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1. Bevezetés

1.1. A neuroendokrin daganatok

A neuroendokrin daganatok (NET) a szervezet endokrin sejtjeibol szarmazo, biologiailag
heterogén daganatok. A leggyakrabban érintett szervek: az agyalapi mirigy, a thymus, a
mellékvesevel, valamint a diffaz neuroendokrin rendszer sejtjei (pl. tido,
hasnyalmirigy, gasztrointesztinalis traktus, a paraganglionok ¢€s a pajzsmirigy C-sejtjei)
[1]. Molekularis hatteriikre jellemz6, hogy mas, szolid daganattipusokkal 6sszehasonlitva

kevesebb genetikai rendellenesség (mutacio és kromoszomalis aberracid) igazolhat6 [2].

A differenciacioé és proliferativ index alapjan két csoportjuk kiilonithet6 el, amelyek a
prognozist is jol jelzik: 1.) jol differencialt, lassan ndvekvé neuroendokrin tumorok és 2.)
rosszul differencialt, magas gradust, klinikailag agressziv neuroendokrin carcinomak
(NEC) [3]. Az utobbi évek genomikai vizsgalatainak koszonhetéen megismertiik a NET-
ek kialakulasaban legfontosabb genetikai Gtvonalakat. {gy vilagossa valt az is, hogy a
magas gradust neuroendokrin carcinomadk kiilon tumorbiologiai entitast képeznek, és

nem a jol differencialt neuroendokrin tumorokbdl alakulnak ki [3].

20%-uk orokletes daganatszindromahoz tarsul, mint pl. a multiplex endokrin neoplasia
1-es, 2A és 2B tipusai, a Von-Hippel-Lindau szindroma, a neurofibromatosis 1-es, a
phaeochromocytoma/paraganglioma szindromak. Az esetek zome azonban sporadikus
megjelenési. Az ordkletes szindromakban érintett gének mutaciol (pl. MEN1, NF1,
TSC1-2, CDKN1B) sporadikus esetekben, szomatikus mutacioként is megtalalhatok és

felelosek a daganatok kialakulasaért [1].

A neuroendokrin tumorok patogenezisében leirt gének a chromatin remodellingben, a
telomerhossz fenntartdsdban, a DNS hibajavitasban, a sejtproliferacioban vesznek részt
[1,4]. A leggyakoribb, pancreas kiindulasi NET-ekben harom f6 utvonalat: az mTOR
utvonal altal szabalyozott sejtproliferacidban, metabolizmusban szerepet jatszo gének
mutaciéit (PTEN, TSC2, PIK3CA); a chromatin stabilizaciot és telomert szabalyozo
DAXX/ATRX mutéciokat; és a komplex biologiai funkcioju, a DNS hibajavitasban, a
sejtproliferacioban szerepet jatszo MEN1 gén mutacioit [5] irtak le. A p53-at kodolo TP53
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¢s aretinoblastoma-1-et kodold RB1 gének mutacidi a rosszul differencialt neuroendokrin

carcinomak legnagyobb részének patogeneziséért felelnek [3].

A neuroendokrin daganatokban megfigyelt alacsony mutacios rata alapjan felvetddik,
hogy mas mechanizmusok, példaul epigenetikai valtozasok jarulnak hozza a NET-ek
kialakuldsdhoz és progresszidjahoz. A NET-ek esetén széles korben vizsgélt hiszton
metilacionak terapias jelent6sége is lehet a jovOben, bar az eddig rendelkezésre allo in

vivo adatok a varttol jelentésen elmaradtak [1].

1.2. Az 6r6kl6dé multiplex endokrin neoplasia 1 (MEN1) szindréma

A MENI ritka daganatszindroma, prevalenciaja 1-10/100.000 f6 [6,7]. Harom f£6
manifesztacioja a mellékpajzsmirigy talmtkodés, a  gastroenteropancreaticus
neuroendokrin daganatok (GEP-NET), valamint az agyalapi mirigy adenoma [8]. Az
endokrin daganatok penetrancidja az életkorral nd, azonban jelentds wvariabilitas
figyelhetd meg a fenotipusban [9,10]. A MENI1 diagnoézisa 3 esetben allithato fel: ha a
harom manifesztaciobol legalabb kettd fennall (klinikai MEN1 szindréma) ugyanabban a
betegben; ha egy klinikailag MENT1 szindrémas beteg egyenesagi rokonaban egy MEN1-
asszocialt daganat alakul ki; vagy ha csirasejtes MEN1 mutaciot talaltunk egy egyénben,

aki lehet akar tiinetmentes is [11].

1.2.1. A MEN1 szindroma klinikai manifesztacioi

1.2.1.1. Primer hyperparathyreosis (PHPT)

A leggyakoribb manifesztacid a mellékpajzsmirigy joindulata tulmiikodésével jard
primer hyperparathyreosis (PHPT). A sporadikus esetekkel ellentétben MENI
szindromaban tobbnyire fiatal felndttkorban jelentkezik, a betegek 90%-aban 20 és 25
éves kor kozott; a betegség penetrancidja 50 éves korra csaknem 100%. A MENI1
szindroma részeként jellemzden tobb mellékpajzsmirigy is érintett. Gyakran tiinetmentes,

ezért nem keriil felismerésre. Tobbnyire mellékleletként észlelt hyperkalcémia hivja fel
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ra a figyelmet; okozhat polydipsziat, polyuriat, obstipaciot, a csontok asvanyianyag-
tartalmanak csokkenését, ritkabban vesekdvességet, peptikus fekélyeket okoz [12]. Bar a
sporadikus PHPT-hez képest a MENI-asszocialt formaban tébbnyire biokémiailag
enyhébb betegséget talalunk (alacsonyabb szérum kalcium és PTH szintek), a csont
asvanyianyag tartalma alacsonyabb MENI szindrémaban, ami hosszabb
betegségfennallasra utal [13,14]. A MEN1-asszocialt PHPT betegek 50%-aban kialakul

osteoporosis 35 éves korra, amely fokozott torési rizikohoz vezet [15].

A PHPT definitiv terapiaja sebészi. A MEN1-asszocialt PHPT latszolag sikeres szubtotal
parathyroidectomia utan is gyakran recidiv. A multiglandularis érintettség és gyakori
kigjulas miatt a jelenleg érvényes szakmai iranyelv [11,16] szubtotalis vagy totalis
parathyroidectomiat javasol kétoldali nyaki feltarassal, totalis parathyroidectomia esetén
az egyik mellékpajzsmirigy autotranszplantaciojaval. Emellett profilaktikus
thymectomiat is javasolnak, az esetleges ektopias mellékpajzsmirigyek eltavolitasara és
a thymus neuroendokrin carcinoma megelézésére [12]. Ugyanakkor egy 2019-ben
publikalt tanulmanyban 89 beteg vizsgalataval azt taldltdk, hogy a fenti miitéti
technikakat kovetd gyakori szovddményes hypoparathyreosissal szemben elegendd csak
az ¢érintett mellékpajzsmirigy eltavolitasa. Ezek biztonsaggal lokalizalhatok 99mTc-MIBI
(technetium-99m sestamibi) SPECT szcintigrafiaval, és az intraoperativ parathormon
(PTH) szint monitorozasa is a miitét sikerességét segiti el6. Igy reoperacio sziikségessége
esetén is kevesebb szovodménnyel kell szamolni [17]. Vitatott kérdés a miitét idépontja,
kiilonosen tiinetmentes fiatalokban. Koran elvégzett miitéttel csokkentjiik az osteoporosis
és a veseszovodmények kialakuldsdnak esélyét; masok viszont a miitét késleltetését
preferaljak, amivel elkeriilhetd a tobbszords miitét. Tiinetet okozo hyperparathyreosis
illetve tiinetmentes esetben sulyos hyperkalcémia, csont- vagy veseérintettség esetén

indokolt a miitét [16].

1.2.1.2. Hypophysis adenoma (PA)

Az agyalapi mirigy adenomadinak penetrancidgja MEN1 szindromaban kb. 30-50%. Nem
¢s ¢letkor szerinti megoszlasuk, tipusaik hasonloak MENI1 szindromaban, mint

sporadikus esetekben [18]: gyakrabban alakul ki n6kben; atlagosan 38 éves korban [19].
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Nagyobb résziik hormontermeld; leggyakrabban prolaktint (PRL) (60%-ban), ritkabban
novekedési hormont (GH) (25%), adrenocorticotrop hormont (ACTH) (5%) termelnek
[20], a fennmarad6 esetek hormonalisan inaktiv adenomak. A sporadikus adenomakhoz
képest gyakran termelnek egyidejiileg tobb hormont (az esetek 39%-aban),
leggyakrabban prolaktint és ACTH-t [19]. A MEN1-asszocialt hypophysis adenomak
nagyobbak, aggresszivebbek, és kevésbé reagalnak a sporadikus esetekben alkalmazott
terapiakra. Az esetek 85%-ban 1 cm-nél nagyobb macroadenomak alakulnak ki, amelyek
a kornyezetet is infiltralhatjak, és a kezelés ellenére perzisztal a hormonhyperszekrécio
az esetek akar 45%-aban [21-23]. Prospektiv vizsgalatok igazoltak, hogy biokémiai
valtozasok 10 évvel megeldzhetik a klinikai manifesztaciokat, ezért pozitiv csaladi
anamnézis vagy genetikai vizsgalattal igazolt MEN1 mutéacio hordozasa esetén évente

PRL ¢és IGF-1 meghatarozas valamint 3 évente sella MRI vizsgalat javasolt [24].

1.2.1.3. Gastroenteropancreaticus neuroendokrin tumorok (GEP-NET)

A MEN1-hez tarsulo GEP-NET-ek a sporadikus GEP-NET-ekhez képest kb. 10 évvel
korabban jelentkeznek, gyakran multiplex formaban [25]. Penetranciaja igen magas,
kiilonb6z6 forrasok alapjan elérheti a 80-100%-0t [26-28]. Az utdbbi évek vizsgalatai azt
mutatjak, hogy a funckionalisan aktiv GEP-NET-ek gyakran vezetnek a MEN1
diagnézisahoz [26]. Egy 1403 MEN1-mutaciot hordozé beteget magaban foglald
adatbazis alapjan 60 éves korra a betegek kb. 66%-aban kialakul [7,29], tulnyomod
tobbségben a pancreasban. Napjainkra a diagnosztikus eszkoztar gazdagodasaval a nem-
funkcionalé GEP-NET lett a leggyakoribb altipus; ugyanakkor a klinikailag detektalhato
daganat mellett patologiai mintakban az esetek 95%-aban mikroszkopikus tumorokat is
talaltak a pancreasban (microadenomatosis) [30]. Egy egyénben eléfordulhat egyidoben

hormonalisan aktiv és nem-funkcionald NET is.

A funkciondlisan aktiv GEP-NET daganatok koziil MENT1 szindrémaban leggyakoribb a
gastrinoma (a GEP-NET-ek 21-70%-a) [15]. Az Osszes gastrinomas beteg 20%-a
csirasejtes MEN1 mutaciot hordoz. A hypergasztrinémia megndvekedett gyomorsav
szekréciot €s recidiv peptikus fekélyeket okoz, amelyet Zollinger-Ellison szindromanak

neveziink [11]. A MEN1-asszocialt gastrinomak gyakran malignusak, és akar 50%-ban

10
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nyirokcsomo- és majattétet adhatnak mar a felfedezésiik el6tt [21]. Nemrég felvet6dott a
lehetdsége annak, hogy a protonpumpa-inhibitor (PPI) kezelés okozta szekunder
hypergasztrinémia talajan neuroendokrin tumorok kialakulasanak rizikdja novekedett
[31]. A protonpumpagatlok elterjedését megelézéen a peptikus fekélyek
szovodményeként kialakult vérzés, gyomorperforacié okoztak leggyakrabban halalozést
MENI1 szindromaban. Az aktualis ajanlas alapjan [11] minden gastrinomas beteg esetén

indokolt a MEN1 gén genetikai vizsgalata.

Az insulinomak okozta Whipple-tridd az esetek 10%-adban a MENI1 szindroma elsd
manifesztacioja. Tobbnyire szoliter benignus 1éziok, gyakran 1 cm-nél nagyobbak [21].
A glucagonomék és VIP-omak ritkdk; elébbi esetek gyakran aszimptomatikusak, mig a
VIP thltermelés vizes hasmenést okoz [11]. Nemrég megjelent két, nagy esetszamu és
hosszl utankovetéses vizsgalatban igazoltak, hogy a 2 cm-nél kisebb nem funkcionald
pancreas NET-ek (pNET) ritkan malignusak és kevésbé metasztatizalnak, ezért a primer
miitét helyett ajanlott ezen betegek utankovetése [32,33]. Annak ellenére, hogy a
sporadikus NET-ekhez képest a MEN1-asszocialt GEP-NET-ek lassabban novekednek
[33], tovabbra is a GEP-NET-ek malignus potencialja a vezetd halalok MENI1
szindromaban [15,27]; a nem funkcionalo pNET-ek 10 éves tulélése 23-62% [34]. A
MEN1-asszocialt GEP-NET-ek kezelése is kevésbé sikeres a sporadikus daganatokhoz
képest. A gastrinomak gyakran multiplexek, ezért sebészi kezelésiik is nehezebb: kb.
15%-ban sikertiil a mitéttel "disease-free”, azaz tumormentes allapotot elérni, szemben a
sporadikus esetekben talal 45%-kal [21]. Az insulinomas esetek akar 50%-aban
eléfordulhat okkult metasztatikus betegség, mig a sporadikus eseteknek csupan 10%-a
malignus [21]. A sporadikus daganatokhoz képest kedvezobb talélés a lassu novekedés

mellett a MEN1 csaladokban torténd korai szlirésnek és diagnozisnak is koszonhet6 [35].

1.2.2. Ma3s ritka manifesztaciok

Ritkabban kialakulhat MEN1 szindromaban bronchialis vagy thymus neuroendokrin
tumor, altalaban felndttkorban. A thymus NET-ek rendkiviil agresszivek, jelentdsen
magas morbiditdst okoznak; a MENI-hez kapcsolodd haldlozas 19%-aért felelnek
[11,16]. Mindkét tumorra jellemzd, hogy a betegek gyakran aszimptomatikusak. A
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thymus NET-ek 25%-aban csirasejtes MEN1 mutaci6 talalhato, ezért sporadikus thymus
neuroendokrin tumor esetén MEN1 szindromara gondolni kell [16]. Eléfordult néhany,
parathyroidectomidval tarsult profilaktikus thymectomiat kovetden kialakult thymus
NET eset az irodalomban, ezért fontos az eltavolitast kovetden is kontroll képalkoto
vizsgalatok végzése [16]. A Dbronchialis NET-ek néhany kivételtdl eltekintve jol
differencialt NET-ek; prognozisuk is kedvezd [36,37]. A mellékvese térfoglalasok
gyakorisdga MENI1 szindrémaban valtozo, 20-73% lehet. Ezek tobbnyire benignus, nem
hormontermeld mellékvesekéreg adenomak. Gyakran alakulnak ki bérmanifesztaciok:
angiofibromak (64%) és kollagenomak (62%), ritkabban lipomak (17-34%) [16].
Fiiggetlen MEN1 kohorszokban gyakoribbnak taldltdk az emldérdkot MEN1 mutaciot
hordozokban, ezek fiatalabb életkorban alakultak ki, mint az atlag populacioban [38]. Az
Osszefiiggést megerdsitette az a megfigyelés, hogy emld carcinoma sejtekben a menin
kolokalizalt az 6sztrogén receptor a-val (ERa), igy a menin feltehetéen regulalja az ERa-

t a daganatképzodésben [39].

1.2.3. A MENI1 szindroma etiologidja, oroklodése

1997-ben pozicionalis klonozassal azonositottak a 11q13 régidban talalhato, kb. 9000
bazisparbol allo, 10 exont tartalmazo, MEN1 gént [40]. A 610 aminosavbol allo,
els6sorban a sejtmagban taldlhaté fehérje terméke a menin a transzkripcid
szabalyozasaban, a genom stabilitdsaban, a sejtosztodasban €s proliferacidban vesz részt
[41,42]. A menin fehérje nuklearis lokalizacidés szekvenciai (NLS) a C-terminalis
régioban talalhatok, ezek teremtenek kozvetlen kapcsolatot a DNS-sel [21].
Egérmodellben a MEN1 mindkét alléljanak csirasejtes delécioja in utero halalt okoz, mig
csak az egyik allél delécioja az emberben megfigyelt tumorok kialakuldsdhoz vezet

egerekben [43].

A familiaris MEN1 esetek 70-90%-4ban csirasejtes heterozigdta mutacio talalhatd; a
sporadikus MEN1 esetek kis részében de novo mutacid alakul ki. A csirasejtes mutaciod
kovetkeztében kialakult heterozigota allapot egy 1jabb, szomatikus mutacid
kovetkeztében megsziinik (LOH — loss of heterozigosity), a menin fehérje nem

expresszalodik. A mutaciok tilnyomo tobbsége inaktivaldo mutacid. Ezek alapjan a menin
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tumor szuppresszor funkcidjinak tartjuk [41]. MEN1-asszocialt Zollinger-Ellison
szindromaban ugyanakkor azt talaltak, hogy a multifokalis gastrinomak evolicidja
kiilonbozoképpen zajlik: a méasodik allél inaktivacioja a betegeknek csak kevesebb mint
50%-aban tortént meg; €s ugyanabban a betegben egyes gocokban csak a 11q13 régiot,
masokban a teljes kromoszomat érinté LOH mellett eléfordult a LOH hianya is [44]. A
masodik, szomatikus allél inaktivaciojaban szerepet jatszhatnak epigenetikai tényezok is,
mint pl. a Luzi és munkatarsai altal kzolt miR-24-1, amely a meninnek negativ feedback
rendszert alkot [45]. Egy késébbi kozleményiikben Osszefiiggést talaltak harom miRNS
(miR-4258, miR-1301, miR-664) és a menin expressziodja (LOH vs. nem-LOH szovetek)
kozott mellékpajzsmirigy szovetben, igy ezeknek jelentdsége lehet a mellékpajzsmirigy
daganatképzodésben [46] A sporadikus GEP-NET-ek jelentds részében szomatikus
MEN1 mutéciot taldltak, ezekben az esetekben a MEN1 mindkét alléljanak inaktivacioja
szomatikus szinten torténik [41] (lasd 1.1.1.3 fejezet). Kevés kozlemény jelent meg

azonban miRNS-ek jelentéségérol MEN1 szindromaban [47].

Napjainkig tobb, mint 1200 csirasejtes MEN1 mutaciot kozoltek. Ezek a teljes kodold
régioban elszortan talalhatok, un. hot-spot régidot nem azonositottak [41]. Két
kozleményben 0sszegytijtottek és elemeztek az 1997-2007 ¢€s 2007-2015 kozott publikalt
mutaciokat [48,49]. Nagyobb résziik a fehérje szerkezetének valtozasat okozza: 42%-uk
frameshift, 14% nonsense, 10,5% splice régidt érintdé mutaciod, ritkan nagy deléciok
fordulnak eld; azonban a missense (25,5%) €s in-frame (5,5%) mutaciok is lehetnek
patogének [41,48]. Bar esettanulmanyok és kis esetszamu vizsgalatok szerint a menin
fehérje szerkezetét jelentdsen befolyasold frameshift és nonsense mutaciok agresszivebb
betegséglefolyassal jarnak, a MEN2 szindromaval ellentétben MEN1-ben mindezidaig
nem talaltak egyértelmii genotipus-fenotipus dsszefliggést [21]. A mutacio tipusa alapjan
tehat nem kovetkeztethetiink a manifesztaciok kialakulasanak valoszintiségére, idejére, a

betegség progresszidjara [16].

Emellett jelentds kiilonbségeket figyeltek meg ugyanazon mutaciot hordozo csalddtagok
klinikai manifesztacioi kozott is [50]. Ennek okaként felmeriiltek epigenetikai tényezok

mellett a meninnel interakcioban 1évo fehérjék is [21,47,51,52].

A MENL1 gén genetikai vizsgalata a jelenleg érvényes iranyelvek alapjan a kovetkezo

esetekben indokolt:
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e 2 vagy tobb MEN1-asszocidlt daganat az index betegben

e aszimptomatikus index betegben, akinek elséfoku csaladtagja MEN1 mutaciot
hordoz

e MEN1 mutaciét hordozo, 6rokl6d6 MENI1 szindroma tiineteit mutaté beteg
elséfoku csaladtagjaban

e olyan betegekben, akiknél MENI1 klinikai gyanuja vagy atipusos MENI1 &ll fenn:

O

mellékpajzsmirigy adenoma 30 éves életkor alatt

o tobb mirigyet érintdé mellékpajzsmirigy adenoma

o gastrinoma

o multiplex pancreas NET barmilyen életkorban

o két vagy tobb MEN1-asszocialt daganat, amelyek nem részei a klasszikus

tridsznak (PHPT, pancreas NET vagy hypophysis adenoma)

A szakirodalomban publikalt MENT1 esetek koziil eléfordult nagyon korai, 5-10 éves
¢letkorban jelentkezd betegségmanifesztacio, ezért igazolt MEN1 mutaciot hordozo
csaladtag esetén javasolt mar 5 éves életkorban a genetikai vizsgalatot elvégezni
[11,41,53]. Egy néhany évvel ezel6tti Osszefoglalod felhivta a figyelmet arra, hogy a
diagnozis késése rontja a betegség kimenetelét [54]. Az olasz MEN1 kohorszban az
atlagos életkor index betegekben az els6 MEN1 manifesztaciokor 41,6 év volt, mig a
MENI1 diagnoézisakor 55,1 év; tehat az elsd tiinethez képest tobb, mint 10 évet késett a
diagnoézis. Ennek egyik oka a MEN1 bizonyos manifesztacidinak (PHPT, hypophysis
adenoma) gyakori el6fordulédsa az atlag populacioban, valamint a MEN1 szindroma és a
genetikai vizsgalati indikaciok ismeretének hianya [54]. Gyakran késik a csaladtagok
felismerése is: a holland MEN1 kohorszban az index beteg €és a csaladtagok genetikai
tesztelése kozott atlagosan 3,5 év telt el; nem egy esetben alakult ki ez id0 alatt

metasztatikus neuroendokrin tumor [55].

Manoharan és munkatarsai ugyanakkor nemrég kétségbe vontak a tiinetmentes egyének
rutin szlrésének hasznat, tapasztalatuk szerint ugyanis a sulyos MEN1 manifesztaciok
ritkan alakulnak ki 16 évesnél fiatalabb egyénekben; ezen okbdl a tiinetmentes esetek
genetikai vizsgalatanak idopontjat 16 éves kor el6tt nem javasoltak [56]. A mindennapi
klinikai gyakorlatban a kérdés jelentoségét jelzi a betegségtudat okozta szorongas €s a

rosszabb életminéség MEN1 betegekben [54].
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A MEN1 gén mutdcidanalizise soran a kodold és a splice régiok Sanger szekvenalasat
végezziik el eldszor. Amennyiben itt nem taldlunk mutédciot, gy a nagy deléciok

kimutatasara multiplex ligacios probaamplifikaciot (MLPA) alkalmazunk [11,41].

Igazolt MEN1 mutacio esetén az adott egyénben magas a rizik6 a MENI-asszocialt
tumorok kialakulasara, ezért rendszeres sziirévizsgalatokat ajanlott végezni ezek
detektalasara [11]. Bizonyitottak, hogy a MEN1 betegek intenziv utankovetése és sziirése
csokkenti a morbiditast és javitja a talélést [7,57]. A MENI1 diagndzisanak késése az

egyénre nézve potencialisan karos lehet a novekvé morbiditas miatt [55].

PHPT sziirésére évente javasolt a plazma kalcium és PTH szint meghatarozasa. GEP-
NET igazolasara évente sziikséges a gastrointestinalis hormonok meghatdrozésa: gastrin,
glucagon, vasoaktiv intestinalis peptid (VIP), pancreaticus polypeptid, chromogranin A
¢s insulin mérése. A képalkotd vizsgalatok elérhetdésége nem mindenhol adott, igy nem
is sziiletett konszenzus ezt illetéen. Javasolt évente a pancreas ¢és a duodenum
vizualizalasa MRI, CT vagy endoszkopos ultrahang vizsgalattal. A hypophysis adenomak
szlirése a klinikai megitéléstdl is fligg. Javasolt évente plazma prolaktin ¢és IGF-1
meghatarozas, valamint 3-5 évente sella MRI elvégzése. Koros eredmények esetén
tovabbi vizsgélatok sziikségesek. Thymus és bronchopulmondlis NET sziirésére 1-2
évente mellkasi CT vagy MRI vizsgalat javasolt. Mellékvese daganatok sziirésére
elegendd 3 évente hasi CT vagy MRI vizsgalat; térfoglald folyamat esetén a malignitas
kizarasa €s a daganat utankovetése szlikséges. A hormonalis aktivitds megitélése klinikai
tiinetek esetén javasolt [11]. Egy friss ajanlas szerint a szlirvizsgalatokat elegendd 16
éves korban elkezdeni, ekkor is legféképp a morbiditds és mortalitds szempontjabol
legjelentdsebb manifesztacio, a GEP-NET-ek kizardsa miatt. Tiinetek esetén

természetesen barmilyen életkorban indokolt a kivizsgalas [58].

1.2.4. A fenokopia jelensége

A Klinikailag MEN1 szindromas esetek 10-30%-aban nem talalunk csirasejtes mutaciot a
MEN1 génben. El6fordulhatnak mutaciok a promoter vagy UTR (nem atir6do régio,

untranslated region) régioban, azonban erre irodalmi adatok nincsenek [48]. A MEN1
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mutaciét nem hordozo, klinikailag MEN1 szindromas betegek esetét fenokopianak
nevezzilk. Fenokopiat okozhatnak mds gének mutacidi kovetkeztében kialakult

szindromak.

A sejtciklus egyik regulatorat, a ciklin-dependens kinaz inhibitor p27 fehérjét kodolo gén
(CDKN1B) mutacidja felelés a MEN4 szindroma kialakulasaért [41,59]. A p27
fiziologiasan a sejtciklus progresszidjat gatolja, a ciklin-dependens Kkinazok gatlasan
keresztiil. A mutaciok a fehérje cellularis lokalizacidjat, stabilitasat vagy a célfehérjékhez
valoé kotodését befolyasoljak. Bar egy allél elvesztése gyakran eléfordul kiilonbozo
daganatokban (leukémiaban, lymphomaban, emlérakban, vékonybél NET-ekben), a
masik allél ritkdn mutaloédik vagy veszik el LOH kovetkeztében (haploinsufficientia);
ezért a CDKNI1B nem klasszikus tumor szuppresszor gén [59]. Ismert, hogy a menin
transzkripcionalisan regulélja a CDKN1B gént epigenetikai iton. MEN1 mutacid esetén
a p27 expresszidja is csokkent, ezaltal befolyasolhatja a MEN1 patomechanizmusat [59].
Mindeddig kevesebb, mint 50 esetet publikaltak [60]. Az eddig kozolt esetek kis
szazalékaban duodenopancreaticus neuroendokrin daganat is eléfordul. Az esetek 80%-
aban kialakul PHPT, amely a MEN1-hez képest késdbbi életkorban alakul ki. Hypophysis
adenoma a masodik leggyakoribb manifesztacié (kb. 40%), azonban ritkabban alakult ki

GEP-NET [59].

Csaladon beliil gyakori eléfordulastt hypophysis adenoméat (familial isolated pituitary
adenomas, FIPA) okoz az aryl hydrocarbon receptor-interacting protein (AIP) 6r6kl16d6
mutacidja [11,54]. Egy tovabbi neuroendokrin daganat kialakulasa — példaul az
egyébként is gyakori PHPT — ezekben a betegekben elegendd a MENI1 szindroma
kritériumainak teljesiiléséhez. A parafibromint kodolé CDC73 mutacidi a
hyperparathyreosis-allkapocs-tumor szindromat (HPT-JT) okozzak, ebben az esetben a
hyperparathyreosisért gyakran az egyébként nagyon ritka mellékpajzsmirigy carcinoma
felelds. A kalcium-szenzor receptor (CaSR) génjének mutacioi familiaris benignus

hypocalciurias hypercalcaemiahoz vezetnek (FBHH) [11,61].

