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1. Bevezetés

A neuroendokrin daganatok (NET) az agyalapi mirigy, a
thymus, a mellékveseveld endokrin sejtjeib6l, valamint a
diffiz neuroendokrin rendszer sejtjeib6él (pl. tiido,
gastrointestinalis traktus) indulnak ki. 20%-uk 6rokletes
daganatszindrémahoz tarsul, mint pl. a multiplex endokrin
neoplasia 1-es (MEN1), 2A és 2B tipusai, a Von-Hippel-
Lindau szindroma, a neurofibromatosis 1-es, a
phaeochromocytoma/paraganglioma szindromak,
tobbségiik azonban  sporadikus  megjelenési. A
neuroendokrin  daganatokban  megfigyelt alacsony
muticidos rata  alapjan  felvetddik, hogy mas
mechanizmusok, példaul epigenetikai valtozasok jarulnak
hozza a NET-ek kialakuldsdhoz és progresszidjadhoz.

A MENI ritka daganatszindrbma, harom {6
manifesztacioja a mellékpajzsmirigy talmiikodés (primer
hyperparathyreosis, PHPT), a gastroenteropancreaticus
neuroendokrin daganatok (GEP-NET), valamint az
agyalapi mirigy adenoma (pituitary adenoma, PA). A
fenotipusban jelentds variabilitds figyelhetd meg. A
manifesztdciock a sporadikus daganatokhoz képest
jellemzden fiatalabb életkorban alakulnak ki, gyakran
multiplex formaban. A familiaris MENT1 esetek 70-90%-
at a tumor szuppresszor menin fehérjét kodol6 MEN1 gén
csirasejtes heterozigota mutacidja okozza; a sporadikus
MENL1 esetek kis részében de novo mutacio alakul ki. A
klinikailag MENI1 szindroméas, MEN1 muticiét nem
hordozé6  eseteket  fenokopidnak  nevezzik. A
phaeochromocytomak és a paragangliomdk (PPGL)



chromaffin sejtekbdl szdrmazd ritka neuroendokrin
tumorok, 40%-ban 0Oroklddé mutaciok  okozzak.
Tobbnyire joindulatiak; azonban semmilyen, a
malignitast eldrejelzd tényezd nem ismert.

A chromogranin A (CgA) napjainkig a leggyakrabban
hasznalt neuroendokrin tumormarker, az utobbi években
azonban alacsony szenzitivitasara €s specificitasara dertilt
fény, alkalmazdsa igy hattérbe szorult. Az utdbbi években
a mIiRNS-ek bizonyultak igéretes biomarkereknek
kiilonb6z6 betegségekben.

2. Célkittizések

a) A hazai MEN1 adatbazis elkészitése, a mutacio-
pozitiv és -negativ esetek Osszehasonlitdsaval
olyan tulajdonsagokat kerestem, amelyek
elérejelzik a pozitiv genetikai tesztet.

b) MEN1 mutéciok és a potencidlisan MEN1 gént
targetald miRNS-ek hatasanak vizsgalata a menin
deficienciara MENI1-asszocidlt és sporadikus
PHPT szovetekben.

c) pancreas neuroendokrin tumorok (pNET) szdveti
miRNS  expresszidjanak vizsgalataval olyan
proliferaciotol  fiiggden  eltéré  expresszioju
mMiRNS-eket kerestiink, amelyek prognosztikus
markerként szolgalhatnak.

d) pNET-es és phaeochromocytomas betegek,
valamint protonpumpa inhibitort szedé és nem-



szed6 kontrollok bevonasaval keringd miRNS-ek
diagnosztikus hatékonysdganak meghatdrozasa a
CgA-hoz képest.

3. Modszerek

3.1.MENI szindrémas betegek vizsgalata

2001-2017 kozott MEN1 genetikai vizsgdlatra referalt
Osszes beteget bevontuk vizsgalatunkba. Elvégeztik a
MEN1 gén Sanger szekvenalasat. Osszegyiijtdttem a
betegek klinikai és genetikai adatait. A MEN1-gyants,
MEN1-negativ esetben, akiknél mindhdrom major
manifeszticio kialakult vagy két major manifesztaciot
hordoztak 40 éves kor alatt, elvégeztik a CDKNI1B gén
vizsgalatat és MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification) vizsgalatot a nagy MENL1 deléciok
detektalasara.

