmezenchimalis sejtekben a Wnt3a fehérje fokozta az OPG expresszidjat,
ezaltal gatolta a RANKL-RANK kapcsolodast és az oszteoklasztok kovetkezményes
differencialodasat (53). A Wnt-utvonal inhibitorai koziil a szklerosztin és a Dkk-1
fokozza a RANKL, ¢és csokkenti az OPG expresszidjat human preoszteocitakban, illetve

mezenchimalis dssejtekben (54,55).

2.7.2. A hiperkortizolizmus hatasa a zsirszovetre

A GC-talsulynak a zsirszovetre kifejtett hatdsa szorosan kapcsolodik a csontszdvetre
kifejtett hatdsdhoz, hiszen mind az oszteoblasztok, mind az adipocitdk ugyanabbdl a
mezenchimalis  6ssejtbél  (mesenchymalstemcell- MSC)  differencidlédnak. A
preadipocitdk differencidlédasat eldsegitd f6 transzkripcidos faktor, a PPAR-y
(peroxisomeproliferatoractivated ~ receptor-  y)  gatolja az  oszteoblasztok
differencidlodasdhoz elengedhetetlen Wnt/B-catenin Gtvonal miikodését (56), a Wnt/B-

catenin Utvonal zavartalan miikodése esetén pedig a preadipocitdk differencialodési
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folyamata marad el (57). Az emlitetten kiviil szdmos mas, ellentétes hatdsu szabalyozo
mechanizmus van a két sejtvonal kézott (58—60).

A GC-tulsuly a centralis, kiilonésen a viszceralis zsirszovet (visceraladiposetissue-
VAT) tomegének a megnovekedéséhez, ¢és a periféridas, bor alatti zsirszovet
(subcutanadiposetissue —SAT) csokkenéséhez vezet (61). A két kiillonbozd zsirszovet
kiilonb6z6 moddon reagal a GC-hatasra: a dexametazon kezelés hatasdra mindkét
zsirszovettipus esetén a PPAR jelatviteli utvonal szignifikans talmikodését tapasztaltak,
de a tulmiikédés mértéke jelentdsebb volt VAT-ban, mint SAT-ban (62). A két
zsirszovetben a GC-k hatasa kiilonbozd a lipolizis tekintetében is: mig SAT-ban a GC-
kezelés a lipolitikus enzimek szintjének novekedéséhez vezetett, addig VAT esetén a
GC-k gatoltak a lipolitikus folyamatokat (63). A viszceralis zsirszovet felhalmozddasa
onmagat felerdsité folyamattd valhat, hiszen a VAT 4-szer tobb gliikokortikoid
receptort tartalmaz, mint a SAT (64). Az is bizonyitott, hogy a tultaplaltsag-okozta,
illetve a nagymennyiségli GC-k &ltal okozott VAT-tulstly koziil az utobbinak van
hosszabb tavl hatasa; ebben az esetben a megndvekedett intramuszkularis zsirszovet-
tartalom és a koros inzulin-rezisztencia hossz(i idével a hiperkortizolémias allapot
megsziinése utan is kimutathat6 volt (65).

A zsirszovetben szamos olyan peptid, illetve fehérje termelddik, amely a zsirszovet
auto-, para- ¢és endokrin hatasaiért felelés. Ezeknek az adipokineknek, citokineknek
jelentds része (pl. leptin, chemerin, omentin, resistin, IL-6, TNF-a) az oszteoblasztokra
¢s/vagy az oszteoklasztokra hatva a csontrendszer miikodését negativan befolyasolja
(58,59), igy ezen a szinten is megnyilvanul a zsirszovet és a csontszdvet kozotti
ellentétes szabalyozas.

A leptin a zsirszovet altal termelt egyik legfontosabb (és az elsék kozott azonositott)
adipokin, amelynek kiemelkedd szerepe van a zsirszovet és a kozponti idegrendszer, a
hasnyalmirigy ¢és az ivarszervek kozotti kommunikacioban (66). A kutatdsok
eredményei azt mutatjak, hogy a zsirszdvet kiterjedése, a leptin szintje és a Wnt-utvonal
miikédése tobb ponton is szorosan kapcsolodik egymashoz. A Wnt-ttvonal aktivalodasa
amellett, hogy a preadipocitak differencialédasat gatolja, fokozza a leptin termelddését
¢érett adipocitakban(67). Elhizott egerek hipotalamuszdnak mediobazalis sejtjeiben a
GSK-3B szintjét (amely a B-catenin folyamatos inaktivalasaért felel) emelkedettnek

talaltak (tehat a Wnt/B-catenin ttvonal miukodése akadalyozott volt), ennek az

17



allapotnak a kovetkezménye hiperfagia, valamint sulyosbodé gliikoz-intolerancia és az
elhizds fokozodéasa volt (68). Elhizott, leptin-hianyos egerek agyabol késziilt
metszeteken a Dkk-1 (Wnt-inhibitor) szintje szignifikansan magasabb volt, mint normal
testalkath egerek agyaban (68). Leptin-kezelés hatasdra az orexigénneuropeptid Y
(NPY)-t termeld hipotalamikus sejtekben a GSK-3p gatlodott, tehat a Wnt/B-catenin
utvonal miikddése biztositotta valt (69). Ez azért jelentds, mert egerekben a neuropepid
Y deléciojaprotektiv volt a GC-kezelés altal indukalt csontelvaltozasok kialakulasa,

valamint a csontvel0 zsiros elfajulasa tekintetében (70).

2.7.3. A hiperkortizolizmus hatasa a kozponti idegrendszerre

A GC-tulstly karos hatasat a kozponti idegrendszeri strukturdkra, valamint a
neurologiai és pszichés funcidok vonatkozasdban szamos tanulmany bizonyitotta mar. Az
agy kiilonbozé struktarai koziil a glukokortikoidokneurotoxikus hatasara a
hippokampusz sejtjei bizonyultak a legérzékenyebbnek (71-73). 339 Cushing-
szindromas beteg MRI felvételeit elemezve arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
betegek hippokampuszanak mérete zsugorodott, az agykamraik mérete kitagult, agyi
atrofia tiineteit mutattak, és az elvaltozasok gyakrana betegség remisszidba kertilése
utdnmég hosszu ideig fennalltak (71).

A fentiekkel 6sszhangban kronikus stressznek kitett egerek agyaban a hippokampusz
térfogatat kisebbnek talaltadk, a gyrusdentatus teriiletén csokkent neurogenézissel, a
cornuammonis 1 régidban pedig fokozott neurondlis pusztulassal, illetve a neuronok
dendritjeinek atrofidjaval (72). Ezen feliil a hippokampusz teriiletén a Wnt-utvonalat
gatlo Dkk-1 fokozott jelenlétét, illetve a B-catenin szint csokkent expresszidjat mutattak
ki (72).

Human eredetli neurdlis progenitor sejteket (amelyekbdl a neuronok, asztrocitdk,
oligodendrocitak is differencidlodnak) dexametazonnal kezelve a sejtek proliferacioja és
az idegsejt iranyu differenciacié jelentésen csokkent, mig a gliasejtek képzddése
fokozodott (74). A dexametazon kezelés hatasara a Dkk-1erételjes miikodését, ezaltal a
Whnt-utvonal gatlasat lehetett észlelni, a hatds a GR-antagonista mifepriszton adasaval

kivédheto volt (74).
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A GC-k hosszt tavl hatésait valosziniileg epigenetikai valtozasok is magyarazzak.
Patkdanyembriokbol szarmazod neurdlis Ossejteket dexametazon hatasnak kitéve a
sejtekben atorokithetd elvaltozasok jottek létre, amelyek kimutathatoak voltak a
leanysejtekben is, noha azok GC-hatdsnak nem voltak kitéve (75). A metilacios
vizsgélatok a globalis DNSmetilacids szintjének csokkenését mutattak ki mind az anya-,
mind pedig a lednysejtekben; ezen tilmenden a dexametazon hatdsara egy-, oxidativ
stresszre vonatkozo, atorokithetd receptivitast tapasztaltak. Ez abban nyilvanult meg,
hogy a leanysejtek, amennyiben dexametazonnal talalkoztak, megndvekedett szamban
pusztultak el apoptotikus sejthaldlban a kontrollsejtekhez viszonyitva (75). Az
epigenetikai valtozasok jelentdségére hivja fel a figyelmet egy masik kisérlet is:
kiterjedt, genomszintli elvaltozdsokat, foleg az érintett promodterekhipometilacidjat
tapasztaltak prenatalis GC-terapiaban részesiilt tengerimalacok agyaban (76). A mintak
gyljtése 24 Oraval, valamint 14 nappal a prenatdlis GC-kezelés megkezdése utdn
tortént. A kezelés befejezése utan 24 oraval levett mintdkban egyes érintett gének
hipometilacidjat és hiperacetilaciojat igazoltak; a kezelés utan 14 nappal levett
mintakban az el6zdéleg érintett elvaltozasok nem voltak kimutathatoak, helyettiik mas
promoterekhipo- vagy hipermetilacidja volt detektalhato (76). Ez azt bizonyitja, hogy a
GC-knek az agyi struktardkra kifejtett karos hatdsa nem statikus, ellenkezdleg:

dinamikus, tovabbgytirtizo jelleget mutat.

2.7.4. A hiperkortizolizmus hatasa a bérre

A bor a protektiv hatasain til immunoldgiai folyamatokban és az extraadrenalis
szteroid-szintézisben is szerepet jatszik: a borréteg kiilonbozo sejttipusai a HPA-tengely
gyakorlatilag minden fontos elemét (CRH, POMC, ACTH, MSH) termelik, ezen kiviil
rendelkeznek a megfelelé enzimkészlettel ahhoz, hogy koleszterinbdl szdmos szteroid
hormont eld tudjanak allitani, tobbek kozott a kortizolt is (77,78). A bor sejtjei kozil a
keratinocitak, a melanocitdk és a fibroblasztok, a bor fiiggelékei kozil a szOrtiiszok
bizonyitottan képesek kortizol-szintézisre (78,79).

A GC-tllsuly hatasara a felhdmban (epidermisz) az alabbi hisztopatologiai elvaltozasok
tapasztalhatéak: a hamréteg elvékonyodik, a keratinocitdk szdma csokken, a

szarurétegben a  lamellarislipid-rétegek  elvékonyodnak (80). A  hamréteg
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elvékonyodasaért a GC-knek a keratinocitak differencialodasara kifejtett kettds hatasa
felelds: a sejtek érése sordn a korai differencialodasi folyamatokat a GC-k gatoljak, mig
a késoi szakaszokban serkentik (81). Human keratinocitakatdexametazonnal kezelve
fény dertilt arra is, hogy ezekben a sejtekben (szamos mas, GC-tulsulynak kitett
sejttipussal ellentétben, ahol a GC-k apoptozist indukélnak), a GC-k antiapoptotikus
hatast fejtenek ki (81).

A dermiszben a GC-k hatasara cs6kken a fibroblasztok szama, ezaltal a bor kollagén- €s
elasztintartalma, amely végsé soron a bor mechanikai alloképességének ¢és
rugalmassaganak csokkenéséhez vezet (80).

