A szukcinat dehidrogenaz enzim szerepe
phaeochromocytomak és paragangliomak
kialakulasaban

Doktori tézisek

Lendvai Nikoletta Katalin

Semmelweis Egyetem
Klinikai orvostudoméanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezeto: Dr. Patocs Attila, Ph.D., MSc.

Hivatalos biralok: Dr. Bokor Attila, Ph.D.
Dr. Berenténé Bene Judit Ph.D.

Szigorlati bizottsag elnoke: Dr. Buzas Edit, DSc.

Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. No6ra Hosszufalusi, Ph.D.
Dr. Roénai Zsolt, Ph.D.

Budapest
2016



1. BEVEZETES

1.1. Szukcinét dehidrogenaz

Az 1930-as években Szent-Gyorgyi Albert fedezte fel a szukcinat dehidrogendz (SDH)
enzimet, amely mind a citromsav ciklusban, mind az oxitadtiv foszforilacidban fontos
szerepet tolt be. Az SDH katalizalja a mitokondrialis méatrixban a szukcinat fumaratta
torténd oxidalasat és szerepet jatszik az elektronok szallitisdban proton gradiens

kialakitasa nélkil.

1.1.1. A szukcindt dehidrogendz mitkodése

A Krebs-kor kémiai reakcidok sorozatabol épiil fel, melyek a sejt energiatermeléséban
vesznek részt. A citromsav ciklus minden l1épése a mitokondrialis matrixban jatszodik
le, szénhidratokat, zsirokat, amindsavakat és fehérjéket hasznal, hogy az acetil koenzim
A-t (acetil CoA) oxidalja. Az acetil CoA {6 forrasa glikolizis, de szarmazhat zsirsavak
oxidalasabol is. A citromsav ciklus kozti termékei mds bioszintetikus utak
szubsztratjaként hasznosulnak.

A citromsav ciklus végén négy molekula ATP, tiz molekula NADH, és két molekula
FADH,; keletkezik. A NADH és FADH, altal szallitott elektronok azutan atkeriilnek a
molekularis oxigénre az oxidativ foszforilaci6 segitségével.

A szukcinat dehidrogendz a citromsav ciklus 7. 1épését katalizélja, melyben a szukcinat
fumarétta valo oxidalaséra és egyben az ubikinon ubikinolla val6 redukalasara keriil sor.
A redukcié soran elektronok adénak at a FAD-FADH,I-ra

A szukcinat dehidrogenaz vagy Il-es komplex az oxidativ foszforilicioban (OXPHOS)
vagy elektron transzport lancban is szerepet jatszik, amely a sejtek f6 energiaforrasaként
szolgal. A OXPHOS a mitokondriumok bels6 membréinjaban zajlik és négy komplexbdl
épil fel; I, II, IIT és IV komplex. Az 6todik komplex az ATP-szintaz, mely a proton
gradiens felhasznél4dsaval 32-34 ATP molekuldkat szintetizal. Az elektronok aramléasa a
NADH-r6l és FADH,-r61 a fehérje komplexeken keresztil a mitokondrium
intermembran térébe torténd protonpumpéldssal tarsitott, amely transzmembran

potencialt hozza létre. Ezt haszndlja fel az ATP szintaz az energia (ATP) nyeréséhez.



Ezzel ellentétben a II-es komplex protonok gradienshez val6é hozzijarulas nélkiil adja at

az elektronokat az ubikinonra.

1.1.2. A szukcindt dehidrogendz felépitése

SDH enzim egy hidrofil feji végbdl (benytlik a méatrixba) és egy hidroféb faroki vébol
(a mitokondrium bels6 membranjdhoz rogziil és egy rovid szegmenssel az
intermembran térbe nyul be) épiil fel. A hidrofil feji véget az SDHA (flavoprotein) és
SDHB (vas kén fehérje) alegységek alkotjak, mely igy lesz a katalitikus centrum. Itt
talalhatoak FAD kofaktor és szukcinat kotOhelye. Harom ugynevezett vas-kén klaszter
taldlhatd még az SDHB alegységben, melyek segitik az elektron atszallitisat az
ubikinonra.

A hidroféb farkot az SDHC és az SDHD alegységek alkotjak. Az enzim ezen
alegységekkel kapcsolddik membranhoz. Hat transzmembran hélixbdl épiil fel, amely

egy hem b csoportot €s ubikinon-kotéhelyet tartalmaz.