A fenokopiak tobbsége negativ csaladi anamnézisii eset. Egy hosszu utankovetési idejd,
mutécid-pozitiv és -negativ betegeket dsszehasonlitd vizsgalat alapjan a mutacido-negativ
esetek enyhe klinikai lefolyasuak, és a varhato élettartamuk a normal populacioéhoz

hasonlé volt [7]. A leggyakoribb, mutacido-negativ  MEN1 fenotipus a hypophysis
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adenoma és mellékpajzsmirigy adenoma tarsulasa [7]. Mindkét daganattipus gyakori
endokrin betegség. A PHPT prevalenciaja nagy esetszamu tanulmanyok alapjan 2-5/1000
fére becsiilhet6 [62]; mig a hypophysis adenomaké 1/1000 6 [63]. Egy csaladon beliil,
egyenesagi rokonokban mellékpajzsmirigy és agyalapi mirigy adenomak el6fordulasa
lehet koincidencia kovetkezménye. Klein és munkatarsai 32 ilyen csaladbol csak 8-ban
(25%) azonositottak MEN1 mutaciét. Ugyanakkor egy egyénen beliill mindkét daganat
eléfordulasanak valoszinlisége joval kisebb. Az elébb emlitett vizsgalatban példaul
egyetlen ilyen beteg sem hordozott MEN1 mutaciot [64]; mig mas vizsgalatokban nagyon
alacsony aranyban voltak jelen [65]. Sporadikus daganatok koincidenciajara jellemzo,
hogy a daganatok szignifikansan késobbi életkorban alakulnak ki €s enyhe lefolyasuak;
valamint a MENU1-asszocialt PHPT-vel szemben, amelyben nagyon gyakori tobb
mellékpajzsmirigy érintettsége, sporadikus esetekben a PHPT egy mirigyet érint
[7,54,65]. Nem lehet teljességgel kizarni, hogy egy klinikailag MEN1 szindromas, MEN1
mutaciét nem hordozd beteg mas génben eddig nem ismert mutaciot hordoz, amely
esetleg tovabbi neuroendokrin tumor kialakulasdhoz vezethet. A mutaciot hordozo
betegek korai életkorban kezddd6 és gyakori sziirése sziikséges, amelynek stlyos anyagi,
pszichés ¢és ¢életmindségbeli vonzata van; ugyanakkor a mutacio-negativ eseteket
biztonsaggal emittalhatjuk. Fontos tehat azoknak a betegeknek az azonositasa, akiket
tovabb kell vizsgalnunk; ehhez a részletes csaladi anamnézis felvétele elengedhetetlen

[41,54].

1.3. Sporadikus neuroendokrin neoplasiak

1.3.1. A MEN1-asszocialt neuroendokrin neoplasidk sporadikus eléfordulasa

1.3.1.1. Sporadikus PHPT

A PHPT az egyik leggyakoribb endokrin betegség, incidencigja 0,4-82/100.000 6 koriil
van [62]. 80%-ban solitaer mellékpajzsmirigy adenoma okozza, 10-15%-ban mind a négy

mirigyet érintd hyperplasia all fenn, 5%-ban tobb mirigyben alakul ki adenoma, igen
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ritkan (<1%-ban) mellékpajzsmirigy carcinomat talalnak [66]. Az életkor elérehaladtaval
eléfordulasa is egyre gyakoribb, a sporadikus PHPT esetek 50%-a postmenopausalis nd.
Az esetek 95%-a sporadikus [67], ritkabban 6roklédé szindromakhoz tarsult, mint a

dolgozat elején részletezett MEN1 szindréma.

A sporadikus PHPT kialakuldsanak oka eddig nem ismert. Az utobbi évek eredményei
alapjan a MEN1 gén szomatikus mutécioja a leggyakoribb driver mutacié sporadikus
PHPT szovetmintakban [67-69]. A cyclin D1-et kddolo6 CCND1 gén overexpresszioja
mellékpajzsmirigy adenomak tobbnyire benignus természete mellett szol a teljes exom

szekvenalassal ezekben a daganatokban talalt alacsony mutacios rata [67].

Mellékpajzsmirigy carcinoma esetén gondolni kell a hyperparathyreosis — allkapocs

tumor szindromara, melyért a HRPT2 (CDC73) gén mutacidja felelés [67,70].

1.3.1.2. Sporadikus pancreas NET

A hasnyalmirigy endokrin szigeteibdl kiinduld neuroendokrin daganatok (pNET) ritkak,
incidencidjuk kb. 0,2-0,3/100.000 [71,72]. A pancreasban és a gastrointestinalis
traktusban legalabb 17 kiilonb6z6 neuroendokrin sejttipust talaltak [73], ezek kozil
néhany biologiailag aktiv peptideket valaszt ki. A pNET-ek kb. 30%-a képes
hormontermelésre: leggyakrabban insulin- vagy gastrintermel6 daganatok fordulnak el6;
a jellegzetes klinikai szindromakat eredményezé tumorokat funkciondlisan aktiv
daganatoknak nevezziik. A pNET-ek tobbsége nem funkcionald, azaz vagy nem termel
hormont, vagy a bioldgiailag aktiv peptid nem okoz klinikai tlineteket (pl. pancreaticus
polypeptid) [74-76]. A tiinetek hidnya és a megfelel6 biomarker hianya miatt a nem
funkcional6é daganatokat altalaban késobb ismerik fel [77]. A pNET betegek 60%-aban a
diagnozis idejében mar metasztatikus betegséget talalunk, ennek ellenére prognozisa a
pancreas adenocarcinomas betegekéhez képest kedvezobb [72], a 20 éves tulélés 51%
[78].

A gastroenteropancreaticus (GEP-NET) daganatok proliferacios rataja (Ki-67 indexszel

jellemzett paraméter) alapjan G1-G2-G3 fokozatokat kiilonboztetiink meg. A G1-G2
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neuroendokrin tumorok jol differencialtak, mig a G3 rosszul differencialt daganatokat
neuroendokrin  carcinomaknak nevezzik (NEC). Az utobbi években a G3
betegcsoportban elkiiloniilni latszott egy alcsoport: a magas, G3 gradusu, azonban jol
differencialt neuroendokrin neoplasmédkat G3 neuroendokrin tumornak (NET G3)
nevezzik; mig a G3 rosszul differencialt daganatokra hasznaljuk a NEC G3 elnevezést.
A két alcsoport jelentdsen kiilonbozik mind a patogenezis, mind a prognodzis, kezelésre
adott valasz szempontjabol [79]. A NEC G3 daganatok leggyakrabban a nyelGcsében,
gyomorban, pancreasban és a vastagbélben fordulnak eld; aggresszivebbek, kordbban
metasztatizalnak; a metasztatikus betegség atlagos tulélése kemoterapia mellett 11-12
honap [79,80]. A NET G3 daganatok a G3 csoport kb. 15-20%-at teszik ki, és tobbnyire
a pancreasban fordulnak el6 [81]. Elkiilonitésik a neuroendokrin carcinomaktol

differenciaci6 alapjan gyakran nem egyértelmi [82].

A pNET esetek tobbsége sporadikus, ritkabban orokletes szindromakhoz tarsul: a mar
korabban részletezett MENI1 szindroman kiviil el6fordulhat von Hippel-Lindau
szindromaban (VHL), neurofibromatosis 1-es tipusaban (NF1), sclerosis tuberosaban
(TSC) [28]. Magas ateresztoképességli vizsgalatokkal sikeriilt azonositani néhany
chromatin remodellingben részt vevé (MEN1, DAXX, ATRX) illetve tumor szuppresszor
génekben (PTEN, TSC2) talalhatok meg [83]. A harom leggyakoribb utvonal: a MEN1
gén szomatikus inaktivacioja felelds az esetek 44%-aért; a DAXX (death-domain
associated protein) és ATRX (alpha thalassaemia/mental retardation syndrome X-linked)
gének 43%-ban; az mTOR jelatviteli Gitvonal tagjai (PTEN, TSC2, PIK3CA) pedig 14%-
ban érintettek [5]. Ezek a mutaciok a jol differencialt NET-ekben fordulnak eld. Az
irodalmi adatok alapjan a rosszul differencialt, kiilon klinikai entitasként kezelt NEC-ek
evolucioja is kiillonbozik: gyakori microsatellita instabilitas (MSI) mellett a TP53, KRAS,
APC ¢és RB gének mutacioit talaljuk [5,85,86]. Egy nemrégiben megjelent, nagy
esetszamot feldolgozd kozlemény szerint a klinikailag sporadikus pNET-ek kozott a
vartnal gyakrabban deriil ki, hogy valdjaban csirasejtes mutaciok okozzdk; ezek koziil
tobb a DNS repairben részt vevo fehérjéket kodolod génekben (MUTYH, CHEK2, BRCA2)
talalhato [87].
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1.3.2. Phaeochromocytoma/paraganglioma

A phaeochromocytomak €s a paragangliomak (PPGL) chromaffin sejtekbdl szarmazo
ritka neuroendokrin tumorok. Kiindulhatnak a mellékvesevelébdl (phaeochromocytoma,
PCC) ¢és az idegrendszer paravertebralis ganglionjaibol (paraganglioma, PGL).
Termelhetnek katecholaminokat: az adrendlis phaeochromocytomak legfoképp
adrenalint (adrenergek); az extraadrenalis paragangliomak noradrenalint szecernalnak
(noradrenergek). A fej-nyak régidban kialakuld6 PGL-k jellemzéen nem
hormontermeléek, ezaltal tiinetet sem okoznak, ami miatt felismerésiikk nehéz [88].
Leggyakrabban 30-50 éves kor kozott jelentkeznek, az 6roklodé formak esetén ennél
fiatalabb ¢letkorban. A katecholaminok paroxysmalis vagy tartés hypertoniat,
elsapadassal, fejfajassal, izzadassal, palpitatioval, nyugtalansaggal jaré rosszulléteket,
orthostaticus hypotoniat okoznak [89]. Ritkan katecholamin-krizist is okozhatnak: sulyos

hypertenzio, keringési elégtelenség és sokk alakulhat ki tobbszervi elégtelenséggel [90].

A PPGL esetek 40%-aban autoszomalis dominansan 6rokl6dé csirasejtes mutacio felelds
a daganat kialakulasaért; jelenleg 18 hajlamosit6 gén ismert (pl. TMEM127, MAX, KIF1b,
PHD2) [91]. Néhany esetben daganatszindroma részeként manifesztalodnak, pl.
neurofibromatosis 1-es tipusban (NF1 mutacié), MEN2 szindroémaban (RET mutacio),
von Hippel-Lindau szindromaban (VHL mutacid), vagy az Ordkletes paraganglioma
szindromakban (SDH mutaciok). Tovabbi 30-40%-ban szomatikus mutacié igazolhato
[92]. Tobbnyire joindulati daganatok (10 éves talélésik 96% koriili); kb. 25%-ban
malignusak. Rosszindulati phaeochromocytoma akkor allapithaté meg, ha a daganat nem
chromaffin szovetbe tor vagy attétet ad. Semmilyen, a malignitast eldrejelzé klinikai,
molekularis, hisztopatologiai vagy biokémiai tényezé nem ismert. Egyes esetekben a
diagnozist kovetd 50 évvel is kialakulhat attét; ugyanakkor tobb mint 40 éven keresztiil

stabil metasztatikus betegséget is megfigyeltek mar [93].

Morbiditasanak ¢és mortalitdsanak jelent0s részét a hormonszekrécid kovetkeztében
kialakulo6 kardiovaszkularis események adjak. Diagnosztikdjanak alapvetd része a 24 Oras
gyljtott vizeletb6l mért kateholamin lebomlasi termékeknek, a metanephrineknek a

Kimutatasa. A phacochromocytomak kezelése elsésorban sebészi (adrenalectomia), az
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orokletes esetekben a mellékvesekéreg megtartasaval végzett tumoreltdvolitds javasolt
[90].

1.4. Chromogranin A jelentésége a neuroendokrin tumorok diagnosztikajaban

A graninok polypeptid prohormonok, a neuroendokrin sejtek dense core szekréciods
granulumainak 6 Osszetevdi, amelyek a szekrécios granulumok képzését és miikodését
befolyasoljak [77,94]. A chromogranin A-bdl (CgA) konvertazok hatasara tobb bioaktiv
peptid képzddik, kiillonbozé bioldgiai funkcidkkal, melyekre tobb in vitro kisérletes

bizonyiték van, az in vivo endokrin funkcidjuk azonban nem tisztazott [77].

A CgA egyes sejttipusokra specifikus hormonokkal és bioaktiv peptidekkel (mint pl. az
insulin, glucagon, gastrin, serotonin) egyiitt szecernalédik a neuroendokrin sejtekbdl,
valamint katecholaminokkal egylitt a mellékveseveld sejtjeib6l és a szimpatikus
neuronokbol [77]. Normal tartomanya szérumban és plazmaban a meghatarozas
modszerétdl fiigg, de altalanossagban a fels6 hatarértéket 2-3-szor meghalado értéket

tekintik korosnak [77].

Az elmult években megjelent nagyszamu kozlemény tapasztalatai megkérddjelezik a
CgA hatékonysagat a neuroendokrin daganatok diagnosztikdjaban, utankovetésében,
prognosztikajaban. Ezeket megel6zéen a CgA-t szenzitiv, de nem specifikus
biomarkerként hasznaltuk a neuroendokrin daganatok esetén. Majdnem az Gsszes tipusu
neuroendokrin eredetli daganatra jellemz6 az emelkedett keringd CgA szint [77,95],
azonban a tumor tipusatdl fiiggden szenzitivitdsa 47-100% kozott valtozik (100%
gastrinomaban, 89% phacochromocytomaban, 69% nem-funkcionaldé pNET-ben)
[77,96,97]. Mas onkoldgiai és nem-onkologiai tényezdk is befolyasoljak a CgA szérum
szintjét, ezaltal csokkentik a specificitasat. Ezek koz¢ tartozik a veseelégtelenség, nem-
endokrin daganatok (pl. prostata, emld, thymus, uterus, colon), kardiovaszkularis
betegségek, gyulladasos bélbetegségek, kronikus gastritis valamint protonpuma-gatlo
kezelés [96,98]. Korabbi kézlemények — koztiikk az egyik munkacsoportunk kutatasa —
kimutattak, hogy rovid- és hosszatava PPI vagy mas savcsokkentd kezelés szignifikansan

noveli a CgA szintjét a vérben, ezaltal csokkentve annak klinikai hasznossagat
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neuroendokrin daganatok Kkivizsgalasaban [99,100]. Mas, jobb biomarker hianyaban a

CgA az egyetlen, rutinszertien mért keringé marker neuroendokrin daganatokban.

A CgA alacsony szenzitivitasa, specificitasa, pozitiv és negativ prediktiv értéke miatt nem
allja meg a helyét biomarkerként. Diagnosztikus (0. tipust) biomarkerként valo
hasznalatat elsdsorban alacsony specificitasa gatolja, hiszen emelkedett CgA-t taldlunk
mas, pl. gyulladasos betegségekben, veseelégtelenségben [101]. Lokalis NET
predikciojaban szenzitivitasa 43%, metasztazisok esetén is csak 57% [101]. Kis méretii
tumorok gyakran hyperszekréciot mutatnak, mig nagyobb méretii tumorokra alacsonyabb
elvalasztas jellemz6 [102]. Alacsony tumorterheléssel jard esetekben a CgA nem volt
megbizhatd jelzdje a terapids valasznak (1. tipusu biomarker). Tobb kézlemény szerint a
magasabb CgA szint dsszefliggést mutatott a rovidebb taléléssel (prognosztikus, 2. tipusu
biomarker), azonban ezen vizsgalati eredményeket még nem tamasztottak ald prospektiv
tanulmanyokkal [101]. Osszességében a CgA nem felel meg a nemzetkdzileg elfogadott

biomarker standardoknak [103].

Az eredmények Osszehasonlitasaban jelentds nehézséget okoz a kiilonb6zé assay-kK
hasznalata. Az eddig hasznalt két {6 mérdmodszeren kiviil — RIA (radioimmunoassay) és
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) — 4j, nem radioaktiv mérési metodus is
elérhetd [101]. Nincs egységesen elfogadott modszer a CgA mérésére, jelentGsen
kiilonbozik a mérdmodszerek diagnosztikus tartomanya, emellett ezek szenzitivitasa és
specificitasa is [101]. A CgA tovabbi hatranya, hogy elsésorban a tumorsejtes szekrécios
aktivitasarol ad informaciot. Ez azonban nem tiikr6zi megfelelden a daganatok biologiai
viselkedését, proliferacios és metabolikus aktivitasat [102]. Kevéssé differencialt NET-
ekben €s a neuroendokrin sejtek szekréciodjat is gatlo szomatosztatin analog kezelés alatt

gyakran alacsony CgA expressziot észleliink.

1.5. A mikroRNS-ek, mint biomarkerek

A daganatos betegségek kezelésében alapvetd fontossagli a daganat aktivitasanak
folyamatos kovetése, a kezelésre adott valasz monitorizaldsa. Ennek eddigi

legadekvatabb eszkozei a tumorbdl vett biopszidbdl szarmazo szoveti markerek. A

22



DOI:10.14753/SE.2023.2789

betegség szoros utdnkovetése (,,real-time”) azonban nem kivitelezheté gyakori invaziv
mintavételekkel. A daganatsejtbdl a keringésbe keriild szekrécios termékek dnmagukban
nem alkalmasak a tumorsejt aktivitasanak pontos meghatdrozasara, nem tiikrozik a
szamtalan bioldgiai folyamatot, amely a daganat progresszidjat okozza [102,104]. Az
alacsony szenzitivitasu ¢€s specificitdsu klasszikus tumormarkerek helyett a daganatok
A folyadék-biopszidnak (liquid biopsy) nevezett modszerrel nem invaziv médon keringd
tumorsejteket, tumorb6l szarmazd DNS-t, mMRNS-t, miRNS-t vizsgalnak vérbdl,
vizeletbdl és mas testnedvekbdl [104]. Multifaktorialis modon, azaz tobb marker egyideji
meghatarozasaval részletesebb informaciot kaphatunk a tumor bioldgiai viselkedésérol
[104]. Az utdbbi években korvonalazodott a torekvés a tumorsejtek molekularis
genomikai mechanizmusainak meghatarozasdra, a mutaciok detektilasa mellett a

transzkripcios profil, mRNS és jelatviteli utvonalak vizsgalatara [102].

A génexpressziohoz hasonléan a rovid, nem-kodold6 miRNS-ek expresszidja is sejt-
specifikus; szamos alapvetd biologiai folyamatot regulalnak, a génexpresszio
poszttranszkripciondlis szintjén, a mRNS atirasat csendesitve. Becslések szerint a kodolo
génszakaszok mintegy 60%-at regulaljak [105], ezaltal olyan esszencialis folyamatokat
is, mint a proliferacio, a differenciacio, jelatviteli utvonalak, apoptdzis [106-108].
Daganatos  sejtekben gyakran megvaltozik a miRNS-ek expresszidja. A
tumorigenezisben, a daganatos progresszidban, a metasztazis képzésben betoltott
szerepiikre utal a kiilonb6z6é jelatviteli utvonalakban részt vevd targetekkel valo
interakciojuk [109]. Teljes genom profilozas soran megallapitottak, hogy a miRNS
expresszidos mintazat Osszefligg a daganatok tipusaval, gradusaval és a klinikai
jellemzoivel, ezaltal alkalmasak lehetnek biomarkernek [104,110,111]. Daganatos
betegségek mellett neuroldgiai, kardiovaszkularis betegségekben, diabéteszben, viralis

infekciokban és mas korfolyamatokban is deregulalt miRNS mintazatot talaltak [112].

A vérbdl kimutatott, keringd miRNS-ek eredetérdl tobb elképzelés van. Szarmazhatnak
elpusztult sejtekbdl (nekrdzis, gyulladas, szovetkarosodas); aktiv szekrécioval a sejtekbdl
szarmaz6é mikrovezikuldkbol vagy exoszomakbol; vagy fehérjekomplexekkel egyiitt
kivélasztva a sejtekbol. Utobbi két esetben a miRNS-ek védettek az RNS bontd enzimek
(RN4zok) hatasatol is. JelentOs elonyiik, hogy a testnedvekben, a keringésben és tarolas

alatt is stabilak. Az ¢letkor, a nem, a testsuly, sot, az étkezés is jelentdsen befolyasoljak a
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miRNS szinteket. Az onkogének hasonldsadgara a daganatokban feliilexpresszalt és a
MiRNS-eknek tumor szuppresszor szerepe valoszinii [108,112-114]. Egy miRNS t6bb
kiilonbozo célszovetet is targetalhat; ugyanakkor egy gén expressziojat tobb kiilonbozo
miRNS is reguldlhatja. Tovabb neheziti klinikai megitélésiiket, hogy egy daganatban

oncomiR-ként funkcionalé6 miRNS egy masik tumorban tumor szuppresszor lehet.

A Ras gént célzo let-7 csalad volt az elsé kozolt tumorszupresszor miR tulajdonsagu
csoport [115]. Az onco-miR tulajdonsagii miR-21-r61 mar 2007-ben leirtak, hogy a
PTEN-t célozza, ezaltal elGsegiti az invazidt és a migraciot [112]. Magasabb szintjét tobb
daganattipusban igazoltdk: glioblastoméban, emlé carcinomaban, colorectalis és tiidd
daganatokban és tobb mas malignitasban [112]. A miR-96 a KRAS downregulacioja altal,
tumor szuppresszor hatast kifejtve lassitotta a tumoros ndvekedést pancreas
carcinomaban [116]; mig glioma sejtekben a miR-96 oncomiR hatasanak csendesitése
altal csokkent a glioma sejtek proliferacioja [117]. A miR-29a tumor szuppresszorként
viselkedik tiidérakban, hepatocellularis carcinomaban és leukémiaban, ezzel szemben
emelkedett plazmaszintjét talaltak eldrehaladott colorectalis daganatos betegekben és

ovarium carcinomaban [112].

A keringésben megtaldlhatd miRNS-ek biomarkerként vald alkalmazésara tobb
daganattipusban is talalunk mar példat. Diagnosztikus és prognosztikus effektusukon tul
segithetnek a daganatok altipusainak, szovettanilag nehezen differencialhatd eseteinek
elkiilonitésében; hasznukat vehetjiik a tumoros progresszio kdvetésében; a daganatellenes
kezelés terapias effektusanak meghatarozasaban [118]. Feliilexpresszaltnak talaltak
példaul a miR-18a-t colorectalis carcinomaban szenvedd betegekben [119]; ezen feliil
elkiilonitette a precancerosus stadiumu adenomas betegeket az egészségesektdl a korai
diagnosztika soran [120]. A miR-155 nemcsak elkiilonitette az emld carcinomas
betegeket az egészséges kontrolloktdl, de a kemoterapidt és miitétet kovetden csdkkend

szintje miatt a terapias hatast jelz6 biomarkerként is szolgalhat [121].

Az esetek dontd tobbségében a keringd €és a tumorszovetben mért miRNS szintek
szignifikansan konkordansak [122]. A néhany esetben megfigyelt inverz kapcsolatot egy
eddig nem tisztazott, de feltehetden 1ényeges bioldgiai jelenség magyarazza [122]. T6bb

esetben igazoltdk, hogy daganatos betegekben a keringésben magasan expresszalt
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mMIRNS-ek szintje a tumor eltavolitasa utan normal szintre all vissza, ami arra utal, hogy

a keringé miR-ek szintje a tumor miR-ek expresszidjat tiikkrozi [122].

A biomarkerek alkalmazasanak alapveto feltétele a magas szenzitivitas és specificitas. A
potencialisan biomarkerként szolgald keringd miRNS-ek tobbsége egészségesekben is
megtalalhato; a betegek és egészséges kontrollok kozotti expressziodjuknak kiilonbsége
azonban tobbnyire kicsi [122]. Az elmult években egyre gyakrabban hasznaljak miRNS-
ek kombindciojat a diagnosztikus erd novelésére. Egy 15 miRNS-bdl allo szett 91,4%-0s
diagnosztikus pontossaggal kiilonitette el a tiidérakos betegeket a kontrolloktol [123];
mig hodlyagcarcinomas betegekben 7 miRNS felhasznalasaval értek el 97%-0s

diagnosztikus pontossagot [124].

Néhany évvel Modlin és munkatarsai a neuroendokrin tumorok transzkriptom-alapt
profilozasat dolgoztak ki. Meghataroztdk a hasonlésadgokat a daganatszovetbdl szarmazo
¢s a keringd génexpresszios mintdzatban, melybdl kizartdk a normal szoveti expressziora
illetve més daganatokra (pl. emld, vastagbél) jellemzé géneket. Igy 51 kiilonbozo,
neuroendokrin daganatokhoz kapcsolodo keringd transzkriptet tartalmazd multianalit
biomarkert (NETest) hatdroztak meg, amelyet jelentds elemszamu kontroll csoporton
validaltak. A NETest képes azonositani a kiilonb6zd tipust neuroendokrin daganatokat,
még azokat a kisméretli tumorokat is, amelyeket képalkot6 eljardsok nem mutatnak ki,
meghatarozhat6 a stabil vagy progressziv betegség. Szignifikansan szenzitivebb és
hatékonyabb diagnosztikus, terapids és prognosztikus modszernek bizonyult a
neuroendokrin daganatok esetén az 6nallo biomarkerekhez képest [102] (szenzitivitasa,
specificitasa és diagnosztikus pontossaga is 90% feletti); bar hasznalhatosagat

elérhet6sége és ara korlatozhatja [125].

1.5.1 Eltéréen expresszaloddo miRNS-ek PHPT-ben

Genetikai tényez6kon kiviil epigenetikai mechanizmusok is szerepet jatszhatnak a PHPT
kialakulasaban [126]. Tobb vizsgalatban talaltak a parathyroid adenomat és carcinomat
elkiilonité miRNS-eket [127]. Luzi és munkatarsai bizonyitottak elészor a miRNS-ek

jelentéségét a MEN1-asszocialt parathyroid tumorigenezisben. A miR-24 a MEN1 gén
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konzervalt 3 UTR szakaszat célozza, ezaltal, mint onco-miR, poszttranszkripcionalisan
csendesitve a menin expressziot, ezzel az epigenetikai mechanizmussal utdnozva a
Knudson-féle masodik talalatot [45]. K6zleménylink megjelenését kovetden rovid idén
beliil publikaltak két tanulmanyt a t¢émaban. Hwang és munkatarsai szintén a sporadikus
¢s oOrokletes mellékpajzsmirigy daganatok elkiilonitésére alkalmas markert kerestek
miRNS profilozas segitségével. Eredményeik alapjan a miR-199b-5p alkalmas lehet a két
daganattipus elkiilonitésére [128]. Luzi és munkatarsai szintén miRNS microarray
modszerrel hasonlitottak 6ssze MENI-asszocialt és sporadikus PHPT szoveteket.
Validalast kovetden megallapitottak, hogy a miR-4258, a miR-664 és miR-1301
szignifikansan eltéréen expresszalodott LOH (MEN1 és menin negativ) és nem-LOH (egy
megtartott MEN1 allél és részleges menin expresszid) szovetek kozott, tehat
expressziojukat feltehetéen a menin szabalyozza. Emellett miRNS target analizissel azt
talaltak, hogy a fenti 3 miRNS familiaris mellékpajzsmirigy daganatot okozd géneket
céloznak, igy valdszinlileg részt vesznek a (nem csak MEN1-asszocialt) PHPT
tumorigenezisben [46]. Yavropoulou és munkatarsai nemrég megjelent kozleményiikben
tiz, a parathyroid tumorigenezisben részt vevd génekkel interakcidban 1évé miRNS-ek
expressziojat vizsgaltadk sporadikus PHPT esetekben a szdvetben és a keringésben
egészséges kontrollokhoz képest. A MEN1, CaSR, CDKN1B, CTNNB1 ¢s CCND1
géneket reguldldé miRNS-ek deregulacidja ramutat azok jelentdségére a

mellékpajzsmirigy daganatok kialakulasaban [129].