A Dbor fiiggelékei koziil kiilondsen a szortiiszOk érzékenyek a magas GC-
koncentraciokra: 481 Cushing-szindromds beteg koziil 31%-ndl jelentkezett hajhullas
(82); n61 CS betegeknél pedig 5-szér gyakoribb a kopaszsag, mint korhoz €s nemhez
illesztett kontrollcsoportokban (83).

illetve differencialodasaban: az epidermisz szintjén a Wnt-tvonal nem megfeleld
miikddése esetén a bor fiiggelékei nem fejlodnek ki (84). A sebgyogyulasban a Wnt-
utvonal jelentdsége még kifejezettebb: Wntl0a hianyos egereken (a Wntl0a a Wnt-
utvonal egyik fontos fehérjéje, hidnyaban a jelatvitel nem miikodik) az okozott sebek
gyogyulasa jelentdsen elhuzddott a vad tipusu tarsaik sebgyogyulasahoz képest (85). A
Wnt-utvonal egyik gatloja, a Dkk-1 megndvekedett expresszioja kisérleti allatokban
megakadalyozta sebzett teriileten a szOrtiiszok Gjraképzodését(86). Human eredetii bor
szovetkultarakon a P-catenin sejtmagban torténd felszaporodasa a sebgyogyuldst
kedvezétleniil befolyasolta: a LiCl-al kezelt sebek (a LiCl gatolja a GSK-3f-t, a B-
catenin folyamatos degradalasaért felelds enzimet) gyogyuldsa jelentésen elmarad a
kezeletlen sebek gyogyulasatol (87). A GC-k human keratinocitdkban ugyanezt a
folyamatot idézik eld: dexametazon kezelés erételjes B-catenin felhalmozodast idézett
eld a keratinocitdk sejtmagjaban, a hatds GR-receptor antagonista adasaval kivédhetd

volt (88).
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2.8. A hiperkortizolizmus tiinetei

A Cushing-szindroma tiineteinek tulnyomdé része nem specifikus, ezért a
hiperkortizolizmus kezdeti szakaszaban a tlinetegyiittest néha nehéz elkiiloniteni mas,
hasonl6 tlinetekkel jelentkezd korképektdl: magasvérnyomas-betegségtol, 2-es tipusu
diabétesz mellitusztol, policisztas ovarium szindromatol, incidentalisan felfedezett
melékvese-adendmaktol, oszteoporozistol, hipokalémiatol(89).

Az amerikai Endokrin Tarsasag érvényben 1évo (2008-as) irdnymutatdja szerint a
Cushing-szindromaban tapasztalhato tiinetek €s a betegek panaszai az alabbiak (89):

A legspecifikusabb tiinetek:

e sériilékeny bor
e azarc vérbdsége

e aproximalis izmok gyengesége

sztriak (kiilondsen, ha vordses-lila szintiek és 1 cm-nél szélesebbek)

o gyermekekben: stilygyarapodas és a magassagbeli ndvekedés lelassulasa
A leggyakoribb tiinetek és panaszok:

e _bolénypup”

e azarc vagy a szupraklavikularis arok teltsége

obezitas

e abor rossz gyogyulasi hajlama

elvékonyodott bor
e periférids 6démak

aknék

fokozott szornovekedés (hirzutizmus)

noéknél hajhullas, kopaszodas

gyermekeknél: alacsonyndvés, koros virilizacio, korai vagy késdi pubertas

e depresszid

faradtsag, levertség

hatfajas
csokkent libido

a rovid tdva memoria romlasa

almatlansag
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e ingerlékenység

e menstruacios zavarok

Az eurdpai Cushing-szindromas betegek adatait elemzd tanulmanyok arra is ramutattak,
hogy a specifikusnak gondolt tiinetek nemenként, ¢letkoronként, és a kortizol-
taltermelddés kiindulasi pontjai szerint is eltéréek. A hirzutizmus és a diabétesz
(prevalenciajuk 92%, illetve 74%) joval gyakoribb volt ektopias CS esetén, mint
hipofizis- vagy adrenalis eredetli CS miatt kezelt betegekben(82). A libidoé csokkenése,
a gerincoszlop oszteopordzisa és a csigolyak, valamint a bordak torése gyakoribb tiinet
volt férfiaknal, mig a testsuly ndvekedése gyakrabban fordult eld néknél (82).

Ezen tilmenden, a 65 év feletti betegeknél kisebb BMI¢s derékméret volt tapasztalhato,
mint a 65 évnél fiatalabbaknal (vagyis az abdominalis tipusu elhizas nem volt jellemz6
tiinet). Ugyanigy nem volt jellemzd az iddsebb korcsoportban bdértiinetek, hajhullas,
hirzutizmus vagy depresszio jelenléte; a betegség vezetd tiinetei ebben az életkorban
inkabb izomgyengeség, diabétesz, magas vérnyomas, kardiovaszkuléris betegségek,
vénas tromboembolia és csonttdrések voltak, amely tlinetek mas betegségekhez
kapcsolddoan is jelen lehetnek a 65 év feletti korosztalyban (11).

A tinetek nem specifikus volta miatt a tiinetek megjelenésétdl a diagnozis
megsziiletéséig eltelt id6 viszonylag hosszu, a legfrissebb kutatasok szerint is atlagosan
34 hoénap: egy friss metaanalizisben 5367 beteg adatait elemezve azt k6zolték, hogy
ektopidsCushing-szindroma esetén 14 honap, adrenalis eredetli CS esetén 30 honap, mig

hipofizis eredetli Cushing-szindroma esetén 38 honap volt a diagnozisig eltelt id6 (90).

2.9. A laboratériumi diagnosztika jelentosége a hiperkortizolémiaval
jaro allapotok korai diagnozisaban

A Cushing-szindroma kivizsgalasara vonatkozo aktudlis irdnyelv a diagnozis

felallitasahoz az alabbi laboratoriumi vizsgalatokat tartja a legmegbizhatobbaknak (89):

e vizelet szabad kortizol meghatdrozas (urine free cortisol-UFC), minimum két

alkalommal elvégzendd
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e ¢jszakai nyal-kortizol meghatidrozas (latenightsalivarycortisol-LNSC), két
alkalommal elvégzendd
e 1 mg  dexametazonnal  elvégzett  ¢jszakai  szupresszids  teszt
(dexamethasonesuppressiontest-DST)
e alacsony dozissal, hosszabb ideig végzett DST- 2 mg/nap dexametazonnal 48
oréan keresztiil
Az Eurdpai Endokrin Térsasag a fenti vizsgalatokon kiviil a dexametazon adasa utdn
mért CRH-tesztet és az éjszakai szérum-kortizolszint mérését ajanlja bizonyos betegek
korében(91).
Az irdnymutato tehat pontosan meghatarozza azokat a vizsgélatokat, amelyeknek az
eredményei a  leghasznosabb  informacidokkal  szolgilnak  diagnosztikai,
differencidldiagnosztikai kérdésekben. Abban viszont az irdnymutatd nem segit (egy
szakmai szervezet altal Osszeallitott irdanymutatd nem is segithet), hogy milyen gyarto
altal gyartott tesztek eredményeit tartjdk a legpontosabbaknak, melyek azok, amelyek
esetében a legnagyobb az egyezés a laboratoriumi vizsgalatok eredményei €s a klinikai
allapot kozott.
A laboratoriumi reagensek tilnyomo része teljesen pontosan jelzi azokat az allapotokat,
amikor a hiperkortizolizmus mar szinte ,tapinthaté” a klinikai tiinetek alapjan. A
nehezen megvalaszolhaté kérdések mindig a hiperkortizolizmus kezdeti allapotéban,
illetve a betegek kovetése soran, az esetleges recidivak jelentkezésekor tevodnek fel.
Ezekben az esetekben a klinikai tiinetek még nem arulkoddak (akar teljes mértékben
hidnyozhatnak, illetve jelen lehetnek nem specifikus tiinetekként), és ilyenkor egy
hatarérték kozeli laboratoriumi érték (legyen az a hatarérték barmely oldaldn) nem sokat
segit abban, hogy a laboratoriumi szakemberek megvalaszoljdk a klinikus kollégdk
legfontosabb kérdését: ,,Van-e a betegnek hiperkortizolizmusa?”
A laboratoriumi tesztek fejlesztésekor ugyanez a kérdés neheziti meg a fejlesztok
munkajat, csak ellentétes oldalrol megkdzelitve. Hiszen egy teszt fejlesztésekor a
referenciatartomanyok megallapitasara jol koriilhatarolt betegcsoportokra van sziikség.
Kortizol-teszt esetében olyanokra, akiknek biztosan van, vagy biztosan nincs
hiperkortizolizmusa. Azonban ha jol elkiiloniilé betegcsoportokkal dolgozunk, akkor
nagyon nehéz olyan laboratoriumi hatarértéket meghatarozni, amely elég érzékeny

ahhoz, hogy egy kezdeti, alacsony, de a szovédményeket tekintve mar potencidlis
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veszéllyel jaro koros kortizolszintet valoban korosként jelezzen. Itt tehat a laboratoriumi
teszteket gyartoknak olyan beteganyagra lenne sziiksége, amelyben kezdeti, enyhe foku
hiperkortizolizmussal rendelkezd személyek is vannak. Azonbanezeket a személyeket
(mivel nagyon gyakran csak enyhe, vagy nem specifikus klinikai tiinetei vannak) nehéz
megtaldlni és kivalasztani, és nehéz az ilyen betegek esetén a klinikusoknak a
laboratériumi szakemberek kérdésére valaszolni: ,,Van-e ezeknek a betegeknek enyhe,
kezdeti hiperkortizolizmusuk?”’

Erzékeny laboratoriumi modszerekre viszont sziikség van, hiszen a hiperkortizolizmus
egyes hatdsai hosszu taviuak, és évekkel a kortizol-tilsuly megsziinése utan is jelen
vannak. Eppen ezért kiemelkedd fontossagl olyan laboratériumi médszerek létrehozasa
¢s alkalmazasa, amelyek egy kortizol-tulsullyal jar6 allapotot még korai stddiumban, a

manifeszt tiinetek kialakulasa el6tt diagnosztizalhatnak.
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3. CELKITUZESEK

Munkam soran célul tiztem ki az alabbiakat:

3.1. Hiperkortizolizmus laboratoriumi diagnosztikajaban alkalmazott

uj, szenzitiv modszer beallitasa és klinikai tesztelése

a.) 1j, érzékeny, nagynyomasu folyadékkromatografiahoz kapcsolt tomegspektrometrias
modszerrel (LC-MS/MS) mérhetd meghatarozas kidolgozéasa ¢s validalasakortizol és
kortizon egyidejii mérésére; az uj modszer Osszehasonlitasa a mar rutinszeriien hasznalt
immunoassay moédszerrel

b.) az LC-MS/MS moddszer alkalmazasa ¢és referenciatartomany meghatdrozasa

kiilonb6z6 betegesoportok esetén

3.2. Hiperkortizolizmus szovetspecifikus miRNS- mintazatanak

analizise

Tanulményozni kivantam kiilonb6z6 sejtvonalak  hiperkortizolizmus hatdsara
bekovetkezd elvaltozasait: milyen eltérden expresszalodomiRNS-ek jellemzik ezt az
allapotot, illetve amiRNS-ek milyen jelatviteli tvonalak miikodésére utalnak? Mivel a
Wnt/B-catenin Gtvonal az egyik legrégebben ismert és legalaposabban tanulmanyozott
jelatviteli ttvonal, kiemelt figyelmet forditottam a Wnt-itvonal valtozéasainak

tanulmanyozésara.

