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1. Bevezetés

1.1  Orokletes endokrin tumorszindroméak és a Multiplex endokrin neopldzia 2-es

tipusa (MEN2)

Az endokrin tumorszindromak kozé tobbségében olyan ritka megbetegedések tartoznak,
melyekben kiilonb6z6 endokrin szervek daganatai egyszerre fordulnak elé ugyanabban
a betegben. A megbetegedések lehetnek sporadikusak illetve orokletesek. Az orokletes
tumorszindromak esetében a genetikai konzultacio kiemelt jelentdségii a korai diagnozis
és a helyesen valasztott daganatterapia indikacidja miatt. Az endokrin rendszer
daganatai kiilon figyelmet érdemelnek olyan értelemben, hogy tobb esetben a tumorok a
hormonok elvélasztisa miatt specidlisabb terapiat igényelnek. A prototipusa ezeknek a
betegségeknek a multiplex endokrin neoplazidk (MEN) 1-es és 2-es tipusa, de rajtuk

kiviil tobb mas szindroma részjelenségeként is megjelenhetnek endokrin manifesztaciok
[1].

Az oOrokletes endokrin tumorszindromak dontd tobbsége tumorszuppresszor gének
az ¢érintett allél par egyik tagja csirasejtes mutaciot hordoz, azonban a daganat
kialakuldsdhoz a masik allél szomatikus mutacidja vagy elvesztése is sziikséges. Ezt a
jelenséget nevezziikk a heterozigotasag elvesztésének. A tumorszuppresszor gének
mutacioi inaktivald hatasuak, igy a tumorszuppresszor fehérjék nem tudjak kifejteni

daganatgatlo hatasukat [1].

Ezzel ellentétben a MEN2 szindroma kialakuldsa a RET protoonkogén aktivalo jellegi
mutacioihoz  kotott. Amig a  tumorszuppresszor gének mutacioi  komoly
kovetkezményekkel jarnak a gén funkcidjat tekintve (nonszensz vagy kereteltolddassal
jaré mutaciok, inzerciok, deléciok stb.), addig a protoonkogének aktivald mutécioi
altalaban pontmutaciok, melyek aminosavcserét eredményeznek a kodolt fehérjékben és

funkcionyerést okoznak [1].

A klasszikus autoszomalis dominans Oroklésmenetet mutatd tumorszindromak koziil a

multiplex endokrin neoplazia 2-es tipusa (MEN2) az egyik legjobban tanulméanyozott
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megbetegedés. A betegséget a RET gén mutacioja okozza. A MEN2 szindroma a
medullaris  pajzsmirigy karcindbma (medullary thyroid carcinoma, MTC),
phaeochromocytéma (Phaeo) és hiperparatiredzis (HPT) képében jelentkezhet. Tobb
nemzetkdzi tanulmany segitségével részletes genotipus-fenotipus 0Osszefliggéseket
ismeriink [2, 3], illetve a genetikai konzultacié akar kodon-specifikus is lehet az érintett
betegek és csaladtagjaik esetében [4]. Mindazonadltal a muticiok penetrancidja akér
csaladon beliil is eltérhet [4]. A fenotipus valtozatos megjelenése mas genetikai

variansokhoz, kornyezeti faktorokhoz és epigenetikai eltérésekhez is kothetd [5-8].

1.2 Phaeochromocytomak és paragangliomak

1.2.1 Phaeochromocytoémakrol és paragangliomakrol altalanossagban

A phaeochromocytémak és paragangliomdk (Phaeo/PGL) ritka neuroendokrin tumorok,
melyek a mellékveseveld szimpatikus idegrendszerbdl szarmazo kromaffin sejtjeibol
(phacochromocytoma), illetve az extraadrenalis, mellkasi €s hasi paraganglionokbol
(paraganglioma) fejlddhetnek. Ezen daganatok katekolaminok (adrenalin, noradrenalin)
szintézisére is képesek, amelyek a jellegzetes klinikai tiinetegyiittest okoznak. A
mellkasi €s hasi paraganglionokbdl kiindulé tumorok mellett a fej és a nyak
ganglionjaibdl is kialakulhat daganat, am ezek altalaban nem képesek katekolaminok
incidenciaja 8 beteg/1 millio fore tehetd, ezen belill a katekolamint termelé tumorok
aranya a magasvérnyomasos felnétt populacio 0,2%-at teheti ki [10-12]. A
phaeochromocytomak és a paragangliomak alapvetden joindulati daganatok, azonban
mihamarabbi felismerésiik ¢és kezelésiik a katekolamin szekrécid okozta magas

kardiovaszkularis morbiditas és mortalitas miatt kiemelten fontos.

A betegség mortalitdsanak tekintetében kiemelkedé fontossdgti, hogy a
phaeochromocytomék 2-36%-a, a paragangliomdk 3-58%-a rosszindulata [13-16]. A
rosszindulatii daganatok 5 éves mortalitdsa rossz, egyes tanulmanyok 50%-ra teszik a

tulélést [17]. A malignitds megallapitdsa a mai napig csak a nem kromaftin szovetekbe
10
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torténd betdrés ¢€s/vagy tavoli daganatos attétek esetén mondhatd ki. Specifikus
szOvettani vagy egyéb diagnosztikus moddszer az intenziv kutatdsok ellenére sem all
rendelkezésre. Ezen feliil a specifikus terapia hianya és az ebbdl kovetkezd rossz
mortalitdsi mutatok miatt a malignus phaeochromocytomak €s paragangliomak jelentds

szakmai kihivast jelentenek [16, 17].

1.2.2  Genetikai hattér

Phaeochromocytomak ¢és paragangliomak orokolhetdséget tekintve a legmagasabb
arannyal rendelkeznek az emberi daganatos megbetegedések kozott: a betegek 40%-
aban fedezhetd fel csirasejtes mutacio a jelenleg ismert 18 hajlamosité gén: NF'I, RET,
MAX, TMEM127, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, GOT2, FH, MDH?2, PHD?,
VHL, HIF2A, KIFIB, SLC25A11, BAPI [18-28] egyikében. Mindezeken feliil,
szomatikus mutacié az esetek 30-40%-ban igazolhat6 [29]. Tobb esetben ezek a
daganatok maés tumorszindroma részjelenségeként jelentkeznek, mely jellegzetes
fenotipusos megjelenés esetén a diagnozist jelentésen megkdnnyithetik. Ezen
szindromak kozé tartozik az 1-es tipusu neurofibromatozis (NFI mutacié esetén),
MEN2 szindroma (RET mutacidja esetén), von Hippel-Lindau szindroma (VHL
mutacidval asszocialtan), familidris phaeochromocytoma szindromak (TMEMI27 és
MAX mutacié esetén), az Orokletes paraganglioma szindromék (az SDHx csoport
valamely tagjanak [SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2 muticidéja esetén),
policitémia paraganglioma szindroma (HIF2A4 mutaciokor), illetve Reed szindroma (FH
mutacio esetén). A phaeochromocytomak ¢és paragangliomak valtozatos klinikai
megjelenésiik miatt az egyértelmi fenotipusos jelleg hidnya esetén a betegséget okozo
génre az esetek tobbségében kovetkeztetni nehezen lehet [30]. A betegség genetikai
hatterének pontos ismerete (legyen az csirasejtes vagy szomatikus mutacio, vagy
esetenként mozaicizmus) hatalmas jelentdséggel bir az optimalis beteggondozas
tekintetében. Ennek a legfontosabb sarokkdvei a beteg csaladtagjainak genetikai
szlirése, a megfeleld képalkotd vizsgalat alkalmazéasa, a progndzis pontos ismerete és
malignus daganatok esetén a sebészi eltavolitason feliili terapia kivalasztasa [17, 29, 31-

33].

11
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1.2.3 Molekuléris patogenezis

A phaeochromocytomak és paragangliomak a transzkripcidos profiljuk és a {0
molekuléris utvonalaik alapjan két csoportba, tigynevezett ,klaszterekbe™ sorolhatoak

[34].
1.2.3.1 Klaszter 1, avagy pszeudohipoxiahoz tarsult tumorok

Az ebbe a csoportba sorolhatd tumorok kozos jellemzdje a hipoxia indukalt faktorok
(HIF) aktivacioja nem oxigénszegény koriilmények kozott. Ezen faktorok aktivacioja
oxigéndus koriilmények kozott un. pszeudohipoxias allapotot idéz eld. Génexpresszio
szintjén ez a hipoxia soran aktivalodé gének (pl. VEGFR, PDGF, LDH, GLUTI)
konstitutiv aktivacigjat jelenti, szoveti oxigén szinttdl fliggetleniil. Ez a mechanizmus az

irodalomban eddig a VHL, SDHx (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF?2), FH ¢és

fehérje egy ubikvitin komplex részét képezi, mely a HIF-1 proteoszoma-medialt
lebontasaban jatszik szerepet. A gén mutédcidja esetén a fehérje funkcioja sériil, igy a
HIF-1 lebontasa is gatlodik [35]. EPASI (mas néven HIF2A) szintén a HIF
lebontdsanak gatlasan keresztiil idézi el6 a pszeudohipoxiat. Az SDHx és az FH
molekuléris szerkezetét tekintve nagyban hasonlit az alfa-ketoglutarathoz, igy bizonyos
enzimek esetén egymdas kompetitiv inhibitoraiként viselkednek. Ilyenek pl. az alfa-
ketoglutarat dependens dioxigendzok, melyek a HIFla lebontasaért felelnek. Tovabbi
jellegzetes epigenetikai valtozasokat, DNS ¢és hiszton hipermetilacidot okoznak a
Jumonji hiszton demetilazok (JMJ) és a TET DNS hidroxildzok gatlasa révén ezekben a

tumorokban [36, 37]. (1. Abra.)

12
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1. Abra. Klaszter 1 mutaciok patomechanizmusa.

A von Hippel-Lindau (VHL), a szukcinat-dehidrogenaz (SDH), a hipoxia indukalt
faktor 2A (HIF2A), a prolil-hidroxildz-2 (PHD2), illetve a fumarat-hidrataz (FH)
génjeiben fellép6 mutaciok phaeochromocytomahoz vagy paragangliomahoz
vezethetnek a HIF fokozott aktivacidjan keresztiil. A HIF1a ¢s a HIF2a alegységek a
HIF1B-val torténd heterodimerizacié utan az angiogenezisben, metabolizmusban és
sejtnovekedésben szerepet jatszo gének aktivaciojat fokozzak. Az enzimek, melyek
génjeinek mutacidja az enzim csokkent miikodéséhez vezet, kékkel, mig azok, melyek
génmutacioja fokozott aktivaciohoz vezet, narancssargaval vannak feltiintetve. A HIFa
a HIFlo-t és a HIF2a-t egyarant jelenti, de csak a HIF2A gén mutéciojat irtak le eddig
Pheo/PGL esetében. A PHD alatt egyarant értjiik a PHD1, PHD2 ¢és PHD3 enzimeket,
ezek kozil eddig a PHD?2 mutaciojat mutattak ki Pheo/PGL-ban.

1.2.3.2 Klaszter 2, avagy a fokozott kinaz jelatvitellel jellemezhetd tumorok

A masik nagy csoportot a tirozin-kindz receptorokban, illetve az ezeket érint0 jelatviteli
utvonalakban (mTOR, MYC) részt vevo faktorokban jelentkezd mutaciok alkotjak. (2.
Abra) Ez a klaszter a RET, NFI, MAX, és TMEMI27 mutaciot hordozo
phaeochromocytomakat €s paragangliomakat foglalja magéban.

MEN2A szindroméhoz tarsuld RET mutaciok a receptor ligand-fiiggetlen
homodimerizacidjat okozzak, aminek kovetkeztében a PI3-AKT, RAS, p38 MAPK,
illetve a JUN N-terminalis kindz Gtvonalai aktivalédnak. MEN2B szindroméhoz vezetd
RET mutéciok esetén a kindz szubsztratspecificitasa vész el [38, 39].