1.5.2. Eltér6en expresszalodo miRNS-ek pNET-ben

Koézleményiink megjelenéséig csak két tanulmany elemezte a pNET-ek miRNS
expresszios profiljat. A publikdcionkban is felhasznalt adatbazison végzett vizsgalatban
a miR-103 és miR-107 emelkedett, mig a miR-155 csokkent expresszidja elkiilonitette a
sporadikus pancreas NET-eket és adenocarcinomakat az egészséges pancreas szovettol;
emellett a jol ismert miR-21 onco-miR magasabb szintje Osszefliggdtt a magas
proliferacios indexszel és a metasztazisok jelenlétével pNET-ben [130]. A miR-642
expresszioja korrelalt a Ki-67 indexszel, valamint a miR-210 a metasztatikus betegséggel

[131]. A miR-193b pNET szovetben és a betegek szérumaban is feliilexpresszalt volt,
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amely utalhat a tumor progresszioban betoltott szerepére, illetve ezaltal potencidlis
biomarkerként is szolgalhat [131]. Kozleménylink megjelenésével kozel egyidében
publikéltak Malczewska és munkatarsai egy 22 vizsgalatot Gsszefoglald tanulmanyt,
amelyben a GEP-NET-ben talalt, potencidlisan biomarkek mMIRNS-ekrél sz016
vizsgalatokat reanalizaltak [108]. A fent emlitettek mellett a kdvetkezéekben ebbdl a
legfontosabb eredményeket emelném ki. Tobb, a 14q32 régidban kodolt miRNS, koztiik
a miR-122/451 cluster overexpressziojat igazoltak insulinomaban normal szigetsejtes
mintakhoz képest. Pancreas B sejtvonalon vizsgdlva a miR-144 a PTEN-t targetalva az
Akt ttvonalat aktivalta; mig a miR-451 a sejtciklust regulalo p19-et célozta, mindkét
esetben a B3 sejt proliferaciot elésegitve [118,132]. Korabbi miRNS microarray adatok
reanalizise alapjan harom clusterbe soroltak a pNET-eket [133], azonban a miRNS-ek
prognosztikus jelentéségét nem vizsgaltdk részletesen. Egy 37 pNET mintabol allo
vizsgalatban Osszefiiggésbe hoztdk a miR-196a szintjét a betegség stddiumaval és a
mitotikus aktivitassal, ez alapjan jO negativ prognosztikus faktornak véleményezték
[134]. Nagyobb esetszamu vizsgalatban miRNS profilozas soran Osszefliggést talaltak a
mMiR-3653 magasabb szintje és a metasztatikus pNET betegség kozott [135]. Cavalcanti
és munkatarsai egy 8 miR-bol allo panel Gsszefliggését mutattak ki a gastrointestinalis

NET-ek grade-jével [136].

1.5.3 Eltéréen expresszaloddo miRNS-ek PPGL-ben

A PPGL-k miRNS mintazatarél sz6l6 néhany vizsgalatban elsdsorban az 6roklodo
szindromahoz kapcsolddd phaeochromocytomakat és a benignus vs. malignus PCC-k
kozotti eltéréseket elemezték [137]. Munkacsoportunk 2010-ben sporadikus és 6rokl6do,
recidiv és nem recidiv PCC-k vizsgalataval azt talalta, hogy a miR-1225-3p jo
szenzitivitassal €s specificitassal kiilonboztette meg a sporadikus recidiv daganatokat a
nem recidivekt6l [138]. Meyer-Rochow és munkatarsai a malignus PCC diagnosztikus
markerének talaltak a miR-483-5p, a miR-15a és a miR-16 miR-eket [139]. Patterson és
munkatarsai megerdsitették a miR-483-5p diagnosztikus erejét, emellett a miR-101 és
miR-183 miR-eket is diagnosztikus erejiinek talaltadk a malignus és benignus PCC-k

elkiilonitésében [140]. Szintén magasabbnak talaltak a miR-101 szintjét malignus PCC-
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ben a benignushoz és egészséges kontrollokhoz képest is, valamint magasabb volt SDHD
mutacioét hordozokban a benignus PCC-khez képest [141]. A phaeochromocytomak
kiilonb6z6 genetikai tipusanak megfeleléen azok miRNS profilja is kiilonb6z6é — miR-
139-3p, miR-541, miR-765 és miR-133b szintje emelkedett VHL mutacional; miR-96 és
miR-183 felillexpresszalt SDHB mutacional; miR-885-5p szintje magasabb RET

mutdcional, mig a miR-137 ¢és miR-382 a PPGL esetek tulnyomd részében

crer
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2. Célkitiizések

Doktori munkamban 6rékletes és sporadikus neuroendokrin daganatok klinikai, genetikai

¢s epigenetikai vizsgalataval foglalkoztam.

1. Munkam els6é célja volt Osszefoglalni és elemezni az Gsszes, MEN1 genetikai
vizsgalatra bekiildott beteg klinikai és genetikai adatat, valamint létrehozni a
magyarorszagi MEN1 adatbazist. A  mutacié-pozitiv és -negativ  esetek
Osszehasonlitdsdval olyan tulajdonsdgokat kerestem, amelyek eldrejelzik a pozitiv
genetikai tesztet, valamint megvizsgaltam a MEN1 muticiok hatdsat a fenotipus

kialakulasaban.

2. Korabbi koézlemények alapjan a MEN1-et érintd genetikai eltérések a fo patogén
tényezOk PHPT-ben, ezért a tovabbiakban vizsgalatunk célja volt a MEN1 mutéciok és a
potencidlisan MEN1 gént targetal6 miRNS-ek hatasanak vizsgalata a menin deficienciara

MEN1-asszocialt és sporadikus PHPT szovetekben.

3. Bar a miRNS biomarkereket széles korben vizsgaltak kiilonboz6 daganatokban, kevés
adat ismert a pancreas neuroendokrin tumorokban kifejez6d6 miRNS-ekr6l. PNET-ek
szoveti miRNS expresszidjanak vizsgalatdval olyan proliferaciotol fiiggden eltérd

expresszi0ji miRNS-eket kerestiink, amelyek prognosztikus markerként szolgalhatnak.

4. Napjainkig a leggyakrabban hasznalt, nem elég szenzitiv és specifikus tumormarker a
pancreas neuroendokrin tumorok diagnosztikajaban és kezelésében a szérum CgA. PNET
betegek  keringd ~miRNS-einek  vizsgédlataval 1) biomarkereket kerestem.
Phaeochromocytomaés betegek, valamint protonpumpa inhibitort szedd és nem-szedd
kontrollok bevonasdval a miRNS-ek diagnosztikus hatékonysagat kivantam

meghatarozni a CgA-hoz képest.
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3. Modszerek

3.1. MENI1 szindromas betegek vizsgalata

3.1.1. A MEN1 genetikai vizsgalatra bekiildott betegek adatai

A MENL1 gén genetikai vizsgalata Magyarorszagon 2001 6ta elérhetd Endokrinoldgiai és
Genetikai Laboratoriumunkban. 2001. januar ¢és 2017. december kozott
Laboratoriumunkba MEN1 genetikai vizsgalatra referalt Osszes beteget bevontuk
vizsgalatunkba. A betegek elérhetd adatait retrospektive gytijtottem Ossze. Az dsszesen
189 esetbdl 134 probandot és 55 csalddtagjukat teszteltiik csirasejtes MEN1 mutéciokra.
A genetikailag konfirmalt MEN1 proband betegek 0sszes elérhetd els6foku csaladtagjat
bevontuk a vizsgalatba. A 134 probandbol 104 esetben teljesiiltek a Nemzetkozi Endokrin
Tarsasag (The Endocrine Society) 2012-ben megfogalmazott MEN1 mutéci6-analizis
kritériumai (lasd 1.2.3. fejezet) [11]. A korlatozottan rendelkezésre allo csaladi anamnézis
miatt a betegség familiaris vagy sporadikus eredete nem minden esetben volt egyértelmd.
A klinikai informdciokat a kezeld endokrinologusoktol gylijtottem Ossze. Az egyes
manifesztaciok diagnozisat az adott iranyelveknek megfelelden allitottak fel [11]. Az
érintett szervekben kialakuldé daganatok tovabbi rendszeres sziirdvizsgalatait mutacio-
pozitiv és klinikailag MEN1 szindromas mutdcio-negativ betegekben végezték el, a
széles korben elfogadott ajanlasoknak megfeleléen [9,11]. Elvégeztem a klinikai adatok,
laboratoriumi, képalkoto és szovettani leletek egyiittes analizisét. A betegek tajékoztatast
kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ala, a vizsgalatot az Egészségiligyi Tudomanyos
Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (ETT-TUKEB
4457/2012/EKV).

3.1.2. A MENL1 és CDKN1B gének szekvenalasa

A betegséget okozo csirasejtes MEN1 gén mutacidinak vizsgalatat minden esetben

periférias vérbdl izolalt DNS-bdl végeztiik el. A MEN1 exonjait polimeraz lancreakcidval
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(polimerase chain reaction, PCR) mddszerrel amplifikaltuk, Morelli és munkatérsai
munkdja alapjan tervezett primerekkel, a munkacsoportunk 4altal kordbban leirt
protokollok szerint [143,144]. A DNS szekvenalas bidirekcionalis Sanger dideoxy
modszerrel tortént. Az 1) MEN1 mutécidkat a klinikai képpel valo 6sszefiiggés alapjan
patogénnek tekintettiik. “High-impact” mutaciok kozé soroltuk a frame-shift, nonsense
¢s splice régid mutécioit €s a nagy deléciokat. A missense és in-frame mutéaciokat ’low-

impact” mutacioknak tekintettiik.

A MEN1 gén nagy delécioinak és a CDKN1B gén mutécidinak ritka eléforduldsa miatt
tovabbi genetikai vizsgéalatokat abban a 15 MENI-gyanus, MEN1-negativ esetben
végeztiink, akiknél mindhdrom major manifeszticio kialakult vagy két major
manifesztaciot hordoztak 40 éves kor alatt. Ezekben a probandokban MLPA vizsgalatot
végeztiink a nagy MEN1 deléciok detektalasara, SALSA MLPA probamix kit P017-D1
hasznalataval a gyartd utasitasainak megfeleléoen (MRC-Holland, Amsterdam,
Hollandia). A CDKN1B mutaciok vizsgalatara a gén két exonjat PCR-amplifikaltuk erre
tervezett, kereskedelemben kaphatdé primerekkel, majd direkt Sanger moédszerrel
megszekvenaltuk. A primer parok szekvenciai: exon 1 forward primer (E1F): 5" CGC
TTT GTT TTG TTC GGT TT 3’; exon 1 reverz primer (E1R): 5" ATA CGC CGA AAA
GCA AGC TA 3'; exon 2 forward primer (E2F): 5" TAA AAG CCA CTG GGG ATG
AC 3'; exon 2 reverz primer (E2R): 5 CAG TGC GTG CTC CTT TAG TG 3".

3.2. Sporadikus és MEN1-asszocialt PHPT szdvetmintak vizsgélata

3.2.1. PHPT betegek ¢és a felhasznalt szovetmintak

56 mellékpajzsmirigy szovetet gylijtottiink ossze és analizaltunk. 16 PHPT szovet MEN1
csirasejtes mutaciot hordozd betegtdl szarmazott. A 40 sporadikus PHPT szdvet
kivalasztasat, ezek hisztopatoldgiai vizsgalatat és a PHPT klinikai diagnézisanak
megerdsitését expert patologus (Dr. Borka Katalin, I1. sz. Patologiai Intézet, Semmelweis
Egyetem) végezte el. A szoveteket csirasejtes MEN1 mutacidra tesztelt, mutacidé-negativ

esetek koziil valasztotta ki. A preoperativ kalcium és parathormon (PTH) szinteket a
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Semmelweis Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetben hataroztak meg. A vizsgalatot
az Egészségligyli Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta

i6va (ETT-TUKEB 4457/2012/EKU).

3.2.2. Menin ¢és Ki-67 expresszio vizsgalata

Az immunhisztokémiai vizsgdlatokat a II. sz. Patoldgiai Intézetben Dr. Borka Katalin
végezte. Formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE), 3-4 um-es metszeteket
hasznaltunk. Deparaffinacié (EZ Prep Concentrate 10X, Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ), endogén peroxiddz blokkolds és antigén feltdras utan (CC1, Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ) monoklonalis egér anti-Ki-67 antitestet hasznaltunk
(Clone MIB-1, DAKO, Glostrup, Dania, katalogusszam: M7240) primer antitestként
1:200 higitasban, 42°C-on 30 percig. Ugyanilyen elékezelést kovetéen poliklonalis nytl
menin antitestet hasznaltunk (Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag, katalogusszam:
ab2605, poliklonalis antitest multiplex epitopok detektalasara az 575. aminosav és a C-
terminus kozott, 1:100 higitasban) 32 percig 42°C-on. Az immunohisztokémiai festést
HRP multimer alapt, biotinmentes detekcios technikdval végeztik automatizalt
rendszeren, a gyartd protokolljdnak megfeleléen (Ventana Benchmark XT automate,
Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Vizualizalasra UltraView™ Universal DAB
Detection Kit-et hasznaltunk (Ventana Medial Systems, Tucson, AZ). A menin
expresszio esetében human pancreas és normal mellékpajzsmirigy szovetet, mig a Ki-67
expresszio esetében nyirokcsomot hasznaltunk pozitiv kontrollként. Negativ kontroll
céljabol a primer antitestek helyett negativ kontroll antitest reagenst hasznaltunk
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Ki-67 esetében a nuklearis festddést, mig
menin esetében nukledris és cytoplazmatikus festédést is pozitiv eredményként fogadtuk
el. Ki-67 esetében a pozitivan fest6dd sejtek szazalékos aranyat hataroztuk meg. A
proliferativ aktivitds megitélését két fliggetlen modon végeztik el: egyrészt
meghataroztuk a mitotikus sejtek szdmat 10 nagy nagyitasu latétérben (HPF, high power
field); masrészt megadtuk a pozitiv tumorsejtek szdzalékos aranyat a “hot spot”
régiokban. A diffiz és homogén menin expresszié miatt a menin-pozitiv sejtek szazalékos

aranya helyett egy négyfokozati skala alapjan osztalyoztuk a menin
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immunoreaktivitdsanak intenzitasat (0 = hidnyzo festédés, 1 = gyenge, 2 = kodzepes, 3 =
erds festddés) [145]. Kiilon osztalyoztuk a nuklearis €és a cytoplazmatikus festodést. A

nuklearis menin festddés hianyat menin-negativnak itéltiikk meg.

3.2.3. Szomatikus MEN1 mutaciok vizsgalata sporadikus PHPT szovetekben

A MENI1 szindromas esetekben a betegségokozo csirasejtes MEN1 mutaciot a korabban
leirt modszerekkel azonositottuk (3.1.2. fejezet). Minden sporadikus, nem-szindromas
PHPT esetben elvégeztiikk a szomatikus MEN1 mutédciok analizisét mellékpajzsmirigy

szovetbdl. 4x20 pum-es FFPE metszetekbdl genomialis DNS-t izolaltunk (ReliaPrep FFPE

korabbi kozleményben is hasznalt primerekkel [146], és a PCR termékeket a gold

standardként elfogadott bidirekcionalis Sanger DNS szekvenalassal elemeztiik.

3.2.4. A MENL1 gént célzo miRNS-ek in silico vizsgalata

crcr

Ot, kiilonbdz6 algoritmust hasznal6 online miRNS target predikcids szoftvert hasznaltunk
[147]: Diana microT 3.0 (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/ [148]); miRWalk

(http://www.umm.uniheidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html [149]); microCosm

Targets 5.0 (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/vs/ [150]);

PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/ [151]); TargetScan (http://www.targetscan.org/

[152]). Azokat a miRNS-eket valasztottuk ki tovabbi vizsgalatra, amelyeket legalabb két
szoftver azonositott. Igy 6sszesen 6 miRNS-t valasztottunk ki kvantitativ valos idejii PCR
analizisre (quantitative real-time PCR, gRT-PCR): miR-24, miR-28, miR-326, miR-484,
mMiR-637 és miR-744.
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3.2.5. A kivalasztott miRNS-ek szdveti expresszidjanak meghatdrozasa valos ideji

kvantitativ PCR-rel

FFPE PHPT metszetekbol totdl RNS-t izolaltunk a gyartd instrukcidinak megfeleléen
(Ambion RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific). Minden egyes mintahoz négy 20 um-es metszetet hasznaltunk. Az RNS
koncentraciét NanoDrop 1000 spektrofotométerrel hataroztuk meg (Thermo Fisher
Scientific).

A gRT-PCR-hez 5 ng totdl RNS reverz transzkripcidjat (TagMan MicroRNA Reverse
végeztiikk el miRNS-specifikus TagMan probakkal (miR-24, 1D: 000402; miR-28, ID:
000411; miR-326, ID: 000542; miR-484, ID: 001821; miR-637, ID: 001581; miR-744,
ID: 002324; RNU6B, ID: 001093; Applied Biosystems, Life Technologies) a gyarto
protokolljanak megfeleléen, 7500 Fast Real-time PCR késziiléken (Applied Biosystems,
Life Technologies). A miRNS expressziot ACt modszerrel a RNU6B relativ
expressziojahoz normalizaltuk [cikk 30]. Minden esetben két technikai parhuzamos

mérésével végeztiik a vizsgalatot.

3.3. miRNS-ek vizsgalata pancreas NET szovetmintakban

3.3.1. A kivalasztott pNET betegek ¢és szovetek

1999 ¢és 2015 kozott a Semmelweis Egyetem Il.sz. Patologiai Intézetbdl 63 fliggetlen,
primer pNET mintat vontunk be a vizsgalatba (validacioés kohorsz). A rutin patologiai
vizsgalatot, a hisztopatoldgiai analizist, beleértve a Ki-67 immunhisztokémiai vizsgéalatot
¢s a mitdzisok szamanak meghatdrozasat, a pNET diagnozisanak konfirmalasat expert
patologus végezte (Dr. Borka Katalin). A Ki-67 immunhisztokémiai vizsgalat a 3.2.2.
fejezetben leirtaknak megfelelden, monoklonalis egér anti-Ki-67 antitesttel tortént (Clone
MIB-1, DAKO, Glostrup, Dania, katalogusszam: M7240). A pNET gradus (grade)

meghatarozds a WHO 2017-ben megjelent klasszifikacidja alapjan tortént, ahol a
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magasabb gradus magasabb Ki-67 indexet és mitdzisszamot jelol (WHO Classification
of Tumours of Endocrine Organs, WHO Press, 2017).

3.3.2. Az elérheté miRNS microarray adatok in silico reanalizise

A kordbban publikalt miRNS expresszios profilokat letoltdttuk a Gene Expression
Omnibus adatbazisb6l (GEO ID: GSE73350) [130] és a GeneSpring 12.6 szoftver
(Agilent Technologies) segitségével reanalizaltuk. Osszesen 40 pNET szévet miRNS

expresszios profiljat vontuk be a vizsgalatba (’discovery”, felderité kohorsz).

3.3.3. A kivalasztott miRNS-ek expressziojanak meghatarozasa valos idejii kvantitativ

PCR-rel

FFPE metszetekbdl totdl RNS-t izolaltunk (Ambion RecoverAll Total Nucleic Acid
Isolation Kit, Thermo Fisher Scientific), a 3.2.5. fejezetben leirtakhoz hasonloan. 5 ng
totall RNS reverz transzkripciojat (TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems, Life Technologies) egyedi TagMan miRNS assay-k segitségével
végeztiik el (miR-21, ID: 000397; miR-29a, ID: 002112; miR-10a, ID: 125 000387; miR-
106b, ID: 000442; miR-101, ID: 002253; RNUG6B, ID: 001093); majd a miRNS
expresszio mértékét 7500 Fast Real-time PCR késziiléken (Thermo Fisher Scientific)
vizsgaltuk a TagMan miRNS assay-k leirdsanak megfelelden. A miRNS expressziot az
RNUBG6B relativ expressziojahoz normalizaltuk, a ACt modszerrel. Minden esetben harom

technikai parhuzamost hasznaltunk.

3.4. Chromogranin A mérés és keringd miRNS profilozas egészséges és NET mintdkban

3.4.1. Betegek ¢és kontrollok
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A vizsgéalatba bevont mintdkat a Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina
Intézetébe szérum CgA szint meghatarozéasra bekiildott mintdk koziil valasztottam ki,
2017. november 1. és 2019. julius 24. kozott (12. tablazat) A miRNS expresszio
vizsgalata és a CgA szint meghatdrozasa tehat minden esetben ugyanazon mintabol
tortént. Osszesen 74 mintat vizsgaltunk meg: 25 pancreas neuroendokrin tumorban
szenvedd, 20 phaeochromocytomas-paragangliomas beteg mintajat, valamint 29 mintat

24 kontroll személytol.

A vizsgélat elsd, felderitd szakaszdban (“exploratory study”) Osszesen 24 mintan
hataroztuk meg a keringé miRNS expresszidt, ujgeneracids szekvenalassal. A 8 pNET-
es beteg koziil 4 esetben alacsony (CgA<100 ng/mL), a masik 4 esetben pedig magas
CgA (>100 ng/mL) értékeket mértiink ugyanabbdl a szérummintabol. Tovabbi 8
phaeochromocytomas ¢és 8 kontroll mintat vélasztottam ki. A 8 kontroll minta 6
egészséges személytdl szarmazik. Ketten koziilik protonpumpa-gatld kezelésben
részesiiltek; mind a kezelés el6tti, mind a kezelés utdni mintakat belefoglaltam felderitd

vizsgalatunkba.

A vizsgalat masodik, validacios szakaszaban (“validation study”) a felderitd kohorsz
mintdin feliil tovabbi 17 pNET-es és 12 PPGL-es beteg szérummintdjat hasznaltam fel.
A validacios kohorszba a felderité kohorsz 16 (8 pNET és 8 PPGL) mint4jahoz életkor
¢s nem-Szerint illesztett kontroll mintakat valasztottam. Ezek koziil egy kontroll minta
megegyezik a felderitd kohorsz egyik kontroll mintajaval. Tovabbi 3 olyan kontroll
személyt valasztottam, akiknek PPI terhelés el6tti €s utani mintdit is vizsgaltuk. A

validacios kohorszba igy dsszesen 22 kontroll minta keriilt, 18 kiilonb6zd személytdl.

Az Osszes pancreas neuroendokrin daganatos beteg nem funkcionald €és metasztatikus
NET-ben szenvedett. A 12 nébeteg €s 13 férfibeteg atlagéletkora 63,4 év volt. 9 betegnél
100 ng/mL-nél alacsonyabb, 16 betegnél 100 ng/mL-nél magasabb CgA értékeket
talaltunk. A daganatok grade-jének meghatarozasa a Ki-67 index alapjan a WHO 2017-

es klasszifikacidja szerint tortént.

A PPGL-es betegek (12 n6 és 8 férfi) atlagéletkora 41,8 év volt. 8 esetben benignus, 11
esetben malignus daganatban (1 bilateralis, 1 lokalisan recidivalo, 9 metasztatikus)
szenvedtek, egy esetrél pedig nem allt rendelkezésre tobb informacio. 14 betegnek

sporadikus, 6-nak pedig 6roklddé daganata volt. A csirasejtes mutaciok a mar ismert,
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betegségokozd mutaciok kozil kertiltek ki. Az 6sszes PPGL-ben szenvedd betegnél

magas CgA értékeket mértiink (CgA atlagosan 1751 ng/mL).

Osszesen 24 kontroll személytdl szarmazé 29 szérum mintat vizsgaltam. A felderitd
vizsgalat 6 kontrollja egészséges Onkéntes volt, koziiliik 2 esetben végeztink PPI
terhelést. A validacios kohorszba a felderitd vizsgalat 16 tumoros betegéhez €letkor és
nem szerint illesztett 16 kontroll személybdl egy az elobb emlitett 6 egészséges Onkéntes
koziil keriilt ki. Tovabbi 3 olyan kontrollt valasztottam, akiknél PPI szedés el6tti €s utani
mintak is rendelkezésre alltak. Osszesen tehat 5 kontroll személy esetében tortént magas
dozist, legalabb 2 hétig tartd PPI szedés [100]. A kontroll esetek egyikének sem volt

endokrin vagy daganatos betegsége vagy veseelégtelensége.

A klinikai adatokat a Semmelweis Egyetem MedSol rendszerébdl nyertiik. A
vizsgalatokat a Magyar Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai
Bizottsaga (ETT-TUKEB 4457/2012/EKU, 2012. februar 2.) és a Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont (41189-7/2018/EUIG, 2018. december 13.) jovahagyta.

A szérummintdkat a vérvételt kovetd egy oran beliil centrifugalassal szepardltam

(3000xg, 10 percig, 4°C-on). A mintékat felhasznélasig -20°C-on taroltam.

3.4.2. A szérum Chromogranin A mérése

A chromogranin A mérését rutin diagnosztikai keretek kozott végeztilk, CGA-RIACT
kompetitiv radioimmunoassay modszerrel (Cisbio Bioassays, Codolet, Franciaorszag),
RIA-mat-280 gamma szamlald késziiléken (Byk-Sangtec Diagnostica, Dietzenbach,

Németorszag), a gyartoi eldirasoknak megfelelden.

3.4.3. Keringd miRNS-ek profilozasa Gjgeneracids szekvenalassal

A keringd miRNS-ek expresszidjanak méréséhez a szérummintdkat jégen valo
felolvasztds utan centrifugéaldssal (16.000xg, 15 percig, 4°C-on) izolaltam a

thrombocytaktol, majd 200 pl szérumbol teljes RNS-t izoldltam miRNeasy Serum/Plasma
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Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval, a gyarto utasitdsainak megfelelden. Az
RNS extrakcid kozben normalizalas céljabol cel-miR-39-3p spike-in kontrollt (Qiagen)
adtam minden mintdhoz. A miRNS-eket is tartalmazé izolalt teljes RNS-t tovabbi

felhasznalasig -80°C-on taroltam.

5 ul teljes RNS-bdl QIAseq miRNA Library Kit (Qiagen) segitségével, reverz
transzkripciéval cDNS konyvtarat készitettem, a gyari protokollnak megfeleléen. A
mintdk a reakcidé kozben egyedi molekularis indexeket (unique molecular index, UMI)
kaptak. A megfeleld, miRNS méretli konyvtarak jelenlétét Agilent 2100 Bioanalyzer
eszk6zon High Sensitivity DNA Analysis Kit (Agilent Technologies) segitségével
Scientific) segitségével hataroztam meg. Az jgeneracios szekvenalast (NGS) Illumina

MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA) késziiléken végeztem.

Az adatok bioinformatikai analizisének elsé 1épésében a cutadapt program
(http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html) segitségével eltavolitottuk a read-
ekrél a 3’ és 5° adaptereket. A szekvenciakat a bowtie algoritmussal (http://bowtie-

bio.sourceforge.net/index.shtiml) a miRBase v21 adatbazisban talalhatd érett miRNS

szekvencidkra illesztettiik. A mintdk kozotti miRNS expresszios kiilonbségeket az UMI
(unique molecular index) read szamok alapjan kalkulaltuk, amelyhez a masodlagos
adatelemzés soran TMM normalizalast (Trimmed Mean of the M-values) hasznaltunk
[153].

3.4.4. A kivalasztott miRNS-ek expressziojanak validalasa valos idejti kvantitativ PCR-

rel

A teljes RNS reverz transzkripcidjahoz TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit-
et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltam. A miRNS-ek
expressziojanak meghatarozasdhoz a kovetkezd egyedi Advanced TagMan miRNS
Assay-ket (Thermo Fisher Scientific) hasznaltam, a gyarté utasitdsainak megfelelden:
cel-miR-39-3p: 478293 _mir; hsa-let-7b-5p: 478575 _mir; hsa-let-7i-5p: 478375_mir;
hsa-miR-143-3p: 477912 _mir; hsa-miR-203a-3p: 478316 _mir; hsa-miR-30d-5p:
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478606_mir; hsa-miR-451a: 478107_mir; hsa-miR-486-5p: 478128 mir. Bels6
kontrollként a mar emlitett cel-miR-39-3p szolgalt. A valos ideji kvantitativ PCR (RT-
gPCR) vizsgalatokat Quant Studio 7 (Thermo Fisher Scientific) késziiléken, 3 technikai
parhuzamos alkalmazasaval végeztem. A miRNS expresszid meghatarozasdhoz a ddCt

modszert hasznaltuk, a fold change értékeket a 2°99C képlettel hataroztuk meg.

