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1. BEVEZETES

A Cushing-szindréma tiineteinek tulnyomo része nem specifikus, ezért a hiperkortizolizmus
kezdeti szakaszaban a tiinetegyiittest néha nehéz elkiiloniteni mas, hasonld tlinetekkel
jelentkezd korképektdl: magasvérnyomas-betegségtol, 2-es tipusu diabétesz mellitusztol,
policisztds ovarium szindromatol, incidentdlisan felfedezett melékvese-adendomaktol,
oszteoporozistol, hipokalémiatél. A tinetek nem specifikus volta miatt a tiinetek
megjelenésétdl a diagndzis megsziiletéséig eltelt 1d6 viszonylag hossz, a legfrissebb
kutatasok szerint is 4tlagosan 34 honap.

A korai diagnézis azért fontos, mert a hiperkortizolémia sulyos fokt ¢életmindség-romlashoz,
akar rokkantsaghoz is vezethet, és a szovodményei a kivaltdé okok megsziintetése utdn hosszu

évekig is fennallhatnak.

Jelatviteli utvonalak a glitkkokortikoid-hatasok kozvetitésében

A gliikokortikoid (GC) -hatdsok kozvetitése soran kiilonbozd jelatviteli mechanizmusok
teszik lehetévé az élettani folyamatok szabalyozasat a célszervek €s -szovetek szintjén, a
jelatviteli Gtvonalak prioritdsa azonban nem teljesen tisztazott még. A GC-hatasok kozvetitése
kapcsan a leggyakrabban tanulmanyozott jelatviteli utvonalak: a GH/IGF-1 tengely, a TGFj-
SMAD-utvonal, a PI3/Akt-jelatvitel, a MAPK-utvonal, a Wnt-itvonal, a BMP-titvonal ¢és az
NF-«xB-ttvonal.

miRNS-ek és GC-hatas
A jelatviteli utvonalak miikodése elképzelhetetlen a miRNS-ek ,,finomhangoldsa” nélkiil. A
GC-hatés kozvetitésével kapcsolatban is szdmos miRNS szabalyozo6 szerepe ismert, amelyek
befolyasoljak:
e a szteroidogenézis soran szerepet jatsz6 enzimek miikkddésének szabalyozasat: a miR-
24 ¢és a miR-10b jelenléte a CYP11B1, mig a miR-320a-3p a CYPI11Al, illetve a
CYP17A1 csokkent expresszidjahoz vezet
o a GC-ok hozzaférhetdségét:
o a kortizol és a kortizon kozotti atalakulds szabalyozéasat: a miR-579 és a miR-561
gatoljak a 11B-HSD1 expressziojat
o a GC-receptorok expressziojanak a valtozasat: megnovekedett miR-124-3p expresszid

egerek agyaban csokkent GR-expresszidval és depressziv viselkedéssel tarsult



a GC-ok jelenlétére adott sejtvalaszt: dexametazon hatésara oszteoblasztokban mind a
miR-320, mind a miR 199-5p megnodvekedett expresszdja volt tapasztalhato,

patkanyok csontszovetében az elhtizoddo GC-kezelés hatdsdra a miR-29a expresszidja

csokkent



2. CELKITUZESEK

Munkam soran célul tiiztem ki az alabbiakat:

1. Hiperkortizolizmus laboratoriumi diagnosztikajaban alkalmazott wuj, szenzitiv
modszer beallitasa és klinikai tesztelése

a.) 1j, érzékeny, nagynyomasu folyadékkromatografidhoz kapcsolt tomegspektrometrids
modszerrel (LC-MS/MS) mérhetd meghatarozas kidolgozasa €s validalasa kortizol és kortizon
egyidejii mérésére; az 1) modszer dsszehasonlitdsa a mar rutinszeriien hasznalt immunoassay
modszerrel

b.) az LC-MS/MS moddszer alkalmazéasa €s referenciatartomany meghatarozasa kiilonb6zo

betegcsoportok esetén

2. Hiperkortizolizmus szovetspecifikus miRNS- mintazatanak analizise

Tanulmanyozni kivantam kiilonb6z6 sejtvonalak hiperkortizolizmus hatasara bekovetkezd
elvaltozasait: milyen eltéréen expresszalédd miRNS-ek jellemzik ezt az allapotot, illetve a
miRNS-ek milyen jelatviteli utvonalak miikodésére utalnak? Mivel a Wnt/B-catenin utvonal
az egyik legrégebben ismert és legalaposabban tanulmdnyozott jelatviteli utvonal, kiemelt

figyelmet forditottam a Wnt-utvonal valtozasainak tanulmanyozasara.