Az NFI gén altal kédolt neurofibromin tumorszuppresszor szerepet tolt be egy GTPaz
aktivalo fehérje (GAP), és a RAS inaktivacidja révén. A RAS huméan malignus
folyamatokban egy jol ismert onkogén faktor, melynek konstitutiv aktivacidja
phaeochromocytéma é€s paraganglioma kialakulasdhoz vezethet [40, 41].

A MAX egy bazikus hélix-hurok-hélix (bHLH) leucin-cipzar domént tartalmazo
traszkripcios faktort kédol. A MAX fehérje a MYC transzkripcios faktorral alkothat
komplexet; utobbi fehérje egy jol ismert onkogén szamos human daganat esetében [42].
A legtobb, MAX génben fellépd mutacio foként a bHLH régiot érinti, igy a MAX mas
fehérjékhez valo kotddését gatolja meg, mely feltehetdleg a MYC célgénjeinek fokozott
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transzkripcidjat is okozza. A MYC-MAX komplex a gének promoter régionak E-box
szekvenciajadhoz kotve tobb mint 1000 gén transzkripcidjat befolyasoljak. A MAX a
MYC faktoron feliil az MXD1, MNT és MGA transzkripcios faktorcsalad tagjaival is
komplexet képezhet [43].

A TMEMI127 muticidja valdszinlileg az mTOR csokkent foszforilacigjat és

kovetkezményes aktivaciojat okozva idéz eld phaeochromocytomat [44].

15



DOI:10.14753/SE.2021.2499

GFR \
o

PI3K

Aminosav, gh'ik(')z]

Lipid- és
zsirmetaboliz-
mus

Protein
transzlacio

Nukleinsav
szintézis

Gliikozfelvétel

2. Abra. Klaszter 2 mutaciok patomechanizmusa.
A RET, neurofibromin 1 (NFI), transzmembran protein 127 (TMEMI127), MYC-

asszocialt faktor X (MAX), és a HRAS mutacioirél kimutattdk, hogy novekedést
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indukald folyamatokat inditanak el a tirozin-kindz receptorokon és azok utvonalain, az
mTOR-on és a MYC faktoron keresztiil. A RET ¢és egyéb novekedési faktor receptor
(GFR) aktivacioja a RAS ¢és a PI3-AKT dtvonalakon keresztiili az mTOR
aktivalodadsahoz vezet. Az aktivalt mTOR a sejtnovekedést befolyasolja
makromolekuldk szintézisén keresztiil — protein [a 4EBP1 (eukariota transzlacios
iniciaciés faktor 4E kotd fehérje 1) gatlasaval], nukleinsav, lipid, valamint zsirsavak
szintézisét, illetve a gliikoz felvételét fokozza. Egyes tumorokban a MYC az mTOR-ral
keresztiil a gliikozfelvételt noveli. Ezeket az Gtvonalakat tobb faktor szabdlyozza: az
NF1 gatolja a RAS faktort; a MAX gatolja a MYC-et; a TMEM127 az mTOR-t képes
gatolni. Az enzimek, melyek génjeinek mutdcidja az enzim csokkent miikodéshez vezet,
kékkel, mig azok, melyek génmutacioja fokozott aktivacidhoz vezet, narancssargaval

vannak feltiintetve.

1.3 Szukcinat-dehidrogenaz

A mitokondrium belsé membranjaban elhelyezkedd, a citromsav ciklus tagjat képezo
szukcinat-dehidrogendz (SDH) enzim a szukcinat fumaratta torténd atalakitasaért felel,
valamint az oxidativ foszforilacié II-es komplexeként elektronszallitd szerepet is betdlt.
A citrat-ciklus kémiai reakciok sorozatabol épiil fel, melyek a sejt aerob
energiahomeosztazisaban vesznek részt. A Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklusként is ismert
reakcidsorozat minden Iépése a mitokondrialis matrixban jatszodik le. A reakci6 soran a
sejt szénhidrat-, zsir-, aminosav- ¢és fehérje-anyagcseretermékeket hasznal, hogy az
acetil-koenzim A-t (acetil-CoA) oxidalja. Az acetil-CoA f6 forrdsa a glikolizis, de
szdrmazhat zsirsavak oxidalasabol is. A ciklus végén egy molekula acetil-CoA
oxidalasaval négy molekula ATP, tiz molekula NADH, ¢és két molekula FADH,
keletkezik, majd a NADH és FADH, altal szallitott elektronok az oxidativ foszforilacid
soran molekularis oxigénre keriilnek. Az SDH enzimet Szent-Gyorgyi Albert irta le

els6ként 1937-ben.
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1.3.1 A szukcinat-dehidrogenaz felépitése

Az SDH enzimkomplex alegységeit az SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAFI és
SDHAF?2 génszakaszok kodoljak (tovabba ismert SDHAF3 és SDHAF4 is, de ezek
funkcidja még nem tisztazott [45]) (3. Abra). A fenti gének altal kodolt SDHA és
SDHB alegységek képezik az enzim hidrofil alegységeit. Az SDHA egy flavin adenin-
dinukleotid (FAD) prosztetikus csoportot tartalmazo flavoprotein, flavinacidjat az
SDHAF2 faktor végzi, mely nélkiilozhetetlen az SDH 6sszedllasahoz. A vas-szulfur
proteinnek is  nevezett SDHB egy  2Fe:2S, 4Fe:4S ¢és  3Fe:i4S
vas-szulfat (Fe-S) centrumokat tartalmazo fehérje. A masik két, hidrofob alegység, az
SDHC (amely citokrom b560 fehérjeként is ismert) és az SDHD horgonyozzak ki az
SDHA ¢s SDHB alegységeket a mitokondrialis membranhoz. Az SDHC és az SDHD a
membranba agyazott domének, transzmembran hélixeik kozott hem-B csoporttal. Az
SDHA alegység a szukcinat fumaratta torténd oxidacigjaért, és egy idében a FAD
FADH,-v¢ valo alakitasaért felelds. A FADH, az elektronokat az SDHB alegység vas-
szulfat centrumara szallitja. A CoQ ¢€s a hem-B csoport részletei és katalitikus funkcioi
még nem teljesen ismertek [46].

Mitokondrium membranok kozti tér

P N
SDHC SDHD Mitokondrium belsé
membranja
b —
- Q — QH,
\
> <
Mitokondrialis
Matrix
s
SDHA
FAD JHg
Szukcinat Fumarat

3. Abra. A szukcinat dehidrogenaz felépitése. Az SDHA alegységhez kovalensen
kotédik a flavin adenin dinukleotid (FAD) kofaktor, illetve itt talalhaté a katalitikus
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egység, ami fumarattd oxidalja a szukcinatot. A reakci6 sordn az enzimhez kovalensen
kotott FAD redukalodik és a FADH, keletkezik. A FADH, tovabbiakban ismét
visszaoxidalodik FAD-d4 és az igy keletkezett nagyenergiaju elektronok az SDHB
alegység Fe-S klasztereire keriilnek. A reakcid soran felszabaduld hidrogén a
mitokondrialis matrixban, mig a FAD az SDHA alegységhez kdtve marad. Az Gsszesen
3 db Fe-S klaszter linearis elektrontranszportlancot alkotva juttatjak el az elektronokat a
kinol-k6t6 doménhez, amely az SDHB, SDHC ¢és SDHD alegységek altal koriilhatarolt
térségben helyezkedik el. Itt torténik az ubikinon (Q) redukcioja ubikinolla (QH,). e:

elektron

1.3.2 A szukcinat-dehidrogenaz miikodése

Az SDH az oxidativ foszforilacio elektrontranszportlanc rendszerének tagja, igy a sejtek
fo6 energiaforrasaként szolgald rendszer részét alkotja. Az SDH enzimkomplex
kiilonlegessége, hogy ez az egyetlen komplex az oxidativ foszforilacioban, melyet nem
a mitokondrialis DNS-ben kodolt polipeptidek épitenek fel. A szukcinat-dehidrogenaz a
citromsavciklus sordn a szukcindt fumarattd torténd oxidalasat végzi, mellyel egy
idében az ubikinon (Q) ubikinolla (QH,) valé redukalasara is sor keriil. Egyediilallo
modon tehat az SDH mind a citromsavciklusban, illetve az oxidativ foszforilacioban is

részt vesz.

A szukcinat fumarattd torténd oxidizacidja sordn a FAD redukalodik, igy FADH,
képzddik. A keletkezett fumarat késébbiekben a citrat-ciklusban hasznosul tovabb (lasd
a késdbbiekben). A keletkezett FADH, oxidalodik és az igy felszabadult nagyenergiajua
elektronok az SDHB alegységen keresztiil az SDHB, SDHC ¢és SDHD alegységek altal
kortilhatarolt kinol-koté doménhez keriilnek. Itt ezen elektronok segitségével az
ubikinon redukalddik ubikinolld, mely az oxidativ foszforilacioban jatszik tovabbi

szerepet [47].

Az oxidativ foszforilacié a mitokondriumok belsé membranjan zajlik, az 6t komplexbdl
felépiild kaszkad altal (I-V. komplex). Az SDH a II. komplexet alkotja a reakcidsorbol.
Ismételten az enzim kiilonlegességét mutatja, hogy az SDH az egyetlen olyan tagja a
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légzési lancnak, mely nem rendelkezik protonpumpa aktivitdssal. Az elektronok
aramlasa a NADH-16l és FADH,-rdl a fehérjekomplexeken keresztiil a mitokondrium
intermembran terébe torténd protonok pumpalasaval tarsitott, amely transzmembran
potencialt hoz létre. Ezt hasznalja fel az V. komplex, hogy ATP-t allitson el6 ADP-bdl
¢és egy foszfat-csoportbdl [48]. Szukcinatra vonatkoztatva a maximalis P/O hényados
(azon ATP molekuldk szdma, mely az atomos oxigén 2 elektronnal torténd, vizzé vald
redukcidjahoz sziikséges) 1.7, amely kevesebb, mint a NAD -asszocialt szubsztratokra

szamitva, ami 2.7 [46].

1.4 A citrat-ciklusbeli enzimek mutacidinak hatasa Phaeo/PGL-ban

Az 1j évezredben a citromsavciklus a figyelem kozéppontjaba keriilt, mivel tobb, a
ciklust alkotd enzim esetében beigazolodott, hogy mutacidja Pheo/PGL kialakuldsahoz
vezethet. Nevezetesen a szukcinat-dehidrogenaz alegységek (SDHx), a fumarat-hidrataz
(FH), illetve a malat-dehidrogenaz 2 (MDH2) enzimek csirasejtes mutacidi esetében

irtak le orokletes Pheo/PGL korképeket [20-23, 49-51]. A fentieken tul az izocitrat-

crer

crer

phaeochromocytoma [25]. Az egyik legszélesebb korben elfogadott magyarazat a
tumorok megjelenésére az, hogy a Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklus enzimjeinek defektusa
esetén az intracellularis metabolitok felhalmozodnak, ami rosszindulati daganat
kialakulasanak kedvez. Ezen tulajdonsdggal rendelkezd anyagcsere termékeket az

irodalom 6sszefoglalé néven ,,onkometabolitoknak™ nevezi.

1.4.1 Onkometabolitok

Azon anyagcseretermékeket értjik az onkometabolit kifejezés alatt, melyeknek
patologias felhalmozodasa megvaltoztatja a sejt élettani milkodését ¢és ezzel
potencidlisan malignus transzformacidhoz is hozzajarulnak. Ezen anyagcseretermékek
megnovekedett koncentracidi  altaldban  bizonyos enzimeket kodoldo  gének
funkciovesztéssel (Un. ,,loss of function”, pl. L-2-hidroxiglutarat, szukcinat, fumarat
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esetén) illetve funkcionyeréssel (un. ,,gain-of-function”, pl. D-2-hidroxiglutarat esetén)
jar6 mutacidinak kovetkezményei [53]. Az onkometabolitok megndvekedett
koncentracioja a sejtekben onkogén utvonalak aktivaciojahoz és kritikus epigenetikai
modositasokhoz vezet.