1.1.3. Az SDH alegységeket kodolo gének kromoszomdlis elhelyezkedése

Az SDH vagy II komplex négy alegységének génjei a nukleéaris genomban kddoltak.
SDHA gén az 5-0s kromoszéma p karjanak 15-0s lokuszén, az SDHB gén az 1-es
kromoszéma p karjdnak 36-os lokuszan talalhaté. SDHC gén kédolja az 1-es
kromoszéma q karjanak 23-as lokuszan helyezkedik el. SDHD és SDHAF?2 gének a 11-
es kromoszéma q karjanak 23.1-es illetve 13-as lokuszdn vannak koédolva.
Ezen gének genetikai muticidi familiaris paraganglioma szindroméaval, gyermekkori T-

sejt akut leukémiaval és gasztrikus stromélis tumorokkal tarsithatok.



1.2. Phaeochromocytéoma és paraganglioma

1.2.1. Definicio és anatomia elhelyezkedés

A phaeochromocytomak (PHEO) ritk katekolamin termeld daganatok, melyek a
mellékvesében talalhaté kromaffin sejtekbdl indulnak ki. Kromaffin sejtek talalhatok
még a szimpatikus ganglionokban. A szimpatikus paragangliomak (PGL) altaldban az
alsé mediasztinumban, a hasban és a medence tajékon (példaul az aorta kemoreceptorai
€s a Zuckerkandl-szerv) helyezkednek el és hormont termelnek. Ezzel szemben, a
paraszimpatikus paragangliomak jellegzetes elhelyezkedése: koponya alap, a nyak és a
fels6 mediastinum (példaul carotis test).

A legtobb esetben a daganat korai felismerése és eltivolitisa jelenti az egyetlen
gydgymodot. Azonban a klinikai tiinetek nem jellegzetesek és mdas betegségeket

utanozhatnak, megnehezitve ezzel a diagndzist.

1.2.2. Genetikai hattér, tarsult orokletes szindroma

A phaeochromocytomak és paraganglioméik foként sporadikus daganatok, korabban az
0sszes Orokletes szindromaval tarsitott tumorok koriilbeliil 10%-at tették ki, beleértve a
multiplex endokrin neoplazia 2. tipusat (MEN2), von Hippel-Lindau szindrémat (VHL)
és neurofibromatézis 1-es tipusat (NF1). Kis szazaléka a PHEO/PGL-nak volt
megfigyelhetd a Carney-tridszban, Carney-Stratakis szindromaban és még ritkabban
MEN 1-es tipusban.

Az elmult évtizedben szamos dj gén (SDHx, TMEM 127, MAX, KIFIB, FH, EGLNI)
keriilt felfedezésre, melyek szerepet jatszanak a phaeochromocytoméik és
paragangliomak kialakulasaban, ezzel novelve 30-35%-ra az orokletes PHEO/PGL-ak

elofordulasat.



2. CELKITUZESEK

PhD képzésem alatt célul tiztem ki, hogy Osszefoglaljam az SDHx szerepét

PHEO/PGL-ak patogenezisében. Céljaim kozott szerepelt:

* meghatdrozni az SDHx, SDHAF2, MAX és TMEMI127 gének eloforduldsdt a
magyar ldtszolag sporadikus PHEO/PGL betegek korében
leirni az elsé magyar SDHD génmutdciot hordozo beteg részletes fenotipus
jellemzoit

* osszefoglalni és leirni genotipus-fenotipus osszefiiggéiet

* U] mutdciokat azonositani a hazai PHEO/PGL betegek korében

* meghatdrozzam az SDHx polimorfizmus eloforduldsdt a sporadikus MTC,
sporadikus PHEQO betegek, egészségesek és a RET mutdciot hordozok kozott?

o ¢értékeljem az SDHx gén polimorfizmusok szerepét az klinikai tiinetek
alakuldsdra RET mutdciot hordozo betegeknél

*  megmérjem Krebs ciklus két metabolitidnak, a szukcindt és a fumardt, szintjeit,
PHEO/PGLbetegek tumor szoveteiben és humdn plazma mintdkban

* meghatdrozni a szukcindt-fumardt ardny értékét az egér phaeochromocytoma
(MPC) és egér tumor szovet (MTT) sejtekben