3.2. Menin, MEN1 és miRNS expresszid vizsgalata
PHPT szovetekben

A menin immunhisztokémiai vizsgalatat Dr. Borka
Katalin végezte (II. sz. Patologiai Intézet). PHPT
szovetekb0l a MENI1 gént Sanger szekvenalassal
elemeztiik. In silico modszerrel kerestiink a MEN1 3’ UTR
miRNS expresszidjat PHPT szovetekben qRT-PCR
(quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction) modszerrel kvantifikaltuk.



3.3. miRNS-ek vizsgalata pancreas NET
szovetmintakban

In silico reanalizaltuk egy korabban publikalt vizsgalat 40
pNET szovet minta miRNS expresszidés profiljat
("discovery” kohorsz). 1999 és 2015 kozott a Semmelweis
Egyetem Il.sz. Patologiai Intézetbol 63 fiiggetlen, primer
PNET mintat hasznaltunk fel a kivalasztott 5 miRNS
expresszidjanak validalasahoz qRT-PCR modszerrel.

3.4. Chromogranin A mérés ¢és keringd miRNS
profilozas egészséges ¢s NET mintakban

24 mintan hataroztuk meg a keringé miRNS expressziot,
ujgeneracios szekvenalassal (8 pNET (ebbdl 4 alacsony és
4 magas CgA szintli beteg mintaja), 8 PPGL és 8 kontroll
minta). Ezeken feliil tovabbi 17 pNET és 12 PPGL beteg
szérummintajat hasznaltam fel validalasra. 5 olyan
kontroll személyt is valasztottunk, akiknek proton pumpa
inhibitor (PPI) szedés el6tti és utani mintait is
felhasznaltunk. A  kivalasztott keringd miRNS-ek
expressziojat qRT-PCR mddszerrel validaltuk.

4. Eredmények

4.1. A hazai MEN1 adatbazis

27 probandban ¢és 20 csaladtagban azonositottunk
csirasejtes MEN1 mutaciot. A 24 kiilonb6z6 mutacidbol
0tot még nem irtak le, ezeket U mutacioként tartjuk
szdmon. A 77 mutdcio-negativ probandbol 37 (48,1%)



esetben teljesiiltek a MENI szindroma klinikai
kritériumai. A MENI1 szindroma kritériumait teljesitd
sporadikus esetek koziil (11 MEN1-pozitiv és 37 MEN1-
negativ eset) 77,1%-ban alakult ki fenokopia (37/48). A
GEP-NET tobb mint 15 évvel fiatalabb ¢letkorban alakult
ki MEN1 mutaciot hordozok esetén, mint nem-hordozok
esetén. A harom major manifesztacié egyidejii fennallasa
mellett a 30 éves életkor el6tt jelentkez6 GEP-NET-nek
volt a legerdsebb, 78,6%-0s pozitiv prediktiv értéke a
MEN1 mutacié hordozasara.

4.2. MEN1, menin é miRNS expresszid Osszefiiggése
PHPT szdvetekben

A menin expresszié hidnyat talaltuk az 6sszes MENI-
asszocialt PHPT szovetben, valamint a sporadikus formak
27,5%-aban. A 40 sporadikus PHPT szovet koziil 10
esetben (25%) talaltunk szomatikus MEN1 mutéciot. Az
Osszesen 23 menin-negativ PHPT esetbdl (amelybdl 12
MEN1-asszocialt és 11 sporadikus) 19 esetben (12 MEN1-
asszocialt és 7 sporadikus) talaltunk a PHPT szdvetben
szomatikus MEN1 mutaciét. MiRNS targetpredikcio
segitségével 35 miRNS-t talaltunk, amelyek a MEN1 gén
3> UTR régiojahoz kotdédnek, ebbdl 6 miRNS-t
valasztottunk ki tovabbi vizsgalatra. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a miRNS expresszioban a
menin-pozitiv €s menin-negativ PHPT szdvetek kozott, a
csirasejtes MEN1 mutaciotol fiiggetleniil. Ugyanakkor a
miR-24 ¢és miR-28 magasabb expresszidjat talaltuk
sporadikus, nem-szindromas PHPT szovetekben a MEN1 -
asszocialtakhoz képest.



4.3. Prognosztikai jelent6ségli miRNS-ek pancreas
NET szovetekben

A korabbi eredmények in silico reanalizisével a felderitd
kohorszban (discovery cohort) 19 olyan miRNS-t
talaltunk, amelyek eltér6 modon fejezddtek ki a pNET
gradusokban. Ot miRNS-t vélasztottunk validalasra. A
miR-21, miR-10a és a miR-106b feliilexpresszaltak voltak
a magasabb proliferaciojc  pNET-ekben a grade |
tumorokhoz képest. Tobbvaltozos analizissel a miR-21
fliggetlen prognosztikus tényezének bizonyult pNET-ben.