Onkometabolitként tartjadk szamon a D-2-hidroxiglutaratot, az L-2- hidroxiglutaratot, a
szukcinatot illetve a fumaratot. Ezek a metabolitok a fiziologiastol eltérd
koncentracioikban mas utvonalak homeosztazisara is befolydssal vannak szerkezeti
hasonlosaguk, illetve a metabolizmusban betoltott hasonld szerepilik miatt [54].

Az onkometabolitok iranti fokozott érdeklédés miatt az elmult években egyre tobb, a
metabolizmusra hatdst gyakorlé gének muticidja keriilt felfedezésre. A citratkor
enzimjeinek, igy a fumarat-hidratdz (FH) és a szukcinat-dehidrogenaz (SDH) génjeiben
bekovetkezd loss-of-function (csokkent enzimaktivitdst eredményezd) mutaciok a
fumarat illetve a szukcinat felhalmozodasat okozzak, mig az izocitrat-dehidrogenaz
(IDH) gain-of-function (fokozott enzimaktivitdst eredményezd) muticiéi a

crer

tumorszupresszor génekként tartjuk szamon.

1.4.2 Az SDHx mutacidkhoz tarsuld korélettan

A tumorszuppresszorként szamon tartott SDH [19] alegységeit kodold gének csirasejtes
mutacidit (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD), valamint az SDHAF?2 faktornak csirasejtes
Ezen daganatok mellett a fenti alegységek mutacidihoz vesesejtes rakot [55],
gasztrointesztinalis stromalis tumort [56] valamint gyomor karcinomat [57] is tarsitottak
mar. A mutaciok kovetkeztében csokkent, vagy teljesen hianyos SDH aktivitds miatt
felhalmozodé szukcinat szerepét in vivo €s in vitro kisérletek is igazoltak [58].

A szukcindt kozvetett médon hatadssal van a HIFa-alegységek poszttranszlacios
modositasaval a HIF (hipoxia indukalt faktor) stabilitasara. A HIFa-alegységek
stabilitasa specifikus prolin aminosavak hidroxilacigjatol fiigg. Fizioldgias koriilmények
kozott (normoxidban) a HIFa-alegységek termelddése folyamatos, majd hidroxilacio
kovetkeztében lebomlanak. Ez a folyamat alland6 elérhetdséget, am gyenge egyensulyi

allapotot biztosit. A hidroxilaciot a dioxigendzok csoportjaba tartozé prolil-hidroxilazok
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(PHD1, PHD2 ¢és PHD3, mas néven EGLNI1, EGLN2, és EGLN3) végzik a HIFa
alegységek oxigéndependens degradacio (ODD) doménjében talalhatdo prolin
aminosavakon [59]. A prolil-hidroxilazok aktivitasat oxigén, vas, aszkorbat és alfa-
ketoglutarat tudja befolyasolni. A PHD ezimek a hidroxilaciohoz molekularis oxigént €s
alfa-ketoglutaratot hasznalnak fel, a folyamat végterméke pedig szukcinat és szén-
dioxid [60]. A prolinok hidroxilacidja a von Hippel-Lindau (VHL) fehérje szamara
képeznek kotohelyeket.

Habar oxigénfliggd az aktivitasuk, az alacsony oxigén iranti affinitiasuk jo
oxigénszenzorrda teszi a PHD enzimeket [61]. Hipoxia esetén a HIFa proteinek
hidroxilacidja nem torténik meg, a VHL fehérje nem tud kotddni igy stabilizalodik a
HIF. [59]. Ezt a koros stabilizaciot normoxias koriilmények kozott pszeudohipoxidnak
nevezi az irodalom. Az SDH enzim defektusai esetében a patomechanizmus a szukcinat
felhalmozddasahoz kothetd: a szukcinat az alfa-ketoglutarathoz valé hasonldsdga miatt

kompetitiven gatolja a PHD enzimeket igy alakitva ki pszeudohipoxiat [62].

A szukcinat megemelkedett szintje azonban az alfa-ketoglutarathoz hasonlo szerkezete
miatt tobb mas, alfa-ketoglutarat-dependens enzim miikddését is befolydsolja. Ide
tartoznak a hiszton-demetilazok inaktivacioja (JMJ demetildzok és TET hidroxilazok),
melynek kovetkezménye a hisztonok hipermetilacidja. Ezek a véltozasok korabbi
kutatasok soran alfa-ketoglutarat potlasaval visszafordithatdak voltak.

A szukcinat-dehidrogenaz enzim alegységeit kodolod génekben eléfordulé mutéacidkkal
Osszefliggd klinikai jellegzetességeket az 1. Tablazat foglalja 6ssze [34, 46]. Klinikailag
az SDHB génben fellépd mutacidknak van a legnagyobb jelentésége, mivel mutaciod
jelenléte erdsen megndveli a metasztatikus abdominalis paraganglioma kialakulasanak

valoszinliségét.
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1. Tablazat. Az SDHx gének muticioéi és a betegség fenotipusanak Osszefliggései.

Phaeo: phaeochromocytoma; PGL: paraganglioma

A kodolo  régiot

Pozitiv L L
A tumor Malignitas  erinto mutaciok
Gén Tumor csaladi )
dominans riziko szama
neve szam anamnezis
elhelyezkedése Missense/  Delécio/
rizikoja
nonsense inzercio
SDHA PGL Altaldban  Alacsony 2% 29 0
cgy
SDHB  PGL > Phaeo Multiplex  Alacsony Magas 212 82
SDHC PGL Multiplex  Alacsony Alacsony 26 5
SDHD PGL > Phaeo Multiplex ~ Magas Alacsony 164 71
SDHA PGL Multiplex ~ Magas % 4 1

F2

* Az adat az eddig eléfordulo kis elemszdm miatt nem meghatarozhato.

1.4.3 A szukcinat akkumuléci6 tovabbi kovetkezményei

A szukcinat emelkedett szintje epigenetikai valtozasokat is okoz: a daganatsejtekben,
DNS ¢és hiszton hipermetilacié figyelhetd meg [37]. A DNS-metildcio a genom
stabilitdsaban jatszik szerepet, illetve génexpresszid szabdlyozasanak egyik kiemelt
szerepldje [63]. A szukcinatszint emelkedés azonban valdsziniileg sejt specifikus
kovetkezményekkel jar: a szukcinat akkumuldcioval Osszefliggésben HepG2

sejtvonalon a sejtek emelkedett apoptdzisat és csokkent €letképességét irtdk le — nagy
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valdszinliséggel a kaszpaz-3 vagy a kaszpdz-7 apoptotikus tutvonal aktivalédasa

kovetkeztében [64].

1.4.4 A glutamin/glutamat metabolizmus szerepe

Régota ismert, hogy a daganatok képesek alkalmazkodni a megvaltozott metabolikus
kornyezetiikhoz [65]. A glutamin az egyik f6 szénatom forrasa a nukleotidok és a nem
esszencidlis aminosavak bioszintézisének [66], €és a metabolizmusa a sejtek
foszforilacid a sejtek egyik fontos energiaforrasa [68], ennek segitségével a sejtek
képesek a citromsavciklus metabolitjainak eldallitasara/feltoltésére. Mindezen hatasok
mellett a glutaminolizis fontos szerepet jatszik oxigénszegény koriilmények kozott a
tumorsejtek szubsztratszinti foszforilaciojaban [69]. A glutamin a glutation
bioszintézisének egyik prekurzora, igy a sejtek redox homeosztazisanak fenntartasdban

[70-72] is kulcsszerepld.

A glutamin mitokondriumba valé transzportjaért felelés glutaminaz-1 (GLS-1)
glutamatot allit el6 glutaminbol. A glutamat tovabb metabolizalodhat a
mitokondriumban a-ketoglutaratta a glutamat-dehidrogenaz (GDH) altal, majd beléphet
a citromsavciklusba. A GLS-1 enzim emelkedett expresszidja és a glutamin
metabolizmus nélkiilozhetetlensége tobb tumor esetében igazolodott [73-76]. Csokkent
glutamatszinteket igazoltak SDHx mutans tumorokban [77], valamint az SDHB
mutaciot is Osszefiiggésbe hoztdk megndvekedett glutamin metabolizmussal [78]. Az
SDHB deficiens sejtek emelkedett mértékli glutamin felvételt mutatnak. Ez a jelenség
Osszefiiggésben van az aszpartat a mitokondriumbol a citoszolba torténd megnovekedett

transzportjaval, mely a sejtek anabolizmusanak tdmogatasara szolgal [79].

1.5 SDH géatlészerek
1.5.1 Itakonat

Az itakonat (2-metilén butandisav) egy, az emberi szervezet altal is eldallitott telitetlen

dikarboxilsav. Az itakonatot in vivo emldsokben eddig aktivalt makrofagokban [80],
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Mycobacterium tuberculosis-fertézott tiidoben [81], Zika-virus fertdzott idegsejtekben
[82], vizeletben €s szérumban [83], illetve glioblasztémakban [84] mutattak ki.

A human ¢és az egér makrofagok cisz-akonitatbol allitjak elé az itakonatot egy cisz-
akonitat-dekarboxilaz aktivitast mutatd enzimen keresztiil, melyet az immunreszponziv
gén koédol (Irgl, mas néven Acodl) [85]. Az eldallitott itakonat a makrofagok
antimikrobidlis aktivitdsdhoz jarul hozzd a glioxilat-ciklus egy kulcsenzimének, az
izocitrat-lidznak gatlasaval [86]. A glioxilat-ciklus a bakterialis zsirsav és acetat
anyagcsere szamara nélkiilozhetetlen [87].

Iparilag az itakonatot cisz-akonitatbol allitjak eld az Aspergillus terreus cadA génje altal
koédolt  extramitokondrialis cisz-akonitat-dekarboxilaz enzim segitségével [88].
Szarmazékainak a felhasznalasa szamtalan teriileten ismert (fogaszatban, szemészetben,
gyogyszerészetben, valamint a benzilammoéniummal komplexalva vizben oldodo
felilleti anyagok gyartdsara hasznaljak az élelmiszeriparban a baktérium fert6zés
csOkkentésére [89]), mégsem 1ép be a taplaléklancba mérhetd mennyiségben.
Ugyanakkor kisemlds kisérletek keretében kimutattdk, hogy jelentés mértékben
metabolizalja a szervezet oralis adagolas esetén [90, 91]. A szakirodalomban nincs
egységes megallapodas az exogén itakonat sejtbe torténd felvételével kapcsolatban,
kérdéses, hogy hatasat a sejtbe torténd felvétel utdn, vagy mar sejten kiviil, receptorok
altal szabalyozva fejti ki.

Az azonban igazolt, hogy az exogén itakondt az SDH enzim gyenge kompetitiv
gatloszere [90-92]. A gatlas hatterében az itakonat a-szénatomja all, ugyanis ez nem
rendelkezik elég hidrogénnel a kettds kotés kialakitasahoz. Igy az itakonat atalakitasa
sziikséges egy olyan formava, amelyet az SDH is tud metabolizalni. A szakirodalomban
a legelfogadottabb elmélet szerint az itakonat metilszukcinatta (ez a legvaldsziniibb,
mivel a metilszukcinat a szukcinat-dehidrogenaz ismert szubsztratja), illetve
hidroxilacié révén hidroximetil-szukcinatta (legjobb tudomdasunk szerint ezt még nem
bizonyitottak) alakulhat, amelyeket mar a szukcinat-dehidrogendz is metabolizalhat [93,
94]. Dekarboxilaci6 vagy izomerizacid utan azonban a keletkezett termékek nem
lehetnek a szukcinat-dehidrogenaz szubsztratjai.