* ellendrizni, hogy ez a kiilonbség inditvdanyozhatja-e a szukcindt-fumardt

mérésének klinikai diagnozisba valo bevezetését



3. MODSZEREK

3.1. Csirasejtes mutaciok eléfordulasa a magyar phaeochromocytomas és/vagy

paragangliomas betegekben

3.1.1. Beteganyag

A beteganyag a Semmelweis Egyetem, Orvostudoméanyi Kar, II. Belgyogyaszati
Klinik4jan 1998 és 2014 kozott diagnosztizalt és nyomon kovetett, 129 PHEO/PGL-val
diagnosztizalt beteg koziil keriilt bevonasra, hogy kivalaszthassuk, mely betegek
alkalmasak teljes genetikai sziirésre. Klinikai és laboratériumi adatait adatbazisunkban
megtaldlhatoak. A genetikai sziirés elott minden beteg genetikai tandcsadisban
részesiilt, és irasos beleegyezését adta a vizsgalatokba.

92 beteg esetében a klinikai diagndzist a sebészileg eltavolitott daganat szovettani
vizsgalata igazolta. A RET és VHL gének muticié analizise 4 RET mutaciét és 4
csirasejtes VHL muticiot hordozd beteget azonositott. Két esetben a jellegzetes
fenotipus jellemzdk neurofibromat6zis 1-es tipusat jelezték. Ezeket a betegeket kizartuk
vizsgéilatunkbdl és az SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, MAX és TMEMI27 gének

mutici6 analizise 82 esetben valdsult meg.

3.1.2. Genetikai vizsgdlatok

A RET, VHL, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, MAX és TMEMI127 gének genetikai
vizsgalata kétiranyd Sanger szekvendlds segitségével tortént. A betegek periférids
vérébol gyari kit segitségével DNS-t vontunk ki. Az SDHB, SDHC és SDHD gének

nagy delécio analizisét multiplex ligacids proba amplifikacidval végeztiik.

3.2. Az SDHD gén G128 polimorfizmusanak genotipust befolyasolé hatasa MEN2A

szindrémas betegeknél

3.2.1. Betegek
A vizsgalatban a beteg és csaladdtagjaik, akik {irdsos beleegyezésiiket adtak a
Semmelweis Egyetem, Orvostudoményi Kar, II. Belgyogyaszati Klinik4jardl keriiltek

ki. A betegek teljes klinikai kivizsgalasa mellett laboratoriumi vizsgalatokra, bazélis



kalcitonin, parathormon, a vizelet katekolamin metabolit, és képalkotd vizsgalatokra,
beleértve nyaki ultrahang, mellkasi és hasi CT (CT), és az egész test

metaiodobenzylguanidin szcintigrafia (MIBG), keriilt sor.

3.2.1.1. MEN2 szindrémas betegek

Genetikai centrumunkban a RET proto-onkogén csirasejtes mutaciodit 77 betegben
azonositottuk, akik 21 rokoni kapcsolat nélkiili MEN2 szindromés csalad tagjai. 55
MEN2A (atlagéletkor a diagnézis idején: 33,4 £ 17 év; tartoméany: 7-76 év), harom
MEN?2B (4tlagéletkor a diagnozis idején: 15.6%5 év; tartomany: 10-20 év) és 19 FMTC
(4tlagéletkor a diagnoézis idején: 23.7+16.8 év; tartomény: 2-57 év).

A PHEO és MTC meglétét mutéti dton eltavolitott daganatok szovettani vizsgalata
erOsitette meg. A RET gén csirasejtes muticidit hordozé betegeknél a pajzsmirigy teljes
eltavolitasat végeztiik el és a tiinetmentes csoport minden tagjanak fel lett ajanlva a

lehetOség.

3.2.1.2. Sporadikus MTC betegek

47 rokoni kapcsolat nélkiili beteget vizsgaltunk, szovettanilag igazolt MTC-vel. 15 férfi
(életkor, atlag = SD, 44,7 + 13,3; tartomény: 28-82 év) és 32 nd (életkor, atlag + SD,
47,7 £ 12,3; tartomany: 23-76 év).