A keringd, szérumbol kimutatott miRNS-ek potencidlis eredetének felderitésére, illetve a
szoveti ¢€s szérum miRNS expresszios profil Osszehasonlitasara irodalomkutatést
végeztiink. 7 pNET-es mintakon [130-132,134,154-156] és 5 PPGL mintakon [138—
141,157] végzett kutatds eredményeit gyUjtottiik Ossze ¢és hasonlitottuk Ossze a

vizsgalatunkban talaltakkal.

3.5. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM, Armonk, NY) valamint Dell
Statistica (version 13., Dell Inc. (2016)) szoftverekkel végeztiik. A mutacios statusz és a
klinikai manifesztaciok kozti korrelacidk, a nemek kozti megoszlas vizsgalatara y2 és
Fisher-egzakt tesztet hasznaltunk. A csoportok kozti kiilonbségeket az életkor, a
mellékpajzsmirigy adenoma legnagyobb atmérdje, a plazma PTH és szérum kalcium
(Ca?*) szint és a miRNS-ek expresszidja (ACt értékek) tekintetében Student féle T-teszttel
végeztiik. A hisztopatologiai kiillonbségeket, igy a mitosist, a Ki-67 indexet és a menin
festédést a csoportok kozott Mann-Whitney U-teszttel vizsgaltuk. Az életkor-fiiggd
penetranciat Kaplan-Meier gorbével abrazoltuk ¢és log-rank (Mantel-Cox) teszttel

analizaltuk.

A korabbi microarray adatok statisztikai analizisét a kordbban emlitettnek megfelelden a
GeneSpring 12.6 szoftverrel végeztiik. A tumor grade szerinti miRNS expresszids
eltéréseket (ACt értékek) egyutas ANOVA elemzést kovetden Tukey-féle Honestly
Significant Difference poszt-hoc teszt és tObbszords dsszehasonlitasoknal a Benjamini-
Hochberg korrekcié alkalmazasaval végeztiik. A hierarchikus klaszteranalizist a

Morpheus online szoftverrel végeztiik (https://software.broadinstitute.org/morpheus/).

Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk.
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A gRT-PCR mérések eredményeit Graphpad Prism Version 6 szoftverrel elemeztiik. A
szignifikansan eltérd expresszioju miRNS-ek esetén — mind a felderitd, mind a validacios
kohorszban — Cox-féle regressziés modellt hasznaltunk egyvaltozos és tobbvaltozos

analizishez, a miRNS-ek tulélésre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara.

A keringd miRNS expresszios vizsgalatunkban a vizsgalat kezdeti, exploracios
szakaszaban végzett NGS eredmények alapjan egy online elérhetd szoftver segitéségével

(http://powerandsamplesize.com/Calculators/) szamoltam ki a validacids vizsgalathoz

sziikséges mintaszamot, >80%-os statisztikai erd (power) és p érték <0,05 mellett. Az igy
kapott esetszamoknal minden csoport esetében nagyobb mintaszamot hasznaltam. A
csoportok kozotti differencidlashoz az eloszlastol és a csoportok szdmatol fliggden
kétmintas T-probat vagy Mann-Whitney U tesztet és egyutas ANOVA-t kdvetd Tukey-
féle post-hoc tesztet hasznaltunk. A hierarchikus cluster elemzéshez complete linkage
modszert hasznaltunk Kendall-féle Tau fiiggvény alapjan. A CgA-nak és a miRNS-eknek
a csoportok kozotti diszkriminacids erejét receiver-operator characteristic (ROC)
analizissel mértiik. Binaris logisztikus regresszios modellt alkalmaztunk a miRNS
expresszid €s a PPGL/pNET-ek incidencidja kozotti Osszefliggés felderitésére és a
legjobb modell azonositdsara. A  diagnosztikus pontossagot (accuracy) a
kovetkezSképpen szamoltuk: (VP+VN)/(VP+VN+AP+AN)=a valos eredmények/dsszes
kimenetel. (VP: valédi pozitiv; VN: valodi negativ; AP: alpozitiv; AN: alnegativ). Ebben

a vizsgalatban a statisztikai szdmitdsokat az R statisztikai programmal végeztiik.

Minden &sszehasonlitasban p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények
4.1. A hazai MEN1 adatbazis

4.1.1. Mutaciot hordozo esetek. Uj csirasejtes MEN1 mutaciok

134 fiiggetlen proband ¢€és 55 egyenesagi csaladtag esetén, Osszesen 189 egyénben
vizsgaltuk a MEN1 gént, amiota Magyarorszagon is elérheté a MEN1 genetikai vizsgalat
(2001-2018 kozott). 27 probandban és 20 csaladtagban, Osszesen 47 betegben
azonositottunk csirasejtes MEN1 mutaciot. A csaladtagok az index beteggel azonos
mutaciot hordoztak. A 134 probandbdl 104 esetben (78 nd és 26 férfi) teljestiltek a MEN1
genetikai vizsgalat indikacioés kritériumai, ezeket az eseteket tekintettik MENI
szindromara gyantusnak. Nem talaltunk mutaciot azokban a betegekben, akiknél nem
teljesiiltek a genetikai vizsgalat indikacidjanak feltételei. A részletes betegadatok az 1.

tablazatban talalhatok.

A 104, klinikailag MEN1-gyanus esetbdl 27 (26%) mutacio-pozitivnak mig 77 (74%)
mutécid-negativnak bizonyult. A 27 index betegben 24 kiillonb6z6 MEN1 mutaciot
talaltunk. Harom probandban igazoltuk a c.1546 1547insC frameshift mutéaciot a 10-es
exonban, koziiliik két betegben 30 éves ¢€letkor alatt alakult ki pancreas NET, a harmadik
beteg pedig metasztatikus pancreas NET-ben és bronchus NET-ben szenvedett. A 2-es
exonban talalhaté ¢.202 206dupGCCCC mutéciot két beteg hordozta. 10 mutéciot
kutatocsoportunk korabbi munkajaban mar leirtunk [144,158], masik 7 mutaciot pedig
mar kordbban kozoltek a szakirodalomban. A 24 mutaciobdl 6t6t még nem irtak le, ezeket
1j mutacioként tartjuk szamon (c.19C>T, p.GIn7STOP a 2-es exonban; ¢.1160delA a 8-
as exonban; ¢.1399delG a 10-es exonban; ¢.166_167insA a 2-es exonban és ¢.168delC a
2-es exonban) (a mutalt szekvencidk chromatogramjai az 1. abran lathatok). 15 olyan
mutacio-negativ esetet (19,2%) talaltunk, amelyekben vagy mindharom MEN1-daganat
megtalalhato, vagy két daganat alakult ki 40 éves életkor el6tt. Ezekben az esetekben
elvégeztiik a CDKN1B gén szekvenalasat és a MEN1 gén MLPA analizisét; ezek koziil
egy esetben talaltunk MLPA vizsgalattal nagy deléciot a MEN1 6-os exonjaban. A fiatal
ndébetegnél 40 éves kora elott jelentkezett PHPT és hypophysis adenoma.
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A AGGCCGCCNAGAAGAC B, & e |
100 et .

=

c19C>T, p.Gin7STOP c.1160delA

AAGNCGAAGNNGNCNANFCCGAGGAGCCGTGGGGCG
C 370 380 380 400

¢.1399delG
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g

c.166_167insA c.168delC

1. abra: Az 6t ij mutacio chromatogramja. A) c.19C>T, p.GIn7STOP a 2-es exonban.
B) ¢.1160delA a 8-as exonban. C) ¢.1399delG a 10-es exonban. D) ¢.166_167insC a 2-
es exonban. E) c.168delC a 2-es exonban. A C jelii chromatogram a reverz szalat

abrazolja [159].
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1. tablazat: A MEN1 genetikai vizsgalatra kiildott 104 mutacié-pozitiv és -negativ proband részletes klinikai és genetikai adatai.

MEN1

gastroenteropancreatikus neuroendokrin tumor, NA = nincs adat, 0 = hianyz6 manifesztacio, 1 = meglévé manifesztacio.

= multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT

primer hyperparathyreosis,

PA =

hypophysis adenoma, GEP-NET
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E2: ¢c.83G>C, E2: ¢.193G>C,
1 [N [16,2 PHPT 30 évalatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 [36,16 1 ]2 missense p.Gly28Ala p.Gly28Ala
E10: c.1378C>T, E10: c.1488C>T,
N [45,0 PHPT + PA 1 |1 S |1 72,22 9 nonsense p.Arg460STOP p.Arg460STOP
N [704 PHPT + PA 1 ]1 S |1 72,48
N [59,3 PHPT + PA 1 |1 S |1 59,51
intron | intronikus
5 |F 20,0 PHPT 30 évalatt |GEP-NET |1 |0 |1 |F |1 |0 |33,26 1 19 splice régi6é | 19: ¢.1351-2A>C 19: ¢.1461-2A>C
E2: ¢.272C>T, E2: ¢.382C>T,
6 ND PHPT + PA 0 1 |1 [0 |F |1 76,12 2 missense p.Ala91Val p.Ala91Val
50,4 PHPT + GEP-NET | PA 1 ]1 S |1 |0 [61,30 0
N E3: ¢.521A>C, E3: c.631A>C,
N [35,0 PHPT + GEP-NET | PA 1 A 46,21 3 missense p.His174Pro p.His174Pro
N 17,5 PHPT 30 év alatt |0 1 S 19,61
10 |N [443 recidiv PHPT 0 1 S 64,28
E6: €.902T>G, E6: €.1012T>G,
11 |N [46,8 multiplex PHPT PA 1 |1 |0 |F |1 |0 |[5327 1 |6 missense p.Leu301Arg p.Leu301Arg
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12 [N |30,0 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 44,29 0
13 [N [16,5 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |21,22 0
14 |F |51,3 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 |5761 0
15 [N |48,3 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 |48,26 0
nagy
16 [N |275 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 |37,83 1 |6 delécio del exon 6 del exon 6
17 |N |53,4 PHPT + GEP-NET 1 |0 |1 |S |1 |0 |54,64 0
18 [N |545 multiplex PHPT 0 1 |0 |0 |S |0 |0 |59,78 0
19 (F 48,9 PHPT + PA 1 1 0 S 1 0 49,31 0
multiplex GEP- frameshift
20 |N [47,9 NET PHPT 1 1 |F |1 |0 |5321 1 |10 delécio E10: ¢.1361delA E10: c.1471delA
21 |N |57,2 PHPT + GEP-NET |0 1 1 S 0 69,76 0
PA + adrenalis
22 |N |359 adenoma 0 0O |1 |0 |S |0 |0 |[36,46 0
23 |N [41,3 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 4392 0
24 |N |58,4 PHPT + PA 0 1 1 0 S 1 1 64,53 0
25 |N |26,7 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |26,72 0
26 |N [ND PHPT + PA 0 1 1 0 S 1 1 62,77 0
27 |N [40,0 PHPT + GEP-NET |0 1 0 1 S 1 0 51,26 0
frameshift
28 |N |16,9 PHPT + PA GEP-NET |1 |1 |1 |S |1 |0 29,86 1 |8 delécio E8: ¢.1160delA E8: ¢.1270delA
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29 |F 141 PHPT 30 év alatt |0 1 14,13
30 |N |694 multiplex PHPT 0 1 77,46
31 [N |159 PHPT 30 év alatt |0 1 S 15,87
PA, GEP- E8: ¢c.1177C>T, E8: c.1287C>T,
32 |N |531 multiplex PHPT NET 1 60,44 8 nonsense p.GIn393STOP p.GIn393STOP
33 |F |21,7 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 S |0 22,16
34 59,8 PHPT + PA 0 1 S 59,85
PA + adrenalis
35 |N |44,8 adenoma PHPT 1 (1 |0 |S |1 |0 5849 0
PA, GEP- frameshift | E10: E10:
36 [N 24,8 PHPT 30 év alatt | NET 1 (1 |1 |F |1 |1 |[3557 1 |10 inzercid €.1546 1547insC €.1656 1657insC
frameshift | E10: E10:
37 |F 47,0 PHPT + mds NET | GEP-NET |1 0 S 1 51,64 10 inzercio €.1546 1547insC €.1656 1657insC
38 [N |195 PHPT + PA 0 1 0 |S |1 19,46 0
frameshift | E2: E2:
39 [N [29,3 PHPT 30 évalatt |GEP-NET |1 [0 |1 |F |1 |0 |[38,78 1 |2 inzercio ¢.202_206dupGCCCC |c.312 316dupGCCCC
PHPT + PA +
40 ND GEP-NET 0 1 |1 S |1 59,36
41 |F 214 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 21,44
PHPT + adrenalis
42 |N [52,3 adenoma 0 1 |0 |0 |S |0 |0 |63,80 0
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43 |F |67,5 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 |84,59 0
44 |N |23,0 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |47,13 0
45 [N |57,0 gastrinoma 0 0 (0 J1 |S |0 |0 |61,26 0
46 |N |54,7 PHPT + PA 0 1 1 0 S 1 0 65,69 0
47 |F 22,3 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |22)56 0
48 |N [31,0 multiplex PHPT 0 1 |0 |0 |S |0 |0 3941 0
49 |N |29,5 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |3319 0
50 |N [49,0 recidiv PHPT GEP-NET |1 |0 |1 |[S (1 |0 77,88 0
51 |N |26,8 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |27,66 0
52 |N |26,8 PHPT + GEP-NET |0 1 |0 |1 |S |1 |0 |37,87 0
53 |N |68,9 PHPT + GEP-NET |0 1 |0 |1 |S |1 |0 |70,89 0
54 |N |22,7 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |[25/74 0
55 |F ]10,0 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |1153 0
56 |N |32,6 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 |36,64 0
E2: ¢c.19C>T, E2: ¢.129C>T,
57 |F [37,3 PHPT + PA GEP-NET (1 (1 |1 |S |1 |0 |46,29 1 nonsense p.GIn7STOP p.GIn7STOP
inframe E2: E2:
58 |N |56,5 recidiv PHPT 0 1 0 66,45 delécio €.358 360delAAG | c.468 470delAAG
59 |N |545 PHPT + PA 0 1 54,47 0
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60 |F |18,3 PHPT 30 év alatt 1 20,72
61 [N [29,0 PHPT 30 év alatt 1 S |0 31,01
multiplex GEP-
62 |F |20,0 NET 0 0 |0 |1 |S |0 |0 29,27 0
multiplex GEP- N E8: c.1062C>A, E8: c.1172C>A,
63 25,0 NET PHPT 1 A 39,55 8 nonsense p.Cys354STOP p.Cys354STOP
64 |F |195 PHPT 30 év alatt |0 1 S 25,59
65 |N |13,8 PHPT 30 év alatt |0 1 S 13,76
frameshift
66 |F [32,0 gastrinoma PHPT 1 |0 |1 |S |1 |0 |[60,72 1 |2 inzercid E2:¢.166 167insA | E2:¢.276 277insA
PHPT + adrenalis
67 |N |64,2 adenoma 0 1 (0 |0 |S |0 |0 |76,34 0
frameshift | E10: E10:
68 |N [27,9 PA + GEP-NET PHPT 1 1 1 S 1 0 67,85 1 10 inzercio €.1546 1547insC €.1656 1657insC
PHPT + adrenalis
69 [N |67,8 adenoma 0 1 |0 |0 |S |0 |0 [7296 0
E2: ¢c.76G>T, E2: ¢c.186G>T,
70 |N 204 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |F |1 |0 |30,88 1 |2 nonsense p.Glu26STOP p.Glu26STOP
PHPT + PA +
71 |N |ND GEP-NET 0 1 1 1 S 1 1 56,45 0
72 |N |614 PHPT + PA 0 1 1 0 S 1 0 73,79 0
73 [N |655 PHPT + PA 0 1 (1 |0 |S |1 |1 |69,01 0
74 |F 40,0 PHPT + PA 0 1 1 0 S 1 0 44,91 0
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75 |N 26,8 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 ]26,96 0
PHPT + adrenalis
76 |F 52,3 adenoma 0 1 |0 |0 |S |0 |0 |57,89 0
PHPT + adrenalis
77 [N 533 adenoma 0 0 |S |0 53,26
78 |F |752 |PHPT + GEP-NET |0 1 |s |1 80,18
PHPT + adrenalis
79 |N 34,0 adenoma 0 1 |0 |0 |S |0 |0 |49,85 0
N frameshift | E2: E2:
80 |[F 19,6 PHPT + PA 1 |1 A |1 20,25 delécio €.249 252delGTCT |c.359 362delGTCT
81 |N 393 PHPT + PA 1 0 |S 66,15 0
E3: ¢.625C>T, E3: ¢.735C>T,
82 |F 477 gastrinoma PHPT,PA |1 |1 |1 |F |1 |1 66,99 1 nonsense p.GIn209STOP p.GIn209STOP
83 |N |26,8 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |sS |0 |0 |37,23 0
84 |N |458 PHPT + GEP-NET |0 1 0 |1 |S |1 |0 |5438 0
85 |N |204 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 [29,25 0
frameshift | E2: E2:
86 |F 165 PA + GEP-NET PHPT 1 |1 J1 |S |1 |0 |16/46 1 inzericié €.202_206dupGCCCC | ¢.312_316dupGCCCC
E2: ¢.231C>G, E2: ¢.341C>G,
87 |N 252 PHPT + PA GEP-NET |1 1 1 44,69 nonsense p.Tyr77STOP p.Tyr77STOP
88 414 gastrinoma 0 1 0 48,45
89 |F 38,0 PHPT + GEP-NET |0 1 |S 0 (4031
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90 |N |30,0 PHPT 30 év alatt |0 1 |0 |0 |S |0 |0 |31,01 0
multiplex GEP-
91 |N [42,0 NET 0 0 |0 |1 |S [0 |0 |[4514 0
multiplex GEP- frameshift
92 |F |374 NET PHPT 1 47,06 10 delécio E10: ¢.1399delG E10: ¢.1509delG
93 |N |53,1 recidiv PHPT 0 0 |S |0 54,34
94 |N |37,2 PA + GEP-NET 0 0 S |1 38,83
PA + adrenalis
95 |N [33,0 adenoma 0 S 50,48
96 |N |15,0 PHPT 30 év alatt |0 S 16,13
N frameshift | E3: E3:
97 |F ]20,1 PA + GEP-NET PHPT 1 |A 37,73 3 delécio €.628 631delACAG |c.738 741delACAG
98 |N [46,2 PA + GEP-NET 0 0 |1 |1 |S |1 60,42 0
multiplex GEP- E4: ¢c.668T>C, E4: c.778T>C,
99 |N |181 NET PHPT,PA|1 |1 |1 |S |1 |0 |30,77 1 |4 missense p.Leu223Pro p.Leu223Pro
frameshift
100|N (22,4 PHPT + GEP-NET | PA 1 |1 |1 |F |1 |0 |[2894 1 |2 delécio E2: ¢.168delC E2: ¢.278delC
101 (N |[459 multiplex PHPT 0 1 |0 |0 |S |0 |0 |46,77 0
102|N [12,3 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 |26,12 0
103| N [49,0 multiplex PHPT 0 1 |0 |0 |S |0 |0 |57,34 0
104|N |61,8 PHPT + PA 0 1 |1 |0 |S |1 |0 |63,06 0
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4.1.2. Mutacio-negativ esetek. MEN1 fenokopia

12 mutécio-pozitiv index betegnél familiaris MEN1 szindroma allt fent, 11 esetben
sporadikus MEN1 szindroma igazolodott (de novo mutacio alakult ki a probandban, a
sziloknél nem taldltunk csirasejtes mutacidt). Négy esetben a rendelkezésre allo
adatokbol nem tudtuk meghatdrozni a familiaris vagy sporadikus eredetet. Az 0sszes
MEN1-negativ proband csaladi anamnézise negativ volt, ezért klinikailag sporadikusnak

tartjuk Sket.

A 77 mutacid-negativ probandbdl 37 (48,1%) esetben teljesiiltek a MEN1 szindréma
klinikai kritériumai, ezek koziil 3 esetben mindhdrom major manifesztacié kialakult (2.
abra). A manifesztaciok a harom fenti betegben a vartnak megfeleléen késébbi életkorban
alakultak ki: PHPT-k 48, 53 és 50 éves életkorban, a PA-k 49, 53 és 50 évesen, mig a
GEP-NET-ek 47, 53 és 46 éves ¢életkorukban. A MEN1 szindroma kritériumait teljesitd
sporadikus esetek koziil (11 MEN1-pozitiv és 37 MEN1-negativ eset) 77,1%-ban alakult
ki fenokopia (37/48).

134 index beteg

104 index beteg
(MENZ1 genetikai vizsgalat
kritériumai teljesiilnek)

27 MEN1-pozitiv 77 MEN1-negativ
12 familiaris MEN1 11 sporadikus MEN1 37 MENT fenokdpia
(teljestiltek a MEN1
> klinikai kritériumai)

nagy deléciot hordozo, ™, / \

MLPA-val diagnosztizalt

MEN1 proband 12 esetben két major 3 esetben mindhdrom major

manifesztacio alakult ki manifesztacid fennall

40 éves kor elott

2. abra: a genetikai vizsgalatra kiildott 134 beteg megoszlasa. MEN1 = multiplex
endokrin neoplasia 1, MLPA = multiplex ligacios probaamplifikacio.
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4.1.3. A genetikai vizsgalat indikacioi

A mutacié-pozitiv probandokban az elsd klinikai manifesztacié a PHPT és a GEP-NET
volt, mindkét esetben a betegek 33,3%-aban; mig a PA 26%-ban volt az elsé daganat.
Egy betegben bronchialis NET volt az els6 manifesztacid. MEN1-negativ betegekben a
PHPT 49,4%-ban, a PA 27,3%-ban, a GEP-NET pedig 13%-ban volt az els6 daganat. Két
mutécid-negativ betegben mellékvesekéreg adenoma alakult ki a PHPT-t megel6zden,
7,8%-ban pedig nem volt informacié az els6 manifesztaciot illetéen. A 3. dbran lathatok

a MEN1 genetikai vizsgélatanak indikacioi.

'
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MEN1-negativ probandok
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3. abra: A MEN1 mutacidanalizis indikacioi. A genetikai vizsgélat kritériumait az
Endokrin Tarsasadg 2012-ben megjelent, jelenleg is érvényes iranyelve alapjan hataroztuk
meg [6]. A multiplex GEP-NET csoportba soroltuk az egy betegben tobbszordsen
jelentkezd, azonos szdvettani tipusu, és az egy betegben jelentkezd, kiilonb6zo szovettani
tipusu GEP-NET eseteket is. Mutacié-pozitiv probandok (n=27), fekete szinnel, mutacio-
negativ probandok (n=77), sziirke szinnel. MEN1 = multiplex endokrin neoplasia 1,
PHPT = primer hyperparathyreosis, PA = hypophysis adenoma, GEP-NET =
gastroenteropancreatikus neuroendokrin tumor [159].
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A leggyakoribb indikaciok a PHPT és PA egyiittes fenndllasa és a 30 év alatt jelentkezd
PHPT voltak mind a MEN1 mutaciét hordozokban és a nem hordozokban egyarant.
Figyelemre mélt6, hogy a multiplex formaban jelentkez6 GEP-NET igen gyakran a
betegség lefolyasanak kezdetén alakult ki, a mutacio-pozitiv eseteknél a genetikai

vizsgélat harmadik leggyakoribb indikécidja volt.

Az 55 egyenesagi rokonbdl 20-nal taldltunk MEN1 mutaciot, 6 hordozonak nem volt
semmilyen MEN1-re utal6 klinikai tiinete. A legfiatalabb eset, akinél elvégeztiik a MEN1

genetikai vizsgalatot 6 éves volt, orokolte a mutaciot.

4.1.4. GEP-NET-ek prediktiv szerepe MEN1 szindromaban

Az utankovetés atlagos ideje 8,5 év volt. A mortalitdsi arany mutacio-hordozokban 14,8%
(4/27), mutacidt nem hordozokban 6,5% (5/77) volt, ez nem bizonyult statisztikailag
szignifikans kiilonbségnek (p=0,186). A 4 MEN1 szindromas betegb6l 3 GEP-NET miatt
hunyt el; életkoruk ekkor 35, 44 és 67 év volt; a diagndzis utan 10, 19 és 19 évvel. Ezzel
szemben az 5 mutdcio-negativ betegbdl csak 2 esetben volt a halalozas oka GEP-NET,;
44 ¢és 56 éves korban, mindkét esetben 3 évvel a diagnoézis utan. A MEN1 szindréma
gyanija szignifikdnsan korabbi életkorban vet6dott fel mutdcido-pozitivakban, mint
mutacio-negativakban (31,4 + 12,6 és vs. 40,2 + 17,3 év, p= 10,019, 2. tablazat). A GEP-
NET incidenciaja mar a kezdetekor szignifikansan magasabb volt hordozokban (44,4%
vs. 20,8%, p = 0.017). Szignifikansan gyakoribb volt a recidiv PHPT (55,6% vs. 9,1%, p
< 0.001), a PA (66,7% vs. 39,0%, p = 0.013), a GEP-NET (70,4% vs. 23,4%, p < 0.001)
¢s a multiplex GEP-NET (29,6% vs. 3,9%, p < 0.001) mutéacié-pozitivakban a mutacio-
negativakhoz képest (2. tdblazat). A mutans allél hordozasa nemcsak a szignifikansan
gyakoribb GEP-NET-tel asszocialt, hanem a GEP-NET szignifikansan korabbi
¢letkorban val¢ kialakuldsaval is (31,0 £ 12,2 év vs. 45,9 + 16,1 év, p=0,004). A mutécio
hordozok tobb mint feleben a GEP-NET 30 éves ¢letkor alatt alakult ki, mig a nem
hordozdknal csak 16,7%-ban (p < 0,001). A vartnak megfeleléen a harom major
manifesztaciobol legalabb 2 kombinacidja szignifikansan korrelalt a hordozoi statusszal.
Barmelyik két, 30 éves életkor alatt kialakuld major manifesztaci6 magas prediktiv
érteket jelentett a MEN1 mutaciora (pozitiv prediktiv érték, PPV =72,2%). Nem meglepd

modon a legerdsebb prediktiv értéke MEN1 mutaciora a hdrom major manifesztacid
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egyidejii fennallasanak volt; ezt kovette a 30 éves életkor elétt jelentkez6 GEP-NET,

78,6%-o0s pozitiv prediktiv értékkel.

2. tablazat:

MEN1 mutacié-pozitiv és mutacio-negativ probandok Kklinikai

jellemzoinek osszehasonlitasa. Az utols6é oszlop a pozitiv prediktiv értéket (PPV)

mutatja: az adott manifesztaciot hordoz6 mutacid-pozitiv probandok aranya az Gsszes

probandhoz képest. A *-gal jelolt manifesztacioknal taldltam szignifikdns kiilonbséget. A

multiplex GEP-NET csoportba soroltuk az egy betegben tobbszordsen jelentkezd, azonos

szovettani tipusu, és az egy betegben jelentkezd, kiilonbozd szdvettani tipusat GEP-NET

eseteket is. MEN1 = multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT = primer hyperparathyreosis,

PA = hypophysis adenoma, GEP-NET = gastroenteropancreatikus neuroendokrin tumor,

PPV = pozitiv prediktiv érték, NA: nem értelmezhetd.