Oxigénhianyos allapotban ATP és Mg jelenlétében, [91] az itakonat a szukcinat-CoA-

ligaz (més néven szukcinat-tiokinaz, STK) enzim révén tioészterré alakul (itakonil-
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CoA), majd az MGTK (metilglutakonaz) enzimen keresztiil citramalil-CoA képzddik
beldle (4. Abra) [95]. A keletkezett citramalil-CoA-bél mezakonil-CoA jon létre.
Alternativaként azonban acetil-CoA-va és piruvatta alakulhat [91, 96]. A CoA csoport
levalasztasaért az STK felelds mind a mezakonil-CoA és az itakonil-CoA esetében is.
Mivel ATP hidrolizisével mennek végbe a szukcinat-CoA-ligdz altal katalizalt reakciok,
igy az itakonat, valamint az itakonatbol képz6dd metabolitok egyik legfontosabb
tulajdonsaga, hogy  visszavetik a  szubsztratszinti  foszforilaciot  (SLP).
Kovetkezményképpen az itakonat a sejtet jelentés mennyiségii ATP-t6l illetve GTP-t6l
fosztja meg [95].

Glutamat
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FADH, FAD G“’i‘,:'” 5 msH \“N.ﬂDiP}H
NH;
Fumarat =—p=="—*Szukcinat iaeen zukcinil-Cok a-keto Iutarat
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4, Abra. Az itakonat metabolizmusa.

STK - szukcindt-tiokindz (szukcinat-CoA-ligdz); GDH - glutamat-dehidrogenaz;
MGTK - metilglutakonaz; cADC - cisz-akonitat-dekarboxilaz; AC - akonitdz (akonitat
hidrataz) [95].
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1.5.2 Atpenin

Az Atpenin A5 (atpenin) egy SDH gatlészer. Az ubikinonhoz valo szerkezeti
hasonlosaga miatt az atpenin a mitokondridlis II-es komplex (azaz az SDH) ubikinon
kotéhelyéhez kapcsolodik, igy gatolva az elektrontranszfert az enzim és az ubikinon
kozott. Az atpenin igy mind a szubsztrat szintli foszforilaciot, mind a szukcinat-fumarat
atalakuldst hatékonyan gétolja [97, 98]. Az atpeninnel torténd SDH gatlas nem okoz

oxigénhianyos allapotra jellegzetes valtozasokat a gének expressziojaban [99].

1.6 Az ujgeneracios szekvenalds jelentésége Phaeo/PGL betegek molekularis

genetikai diagnosztikajaban

Az Ujgeneracids szekvenalas alatt azokat a nagy ateresztoképességli génszekvenalasi
modszereket értjlik, amelyekkel parhuzamosan tobb (akar millidés nagysagrendil) mintat,
vagy tobb gént (akar a teljes genomot) lehet egyidejiileg szekvenalni. Miikodésiikhoz
elengedhetetlen a specidlis technikai, beleértve a szamitdégépes és informatikai hattér.
Elterjedésiik a molekularis genetikai diagnosztikat és ezzel egyiitt az orokletes
endokrinologiai szindroméak molekularis genetikai diagnosztikdjat is atalakitotta a
mindennapi klinikai gyakorlatban. Elénylik mellett szdmos 1j kihivast is teremtettek
ezek a moddszerek: az NGS térhoditasa szamos technoldgiai fejlesztést, 1y
szakismereteket és szamos ) munkafolyamatot vont maga utan. A klinikai szakorvos
munkdja mellett laboratériumi szakemberek, bioinformatikusok ¢és molekularis
biologusok Osszehangolt munkavégzésére van sziikség a klinikai gyakorlat szamara
elengedhetetlen molekularis genetikai lelet helyes elkészitésében és értelmezésében. A
vizsgalat megfeleld indikacidja kulcsfontossagu, mivel technolégiatol fiiggden mar
onmagaban a keletkezett adatmennyiség feldolgozasa egy munkaigényes folyamat, a
beazonositott eltérések megfeleld, klinikai relevanciaval bird értelmezése pedig szamos
kihivassal jar [100]. Az indiké4cidé egyes tumoros megbetegedések esetén eltérhet,
azonban a szakmai ajanlasok kiemelik, hogy minden olyan tumoros megbetegedés
esetén javasolt a genetikai vizsgélat, ahol az Ordkletes daganatok kialakuldsara tobb

mint 10% esély van [101]. A hormonrendszer daganatai esetében kiilondsképpen igy
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van, mivel még a sporadikus megjelenést mutatd esetek kozott is magas a csirasejtes
géneltérések jelenléte [102]. Kiilonosképpen igaz ez a phaeochromocytomdk ¢és
paragangliomdkra, mivel ezeknek a tumoroknak (jelen ismereteink szerint) 40%-a
csirasejtes mutacio kovetkezményeképpen alakul ki [31]. A genetikai sziirést tovabb
neheziti, hogy PhD munkam ideje alatt 27 gén szomatikus és csirasejtes mutacidinak
szerepét bizonyitottdk phaeochromocytoma ¢és paraganglioma patogenezisével
kapcsolatban. Ezen gének kozott eldfordulnak olyanok, amelyek csak csirasejtesen
mutalodtak (pl. RET), olyanok, amelyek mind csirasejtes €s szomatikus mutacié szintjén

is érintettek illetve csak szomatikusan mutalédé gének is [103].

Az Ujgeneracidés szekvenaldé modszerek segitségével nem csak ritka betegségek
gyakoribb diagnozisara szamithatunk, hanem géneltérések egyiittes fennallasanak
felismerésére is. Egyesek ezek koziil egyértelmiien patogének, azonban tobb genetikai
varians esetén a kialakult fenotipus nem egyértelmi, lehet, in. modositd hatassal
szamolni, de artalmatlan szekvenciavariansok is beazonositasra keriilhetnek. Ezek
interpretacidja tovabbi kihivast jelent mind a diagnosztikai mind a klinikai

gyakorlatban.

A megnovekedett igényekhez a genetikai diagnosztikai munka is alkalmazkodott: a
korabbi egy eltérés-egy gén koncepcidt napjainkra felvaltotta a betegségre hajlamosito
gének vagy a genom kodold régidinak, esetleg teljes genomot célzd vizsgalatok
alkalmazasa. Igy tehat a hagyomanyos szekvenalasi modszerekkel kiegészitve az

ujgeneracios szekvenald metddusok is a klinikai diagnosztika szerves részei lettek.
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2. Téblazat: A phaeochromocytoma/paraganglioma kialakulasahoz tarsult gének listja.
Lokalizaci6 tekintetében Phaeo-rol beszéliink, ha a daganat a mellékveseveldbdl indul
ki, mig PGL-r6l a feji, nyaki és extraabdomindlis, illetve intraabdominalis, de nem
mellékveseveld eredetli tumorok esetében. NF1: Neurofibromatdzis 1-es tipusa; RET:
Rearranged during transfection; SDHD: szukcinat-dehidrogenaz D alegység, SDHB:
szukcinat-dehidrogendz B alegység; SDHC: szukcinat-dehidrogendz C alegység;
SDHA: szukcinat-dehidrogendz A alegység; SDHAF2: szukcinat-dehidrogenaz
Osszeallito faktor 2, PHD2: prolil hidroxilaz 2-es tipus, KIF1B: kinezin csalad 1B
fehérje; TMEM127: transzmembran protein 127; MAX: Myc-asszocialt faktor X;

MDH2: maléat-dehidrogenaz 2-es tipus, FH: fumarat-hidratdz; GOT2: Glutamin-
oxaloacetat transzaminaz 2; SLC25A11: Oxoglutarat/malat hordoz6;VHL: von Hippel-
Lindau; PGL: paraganglioma, Phaeo: phaeochromocytoma, PGL1-5: paraganglioma

szindromak (1-5 tipus); MEN2B: Multiplex endokrin neopldzia 2B tipus.

Gén Kromoszo- Kapcsolodo Felfedezés  Lokalizacio Tovabbi

(Refe- malis szindroma éve (Phaeo/PG tiinetek

rencia  lokalizacio L)

szek-

vencia)

NF1 17q11.2 Neurofibromatd 1990 mellékvese cafe au lait

NM_00 zis 1-es tipusa Phaeo foltok,

0267.3 neuro-
fibromak

RET 10g11.21 Multiplex 1994 mellékvese medullaris

NM 02 endokrin Phaeo pajzsmirigy

0975.4 neoplazia 2-es (gyakran karcinoma

tipusa kétoldali)  hiper-

paratire6zis
neurinomak
(MEN2B)
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Gén Kromoszo- Kapcsolodo Felfedezés Lokalizaci Tovabbi
(Refe-  malis szindroma éve 0 tiinetek
rencia lokalizacio (Phaeo/PG
szek- L)
vencia)
VHL 3p25.3 von Hippel- 1993 mellékvese retina angioma
NM_00 Lindau Phaeo, haemangio-
0551.3 szindréma (gyakran blastoma
kétoldali)  vesesejtes
extra- karcindma
adrenalis
PGL
SDHD 11q23.1 PGL1 2000 fej és nyak C sejt
NM_00 PGL hiperplazia ¢és
3002.3 hasiiregi hiperkalcémia
Phaeo  ¢és
PGL
SDHC 1g23.3 PGL3 2001 fej és nyak Gasztro-
NM_00 PGL intesztinalis
3001.3 stromalis
tumor
SDHB 1p36.13 PGL4 2000 hasi PGL vesesejtes
NM_00 (gyakran karcinoma,
3000.2 malignus)  Gasztro-
intesztinalis
stromalis
tumor,
leiomiomak
PHD2 1q42.2 2008 PGL Familiaris
eritrocitozis

31


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000551.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000551.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003002.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003002.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003001.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003001.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003000.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003000.2

DOI:10.14753/SE.2021.2499

Gén Kromoszo- Kapcsolodo Felfedezés Lokalizaci Tovabbi
(Refe-  malis szindroma éve 0 tiinetek
rencia lokalizacio (Phaeo/PG
szek- L)
vencia)
KIF1IB 1p36.22 2008 mellékvese Charcot-
Pheo Marie-Tooth
Disease,
Axonal, Type
2al
SDHA 11ql2.2 PGL2 2010 PGL
F2
/SDHS5
NM_01
7841.2
TMEM 2qll1.2 2010 mellékvese
127 Phaeo
NM_01
7849.3
SDHA 5p15.33 PGL5 2011 PGL Leigh
NM_00 szindréma
4168.3
MAX 14923.3 2011 mellékvese
NM_00 Phaeo,
23824 PGL
MDH2 7q21.12 2015 mellékvese Epileptikus
Phaeo, enkefalopatia
PGL
FH 1g43 2014 PGL vesesejtes
karcinéma,
leiomiomak
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Gén Kromoszo- Kapcsolodo Felfedezés Lokalizaci Tovabbi
(Refe-  malis szindroma éve 0 tiinetek
rencia lokalizacio (Phaeo/PG
szek- L)
vencia)
GOT2 16921 2017 mellékvese
Phaeo,
PGL
SLC25 17pl3.2 2018 PGL
All
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2. Célkitiizések

Kutatdsom célkitizései két teriiletre iranyultak: genetikai ¢és tumorbioldgiai
vizsgalatokkal a beazonositott csirasejtes mutaciokhoz tarsult molekuléris

mechanizmusok feltarasara fokuszaltam Phaeo/PGL-ban.
A daganatok genetikajara 6sszpontosito kutatasunk célkitiizései kozott szerepelt:

1. egy, a daganatos endokrin betegségekre hajlamositd génmutacokat kimutatd

ujgeneracids szekvenalo panel kifejlesztése €és alkalmazasa a napi munkaban.

2. az NGS eredmények soran tobb esetben eléfordulhat, hogy egy betegben akar két
patogén génhiba is igazolodik, amelyek egylittes hatdsa a fenotipust is
modosithatja. Célul tiiztem ki, hogy egy unikélis eset bemutatdsan keresztiil két,
kiilonbozé betegséghez tarsuld csirasejtes mutacid egyiittes fennallasanak

fenotipust moédosito hatasait elemezzem.
A tumorbiologiai kutatdsaim soran

1. Uj prognosztikus és terapias markerek azonositasat tliztem ki célul malignus

Phaeo/PGL tumorok esetében.