3.2.1.3. Sporadikus phaeochromocytémas betegek

48 rokoni kapcsolat nélkiili beteget vizsgaltunk, akiknél a szOvettan igazolta a
sporadikus adrenalis phaeochromocytéma jelenlétét. 16 férfi beteg (életkor, atlag = SD,
36 + 14; tartomany: 13-66 év) és 32 no (életkor, atlag + S.D, 42 + 14; tartomany: 19-64
év). A RET gén 10-14 exonjanak és a teljes VHL, SDHB és SDHD gének mutécid
analizise nem mutatott betegségokozd mutaciot. 7 beteget kizartunk a vizsgalatbol, mert
igazolddott a VHL (6t beteg), SDHB (egy beteg), vagy SDHD (egy beteg) gén
mutécidja. Ot sporadikus phaeochromocytémis beteg esetben betegséget okozé RET
muticié keriilt felismerésre és ezért a vizsgilatba a RET mutaciét hordoz6 csoportba
keriiltek. Az Osszes betegeknél MTC-t diagnosztizaltdk, emelkedett szérum kalcitonin
vagy posztoperativ szovettani vizsgalattal. Genetikai tandcsadast és a genetikai szlirést

minden elsé foku rokonnak felajanlottak.



3.2.2. Mutdcié analizis

A betegek periférias vérébol gyari kit segitségével DNS-t vontunk ki. A RET proto-
onkogén mutaciokat direkt szekvenalassal mutattuk ki. A VHL, SDHB, és SDHD gének
muticié analizise latszolag sporadikus PHEO-ban direkt szekvenalassal tortént, és a
VHL, SDHB, SDHC, és SDHD gének nagy delécio elemzést multiplex ligicids proba

amplifikacidval végeztiik.

3.2.3. Az SDHD gén G128 polimorfizmusdnak vizsgdlata restrikcios fragmens hossz
polimorfizmussal

A guanin (G) adenin (A) nukleotid csere, amely megfelel a G12S polimorfizmusnak, a
Banl restrikciés enzim hasitasi helyének felel meg. Ennek kimutatasara restrikcios
fragmens hossz polimorfizmust (RFLP) alkalmaztunk. A pozitiv eredményt mutatd

mintakat direkt DNS-szekvenalassal ellenOriztik.

3.3. Az SDHx mutaciék biokémiai kovetkezményei, a szukcinat fumarat arany

SDHB/D mutaciohoz tarsult paragangliomakban

3.3.1. Anyagok

PHEO/PGL szoveti mintdkat a National Institutes of Health-ben (NIH) gyljtottiink, a
Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development
(NICHD) vizsgalobizottsdga altal jovahagyott 00-CH-0093 szdmu klinikai protokoll
alapjan. A szovetmintdkat folyékony nitrogénben fagyasztottuk réviddel a daganat
mitéti eltavolitasa utan. Minden betegnél megtortént PHEO/PGL-ra hajlamosité gének
genetikai vizsgalata, az SDHAF?2 és neurofibromat6zis 1 (NF1) gének kivételével; az
utobbi diagnozisa klinikumon alapult/fiiggvénye.

Négy csoportba soroltuk a daganatmintakat: SDHB (10 PGL), SDHD (5 PGL), latsz6lag
sporadikus (6 PHEO, 4 PGL), és NFI (2 PHEO). NF1gén mutaci6hoz tarsult PHEO-at
azért vontuk be a vizsgalatba, mert az in vitro kisérletekben hasznalt egér PHEO (MPC)
és egér tumor szovet (MTT) genetikai hattere. MTT sejtekrdl ismert, hogy sokkal



agresszivebb, mint MPC sejtek és agresszivitasuk hasonlé az SDHB-hez tarsult PHEO-

hoz.

3.3.2. Az SDHB gén csendesitése MPC és MTT sejtekben

Az MPC és MTT sejtek korai passzazsait, sejteket transzdukéltuk lentivirussal, mely
vagy mSDHB ellen irdnyul6 shRNS részecskéket vagy kontroll shRNS részecskéket
hordoztak. MPC és MTT sejtek SDHB gén csendesités mértékének becslésére Western

blot analizist végeztiink.

3.3.3. Metabolikus vizsgdlatok

A szukcinat és fumarat meghatirozasara iranyuld eljarasokat roviden ismertetjiilk. A
szerves savakat, mint a tercier butil dimetil-szilil éter szirmazék form4jaban analizaltuk
gazkromatografias-tomegspektrometridt (GC-MS) alkalmaztunk elektron impakt
modban és 13C-vel jelolt belsd standardokat hasznéltuk az egyes mintdk mennyiségi
meghatidrozasdhoz. A mintdkat perklérsavas kivonassal készitettik eld. PCA-val
semlegesitett kivonatokhoz 13C-vel jelolt belsé standardokat adtunk. A mintdk

vizsgélatat Agilent 5973 quadrupole GC-MS-en (Agilent) végeztiik.