4.4. Keringd miRNS biomarkerek pancreas NET-ben
¢és PPGL-ben

Alacsony globalis miRNS expressziot figyeltiink meg a
mintdkban, emellett szignifikansan alacsonyabb volt a
teljes miRNS expresszio pNET és PPGL mintdkban a
kontrollokhoz képest. Az igen alacsony read-szamu
mintdkat kizartuk a tovabbi analizisbdl. Hierarchikus
cluster-analizissel 33 olyan miRNS-t talaltunk, amelyek
egyértelmiien elkiilonitették a pNET és PPGL betegeket
az egészséges kontroll mintaktol, fliggetleniil a PPI
szedést6l. Nem sikeriilt a pNET ¢és PPGL mintakat
elkiiloniteni egymastdol miRNS mintazat alapjan. Az
ujgeneracids szekvendldssal kapott miRNS abundancia
alapjan valasztottunk ki 6 miRNS-t validalasra, amelyek
ko6ziil mind alulexpresszalt volt: let-7b-5p; let-7i-5p; miR-
143-3p; miR-30d-5p; miR-451a; miR-486-5p. Nem
talaltunk kiilonbséget a pNET/PPGL és a PPI-t szedo
kontrollok miRNS expresszidja kozott. A CgA és 4



MiRNS-bél (let-7b-5p, let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, miR-
30d-5p) all6 kombinacié elkiilonité ereje bizonyult a
legjobbnak a pNET ¢és a kontroll csoport
diszkriminaciojara. 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 CgA ¢és 5 miRNS kombinacioja (let-7b-5p,
let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, miR-30d-5p, miR-486-5p)
diszkriminalta a legjobban az alacsony CgA szintii pNET
mintdkat a kontrollokhoz képest (CgA szinttdl
figgetleniil) egy logisztikus regresszios modellben;
89,4%-o0s diagnosztikus pontossaggal.

5. Kovetkeztetések

5.1. A hazai MEN1 adatbazis eleméze

Elvégeztem a hazai MEN1 kohorsz atfogd genetikai €s
klinikai elemzését. Eredményeink alapjan a MENL1
mutaciok  becsiilt  frekvencidgja ~ Magyarorszagon
0,48/100.000 {6, amely a szakirodalomban kozolt
adatokhoz képest kissé alacsonyabb. A 24 kiilonb6zd
MEN1 mutaciébol 6tot kozleményiink megjelenésének
idejében legjobb tudomasunk szerint még nem kozoltek.
A 27 genetikailag igazolt MEN1 szindromas index
betegen kiviil 77 fliggetlen, MEN1-re utald¢ klinikumu
(MEN1 gyanas) index beteget referdltak Endokrin
Genetikai Laboratoriumunkba; ez utdébbiak koézott nem
taldltunk MEN1 mutéaciot. A MENI1 szindromas betegek
kozott a fenokopia aranya 77,1% volt (37 mutacido-negativ



¢és 11 mutacid-pozitiv eset, 6sszesen 48 sporadikus MEN1
szindroémas eset), ez a kordbban publikalt becsléseknél
magasabb. A f6 MENI-asszocialt endokrin tumorok
sporadikus egyiittes el6fordulasa egy egyénen beliil
(koincidencia) sokkal gyakoribb, mint korabban
feltételeztiik. A MEN1-asszocialt GEP-NET-ek rdaadasul
15 évvel korabban alakultak ki, mint sporadikus esetben.
A MENI manifesztacioi koziil a 30 év alatt kialakult GEP-
NET volt a legerdsebb eldrejelzéje a csirasejtes MEN1
mutacié hordozasanak. Vizsgalatunkban, bar korlatozott
esetszammal, elsoként tamasztottunk ald egy nemrég
felvetodott javaslatot: a 30 év alatt jelentkezd GEP-NET
esetek felvételének sziikségességét a MENL genetikai
vizsgalat indikécios kritériumai koz¢E.