Mutacidé-pozitiv

Mutacid-negativ
probandok (n=27) probandok (n=77

) p-érték prob

Mutacio-pozitiv
andok aranya
(PPV)

Eletkor a MEN1 gyanu
fennallasakor (év)*

PHPT

Recidiv PHPT*

Eletkor PHPT-nél (év)

PHPT 30 év alatt

PA*

Eletkor PA-nal (év)
GEP-NET*

Multiplex GEP-NET*
Eletkor GEP-NET-nél (év)*
GEP-NET 30 év alatt (év)*
PHPT+PA*
PHPT+GEP-NET*
PA+GEP-NET*
PHPT+PA+GEP-NET*

31.4+12.6

27 (100.0%)
15 (55.6%6)
33.4+13.7
13 (48.2%)
18 (66.7%)
29.8+14.2
19 (70.4%)
8 (29.6%)
31.0+12.2
11 (40.7%)
18 (66.7%)
19 (70.4%)
12 (44.4%)
12 (44.4%)

40.2+17.3

69 (89.6%)
7 (9.1%)
40.3+17.9

26 (33.8%)

30 (39.0%)
39.5+16.5

18 (23.4%)
3 (3.9%)
45.9+16.1
3 (3.9%)

26 (33.8%)

12 (15.6%)
5 (6.5%)
3 (3.9%)

0.019

0.082
<0.001
0.082
0.184
0.013
0.053
<0.001
<0.001
0.004
<0.001
0.003
<0.001
<0.001
<0.001

NA

27/96 (28.1%)
15/22 (68.2%)
NA
13/39 (33.3%)
18/48 (37.5%)
NA
19/37 (51.4%)
8/11 (72.7%)
NA
11/14 (78.6%)
18/44 (40.9%)
19/31 (61.3%)
12/17 (70.6%)
12/15 (80.0%)

A MENI1 szindroma gyant kialakuldsanak életkorfiiggd penetrancidja szignifikansan

eltért mutéacio-pozitivakban a mutdcidé-negativakhoz képest: hordozokban magasabb

penetrancia-gorbét kaptunk, azaz korabbi életkorban vet6dott fel a MEN1 gyant, mint
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nem hordozokban (4. abra); az 50%-os penetranciat 27,7 éves életkornal talaltuk,
szemben a 41,4 éves korral nem hordozoknal. Az el6z6hoz hasonldan szignifikdnsan
magasabb ¢életkorfiiggd penetrancia gorbe abrazolodott a GEP-NET kialakulasat illetéen
index betegekben: MEN1-pozitivakban az 50%-o0s penetrancia 26,8 éves €letkornal volt,

mig MEN1-negativakban 46,2 éves korban.

—— MEN1 pozitiv
—— MENT negativ

A

-
(=]
(=]

-

L=

o
1

kumulativ incidencia
L5
o

kumulativ incidencia
(4]
(=]
L

p=0,0257* p=0,0904

0 T T T 1 0 L} T T )
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

életkor (év) életkor (év)

1004

-

(=]

(=]
1

50

[2]
(=]
1

p=0,0017*

kumulativ incidencia
kumulativ incidencia

életkor (év) életkor (év)

4. abra: Eletkorfiigg6 penetrancia gorbék MEN1-pozitiv (fekete gorbék) vs. MEN1-
negativ (sziirke gorbék) probandokban: A) MENT1 szindroma gyanti; B) PHPT; C) PA;
D) GEP-NET. A *-gal jelolt p-értékek szignifikans eltérést jeleznek a két csoport kdzott.
MEN1 = multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT = primer hyperparathyreosis, PA =

hypophysis adenoma, GEP-NET = gastroenteropancreatikus neuroendokrin tumor [159].
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4.1.5. A GEP-NET-ek szovettani tipusai

A MEN1-asszocidlt GEP-NET-ek kozott a leggyakoribb szdvettani tipus az insulinoma
volt (47,4%), amelyet a nem-funkcional6 PNET (31,6%) majd a gastrinoma (15,8%)
kovetett; ezek penetrancidja 33,3%, 22,2% ¢és 11,1% volt. Egy betegnél alakult ki
glucagonoma, és egy esetben diagnosztizaltak ACTH-termeld NET-et. Harom mutécio
hordoz6 betegnél mas eredetii neuroendokrin daganat alakult ki: két esetben bronchialis,
egy esetben thymus NET. A mutacio-pozitivakkal ellentétben mutacié-negativakban az
insulinoma csak 22,2%-ban fordult el6, a gastrinoma azonban gyakoribb volt (27,8%), a
nem-funkcionaldé NET-eknél pedig hasonlod el6forduldst talaltunk (22,2%). Harom
mutacid-negativ beteg szenvedett ilealis carcinoidban (16,7%), egy glucagonomaban és
egy beteg VIPomaban. Mutaciot nem hordozokban nem talaltunk bronchialis vagy
thymus NET-et.

A hypophysis adenomak tobbsége mind mutacid-pozitiv, mind -negativ betegekben
hormonalisan aktiv volt. Hordoz6 index betegekben a leggyakoribb PA a prolactinoma
volt (66,7%). GH-PRL termeld (a PA-k 11,1%-a), GH termeld (a PA-k 5,6%-a) és FSH-
LH (folliculus stimulalé/luteinizald hormon) termel6 (a PA-k 5,6%-a) adenomak ritkan
fordultak eld. Az adenomék 11,1%-a nem-funkcionald volt. A mutacio-negativ betegek
hypophysis adenomainak 33,3%-a volt GH-termeld; ennél ritkabbak voltak a
prolactinoma, a nem hormontermelé adenoma (mindkettd 16,7%-ban fordult eld) és az
ACTH-termel6 adenoma (6,7%). A nem hordozo6 esetén 26,7%-aban nem volt elérhetd

adat a hormonalis aktivitasrol.

4.1.6. Genotipus-fenotipus 0sszefiiggések

Amint azt az 1.1.2. fejezetben emlitettem, egyes forrasok kiilonbséget talaltak betegség
lefolyaséban, a kialakulé daganatok dignitdsdban azok kozott a betegek kozott, akik a
menin fehérje szerkezetét jelentdsen befolyasold frame-shift, nonsense mutdciokat és
nagy deléciokat ("high-impact” mutaciok); illetve a kereteltolodassal nem jar6 missense
mutdcidkat ¢és in-frame delécidkat (“low-impact” mutdciok) hordoznak. A
mutécidtipusok hatasanak vizsgélatara a fentieknek megfelelden két csoportra bontottuk

és Osszehasonlitottuk a mutacid-pozitiv probandokat (3. tablazat). High-impact mutaciod
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kozé tartozott 12 frame-shift mutacio (44,4%, hat delécio €és hat inzercid), 7 nonsense
mutacid (25,9%), egy intronikus splice-régiot érinté mutacio és egy nagy delécio. A low-
impact mutaciok koziil 5 missense mutaciot (18,5%) €és egy in-frame deléciot talaltunk.
Szignifikansan gyakrabban fordult el6 GEP-NET a high-impact mutaciét hordozokban
(81,0%), mint a low-impact mutaciot hordozokban (33,3%, p = 0,044).

Beteganyagunkban a MEN1 mutaciok leggyakoribb lokalizaciéja a 2. exonban volt
(40,7%), ezt kovette a 10. exon (18,5%). Nem talaltunk mutaciot az 5. és a 7. exonban.
Nem talaltunk szignifikdns 6sszefiiggést az €rintett exonok és a klinikai manifesztaciok

kozott.

3. tablazat: MEN1 manifesztaciok eléforduliasa “high-impact” és low-impact”
mutacot hordozokban. A *-gal jelolt manifesztaciok szignifikdnsan kiilonboznek a két
csoport kozott. A multiplex GEP-NET csoportba soroltuk az egy betegben tobbszordsen
jelentkezd, azonos szovettani tipusu, €s az egy betegben jelentkezd, kiillonbozo szovettani
tipust GEP-NET eseteket is. MEN1 = multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT = primer
hyperparathyreosis, PA = hypophysis adenoma, GEP-NET = gastroenteropancreatikus

neuroendokrin tumor.

”High-impact” mutaci6 “Low-impact” mutacio p-érték
hordozok (n=21) hordozok (n=6)

Eletkor a MENI gyanu

o . 30.6£11.6 34.5+17.6 0.543
fennallasakor (év)
PHPT 21 (100.0%) 6 (100.0%) 1.000
Recidiv PHPT 12 (57.1%) 3 (50.0%) 0.557
Eletkor PHPT-nél (év) 33.1+13.3 34.4+16.9 0.856
PHPT 30 év alatt 11 (52.4%) 2 (33.3%) 0.362
PA 14 (66.7%) 4 (66.7%) 0.677
Eletkor PA-nal (év) 27.9+14.2 39.0£12.0 0.230
GEP-NET* 17 (81.0%) 2 (33.3%) 0.044
Multiplex GEP-NET 7 (33.3%) 1 (16.7%) 0.430
Eletkor GEP-NET-nél (év) 31.5+11.9 26.6+12.5 0.602
GEP-NET 30 év alatt 10 (47.6%) 1 (16.7%) 0.189
PHPT+PA 14 (66.7%) 4 (66.7%) 0.677
PHPT+GEP-NET* 17 (81.0%) 2 (33.3%) 0.044
PA+GEP-NET 10 (47.6%) 2 (33.3%) 0.443
PHPT+PA+GEP-NET 10 (47.6%) 2 (33.3%) 0.443
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4.2. MEN1 és miRNS expresszio PHPT szdvetmintakban
4.2.1. Uj csirasejtes MEN1 mutaciok

12 egymastodl fiiggetlen csaladbdl 14 esetben taldltunk a betegséget okozd csirasejtes
MEN1 mutéciot (4. tablazat). A 12 mutéaciobol kettét még nem kozoltek (c.168delC az 1-
es exonban, és c.1160delA a 8-as exonban). Amint az varhatd volt, MEN1-asszocialt
PHPT-t szignifikdnsan korabbi életkorban tavolitottdk el, mint a sporadikus, nem-

szindromas PHPT-ket (5. tablazat).

4.2.2. MENI1 ¢és menin expresszi6 0sszefliggése PHPT szovetekben

A nuklearis menin expresszid hidnyat taldltuk az Osszes MENI1-asszocialt PHPT
szovetben, valamint a sporadikus forméak 27,5%-aban (40-bdl 11 esetben) (6. abra és 5.
tablazat). A 40 sporadikus PHPT szovet koziil 10 esetben (25%) talaltunk szomatikus
MEN1 mutéciot (4. tablazat és 5. abra). Az 6sszesen 23 (egymastol fiiggetlen) menin-
negativ PHPT esetbdl (amelybdl 12 MEN1-asszocialt és 11 sporadikus) 19 esetben (12
MEN1-asszocialt és 7 sporadikus) taldltunk a PHPT szdvetben szomatikus MEN1
mutaciot. Ugyanakkor a 29 menin-pozitiv sporadikus PHPT szovetbdl 3 esetben
mutattunk ki MEN1 mutaciot. Mindharom esetben gyenge nuklearis menin festodés
latszott. Mindezek alapjdn a menin immunohisztokémiai vizsgalatanak szenzitivitasa és

specificitasa a MEN1 mutacié kimutatasara 86,4% és 86,7% (4. tablazat).

12 MEN1-asszocialt PHPT 40 sporadikus PHPT
! i N
12 menin-negativ 11 menin-negativ 29 menin-pozitiv
! | !
12 MEN1 mutacio 7 MEN1 mutacid 3 MEN1 mutacio

5. abra: A menin-expresszio ¢és szomatikus MENI1-mutaciék eloszlasa a
betegcsoportokban. MEN1 = multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT = primer
hyperparathyreosis.
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4. tablazat: A vizsgalatban felhasznalt MENI1-asszocialt és sporadikus PHPT

szovetek tulajdonsagai, MEN1 mutécidanalizis és menin immunhisztokémiai vizsgalat

eredményei. MENI = multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT = primer
hyperparathyreosis.
= g
| B = o T £ 2 3 &
2| 2 E g2 g 2= o
glel2| 28| £ |58 2 2 .
= S| © w S Q g |2 L 7 9 =i
= | Z2|m = n 7 = = O w =
MEN-1 frameshift
M1 N |18 |asszocidlt |adenoma 0 |0 |E8:c.1160delA csirasejtes | delécid
MEN-1 frameshift
N |22 |asszocidlt |adenoma 1 |0 |ES8:c.1160delA csirasejtes | delécid
MEN-1 E6: ¢.902C>G,
M2 |N |47 |asszocialt |adenoma 1 |0 [p.Leu301Arg csirasejtes | missense
MEN-1 E6: ¢.902C>G,
M3 N |46 |asszocidlt |adenoma 0 |0 |p.Leu301Arg csirasejtes | missense
MEN-1 E6: ¢.902C>G,
N |52 |asszocialt |adenoma 0 |0 |p.Leu301Arg csirasejtes | missense
MEN-1 frameshift
M4 [N |26 |asszocialt |adenoma 0 |0 |E10:c.1547 1548insC csirasejtes | inzercio
MEN-1 frameshift
M5 [N |29 |asszocialt |adenoma 1 |0 |E10:c¢.1547 1548insC csirasejtes | inzerciod
MEN-1 in-frame
M6 |N |56 |asszocialt |adenoma 1 |0 |E2:c.358 360delAAG csirasejtes | delécid
MEN-1 E2: c.231C>A,
M7 [N |33 |asszocidlt |hyperplasia |2 |0 |p.Tyr77STOP csirasejtes | nonsense
MEN-1 frameshift
M8 |F |20 |asszocialt |hyperplasia |1 |0 |E2:c.249 252delGTCT |csirasejtes | delécio
MEN-1 E2: ¢.202_206dupGCCCC frameshift
M9 |F |57 |asszocialt |hyperplasia |1 |0 [(5bp) csirasejtes | inzercid
MEN-1 E8: c1062C>A,
M10 [N |28 |asszocialt |hyperplasia |0 |0 [p.Cys354STOP csirasejtes | nonsense
MEN-1 E4: ¢.668T>C,
M11 [N |20 |asszocidlt |adenoma 1 10 |p.Leu223Pro csirasejtes | missense
MEN-1 frameshift
M12 |N |23 |asszocidlt |adenoma 0 |0 |E2:c.168delC csirasejtes | delécid
MEN-1 E9: c.1177C>T,
M13 |N |53 |asszocidlt |hyperplasia {1 |0 |p.GIn393Stop csirasejtes | nonsense
splice
MEN-1 régid
M14 |F |28 |asszocialt |adenoma 1 |0 [19:¢.1351-2A>C csirasejtes | mutacio
frameshift
P1 |N |68 |sporadikus|adenoma 1 |0 |E2:c.384delC szomatikus | delécio
P2 |N |54 |sporadikus|adenoma 0 |0 |vadtipus
E10: c.1381 C>T
P3 F |36 |sporadikus |adenoma 0 |0 |p.Arg461Cys szomatikus | missense
E3: ¢.511C>T
P4 N |46 |sporadikus |adenoma 0 |0 |p.GInl71Stop szomatikus |nonsense
P5 N |51 |sporadikus |adenoma 2 |0 |vad tipus
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= g
= 2] S| @
N g § c_é' g % ~ 0 %
|| 8| 28 g |=|£ = X 2
= S| © w s 2 () § L 7 9 =)
= | Z2|m =0 7)) = = Ow =
E9: ¢.1258 C>T
P6 N |42 |sporadikus |adenoma 0 |0 |p.Arg420Stop szomatikus | nonsense
P7 F |40 |sporadikus |adenoma 0 |0 |vadtipus
frameshift
P8 F |62 |sporadikus |adenoma 1 |0 |EG6:c.848delT szomatikus | delécio
frameshift
P9 N |52 [sporadikus |hyperplasia |1 |0 |E4:c.68linsT szomatikus |inzercid
E2:¢.125 G>C
P10 |N |43 [sporadikus |hyperplasia |1 |0 |[p.Gly42Ala szomatikus | missense
P11 |N |64 [sporadikus |hyperplasia |0 |0 |vad tipus
P12 |N |74 |sporadikus |adenoma 1 |2 |vadtipus
P13 |F |43 |sporadikus |adenoma 1 |3 |vad tipus
E2: c.46_148del102nt in-frame
P14 |N |71 |sporadikus |adenoma 1 |1 |[p.16 50del34codon szomatikus |delécid
P15 |F |32 |sporadikus|adenoma 1 |1 |vad tipus
P16 |N |29 |sporadikus|adenoma 1 |2 |vad tipus
P17 |F |21 |sporadikus |adenoma 1 |2 |vadtipus
P18 |F |52 |sporadikus |adenoma 0 |2 |vadtipus
P19 |N |23 |sporadikus|adenoma 1 |3 |vad tipus
P20 |N |47 |sporadikus|adenoma 0 |2 |vadtipus
P21 |N |53 |sporadikus|adenoma 0 |1 |vadtipus
P22 |N |21 |sporadikus |adenoma 0 |2 |vadtipus
P23 |N |62 |sporadikus |adenoma 0 |2 |vadtipus
P24 |N |63 |sporadikus|adenoma 0 |2 |vadtipus
P25 |N |73 |sporadikus |hyperplasia |1 |3 |vad tipus
P26 |N |70 |sporadikus |hyperplasia |1 |3 |vad tipus
P27 |N |64 |sporadikus |hyperplasia |1 |3 |vad tipus
P28 |N |64 |sporadikus |hyperplasia |1 |2 |vad tipus
P29 |N |69 |sporadikus |hyperplasia |2 |2 |vad tipus
P30 |N |55 |sporadikus |hyperplasia |1 |3 |vad tipus
P31 |N |51 |sporadikus|hyperplasia |1 |3 |vad tipus
P32 |N |41 |sporadikus|hyperplasia |1 |3 |vad tipus
P33 |N |66 |sporadikus|hyperplasia |1 |3 |vad tipus
P34 |N |80 |sporadikus |hyperplasia |0 |3 |vad tipus
E9: c.1288G>A
P35 |N |66 |sporadikus|hyperplasia |0 |1 |p.Glu425Lys szomatikus | missense
E9: c. 1363 C>T
P36 |N |62 |sporadikus |hyperplasia |0 |1 |p.GIn450STOP szomatikus | nonsense
P37 |N |52 |sporadikus |hyperplasia |0 |2 |vad tipus
P38 |N |56 |sporadikus|hyperplasia |0 |2 |vad tipus
P39 |N |58 |sporadikus |hyperplasia |0 |1 |vad tipus
P40 |N |77 |sporadikus |hyperplasia |1 |2 |vad tipus
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6. dbra: Menin immunhisztokémiai vizsgalat. Reprezentativ szovetmintdk MENI-
asszocialt (A és B) és sporadikus (C és D) PHPT-re. A) MEN1 adenoma, a *-gal jelolt
rész a szomszédos normal mellékpajzsmirigy szovetet jelzi. B) MEN1 hyperplasia.
Mindkét MEN1-asszocialt szovetben hidnyzik a menin immunreaktivitas. C) Adenoma,
intenziv nukledris és gyenge cytoplasmatikus menin festédés. D) Adenoma, hianyzé
nukledris és cytoplasmatikus menin festédés. 600-szoros nagyitasu felvételek.

MEN1 = multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT = primer hyperparathyreosis [160].

4.2.3. Magasabb miR-24 és miR-28 expresszio sporadikus PHPT szovetekben

MiRNS targetpredikcié segitségével 35 miRNS-t talaltunk, amelyek a MEN1 gén 3° UTR
régiojahoz kotédnek, ebbdl 6 miRNS-t (hsa-miR-24, hsa-miR-28, hsa-miR-326, hsa-
miR-484, hsa-miR-637, hsa-miR-744) legalabb két targetpredikcidos szoftver is

megerdsitett, ezért ezeket valasztottuk tovabbi vizsgalatainkhoz.

gRT-PCR vizsgalattal a miR-24, miR-28, miR-326, miR-484 és miR-744 expresszalodott
parathyroid szovetekben, mig a miR-637 expresszidja a kimutathatdsag hatara alatt volt.

Nem taldltunk szignifikéns kiilonbséget a miRNS expresszioban a menin-pozitiv és
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MEN-1-asszocialt ~ Sporadikus, nem-szindromas

PHPT (n=16) PHPT (n=40) p-érték

Nem (n6k, %) 81.3% 82.5% 1.000
Eletkor (év)* 34.9 +3.58 53.8 +2.44 0.000
Legnagyobb atmérd (mm) 16.7+£2.0 20.6 £1.51 0.149
Mitézis (/10 HPF) 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 NA

Ki-67 index (%) 0.5+0.3 0.3+0.1 0.358
Menin (citoplazma) 0.69+0.15 0.60 £ 0.09 0.620
Menin (sejtmag)* 0.0 +0.0 1.6 £0.2 0.000
PTH (pg/ml) 131 + 13.7 254 + 57 0.258
Ca?* (mmol/l) 2.79 + 0.06 2.83 +0.06 0.708

5. tablazat: MEN1-asszocialt és sporadikus, nem-szindromas PHPT esetek klinikai
és patologiai jellemzdinek Osszehasonlitasa. A *-gal jelolt paraméterek esetében
szignifikans kiilonbség van a két csoport kozott. MEN1 = multiplex endokrin neoplasia
1, PHPT = primer hyperparathyreosis, PTH = parathormon, HPF = nagy nagyitasu latotér,

NA = nem értelmezhet6.

menin-negativ PHPT szovetek kozott, a csirasejtes MEN1 mutaciotol fliggetlentil (7. abra,
A). Ugyanakkor a miR-24 és miR-28 magasabb expresszidjat talaltuk sporadikus, nem-
szindromas PHPT szovetekben a MENI-asszocialtakhoz képest (7. abra, B).
Szignifikdnsan magasabb maradt ezeknek a miR-eknek az expresszidja akkor is, ha a
sporadikus PHPT-k menin-pozitiv és -negativ csoportjat kiilon-kiilon hasonlitottuk 6ssze
a MEN1-asszocialt PHPT szovetekkel (7. abra, C), ami megerdsiti ezeknek a miR-eknek
a magasabb kifejezodését sporadikus PHPT-ban. A sporadikus, menin-negativ csoport
MEN1-mutéans csoportjat 6sszehasonlitva a vad MENL1 allélt hordozdkkal (7 vs. 4 minta),

szintén nem talaltunk szignifikdns miRNS expresszios kiilonbséget.
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7. abra: A potencidlisan MEN1-et targetilé miRNS-ek expresszigja MENI1-
asszocialt és sporadikus PHPT szovetekben. A miRNS-ek —ACt értékei A) menin-
pozitiv és menin-negativ PHPT szdvetekben, fiiggetleniil a csirasejtes MEN1 mutaciotol;
B) MEN1-asszocialt és sporadikus, nem-szindromas PHPT szdvetekben; C) MENI1-
asszocialt, sporadikus menin-negativ és sporadikus menin-pozitiv PHPT szdvetekben. A
magasabb —ACt érték magasabb miRNS expressziot jelent. *-gal jeldltiik a statisztikailag

szignifikans eltéréseket. — dCt = —ACt, m- = menin-negativ PHPT szdvet, m+ = menin-
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pozitiv PHPT szovet, S = sporadikus, nem szindroémas PHPT szdvet, Sm- = sporadikus,
menin negativ PHPT szdvet, Sm+ = sporadikus, menin-pozitiv PHPT szovet, MEN1 =

multiplex endokrin neoplasia 1, PHPT = primer hyperparathyreosis [160].
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4.3. Prognosztikai jelentdségti miRNS-ek pancreas NET szdvetekben
4.3.1. A szovettani grade-ek kozott szignifikansan eltéré expresszidju miRNS-ek

A korabbi eredmények in silico reanalizisével a felderité kohorszban (discovery cohort)
19 olyan miRNS-t talaltunk, amelyek eltér6 modon fejezédtek ki a pNET gradusokban
(8. abra, A). Az eltéré expresszidju miRNS-ek hierarchikus klaszteranalizise soran két
klaszterba soroltuk a mintakat proliferativ tulajdonsaguk szerint: a CI1 klaszterbe
tizennyolc grade 1 és négy grade 2 tumor, mig a C2 klaszterbe 6t grade 1, tizenegy grade

2 és két grade 3 tumor keriilt (8. abra, A).

Ot miRNS-t vélasztottunk validalasra (miR-21, miR-29a, miR-10a, miR-106b és miR-
101) egy huszonnyolc grade 1, huszonhét grade 2 és nyolc grade 3 mintabdl allo,
fiiggetlen validacios kohorszban (7. tablazat). A 63 mintabol 44 nem-funkcionalé NET,
17 insulinoma, egy gastrinoma ¢és egy somatostatinoma volt. A 63 betegbdl 38 nd volt.
Az atlag életkor 54,4 + 17,3 volt. Az 5 miRNS-b6l a miR-21, miR-10a és a miR-106b

pPNET-ekben (8. abra, B).

A validacios kohorszban 4 betegnek lokalis nyirokcsomo- és madjattéte is volt, 14
betegnek csak lokalis nyirokcsomo metasztazisa (0sszesen 18 metasztatikus beteg), mig
41 betegnek nem volt attéte a diagndziskor. Osszehasonlitottuk a fenti 3 miRNS
expresszidjat a metasztatikus és nem metasztatikus betegek kozott. A metasztatikus
betegeknél magasabb miR-21 szintet taldltunk a primer tumorban (—ACt(nem-
metasztatikus): 3,22 + 1,27 vs. ~ACt(metasztatikus): 4,08 + 1,64; p=0,0346); ugyanakkor
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a miR-10a (—ACt(nem-metasztatikus): -0,35 +
1,57 vs. —ACt(metasztatikus): 0,47 = 2,30; p=0,1229) és a miR-106b (—ACt(nem-
metasztatikus): 1,21 + 1,31 vs. —ACt(metasztatikus): 1,80 + 1,70; p=0,1630) expresszidja

kozott.
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8. abra: Grade-ek szerint eltéréen expresszalodo miRNS-ek felderitése és validalasa
PNET szovetmintakban. A) Roldo és munkatarsai korabban publikalt eredményeinek
in silico reanalizise altal kapott hotérkép és hierarchikus klaszteranalizis a grade-ek
szerint eltéréen expresszalodo miRNS-ekrdl. B) Az 6t kivalasztott miRNS (miR-21, miR-
29a, miR-10a, miR-106, miR-101) expresszidjanak validalasa qRT-PCR-rel a validacios
kohorszon. Magasabb —ACt érték magasabb miRNS expressziot jelent. *-gal jeloltiik a

statisztikailag szignifikans osszefiiggéseket [161].
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4.3.2. Negativ prediktiv jelentéségii miRNS-ek

49 beteg tovabbi korlefolyasat tudtuk utankovetni, 7,01 + 4,7 évig. Egyvaltozos
varianciaanalizissel azt talaltuk, hogy a miR-21, a miR-10a és a miR-106b negativ
prediktorai a progressziomentes és teljes ttlélésnek; ugyanakkor a tobbvaltozos analizis
csak a miR-21 fiiggetlen prognosztikus erejét erdsitette meg pNET-ben (6. tablazat, A,
B). A 49 betegb6l 33-nal tortént progresszid az utankovetés alatt (progresszid, tumor
recidiva vagy halal). A progredialo betegekben a miR-10a és a miR-106b szintje negativ
prediktora volt a progresszidig eltelt idonek, ugyanakkor egyik miRNS sem bizonyult
fiiggetlen prognosztikus faktornak (6. tablazat, C).