4. EREDMENYEK

4.1. Csirasejtes mutaciok eléfordulasa a magyar phaeochromocytomas és/vagy

paragangliomas betegekben

Tizenegy betegnél azonositottunk mutaciot a PHEO/PGL-val tarsult gének egyikében.
Korabbi adatainkkal egybeolvasva, mely leirja a RET (n = 4) és VHL (n = 4) gének
sporadikus, nem szindrémas PHEO/PGL betegekben 21,1% (19 / 90, 11, 82 db, 4 RET
€s 4 VHL mutécié hordozdk) volt. Pozitiv prediktiv értékkel birt a kétoldali érintettség
és a tobbszoros daganat. A kétoldali daganatok eliiforduldsa szignifikdnsan magasabb
volt a mutacioét hordozoknal, mint a genetikailag negativ esetekben (8 11, 72,8% vs. 3
71, 2,1%; p <0,001).

Heterogén mutacié spektrumot figyelhetiink meg betegeink korében, a leggyakoribb
muticié az SDHB génben volt kimutathat6 (7 kiillonbozé mutacid, melybdl 4 1j), harom
betegnél TMEM 127 mutaciot (két dj), mig egy SDHD gén muticidét mutattunk Kki.
Minden uj SDHB gén mutaciot a TCA Mutation Database-hez és az uj TMEM127 gén
mutaciokat dbSNP Database-hez benyujtottuk. Az SDHC, SDHAF2 és MAX génekben

nem azonositottunk mutaciokat.

Genotipus-fenotipus osszefiiggések
A génetikailag pozitiv és negativ esetek fObb demografiai és klinikai adatainak
Osszehasonlitisa jelezte, hogy a genetikailag pozitiv betegek fiatalabbak, gyakrabban
rosszindulati a PHEO/PGL, és 72% - ban kétoldali vagy éattétes daganatok. A
daganatok rosszindulatisaga az SDHB gén muticiokat hordozé betegek korében volt a
legmagasabb (7-bdl 3 esetben). Két beteget 35 évesen attét képzddések kovetkeztében
vesztettiink el, ndluk a kovetkez6 SDHB: c758G> A -Cys253Tyr- és az uj SDHB:
c.586T> G -Cys196Gly- muticidkat igazoltuk. E betegeknél tobbszords csont- és a méj
attétek figyelhettiink meg. A harmadik esetben 1Uj SDHB: c728G> A Cys243Tyr
mutaciot azonositottuk, mely szintén rosszindulatdi PGL-val tarsult. A betegnél hasi

PGL-t és tobbszoros csontattéteket diagnosztizaltak.



Egy masik fontos megfigyelés az volt, hogy a SDHB —hez tarsult tumorok féleg hastiri
PGL-k voltak (7-bdl 6 esetben). Az egyik ) SDHB c607G> T Gly203Stop mutéciét
hordoz6 19 éves betegben phaeochromocytomat és vesesejtes karcindmat
diagnosztizaltak. A vesesejtes karcinoma szovettani képe jellegzetes az SDHB gén
mutacioban ilyenkor megfigyelhetd elvaltozasra (szolid szerkezet, citoplazma
zarvanyok és daganaton beliili hizdsejtek).

SDHB: c286 + 1G/A mutacioét, illetve SDHD c.147-148 insA kereteltol6dasos mutaciot
hordoz6 betegekben a fej-nyak PGL volt a jellemz6. Az SDHD mutécié esetében egy
intraabdominélis PGL-t is eltavolitottdk. A betegeknél 4-8 év utdn sem lattunk
malignitasra utal6 jeleket.

Harom betegnél mutattunk ki TMEM 127 mutaciot. Kettének PHEO volt (ebbdl egynek
bilateralis), mig a harmadik esetben PHEO és fej-nyaki PGL volt megfigyelhetd, a
betegnél uj mutaciot detektaltunk (TMEM127: c467T> A, - Leul55Stop). A daganatok
nem mutattak malignitast. A legfiatalabb TMEM 127 gén mutaciot hordozé beteg 22

éves volt.