2. kutatdsaim targyat képezte egy malignus SDHB deficiens modellezésére

alkalmas in vitro modszer kifejlesztése és jellemzése
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3. Modszerek

3.1 Phaeo/PGL betegek mutacio vizsgalata DNS szekvenaléassal

Az Endogén Panel validacids csoportjaba tartozo betegek RET, VHL, SDHB, SDHC,
SDHD, MAX ¢és TMEMI27 génjeit a panelszekvenalas elott, illetve az
esettanulmdnyunkban sziirt RET ¢és BRCAI és BRCA2 géneket tajékoztatott
beleegyezést kovetden hagyomanyos PCR reakcidokkal és Sanger szekvendldssal
vizsgaltuk [104]. DNS kivonast a vérbdl kerskedelmi forgalomban elérhetd kitekkel
végeztiik (Roche High Pure kit, Roche, Life Sciences, Penzberg, Németorszag; QlAamp
DNA Mini kit, Qiagen, Kalifornia, Egyesiilt Allamok). A fenti gének kétiranyn
szekvenalasat Sanger szekvenalassal, ill. a nagy deléciok vizsgalatat multiplex ligacids
proba amplifikacioval végeztiik [105]. A kutatasunka bevont betegek mind irdsbeli
beleegyezést adtak, a vizsgalatainkat az ETT-TUKEB engedélyezte (ETT-TUKEB
4457/2012/EKU )

3.2 Az Endogén Panel 6sszeéllitasa

Az Endogén Panel elsé verzidjaban az aldbbi géneket vizsgaltuk: EGLNI, EPASI, FH,
KIF1B, MAX, MENI, NF1, RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, TMEM127,
VHL. A masodik verzioban a gének listdjat az ijabb irodalmi adatoknak megfelelden
bovitettik a: GOT2, MDH2, ¢és SLC25A411 génekkel. A célzott génpanel
konyvtarkészitésében Roche NimbleGene SeqCap technologiat hasznaltunk. Ez a
technoldgia hibridizadcion alapul, ami a PCR alapu technologidkhoz képest
specifikusabb konyvtarkészitést tesz lehetévé. Minden gén minden kodold exonjara
terveztiink probdkat, a teljes genetikai régid > 98%-at sikeriilt lefedni. Az exonok
mellett a splice régiok 30 nukleotidhosszlisagl szakaszai is vizsgalathatoak voltak a

tervzett probakkal.

A szekvenalds az Endogén Panel 1.0 verzidja esetén MiSeq Reagent Kit, micro format-
ot, mig az Endogén Panel 2.0 esetén a MiSeq Reagent Kit, nano formatumat hasznaltuk
(Illumina Inc., Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok). A szekvenalast Illumina MiSeq

késziiléken végeztiik (Illumina Inc., Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok).
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3.3 Varidnsok azonositdsa a panelszekvenalas soran

A szekvenalds kozben kapott genom adatok vizsgalata GATK (Genome Analysis
Toolkit) Best Practices haszndlataval tortént [106]. Az adapter szekvenciakat
eltavolitottuk Cutadapt segitségével [107]). A nyers szekvenalasi, FASTQ formatumban
kapott readeket az UCSC hgl9 humén referencia genomhoz illesztettik BWA
algoritmus hasznalataval [108]. Samtools hasznalataval eltavolitottuk a 20-asndl kisebb
quality score-ral rendelkezd readeket [109]. A PCR duplikdtumot szlirésére Picard

MarkDuplicates (http://broadinstitute.github.io/picard) programot hasznaltunk. Az un.

indel Ujraillesztést és a bazis quality score Ujrakalibralasit GATK alkalmazéséaval
végeztiik. A varidnsok funkciondlis karakterizalasara interneten elérhetd, SNPEFFECT,
SIFT, ClinVar, Varsome ¢és PolyPhen alkalmazasokat hasznaltunk [110-112]. Az
ENDOGEN 2 panel eredményeit a GATK FUNCTATOR algoritmusaval is elemeztiik.
A komplex bioinformatikai elemzés a klinikai munkdhoz nélkiilozhetetlen interpretalas
miatt elengedhetetlen, mindegyik algoritmusnak van eldnye és hatranya is, de egylittes
alkalmazasukkal érhet6 el a legbiztosabban a klinikai szempontbol is relevans eltérések

beazonositasa [113].

A variansok prevalencidjat és a klinikai jelentdségét a dbSNP [114], az amerikai Exom
Project Varians szervere (National Heart, Lung, and Blood Institute Exome Sequencing

Project Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)), Hapmap [115],

ClinVar, Varsome ¢és 1000Genomes [116] adatbazisai segitségével hataroztuk meg.
Az azonositott Osszes varians ugyanazon a szlirési folyamaton esett at, mely soran
elimindltuk az exonon kiviili (UTR), a szinonim ¢és alacsony read-szamu (<10

read/varians) eltéréseket.

3.4  Sejttenyészetek

Valamennyi sejtvonalat az American Type Culture Collection (ATCC) cégtdl
vasaroltuk. A sejtek inkubéacidja 37 °C-on, parésitott, 5% szén-dioxidot tartalmazo
kornyezetben tortént.

A PCI12 (patkany kromaffin sejtvonal) sejteket 75 cm’-es flaskaban, 15% lészérumot

(Gibco BRL), valamint 1% penicillin-streptomycint (Biosera LM-A4118/100)
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tartalmaz6 F12 (Kaigh’s modification, Gibco 21127022) tapfolyadékban tenyésztettiik.
A tapfolyadékot hetente 2-3 alkalommal cseréltiik. A sejteket a flaskakbol a tovabbi
vizsgalatokra Tripszin-EDTA oldattal (#P0781, Sigma-Aldrich, Sigma, St. Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok) tavolitottuk el.

A HeLa (human méhnyakrak sejtvonal) sejteket 75 cm’-es flaskaban, DMEM/F12
oldatban tenyésztettilk (Dulbecco's modified Eagle medium/HamF12) (#11330032,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) mely 10% FBS-t
(fetalis szarvasmarha szérum; #10270106, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Amerikai Egyesiilt Allamok), valamint 1% penicillin-streptomycint (LM-A4118/100,
Biosera) tartalmazott. A sejtek gondozasa ¢és eltavolitasa a PC12 sejteknél leirt

modszerekkel megegyez6 modon tortént.

A H295R (huméan mellékvesekéreg rak sejtvonal) sejteket 75 cm’-es flaskaban,
DMEM/F12 oldatban tenyésztettiik (Dulbecco's modified Eagle medium/HamF12)
(#11330032, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
melyet 0,00625 mg/ml inzulinnal (#19278, Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt
Allamok), 0,00625 mg/ml huméan transzferrinnel (#T5391, Sigma, St. Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok), 6,25 ng/ml szelénsavval (#S9133, Sigma, St. Louis, MO,
Amerikai Egyesiilt Allamok), 1,25 mg/ml marha szérum albuminnal (#A9647, Sigma,
St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok), 2.5% nu-szérummal (Zenon Bio
Kft.Szeged, Hungary) és 1% penicillin-streptomycinnel (#P0781, Sigma, St. Louis,
MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) egészitettiink ki. A sejtek gondozésa és eltavolitasa a

PC12 sejteknél leirt modszerekkel megegyezd modon tortént.

3.5 Sdhb csendesités

A PC12 sejteket 6-lyukt plate-ekre iiltettiik ki 24 ordval a transzfekciot megeldzden,

antibiotikummentes tdpban. Két Silencer Select kis interferalo, Sdhb gént célz6 RNS-t

(siRNS 1: Sequence (5°—3’: GAUUAAGAAUGAAAUCHAULt, siRNA ID: #s151576;

siRNS 2: Sequence (5’—3": GCAAAGUCUCGAAAAUAUALt, siRNA ID: #s220846)

(Ambion by Life Technologies) hasznéltunk fel a transzfektalashoz RNAIMAX

Reagent-tel (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt
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Allamok), a gyartéi protokollnak megfelelden. Negativ kontrollnak PC12 sejteket
transzfektaltunk nem-célzo Silencer Select siRNS-sel (Ambion by Life Technologies).

A transzfekci6 hatékonysagat Sdhb fehérje Western Blot vizsgalataval ellendriztiik.

3.6  Fehérje izolalasa és Western Blot

Teljes fehérjét M-Per reagenssel (#78503, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) izolaltunk a gyarté instrukcidinak megfelelden. A fehérje
koncentraciokat BCA Assay-el (Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok)
hataroztuk meg. A teljes fehérje frakcidt 10-15%-os SDS poliakrilamid gélben
valasztottuk kiilon, majd PVDF membranra vittiik at és egy ¢jszakan at inkubaltuk
SDHB antitesttel (5Sug/mL; anti-SDHB, ab14714, Abcam). A fehérjék megfeleld
betdltésének ellendrzésére B-aktin antitestet (1:25000, Cell Signalling Technology, ZA,
Leiden, Hollandia) hasznaltunk. Anti-egér HRP IgG antitestet hasznaltunk masodlagos
ellenanyagként (1:2,000, #P044701, Agilent, Santa Clara, CA, Amerikai Egyesiilt
Allamok). A kapott jelek intenzitdsat Image J software-rel (Bethesda, MD, Amerikai
Egyesiilt Allamok) vizsgaltuk.

3.7 Itakonat kezelés

Itakonatbol (#129204 Sigma-Aldrich, Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt
Allamok) 500 nM koncentracioju torzsoldatot készitettiink, a pH 7.2-es értékre NaOH
oldattal korrigaltuk. A plate-ekre kiiiltetett sejteket 24 o6ran keresztiil inkubaltuk. PBS-
sel torténd mosds utdn a friss tapfolyadékhoz itakonatot adtunk 25 mM

koncentracioban. Kontrollként nukleazmentes vizet (NFW) hasznaltunk.

3.8 Atpenin kezelés

Az atpenin A5 (atpenin) reagenst az Enzo Life Sciences (#ALX-380-313-MC25, Enzo
Life Sciences, Inc., Farmingdale, NY) cégtdl vasaroltuk. 2mM torzsoldatokat
készitettlink abszolut etanollal. A sejteket az atpenin kezeléshez 6-lyuka plate-ekre
tiltettiik ki. Egy nap inkubaciot kdvetden a sejtek médiumat friss tapfolyadékra cseréltiik
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PBS mosast kovetéen. 1 uM atpenint adtunk a sejtekhez, kontrollnak abszolut etanolt

hasznaltunk.

3.9 Intracellularis metabolit koncentracido mérések

A sejteket 6-lyuku plate-ekben novesztettiilk a metabolit profil elemzéséhez. A 24 6rés
PC12 metabolit koncentraciok vizsgalatahoz 9 itakonattal kezelt és 9 kontroll rendszert
hasznaltunk. Az Osszes egyéb (48 oras PC12, valamint 24 és 48 6ras HeLa és H295R)
vizsgalatot egyszerre 3 parhuzamos, itakonattal kezelt, illetve 3 kontroll (ugyanolyan
térfogatat NFW-vel kezelt) sejttenyészeten végeztiik.

egyenld szamu sejteket iiltettiink ki 6-lyukt plate-ekre. A sejtek inkubacioja és kezelése
a kordbban leirtakkal megegyezden tortént. Inkubacid utan a sejteket a mar emlitett
modon eltavolitottuk, majd a sejtekb6l DNS-t izolaltunk, melyhez a QIAcube (110V)
(#9001292, Qiagen, Hilden, Németorszdg) késziiléket hasznaltuk. A DNS
Egyesiilt Allamok) késziilékkel tortént. Az adatok normalizaldsdhoz a megfeleld
metabolit koncentracidkat (umol/l) a hozzajuk tartozd DNS-koncentracioval (ng/ul)
osztottuk, majd szoroztuk 1000-rel. A normalizalt koncentraciok mértékegysége igy

pmol/pg lett.