6. tablazat: Tilélés analizis a validaciés kohorszban. Utankovetési adatok 49 betegnél
voltak elérhetéek. Cox proporcionalis hazard regresszids modellt alkalmaztunk
egyvaltozos és tobbvaltozos analizishez a miRNS-ek progresszidmentes (A, n=49) és
teljes (B, n=49) tulélésre gyakorolt hatasanak vizsgalatara. A progresszidt elszenvedett
betegek esetén kiegészitd egyvaltozos és tobbvaltozos regresszids analizist végeztiink a
mMiRNS-eknek a progresszioig eltelt idére vald hatasanak vizsgalatara (C, n=33). *-gal

jeloltiik a szignifikans Osszefiiggéseket. HR = hazard ratio, 95% CI = 95% konfidencia

intervallum.
Egyvaltozos analizis Tobbvaltozos analizis

HR (95% CI) p-érték HR (95% CI) p-érték
A
miR-21 1.04 (1.02-1.06) 0,0002* 1.03 (1.01-1.05) 0,0120*
miR-10a 1.10 (1.04-1.16) 0,0006* 1.11 (0.89-1.38) 0,3556
miR-106b 1.04 (1.02-1.07) 0,0022* 0.97 (0.87-1.07) 0,5249
B
miR-21 1.04 (1.02-1.05) 0,0001* 1.03 (1.00-1.05) 0,0313*
miR-10a 1.16 (1.05-1.28) 0,0023* 1.03 (0.80-1.34) 0,7997
miR-106b 1.07 (1.03-1.12) 0,0012* 1.03 (0.91-1.16) 0,6428
C
miR-21 1.01 (1.00-1.03) 0,1665 1.00 (0.98-1.02) 0,8792
miR-10a 1.08 (1.02-1.14) 0,0049* 1.10 (0.82-1.46) 0,5246
miR-106b 1.04 (1.01-1.07) 0,0070* 0.99 (0.86-1.14) 0,8981
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7. tablazat: A validacios kohorszba bevont mintak klinikai és patoldgiai jellemz6i. HPF = nagy nagyitast latotér.
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: Eletkor | Familiaris/ | Tiinetek a Klinikai | -69nagyopb | Ki-67 1 cio | wHO Metasztizisa | Uthnkovetés | DoIc8 Statusza
Minta | Nem | = )" | Sporadikus | diagnéziskor | diagnozis dtmerd | index | g pes | Grade diagnoziskor ideje (nap) | & Vizsgalat
P & & (mm) (%) & 1€N3P) | i dejében
1 |F |51 |sporadikus |fogyas ?lfr:‘q;f“nk“"nalo 40 1 1 1 3988 tumormentes
2 [N |60 |sporadikus nem-funkciondlé | 5 1 1 1 lokdlis — nyirokesomé | 539 progresszio
tumor €s maj
3 [N |45  |sporadikus nem-funkcionald | 7, 1 0 1
tumor
4 |F |66  |[sporadikus |incidentalis {m(;f“nkc‘o“alo 40 1 1 1 1925 elhunyt
5 [N |73 |sporadikus |Dasi fdidalom, nem-funkciondlo |, 2 1 1 1214 elhunyt
fogyas tumor
6 F 75 sporadikus Lekurrens .| insulinoma 22 <05 |0 1 4585 elhunyt
ypoglycaemia
7 N |76 sporadikus nem-funkciondlé |5, 1 1 1 8 elhunyt
tumor
8 F 58 sporadikus insulinoma 10 1 0 1
9 N 57 sporadikus Lekurrens .| insulinoma 10 1 0 1 4880 tumormentes
ypoglycaemia
10 N 37 sporadikus |incidentalis ?lfrrr?;unkcmnalo 60 1 1 1 4158 tumormentes
11 N 81 sporadikus | hypoglycaemia | insulinoma 12 2 1 1 736 elhunyt
12 |[F |56 |sporadikus |incidentalis t“lfrwc;f“nkc‘onal" 35 1 0 1
13 F 70 sporadikus insulinoma 30 1 1 1 4150 elhunyt
14 F 49 sporadikus insulinoma 16 1 0 1
: rekurrens -
15 N 47 sporadikus .| insulinoma 30 1 0 1 4826 tumormentes
hypoglycaemia
16 F 65 sporadikus rekurrens .| insulinoma 18 2 0 1
hypoglycaemia
17 N 81 sporadikus rekurrens insulinoma 15 1 1 1 1800 tumormentes

hypoglycaemia
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Legnagyobb

Ki-67

Beteg statusza

Minta | Nem Eletkor | Familiaris/ Tinetek a Klinikai Atmerd index Mitozis | WHO Metasztazis a Utankovetés a vizsgalat
(év) | Sporadikus | diagnoziskor diagnézis (mm) (%) (/10HPF) | Grade diagnoéziskor ideje (nap) idejében
18 F 87 sporadikus rekurrens .l insulinoma 15 1.5 1 871 elhunyt
hypoglycaemia
19 |N |24 |sporadikus |TKUTEMS lincilinoma 15 1 0 1
hypoglycaemia
20 |N |71 |sporadikus |hasi fajdalom ?lfrrr?(;f“nkc‘onalo 38 2 0 1
21 N 46 sporadikus |incidentalis nem-funkciondlo 30 1 1 1 101,(.ahs nyirokesomé és 3252 progresszio
tumor maj
22 [N |74 |sporadikus |incidentdlis | for KoM g 05 o 1 1572 tumormentes
23 |F |56 |sporadikus |incidentalis ?j&“&fuﬂkcmmlo 45 <05 1 1368 tumormentes
24 N 50 sporadikus h§3| nem-funkcionls 15 1 1273 tumormentes
diszkomfort tumor
25 [N |26  |MENL i fajdatom |MeM-funkeiondld |, g <05 1 6677 tumor recidiva
asszocialt tumor
26 N 24 MENl.', rekurrens .| insulinoma 30 1 1 1 1586 tumormentes
asszocialt | hypoglycaemia
27 N 21 MENl.', hypoglycaemia | insulinoma 15 1.5 1 2786 tumor recidiva
asszocialt
28 F 46 sporadikus Lekurrens ._|insulinoma 15 1 1 1
ypoglycaemia
20 |F |77 |sporadikus |fogyas t“uerwc;f“nkc‘onal" 35 15 |1 2 1291 elhunyt
30 N 49 sporadikus ?uor?]:runctlonlng 135 3 6 2 lokalis nyirokcsomo 4689 progresszio
31 |F |s5 |sporadikus |incidentdlis |jomCIOMIO o 1 2 2 lokélis nyirokcsomé | 4571 tumormentes
32 [N |53 sporadikus nem-funkciondld | 5, 5 4 2 NA 2530 elhunyt

tumor




69

DOI:10.14753/SE.2023.2789

. Eletkor | Familiaris/ Tinetek a Klinikai Legnagy9 bb KI_G? Mitozis | WHO Metasztazis a Utankovetés Beteg sta?usza
Minta | Nem (év) | Sporadikus | diagnoziskor diaenézi atméro index (/I0HPF) | Grade diaenéziskor ideje (nap) a vizsgalat
© P agnozisko gnozis (mm) (%) gnOZISko 1€N3P) 1 i dejeben
33 [N |36 |sporadikus |3 somatostatinoma | 50 5 1 2 lokalis nyirokesomo
diszkomfort
34 F 38 sporadikus [ll:arrr?o-funkcmnalo 130 15 2 2 lokalis nyirokcsomd 4451 progresszio
35 55 sporadikus | incidentalis gastrinoma 40 7.5 1 2
. hasi nem-funkcionald .,
36 N 73 sporadikus diszkomfort  tumor 28 10 3 2 3797 progresszio
37 [N |39 |sporadikus |3 nem-funkciondld | 7, 10 |5 2
diszkomfort tumor
38 [N |70 |sporadikus |3 nem-funkciondld | g, 3 2 2 lokalis nyirokcsomé | 3179 elhunyt
diszkomfort tumor
39 [N |62  |sporadikus |hasi fajdalom ?j&“&fuﬂkcmmlo 40 4 2 2 lokalis nyirokcsomo | 2897 tumor recidiva
40 N 55 sporadikus rekurrens ._|insulinoma 25 3 0 2 4624 tumormentes
hypoglycaemia
41 N 70 sporadikus ?L:?r;n(;funkmonalo 35 3 1 2 4510 tumormentes
42 |F |51 |sporadikus |hasmenés {‘jmm;“nkc‘o“ak’ 95 15 |3 2 2973 progresszio
43 [N |53 |sporadikus |°Y3S nem-funkciondlé | g, 3 1 2 2644 progresszio
hasmenés tumor
44 |F |79 |sporadikus |incidentalis :‘lfr':;“nkc‘onak’ 18 5 0 2 1415 elhunyt
45 [N |19 MEN1- rekurrens 10 linoma 18 45 2 3874 tumormentes
asszocialt | hypoglycaemia
46 N 74 sporadikus rekurrens ._insulinoma 16 3 0 2 1051 elhunyt
hypoglycaemia
a7 [N |40 |sporadikus | /OB nem-funkciondld | g 1 3 2 5695 progresszié
asmenés tumor
48 F 66 sporadikus |incidentalis nem-funkcionald 60 9 1 2 1446 tumormentes

tumor
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. Eletkor | Familiaris/ Tiinetek a Klinikai Legnaqy,? bb !(I-67 Mitézis | WHO Metasztazis a Utankovetés Beteg sta?usza
Minta ) Nem | ™ «)" | Sporadikus | diagnoziskor |  diagnézis dtmerd | ndex |y oey | Grade diagnéziskor ideje (nap) | 2Vizsgdlat
P g g (mm) (%) & 1€N3P) 1 i dejeben
49 [N |56 |sporadikus |incidentalis | nem-funkeiondlo |, 4 0 2 2314 stabil
tumor betegség
50 [N |59 |sporadikus |3 nem-funkciondld | ., 3 1 2 2058 tumormentes
diszkomfort tumor
51 |N |52 |sporadikus |incidentalis ?jrwéf“nkc‘onalo 40 10 |1 2
52 |N |38 |sporadikus |hasi fajdalom ?lfrrr?(;f“nkc‘onalo 56 2 2 2 3268 progresszié
53 |F |60 |sporadikus |incidentdlis | forietkeiondlo] 7 75 |2 2 lokdlis nyirokcsomé | 1260 elhunyt
54 |F |70  |sporadikus |hasi fajdalom ?j&“&fuﬂkcmmlo 35 <05 |5 2 lokalis nyirokcsomo
55 |F |63 |sporadikus |incidentalis |nem-funkeiondld 4 3 2 lokalis nyirokcsomé &
tumor maj
56 |N |55 |sporadikus {‘j&f‘mkc‘omlo 10 80 |52 3 lokalis nyirokcsomé | 250 elhunyt
57 |F |74 |sporadikus |D2si fdidalom,|nem-funkciondlé | 5o 25 [0 3 lokalis nyirokcsomé | 1238 elhunyt
fogyéas tumor
58 |F |68 |sporadikus |12t fdidalom,|nem-funkciondlé |, 35 3 lokalis nyirokcsomé | 455 elhunyt
fogyéas tumor
59 [F |69 |sporadikus |sargasig :‘lfr':;“nkc‘onak’ 70 |23 3 lokalis nyirokcsomé | 329 elhunyt
60 N 71 sporadikus | fogyas, hanyas ?ljezrrnnc;funkcmnalo 70 25 12 3 lokalis nyirokcsomo 569 elhunyt
61 N 71 sporadikus | sargasag ?ljezrrnnc;funkcmnalo 70 100 25 3 lokalis nyirokcsomo 196 elhunyt
62 |F 68 sporadikus | fogyas ?lfnT;unkmonalo 30 3 NA 616 elhunyt
63 N 59 sporadikus fogyas,_ nem-funkcional6 o5 70 50 3 lol’<.alls nyirokcsomé és 352 elhunyt
anorexia tumor ma)j
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4.4. Keringé miRNS biomarkerek pancreas NET-ben és phacochromocytomaban
4.4.1. Sejtkontaminaciot jelzo6 miRNS-ek expresszidjanak vizsgalata

A miRNS-ek intracellularis koncentracidja sokkal magasabb, mint a sejtmentes
kornyezetben mért érték, ezért nagyon fontos a szérummintak sejtes (vorosvértestek,
fehérvérsejtek, thrombocytak altali) kontaminécidjdnak megeldzése. Elsé 1épésében
mintdinkon kizartuk ennek lehetdségét. A levett szérummintdkon makroszkoposan
hemolizis nem latszott. Shah és tarsai publikacioja alapjan a vorosvértestekben magas
koncentracioban megtaldlhaté miR-451a és a hemolizis altal nem befolyasolt miR-23a-
3p aranya bizonyult a hemolizis legszenzitivebb markerének, mds hemoglobin-
koncentraciot méré eljarasokkal szemben [162]. A miR-451a ¢és miR-23a-3p
expressziojanak aranya alapjan az NGS-sel vizsgalt felderité kohorszunk egyik
mintdjaban sem talaltunk vordsvértest-kontamindciot. Mds tanulmanyok altal talalt
vorosvértest- vagy thrombocyta-kontaminaciot  jelz6 miRNS-ek  [163-165]
expresszidjaban szintén alacsony varianciat talaltuk (thrombocyta-kontaminaciot jelzd
miR-142-3p variancidja a mintak kozott 0,4; vordsvértest-kontaminaciot jelzé6 miR-
451a/miR-23a-3p arany varianciaja 0,3). Vizsgalatunkban csak nem kontaminalt

mintakat hasznaltunk.

4.4.2. Keringd miRNS expresszios profil vizsgalata ujgeneracids szekvenalassal

Osszesen 24 szérum mintét hasznaltunk fel feltaro vizsgalatunkban: 8 pNET (4 alacsony,
¢s 4 magas CgA szintli betegtdl), 8 PPGL ¢és 8 kontroll (6 fliggetlen betegtdl szarmazo
minta, ugyanis két beteg PPI terhelés utani mintajat is felhasznaltuk) mintat (12. tablazat).
Ujgeneracios szekvenalassal sszesen 1525 miRNS-t detektaltunk. Csupan 9 miRNS
esetében, azaz a miRNS-ek 0,05%-aban talaltunk mintanként >500 UMI read szamot,
ezek: hsa-miR-486-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-miR-423-5p, hsa-let-7a-5p,
hsa-miR-122-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-let-7f-5p, hsa-let-7i-5p. 20 miRNS esetén 100-
499 UMI read/minta, 35 miRNS esetén 50-99 UMI read/minta szamot talaltunk. A
MiRNS-ek donté tobbsége (1461, a miRNS-ek 95%-a) igen alacsony expresszios
tartoméanyban volt, 50 UMI read/minta alatt (9. abra, A, B). A pNET és PPGL mintdkban
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a teljes miRNS expresszid szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a kontrollokhoz

képest (104.415 vs. 210.573; p=0,0030) (9. abra, C).

A © 10000
=
£
~ 1000
£
~0
~N
v
k=] 100
(1]
g
% 10
[="4]
3
©
1
1 101 201 301 401 501 601 701 801 901 100111011201130114011501
B 100 000 A
10000 A
£
0
5% 1000 A
=]
m
7}
= 100 -
=
=)
10 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
=== h53-MiR-486-5p ==@=hsa-miR-16-5p ==@=hsa-let-7b-5p
hsa-miR-423-5p ==@=hsa-let-7a-5p ==@=hsa-miR-122-5p
=== [153-MiR-923-3p === hsa-let-7f-5p  ==@==hsa-let-7i-5p
C *
! I_I_I
* *

I 1
300000~ +00000- —

E 200000 £ 300000+
8 3
. S 200000
2 @
= 100000 =
5 S 100000- T
0- 0-
© a
<& & & &L
@\ QQ o &9 &
& & & &
+ A P
& L
AR

72



DOI:10.14753/SE.2023.2789

Enlin
-

m s

3 miR-6717-5p
i miR-6743-3p
miR-203a-3p

=

miR-4440
miR-148a-5p
miR-4274
miR-6857-3p
" MiR-7155-5p
miR-25-3p
miR-16-5p
miR-93-5p
miR-101-3p
miR-185-5p
miR-142-3p
let-7i-5p
miR-148a-3p
let-7a-5p
let-7g-5p
miR-199a-3p
miR-143-3p
mMiR-486-3p
miR-486-5p
miR-92a-3p
B tet-7b-5p
miR-451a
miR-103a-3p
miR-30e-5p
miR-26b-5p
let-7f-5p
miR-30d-5p
B mir-223-3p
miR-425-5p
miR-342-3p

Row Z-Score

" Kontroll
Kontroll+PPI

I PPGL
pNET-alacsony

M pNET-magas

9. abra: miRNS expresszio a vizsgalat felderité szakaszaban. A) miRNS abundancia
a szérumban. A fliggbleges tengelyen a mintankénti UMI read szamot, a vizszintes
tengelyen az UMI read szam szerint sorbarendezett miRNS-eket (sorszamokkal jeldlve)
abrazoltuk. B) A 9 legabundansabb miRNS expresszidja a 24 szérummintaban. C)
Globalis miRNS expresszio kontrollokban ¢s pNET/PPGL mintakban. *-gal jeloltik a
szignifikans kiilonbségeket. D) A csoportok kozott eltérden expresszalt 33 miRNS
elkiiloniti a kontroll és a pNET/PPGL mintékat. A zold szin alacsonyabb, mig a piros szin
magasabb expressziot jeldl. PPI = protonpumpa inhibitor szedé kontrollok; PPGL =
phaeochromocytoma-paraganglioma, pNET = pancreas neuroendokrin tumor; pNET-
magas/alacsony = pNET magas/alacsony CgA szinttel [166].

Az igen alacsony read-szamu (<50 UMI read) miRNS-eket kizartuk a tovabbi analizisbél,
ugyanis korabbi vizsgalataink tapasztalata alapjan ezeket kés6bb nem sikeriilt validalni
qPCR vizsgalattal [167]. Hierarchikus cluster-analizissel 33 olyan miRNS-t talaltunk,
amelyek egyértelmiien elkiilonitették a pNET és PPGL betegeket az egészséges kontroll
mintaktol, fiiggetleniil a PPI szedéstdl (8. tablazat, 9. abra, D). A pNET mintakat 19

szignifikansan alul- és 7 szignifikansan feliilexpresszalt miRNS, mig a PPGL mintakat
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25 szignifikansan alul- és 6 szignifikdnsan feliilexpresszalt minta kiilonitette el az
egészséges kontrolloktol (8. tablazat). Ugyanakkor a pNET és PPGL mintakat nem
sikertilt elkiiloniteni egymastol miRNS mintdzat alapjan (9. abra, D). Nem talaltunk olyan
MIRNS-t sem, amely szignifikansan eltér6en expresszalodott volna az egészséges

kontrollok PPI szedése el6tt és utan.

crer

expresszidja korrelalt szignifikansan a CgA szinttel, ezek kozott a hsa-let-7g-5p esetében

talaltuk a legerésebb Osszefliggést (R=-0,73; p=0,03077).

8. tablazat: 33 eltéréen expresszalt miRNS a kontrollok (PPI szedés utan vagy
anélkiil) ill. a PPG és pNET csoportok kozott. Kontroll&PPI = minden kontroll,
beleértve a PPI szedés utani mintakat is. PPGL = phaeochromocytoma-paraganglioma,
PPI = protonpumpa inhibitor kezelés, pNET = pancreas neuroendokrin tumor, log2FC =
log2fold change, post-hoc p-érték = p-érték Tukey-féle post-hoc tesztet és Benjamini—

Hochberg korrekciot kovetden.

pNET vs. kontroll&PP1 PGGL vs. kontroll&PPI  pNET vs PPGL

ANOVA
miRNS p-érték  |og2FC ppo_ztr'thé‘:{c log2FC ppo_ztr':‘éic log2FC ppo_ztr'thé‘;f
miR-223-3p  0.0015  -1.62 0.0304 227 0.0235  0.65 1
miR-486-3p  0.0002  -1.56 0.0177 251 0.0066  0.95 1
miR-451a 0.0003  -1.42 0.0257 235 0.0058  0.93 1
miR-16-5p  0.0009  -1.48 0.0320 -2.00 00139 052 1
miR-25-3p 00001  -1.48 0.0153 210 0.0054  0.62 1
miR-143-3p 00001  -1.35 0.0240 234 00031  1.00 1
miR-101-3p  0.0040  -1.31 0.0823 -1.90 00273 0.60 1
miR-486-5p  0.0005  -1.27 0.0413 -2.50 0.0066  1.23 1
miR-425-5p  0.0000  -1.23 0.0178 223 00024  0.99 1
miR-148a-3p  0.0010  -1.25 0.0322 -1.82 00146 057 1
miR-93-5p 00003  -1.29 0.0240 197 0.0066  0.68 1
let-7g-5p 00000 -1.14 0.0178 -2.20 0.0024  1.06 1
let-7i-5p 0.0003  -1.06 0.0316 -1.89 0.0055  0.83 1
miR-92a-3p  0.0004  -1.05 0.0440 -2.05 0.0060  1.01 1
let-7a-5p 00003  -1.00 0.0235 -1.66 0.0064  0.66 1
miR-185-5p  0.0008  -1.02 0.0859 223 00079 1.2 1
miR-342-3p  0.0029  -0.97 0.0624 163 00249  0.66 1
miR-30e-5p  0.0001  -0.93 0.0295 .77 00031  0.84 1
miR-142-3p  0.0055  -0.85 0.1610 171 0.0287  0.86 1
miR-30d-5p  0.0015  -0.88 0.0432 157 0.0165  0.69 1
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let-7b-5p 0.0029 -0.84 0.0539 -1.51 0.0261 0.67 1
let-7f-5p 0.0007 -0.75 0.0475 -1.41 0.0081 0.66 1
miR-199a-3p 0.0069 -0.77 0.1009 -1.47 0.0375 0.70 1
miR-103a-3p 0.0003 -0.74 0.0371 -1.38 0.0055 0.63 1
miR-26b-5p 0.0003 -0.65 0.0424 -1.31 0.0054 0.66 1
miR-6743-3p  0.0002 0.61 0.0179 0.45 0.0054 0.15 1
miR-4440 0.0000 0.65 0.0107 0.54 0.0031 0.11 1
miR-6717-5p  0.0000 0.66 0.0009 0.43 0.0007 0.23 1
miR-148a-5p 0.0000 0.89 0.0067 0.59 0.0054 0.30 1
miR-7155-5p  0.0002 0.96 0.0071 0.31 0.0358 0.65 1
miR-203a-3p 0.0006 1.54 0.0716 2.07 0.0066 -0.54 1
miR-6857-3p  0.0071 2.67 0.0316 0.49 0.6878 2.18 1
miR-4274 0.0055 3.09 0.0279 1.23 0.6318 1.86 1

4.4.3. A kivalasztott miRNS-ek validalasa

A validalast nagyobb mintaszamon végeztiik el: 25 pNET és 20 PPGL mintat, valamint
29 kontroll mintat (5 PPI szedés utani és 24 PPI szedés nélkiili minta) hasznaltunk, a

feltar6 vizsgalatban hasznalt mintakkal egytitt (12. tablazat).

Az tjgeneracios szekvenalassal kapott miRNS abundancia alapjan valasztottunk ki
miRNS-eket validalasra. A nyers UMI read szamokat, a cel-miR-39-3p-re normalizalt és
a TMM normalizalt eredményeket Gsszevetve kivalasztottunk 6 miRNS-t validalasra,
amelyek a pNET/PPGL mintakban alulexpresszaltak voltak: let-7b-5p; let-7i-5p; miR-
143-3p; miR-30d-5p; miR-451a; miR-486-5p. Az alacsony read-szamok ellenére
(atlagosan 68 UMI read pNET/PPGL mintdkban vs. 19 UMI read kontrollokban) a

leginkébb feliilexpresszalt miR-203a-3p-t is vizsgaltuk a validalas soran.

Mind a 6 kivalasztott miRNS alulexpressziojat igazolni tudtuk RT-qPCR validécios
vizsgalattal (10. abra, A). Szignifikansan alulexpresszaltak volt a miR-30d-5p, miR-451a
és miR-486-5p alacsony CgA szintli pNET betegekben, valamint a let-7b-5p PPGL
betegekben a kontrollokhoz képest (PPI szedés nélkiil) (10. abra, B). A miR-203a-3p
feliilexpresszigjat nem tudtuk RT-qPCR vizsgalattal validalni, egyediil egy olyan pNET
beteg mintdjaban, akinél igen magas CgA szintet mértiink (CgA 2490,8 ng/mL).
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10. abra: CgA szint és miRNS expresszio 0sszehasonlitasa kontroll és pNET/PPGL
csoportokban: A) két csoport 6sszehasonlitasaval, B) 5 csoport sszehasonlitasaval. *-
gal jeloltiik a szignifikans kiilonbségeket. CgA = chromogranin A, PPI = protonpumpa
inhibitor, PPGL = phaeochromocytoma-paraganglioma, pNET = pancreas neuroendokrin
tumor, pNET-magas/alacsony = pNET magas/alacsony CgA szinttel [166].
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4.4.4. Osszefiiggések a miRNS-ek expresszioja és a kliniko-patoldgiai paraméterek
kozott

Nem talaltunk kiilonbséget a pNET/PPGL ¢és a PPI-t szedd kontrollok miRNS
expresszioja kozott. Ugyanakkor az 6sszes minta egyideji elemzésekor azt talaltuk, hogy
a let-7b-5p, let-7i-5p, miR-143-3p, miR-30d-5p, miR-451a és a miR-486-5p expresszioja
alacsonyabb volt a magas (>100 ng/mL) CgA szintii mintdkban a normal CgA szintli
(<100 ng/mL) mintdkhoz képest (11. abra, A). Mind a 6 miRNS expresszidja negativan
korrelalt a szérum CgA szinttel. Ez a negativ korrelacié az egyes betegcsoportokban
vizsgalva egyediil a kontroll csoportban all fenn, a pNET vagy PPGL mintakban nem (9.
tablazat).

A tumor grade és a miRNS-ek vizsgalatakor a pNET csoportban inverz korrelaciora
jellemzd tendenciat talaltunk a let-7i-5p, miR-30d-5p és a miR-451a expresszidja és a

grade kozott (11. abra, B).

A PPGL betegek mintdiban csak a miR-486-5p esetében talaltunk inverz korrelaciot a
CgA szintjével (9. tablazat). Korabbi tanulmanyokban, koztik munkacsoportunk
kozleményében kiilonb6z6 miRNS mintdzatokrél szamoltak be malignus vs. benignus
[140] és sporadikus vs. 0rokl6d6 PPGL [138] esetekben. Munkankban ezért
megvizsgaltuk ezek 0sszefliggését a mintdink miRNS profiljaval. A csirasejtes mutaciot
(SDHB, RET, VHL, NF1) hordozé PPGL mintakban alacsony miR-486-5p és miR-30d-
5p expressziot talaltunk a sporadikus PPGL esetekhez képest (11. abra, C). A csirasejtes
SDHB mutaciét hordozo betegekben a miR-486-5p és miR-30d-5p miR-eken kiviil a let-
7b-5p és a let-7i-5p is alulexpresszalt volt a vad tipust SDHB hordozokhoz képest (11.
abra, D).
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PNET = pancreas neuroendokrin tumor, PPGL-SDH wt = vad tipusu SDH allélt hordozo,
PPGL-SDH mut = mutans SDH allélt hordozo6 [166].

0. tablazat: CgA és miRNS expresszio korrelacidja a validaciéos kohorszban (CgA vs.
-dct).

Osszes minta (n=74)

Korrelaciéd Spearman p-érték
CgA & let-7b-5p -0.29 0.0125
CgA & let-7i-5p -0.46 0.0000
CgA & miR-143-3p -0.34 0.0029
CgA & miR-30d-5p -0.39 0.0007
CgA & miR-451a -0.50 0.0000
CgA & miR-486-5p -0.39 0.0006
Kontroll&PPI (n=29)
Korrelacio Spearman p-érték
CgA & let-7b-5p -0.27 0.1599
CgA & let-7i-5p -0.42 0.0249
CgA & miR-143-3p -0.40 0.0293
CgA & miR-30d-5p -0.39 0.0377
CgA & miR-451a -0.40 0.0334
CgA & miR-486-5p -0.17 0.3852
PPGL (n=20)
Korrelacio Spearman p-érték
CgA & let-7b-5p -0.05 0.8256
CgA & let-7i-5p -0.42 0.0655
CgA & miR-143-3p -0.37 0.1069
CgA & miR-30d-5p -0.35 0.1317
CgA & miR-451a -0.38 0.1009
CgA & miR-486-5p -0.45 0.0451
PNET (n=25)
Korrelacio Spearman p-érték
CgA & let-7b-5p -0.04 0.8380
CgA & let-7i-5p -0.22 0.2838
CgA & miR-143-3p -0.14 0.5116
CgA & miR-30d-5p -0.02 0.9157
CgA & miR-451a -0.32 0.1198
CgA & miR-486-5p -0.18 0.3892
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4.4.5. A keringd miRNS-ek diagnosztikus értéke PPGL/pNET esetekben

A CgA-nak ¢és az egyes miRNS-eknek azt a képességét, hogy mennyire tudjak egymastol
elkiiloniteni a pNET és PPGL betegeket a kontrolloktol, receiver-operator characteristic
(ROC) analizissel vizsgaltuk. Binaris logisztikus regressziés modelleket hasznaltunk,
amelyekben a kiilonb6zé miRNS-eket egymassal illetve a CgA-t és az egyes miRNS-eket
kombinaltuk. Osszesen 6 miRNS-t vizsgaltunk egyenként és kombinaciokban (let-7b-5p,
let-7i-5p, miR-143-3p, miR-30d-5p, miR-451a, és miR-486-5p) (10. tablazat).

A pNET csoportban a ROC analizis soran a let-7b-5p, miR-30d-5p, miR-451a, és miR-
486-5p mIRNS-ek onmagukban jobb diszkriminacios erdével rendelkeztek, mint a CgA
onmagaban. A CgA és 4 miRNS-bél (let-7b-5p, let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, miR-30d-5p)
allo kombinacid elkiilonitd ereje bizonyult a legjobbnak a pNET és a kontroll csoport
diszkriminacidjara, 72,2%-os diagnosztikus pontossaggal (AUC: 0,752; szenzitivitas:

78,8%, specificitas 68%) (10. tablazat).