3. Génexpresszios profil meghatarozasa és génexpresszios Gjraelemzés

A szakirodalomban fellelhetd adatok bioinformatikai elemzésével szerettiik volna vizsgalni a
GC-hatasnak kitett szervekben, szovetekben a globalis génexpresszio-valtozast és az ehhez
kapcsolodd Wnt-utvonal eltéréseket. In silico target-predikcidos elemzéssel olyan, a Wnt-
utvonalhoz tartoz6 géneket szerettem volna azonositani, amelyeket a GC-tulsuly hatdsara

eltérden expresszaloddo miRNS-ek szabalyoznak.

4. Szovetspecifikus target-predikcio GC-termel6 mellékveseszovetekben
In silico target-predikcids elemzéssel olyan, a Wnt-utvonalhoz tartozd géneket szerettem
volna azonositani, amelyeket a GC-tulstly hatisara eltéréen expresszalodd6 miRNS-ek

szabalyoznak.



3. MODSZEREK

1. Hiperkortizolizmus laboratéoriumi diagnosztikajaban alkalmazott uj, szenzitiv
modszer beallitasa és klinikai tesztelése

a.) LC-MS/MS médszer

tisztasagu standardokat hasznaltunk: kortizolt, kortizont, bels6 standardként pedig 9,11,12,12-
D4-kortizolt. A méréseket Perkin Elmer Flexar FX 10 markaja folyadékkromatografias
késziilékhez kapcsolt Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométeren végeztiik. Az elvalasztashoz
egy 50*2,1 mm méreti Phenomenex Kinetex Cl18-as oszlopot hasznaltunk. A

tomegspektrométerrel MRM (multiple reaction monitoring) tizemmaddban mértiink.
b.) Nyalmintak

324 ¢jszakai nyalmintat elemeztiink, amelyek koziil 272 minta a Semmelweis Egyetem II. sz.

Belgyogyaszati Klinikdra 2014. oktdbertdl 2017. februarig beutalt betegektdl szarmazott. A
272 minta betegeit a korelézményiik, az aktiv klinikai statuszuk, valamint egyéb
laboratoriumi €s képalkotd-vizsgalati eredményeik alapjan kiilonb6z6 csoportokra osztottuk;

kontrollként 52 darab, fiatal, egészséges onkéntestdl szarmazd minta szolgalt.

A nydlkortizol-eredmények statisztikai vizsgalatat SPSS v19. szoftverrel végeztik, a
kiilonbozé betegesoportok eredményeinek Osszehasonlitdsa Student-féle paros t-probaval

tortént.

2. Hiperkortizolizmus szovetspecifikus miRNS- mintazatanak analizise

a.) Mellékvese eredetii szovetmintak

Mellékveseszoveteken végzendd kisérletiinkhdz 4 darab, aktiv Cushing-szindrémas beteg
mellékvese-adenomajabol, sebészeti beavatkozas soran nyert minta allt rendelkezésiinkre.
Kontrollként olyan betegek szovetmintdi szolgéaltak, akiknek a mellékveséjébdl

nemfunkcionald adenomakat tavolitottak el.

b.) HeLa és H295R sejtek



A sejtek MEM (Minimum Essential Medium) tdpoldatban ndvekedtek, amelyhez 10%-o0s
FBS-t (fetal bovine serumot), 1%-o0s natrium-piruvatot és 1% antibiotikus-antimikotikus

oldatot adtunk.

A H295R sejteket DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12)
tapoldatban neveltiikk, amelyhez 2,5%-0s Nu-Serumot, 1%-0s inzulin-transzferrin-szelén
oldatot, valamint 1% antibiotikus-antimikotikus oldatot adtunk. A sejteket 37° C-os
hémérsékleten, 5%-0s CO»—al dusitott, parasitott inkubatorban neveltiik és a gliikokortikoid
kezelés el6tt hormonmentes FBS-ben novesztettiik 48 oran keresztiil. A gliikokortikoid
kezeléshez a sejteket 100 nM dexametazonnal, a kontrollként hasznalt sejteket pedig 100 nM

dimetil-szulfoxiddal kezeltik 24 6ran keresztil.