3.3. Génexpresszios profil meghatarozasa és

génexpressziosujraelemzés

A szakirodalomban fellelhetd adatok bioinformatikaielemzésével szerettem volna
vizsgalniaGC-hatasnak kitett szervekben, szovetekben a globalis génexpresszio-
valtozast és az ehhez kapcsolodd Wnt-utvonal eltéréseket. Tovabba, target-predikcios
elemzéssel olyan, a Wnt-utvonalhoz tartozé géneket szerettem volna azonositani,

amelyeket a GC-ttlstly hatdsara eltéréen expresszalodomiRNS-ek szabalyoznak.
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4. MODSZEREK

4.1. Hiperkortizolizmus laboratériumi diagnosztikajaban alkalmazott

uj modszer beallitasa és klinikai tesztelése

4.1.1. Nyalmintak

324 ¢jszakai nyalmintat elemeztiink, amelyek koziil 272 minta a Semmelweis Egyetem
II. sz. Belgyogyaszati Klinikdjara 2014. oktobertdl 2017. februarig beutalt betegektdl
szarmazott. A 272 minta betegeit a korel6zménytik, az aktiv klinikai statuszuk, valamint
egyéb laboratoriumi és képalkotd-vizsgalati eredményeik alapjan hdrom csoportba
osztottuk: olyan betegekre, akiknek a mintavétel idépontjaban aktiv Cushing-
szindromajuk volt (60 minta), olyanokra, akiknek a korelézményében szerepelt
Cushing-szindroma, de a mintavétel id6pontjdban mind a klinikai, mind a
laborvizsgalataik tiinetmentességre utaltak (27 minta), és végiil olyan betegekre,
akiknek Cushing-szerii tlineteik voltak és akik korében a szakirodalmi adatok alapjan
aCushing-szindroma eldfordulasi aranya magasabb (185 minta). Kontrollként 52 darab,
fiatal, egészséges Onkéntestdl szarmazd minta szolgalt. A betegmintdk a rutin
kivizsgalas soran keriiltek levételre, a vizsgalatainkat maradékmintdkbol végeztiik el,

célzott mintavételezésre nem kerilt sor.

4.1.2. Nagy nyomasu folyadékkromatografiahoz kapcsolt tomegspektrometria

(LC-MS/MS)

Az LC-MS/MS modszer kidolgozasahoz, validalasdhoz ismert koncentracioji €és nagy
tisztasdgu standardokat hasznaltunk: kortizolt, kortizont, és belsd standardként
9,11,12,12-D4-kortizolt (Sigma-Aldrich).

standardot (9,11,12,12-D4-kortizolt) adtunk, majd ehhez a keverékhez a fehérjék
precipitaciojanak eldsegitése céljabol 300 pl  acetonitriltadagoltunk (VWR
International). Amennyiben nincs elegendd nyalmennyiség, akkor ez sziikség szerint

valtoztathatd, de az acetonitril mennyiségének mindig haromszorosnak kell lenni a
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nyalmennyiséghez (ha belsé standardot is haszndlunk, akkor a nyal+belsd standard
keveréknek a mennyiségéhez) képest. Vortexelés utan 13.500 rpm sebességgel
centrifugaltuk a keveréket 5 percig. Ezutan a feliiluszot 1:1 ardnyban higitottuk LC-MS
tisztasagu vizzel (VWR International), majd a minta készen allt a mérésre.

A méréseket egy PerkinElmerFlexar FX 10 markaja folyadékkromatografias
késziilékhez kapcsolt Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométeren végeztik. Az
elvalasztashoz egy 50*2,1 mm méreti PhenomenexKinetex Cl18-as oszlopot
hasznaltunk (Gen-Lab), az oszlop szemcséinek atmérdje 1,7 pm.

A tomegspektrométerrel MRM (multiplereaction monitoring) tizemmodban mértiink,
minden mérni kivant anyaghoz (kortizol, kortizon, D4-kortizol, vagyis a belsé standard)
két iondtmenetet valasztottunk ki. A tomegspektrométernek a kiilonbozé mérésekre

vonatkoz6 technikai paramétereit az 1. tdblazat tartalmazza.

1. tablazat: A tomegspektrométerre vonatkozo beallitasok, technikai paraméterek
kortizon és kortizol LC-MS/MS médszerrel torténé meghatarozasara; a DP, CE ¢s

CXP mértekegysége volt (V)
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A tomegspektrometrids mérések teljes korli validaldsdra az aldbbi vizsgalatokat

végeztiik el:

4.1.2.1. lonszuppresszio vizsgalata:

Az ionszuppressziotomegspektrometrias mérések esetén esetlegesen fellépd jelenség,
amelynek eredménye a toltésekkel rendelkezd részecskék nem megfeleld mértékben
valo keletkezése (a tomegspektrométer szamdra csak a toltésekkel rendelkezd
részecskék mérhetdek). Az ionszuppresszid6 oka leggyakrabban a matrixban
(vivOanyagban) talalhatd vegytiletek jelenléte, olyan anyagoké, amelyek nem tartoznak
a kimutatni kivant anyagok kozé, de befolyasoljdk az ionizacio folyamatat, ezaltal a
mérés eredményét.

Az ionszuppresszid mértékének megallapitdsdhoz szteroidmentes nyalmintat kellett
eléallitani. Ehhez 8 ml nyalmintahoz 80 mg aktiv szenet adtunk, majd 15 perc
vortexelés utdn 3500 rpm sebességgel 5 percig centrifugaltuk. A feliiluszot
lepipettaztuk, majd ismét 80 mg aktiv szenet adtunk hozza, ¢és az eldbbi
munkafolyamatokat megismételtiik, 6sszesen négyszer. Ezutdn a feliiltszot lemértiik az
LC-MS/MS modszerrel, hogy tartalmaz-e kortizolt vagy kortizont. Ezt kovetden ebbdl a
nyalmintabol metanollal valdé 50:50 aranyu keveréssel eldallitottunk egy oldatot, majd
viz és metanol 50:50 aranyu keverésével egy masik oldatot. Ennek a két folyadéknak
mindegyikét kiilon-kiilon kortizol és kortizon hozzdadasaval dusitottuk, majd a
keletkezett mintdkat az ismert LC-MS/MS modszerrel lemértiik és a kozottik 1évo

kiilonbségeket elemeztiik (amelyek nyilvanvaloan csak az oldoszerek kiillonb6z0ségébdl

cre

cre

crer
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4.1.2.2. Linearitas vizsgalata:

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

crer

kortizon-oldatokat mértiink le a linearitdsi tartomany meghatarozasara.

4.1.2.3. Kimutathatosagi hatdr és szamszertisitési hatar megallapitasa:

A kimutathatosagi hatar az a legalacsonyabb mérhetd koncentracio, ahol a jel/zaj arany
nagyobb, mint 3. A szdmszeriisitési hatar az a legalacsonyabb koncentracid, amelynél az

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

4.1.2.4. Pontatlansag meghatarozasa:

Az egy mérési sorozaton beliili pontatlansdg meghatarozasara négy nyalmintat egy
napon egymas utan tiz alkalommal mértiink le. A kiilonb6z6 mérési sorozatokon beliili
pontatlansdg meghatirozasara ugyanazt a négy mintat tiz kiilonbdz6 munkanapon is
lemértiik. A mintdk kortizol koncentracioja 0,163 ug/dl (4,5 nmol/l), 0,387 ug/dl (10,68
nmol/l), 1,26 pg/dl (34,76 nmol/l), és 2,16 ng/dl (59,6 nmol/l) volt, a kortizon
koncentraciok 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/1).

4.1.2.5. Bizonytalansag meghatarozasa:

e higitasi teszt: négy nyalmintat PBS-sel (phosphatebuffersaline) 1:2, 1:4 és 1:8
aranyban higitottunk, majd lemértiik a koncentracioikat és Gsszehasonlitottuk a
vart, valamint a kapott értékeket
kortizolt és kortizont tartalmazé oldattal dusitottunk, a mintakbol mért

koncentracidkat dsszehasonlitottuk a vart értékekkel
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4.1.3. Immunoassay

Az immunoassay vizsgalatokat Roche e411 Cobas késziiléken, ElecsysCortisol II.
(Roche) teszttel végeztik. A teszt elektrokemilumineszcens elven miik6do
immunoassay (electrochemiluminescentimmunoassay- ECLIA), kimutathatosagi hatara
0,054 pg/dl, szamszeriisitési hatara 0,109 pg/dl. Ejszakai nyalmintikra a gyarto éltal
megadott, a referenciatartomény felsé szintjét jelzé hatarértéek 0,274 ng/dl (95-6s
percentilis), illetve 0,410 ug/dl (97,5-es percentilis).

4.2. Hiperkortizolizmus szovetspecifikus miRNS- mintazatanak

analizise

4.2.1. Mellékvese eredeti szovetmintak

Mellékveseszdveteken végzendd kisérletiinkhoz 4 darab, aktiv Cushing-szindromas
beteg mellékvese-adendomdjabol, sebészeti beavatkozds sordn nyert minta allt
rendelkezésiinkre. Kontrollként olyan betegek szovetmintdi szolgéltak, akiknek a
mellékveséjébdl nemfunkcionaldé adendmaékat tavolitottak el. A vizsgéalatokat a
kovetkezd engedélyek alapjan végeztilkk: ETT-TUKEB 4457/2012/EKr] (67 EA12.),
ETT-TUKEB 4457/2012/EKr] (67 EA12.), ETT-TUKEB 61988/2015/EI (061s/15).

4.2.2. HeLa és H295R sejttenyészetek

A HeLasejtek MEM (Minimum EssentialMedium) tapoldatban (Gibco, 31095029)
novekedtek, amelyhez 10%-o0s FBS-t (fetalbovineserumot) (Gibco, 10270106), 1%-o0s
natrium-piruvatot (Gibco, 11360070) és 1% antibiotikus-antimikotikus oldatot (Sigma-
Aldrich) adtunk.

A H295R sejteket DMEM/F-12 (Dulbecco'sModified Eagle Medium/NutrientMixture
F-12) tapoldatban (Gibco, 10565018) neveltik, amelyhez 2,5%-0s 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 hémérsékleten, 5%-os CO>—al dusitott, parasitott inkubatorban
neveltiik és a glitkokortikoid kezelés eldtt hormonmentes FBS-ben novesztettiik 48 6ran
keresztiil. A hormonmentesitéshez 6 ml FBS-t 0,1 g aktiv szénnel (Sigma-Aldrich,
C6241) inkubaltunk 24 6ran at 4° C-on, ezutan 300*g sebességgel centrifugaltuk 10
percig, amig az aktiv szén leiilepedett, majd a feliiluszot 0,22 pm-es poérust sziirén
szlrtiik at.

A gliikokortikoid kezeléshez a sejteket 100 nMdexametazonnal (Sigma-Aldrich), a
kontrollként hasznalt sejteket pedig 100 nMdimetil-szulfoxiddal (Sigma-Aldrich)

kezeltiikk 24 oran keresztul.

4.2.3. RNS izolalas

A mellékvesekéreg-adenomakbok szarmazo szovetmintdkat a mitét utdn azonnal
folyékony nitrogénbe helyeztiik és tovabbi felhasznalasig -80° C-on taroltuk. Mind a
szovetekbdl, mind a sejttenyészetekbdl a teljes RNS-t miRNeasy Mini Kittel (Qiagen)

crer

AgilentBioanalyzer 2100 System segitségével mértiik (AgilentTech).