A klinikai gyakorlatban nehézséget jelentenek azok a pNET-ben szenvedd betegek,
akiknél alacsony CgA szintet (<100 ng/mL) mériink. A miRNS profilozas ezért
kiilonosen érdekes lehet ezekben az esetekben. A let-7b-5p és a miR-143-3p expresszioja
kiilon-kiilon jobban elkiilonitette ezeket a betegeket a kontrolloktol a CgA-hoz képest
(10. tablazat). A CgA ¢és 5 miRNS kombinacidja diszkriminalta a legjobban az alacsony
CgA szinti pNET mintdkat a kontrollokhoz képest (CgA szinttdl fiiggetleniil) egy
logisztikus regresszios modellben; 89,4%-o0s diagnosztikus pontossaggal (AUC: 0,904;
szenzitivitas: 66,6%; specificitas: 96,5%) (10. tablazat).

Az éltalunk vizsgalt PPGL mintdk koziil mindegyik esetben emelkedett CgA szintet
talaltunk, ezzel Osszefliggésben a CgA elkiilonité ereje bizonyult a legerdsebbnek;
diagnosztikus pontossaga 81,6% volt (AUC: 0,890; szenzitivitas 95%; specificitas 72,4%;
p<0,0001). Binaris regresszios modell segitségével igazoltuk, hogy a PPGL és kontroll
mintak elkiilonitésében a CgA és 3 miRNS (let-7b-5p, miR-143-3p és miR-486-5p)
kombinacioja magasabb specificitast eredményezett, mint a CgA 6nmagaban, 83,6%-0S
diagnosztikus pontossaggal, bar alacsonyabb szenzitivitassal (AUC: 0,862; szenzitivitas

85%; specificitas 82,7%) (10. tablazat).
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s rer

pontossaga az egyes csoportokban. A legjobb kombinacidkat binaris regresszids modell
segitségével hataroztuk meg. Cut-off* = cut-off érték a CgA esetében ng/mL-ben,
MiRNS-ek esetén dCt-ben. Cut-off** = cut-off a binaris regressziés modellben. AUC =

area under curve (gorbe alatti teriilet).

PPGL vs. kontroll&PPI AUC Cut-off *  Szenzitivitas % Specificitas % p-érték
CgA 0,890 >102,3 95,0 72,4 <0,0001
let-7b-5p 0,707 >125 90,0 48,3 0,0147
let-7i-5p 0,710 >57 100,0 3,4 0,0135
miR-143-3p 0,598 >7,7 100,0 27,6 0,2463
miR-30d-5p 0,643 >9,9 65,0 65,5 0,0914
miR-451a 0,678 >5,8 45,0 86,2 0,0353
miR-486-5p 0,660 >7,3 30,0 96,6 0,0586
Legjobb kombinacié: AUC Cut-off **  Szenzitivitas % Specificitas % p-érték
CgA+let-7b-5p+miR-143-3p 0,862 0,4 85,0 82,8 0,0085
+miR-486-5p

PNET vs. kontroll&PPI AUC Cut-off *  Szenzitivitas % Specificitas % p-érték
CgA 0,672 >1025 64,0 72,4 0,0308
let-7b-5p 0,702 >12,9 80,0 62,1 0,0111
let-7i-5p 0,661 >7,9 80,0 51,7 0,0433
miR-143-3p 0,661 >9,0 100,0 41,4 0,0433
miR-30d-5p 0,675 >9,7 76,0 62,1 0,0276
miR-451a 0,692 >2,9 96,0 41,4 0,0159
miR-486-5p 0,712 >4,2 88,0 58,6 0,0078
Legjobb kombinacié: AUC Cut-off **  Szenzitivitas % Specificitas % p-érték
CgA+let-7b-5p+let-7i-5p+miR-143-3p 0,752 0,5 75,9 68,0 0,0351
+miR-30d-5p

Alacsony CgA pNET vs. kontroll&PPI  AUC Cut-off *  Szenzitivitas %  Specificitas % p-érték
CgA 0,613 <796 100,0 37,9 0,3112
let-7b-5p 0,651 >12,9 77,8 62,1 0,1751
let-7i-5p 0,517 <8,8 100,0 20,7 0,8772
miR-143-3p 0,646 >9,9 100,0 48,3 0,1920
miR-30d-5p 0,577 >9,4 77,8 55,2 0,4923
miR-451a 0,527 >2,9 88,9 41,4 0,8101
miR-486-5p 0,561 >4,2 66,7 58,6 0,5828
Legjobb kombinacié: AUC Cut-off **  Szenzitivitas % Specificitas % p-érték
CgA+let-7b-5p+let-7i-5p+miR-143-3p 0,904 0.55 66,7 96,6 0,0342

+miR-30d-5p+miR-486-5p

4.4.6. Deregulalt pNET/PPGL szoveti miRNS-ek vizsgalata szérum mintdkban

A keringd miRNS-ek potencidlis eredetének vizsgalatira Osszegylijtottik 12
tanulmanybol szarmazé adatokat, amelyek pNET [130-132,134,154-156] és PPGL
[138-141,157] betegek szoveti miRNS mintazatat elemezték. Ezek eredményeit

Osszevetettiik az altalunk talalt eltéréen expressszalodd miRNS-ekkel; igy pNET
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esetekben 9, PPGL esetekben 3 olyan miRNS-t talaltunk, amelyek szovetben és
szérumban is deregulaltak voltak (11. tablazat). Ezek koziil csak a miR-203-3p volt
feltilexpresszalva mind pNET szdvetben, mind szérumban. A tobbi miRNS mindegyike
feltilexpresszalt volt pNET szévetben, mig alulexpresszalt pNET szérumban. A miR-101-
3p feliilexpresszalt volt malignus PPGL szovetben a benignushoz képest; mig szérumban
alulexpresszalt volt a kontrollokhoz képest. A miR-16-5p és a miR-451a, mint lehetséges
tumorszuppresszor miRNS-ek, alulexpresszaltak volt a PPGL szévetben és szérumban is
(11. tablazat).

7

11. tablazat: Eltéréen expresszalt miRNS-ek oOsszehasonlitisa szérumban vs.
PNET/PPGL szovetben. A tdblazatban a szérumban és szovetben egyarant leirt miRNS-
eket tiintettik fel. PACC = pancreas acinaris sejtes carcinoma, GEP-NET =
gastroenteropancreaticus neuroendokrin tumor, INS = insulinoma, NF-pNET = nem-
funkcionalé pancreas neuroendokrin tumor, PCC = phaeochromocytoma, SDHD =

szukcinat dehidrogenaz D alegységét kodold gén.

pNET

miRNS

Korrigalt Kontroll  pNET

p-érték  atlag UMI read szam Referencia

Roldo és mtsai 2006 [**]

feltilexpresszalt pNET+PACC-ben vs. NP

miR-103a-3p 00371 109 65 Zimmermann és mtsai 2018 [**]  negativ korrelacio Ki-67-tel GEP-NET-ben
miR-26b-5p  0,0423 115 73 Roldo és mtsai 2006 [**] feltilexpresszalt pNET+PACC-ben vs. NP
miR-143-3p  0,0240 110 43 Jiang és mtsai 2015 [**] feliilexpresszalt INS-ban vs. pancreas sziget
miR-451a 0,0257 198 74 Jiang és mtsai 2015 [**] feliilexpresszalt INS-ban vs. pancreas sziget
. . . . feliilexpresszalt nycs met-ben vs.
- sk
miR-25 0,0153 383 138 Zimmermann €s mtsai 2018 [**] primer GEP-NET-ben
. . . . feliilexpresszalt nycs met-ben vs.
- - sk
miR-425-5p  0,01781 111 47 Zimmermann ¢és mtsai 2018 [**] primer GEP-NET-ben
. , . sk magasabb expresszidé magasabb
miR-93-5p 0,0240 286 117 Grolmusz és mtsai 2018 [**] eradust pNET-ben
miR-16-5p 0,0320 9670 3475 Zimmermann és mtsai 2018 [**]  negativ korrelacio Ki-67-tel GEP-NET-ben
miR-203a-3p  0,0715 19 56 Roldo és mtsai 2006 [**] feliilexpresszalt INS-ban vs NF-pNET
PPGL
Korrigalt Kontroll PPGL

MIRNA p-érték

atlag UMI read szdm

Referencia

Zong és mtsai.2015 [**]

magasabb expresszio malignus vs.
benignus PCC-ben
magasabb expresszio SDHD

miR-101-3p  0,0273 209 56 mutacid-asszocidlt tumorokban
, . - magasabb expresszié malignus vs.
Patterson és mtsai 2012 [**] benignus PCC-ben
. : . . s alulexpresszalt malignus vs.
miR-16-5p 0,0139 9670 2423 Meyer-Rochow és mtsai 2010 [**] benignus PCC-ben
miR-451a 0,005 198 39 Meyer-Rochow és mtsai 2010 [**] alulexpresszdlt malignus vs.

benignus PCC-ben
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12. tablazat: A keringé miRNS vizsgalatba bevont pNET, PPGL és kontroll betegek.
A kovetkezd parositott mintak ugyanattdl az egészséges kontrolltdl szarmaznak PPI
kezelés el6tt és utan: 45+46; 47+48; 67+68; 33+49; 69+70. PPGL =
phaeochromocytoma-paraganlioma, PCC = phaeochromocytoma, PGL = paraganglioma,
SDHB = szukcinat dehidrogenaz B alegység génje, VHL = von Hippel Lindau gén, NF1
= neurofibromatosis 1 gén, pNET = pancreas neuroendokrin tumor, rec = recidiva, met =

metasztazis, G1-G2-G3 = grade 1-2-3, PPI = protonpumpa inhibitor, NA = nincs adat.

PPGL:
CgA (ng/mL; benignus/malignus,

Minta Nem Eletkor Csoport Ref: 194-08,1) pNET: grade G1- Vizsgalat
G2-G3
51 N 12 PPGL (PCC) 548,6 benignus (pr) NGS&QPCR
52 F 41 PPGL (PCC) 10870 benignus (pr) NGS&QPCR
53 F 51 PPeL I(,SCDCH B mutacio tﬁ;m"la“ 863,4 benignus (pr) ~ NGS&GPCR
18 N 47 PPGL (MEN2 asszocialt PCC) 402,9 malignus (rec&met) gPCR
19 N 45 PPGL (PCC) 128,1 malignus (rec) gPCR
23 N 67 PPGL (PCC) 749,6 benignus (pr) gPCR
20 F 56 PPGL (PGL) 8166 malignus (rec&met) gPCR
56 F a0  PPOL (SDHBP%“SC“"'“‘SSZOC““ 2265 malignus (rec&met) NGS&IPCR
57 N 69 PPGL (PCC) 1375 malignus (rec&met) NGS&GPCR
21 N 44 PPGL (PGL) 273 malignus (rec&met) gPCR
62 N 48 PPGL (PCC) 2409 benignus (pr) NGS&qPCR
28 F 20 PPGL (PCC) 809,5 NA gPCR
2 N 35 PPGLp((’:\'g;lnﬁ‘étsagzsatﬁoc‘a“ 1602 malignus (rec&met)  gPCR
64 N 35 PPGL (PCC) 487,9 benignus (pr) NGS&QPCR
26 F 24 PPG"P%/ 'S;Lnﬁﬂ;a;igs'ﬁfoc“ﬂt 63,2 malignus (bilateralis)  GPCR
24 N 69 PPGL (PCC) 2295 malignus (rec&met) gPCR
29 F 21 PPGL (PCC) 104,1 benignus (pr) gPCR
27 N 62 PPGL (PCC) 115 benignus (pr) gPCR
66 N 15 PPGL (SDHBP“é“Ct;‘C“"aSSZOC‘a“ 470,8 malignus (rec&met) NGS&GPCR
25 F 36 PPGL (PCC) 1037,4 malignus (rec&met) gPCR
1 F 75 pNET 34,2 Gl gPCR
54 N 58 pNET 1915 NA NGS&gPCR
55 F 67 pNET 176,6 G3 NGS&gPCR
2 F 57 pNET 35,2 G2 gPCR
3 N 62 pNET 62,2 G2 gPCR
4 F 77 pNET 67,9 G2 gPCR
58 N 66 PNET 162,7 NA NGS&gPCR
59 F 52 pNET 4485 G2 NGS&QPCR
5 N 62 pNET 44,2 G2 gPCR
60 F 72 pNET 1679 G2 NGS&gPCR
61 N 61 pNET 543,6 G2 NGS&gPCR
6 F 39 pNET 327,4 G3 gPCR
63 N 47 pNET 1009 G2 NGS&gPCR
7 F 68 PNET 219,2 G2 gPCR
65 F 74 PNET 104,5 Gl NGS&gPCR
8 F 42 PNET 190,1 G3 gPCR
9 N 48 PNET 1154 NA gPCR
10 N 82 pNET 79,1 Gl gPCR
11 N 76 pNET 132 G2 gPCR
12 N 58 pNET 51,5 Gl gPCR

83



DOI:10.14753/SE.2023.2789

13 F 75 pNET 2490,8 NA gPCR
14 N 64 pNET 4163 G2 gPCR
15 N 59 pNET 2757 NA gPCR
16 F 72 pNET 49,8 G2 gPCR
17 F 73 pNET 344 NA gPCR
74 F 77 kontroll 38,5 gPCR
38 F 71 kontroll 53,7 gPCR
40 N 49 kontroll 12,7 gPCR
31 F 49 kontroll 415 gPCR
76 F 44 kontroll 39,8 NGS&QPCR
36 N 68 kontroll 100,4 gPCR
30 N 13 kontroll 18 gPCR
34 F 40 kontroll 40,2 gPCR
35 N 69 kontroll 48,7 gPCR
41 N 47 kontroll 93 gPCR
39 N 63 kontroll 55 gPCR
75 F 65 kontroll 39 gPCR
37 F 55 kontroll 57,2 gPCR
73 F 47 kontroll 34 NGS&QPCR
43 N 16 kontroll 52,6 gPCR
42 N 33 kontroll 68,4 gPCR
72 N 46 kontroll 42,8 NGS&gPCR
32 N 58 kontroll 80,2 gPCR
71 F 37 kontroll 27,7 NGS&gPCR
45 N 72 egészséges kontroll PPI nélkiil 494 gPCR
46 N 72 egészséges kontroll PPI utan 5775 gPCR
47 N 62 egészséges kontroll PPI nélkiil 198,9 gPCR
48 N 62 egészséges kontroll PPI utan 516 gPCR
67 N 39 egeszséges kontroll PPI nélkiil 42,3 NGS&QPCR
68 N 39 egészséges kontroll PPI utan 197,8 NGS&gPCR
33 F 64 egészséges kontroll PPI nélkiil 186,7 gPCR
49 F 64 egészséges kontroll PPI utan 595,4 gPCR
69 N 46 egészséges kontroll PPI nélkiil 45,6 NGS&gPCR
70 N 46 egészséges kontroll PPI utan 278 NGS&gPCR
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5. Megbeszélés

5.1. A hazai MENI1 adatbazis elemzése, genotipus-fenotipus Osszefiiggései

Vizsgalatunkban 6sszegytjtottilk az osszes, 2001-2017 kozott Magyarorszagon MEN1
genetikai vizsgalaton atesett beteg adatait. Eredményeink alapjan a MEN1 mutaciok
becsiilt frekvenciaja Magyarorszagon 0,48/100.000 {6, amely a szakirodalomban kozol1t
adatokhoz képest kissé alacsonyabb [6]. Ugyanakkor az elmult években kdzolt olasz [50],
svéd [168] és francia [29] multicentrikus, kozel a teljes populaciot feldleld vizsgalatok
eredményeihez képest a MEN1 mutécio frekvencidja valamint az érintett csalddok relativ
szama a populacidohoz képest Magyarorszagon hasonld. A mutacié detektalasi rata (a
mutacid-pozitivak ardnya az 6sszes index beteg kozott) vizsgalatunkban 26% volt, a svéd
MENI1 kohorszhoz hasonléan [168]. A 24 kiilonb6z6 MENI1 mutaciobol o6tot

kozleménylink megjelenésének idejében legjobb tudomasunk szerint még nem kozoltek.

A 27 genetikailag igazolt MEN1 szindromas index betegen kiviil 77 fiiggetlen, MEN1-re
utald klintkuma (MEN1 gyants) index beteget referaltak Endokrin Genetikai
Laboratoriumunkba; ez utobbiak kozott nem talaltunk MEN1 mutaciot. A 77 beteg
mindegyike teljesitette a MEN1 genetikai vizsgdlat indikéacioit, azonban nem
mindegyiknél volt kimondhaté a MEN1 szindroma diagndzisa (MEN1 gyanus betegek).
A MENTI szindrémas betegek kozott a fenokdpia aranya 77,1% volt (37 mutacido-negativ
és 11 mutacio-pozitiv eset, Osszesen 48 sporadikus MENI1 szindromas eset), ez a
korabban publikalt becsléseknél magasabb. Kevés a rendelkezésre allo ismeret a MEN1
fenokopia aranyarol, kiilonosen a familiaris és sporadikus esetek elkiilonitésének
tekintetében. Sporadikus esetekben a MEN1 mutaciok eléfordulasa sokkal alacsonyabb,
33-65% koriili [169]. A f6 MENI1-asszocialt endokrin tumorok sporadikus egyiittes
eléfordulasa egy egyénen beliil (koincidencia) ugyanakkor sokkal gyakoribb, mint

korabban feltételeztiik [54].

A MENI1 genetikai vizsgalatanak leggyakoribb indikacidja a PHPT és a PA
kombinacioja. Mindkét daganat a gyakori endokrin betegségek kozé tartozik az atlag
populdcioban, igy ezek koegzisztencidja nem elhanyagolhatd gyakorisagi. Legjobb
tudomasunk szerint a két sporadikus daganat egyiittes el6forduldsdnak pontos

frekvencidja nem ismert. Kordbbi kozlemények alapjan a koincidencia durvan 0,8-
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5,3/10.000 f6re becsiilhetd. Megjegyezziik, hogy az Orphanet kritériumok alapjan ez még

ritkanak szamit (http://www.orpha.net).

Tekintettel a MEN1 mutaciok alacsony frekvencidjara és a fenokdpia magas aranyara
ebben a populacioban, vizsgalatunk egyik célja az volt, hogy mutacio-pozitiv és -negativ
betegek kozti kiilonbségek vizsgalataval azonositsuk azokat a tényezOket, amelyek
prediszponalnak a pozitiv genetikai vizsgalatra. Az eredmények segithetnek azonositani

azokat a betegeket, akik nagy valoszinliséggel MEN1 mutaciét hordoznak.

A mutacié-pozitiv probandoknal szignifikansan fiatalabb életkorban alakult ki a MENI1
szindroma gyanuja és a MEN1 genetikai vizsgdlatdnak indikacidja, mint a mutécio-
negativakndl, igy megerdsitettiik a kordbban kozolt dsszefiiggést, hogy az életkor egy
prediszponal6 faktor MEN1 mutacio hordozasra [7]. Barmely két major manifesztacio 30
éves életkor alatti betegben erdsen prediktiv volt MEN1 mutacidora. Mind a MEN1-
pozitiv, mind a -negativ betegek jelentds részében talaltunk 30 éves életkor alatt kialakulo
PHPT-t, valamint a PHPT ¢és PA koegzisztenciajat. Ez tiikrozi a két sporadikus daganat
magas prevalenciajat €és a koincidencia gyakorisagat, amely fenokdpiat eredményezhet
[11]; és felveti a kérdést, hogy vajon a 30 év alatt jelentkez6 PHPT megfeleld indikacioja-
e a MEN1 genetikai vizsgalatnak.

A GEP-NET jelentette a legerdsebb prediszponald faktort MEN1 mutécid pozitivitasra,
mar a klinikai kép kezdetekor is. A MEN1-asszocialt GEP-NET-ek rdadasul 15 évvel
korabban alakultak ki, mint sporadikus esetben. A MEN1 probandok harmadaban a GEP-
NET volt az elsé klinikai megnyilvanuldsa a MEN1 szindroménak. Osszességében a
MENI1 manifesztacioi kozil a 30 év alatt kialakult GEP-NET volt a legerdsebb
eldrejelzdje a csirasejtes MEN1 muticido hordozasanak. Ezzel 6sszhangban Jensen és
munkatarsai azt talaltadk, hogy a MENI-hez tarsulé pancreatoduodenalis endokrin
tumorokat (PDET) 4&ltaldban egy évtizeddel korabban diagnosztizaljak, mint azok
sporadikus megfeleldit [28]. A PDET-k gyakran vezettek a MEN1 diagnézisahoz korabbi
kozleményekben [170]. Az ENETS (European Neuroendocrine Tumor Society)
konszenzus irdnyelvekben mar javaslatot tettek MEN1 genetikai vizsgalatra 20 éves
¢letkor alatti insulinomaban szenvedd betegekben [171]. De Laat és munkatarsai szerint
a mutacioanalizis indikaciojat sziikséges lenne kiterjeszteni az 6sszes pancreas NET-ben

szenvedé 20 évnél fiatalabb betegekre is [54]. Vizsgalatunkban, bar korlatozott
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esetszammal, elséként tdmasztottuk ala a fenti iranymutatasokat: a 30 év alatt jelentkezd
GEP-NET esetek felvételének sziikségességét a MEN1 genetikai vizsgalat indikacios

kritériumai koz¢. Eredménylink nagyobb esetszamu vizsgalattal valdo megerdsitésre var.

1997 és 2015 kozott 576 kiilonbozo csirasejtes MEN1 mutaciot rogzitettek [48,49].
Concolino és munkatarsai [48] 66,5% frame-shift, nonsense vagy splice régiot érintd
mutaciot kozolt, mig két masik vizsgalatban a mi eredményeinkkel szinte egyezo
aranyokrol szamoltak be (73% és 74%) [49,172]. T6bb munkacsoport keresett genotipus-
fenotipus 0Osszefiiggéseket MEN1 szindromaban. A MEN1 mutéaciok hatasait széles
korben vizsgaltak. Egy feltételezés szerint az Gn. csonkito (truncating) mutaciok (frame-
shift, nonsense) a menin fehérje funkciondlis doménjeinek elvesztéséhez vezethetnek;
mig a nem csonkitd muticiok (missense) funkciondlisan kritikus szekvencidk
inaktivalodasat okozhatjak [49]. Néhany kozleményben beszamoltak a frame-shift
mutaciok és a pNET tumorok kozti dsszefliggésrdl [6,173]. Machens és munkatarsai
azonban nem talaltak korrelaciot a mutaciok tipusa és a klinikai kép kozott [174]. Az
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) ajanlasa nyoman [175]
¢és vizsgalatunk eredményei alapjan a MEN1 genetikai varidnsokat besorolhatjuk ”high-
impact” és “low-impact” kategdéridkba, utalva a két csoport kozti (az esetszdm miatt
korlatozott értékil) prognosztikus kiilonbségre. Vizsgalatunkban 12 frame-shift MEN1
mutaciot hordozo betegb6l 11-nél diagnosztizaltak GEP-NET-et. High-impact mutaciot
hordozé betegeknél nagyobb valdsziniiséggel alakul ki GEP-NET, mint low-impact
mutaciot hordozokndl. Ez a genotipus-fenotipus Osszefiiggés fontos lehet a genetikai

tanacsadas soran és a MEN1 szindroma prognoézisaban.

Vizsgalatunk legfobb korlatja a kis esetszam. Bizonyos esetekben hidnyos volt a
rendelkezésre 4ll6 klinikai informacio; a valtozd utankovetési 1dd pedig nem tette
lehetdvé, hogy megfelelden alatamasztott kovetkeztetéseket vonjunk le a betegség hosszii
tava lefolyasara vonatkozoan. A tiinetek hianya és az érzékeny képalkoto eljarasokhoz
val6 korlatozott hozzaférés miatt feltehetden alabecsiiltiik a nem-funkcionalé6 GEP-NET-
ek aranyat a betegpopuldcionkban. Nem volt lehetdségiink minden betegnél elvégezni a
nagy deléciok vizsgalatara szolgald MLPA analizist és a CDKN1B mutaciok vizsgalatat,

igy elképzelhetd, hogy néhany ilyen eset rejtve maradt.
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5.2. MEN1 mutaciok és MEN1-et célzo miRNS-ek jelentdsége a PHPT patogenezisében

A menin kiilonb6z6é multiprotein komplexek részeként befolydsolja a DNS hibajavitast;
egyes esetekben serkentd, masokban gatlo hatassal van a géntranszkripciora; a chromatin
strukturajat befolyasolo enzimkomplexre valo hatésa altal az epigenetikai regulacidban is
részt vesz [176,177]. A menin-medialta szabalyozé mechanizmusok hianya hozzajarul a
daganatképzddéshez endokrin és nem endokrin szovetekben, aldtdmasztva a menin
tumorszuppresszor szerepét [178]. Bar a menin széles korben expresszalt a szervezetben,

szelektivitasanak oka az endokrin szovetekben zajlo tumorigenezisben nem vilagos [176].

Korabbi tanulmanyok mar igazoltak miRNS expresszios eltéréseket szindromas és
sporadikus daganatok kozott [179,180]. Nem hasonlitottak még 6ssze azonban a MEN1-
asszocialt és sporadikus PHPT-k miRNS expresszids profiljat.

Vizsgalatunkban eldszor csirasejtes MEN1 mutéciot kerestiink azokban a betegekben,
akikben a klinikum felvetette a MEN1 szindroma valdszinliségét és fennalltak a
kritériumok a genetikai vizsgalatra [11]. Két Gj mutaciét talaltunk: a c.1160delA és
c.168delC mutaciok kereteltoloéddshoz és korai stop kodonhoz vezetnek,
kovetkezményesen sériilt menin fehérje expresszidoval. Bar pancreas neuroendokrin
tumorokban mar vizsgaltdk a menin expressziot [181], vizsgalatunk az elsé az
irodalomban, amelyben Osszehasonlitottdk a menin kifejezédést a MEN1-asszocialt €s
sporadikus PHPT szovetekben. A vartaknak megfeleléen, a MEN1 szindroméhoz
asszocialt PHPT szovetekben immunohisztokémiai vizsgalattal nem detektaltunk
nuklearis menin fehérjét. Meglepd modon csirasejtes missense mutaciok esetén is
hidnyzott a menin festddés. Feltételezziik, hogy ezek a mutacidk olyan fehérjét
eredményeztek, amelyek degradalodtak vagy nem transzportalédtak megfeleléen a
sejtmagba a nukledris lokalizacios szignal hibdja miatt. Elképzelhetd, hogy a missense
mutaciok a menin fehérje szerkezetét valtoztattak meg, kiilondsképpen azt az epitopot,

amelyhez a festés soran hasznalt poliklonalis antitest kapcsolodik.

Csirasejtes mutaciokon kiviil szomatikus mutaciok is okozhatjdk a menin kifejez6dés
hidnyat. PHPT-kben, pancreas neuroendokrin tumorokban, sét, tiidé carcinoidokban is
gyakran talalunk szomatikus mutaciot a MEN1 génben [67,68,181]. Ezért kovetkezd

lépésben a szomatikus MEN1 mutacidanalizist végeztiink minden menin-negativ,
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sporadikus, nem-szindromas PHPT szovetben. 11-bél 7 esetben (63,6%) igazoltunk
szomatikus mutéciot, amely a menin hidnyért felel. A 4 MEN1-mutacié nélkiili menin-
amelyeket a primereink altali szekvenalas nem fedett le; illetve mads, instabil menin

fehérjét eredményez0 tényezok is.

A 23 menin-negativ (12 MEN1-asszocialt és 11 sporadikus) PHPT esetb6l 19-ben (12
MEN1-asszocialt és 7 sporadikus) talaltunk csirasejtes vagy sporadikus MEN1 mutaciot
(82,6%). A nukledris menin-negativitds jelentds része tehat MENI1 mutéciod
kovetkezménye. A sporadikus csoportban 3 menin-pozitiv betegnél talaltunk MEN1
mutaciot. Az ezekben az esetekben talalt gyenge nuklearis menin festddést okozhattdk a
vad tipusi MEN1 szekvencidk, amelyet a tumor heterogenitisa eredményezhetett. A
menin immunoreaktivitastol fliggetleniil a 40-b6l 10 sporadikus PHPT esetben (25%)
talaltunk szomatikus MEN1 mutaciot, amely az irodalomban talalt korabbi kozlések
eredményeihez hasonldé [67,69]. A fentieck alapjan a menin immunohisztokémiai

vizsgalatanak szenzitivitdsa 86,4%, specificitasa 86,7% a MEN1 mutécio jelenlétére.