A glikokortikoid-tulsulynak kitett, illetve a kontrollmintdk kozotti eltéréseket kétmintas t-
probaval vagy Mann-Whitney U teszttel vizsgéltuk annak fiiggvényében, hogy a Saphiro-
Wilk teszt egyenletes eloszlasra utalt-e vagy sem. A statisztikai szdmitasokat a Real Time

StatMiner (Integromics) és a Statistica 13.4.0.14 (TIBCO) szoftverekkel végeztiik.

3. Génexpresszios profil meghatarozasa és génexpresszios Gjraelemzés

A gliikokortikoid-termelé valamint a gliikokortikoid-talstly altal befolyasolt célszervek
transzkripcids valtozdsainak meghatarozédsa érdekében az NCBI Gene Expression Omnibus
webhelyrdl nagy ateresztoképességli mRNS profilozasi adatokat toltottiink le, dsszesen 11
vizsgélat adatait. Ezeket az adatokat ujraclemeztilk ugyanazt a bioinformatikai eljarast

alkalmazva: a GEO2R algoritmust és a Benjamini-Hochberg korrekciot alkalmaztuk.

4. Szovetspecifikus target-predikcio GC-termel6 mellékveseszovetekben

Az eltéréen expresszaloddo miRNS-eket feltoltottiik a DIANA-mirPath v.2.0 programba. Az in
silico target predikciot microT-CDS algoritmussal végeztiik, majd ezt kdvették a tobbszoros
miRNS-célgének dusulasi analizisei, 0sszehasonlitva a miRNS-célcsoportok mindegyikét az
osszes ismert KEGG-utvonallal. Az eltéréen kifejez0dé génfunkciokat a ToppGene Suite

segitségével elemeztiik.

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



4. EREDMENYEK

1. Hiperkortizolizmus laboratéoriumi diagnosztikajaban alkalmazott uj, szenzitiv
modszer beallitasa és klinikai tesztelése

Az altalunk fejlesztett LC-MS/MS vizsgélat teljes korti validalasat a Food and Drug
Administration (FDA) ajanlasanak megfelelden végeztik el, amelynek sordn minden
kritériumot tekintden a biztonsaggal alkalmazhatd laboratoriumi vizsgéalatoknak megfeleld
értékeket kaptunk. A kimutathatésagi hatar mindkét vizsgalat esetében 0,005 ng/ml, a

szdmszerisitési hatar 0,05 ng/ml volt.

A két kiilonb6z6é mérési modszerrel kapott kortizol eredmények koézott erds €s szignifikans
korrelaciét tudtunk kimutatni (r*= 0,892), de az LC-MS/MS modszerrel mért kortizol értékek
minden vizsgalt betegcsoportban alacsonyabbak voltak az immunoassay-vizsgalattal mért

eredményeknél.

Kortizol- és kortizoneredmények a Kiilonb6zo betegcsoportokban
Az 6sszesen 324 személy csoportositdsa az alabbiak szerint tortént:

1. csoport: egészséges onkéntesek, referencia-populacié (52 minta)

2. csoport: ,Cushing-szer(i” tiinetekkel rendelkezd paciensek: hipertonids, obez,

hirzutizmusos betegek, vagy mellékvese-adenomaval rendelkezdk (185 minta)
3. esoport: Cushing-szindromas betegek, jelenleg tiinetmentesek (27 minta)
4. csoport: aktiv Cushing-szindrémas betegek (60 minta)

A négy csoport eredményei koziil természetesen az egészséges onkéntesek eredményei lettek
a legalacsonyabbak ¢s az aktiv Cushing-szindromas betegekéi a legmagasabbak. A Cushing-
szerli tiinetekkel rendelkezd betegek ¢és a mintavétel idOpontjaban 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.

1. tablazat: LC-MS/MS és ECLIA moddszerrel mért éjszakai nyal kortizol és LC-MS/MS

modszerrel mért éjszakai nyal kortizon, valamint a kortizol/kortizon aranyok értékeinek



osszehasonlitisa a négy Kiilonbozo betegcsoportban (A koncentraciok nmol/l-ben

vannak megadva).

kortizol kortizol kortizon kortizol/
mmunoassa
Betegesoport |1 _vis/MS Y lLc-MS/MS kortizon

atlag SD atlag SD atlag SD atlag SD

1.43 0.83 2.10 1.13 7.77 5.35 0.212  |0.080

2.12 1.96 3.01 2.95 9.29 8.57 0.275 ]0.131

2.57 1.24 3.50 2.54 12.48 16.88 0.225 ]0.064

nall el B B

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

ROC-gorbe analizis és referenciatartomany-meghatarozas

A ROC-gorbe analizis arra mutatott ra, hogy mind az LC-MS/MS modszerrel mért kortizol-¢€s
kortizonszint, mind pedig az immunoassay vizsgalattal mért kortizol-meghatarozas egyforman

hasznos eszkoz a hiperkortizolizmus diagnézisanak a felallitasaban.