4.2. Az SDHD gén G128 polimorfizmusanak genotipust befolyasolé hatasa MEN2A

szindrémas betegeknél

SDHx gének mutaciéi orokletes PHEO/PGL okoznak és PHEO része a MEN2
szindromanak feltételeztiik, hogy SDHx gének véltozatait genetikai modositd hatassal
birnak MEN2 szindroméban. Ennek kovetkeztében az 6sszes MEN2 betegiink mintajat
teszteltik SDHx mutaci6 irdnyaba. 55 MEN2A betegbdl nyolcnal (15,5%) tudtuk a
G12S varianst kimutatni, mig a MEN2B és FMTC csoportok nem volt jelen. A
sporadikus MTC és/vagy sporadikus PHEO betegek sem hordoztik ezt a varidns. Az
egészséges kontroll egyén (100 f6) korében csak egy ember hordozta a G12S varidnst
(prevalencia, 1%). Nem lattunk Osszefiiggést a SDHD gén GI12S polimorfizmusa és
RET mutéacié hordozok PHEO vagy mellékpajzsmirigy-tilmikodésének eléfordulasa
kozott, és a betegség korral Osszefiiggd megjelenése hasonlé volt G12S hordozok és
nem-hordozoknal (43 + 9 versus 40 = 3 év (probandok) és 29,6 + 19,3 vs. 32,5 + 20,5

év nem hordozd). RET mutéciét hordoz6 probandok kozott a SDHD gén G12S varidnst
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hordozok korében magasabb volt a szérum kalcitonin szint szemben a nem hordozdkkal
a (6864 = 11111 vs. 1250 £ 932 pg/ml), bar ez a kiilonbség nem volt szignifikans. A
RET mutéciét hordoz6 csaladtagok kozott, G12S hordozok és nem hordozdk esetében a

szérum kalcitonin szintek hasonl6ak voltak (436 + 876 vs. 393 + 556 pg/ml).

4.3. Az SDHx mutaciok biokémiai kovetkezményei, a szukcinat fumarat arany

SDHB/D mutaciohoz tarsult paragangliomakban

Jelen vizsgélatban 27 daganat mintat és SDHB gén csendesitett és kontroll MPC és
MTT sejteket hasznaltunk. A daganat mintdk 10 SDHB PGL-bdl, 5 SDHD PGL-bdl, 2
NF1 PHEO-bAI és 10 latszolag sporadikus PHEO/PGL-bdI tevodott 6ssze.

4.3.1. A daganat szovet szukcindt koncentrdcidja

Az SDHB-hez tarsult PGL-k 4tlag szukcinat koncentracigja 2,692 = 1,979 mmol/l, a
COV 0,71 volt, szemben a latszélag sporadikus PHEO/PGL csoport szukcinat
koncentraci6javal (0,219 = 0,066 mmol/l; COV 0,3; P = 0,0009). Egy SDHB-hez tarsult
PGL kiemelked6en magas szukcinét szintet mutatott a tobbi SDHB daganathoz képest
(7,916 mmol/l). Ez a minta szignificant outlier (P <0,05 a Z értéke 2,29). Az SDHD
csoport atlag szukcinit koncentracié 2.078 = 0,491 mmol/l (COV 0,24); ez az érték
magasabb (P <0,05), mint a latszélag sporadikus PHEO/PGL csoporté. Az NFI-hez
tarsult PHEO hasonl6 atlag szukcinat koncentracié mutatott (0,364 + 0,165 mmol/l;
COV a 0,454), mint latszolag sporadikus PHEO/PGL.

4.3.2. Fumardt koncentrdcio

SDHB-hez tarsult PGL atlag fumarat koncentracidja 0,015 = 0,007 mmol/l, a COV 0,46,
SDHD-hez tarsult PGL-¢é 0,046 = 0,029 mmol/l (COV 0,62), és latszolag sporadikus
PHEO/PGL 0,038 = 0,016 mmol/l (COV 0,43). A fumarat koncentricié szignifikdnsan
alacsonyabb volt az SDHB-hez tarsult PGL-ban 6sszehasonlitva SDHD-hez tarsult és a
latszolag sporadikus PHEO/PGL-nal (P = 0,005, P = 0,0008, sorrendben). Az NFI
PHEO csoport fumarat koncentraci6 atlagértéke 0,057 = 0,018 mmol/l (COV 0,324).