4.2.4. miRNS profil meghatarozasa TLDA-kartyak hasznalataval

Minden eljarast a gyart6 utasitasait kovetve, illetve a korabban leirtaknak megfeleléen
végeztiink el (92). Roviden, mintanként 900 ng teljes RNS-t reverz transzkripcidval
atirtunk Megaplex RT primer Pool A és B hasznalataval,
TagManMicroRNAReverseTranscription Kit (P/N: 4366596) alkalmazasaval.

A miRNSexpresszids profilokat TagMan Low DensityArray (TLDA) Human Micro
RNA Panel v.1 (AppliedBiosystems) segitségével vizsgaltuk 7900HT Fast Real-Time
PCR rendszeren (AppliedBiosystems).

Az RT—qPCR adatelemzést az RQ Manager 1.2 (AppliedBiosystems) segitségével
végeztik.

A legjobb belsé kontroll meghatarozasa érdekében a Real-Time StatMiner szoftvert

(Integromics) hasznaltuk Normfinder algoritmussal. (A Normfinder meghatarozza az
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egy mintakészletben meghatarozott lehetséges ,housekeeping” gének stabilitasat a
mintdk Osszetételétdl fiiggetleniil, valamint stabilitasi sorrendet allit fel a csoportok
kozotti  és a  csoportokon  beliili  valtozékonysagok  kifejezésére). A
mellékveseszovetekhez és a Hela sejtekhez RNU48-at, a H295R sejtekhez a
MammU6-RNU44-RNU6B mértani kozéparanyosat hasznaltuk belsé kontrollként. Az
expresszids szinteket ddCt modszerrel, a valtozasok mértékét a 2-ddCt képlettel

hataroztuk meg.

4.3. Génexpresszios profil meghatarozasa és

génexpressziosujraelemzés

A gliikokortikoid-termeld (mellékveseszovet és sejtvonalak), valamint a gliikkokortikoid-
talsuly altal befolyasolt célszervek (csont, szinovialisfibroblaszt, bor alatti és omentalis
zsirszovet, borsejtek €s agyszovet) transzkripciés valtozasainak meghatarozasa
érdekében in silico vizsgélatokat végeztink. AzNCBI Gene Expression Omnibus
webhelyrol nagy ateresztoképességli mRNS profilozési adatokat
(génexpressziosmicroarray, RNS szekvenalas és RT-PCR array) toltottiink le. Osszesen
11 vizsgalat adatait (82 kontroll minta és 57 GC-talstulynak kitett minta, 2. tablazat)
elemeztiik Gjra ugyanazt a bioinformatikai eljarast alkalmazva, a kiilonb6z6 vizsgalati
platformok, valamint az eltérd elemzési tipusok ¢s hatarértékek hasznalatabol eredd
torzitdsok csOkkentése érdekében. Minden esetben a GEO2R algoritmust
(alapértelmezett bedllitdsokkal) ¢és a Benjamini-Hochberg (hamis észlelési arany)

korrekciot alkalmaztuk.
2.tablazat: a szakirodalomban fellelheté6 miRNS-profilozasi vizsgalatok azonositasi

adatai, vizsgalati platformjai, ezek az adatok a génexpressziosujraelemzési

vizsgalataink kiindulépontjai; K/D: kontroll, illetve dexametazonnal kezelt
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abdominalisomentalis GSE88966 | Affymetrix ~ Human
zsirsejtekK/D (62) Gene 1.0 ST Array

Affymetrix ~ Human

epidermaliskeratinocitakK/D 2 2 g?1)326487 Genome U95 Version
2 Array
TruSeqStranded

7 hetes, fajtiszta mRNA

GermanLandracemalac 20 12 [(99) samplepreaparation

hippokampuszszoveteK/D kit;  HiSeq 2500
instrument
TruSeqStranded

7 hetes, fajtisztaGermanLandrace mRNA .

malac hipotalamusz szoveteK/D 20 12109 sgmplep reaparation
kit;  HiSeq 2500
instrument

A GC-termeld mellékveseszovetekben az in silicotargetpredikciot a DIANA-mirPath
v.2.0 programmicroT-CDS algoritmuséaval végeztiik, majd ezt kovették a tobbszords
miRNS-célgének duasulasi analizisei, 0Osszehasonlitva a miRNS-célcsoportok
mindegyikét az 6sszes ismert KEGG-utvonallal (100).

Az eltéréen kifejez6dé génfunkcidkat a ToppGeneSuite segitségével elemeztiik.
Génkészlet-dusulasi elemzéseket végeztiink gén-ontoldgiai kategoridkra (bioldgiai
folyamatok, molekularis miikddés, sejtosszetétel), és elemeztik a KEGG- utvonalak

génkészleteit.

4.4. Statisztikai szamitasok

A nyalkortizol-eredmények statisztikai vizsgalatat SPSS v19. szoftverrel végeztiik, a
kiilonb6zé betegcsoportok eredményeinek Osszehasonlitdsa Student-féle paros t-
probaval tortént. Az LC-MS/MS ¢és az immunoassay vizsgalatok kozotti kapcsolatot
Pearson-féle korrelacidos egyiitthatoval jellemeztikk. A Bland-Altman grafikonokat
MedCalc szoftverrel készitettiik.
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A szdvetmintdk, illetve a sejtes kisérletek esetén a gliikokortikoid-talsulynak Kkitett,
illetve a kontrollmintak kozotti eltéréseket kétmintas t-probaval vagy Mann-Whitney U
teszttel vizsgaltuk annak fiiggvényében, hogy a Saphiro-Wilk teszt egyenletes eloszlasra
utalt-e vagy sem. A statisztikai szamitdsokat a Real Time StatMiner (Integromics) és a
Statistica 13.4.0.14 (TIBCO) szoftverekkel végeztiik.

A rangsor szerinti csoportositast UPGMA modszerrel végeztiik.

Minden esetben a p< 0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5.1. Hiperkortizolizmus laboratoriumi diagnosztikajaban alkalmazott

uj modszer beallitasa és klinikai tesztelése

5.1.1. LC-MS/MS vizsgalat validalasa

Az altalunk fejlesztett LC-MS/MS vizsgalat teljes korti validalasat a Food and
DrugAdministration (FDA) ajanlasanak megfeleléen végeztik el (101). A validalas

soran az alabbi eredményeket kaptuk:

5.1.1.1. Ion szuppresszio:

A viz-metanol keverékben oldott, illetve a szteroidmentesitett nyal-metanol keverékhez
adott kortizol és kortizon koncentraciok Osszehasonlitasakor szignifikdns eltérést nem
tapasztaltunk, igy tehat megallapithat6, hogy a vizsgalni kivant matrix (nyal) esetén az

eredményeket esetlegesen torzitd ion szuppresszid nem all fent.

5.1.1.2. Linearitas:

cre

oldatokkal végzett meghatarozasok soran kapott korrelacios egyiitthatok: r* = 1,0000 a

kortizol, mig r* = 0,9996 a kortizon esetében.

5.1.1.3. Kimutathatosagi hatar és szamszertusitési hatar:

A 0,005 ng/ml-es koncentraciot tekintettiik kimutathatosagi hatarnak mind a kortizol,
mind a kortizon esetében (0,005 ng/ml koncentracional a jel/zaj arany 5,3 volt a
kortizol, mig 4,0 a kortizon esetében). A szdmszerisitési hatar 0,05 ng/ml mindkét

vizsgalt anyag esetében.

5.1.1.4. Pontatlansag

Az egy mérési sorozaton beliili pontatlansag (intraassayvariationcoefficient) 1,55% ¢és

crer

koncentraciok esetén ezek az értékek 0,83% és 3,11% kozottiek voltak.
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A kiilonbozd mérési sorozatok kozotti pontatlansdg (interassayvariationcoefficient)
2,02% ¢és 3,97% kozott valtozott kortizol meghatarozasok, mig 2,55% és 6,05%

kozottiek kortizon mérések esetében.

5.1.1.5. Bizonytalansag

e higitasi teszt: a mért és az elvart értékek kozotti korrelacid kortizol esetén
r=0,998, kortizon esetén r=0,999 volt

e visszanyerési teszt: a visszanyert értékek a valds értékekhez képest 89,28%-
103,8% kozottiek (atlag 97,9%) voltak a kortizol mérések kapcsan, mig 89,2%-
107,7% kozottiek (atlag 99,7%) kortizon meghatarozasok kapcsan

5.1.2. Az immunoassay és az LC-MS/MS vizsgalatok kozotti korrelacio

A két kiilonbozé mérési modszerrel kapott kortizol eredmények kozott erds é€s
szignifikans korrelaciét tudtunk kimutatni, az Osszes eredményre vonatkoztatva a
korrelacios egyiitthatd r>= 0,892 volt. Azonban az alacsonyabb tartomanyokban,
jellemzdéen 0,0725 pg/dl (2,0 nmol/l) alatti kortizol koncentracional, ahol az
immunoassay vizsgalat szamos esetben a < 0,054 pg/dl (méréshatar alatti) eredményt
adta meg, korrelaciorél nem beszélhetiink (ebben a tartomanyban az r?= 0,02 volt).

Az LC-MS/MS moddszerrel mért kortizol értékek minden vizsgalt betegcsoportban
alacsonyabbak voltak az immunoassay-vizsgalattal mért eredményeknél, a Bland-
Altman abrék is ezt a szisztémas eltérést mutatjak a két modszerrel kapott eredmények

kozott.

100 50 - +1.96 SD
+ & 39,4
< 508 1.96523 < &o
E ; ' 2 O
z or ‘E Mean
z J Mean z 5OF 47,0
= -50 (¥ - 3
) 37,1 d
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LC-MS/MS és ECLIA eredmények tlaga LC-MS/MS és ECLIA eredmények atlaga
a. b.

3. abra: Bland-Altman analizis a két mérési modszer (ECLIA és LC-MS/MS)
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egyezésének kimutatasara: a.) a teljes mérési tartomanyban, illetve b.) 2,0 nmol/l
alatti koncentracioju mintakban. A vizszintes tengelyen a két kiilonbozé modszerrel
mért eredmények atlaga talalhatd, a fiiggdleges tengelyen az LC-MS/MS vizsgalattal
nyert eredmény értékébdl kivontuk a hagyomanyos, ECLIA-modszerrel kapott
eredményt, majd ezt az értéket elosztottuk a két eredmény atlagaval- az, hogy az igy
kapott atlagérték negativ, azt bizonyitja, hogy az LC-MS/MS moédszerrel mért

eredmények alacsonyabbak a hagyomanyos modszerrel mért értékeknél.

Kortizon meghatarozast csak LC-MS/MS modszerrel mértiink, igy ott 0sszehasonlitd

vizsgélatokat nem végeztiink.

5.1.3. Kortizol- és kortizoneredmények a kiilonb6z6 betegcsoportokban

A betegcsoportok felosztasa az alabbiak szerint tortént:

1. csoport: egészséges onkéntesek, referencia-populacid

2. csoport: ,Cushing-szeri” tiinetekkel rendelkezd paciensek (hipertonids, obez,
hirzutizmusos betegek, vagy mellékvese-adendmaval rendelkezdk)

3. esoport:Cushing-szindromas betegek, jelenleg tiinetmentesek

4. csoport: aktiv Cushing-szindromas betegek

A négy csoport eredményei koziil természetesen az egészséges Onkéntesek eredményei
lettek a legalacsonyabbak ¢és az aktiv Cushing-szindromas betegekéi a legmagasabbak.
A Cushing-szerli tlinetekkel rendelkezd betegek ¢és a mintavétel iddpontjdban
tiinetmentes Cushing-szindromas betegek kortizol- ¢és kortizoneredményei nem
kiilonboztek szignifikdnsan egymastol, de ebben a két csoportban is magasabbak voltak

az eredmények, mint az egészségesek csoportjaban (3. tablazat).