3.10 AlamarBlue — Viabilitési assay

A vizsgalatot 96-lyuku plate-eken végeztiilk. Minden kisérletet 6 biologiai parhuzamos
mintan végeztem el. A sejtek életképességét AlamarBlue assay hasznalataval vizsgaltuk
(#DAL1025, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok). Az
AlamarBlue reagens egy resazurin tartalmu oldat, melynek segitségével az €16 sejtek
redukalo képességét vizsgalva kvantitativ informaciot ad a sejtek életképességérol. A
resazurin nem toxikus, sejtekbe penetrald Osszetevdje a reagensnek, mely az €16
sejtekbe 1épve resorufinna alakul, mely erdsen fluoreszcens. A sejtek életképességét

abszorbancia illetve fluoreszcencia mérésével tudjuk mérni.
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A PCI12 sejteket 96-lyuku plate-ekre iiltettiik ki egyenként 100 pl tapfolyadékba, a
sejtek slriisége a kezelés iddtartamatol fiiggden: 5000 sejt/lyuk 24 6ras kezeléshez;
2500 sejt/lyuk a 48 oras, mig 1700 sejt/lyuk a 72 oras kezeléshez.

A HeLa sejteket 96-lyuku plate-ekre tltettilk ki egyenként 100 ul tapfolyadékba, a
kezelés iddtartamatol fiiggden a kovetkezd stirtiségekkel: 3000 sejt/lyuk a 24 o6ras
kezeléshez; 1500 sejt/lyuk a 48 oras kezeléshez; illetve 1000 sejt/lyuk a 72 Orés
kisérlethez.

A H295R sejteket 96-lyukt plate-ekre iiltettilk ki egyenként 100 ul tapfolyadékba, a
kezelés idotartamatol fiiggéen a kovetkezd striiségekkel: 10000 sejt/lyuk a 24 o6ras
kezeléshez; 5000 sejt/lyuk a 48 oras kezeléshez; illetve 3500 sejt/lyuk a 72 oras
kisérlethez.

A kezelések adott inkubacids ideje utdn 10 ul AlamarBlue reagenst adtunk a
rendszerhez, majd 37 °C-on, parasitott, 5% szén-dioxidot tartalmazo6 kornyezetben 1 6ra
15 perces inkubaciot kovetden a sejtek fluoreszcencigjat (ex:560 nm; em:590 nm)
detektaltuk Varioskan Flash plate reader késziilékkel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Egyesiilt Allamok).

3.11 Sejtproliferacios assay

A vizsgalatokat 96-lyuku plate-eken végeztiik PC12 sejteken, 2500 sejt/lyuk kiiiltetési
arannyal. Minden méréshez hat parhuzamos mérést hasznaltunk. A megfelelé kezelés
elvégzése utan a sejtek 24, 48 és 72 oraig inkubalddtak 37 °C-on, parésitott, 5% szén-
dioxidot tartalmazo kornyezetben. Az inkubacidt kovetden a sejteket 4°C-os 10%-o0s
triklérecetsav oldatban fixaltuk 60 percig, majd 6tszori vizes mosast kovetden a plate-
eket kiszaritottuk. Ezt kdvetden 15 percig 0,4%-o0s Sulforodamin B (SRB) festés tortént
szobahdmérsékleten, majd a plate-eket 1%-o0s ecetsavval mostuk. A fehérjékhez kotott
festék ismételt beoldasahoz 10 mM Trist hasznaltunk. Az abszorbancia mérése 570 nm-

en tortént, Varioskan Flash plate readerrel (Thermo Fisher Scientific).
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3.12 Tomegspektrometriai mérések

Az intracellularis metabolit szinteket (laktat, piruvat, citrat, alfa-ketoglutarat, fumarat,
glutamat, aszpartat, maléat, szukcinat) Szoboszlai és munkatarsai moddszere alapjan
hataroztuk meg [117]. Roviden 0Osszefoglalva: a sejteket folyékony nitrogénnel
kezeltiik, a sejtes frakciot metanol-kloroform-NFW (9:1:1 aranyt) extrakcios eleggyel
izolaltuk. Ezutdn 4°C-on vortexeltiik a mintdkat, majd a centrifugalas (15000xg, 10
perc, 4°C) sordn nyert feliilluszot —80°C-on taroltuk a folyadékkromatografidhoz
kapcsolt tomegspektrometrias (LC/MS) mérés elvégzéséig. A folyadékkromatografias
elvéalasztast Perkin-Elmer Flexar FX10 miuszerrel, a tomegspektrometridas mérést
ABSciex 5500 QTRAP késziilékkel végeztiikk. A tomegspektrometrids mérés soran az
egyes metabolitok kvantitativ meghatarozasa a kiindulasi €s a fragmentacids ionok
detektalasdval (MRM- Multiple Reaction Monitoring) tortént. A kromatografias
elvalasztds Phenomenex Luna Omega C18 (100x2,lmm, 1,6 pum) (GenLab Ltd.,
Budapest) tipusu oszlopon tortént. A mozgd féazis viz és metanol volt, mindkettd 0,1%
hangyasavat (V/V) tartalmazott. A tomegspektrométer negativ elektrospray ionizacids
modban mért a kdvetkezd bedllitdsokkal: hémérséklet: 300°C, ionizacids fesziiltség: -
4000 V, bemeneti potencial: -10 V. A laktat, piruvat, citrat, alfa-ketoglutarat, szukcinat,

crer

gorbék segitségével tortént. Minden adott mintabdl 3 parhuzamos mérést készitettiink.

3.13 Sejtlégzés és extracellularis savasodas

A valos idejii oxigénfogyasztasi rata (oxygen consumption rate, OCR) és extracellularis
savasodasi rata (extracellular acidification rate, ECAR) mérésére Seahorse XF96
Analyzer (Agilent Technologies, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziiléket hasznaltunk
korabbi protokollok leirasa alapjan [95, 118, 119]. A PCI12 sejteket 96-lyuku Seahorse
plate-ekre (Agilent Technologies, Amerikai Egyesiilt Allamok) iiltettiik ki 100 pL
tapfolyadékban, 30000 sejt/lyuk aranyban, 24 oraval a mérések megkezdése elott. Az
itakonat és az atpenin kezelést a sejtek 24 vagy 48 ordval a mérések elott kaptak meg,
mig az Sdhb géncsendesitést 48 oraval a mérések elott végeztiik. A BPTES kezelést 24

oraval a mérések eldtt alkalmaztuk. A mérések napjan a sejtek tapfolyadékat lecseréltiik
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a kovetkezd Osszetételii médiumra (a szamok mM-ban értenddk): 120 NaCl, 3.5 KCl,
1.3 CaCly, 1.0 MgCl,, 20 HEPES, 10 gliikoz, pH 7.4. Ezt kovetden az alap OCR és
ECAR értékeket 1,5 ora elteltével mértiik.

A mérések kozben frissen eldkészitett glutamint (4 mM) és/vagy anyagcsere
inhibitorokat/moduléatorokat (oligomycin 2uM, 2.4-dinitrophenol- DNP 200 pM és
antimycin A + rotetone 1-1pM) adtunk minden egyes lyukhoz a kivant koncentracio

eléréséig.

3.14 A mitokondrium membran potencial (A¥Ym) és a plazma membranpotencial

(PMP) egyidejii mérése

A PCI12 sejteket poli-L-ornitinnel fedett 8-kamraja LabTek II kamrdkban (Nunc,
Rochester, NY, Amerikai Egyesiilt Allamok) novesztettiik 3 napig teljes médiumban,
megkozelitbleg 3*10° sejt/karma szammal 37 °C-on 5% CO, mellett. Az itakonat és az
atpenin kezelést a sejtek 24 vagy 48 oraval a mérések el6tt kaptdk meg, mig az Sdhb
géncsendesitést 48 oOraval a mérések elott végeztik. A mérések napjan a sejtek
tapfolyadékat lecseréltiik a kovetkezd Osszetételti tdpfolyadékra (a szamok mM-ban
értenddk): 120 NaCl, 3.5 KCI, 1.3 CaCl,, 1.0 MgCl,, 20 HEPES, 15 glikéz, pH 7.4
TMRM (180nM) és bis-oxonol tipusu PMP indikator, DIBAC4(3) (250nM, Life
Technologies Inc.) vegyiiletekkel hozzdaddsaval 1 oraval a kisérletek eldtt. A
kisérleteket 34 °C-on végeztik UAPO 20x air 0.75 NA lencsével felszerelt,
Bioprecision-2 xy-stage Olympus I[X81 invertalt mikroszkoppal (Ludl Electronic
Products Ltd., Hawthorne, NY) ¢és egy 75W xenon arc lampaval (Lambda LS, Sutter
Instruments, Novato, CA). A képeket 1342 x 1024 pixel felbontdsban (12 bit-en
digitalizalva, 4 x 4 binning-el és 250 msec expozicidés idével a TMRM képekhez; a
DIBAC4(3) képekhez 200 msec exponaldssal) 4x4 binneléssel, 12 bittel digitalizalva
készitettiik. A DIBAC4(3) megvilagitasdhoz egy 490/10 nm hulldmhosszt gerjesztd
S05LP dikronikus tiikrot és egy 535/25 emisszids sziirdét hasznaltunk (Chroma
Technology Corp., Bellows Falls, VT). A TMRM képek megvilagitdsahoz 535/20 nm
hullamhosszt gerjeszté 555LP dikronikus tiikrot €s egy 535/25 emisszios szlurdt €s egy

630/75 emittert hasznaltunk (Chroma Technology Corp., Bellows Falls, VT).
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A TMRM ¢és a DIBAC4(3) emisszioi kozotti atfedés egy Image Analyst MKII (Image
Analyst Software, Novato, CA) programmal fejlesztett, linearis spektralis nem-keverd
algoritmussal lett kikiiszobolve [120], melyhez egy egyedi dekompozicids algoritmust
hasznaltunk [120]. Az algoritmus kiszamitja a nem kevert fluoreszcencia intenzitast
egy, az atfedd egyiitthatd matrixaval kiegészitett linearis egyenlettel. Az egylitthato
matrixot a TRM és a DIBAC4(3) emisszidjanak egyiittes detektaldsa utan hataroztuk
meg azutan, hogy a sejteket TMRM-mel vagy DIBAC4(3)-el kezeltiik. A mitokondrium
depolarizalasat 6 egymas utani 10nM SF6847 adasaval értiik el, majd minden sorozat
végén a teljes mitokondrialis depolarizacidt mitokondridlis (MDC) €s plazma membran
(CDC) depolarizalo vegyiiletekkel értiik el. Az elegy Osszetétele (uM): 1 valinomycin, 1
SF 6847, 2 oligomycin; a CDC 0sszetétele (uM): 1 valinomycin, 1 SF 6847, 2

oligomycin, 10 nigericin, 10 monensin.

3.15 Statisztikai analizis

Az 0sszes mért adatot atlag +SD formaban adtuk meg, néhany esetet kivéve, ahol ezt
kiilon jeleztem.

Az eredményeink statisztikai analizis¢hez GraphPad Prism 6 programot hasznaltam
(GraphPad Software Inc. La Jolla, California Egyesiilt Allamok). Az adatok Gauss-
gorbe szerinti eloszlasat Shapiro-Wilks teszttel vizsgaltuk. Normal eloszlasu adatok
esetén t-teszttel, egyéb esetben Mann-Whitney-probaval analizaltuk az eredményeink
kozti kiilonbségeket. Statisztikailag szignifikdnsnak a 0.05-nél kisebb p-értékeket

vettuk.