4.3.3. A szukcindt fumardt ardny értéke daganat szovetben
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Az atlag szukcinat-fumarat ardny magas volt SDHB- és SDHD-hez tarsult PGL-ban,
238,6 = 327,2 (COV 1,37), és 60,24 = 36,58 (COV 0,60), szemben a latszélagos
sporadikus PHEO/PGL 6,3 + 2,0 (COV 0,31) (p = 0,0376, P = 0,0003, sorrendben). Az
NF1 PHEO atlag szukcinat-fumaréat aranya 6,204 + 0,87 a COV 0,14.

4.3.4 A plazmamintdk szukcindt fumardt ardnya

A plazma atlagos szukcinit-fumarat aranyanak értéke enyhe emelkedést mutatott a
SDHB és SDHD csoportok (3,15 + 1,63 és 2,75 = 1,65), a latszélag sporadikus

csoporthoz képest (1,61 £0,61), de ez a kiillonbség nem volt szignifikans.

4.3.5. Az MPC MTT sejtek szukcindt-fumardt ardnya

A szukcinat-fumarat arany szignifikdnsan magasabb volt az SDHB gén csendesitett
MTT sejtekben, mint a kontroll MTT sejtekben; 7,53 vs 2,45 (P = 0,0115), mig az
enyhe emelkedés az SDHB gén csendesitett és kontroll MPC sejtekben, nem volt
szignifikans (1,62 VS 1,16, P = 0,164).
A sejttenyészet-feliiluszoit elemztik az SDHB gén csendesitett - €s kontroll MPC és
MTT-sejtekben, nem  volt  kiilonbség a  szukcinat-fumarat  ardnyban.

A mértéke SDHB gén csendesitése 62%-ot mutatott MPC, és 63%-ot MTT sejtekben.
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5. KOVETKEZTETESEK

A magyar latszolag sporadikus PHEO/PGL betegek klinikai, demografiai és genetikai
adatait foglaltam Ossze. Egy atfogé mutéacié analizis keretein beliill meghataroztam
betegségokoz6 mutacié el6fordulasit ebben a betegcsoportban. A leggyakoribb
mutaciokat a SDHB, TMEM 127, RET és VHL génekben detektaltunk. A magyar betegek
ezen heterogén genetikai héttere hat j mutaciéval hasonlé mas populidciokéhoz, ahol
nincs alapité mutacid jelen. A PHEO/PGL betegeknek felkinélt genetikai sziirésnek ki
kell terjednie valamennyi eddig azonositott génre, de hasiiri PGL, kiilonosen malignitas
esetén, az elsé vizsgidland6 gén az SDHB legyen. Az uj genotipus-fenotipus
Osszefiiggések hozzajarulhatnak diagnosztikus médszerek javitisahoz és segithetnek a

PHEO/PGL betegek klinikai kovetésében.

Még mindig jelentds az Osszes gén vizsgilati koltsége és a vele jard laboratériumi
munkat, de fenotipus orientdlt irdnyzatok lehetdvé teszik, hogy felallitsunk egy
sorrendet a tesztelni kivant gének kozott. Természetesen negativ eredmény utan a tobbi
gént is meg kell vizsgélni. A leghatékonyabb munka eléréséhez optimélis lenne, hogy
kizarjunk néhény szindromahoz tarsult gént a nyilvanval6 fenotipus jellemzoi alapjan
(példaul az NFI1-gén ritkan vizsgalt, mert tipikus megjelenése), és a tobbi gént
egyidejiileg lehetne vizsgalni. A KIFIB, EGLNI1, FH, IDH2 és MDH?2 gének sziirése is
kivanna az 1j generacids szekvenalasi mddszereket. Betegségokozo, csirasejtes muticidt
hordoz6 betegek és hozzatartozoik klinikai kovetése nagy kihivasok elé allit minket.
Erintett csalaidok els foku tagjainal a genetikai tandcsadast és genetikai szlirést fel kell

ajanlani.