3. tablazat: LC-MS/MS és ECLIA modszerrel mért éjszakai nyal kortizol és LC-
MS/MS modszerrel mért éjszakai nyal Kortizon, valamint a Kortizol/kortizon
aranyok értékeinek oOsszehasonlitisa négy Kkiilonb6z6é betegcsoportban: 1.
referencia populacio, 2. fizikai megjelenésiik, klinikai tiineteik alapjan Cushing-
szindroma-,,gyanus” betegek, akiknél késobb a Cushing-szindroma Kizarasra

keriilt, 3. a mintavétel idopontjaban tiinetmentes, kezelt Cushing-szindromas
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betegek, 4. a mintavétel idopontjaban aktiv Cushing-szindromaval rendelkezo

paciensek. (A koncentraciok nmol/I-ben vannak megadva).

kortizol kortizolimmun kortizon kortizol/
Betegcsoport LC-MS/MS oassay LC-MS/MS kortizon
atlag SD atlag SD atlag SD atlag SD
1. 1.43 0.83 2.10 1.13 7.77 535 | 0.212 | 0.080

2.12 1.96 3.01 2.95 9.29 857 | 0.275 | 0.131

2.57 1.24 3.50 254 | 1248 | 6.88 | 0.225 | 0.064

hl R B

21.63 | 27.42 | 48.01 | 140.9 | 76.26 | 62.16 | 0.251 | 0.084

5.1.4. Kortizol/kortizon arany a Kiilonb6zo betegcsoportokban

Mivel az LC-MS/MS modszerrel lehetdvé valt a kortizol- és kortizonszintek egyideji
meghatdrozasa, konnyen kiszamithattuk az egyes betegcsoportokban a két mért
hormonkoncentraci6 aranyat. A nyalban (a vérben taldlhaté koncentraciokkal
ellentétben) nem a kortizol, hanem a kortizon koncentraciéja magasabb, atlagosan 3-5-
szOr nagyobb a kortizon mennyisége, mint a kortizolé.

A legalacsonyabb kortizol/kortizon ardnyt itt is az egészségesek csoportjaban talaltuk, a
legmagasabb arany viszont (¢s egyedill ez kiilonbozott szignifikdnsan az egészséges
populécioban mért aranytol) a 2.-es betegcsoportban, a ,,Cushing-szerl’” tiinetekkel

rendelkezok kozott volt.

5.1.5. ROC-gorbe analizis és referenciatartomany-meghatarozas

A ROC-gorbe analizis arra mutatott rd, hogy mind az LC-MS/MS modszerrel mért
kortizol- ¢és kortizonszint, mind pedig az immunoassay vizsgalattal mért kortizol-
meghatarozds egyforman hasznos eszkdz a hiperkortizolizmus diagndzisdnak a
felallitasdban. A ROC-gorbe alatti teriilet az LC-MS/MS modszerrel mért kortizol- és
kortizon-meghatarozas esetében (mindkét esetben, kiilon-kiilon) 0,987, mig az

immunoassay vizsgalattal mért kortizol meghatarozas esetén 0,985. A kortizol/kortizon
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arany diagnosztikus értéke hiperkortizolizmusban nem igazolodott, a ROC-gorbe alatti
teriilet ebben az esetben csak 0,525 volt.
A legjobb diagnosztikus teljesitményhez tartozé hatarértékek az alabbiak voltak:

e LC-MS/MS kortizol meghatarozés esetén: 1,84 ng/ml (5,1 nmol/l), ebben az
esetben a szenzitivitas 95%, a specificitas 94,4%

e LC-MS/MS kortizon mérése esetén: 10,1 ng/ml (28 nmol/l), ekkor a
szenzitivitdas 91,7%, a specificitas 96,6%. Ehhez a vizsgélathoz tartozéan egy
masik, ugyanilyen diagnosztikus értékkel rendelkezd hatdrérték is van: 12,35
ng/ml (34,3 nmol/l), ennél a hatarértéknél a szenzitivitds ugyan alacsonyabb,
90%, de a specificitas kiemelked6en magas, 98,3%.

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

ennél a hatarértéknél a szenzitivitas 96,7%, a specificitas 92,3%

10 T

0.6 mmmsm Kkortizol LC-MS/MS
e KOT'tizol ECLIA
swssss==_ Kortizon LC-MS/MS

0,6 s KOTtizol/kortizon

b

45 fokos atlo

szenzitivitas

00 T T T T T
00 02 04 06 08 1,0

1- specificitas

4. abra: ROC-gorbe analizis, mely az egyes vizsgalatok diagnosztikus értékérol
nyujt informaciot. Az abran lathat6, hogy (megfeleld cut-off értékék meghatirozasa

mellett) mind az LC-MS/MS moddszerrel mért kortizol- és kortizon-, mind pedig az
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ECLIA moédszerrel mért kortizol-meghatarozas kivalé diagnosztikai értékkel bir, mig a
kortizol/kortizon arany szinte a 45 fokos atld6 vonaldt koveti, azaz semmilyen

diagnosztikus értékkel nem rendelkezik.

5.2. Glukokortikoid hatasban szerepet jatszo szoveti markerek

5.2.1. Hiperkortizolizmus szovetspecifikus miRNS- mintazatanak analizise

5.2.1.1. Eltéréen expresszalodomiRNS-ek

Mindharom kisérleti modellben 265 miRNS expressziojat vizsgaltuk. A
hiperkortizolizmus hatdsdnak kitett mellékveseszovetek és sejtvonalak expresszios
profiljat 6sszehasonlitottuk a kontrollsejtek és -szovetek expresszids profiljaval és az
alabbi eltéréseket talaltuk (4. tablazat):

e az aktiv Cushing-szindromds betegek mellékveseszoveteiben két miRNS volt
feliil-, mig harom miRNSalulexpresszalt a kontroll mellékveseszovetekhez
képest

e a dexametazonnal kezelt H295R sejtekben a kontrollsejtekhez viszonyitva négy
feliil- és két alulexpresszaltmiRNS-t azonositottunk

e a Hela sejtekben a dexametazon kezelés hét miRNS feliil-, illetve egy

miRNSalulexpresszidjat eredményezte

4.  tablazat:  Eltéroen  expresszalodomiRNS-ek.Az  alul-, illetve a

felillexpressziomértékét mutato log2FC-, valamint a szignifikanciara vonatkozo p-

értékek

miRNA log2FC p-érték
Kortizol-termelo adenomakvs. normalis mellékveseszovet
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

Mindbssze egy olyan eltéréen expresszalodottmiRNS volt, amely kozdés volt a
kisérletekben, a miR-95-3p, amely a Cushing-szindromas betegek mellékveséjében ¢€s a

HeLa sejtekben is feliilexpresszalodott a megfeleld kontrollokhoz képest.

5.2.2. Az eltéroen expresszalodomiRNS-ek altal befolyasolt jelatviteli utvonalak

A megvaltozott expressziojumiRNS-ekhez kapcsolédoan, utvonal-elemzd szoftver
segitségével meghataroztuk az altaluk érintett jelatviteli utvonalakat. A szignifikans
eltérést mutato jelatviteli tvonalak szdma és milyensége a harom kisérletben jelentds

kiilonbségeket mutatott (5. tablazat).
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5. tablazat: Az eltérden expresszalodomiRNS-ek altal szignifikansan befolyasolt jelatviteli utvonalak

GC-termel6 mellékveseszovet HeLa sejtek H295R sejtek

KEGG-itvonal p-érték KEGG-itvonal p-érték KEGG-itvonal p-érték
Biotinmetabolism 5.90E-06 PI3K-Akt signalingpathway 1.87E-26 Focaladhesion 5.71E-09
Axonguidance 5.90E-06 Prostatecancer 5.59E-20 Whtsignalingpathway 4.44E-08
Long-termdepression 3.95E-04 Wnhtsignalingpathway 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
Whtsignalingpathway 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
Protein processing in
GnRHsignalingpathway 1.34E+00 | Neurotrophinsignalingpathway 6.26E-07 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
Transcriptionalmisregulation in
Hedgehogsignalingpathway 1.28E-02 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

(ARVCQ) 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 eltérd expressziojumiRNS-ek altal befolyasolt jelatviteli utvonalak koziil 15

k6z6s volt mindharom kisérletben, ez az Gsszes, eltérést mutatd utvonalak 19,5%-at

teszi ki.
A Eltéréen kifejezddé miRNS-ek
mellékveseszovet [ |
1 miR-566
iR-311-5
4 } e
B | | miR-95-3p
iR-183-5
(22.2%) oo $§R.335-3§
miR-335-3p
10 0 . miR-27a-3p
(5.6%) . 0%) miR-7-1-3p
o miR-375-3p
0%) . ms miR-376a-3p
7 6 miR—SOe-}p
0 - ! . . mfR-210-3p
38.9% 33.3% miR-572
( ) (0%) ( °) N | - miR-668-3p
B miR-346
B miR-506-3p
B [ | | | miR-195-5p
QRZZEEEELBB8EER99E20
HeLa H295R ddﬁé%%%i‘é***%%ﬁ?é%?
SRR TR
ETEEEESSIZEET LR
s3ETUUUEE R
B Eltérden kifejez6dé miRNS-ek altal
befolyasolt jelatviteli utvonalak
mellékveseszovet . .
Whnt signaling pathway
MAPK signaling pathway
g TGF-beta signaling pathway
1042, Biotin metabolism
(W) Insulin signaling pathway
5 2 Gap junction
(6,5%) = (2,6%) Chronic myeloid leukemia
(19,5%) Glutamergic synapse

Gastric acid secretion
Neurotrophin signaling pathway
ErbB signaling pathway
Pathways in cancer

Regulation of actin cytoskeleton
mTOR signaling pathway

Focal adhesion

2 13 !
(35,1%) (169%) (9,1%)