Az abrakon feltiintetett szignifikanciaszinteket a kovetkezd modon jeleztikk: n.s. —

7>0,05; * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001; **** — p<0,0001.
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4. Eredmények

4.1 Csirasejtes BRCAI mutacio egy MEN2A szindromas betegben

Egy 16 éves fiatal ndbeteget 2013-ban referaltak a Semmelweis Egyetem Il.sz.
Belgyogyaszati Klinikdjara endokrinoldgiai kivizsgalas céljabol. Hajhullasa hatterének
esetleges pajzsmirigy eredete és a pajzsmirigyben tapintott két gob miatt a haziorvosa
endokrinologiai kivizsgélasra iranyitotta a pacienst. A Klinikan elvégzett vizsgalatok
soran a tiroid stimuldldé hormon (TSH) a normal tartomanyban volt (2,44 mU/L;
referencia tartomany: 0,35-4,94 mU/L). Az elvégzett nyaki ultrahang vizsgalaton a
pajzsmirigy mindkét lebenyében Osszesen két hipoehogén, inhomogén massza
abrazolodott mikrokalcifikdcioval. Biopszids és vékonytli biopszids mintavételt
kovetden szovettani vizsgalat tortént. Mindkét oldalrél szarmazo aspiratum keneteiben
azonos citologiai kép volt megfigyelhetd hematoxilin-eozin festés utdn: a kenetek
extrém sejtdiisnak mutatkoztak, benniik a normal follikulus hamsejteknél kissé nagyobb
maggal rendelkezd, atipusos kromatin allomannyal biré daganatsejtek abrazolodtak.
Calcitonin ellenes antitesttel torténd festés a daganatsejtek kozel 100%-ban pozitiv
festddést mutatott. Komputerizalt tomografids (CT) vizsgalat a jobb lebenyben egy 2,2
cm atmérdjii, a bal lebenyben egy 0,6 cm atmérdjii gobot azonositott. A beteg calcitonin
¢s karcinoembriondlis antigén (CEA) szintjei jelentésen emelkedettek értékeket
mutattak (calcitonin: 501 pg/ml; referencia tartomany: 0-6 pg/ml. CEA: 7,4 ng/ml;
referencia tartomany: 0-4,3 ng/ml). A plazma parathormon szint (37,9 pg/ml, referencia
tartomany: 15-65 pg/ml) valamint a 24 6ras vizelet metanefrin (178 mcg/24h; referencia
tartomany: 64-302 mcg/24h) és normetanefrin szintek (385 mcg/24h; referencia

tartomany: 162-527 mcg/24h) patoldgias eltérést nem mutattak.

Teljes pajzsmirigy eltdvolitdst kovetden a szdvettani vizsgalat megerdsitette a
medullaris pajzsmirigy karcindéma (MTC) diagndzisat. A daganat 3 bal és 4 jobb oldali
nyirokcsoméba adott atéttet, tavoli metasztazis nem igazolodott. A tumor TNM
klasszifikacidja pT2Nla volt [121]. Habar a szérum calcitonin és CEA szintek

jelentdsen csokkentek a mitétet kovetd megfigyelési iddszakban, teljes biokémiai
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remissziot nem sikeriilt elérni: a szérum calcitonin szintek bizonytalan emelkedd
tendenciat mutattak 31-178 ng/L tartomanyban a posztoperativ idészakot eddig feldleld
hat évben. A posztoperativ CT vizsgélaton egy rezidualis pajzsmirigyszdvet igazolodott
egyéb metasztazis gyanuja nélkiil. Ismételt ultrahang és vékonytli aspirdcids bioszpia
vizsgalat a rezidudlis szovet hatterében hegszovetet allapitott meg, visszamaradt
pajzsmirigy szovetet nem igazolt. A TSH szintek a miitétet kovetéen 31,1 mU/L szintre
emelkedtek, melyeket a sikeres pajzsmirigy hormon szubsztitucio 0,128-3,843 mU/L

értékekre normalizalt (referencia tartomany: 0,35-4,94 mU/L).

Genetikai tandcsadast kovetden a beteget MEN2A szindroma gyantja miatt a RET gén
genetikai vizsgalatanak vetették ala [121]. A vizsgéalat egy ismerten patogén
heterozigota mutaciot (p.Cys634Trp) igazolt két gyakori, szinonim RET polimorfizmus
mellett (rs1800860 és rs1800861). Az igazolt patogén, MEN2A-ra hajlamosité mutacid
miatt a beteg a betegség tovabbi manifesztacionak szlirése céljabol tovabbi
vizsgalatokon esett at. Mellékvese ¢és duaclanc phaeochromocytémakat ¢€s
paragangliomakat nyak-, mellkas- has- és kismedence CT vizsgalattal nem sikertilt
igazolni, valamint a 24 6ras gyjtott vizeletvizsgalattal sem abrazolodott katekolamin
vagy metanefrin szekretald tumorra utald eltérés. Daganatos eltérésre utald jel nem
abrazolodott a képalkotdo vizsgédlatokon sem. A szérum parathormon szintek a
fiziologias tartomanyban voltak €és mellékpajzsmirigy eltérésre utalod klinikai jel nem
volt kimutathatd. Az eddig eltelt hat évben a beteg tovabbra is mentes a MEN2A

szindroma egyéb manifesztacioitol.

Mivel a MEN2A szindroma autoszomalis dominans 6roklédésmenetet mutat a beteg
elséfoku csalddtagjait is javasolt bevonni a genetikai tanacsadéasba [121]. A részletes
csaladi anamnézis felvétele soran kideriilt, hogy a beteg édesanyja és édesanyja
lanytestvére is metasztatikus emlddaganat miatt hunytak el. Ez a varatlan lelet felvetette
az oOrokletes emldrak szindroma valoszintiségét. Sajnalatos modon az elhunyt
csaladtagoktol DNS izoldlasra alkalmas minta és korhazi zardjelentés nem maradt
vissza. Az orokletes emlédaganat szindroma is autoszomalis dominans oroklésmenetet
mutat, igy az els6fokt rokonok sziirése ebben az esetben is javasolt [122]. A
nemzetkdzi  javaslatoknak megfeleléen genetikai vizsgalat tortént és  egy

kereteltoloddssal jard patogén BRCAI mutacid igazolodott (BRCAI p.1le90Serfs,
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NC_000017.10:2.41256905 41256917 delTGAAAAGCACAAA) a betegben (5. 4bra).
A klinikai kivizsgdlds és a magneses rezonancia vizsgalat (MRI) nem talalt
emlddaganatra utald jelet, valamint az eddig eltelt utankovetési idészakban sem emlo-

sem petefészek illetve egyéb daganatra utalo jel nem dbrazolodott.

A B

C
NC_000017.10:g.41256905_41256 y

917 delTGAAAAGCACAAA,

T42 N
TACGAGCTGTGGCGCACGGTGA — )
170 180 - TG .

GTGTCAAG AAAAGCACAAATGATT T
TGATTTTCAATAGCTCTT C

(p.Cys634Trp)

U

CGLGC GIGCCGCACGGTG
180

4 Index beteg 4é 65

RET p.Cys634Trp mutdcio
TG TEAAGE GEACAAATSATTT hordozo

| BRCAI Ile90Ser mutdciod
f|| 'l | | r' || i hordozo
YV | J'h
@ Elhunyt

RET p.Cys634Trp és
BRCA41 Ile90Ser frameshift
mutdciok obligit hordozoja

5. abra: A RET és BRCAI mutacidt hordozd beteg szekvenaldsi eredményei, ill.
csaladfagja. A: Az index betegben azonositott RET p.Cys634Trp mutéciod
kromatogrammja. B: Az index betegben azonositott BRCAI p.lle90Ser frameshift
mutacid kromatogrammja. Panel C: Az index beteg csaladfaja. Az index beteg (II/1)
16 éves volt a diagnoézis felallitasakor (jelenleg 23 éves), mig a testvére (I1I/2) 36 éves
(Jelenleg 43 éves). A beteg testvérének 4 €ves (I1I/1) (jelenleg 11 éves) és 6 éves (I11/2)
(jelenleg 13 éves) gyermekei is hordoztak a RET p.Cys634Trp mutacidt. Az index beteg
édesanyjanal (I/2) 34 évesen diagnosztizaltak emlddaganatot, melynek metasztazisai
kovetkeztében 45 évesen hunyt el. Az index beteg nagynénjénél (I/1) 36 évesen
diagnosztizaltak eml6daganatot, majd a beteg 42 éves koraban hunyt el. (T: életkor a
halal id6pontjaban; é: életkor).
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Tekintettel az igazolt 6rokletes tumorszindromakra, a beteg hozzatartozoéit is bevontuk a
RET és BRCAI gének sziirésébe. A beteg batyja (kor: 36 év) és két fia (kor: 4 és 6 év)
szintén hordoztdk a RET 11-es exon p.C634W mutaciot, azonban a BRCAI mutéciod
nem igazolodott az esetiikben. A beteg testvérében klinikai kivizsgéalas soran két
pajzsmirigy gobot, laborvizsgalatokkal emelkedett calcitonin szintet (215 pg/ml) irtak
le. Teljes pajzsmirigy eltavolitast kdvetden calcitonin szintjei a fizioldgias tartomanyba
keriiltek. A beteg testvérének két fia megel6zd pajzsmirigy eltavolitason esett at. Az
eltavolitott pajzsmirigyek szovettani vizsgalata MTC-re utald jelet nem irt le. A beteg
¢desapja sem a RET sem a BRCA 1 mutaciot nem hordozta. A teljes csaladfa az 5. abran

lathato.

4.2  Ujgeneracios szekvenalas klinikai alkalmazhat6saga
4.2.1 Az Endogén Panel 1.0 kifejlesztése

A csirasetjes mutaciokért felelds gének egyidejii  vizsgalatanak  céljabol
kutatocsoportunk kifejlesztett egy hibridizacion alapuld, a gének parhuzamos
szekvenalasat lehetdvé tévo panelt. A szekvenalo panel elsé verzioja (Endogén Panel
1.0) 6sszesen 15 gén egyidejii vizsgalatara volt képes (EGLNI, EPASI, FH, KIFIB,
MAX, MEN1, NF1, RET, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, TMEM127, VHL).

A tervezés soran 0sszesen 509 kiilonboz6 méretli fragmens fedte le a fentebb nevezett
géneket. A teljes vizsgalati szekvencia 6sszesen 126116 nukleotid volt. A panel klinikai
felhasznalhatosag tesztelése szempontjabol ismert genetikai hattérrel rendelkezé mintadk

vizsgalatara kertilt sor (validalasi csoport, 1asd alabb).

A panel validalasahoz 17 beteg mintait hasznaltuk fel. A
mintak RET, VHL, SDHB, SDHC, SDHD, MAX és TMEM 127 génjeit a "Modszerek"
fejezetben ismertetett modon a panelszekvendlds eldtt Sanger szekvenalassal
vizsgaltuk. Kozottiik 12 eset hordozott korabban mar igazolt patogén mutaciét (2 RET,
5 SDHB, 2 TMEM127, 2 MENI és 1 VHL), mig 5 eset a RET, SDHB, SDHD, VHL és
TMEM127 génekben nem hordozott betegség-okozd varidnst. A szekvendlds soran a

vizsgalt régiok lefedettsége elérte és meghaladta az allélonkénti > 20 readet (6. abra).
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Tekintettel arra, hogy a Phaeo/PGL betegségek patogenezisében foképpen a kodolod
régiok eltérései jatszanak szerepet, kizartuk a variansok koziil a 3° és 5° UTR
(untranslated region-nem atir6do régid) variansokat, az intron régiot érinté variansokat
illetve a szinonim koédolo varidnsokat. Kizartuk tovabba azon variansokat, amelyek nem
érték el az allélonkénti 10 read-szamot. A panelszekvenalas eldtt validalt géneket
tekintve Osszesen 62891 db varidnsnak megfelelé kodold régidt vizsgaltunk. A kodolo
régiokat tekintve 41 db varians volt valodi pozitiv, 114 fals pozitiv, 0 db fals negativ €s
62736 valodi negativ varianst igazoltunk. A 114 fals pozitiv hivasbol 17 db a MEN]
génhez volt kothetd: egy MENI p.T546A (1s2959656) varians fals pozitiv hivasa a
referencia genomban tapasztalhatdo hibahoz volt visszavezethet6. A MENI gén
referenciagenomja eltéré a kiilonb6zo adatbazisokban, igy ennek ellendrzése kiilon

feldolgozasban is sziikséges volt.

A fals pozitivok és a vizsgalni kivant variansok szamanak csokkentése céljabol read-
szam megoszlasi szlirést alkalmaztunk. Mivel heterozigota genotipust feltételeztiink a
megoszlastol £30%-al eltérd hivasokat az 0sszes pozitiv varidnsbol kizartuk, igy a fals
pozitivak szdma a kordbban emlitett MENI variansok kizardsa utan 68 darabra

csokkent.