A legjobb diagnosztikus teljesitményhez tartozé hatarértékek az alabbiak voltak:

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

e LC-MS/MS kortizon mérése esetén: 10,1 ng/ml (28 nmol/l), ekkor a szenzitivités
91,7%, a specificitas 96,6%. Ehhez a vizsgalathoz tartozoan egy masik, ugyanilyen
diagnosztikus értékkel rendelkezd hatarérték is van: 12,35 ng/ml (34,3 nmol/l), ennél a
hatarértéknél a szenzitivitas alacsonyabb, 90%, de a specificitas kiemelkedden magas,
98,3%.

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

szenzitivitas 96,7%, specificitas 92,3%

2. Hiperkortizolizmus szovetspecifikus miRNS- mintazatanak analizise

Mindhéarom kisérleti modellben 265 miRNS expresszidjat vizsgaltuk. A harom kisérletben
Osszesen 19 eltérden expresszalodd miRNS-t azonositottunk, ezek koziil csak egy kozos volt:
a miR-95-3p, amely a Cushing-szindromas betegek mellékveséjében és a HeLa sejtekben is

feliilexpresszalodott a megfeleld kontrollokhoz képest.




A megvaltozott expresszioju miRNS-ekhez kapcsoloddan, ttvonal-elemzé szoftver
segitségével meghataroztuk az altaluk érintett jelatviteli Utvonalakat. Az eltérést mutatd
jelatviteli utvonalak szama és milyensége a harom kisérletben jelentés kiillonbségeket
mutatott, mindazonaltal a jelatviteli utvonalak koziil 15 volt k6z6s mindharom kisérletben; ez

az dsszes, eltérést mutatd tvonalak 19,5%-at teszi ki (1. dbra).

A Eltéréen kifejez6d6é miRNS-ek
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1. abra: A harom kiilonb6z6 kisérletben az eltéréen expresszalodo miRNS-ek szama és

az altaluk befolyasolt jelatviteli utvonalak



3. Génexpresszios profil meghatarozasa és génexpresszios Gjraelemzés

A GC-termelé ¢és GC-tulsuly altal befolyasolt célszervek, illetve szdvettipusok teljes
transzkriptdma-valtozasaira vonatkoz6 adatok (82 kontrollminta és 57 GC-tulsulynak kitett
minta) Ujraclemzése soran a megvaltozott gének szamat (vizsgalt szovettipustol fliggden)
1125 és 6809 kozottinek talaltuk. A gliikokortikoidoknak viszonylag kevés hatasa volt a GC-
termeld mellékveseszovetre (a gének minddssze 4-8%-anak expresszidja valtozott meg), ezzel
szemben a célszervekben a hatas sokkal erdteljesebbnek mutatkozott (a gének 10-20%-aban
szignifikans eltérés igazolodott). A GC-hatasra eltéréen expresszalodo gének kapcsan
génkészlet-dusulasi vizsgalatokat végeztiink, ezek soran a Wnt-tutvonal szignifikans eltéréseit

tapasztaltuk minden szovettipus esetén (2. tablazat).

2. tablazat: A glukokortikoid-tilsily hatasara a Wnt-ttvonalon eltéréen expresszalodo
gének aranya és az ehhez kapcsolodo érintett bioldgiai folyamatok szama. *: a Wnt-
utvonal eltéréen expresszaldodd génjei/ a Wnt-utvonal Osszes tagja (151 gén), a KEGG
génkészlet szerint (hsa04310); **: a szignifikans gének szamat illetden ebben a csoportban
megengedtiik a p=0.05 vagdértéket annak érdekében, hogy ndveljik a génszamot, mivel a
génkészletdusulasi elemzéshez a p<0.05 esetében a 7 gén kevésnek bizonyult), K/D: kontroll,