HeLa H295R

5. abra: A harom Kkiilonb6zo Kkisérletben az eltéréen expresszalodomiRNS-ek
szama (A). Bar egyetlen olyan miRNS-t talaltunk, amely a harom kisérlet koziil
kettdben kozos volt (miR-95-3p), a koérosan expresszalodomiRNS-ek altal

meghatarozott jelatviteli utvonalak jelentds része (19,5%) azonos volt mindhdrom

kisérlet soran.
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5.3. A GC-termelo és a GC-tulsaly altal befolyasolt célszovetek

génexpresszios profiljanak meghatarozasa

A GC-termel6 és GC-tulsuly altal befolyasolt célszervek, illetve szovettipusok teljes
transzkriptdma-valtozasaira vonatkozo adatok (82 kontrollminta és 57 GC-tulsulynak
kitett minta)(jraclemzésesorana megvaltozott gének szamat(vizsgalt szdvettipustol
fiiggben) 1125 és 6809 kozottinek talaltuk. A gliikokortikoidoknak viszonylag kevés
hatasa volt a GC-termeld mellékveseszovetre (a gének mindossze 4-8%-anak
expresszioja valtozott meg), ezzel szemben a célszervekben a hatds sokkal
erdteljesebbnek mutatkozott (a gének 10-20%-aban szignifikans eltérés igazolodott). A
feliil-, illetve alulexpresszalddott gének szama az egyes sejt-, illetve szdvettipusokban
nagysagrendileg azonos volt, ez alol csak az oszteoblaszt-szerii sejtek voltak kivételek,

ahol talnyomorészt alulexpresszalodod géneket lehetett kimutatni (6. tablazat).
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6. tablazat: Glukokortikoid-talsulynak Kkitett szovetekbenaz eltérden expresszalodo gének aranya az osszes vizsgalt gén szamahoz
képest (*-az egyes betegek kortizol-taltermelddésének fiiggyvényében, **- a kisérletben alacsonyabb szamu gént vizsgaltak, ennek

megfelelden kell az eredményeket értékelni); K/D: kontroll, illetve dexametazonnal kezelt
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mellékvese-adendomavs. egészséges cortex na na 41078 | 37522 | 3556 0.08 1631 | 1925
mellékvesekéreg-karcinoma (H295R) sejtvonal K/D 6 ora 100nM | 29153 | 27886 | 1267 0.04 585 | 682

csontszovet biopszia CS betegektdl miitét elott, illetve 3
na valtozo* | 54675 | 53417 | 1258 0.02 608 | 650
hoénappal miitét utan

human oszteoblaszt sejtek K/D 24 6ra | 100nM | 22177 | 16834 | 5343 0.24 | 2683 |2660
human oszteoblaszt-szerli sejtek csont explantdtumbol K/D 24 6ra | 100nM | 54675 | 47866 | 6809 0.12 199 6610
human szinovialisfibroblasztok K/D 24 6ra | 100 nM 1** 74%* 7HE ] 0.08%* | oF* | [**
humén abdominalisszubkutan zsirsejtek K/D 7nap | 1000 nM | 19741 15465 | 4276 0.21 | 2130|2146
human abdominalisomentalis zsirsejtek K/D 7nap | 1000nM | 19741 15954 | 3787 0.19 | 2091 [ 1696
human epidermaliskeratinocitak K/D 24 6ra | 100nM | 12625 | 11500 | 1125 0.08 656 | 469
GermanLandrace malac hippokampuszszovete K/D 36ra | 60 ugkg | 16764 | 14361 | 2403 0.14 | 1156 | 1247
GermanLandrace malac hipotalamusz szévete K/D 3ora | 60 ug/kg | 16764 | 14103 | 2661 0.15 | 1311 {1350
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5.3.1. Globalis génexpresszio-valtozas vizsgalata GC-hatas célszoveteiben és az

ehhez kapcsolodo Wnt-utvonal eltérések

A GC-hatasra eltérden expresszalodo gének kapcsan génkészlet-disulasi vizsgalatokat
végeztiink, ezek soran a Wnt-Gtvonal szignifikdns eltéréseit tapasztaltuk minden
szovettipus esetén (természetesen mas bioldgiai folyamatok érintettsége mellett). A
Whnt-jelatvitelben részt vevd gének részletes elemzése ramutatott arra is, hogy jelentds

résziik eltéréen expresszalodott GC-ttlsuly esetén (7. tablazat).

7. tablazat: A glukokortikoid-tulsuly hatasara a Wnt-utvonalon eltéréen
expresszalodo gének aranya és az ehhez kapcsolodo érintett biologiai folyamatok
szama. *: a Wnt-tutvonal eltéréen expresszalodo génjei/ a Wnt-utvonal dsszes tagja (151
gén), a KEGG génkészlet szerint (hsa04310); **: a szignifikans gének szamat illetéen
ebben a csoportban megengedtiik a p=0.05 vagoértéket annak érdekében, hogy noveljiik
a génszamot, mivel a génkészletdusulasi elemzéshez a p<0.05 eset¢ben a 7 gén

kevésnek bizonyult), K/D: kontroll, illetve dexametazonnal kezelt
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csontszovet biopszia CS
betegektdl mutét elott, illetve 1258 14/151 312 4
3 héonappal miitét utan

human oszteoblaszt sejtek

K/D 5343 52/151 1573 11
human oszteoblaszt-szerii

sejtek csont explantatumbol 6809 53/151 1164 6
K/D

human 10 8/151 880 A1

szinovialisfibroblasztok K/D
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human abdominalisszubkutan

zsirsejtek K/D 4276 37/151 2644 16
human abdominalisomentalis

zsirsejtek K/D 3787 32/151 2422 6
human 1125 13/151 1753 7

epidermaliskeratinocitdk K/D

7 hetes, fajtiszta
GermanlLandrace malac 2403 34/151 1913 10
hippokampuszszovete K/D

7 hetes, fajtiszta
GermanlLandrace malac 2661 33/151 1850 11
hipotalamusz szovete K/D

5.3.2. Szovetspecifikus target-predikcio GC-termelé mellékveseszovetekben

A kortizol-termelé mellékveseszovetekben szovetspecifikus target-predikcios elemzést
végeztiink. Kivalasztottuk a Wnt-utvonal azon elemeit, amelyek megfeleltek az alabbi
feltételeknek:

e cexpresszidjuk negativan korrelalt a targetmiRNS-ekkel

e atargetpredikcios algoritmusok soran is kivalasztasra keriiltek
Ezzel a megkozelitéssel négy olyan gént azonositottunk, amelyeket nagy
valdszintiséggel a GC-tulstly hatasara eltérden expresszalddomiRNSek szabalyoznak(8.

tablazat).

8. tablazat: A glukokortikoid-tulsuly hatasara korosan kifejez6domiRNS-ek altal

szabalyozott gének

GSE14922
miRNS | Gén jele Gén neve logFC p-érték
Probe ID
Secretedfrizzledrel
miR-375 |SFRP4 |ated protein 4 1.3979 10.0077694 |A 23 P215328
Adenomatouspoly
miR-576 |APC posis coli -2.1794 (0.0278861 |A 23 P70213
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Nuclearfactor  of

miR-576 |NFATS |activated T-cells 5 |-1.0592 |0.0343637 | A 23 P359647
C-terminalbinding

miR-375 |CTBP2 |protein 2 0.9465 10.037437 |A 23 P63897
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6. MEGBESZELES

6.1. Hiperkortizolizmus laboratoriumi diagnosztikajaban alkalmazott

uj modszer beallitasa és klinikai tesztelése

A nyal kortizol- és kortizonszintjeinek referenciatartomanyat, illetve Cushing-
szindromaban alkalmazhaté hatarértékeit szamos tanulmanyban igyekeztek mar
meghatarozni (102—-108). Ha figyelembe vessziik az altalunk is alkalmazott mérési
moddszert (LC-MS/MS), a sajat eredményeinket négy masik tanulmany eredményeivel
volt sziikséges Osszevetni, amelyeknek értékeit a 9. tablazat foglalja dssze; a legkorabbi

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

9. tablazat: LC-MS modszerrel éjszakai nyalban mért kortizol- és kortizonszintek

referenciatartomanyainak felso hatara

Referenciatartomany felsé hatara
Szerz6 Megjelenés éve Hivatkozas
Kortizol (pg/dl) | Kortizon (ng/ml)
Antonelli 2015 0.09 4.68 (105)
M¢észaros 2018 0.185 10.1 (*12.3)
Raff 2019 0.08 4.32 (108)
Bécklund 2020 0.13 4.86 (107)
Ponzetto 2020 0.097 4.85 (106)

A tablazat adatait elemezve feltlind lehet, hogy a referenciatartomdnyunk felsé értékei
joval magasabbak, mint a masik négy tanulményban. Ennek az oka érthetévé valik, ha
attanulmanyozzuk a cikkek moddszertanat. A négy tanulmany koziil ketté esetében csak
egészséges, referenciapopulacionak tekinthetd személyek mintajanak a mérése tortént, a
referenciatartomdny meghatarozasakor a 2,5 és a 97,5 percentilis kozotti értékeket
vették figyelembe. A masik két tanulmdny esetén is hasonld6 moddon tortént a
referenciatartomany meghatarozasa, amelyet késébb Cushing-szindromas betegek
mintainak mérésekor alkalmaztak. Természetesen a referenciapopuldcioban mért

értékek a mi munkank sordn is joval alacsonyabbaknak bizonyultak és teljes mértékben
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elkiiloniiltek azon betegek eredményeitdl, akiknél aktiv Cushing-szindromat
diagnosztizaltak a mintavétel idején. Tapasztalatunk szerint nem ezen két csoport
elkiilonitése jelent gondot (sem a klinikai tiinetek, sem laborvizsgalati eredmények
tekintetében), hanem azoknak a betegeknek a diagnosztizalasa, akiknek a tiinetei (tarsult
betegségeik miatt) nehezen elkiilonithetéek a Cushing-szindroma tiineteitdl, illetve
kezelt Cushing-szindromas betegek kovetése soran annak az id6pontnak a
meghatarozasa, amikor az addig gydgyultnak tekintett betegnél ijra valamilyen terépias
beavatkozas valik sziikségessé.

A célunk olyan referenciaértékek meghatirozdsa volt, amelynél mind a vizsgalat
szenzitivitdsa, mind pedig a specificitdsa a lehetd legmagasabb. A kortizolszint ,,cut-
off” értékét igy 0,18 pg/dl-ben (5,1 nmol/l) hataroztuk meg, ennél a hatarértéknél a
vizsgalat szenzitivitdsa 95%, a specificitasa 94,5%. A 0,1pg/dl koriili hatarértékek
szenzitivitasa ugyan 100%, de specificitasuk 80% alatti, a Béacklund és tarsai altal
ajanlott 0,13 pg/dl-es értéknél sem éri el a 90%-ot.

Ugyanezt mondhato6 el a 4,7 ng/ml korili éjszakai kortizonszintekkel kapcsolatban is,
amelyet harom tanulmanyban is megjeloltek a referenciatartomany felsé hataraként.
Ennél az értéknél a vizsgalat szenzitivitasa 100%, a specificitds azonban a 80%-ot sem
éri el; a Raff és tarsai altal ajanlott 4,32 ng/ml-es értékhez pedig 75% alatti specificités
tartozik. A ROC-analizis szerint a kortizonszint-vizsgélatnak a legjobb diagnosztikus
értéke két hatarértéknél talalhato: az egyik érték a 10,1 ng/ml (28 nmol/l), a masik a
12,35 ng/ml (34,3 nmol/l). A 10,1 ng/ml-es értékhez 91,7%-0s szenzitivitds és 96,6%-0s
specificitds, mig a 12,35 ng/ml-es értékhez 90%-0s szenzitivitds és 98,3%-0s
specificitas tartozik. Ezért azokban a betegcsoportokban, ahol kimagaslo specificitasra
van sziikkség (pl. obezitds, PCOS-gyant1), megfontolanddé a magasabb, 12,35 ng/ml-es
referenciaérték hasznalata, egyéb esetekben a 10,1 ng/ml-es hatarérték kivaloan
alkalmazhato.