SDHx gének betegséget okozd muticioi mellett taldltam egy szignifikinsan magasabb
eléfordulasi SDHD gén polimorfizmust (G12S) csirasejtes RET muticié hordozd,
MEN2A szindrémdas betegekben. A G12S varidns magas prevalencidja ezekben a
betegekben tdmogatja a genetikai modositd szerepét, azonban a G12S hordozék és nem
hordozok klinikai tiinetei kozott szignifikans kiilonbséget nem tudtunk kimutatni. Ez a

késObbiekben még tisztazasra var.
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Els6 alkalommal sikeriilt bemutatni, hogy a szukcinit-fumarit ardny, mint egy uj
anyagcsere marker, felhasznilhaté lehetne SDHB/D-hez tarsult PGL jelenlétének
kimutatasara. A szukcinat felhalmozodésa gétolja a prolil hidroxilaz enzimet és ennek
kovetkeztében a hipoxia-inducible factor o (HIF1- 2- a) lebomlasat. HIF1-, 2-a
stabilizcidja hatassal van a daganatképzddést eldsegitd génekre és a felgyorsult aerob
glikolizisli daganat kialakulasaban. A szakirodalom és részben az eredményeim alapjan,
egy nagy prospektiv klinikai vizsgalat (tobb SDHx PHEO/PGL) segitségével lehetséges
lenne meghatarozni a szukcinat-fumarat arany diagnosztikus értékét. Tovabba, a kezdeti
eredményeink megerdsitését kovetden, feltételezhetjiik, hogy a daganaton beliili és taldn
a plazma szukcinat-fumarat arany véaltozésai a sériilt SDH fehérje potencialis terapids

lehetdségek alapjaul szolgalhat.

14



6. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

6.1. A disszertaciohoz kapcsolodé kozlemények

Lendvai N, Szab6 I, Butz H, Bekd G, Horanyi J, Tarjanyi M, Alfoldi S, Szabé I, Racz
K, Patécs A. (2009) SDHD génmuticidhoz tarsult extraadrenalis phaeochromocytoma.

Orvosi Hetilap. 150:645-649.

Lendvai N, T6th M, Valkusz Zs, Bekd G, Sziics N, Csajbok E, Igaz P, Kriszt B,
Kovécs B, Racz K, Patocs A. (2012) Over-representation of the G12S polymorphism of
the SDHD gene in patients with MEN2A syndrome. Clinics. 67:85-89.

Lendvai NK, Pawlosky R, Bullova P, Eisenhofer G, Patocs A, Veech RL, Pacak K.
(2014) Succinate-to-Fumarate Ratio as a New Metabolic Marker to Detect the Presence
of SDHB/D-related Paraganglioma: Initial Experimental and Ex Vivo Findings.
Endocrinology. 155:27-32.

Patécs A, Lendvai NK, Butz H, Liko I, Sapi Y, Szucs N, Toth G, Grolmusz VK, Igaz

P, Toth M, Racz K. (2016) Novel SDHB and TMEM127 Mutations in Patients with
Pheochromocytoma/Paraganglioma Syndrome. Pathol. Oncol. Res. 22:673-679.

15



6.2. A disszertaciotol fiiggetlen kozlemények

Fliedner SM, Kaludercic N, Jiang XS, Hansikova H, Hajkova Z, Sladkova J,
Limpuangthip A, Backlund PS, Wesley R, Martiniova L, Jochmanova I, Lendvai NK,
Breza J, Yergey AL, Paolocci N, Tischler AS, Zeman J, Porter FD, Lehnert H, Pacak K.
(2012) Warburg effect's manifestation in aggressive pheochromocytomas and

paragangliomas: insights from a mouse cell model applied to human tumor tissue. PLoS

One. 7:€¢40949.

Fliedner SM, Engel T, Lendvai NK, Shankavaram U, Nolting S, Wesley R, Elkahloun
AG, Ungefroren H, Oldoerp A, Lampert G, Lehnert H, Timmers H, Pacak K. (2014)
Anti-cancer potential of MAPK pathway inhibition in paragangliomas-effect of

different statins on mouse pheochromocytoma cells. PLoS One. 9:€97712.

Schovanek J, Bullova P, Tayem Y, Giubellino A, Wesley R, Lendvai N, Nolting S,
Kopacek J, Frysak Z, Pommier Y, Kummar S, Pacak K. (2014) Inhibitory Effect of the
Noncamptothecin Topoisomerase I Inhibitor LMP-400 on Female Mice Models and
Human Pheochromocytoma Cells. Endocrinology. 156:4094-4104.

16