illetve dexametazonnal kezelt
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csontszovet biopszia CS
betegektdl mitét eldtt, illetve 3 1258 14/151 312 4
honappal miitét utan

human oszteoblaszt sejtek K/D 5343 52/151 1573 11
human oszteoblaszt-szerli

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

human szinovialis fibroblasztok

%k 3k
K/D 10 8/151 880 41




human abdominalis szubkutan

zsirsejtek K/D 4276 37/151 2644 16

human abdominalis omentalis

zsirsejtek K/D 3787 32/151 2422 6

huméan epidermalis

keratinocitak K/D 1125 13/151 1753 7

7 hetes, fajtiszta German
Landrace malac hippokampusz 2403 34/151 1913 10
szovete K/D

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

4. Szovetspecifikus target-predikcio GC-termel6 mellékveseszovetekben
A kortizol-termel6 mellékveseszdvetekben szovetspecifikus target-predikcios elemzést
végeztiink. Kivalasztottuk a Wnt-utvonal azon elemeit, amelyek megfeleltek az alabbi

feltételeknek:

e expresszidjuk negativan korrelalt a target miRNS-ekkel
e atarget predikcids algoritmusok soran is kivalasztasra kertiltek
Ezzel a megkozelitéssel négy olyan gént azonositottunk, amelyeket nagy valosziniiséggel a

GC-tulsuly hatasara eltéréen expresszaloddo miRNSek szabalyoznak (3. tablazat).

3. tablazat: A glukokortikoid-tulsuly hatasara kérosan Kifejez6dé miRNS-ek altal

szabalyozott gének

miRNS | Gén jele Gén neve logFC p-érték GSE14922

Probe ID

miR-375 |SFRp4 |Secreted frizzled 1 3979 |0.0077694 | A 23 P215328
related protein 4

miR-576 | APC Adenomatous -2.1794 [0.0278861 |A 23 P70213
polyposis coli

miR-576 | NFAT5 |Nuclearfactorof |y o597 |0.0343637 | A 23 P359647
activated T-cells 5

miR-375 |CTBp2 |C-terminalbinding | 9465 {0.037437 |A 23 P63897
protein 2

10




5. KOVETKEZTETESEK

1. Az altalunk fejlesztett LC-MS/MS moddszerrel kis mennyiségii kortizol ¢és kortizon
egyidejlileg kimutathat6 gyakorlatilag barmilyen biologiai folyadékbol.

2. Nagyszamu biologiai mintan tortént 6sszehasonlité mérések azt bizonyitottak, hogy a rutin
eljarasban hasznalt immunoassay (megfelelé dontési hatarértékek megvalasztasa mellett)
ugyanolyan magas hatékonysagu (¢éjszakai nyalmintdk mérése esetén) a Cushing-szindroma

diagnozisdban, mint az LC-MS/MS modszer.

3. Kortizol-tulstilynak kitett mellékvesekéreg-szoveten, valamint két kiilonb6zd sejtvonalon
(HeLa ¢és H295R) végzett kisérleteink soran 19 eltéréen expresszaloddo miRNS-t

azonositottunk.

4. Mindossze egy olyan miRNS volt, a hsa-miR-95-3p, amely két kisérletben kozos volt (a
mellékvesekéreg-szovetekben és a HelLa sejtekben). Ennek ellenére, a miRNS-ek altal
befolyasolt jelatviteli titvonalak 19,5%-a (15 utvonal) k6zds volt. A k6zos Gtvonalak koziil az

egyik legjelentdsebb mértékben befolyasolt a Wnt/B-catenin utvonal volt.

5. A szakirodalomban fellelhetd, a GC-tulsily hatasara kiilonbozd szdvetekben torténd
génexpresszids 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 eltérd expressziot.

6. A GC-hatasnak kitett célszovetek génkészlet-dusulasi elemzései a Wnt-ttvonal jelentds

valtozasait igazoltdk minden egyes vizsgalt szovettipusban.

7. Target-predikcios elemzések soran négy olyan, a Wnt-itvonalhoz tartozd gént
azonositottunk, amelyet nagy valoszinliséggel a GC-tilsuly hatasdra a mellékvesekéreg-
szovetben eltéréen expresszalddd miRNS-ek szabdlyoznak: SFRP4 és CTBP2 (a miR-375
szabalyzasa alatt) és az APC és NFATS (a miR-576 szabalyzasa alatt).
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