5.2. MEN1 mutaciok és MEN1-et célz6 miRNS-ek
jelentésége a PHPT pathogenesisében

A vartaknak megfeleléen, a MEN1 szindromahoz
asszocialt PHPT szovetekben immunohisztokémiai
vizsgalattal nem detektaltunk nuklearis menin fehérjét.
Csirasejtes mutaciokon kiviill szomatikus mutaciok is
okozhatjdk a menin kifejez6dés  hidnyat  és
hozzajarulhatnak a daganatképzédéshez. A 11 menin-
negativ, sporadikus, nem-szindroémas PHPT szdvetbdl 7
esetben (63,6%) igazoltunk szomatikus mutéciot, amely a
menin hidnyért felel. A 4 MEN1-mutacié nélkiili menin-
negativ esetet okozhattdk a MENI1 gén nem-kodolo,
szabalyozd régidjdban levé mutaciok, amelyeket a
primereink altali szekvenélds nem fedett le; illetve mas,
instabil menin fehérjét eredményezd tényezdk is.



Demonstraltuk, hogy legnagyobbrészt csirasejtes ¢és
szomatikus MEN1 mutaciok okozzédk a menin hianyat
PHPT szovetekben. Munkankban elséként hasonlitottuk
0ssze MEN1-asszocialt és sporadikus szovetek MEN1-et
targetald miRNS-einek expresszidjat. In silico analizissel
35, a MEN1 3* UTR régigjat célzo miRNS-t talaltunk,
ezekbdl azt a 6 miRNS-t vélasztottuk tovabbi visgalatra.
Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a miRNS
expresszioban sem a menin-negativ vs. -pozitiv szovetek
kozott. Ugyanakkor a miR-24 ¢és miR-28 expresszidja
szignifikdnsan magasabb  volt sporadikus PHPT
szovetekben a MEN1-asszocialtakhoz képest, fliggetlentil
a sporadikus szovetek menin immunoreaktivitasatol. Az
altalunk vizsgalt miRNS-ek kozil a miR-24 esetén
igazoltak interakci6t a menin expresszidjaval a
mellékpajzsmirigyben és az endokrin pancreasban. Nem
allithatjuk biztonsaggal, hogy a potencialisan MEN1-et
targetaldo miR-24 és miR-28 magasabb szintje a menin
csendesitésén keresztiil fejtik ki hatasukat, emelkedett
expressziojuk azonban val6sziniileg fontos
génexpresszios valtozasokat okoz a sporadikus PHPT-k
pathogenesisében.

5.3. Prognosztikus jelent6ségli miRNS-ek pancreas
NET-ekben

Napjainkig nem sikeriilt megfelelden szenzitiv, specifikus
¢és elérhetd biomarkert taldlni pancreas neuroendokrin
tumorok diagnosztikajaban és kezelésében. In silico
reanalizisiinkkel 19, a pNET tumor gradusoknak
megfelelden eltéréen expresszalodd miRNS-t talaltunk.



Egy nagyobb fiiggetlen validacios kohorszon qRT-PCR
validacioval harom miRNS-rél (miR-21, miR-10a, miR-
106b) sikeriilt igazolni a szignifikdnsan magasabb
expressziot az erésen proliferativ csoportban. A validaciods
kohorszban a miR-21 esetén talaltuk a legnagyobb
kiilonbséget a grade-ek kozott, magasabb expressziot
mutatott a grade 3 daganatokban. Ezen eredményiink
megerdsiti két korabbi, nagy esetszamu vizsgalatban
kozolt Osszefliiggést a miR-21 expresszid és pNET
kialakulasa és aggresszivebb lefolyasa kozott.

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

Els6ként vizsgaltuk a keringd miRNS-ek diagnosztikus
jelentoségét a CgA-val dsszefiiggésben pNET betegekben.
A 33 eltéréen expresszaldodd keringd miRNS profilja
alapjan elkiilonitettik a pNET/PPGL betegeket a
kontrolloktol (PPI szedés utani mintadkkal egyiitt). Nem
tudtunk azonban kiilonbséget tenni a miRNS profil alapjan
a pNET és PPGL mintak kozott. Ennek egyik oka lehet
ezeknek a daganatoknak a ko6z0s enterochromaffin
eredete. A protonpumpa gatlo kezelés altal okozott szérum
CgA szint emelkedés csokkenti a szérum CgA Klinikali
hasznat neuroendokrin daganatos betegekben. MiRNS-ek
és a CgA kombinacidja novelte a CgA diagnosztikus
értekét. Kiilondsen fontos esetben: alacsony CgA szintii
PNET betegekben — amely esetekben a CgA nem nyujt
segitséget a daganat diagndzisaban — olyan mIiRNS
kombinaciot talaltunk, amely a CgA-val egyiitt magas
diagnosztikus értéket ért el.
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