Munkénkban elséként hasonlitottuk 6ssze MENI1-asszocialt és sporadikus szovetek
MEN1-et targetalo miRNS-einek expressziojat. In silico analizissel 35, a MEN1 3’ UTR
validaciora, amelyeket legalabb 2 predikcios szoftver megerdsitett. A miR-24 és miR-28
expresszioja szignifikdnsan magasabb volt sporadikus PHPT szovetekben a MENI-
asszocialtakhoz képest, fiiggetleniil a sporadikus szdvetek menin immunoreaktivitasatol.
Ugyanakkor nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a miRNS expresszioban sem a
menin-negativ vs. -pozitiv szovetek, sem a menin-negativ MEN1 mutans vs. MEN1 vad
tipust hordoz6 PHPT-k koz6tt; tehat eredményeink nem igazoltak dsszefliggést a menin

expresszio €s a vizsgalt miRNS-ek kozott.

Az altalunk vizsgalt miRNS-ek koziil a miR-24 esetén igazoltak interakciot a menin
expresszidjaval a mellékpajzsmirigyben és az endokrin pancreasban [45,182].
Ugyanakkor a menin stimulalja a miR-24 kifejezddését, ezaltal bezarva a visszacsatolasi
rendszert [45,182,183]. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a MENI1 szindromas
betegekben az egy funkcional6 MENL1 all¢l miatt alacsonyabb menin expresszio csokkenti

a menin transzkripcids targetjeinek, igy a miR-24-nek is az expresszidjat.
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A miR-24 direkt hatassal szupprimalja a CDKNI1B expresszidjat kiilonb6zo
daganatsejtekben [184]. A CDKN1B inaktivalo csirasejtes mutacioi okozzak a MENI1
szindromahoz hasonl6 MEN4 daganatszindromat [185,186]. A miR-24 upregulacidja
MENI1 célszervekben kiilonb6z6 tumor szuppresszor gének csendesitéséhez vezethet,
ezaltal jelentOsége lehet a tumorigenezisben. Ennek bizonyitasdhoz tovabbi, nagyobb
esetszamu vizsgalatok sziikségesek. Nem allithatjuk biztonsaggal, hogy a potencidlisan
MEN1-et targetal6 miR-24 és miR-28 magasabb szintje a menin csendesitésén keresztiil
fejtik ki hatasukat, emelkedett expresszidjuk azonban valosziniileg fontos génexpresszids

valtozasokat okoz a sporadikus PHPT-k patogenezisében.

5.3. Prognosztikus jelentéségii miRNS-ek pancreas NET-ekben

Bér a miRNS biomarkerek intenziv kutatés targyai kiilonb6z6 daganatokban, csak kevés
vizsgalat iranyult a pNET-ek miRNS expresszidjanak vizsgalatara [130,131,134], és
egyediil a miR-196a-t igazoltak prognosztikus jelentdségiinek [134]. Ezért célunk az volt,
hogy Gjraelemezziik Roldo és munkatarsai korabban k6zolt és elérhet6 eredményeit [130]
¢s validaljuk eredményeinket az eddig legnagyobb esetszami, pPNET miRNS expresszios

vizsgalatban, kiilonds tekintettel potencidlisan prognosztikus faktorok felderitésére.

In silico reanalizisiinkkel 19, a pNET tumor gradusoknak megfelelen eltéréen
expresszalodo miRNS-t talaltunk. Ezek koziil a miR-20a és miR21 megvaltozott
kifejez6dését pNET-ben korabban mar igazoltak [131]. Hierarchikus klaszteranalizissel
a 19 miRNS expresszios profilja alapjan két klaszter jott 1étre: egy kevésbé proliferativ
C1 és egy erdsen proliferativ C2. Egy nagyobb fiiggetlen validaciés kohorszon qRT-PCR
validacioval harom miRNS-rél (miR-21, miR-10a, miR-106b) sikeriilt igazolni a
szignifikansan magasabb expressziot az erdsen proliferativ csoportban, ezzel igazolva az

in silico analizisiink biologiai relevanciajat.

A validaciés kohorszban a miR-21 esetén talaltuk a legnagyobb kiilonbséget a grade-ek
kozott, magasabb expressziot mutatott a grade 3 daganatokban. Ezen eredményiink
megerdsiti a két korabbi, nagy esetszamu vizsgalatban kozolt Osszefliggést a miR-21
expresszio €s pNET kialakulasa és aggresszivebb lefolyasa kozott [130,131]; tehat a miR-
21 esetén talaltak ezidaig a legerésebb kapcsolatot a pNET tumorigenezissel. Egy 320
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eset tumor €s plazma miRNS profiljat vizsgald kozleményben a fentiekhez hasonldéan
magasabb miR-21 expressziot irtak le metasztatikus vékonybél neuroendokrin dagnatos
betegekben egészséges kontrollokhoz képest. Emellett a miR-21 magas szintje
Osszefliggott a rovidebb teljes tuléléssel [187]. A korabbi kozlemények eredményeit
meger6sitve [130,187] azt talaltuk, hogy a magasabb miR-21 szint a primer tumorban

korrelalt a metasztatikus betegséggel.

A miR-21 mint onco-miR jelent6ségét mar tobb daganattipusban leirtak, emellett a
targetjeit is azonositottdk [188]. Roldo és munkatarsai leirtdk a miR-21 negativ
igazoltak a tumorszuppresszor PDCD4 fehérjét emlérak sejtekben [189], illetve mas
fontos proapoptotikus faktorokat (FasL és PTEN) [190]. Ennek az itvonalnak a gatlasa
tumorszuppresszor PTEN gént, ezaltal sejtproliferacidhoz vezetett cervix [191] és
colorectalis [192] daganatsejtekben. Emellett a VHL gént célozva a miR-21 eldsegitette a
metasztatizalast cervix carcinomaban [193]. Pancreas carcinomaban gemcitabin
egyiittadasa anti-miR-21 oligonukleotiddal szinergista daganatellenes hatast volt, ezzel

utat mutatott a miR-21-célzott kezelések lehet6ségének [194].

A miR-106b emelkedett szintjének proto-onkogén kovetkezményeit figyelték meg
gyomorrakban [195] és melanoma malignumban [196]. Ugyanakkor a miR-106b a fontos
ciklin-dependens kinaz-inhibitor p21 fehérjét célozza [195,196], mig csokkent
expresszidja a G1 fazis leallasat okozza [196]. A miR-10a magasabb szintjét talaltdk nem-
kissejtes tiidérakban (NSCLC); szintén direkt célozva a tumorszuppresszor PTEN gént

hozzajarul az aggresszivebb fenotipus kialakulasahoz [197].

5.4. Keringé miRNS-ek diagnosztikus értéke hormonalisan inaktiv pancreas NET-ekben

A neuroendokrin rendszer daganatai ritkak, de jelentds diagnosztikus és terapias kihivast
jelentenek. Kiilondsen abban az esetben, ha hormondlisan inaktivak, a diagndzis
specifikus keringd biomarker hianyaban altaldban késik. A késéi diagnodzis pedig

befolyasolja a prognodzist és a talélést [72]. Sziikség van tehat keringd biomarkerekre.
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Tudomasunk szerint nem sziiletett még kozlemény a keringé miRNS-ek diagnosztikus

pontossaganak megitélésére neuroendokrin tumorokban a CgA-val dsszefiiggésben.

Adataink alapjan a pNET/PPGL betegek széruméaban alacsony a miRNS expresszid
egészséges kontrollokhoz képest. Ezt a jelenséget figyeltilk meg munkacsoportunk masik
munkajaban, hypophysis adenomas betegek vérmintaiban is [167]. Hasonlo globalis
miRNS alulexpressziot figyeltek meg tumorszévetekben a normal szévetekhez képest,
amely felveti tumorszuppresszor tulajdonsagukat [198]. Mitchell és munkatarsai [113]
kozleménye alapjan egy daganat jelenléte nem okoz globalis keringd miRNS-
felillexpressziot. Ugyanakkor egyes egyedi, tumorbdl szarmazé miRNS-ek
felillexpresszaltak lehetnek a keringésben. Az 1jgeneracids szekvenalds (NGS)
fejlédésével a teljes miRNS expresszio konnyebben és pontosabban meghatarozhato,
mint a korabbi platformokkal (pl. microarray). Az endokrin daganatok esetén megfigyelt
alacsony globalis keringd miRNS expresszid oka és jelentdsége ugyanakkor tisztazasra

var.

A keringd miRNS-ek eredete tovabbra sem egyértelmii [110]. A magas abundanciaju
keringd miRNS-ek elsésorban a vér sejtes elemeibdl és endothelialis sejtekbdl
szarmaznak, mig a tumorbol szarmazé miRNS-ek alacsony-kodzepes expressziojuak, ami
miatt kiilondsen fontos ezeknek a pontos detektalasa [110,113,163]. A feliilexpresszalt
MIiRNS-ek szarmazhatnak kozvetleniil a tumorszovetekb6l [113]. Eredményeinket
Osszevetve mas kozleményekben vizsgalt szoveti miRNS-ekkel, 3 olyan miRNS-t
talalunk, amely szérumban és szovetben is hasonloan deregulalt volt. A miR-203-3p
pNET szovetben és pNET-ben szenvedd betegek vérében is feliilexpresszalt volt. Ehhez
hasonléan korabbi tanulmanyokban feliilexpresszaltnak talaltdk a miR-203-3p-t
emlddaganatos betegek tumorszovetében és a tumorsejtekbdl szecernalt exoszémakban
Is [199,200]. Colorectalis és emlédaganatban onkogén hatasat figyelték meg, ezen tul a
MY C-en keresztiil befolyasolta a taxanok iranti érzékenységet [199,201,202]. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy a miR-203-3p feltehetden tumorsejtekbdl ered és oncomiR-ként
funkcional. Alacsony expresszidja neuroendokrin daganatos betegekben azonban
limitalja a tumormarkerként valo széleskorti klinikai alkalmazéasat. Az alulexpresszalt
MIiRNS-ek koziil a miR-16-5p és a miR-451a mind PPGL szdvetben, mind PPGL betegek
szérumaban downregulaltak voltak, ami potencialis tumorszuppresszor szerepiiket

tamasztja ala, ahogy azt mar egyéb daganatoknal megallapitottak [203,204].
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A 33 eltéréen expresszaldodd keringd miRNS profilja alapjan elkiilonitettik a
pNET/PPGL betegeket a kontrolloktol (PPI szedés utani mintékkal egytitt). Nem tudtunk
azonban kiilonbséget tenni a miRNS profil alapjan a pNET €s PPGL mintak k6zott. Ennek
egyik oka lehet ezeknek a daganatoknak a k6zos enterochromaffin eredete [205].

NGS eredményeink alapjan tobb miRNS mutatott — tdbbnyire inverz — korrelaciot a
szérum CgA szinttel. Nagyobb mintaszdmon tortént validacidé alapjan azonban a
korrelacio egyediil kontroll mintak esetén maradt szignifikdns, pNET vagy PPGL esetén
nem (kivéve a miR-486-5p PPGL mintak esetén). Ennek egyik oka lehet a CgA-val
korrelaciot mutaté miRNS-ek nagy részének elvesztése a tumorigenezis soran (a globalis
MIRNS expresszido ugyanis csokkent a kontrollokhoz képest), vagy okozhatta mas
technikai tényez6. Ujgeneracids szekvendlassal alacsony vagy nagyon alacsony
mennyiségben jelen levé miRNS-t is ki tudunk mutatni, azonban a valos ideji PCR
reakcid detektalasi kiiszobe — vizsgalataink tapasztalata alapjan <50 UMI read szdm —

ezek validalasat nem teszi lehet6vé.

A protonpumpa gatlo kezelés altal okozott szérum CgA szint emelkedés csokkenti a
szérum CgA klinikai hasznat neuroendokrin daganatos betegekben. ROC analizissel
megallapitottuk, hogy pNET szérummintdkban a CgA 6nmagaban kevésbé volt effektiv
a pNET betegek és kontrollok elkiilonitésében. MiRNS-ek és a CgA kombinécioja
novelte a CgA diagnosztikus értékét. Kiilonosen fontos esetben: alacsony CgA szintll
PNET betegekben — amely esetekben a CgA nem nyujt segitséget a daganat
diagnozisaban — olyan miRNS kombinaciot talaltunk, amely a CgA-val egylitt magas

diagnosztikus értéket ért el (AUC: 0,904).

Pancreas neuroendokrin daganatos betegekben a Ki-67 proliferaciés index altal
meghatarozott grade jelentdsen befolyasolja a prognozist [206]. Bar az alacsony
mintaszam limitalja a vizsgalatunkbol levont kdvetkeztetéseket, a miR-451a, let-7i-5p és
a miR-30d-5p inverz korrelacios tendenciat mutatott pNET betegek grade-jével. Tobb
daganattipusban leirtdk a keringd miR-451a alulexpresszidjat valamint immunregulalo
PNET-ben. A let-7i-5p egy ismert tumorszuppresszor miRNS, melynek expresszidja
negativan korrelal a prognézissal [208]. Tobb tanulmanyban alulexpresszaltnak talaltak

daganatos betegek szérumaban egészségesekhez képest [208], azonban a csékkend
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expresszi0 magyardzata €s a high-grade pNET betegekben betoltott jelentdsége nem
tisztazott. Downregulaltnak talaltak a miR-30d-5p-t daganatsejtekben (hepatocellularis
carcinomaban) és szecernalt exosomakban is, magasabb szintjét hepatocellularis
carcinomaban pedig jobb taléléssel hoztak Gsszefiiggésbe [209]. Mindezek arra utalnak,
hogy a szovetben ¢s folyadékbiopszias mintakban mért miR-30d-5p szintje dsszefiigghet

a tumor grade-del, a progresszioval és a tuléléssel.

Mindeddig egyetlen tanulmany vizsgalta pNET betegekben a keringd miRNS-eket
egészséges kontrollokhoz képest [131]. A szerzék nagyon hasonld miRNS expresszios
profilt talaltak a két csoport kozott. Egyediil a miR-193b szintje volt magasabb pNET
betegek szérumaban és abundansabb volt pNET szovetben is normal szigetsejtekhez
képest. Ugyanakkor 6 beteg szovet- és szérummintdjat vizsgalva sokkal gyengébb
korrelaciot figyeltek meg a szovetben €s szérumban mért expresszid kozott, mint az
ugyanazon szovetben mért atlag korrelacios koefficiens [131]. Egy masik kdzleményben
5 eltérden expresszalodd miRNS-t talaltak pancreas ductalis adenocarcinomés és pNET
betegek széruma kozott, de nem hasonlitottdk Gssze a pNET betegeket egészséges
kontroll esetekkel [210]. Ezek a miRNS-ek nem mutattak atfedést a mi eredményeinkkel
pNET vs. kontroll betegek vonatkozasdban. Egy kozelmultbeli publikacioban 6
upregulalt és 11 downregulalt miRNS-t talaltak pNET betegek plazméjabol kivont
exoszomakban kronikus pancreatitisben szenvedd betegekéhez képest [211]. Egyik
miRNS sem egyezett meg az altalunk vizsgaltakkal, bar a szerzOk mas kiindulési anyagot,
mas mérési mdodszereket hasznaltak €s adataikat kronikus pancreatitises betegekéhez

hasonlitottak.

A miR-486-5p és a miR-30d-5p alacsony szintjét talaltuk genetikailag meghatarozott
PPGL esetekben (ahol az SDHB, RET, VHL vagy NF1 génekben talalhato a mutacio) a
sporadikus esetekhez képest. A let-7b-5p, let-7i-5p, miR-30d-5p és miR-486-5p
downregulalva volt SDHB muténs esetekben a vad SDHB allélt hordozdkhoz képest, ami
arra utal, hogy a PPGL etioldgidja befolyasolhatja a keringd miRNS spektrumot. Tovabbi,
nagyobb esetszamu vizsgalatok lennének sziikségesek ennek aldtdmasztasara, ugyanis
nem taldltunk adatot szoveti és szérum miRNS-ek Osszehasonlitdsdra sporadikus és
genetikailag meghatarozott PPGL esetekben. Négy tanulméany vizsgéalta a keringd
miRNS-eket PPGL-ben [140,141,212,213]. Nem talaltak szignifikans kiilonbséget a

benignus és malignus esetek kozott, viszont emelkedettnek talaltak a miR-96-5p, miR-
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182-5p ¢és miR-21-3p szintjét PPGL betegekben egészséges kontrollokhoz képest
[140,141,212]. Ezeket az eredményeket nem tudtuk megerdsiteni vizsgalatunkban,

feltehetden a kisérleti modszerek kiillonb6zosége miatt.

6. Kovetkeztetések

6.1. Tapasztalataink a haza MEN1 adatbazis elemzése kapcsan

Elvégeztiik a hazai MEN1 kohorsz atfogd genetikai és klinikai elemzését. Hazai és
Europai Referencia Kozpontként létrehoztuk a magyarorszagi MEN1 adatbazist, amely
az Eurdpai Ritka Endokrin Betegségek Referenciahaldzatanak (European Reference
Network on Rare Endocrine Conditions, Endo-ERN) munkajaban a késébbiekben
jelentéséggel birhat. Egy multicentrikus, nemzetkozi egylittmiikddés keretein beliil
lehetdség van eredményeink nagy esetszdmu kohorszon valo validalasara, potencialisan

a MENL1 genetikai vizsgélat indikéacios kritériumainak modositasara.

Nagy aradnyban talaltunk MEN1-gyanus, de mutaciot nem hordozo betegeket (fenokdpia).
MEN1-pozitiv és -negativ esetek Osszehasonlitdsdval olyan klinikai jellemzdket
kerestiink, amelyek legjobban eldrejelzik a MEN1 mutacidé hordozasat. A GEP-NET
szignifikansan kordbban és gyakrabban alakult ki muticio-pozitiv betegekben, 30 év
alatti GEP-NET pedig a legjobban prediktalta a pozitiv genetikai tesztet. Megerdsitettiink
egy nemrég felvetddott javaslatot a genetikai vizsgalat kiterjesztésére 30 évnél fiatalabb
¢letkorban jelentkez0 GEP-NET esetekre. High-impact mutaciot hordozé MENI
betegekben nagyobb valdsziniiséggel alakult ki GEP-NET; ez a genotipus-fenotipus
Osszefliggés potencidlisan 1ényeges prognosztikai tényezd lehet a genetikai tanacsadas
soran. Végiil megjegyezziik, hogy a nagy szami mutéacio-negativ eset ellenére a genetikai
vizsgalat elkeriilhetetlen a dominansan 6r6kl6dd, magas penetranciajt MENT1 szindréma

gyanus esetekben [7,10,214].
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6.2. Menin és miRNS expresszio sporadikus és MEN1-asszocialt PHPT-ben

Jol ismert tény, hogy csirasejtes ¢és szomatikus MEN1 mutaciok dominalnak a PHPT
patogenezisében. Megvizsgaltuk a MEN1 mutaciok és a potencialisan MEN1-et targetald
MIRNS-ek szerepét a hianyzd menin expresszioban sporadikus és MENI1-asszocialt
PHPT szovetekben. Demonstraltuk, hogy legnagyobbrészt csirasejtes és szomatikus
MEN1 mutaciok okozzak a menin hidnyat PHPT szovetekben. Epigenetikai
mechanizmusok is hozzajarulhatnak a PHPT patogenezisé¢hez, ezért in silico target
MIRNS-t, ezek koriil a sporadikus, nem-szindromas PHPT szovetekben magasabb miR-
24 ¢és miR-28 expressziot talaltunk a MEN1-asszocialt szovetekhez képest; amelynek,
mint elsd epigenetikai eltérésnek sporadikus és szindromas PHPT szovetek kozott,

jelentdsége lehet a PHPT patogenezisében.

6.3. Prognosztikus szdveti miRNS biomarkerek pNET-ben

Napjainkig nem sikeriilt megfelelden szenzitiv, specifikus és elérhetd biomarkert talalni
pancreas neuroendokrin tumorok diagnosztikdjaban ¢és kezelésében. Prognozisuk
hisztopatologiai grade-ek szerint. Az egyik legnagyobb pNET betegcsoportot magaban
foglald6 miRNS expresszids vizsgalatunkban kiilonb6z6 gradusa pNET szdvetek
Osszehasonlitdsaval prognosztikus biomarkereket kerestiink. Legfontosabb eredménytiink
a miR-21, miR-106b és miR-10a kifejezodésének prognosztikus jelentésége pNET-ben.
Ezek koziil a miR-21 tobbvaltozos analizis sordn fliggetlen prognosztikus faktornak
bizonyult a legnagyobb esetszami pNET miRNS expresszids vizsgalatban. Erdekes
modon progressziot elszenvedd betegekben a magasabb miR-10a és miR-106b szint
korabban kialakulo progressziot valdszintsitett, a miR-21 szintje azonban nem mutatott
ilyen Osszefliggést; ugyanakkor a két miRNS egyike sem bizonyult fliggetlen
prognosztikus faktornak ebben a tekintetben. Ezeknek a miRNS-eknek a vizsgalata
keringésben (liquid biopsy) hozzajarulhat a pNET-ek pontosabb preoperativ

karakterizalasahoz, 0j eszkozként szolgalhatnanak a precizios onkoldgiaban.
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6.4. Keringé miRNS biomarkerek pNET-ben

Az alacsony szenzitivitas és specificitas ellenére a szérum CgA a leggyakrabban hasznalt
biomarker neuroendokrin tumorokban. A széles korben haszndlt protonpumpa
inhibitorok befolyasoljak a diagnosztikus pontossagat. Elsoként vizsgéltuk a keringd
mMiRNS-ek diagnosztikus jelentéségét a CgA-val Osszefiiggésben pNET betegekben. A
miRNS profil alapjan el tudtuk kiiloniteni a pNET/PPGL mintdkat a kontrolloktol,

cres

betegekben egészséges kontrollokhoz képest.

A CgA-hoz hasonléan a miRNS mint4zat sem volt alkalmas biomarker a PPGL/pNET
betegeknek a PPI szeddktol valo elkiilonitésben. A CgA és a let-7b-5p, let-7i-5p, miR-
143-3p és miR-30d-5p miRNS-ekbdl allo6 kombinacid6 magasabb AUC-t eredményezett
regressziés modelliinkben, mint az 6nall6 markerek esetében a pNET betegek és
kontrollok kozotti elkiilonitésben. A CgA és a let-7b-5p, let-7i-5p, miR-143-3p, miR-
30d-5p és miR-486-5p miRNS-ck pedig elkiilonitette az alacsony CgA szintii pNET
betegeket a PPI szeddket is magaban foglald kontroll csoporttol. Eredményeink tehat
megerdsitették a korabbi megfigyeléseket mas tumorokban: tobb faktor kombinacioja
magasabb diszkriminacios képességet eredményez [215,216]. A CgA és miRNS-ek
kombindacioja tehat biztatd diagnosztikus eszkoz lehet még a kihivast jelentd esetekben

is, mint pl. az alacsony CgA szintli vagy PPI-t szedé pNET betegek.
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7. Osszefoglalas

PhD munkam sordn 0sszegytiijtottem a Magyarorszagon MENI1 szindréma gyanu miatt
vizsgalt betegek klinikai és genetikai adatait. Magyarorszagon a MEN1 gén szekvenalasa
2001 ota elérheto, 2001-2017 kozott Referencia Laboratoriumunkba kiildott 6sszes mintat
feldolgoztam, ezaltal létrehoztam a hazai MENI1 adatbazist. Megfigyeléseinkbol
kiemelendd a 30 éves ¢életkor alatt kialakul6 GEP-NET gyakorisiga MENI1
szindromaban, magas prediktiv értéke MEN1 mutaciora, de a fenokdpia magas aranya is

igazolhat6 volt beteganyagunkban.

MEN1-asszocialt és sporadikus PHPT szdvetek Osszehasonlitdsaval megerdsitettiik a
csirasejtes és szomatikus MEN1 mutaciok koroki szerepét PHPT kialakulasaban. A menin
expresszio hidnyanak okaként epigenetikai mechanizmusok jelentdségét is feltételezve a
MEN1-et potencialisan célzo miR-24 és miR-28 magasabb expresszidjat talaltuk

sporadikus PHPT szovetekben a MEN1-asszocialtakhoz képest.

A pancreas NET MEN1 szindromaban is vezet6 halalok, megbizhatd biomarkere nincs.
Ujraelemeztiik az eddigi legnagyobb esetszamu, sporadikus pNET-ek szoveti miRNS
expressziojat vizsgald kozlemény eredményeit [126], olyan potencialisan prognosztikus
biomarkerek utdn kutatva, amelyek eltéréen expresszadlodnak a pNET gradusok kozott.
Az eredményeket sajat mintdinkon validdlva a jol ismert miR-21 onco-miR fiiggetlen

prognosztikus faktornak bizonyult pNET-ben.

A folyadék biopszia térnyerésével széleskorii kutatasok zajlanak a keringé biomarkerek
felderitésére kiilonbozd korallapotokban. A neuroendokrin tumorok esetében tovabbra is
az alacsony szenzitivitasi és specificitdsu CgA az altalanosan hasznalt tumormarker.
Els6ként vizsgaltam a miRNS expressziot pNET és PPGL betegekben a CgA-val
osszefiiggésben. Ujgeneracios szekvenaldssal alacsony globalis miRNS expressziot
figyeltiink meg neuroendokrin tumoros betegekben egészséges kontrollokhoz képest. 6
miRNS expressziojanak validacidjaval olyan, miRNS-ekbdl és CgA-bol allo
kombinaciokat hataroztam meg, amelyek a pNET mintakat jobban elkiilonitették a PPI
szeddket is magaban foglalo kontrolloktol, mint a CgA vagy a miRNS-ek 6nmagukban.
Kiilonds jelentdséggel bir a diagnosztikus nehézséget jelentd, alacsony CgA szintli pNET

betegeket elkiilonité kombinacio.
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8. Summary

During my PhD work | gathered and summarized all the clinical and genetic data of
patients suspicious for MEN1 syndrome evaluated at our National Reference Center.
MENL1 genetic testing is available in Hungary since 2001. | collected all patient data sent
to our Reference Laboratory between 2001-2017, thus creating the Hungarian MEN1
database. Our observations highlight the high frequency of MEN1 associated GEP-NETS
developed under 30 years of age and its high predictive value for a positive MEN1 genetic
test; furthermore we found a high proportion of MEN1-negative patients with clinical

MEN1 syndrome, i.e. phenocopy.

Subsequently, we confirmed the role of germline and somatic MEN1 mutations in the
pathogenesis of PHPT by comparing MEN1 associated and sporadic PHPT tissues.
Considering epigenetic mechanisms as an underlying cause of menin deficiency we found
a higher expression of potentially MEN1 targeting miR-24 and miR-28 in sporadic PHPT
tissues compared to MEN1 associated ones.

Pancreas NET is a leading cause of mortality in MEN1 syndrome as well as in sporadic
cases. There is no reliable biomarker to help diagnostic and therapeutic processes to date.
We reanalyzed the previously published pNET tissue miRNA profiling dataset of Roldo
et al. [126] searching for potential prognostic biomarkers with altered expression between
different tumor grades. We successfully validated in our large cohort of pNET samples

miR-21 as an independent prognostic marker in pNET.

Numerous circulating biomarker candidates are under investigation in different
pathological conditions recently. CgA is still the most widely used tumor marker for
neuroendocrine tumors, despite of its low sensitivity and specificity. Our pioneer work
investigated miRNS expression in pNET and PPGL samples in relation to CgA. We
observed a global downregulation of circulating miRNA compared to healthy individuals.
6 miRNAs were selected based on our NGS findings. Combinations of miRNAs with
serum CgA were more effective in distinguishing pNET samples from controls containing
PPI treated patients, than CgA or individual miRNAs. The combination distinguishing
the diagnostically most challenging group of pNET patients with low CgA levels is of

particular interest.
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