Osszehasonlitva az immunoassay teszt és az LC-MS/MS teszt diagnosztikus
képességeit, elmondhatd, hogy az immunoassay teszt is kivaldéan jelzi a
hiperkortizolémias allapotokat. JelentOs eltérés a két teszt eredményeit illetéen csak az
alacsony tartomdnyokban, az egészséges populdcioban volt tapasztalhatd, de ennek
nincs jelentdsége a hétkoznapi gyakorlat soran, hiszen itt nem az alacsony értékek a

korosak, hanem a magasak. Az immunoassay teszttel kapcsolatban az altalunk is
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referenciaértéknek tekintett 4,1 pg/dl-es érték hasznalatat kellett Gijragondolni. A teszt a
mi adataink szerint a legjobb diagnosztikus képességét 2,64 ng/dl (7,28 nmol/l) értéknél
éri el, ez nagyon kozel van a gyart6 altal a 95-0s percentilishez megadott 2,74 ng/dl-es
(7,56 nmol/l) értékhez. Immunoassay teszt haszndlata esetén tehat nem a 97,5-0s
percentilis értékhez megadott 4,1 pg/dl hasznalata ajanlott, hanem a 95-0s

percentilishez megadott 2,74 ng/dl érték.

6.2. Hiperkortizolizmus szovetspecifikus miRNS-mintazatanak

analizise

6.2.1. A GC-tulsuly hatasara eltéroen expresszalodomiRNS-ek és a Wnt-utvonal

kapcsolata

A miRNS-ek expresszidos mintdzata jellegzetes a kiilonbozd sejttipusokra nézve, mégis
vannak olyan miRNS-ek, amelyek bizonyos 4llapotok biomarkereiként is
hasznalhatoak. A GC-tulstly kiilonb6z6 modon befolyasolja az egyes molekuldk
bizonyitjak, hogy a GC-tilsuly minden altalunk vizsgalt sejt miikdodését jelentdsen
befolyasolja. A GC-hatdsra eltérfen expresszaldodomiRNS-ek hasonld jelatviteli
mechanizmusok mitkddését befolydsoljak, amelyek koziil a Wnt-utvonal érintettsége
tlinik a leglényegesebbnek.

Az eltéréen expresszalodomiRNS-eknek aWnt-ttvonalra gyakorolt hatdsat szamos
kiilonboz6 sejttipusban, szovettipusban leirtdk mar. A szakirodalomban fellelhetd
adatok alapjan a kisérleteinkben azonositott miRNS-ek tobbféle modon befolyasoljak a
Wnt-utvonal miikodését: egyesek koziiliikk a receptorokhoz kotédd ligandokra vagy a
koreceptorok miikodésére, masok a P-catenin folyamatos degradalasaért felelds
enzimkomplexre, megint masok a a jelatviteli utvonalra gatlo hatast fehérjékre fejtik ki

hatasukat (10. tablazat).
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10. tablazat: a kisérleteinkben azonositott, eltérden expresszalodomiRNS-ek hatasa

a Wnt-utvonal elemeire szakirodalmi adatok alapjan

miRNS Hatasa a Wnt-utvonalra
mellékveseszovet célzott gén hivatkozas
hsa-miR-375-3p LRP5 and B-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, GSK3p (119-121)
hsa-miR-30e-3p LRP6 (122)
hsa-miR-335-3p RUNX2 (123)
hsa-miR-572 utvonal-elemzés** (124)
hsa-miR-622 utvonal-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 GSK3p (128)
miR-376a-3p utvonal-elemzés** (129)
miR-668-3p nincs adat

Ha a tablazatban szereplé adatokkal kiegészitjiik a bevezetd részben szerepld, a Wnt-
utvonal mikodését szemléltetd abrat, egy sokkal komplexebb (és talan szemléletesebb)
abrat kapunk, amely 0sszegzi az altalunk eltérdéen expresszalodomiRNS-eknek a Wnt-

utvonal kiilonb6zé komponenseire gyakorolt sokrétii hatasat.
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6. abra: A Kkisérleteinkben azonositott, eltérden expressszalodomiRNS-eknek a

Whnt-titvonal komponenseire gyakorolt hatasa (109-116,119,121-138).

Az adatok Osszegzése sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kisérleteinkben
eltérden expresszalodottmiRNS-eknek és a Wnt-utvonalnak a kapcsolata a kovetkezd
harom biologiai folyamat kapcsan bizonyitottnak tekinthetd: sejtek proliferacioja és
differenciacioja, daganatok kialakulasa (tumorigenézis), illetve a csontrendszer

homeosztazisa.

6.2.1.1. Sejtek proliferacioja és differencidcioja

A kisérletiink sordn a miR-506-3p expresszidja magasabb volt Cushing-szindromas

betegek mellékveséjében, mint a kontrollként szolgdld egészséges mellékvesékben.
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Neuralis dssejtekben ennek a miRNS-nek a magasabb expresszidja Osszefliggésben volt
catenin utvonalhoz kotddik és a TCF3 szabalyozéasan keresztiil valésul meg (112). A bér
papilléris sejtjeiben a miR-195-5p befolyasolja az LRP6 fehérje expressziojat, ezaltal a
szOrtliszOk kialakulasat, végsd soron pedig a megfeleld szérzet megjelenését (117).
Periodontélisligamentum-sejtekben a miR-195-5p megnovekedett expresszidja
jelentdsen gatolja a sejtek elkotelezodését oszteoid irdnyba a WNT3A fehérje
mikodésének befolyasolasa révén (118). A GC-tulsuly hatasara feliilexpresszalodo
miR-195-5p hozzdjarulhat tehat a Cushing-szindroméaban tapasztalhaté haj- ¢és

sz6rhidnyhoz, valamint a csonttdémeg csokkenéséhez.

6.2.1.2. Daganatok kialakulasa

A Cushing-szindromas betegek mellékvesekéreg-mintdiban a miR-566 szintjének
alulexpressziojat tapasztalhattuk a normal mellékveseszdvetekhez képest. A miR-566
alulexpresszidja emldkarcinomas betegekben a tumor nagyobb méretéhez,
elérehaladottabb stadiumédhoz és a nyirokrendszeri metasztazisok nagyobb szamahoz
volt kothetd (110). A miR-566 a WNT6-hoz kotddve gatolja meg a Wnt-Utvonal
mikodését és az emlddaganatok malignus progresszidjat (110). A miR-95-3p
feliilexpresszidja prosztata-karcinomas betegekben a DKK3 gatlasa révén a
kialakuldasdhoz kdothetd (111). Vastagbél karcindméakbdl szdrmazd szovetmintakban a
miR-183-5p feliilexpresszidjat igazoltdk normal szovetmintdkhoz képest; az utvonal-
elemzések a Wnt-utvonal érintettségét, illetve a Wnt-titvonal révén aktivalodo célgének

alulmiikddését bizonyitottak (135,136).

6.2.1.3. Csontrendszer homeosztazisa

A csontok képzddésében szerepet jatszo folyamatokat a GC-tulsuly sulyosan karositja;
kiilonbozd kisérletek szdmos olyan miRNS-t azonositottak, amelyek fontos szerepet
toltenek be ezen folyamatok soran.

Egér eredetli oszteoblaszt-sejtvonalon (MC3T3-E1) a miR-375-3p gatolta az
oszteogenetikus folyamatokat azaltal, hogy apoptotikus folyamatot inditott be a
sejtekben, emellett befolyasolta az LRP5 és a B-catenin szintjét (109). A csontképzddési

folyamatokat a miR-26a-5p szintén negativan befolyasolta: megakadalyozta az
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adipocita-eredetli  mezenchimalis  Ossejtek  csontképzddési  irdnyba  torténd
elkotelez0dését a WNT5Sa expresszidjanak gatldsa révén (120). Csontveld-eredetii
mezenchimalis Ossejtekben a miR-210-3p feliilexpresszidja az oszteogén iranyba
torténd elkotelezddéssel, illetve az adipocitak gatlasaval volt 6sszhangban; a miR-210-
3p-t feliilexpresszald sejtekben a Wnt-tvonal fehérjéi: LRPS, GSK-3p, B-catenin és
TCF4 jelentésen emelkedett mennyiségben voltak jelen (113). Egy masik kisérletben
ugyanennek a miRNS-nek a fokozott expresszidja a Wnt-utvonal egyik inhibitoranak, a
szklerosztinnak az alulmiikodéséhez, illetve a mezenchimalis 06ssejtek fokozott
posztmenopauzalisoszteoporozisban szenvedd ndbetegektdl nyert csontveld-mintakban
a miR-210-3p csokkent expresszidja igazolddott (130); Cushing-szindromés betegek
¢kcsontjabol nyert mintdkban a miR-26a-5p feliilexpresszalt volt nemfunkcionalis

hipofizis adendmas betegek mintaihoz viszonyitva (139).

6.3. A GC-tulsuly hatasa a gliikokortikoid-termeld, illetve a GC-

tulsuly altal befolyasolt szovetekre

6.3.1. A GC-tilsily hatasa a mellékveseszovetre

A mellékvesekéreg-szoveteken ¢és a két sejtvonalon végzett kisérlet soran
nyilvanvalova valt, hogy a GC-tulsuly nem csak a célszervekre és -szovetekre van
hatdssal, hanem magdara kortizol-termeld mellékvesekéregre is; a hatas a miRNS-ek
kiilonbozd expresszidja ¢és az altaluk befolyasolt jelatviteli folyamatok révén is
igazolhat6 volt. Természetesen a hatas sokkal kifejezettebb a célszervek szintjén: mig a
GC-termeld sejtekben és szovetekben az eltérfen expresszaldodd gének aranya 4-8%
kozotti, addig a célszervekben és -szovetekben ez az ardny 10-20%. A miRNS-ek
megvaltozott expresszidja befolyasolhatja a GR-k miikddését, ezaltal a cirkadidn ritmust
is (140). A mellékvesének sajat periférids cirkadian Oraja van, amely szoros
kapcsolatban van a szteroidogenézissel(141), ez megmagyardzhatja a GC-tulsuly soran
nem csak a célszervekben, hanem a mellékvesekéregben is tapasztalhatod

génexpressziosvaltozasokat. Tovabba, a GC-termeld szovetekgénexpresszids valtozasai
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a kortizol-talsuly miatt fellépd negativ feed-back szabalyozéasnak is részei, eszkozei

lehetnek.

6.3.2. A GC-talsily hatasa a célsejtekre és —szovetekre

Ahhoz, hogy megértsik a Wnt-tvonal szerepét a GC-tilmiikodés soran,
tanulmanyoztuk a rendelkezésre 4ll6 szakirodalmi adatokat, amelyekben Cushing-
szindromas betegektdl szarmazd csontszovetmintakban,illetve dexametazonnal kezelt
szinovialis eredetii fibroblasztokban, szubkutan és omentalis zsirszovetben, borben és
neurdlis sejtekben kovették nyomon a GC-k hatasat. A GC-k altal szabalyozott
transzkriptodmak ardnya célszovetenként jelentésen kiilonbozott: a bérben viszonylag
kevés gén (6,3%) szabalyozasa volt GC-hatashoz kothetd, mig a zsirszovetben, az
agyban ¢és a periférias vérben talalhaté mononukleéris sejtekben ez az arany joval
nagyobb, 10-20% kozotti volt (38,81,142,143). A majban a GC-k altal kivaltott
transzkripcids valtozasok a géneknek tobb mint 30%-at érintik (144).

Héarom szempont szerint vizsgaltuk a Wnt-utvonal szerepét a teljes transzkriptoma-
valtozasok tekintetében: (i) a teljes génexpresszids profil génkészlet-duisulasi elemzése,
(i1) hat kiilonbozo kisérlet soran a hasonld valtozast mutatd gének génkészlet-dusulasi
elemzése ¢és (iii) az egyedi Wnt-uitvonalak elemzése. Mindharom megkdzelitésben a
GC-hatas a Wnt-tutvonal szignifikdns valtozasait idézte eld.

A teljes transzkriptoma-adatok arra utalnak, hogy a mellékvesekéregben a GC-tulsuly
hatdssal van a Wnt-utvonal miikddésére. Mind a miRNS-bdl nyert, mind pedig a
génexpresszios adatok azt mutattak, hogy a mellékvesekéregben a miR-375 és a miR-
506 expresszids valtozasai befolydsoltdk a Wnt-titvonal bizonyos fehérjéit kodolo

géneknek (SFRP4, APC, NFATS ¢s CTBP?2) az expressziojat.

A hiperkortizolémias betegektdl szarmazo mellékveseszovetekben a Wnt-utvonal nem
volt olyan mértékben ¢érintett, mint a HeLa-, illetve a H295R-sejtekben. A
mellékveseszdvetekben a Wnt-utvonalnal erdteljesebb volt a Biotinmetabolism, Long-
termdepression, Insulinsignalingpathway és az  Adipocytokinesignalingpathway
¢érintettsége. A Cushing-szindroma tobb, jellegzetes tiinete is ezeknek az Gitvonalaknak a
tulmiikodéséhez kapcsolodik: obezitas, inzulin-rezisztencia, depresszid, faradékonysag,

ingerlékenység, almatlansag, szaraz bor és a szorzet kihullédsa (145,146). A betegektol
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szarmazod szovetekben és a tenyésztett sejtekben kapott eltérd eredmények arra intenek
minket, hogy az in vitro sejtes kisérletek esetében soha nem éllnak rendelkezésilinkre
olyan komplex koriilmények, mint az ¢l6 szervezetbdl szarmazo szovetmintak, illetve az
in vivo kisérletek sordn, tehat az eredmények értékelésénél nagyon koriiltekintdéen kell

levonni a kovetkeztetéseket.
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7. KOVETKEZTETESEK

Munkdm soran igyekeztem olyan markereket keresni, amelyek hasznos segitséget

nyujthatnak a hiperkortizolizmus minél koraibb és minél pontosabb diagnozisaban.

Eredményeinket az alabbi pontokban foglalhatom §ssze:

1. Az éltalunk fejlesztett LC-MS/MS modszerrel kis mennyiségii kortizol és kortizon
egyidejlileg kimutathato gyakorlatilag barmilyen bioldgiai folyadékbol.

2. Nagyszamu bioldgiai mintan tortént 6sszehasonlitd mérések azt bizonyitottak, hogy a
rutin eljarasban hasznalt immunoassay (megfeleld dontési hatarértékek megvalasztasa
mellett) ugyanolyan magas hatékonysagi (¢éjszakai nyalmintdk mérése esetén) a

Cushing-szindréma diagnozisaban, mint az LC-MS/MS maddszer.

3. Kortizol-tulsulynak kitett mellékvesekéreg-szoveten, valamint két kiillonbozo
sejtvonalon (HeLa és H295R) végzett kisérleteink soran 19, eltérden
expresszalodomiRNS-t azonositottunk
o mellékvesekéreg-szovetben feliilexpresszalt volt a Asa-miR-95-3p és a hsa-miR-
506-3p, mig alulexpresszalt a hsa-miR-375-3p, hsa-miR-566 és a hsa-miR-210-
3pjelenléte
e Hela sejtekben feliilexpresszalt 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, alulexpresszalt csak a hsa-miR-30e-3p volt
e H295R sejtekben feliilexpresszalt volt amiR-331-5p, miR-27a-3p, miR-346, miR-
376a-3p, mig alulexpresszalt a miR-7-1-3p és a miR-668-3p jelenléte

4. Mindossze egy olyan miRNS volt, a Asa-miR-95-3p, amely két kisérletben k6zds volt
(a mellékvesekéreg-szovetekben és a Hela sejtekben). Ennek ellenére, a miRNS-ek
altal befolyasolt jelatviteli utvonalak 19,5% a (15 utvonal) kozds volt. A kdzos
utvonalak koziil az egyik legjelentésebb mértékben befolyasolt a Wnt/B-catenin utvonal

volt.
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5. A szakirodalomban fellelhetd, a GC-talsuly hatdséra kiilonbozé szovetekben torténd
génexpresszios valtozasok (egységes kritériumok szerinti)ujraclemzése arra mutatott ra,
hogy mind a GC-termeld, mind pedig a GC-hatasnak kitett szovetekben torténnek
génexpresszios valtozasok, de ezek mértéke eltérd: a GC-termeld szovetekben a gének

4-8%-a, mig a célszovetekben 10-20%-a mutatott eltéré expressziot.

6. A GC-hatasnak kitett célszovetek génkészlet-dusulasi elemzései a Wnt-titvonal
jelentds valtozasait igazoltdk minden egyes vizsgalt szovettipusban(csontszovet
biopszia CS-betegektdl, human oszteoblaszt sejtek, human oszteoblaszt-szerli sejtek
csont explantatumbol, human szinovialisfibroblasztok, human abdominalisszubkutan és
omentalis zsirsejtek, huméan epidermaliskeratinocitak valamintGermanLandrace malac

hippokampusz- és hipotalamusz-szovetei).

7. Target-predikcios elemzések soran négy olyan, a Wnt-Utvonalhoz tartoz6 gént
azonositottunk, amelyet nagy valoszintiséggel a GC-tulsuly hatasara a mellékvesekéreg-
szovetben eltérden expresszalodomiRNS-ek szabalyoznak: SFRP4 és CTBP2 (a miR-
375 szabalyozasa alatt) és az APC és NFATS5(a miR-576 szabalyozasa alatt).
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8. OSSZEFOGLALO

A kortizol-tultermelés klinikai tiinetei sokfélék, viszont nem specifikusak, igy az
endogén eredetli kortizol-tultermelés napjainkban sem keriil idoben felismerésre. A
hiperkortizolémia hatdsai sokszor évekkel a kortizol-tiltermelés megsziinése utan is
jelen vannak a pécienseknél, ezért fontos a korallapot felismerése a manifeszt tiinetek
megjelenése elott.

A munkank soran célul thztik ki: 1) mar meglévé laboratoriumi modszerek
tokéletesitését, ii.) kortizol-thlsulynak kitett mellékveseszovetben és sejtvonalakban
eltéréen expresszalodomiRNS-ek, valamint az altaluk szabalyozott jelatviteli utvonalak
tanulmanyozasat, iii.) szakirodalomban fellelheté adatok in silico elemzését, GC-
talsulynak kitett szovetekgénexpresszidsujraclemzését.

Az altalunk fejlesztett LC-MS/MS modszerrel egyidejiileg, pontosan mérhetd
nyalkortizol és -kortizon koncentracié (szdmszertsitési hatar: 0,05 ng/ml). Az LC-
MS/MS ¢és az ECLIA mddszerrel mért nyalkortizol-koncentraciok dsszehasonlitasa arra
mutatott ra, hogy megfeleld dontési hatarérték megvalasztasa mellett mindkét modszer
diagnosztikus ereje kivalo (AUCLc-msms= 0,987 vs. AUCEecL1a=0,985).

A kortizol-talsulynak kitett mellékveseszovetek, valamint a GC-hatasnak kitett HeLa,
valamint H295R sejtek adatait elemezve a harom kisérletben Osszesen 19 eltéréen
expresszalodomiRNS-t azonositottunk, amelyek koziil csak egy, a hsa-miR-95-
3pmutatott két kisérlet soran is feliilexpresszidt (mellékvesszovet és HeLa sejtek). A
miRNS-ek altal befolyasolt jelatviteli titvonalak 19,5%- a (15 ttvonal) k6zds volt, az
egyik legjelentésebb mértékben befolyasolt itvonal a Wnt/B-catenin utvonal.

A szakirodalomban kozolt €és elérhetd adatbazisokban taldlhato GC-termeld ¢és GC-
célszovetekkel kapcsolatos kisérletek adatainak jraclemzése, a gliikokortikoid-hatasra
torténd génexpressziods valtozasok vizsgalata arra mutatott ra, hogy a GC-tllsuly a GC-
termeld szovetek génexpresszidjat is befolyasolja, bar kisebb mértékben, mint a
célszovetekét (4-8% vs. 10-20%). Mind a GC-termeld, mind a GC-hatdsnak Kkitett
célszovetekben a Wnt/B-catenin utvonal jelentds érintettsége volt bizonyithato. A target-
predikcids elemzések soran négy olyan, a Wnt-utvonalhoz tartozé gént azonositottunk, a
melyeket nagy valoszinliséggel a miR-375 (SFRP4 ¢s CTBP2), illetve a miR-576 (APC
¢s NFATS) szabalyoznak.
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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: 1.) toimproveexistinglaboratorymethods, i1.)
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.
Msms= 0,987 vs. AUCgcLia=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/[3-
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/B-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 NFATS).
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13. KOSZONETNYILVANITAS

Amikor az ember egy munka végéhez ¢ér, halaval és joérzéssel gondol visszaa mar
mogotte 1€vo utra €s szamba veszi mindazokat a személyeket €s koriilményeket, akik és
amelyek segitségére voltak a munkédja soran.

fgy elsésorban haldval tartozom témavezetémnek, Dr. Patocs Attilanak, akinek a
tapasztalata és iranymutatasa nélkiil nem érhettem volna célhoz. Es- bar hivatalosan &
nem tamavezetOm-, nagyon koszonom Dr. Butz Henriett segitségét, aki barmikor
készségesen ¢és tiirelemmel valaszolt a kérdéseimre és szdmos hasznos tanacsot adott.
Halas vagyok az egykori II. szdmu Belgyodgyaszati Klinikan belill miikodé Izotdp
Laboratorium dolgozdiért, az épiiletben mikodd kutatdcsoportokért, a kozeli
belgyodgyaszati osztalyokon dolgozo kollégak inspirald jelenlétéért. Mindez egy olyan
kiilonleges atmoszférat jelentett, amely nem mindenkor adatik meg az életiink sordn, de
amelynek megélése egész ¢életre sz016 élményt jelent.

Vannak olyan emberek, akikkel (bar nem egy munkahelyen dolgozunk), a munkank
soran kapcsolatba keriiltiink és a kapcsolatok nem maradtak meg a munkahelyi
kapcsolatok szintjén. Nagyon halas vagyok, hogy megismerhettem Dr. Sebestyén
Annat, 6 szamomra akutatond, aki egy nagycsalad igazgatdasa mellett a munkéjaban is
sikeressé tudott valni. Oriilok, hogy ismerhetem Dr. Juhdsz Emesét is, akinekaz szinte
véleményemindigiranymutatd volt szamomra.

Es ott van a csaladom... bar 6k maradtak a felsorolasban utoljara, nélkiiliik nemhogy
dolgozni, de éIni sem szeretnék. Szamomra 6k tokéletesek, nem azért, mert egyenként

tokéletesek lennének (lennénk), hanem azért, mert 6sszetartozunk.

Egy biztos: egyediil nem sikeriilt volna. Es halas vagyok minden mozzanatért,
koriilményért, lehetdségért és leginkabb az emberi kapcsolatokért, amelyek segitettek
abban, hogy eddig eljussak.

»Ne varj nagy dolgot ¢letedbe’,/ Kis hopelyhek az oromok,/ Szitdld, halk

sziromcsodak./ Rajtuk at Isten szol: jovok.” (Reményik Sandor)
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