A 12 kordbban mar ismert patogén eltérés mindegyike beazonositasra keriilt. Kettd,
ismeretlen jelentdsségel bird, un. VUS-t (variant of uncertain significance) talaltunk,
mig 25 esetben aminosavcserét okozd joindulati génpolimorfizmust mutattunk ki.
Mindezek alapjan az Endogén Panel 1.0 szenzitivitasa 100%-nak, specificitdsa > 99%-

nak adddott.
4.2.1.1 Az Endogén Panel 1.0 prospektiv csoportja

A klinikai gyakorlati hasznat az Endogén Panel els6 verzidjanak 24 mintan teszteltiik,
melyek korabban nem rendelkeztek genetikai diagnodzissal. Az el6zd fejezetben
ismertetett kritériumok szerint szlirtik a varidnsokat, igy végill 62 varidnst
azonositottunk. Osszesen 24 fals pozitiv hivast észleltiink, ismételten a kordbban

ismertetett MENI varians esetében (MENI p.T546A (rs2959656)). A 24 mintaban,
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Osszesen 10 esetben mutattuk ki dsszesen 11 patogén géneltérést (1 esetben VHL, 3
esetben SDHB, 7 esetben NFI génmutacidt). A megmaradt 28 varians aminosavcserét
okoz6 benignus hatassal jellemzett génvarians. Erdemes kiemelni, hogy egy beteg
esetében két kiilonalld6 SDHB mutacidnak azonositott a panel szekvenalas, és a Sanger
szekvenalast kovetden igazol(')dott is, hogy ez a beteg két kiilonb6zd patogén mutaciot
szintén validaltunk a paciensnél. Egy fiatal ndéi paciens esetében a nyaki

paragangliomdjanak  hatterében egy feltételezhetéen patogén VHL-mutaciot

azonositottunk.
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6. abra: Az Endogén Panel 1.0 lefedettségi adatai génenként valogatva. Az adatok

altagtszorasként értenddek.

4.2.2 Az Endogén Panel 2.0 kifejlesztése

Az Endogén Panel 1.0 fejlesztése soran szerzett tapasztalataink alapjan atalakitottuk a

szekvenalas protokolljat, illetve kibOvitettiik a szekvenalt gének szamat az alabbi

génekkel: GOT2, MDH2 és SLC25411. igy 6sszesen 18 gén egyidejii vizsgalatét tette
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lehetévé a tovabbfejlesztett panel. Tovabbfejlesztettiik tovabba a bioinformatikai
analizist is, hogy a relative alacsony lefedettségii régiokban se vesszenek el valodi
pozitiv variansok. Az Endogén Panel 2.0 klinikai felhasznalhatosdganak vizsgalataba 38
Phaeo/PGL beteg mintait vontuk be. Koltséghatékonysdg céljabol egy olcsébb, de
némileg kisebb lefedettséget biztositd szekvendld kitre valtottunk (MiSeq nano).
Mintaink egytdl egyig ismeretlen genetikaval rendelkeztek, igy klinikai gyakorlatban
tudtuk kiprobalni a paneliinket. A korabban ismertetett sziirési kritériumokat alkalmazva
Osszesen 198 varianst azonositottunk. A 38 betegben 63 olyan varidns hivas tortént,
ahol tovabbi elemzés volt sziikséges. 38 esetben a MENI szekvencia kordbban
ismertetett hib4ja miatt fals pozitiv eredményt kaptunk. 25 esetben a tovabbfejlesztett
bioinformatikai algoritmus alacsony lefedettség vagy nem megfeleld allélmegoszlas
miatt kellett tovabbi validacids vizsgalatokat elvégezniink. A 25 esetbdl 22 esetben a
feltételezett varians Sanger szekvenalassal igazolodott, 3 esetben pedig nem. gy

Osszesen 41 fals pozitiv hivas tortént (3. Tablazat).

Patogén mutaciot 10 esetben (26%) azonositottunk. 3 mutdciot az SDHB génben, 2
mutdciét az FH génben, 4 betegben NFI és 1 betegben VHL mutéciot igazoltunk.
Nyolc, un. nem bizonyitott klinikai hatast varianst (VUS) is kimutattunk. Ezek koziil 3-
t olyan betegekben talaltunk, amelyek bizonyitottan mar patogén mutaciot is hordoztak.
Héarom VUS esetében felmeriil a patogenetikai szerep, mert ezek nem szerepelnek egyik
genetikai adatbazisban sem, a funkciondlis predikciok alapjan benignus vagy

patogénikus hatasuk nem eldontott (4. Tablazat).

Az Endogén Panel 2.0 szekvendldsai soran az egyes gének lefedettségét a 7. abra

szemlélteti.
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7. dbra: Az Endogén Panel 2.0 lefedettségi adatai génenkénti bontasban. Az adatok

altagtszorasként értenddek.

3. Téablazat: Az Endogén Panel fejlesztése. *: Szelektalds utdn a patogén variansok, az

ismeretlen jelentdséggel bird varidnsok és a benignus polimorfizmusok szama

Endogén Panel 1.0 Endogén Panel 1.0
Endogén Panel 2.0

validalési csoport prospektiv csoport

Vizsgalt gének

szama 15 15 18
Mintak szdma 17 24 38
Beazonositott

variansok* 39 38 135

4.2.3 A masodlagos variansok jelentdsége

Az egyértelmlien patogén muticiok mellett, ismeretlen klinikai jelentdséggel biro

varianst is azonositottunk (4. Tablazat). Bizonyos variansok 6nmagukban jéindulatinak
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vannak jellemezve a szakirodalomban, azonban mas mutdciokhoz téarsulva

feltételezéseink szerint fenotipust modositod hatassal rendelkezhetnek.

Az Endogén Panel 1.0 betegei kozott egy MEN2B szindromas betegnél egy ritka, de a
MEN2B fenotipusért felelds RET p.M918T mutécio allt az alapbetegség hatterében. A
betegség egyetlen manifesztacidja egy egyoldali Phaeo volt. A beteg patogén

mutaciot azonositottunk.

Egy bilateralis Phaeo fenotipust mutatd betegiinknél a patogén VHL p.F136C
mutaciohoz tarsultan egy SDHD p.G12S mutaciot is talaltunk. Egy esetiinkben egy
kereteltolodéssal jar6 NF1 mutacidhoz egy RET p.R982C (rs17158558) mutécio tarsult.
A RET varians klinikai jelentdségérdl a szakirodalomban egyértelmii konszenzus nincs.
Egy masik, korabban sporadikus Phaeo-t hordoz6 beteg esetében patogén muticiot nem
sikertiilt azonositani, azonban egy rs szammal nem rendelkezd, 1j SDHA varianst (SDHA

p.G416S) detektaltunk.

Az Endogén Panel 2.0 kibdvitett génkészletének segitségével egy malignus Phaeo
fenotipust mutatd paciensben egy ritka (MAF az eurdpai populdcioban: 0,0013),
feltehetdleg patogén, de a szakirodalomban ismeretlen jelentdséggel biré GOT2 varianst
(R393Q; rs151225545) azonositottunk. A korabban mar emlitett SDHD p.G12S varianst
patogén mutacidhoz nem tarsultan egy egyoldali benignus Phaeo esetében, illetve egy
neurofibromat6zis 1 szindromas betegben NFI frameshift mutacidhoz tarsultan is
igazoltunk. NF'I mutaciohoz tarsultan egy masik betegiinknél egy 1j, rs szam nélkiili,
SDHC p.T32A mutacié igazolddott. Benignus, egyoldali Phaeo-hoz tarsultan RET
p-Y791F (rs77724903), SDHA p.M2791 (1s746145822), MDH?2 p.R229G (rs373614243)
¢és EPASI p.S12L (rs376889179) variansokat is validaltunk betegeinkben. Egy
paciensben az SDHB c.286+2T>A (splice) mutaciojahoz tasultan egy KI/FIB p.T8731

varians keriilt azonositasra.
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4. Tablazat: Az Endogén Panel elsé (1.0) illetve masodik (2.0) verzidja soran leirt
variansok és a hozzéjuk tartozo6 fenotipusok. Az EP 1.0V (validaciés) csoportba tartozo
betegek a vizsgalat elott genetikai diagndzissal rendelkeztek. Az EP 1.0P (prospektiv)
csoportba  tartozd  betegek  genetikai  diagndzissal nem  rendelkeztek a
szekvenalaskor.EP: Endogén Panel; Phaeo: phaeochromocytéma; PGL: paraganglioma,;
MEN: multiplex endokrin neopladzia; NF1: neurofibromatézis 1-es tipusa; VUS: variant

of uncertain significance (ismeretlen klinikai jelentdséggel bir6 varians).

Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
EGLN1 p.CI127S;
EP malignus SDHB
1L001 - KIF18 p.Y1087C;
1.0V PGL p.C243Y
KIF1 ¢.*5019T>C
EP
1L002 Phaeo - - KIF18 p.Y1087¢
1.0V
EP malignus SDHB SDHA  p.V629F;
1L004 -
1.0V PGL p.C196G SDHA p. 6571
EP malignus
1L005 - - -
1.0V PGL
EP
1L006 Phaeo - - SHDA p.Y629F
1.0V
EP RET
1L008 MEN2 - SDHA D38V
1.0V p.Co11Y
EP TMEM12
1LO09 Phaeo - EGLNI1 Q157H
1.0V 7 p.C140Y
EP SDHA  p.V629F;
ILO10 Phaeo - -
1.0V SDHA p.V6571
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
SDHA  p.Y629F;
EP malignus SDHB
ILO12 - SDHA  p.V657I;
1.0V PGL p.C249R
EGLNI1 p.Q157H
KIF1B p.V1554M;
EP malignus SHDB
ILO13 - RET p-R982C;
1.0V PGL p.R217C
RET p.G691S
014 EP malignus SDHB SDHA  p.V629F;
1.0V PGL p.C253Y SDHA p.V6571
EP RET SDHD
ILO15 MEN2B ; KIFIB p.Y1087C
1.0V p-MO18T; p.HS0R
MENT1:
EP p.E392
ILO16 MENI1 - RET p.Y791F
1.0V Frame
shift
MENI1
EP p.R521P SDHA  p.Y629F;
ILO17 MENI1 -
1.0V Frame SDHA p.V6571
shift
TMEMI12
EP 7 p.T191
ILO18 Phaeo - -
1.0V Frame
shift
VHL-
EP VHL SDHD
ILO19 Bilateralis -
1.0V p.F136C p-G12S
Phaeo
EP
1L020 LOP Phaeo - - RET p.G691S
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
Ep SDHA  p.Y629F;
1L021 LoV Phaeo - - SDHA  p.V657];
' EPASI1 p.T766P
EP
1L022 Phaeo - - -
1.0P
EP
1L023 Phaeo - - KIF1B8 Y1087¢c
1.0P
SDHB c.
EP malignus
10052 286+2T> - -
1.0Pp  PGL )
A splice
EP
1L024 PGL - - -
1.0P
NF1 g.
29550493
EP KIF18 p.T1462P;
1L025 NF1 p.LT585 -
1.0P KIF18 p.Y1087C
Frame
shift
EP NF1 SDHC p.E144Q;
1L026 NF1 -
1.0P W1664G RET p.G691S
NF1
2.2958541
EP 7delCC, RET p-R982C;
1L027 NF1 -
1.0P FL1389 RET p.G691S
Frame
shift
EP NF1
11028 NF1 - EGLNI1 p.C127S
1.0P Y489C
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
NF1
2.2955370
EP RET p.G691S;
11029 NF1 3G>A -
1.0P MENTI1 p.R176
splice site
variant
NF1 g.2
EP 29679283
1L030 NF1 - RET G6918S
1.0P insG
frame shift
EP
1L031 Phaeo - - -
1.0P
NF1
EP VI1371V?
11032 NF1 - -
1.0P Frame
shift
EP
11033 Phaeo - - -
1.0P
Ep SDHA p.G416S;
1L035 0P Phaeo - - RET p-G691S;
' SDHA p.Y581F
Ep SDHA  p.V657I;
1L036 0P Phaeo - - SHDA  p.Y629F;
' RET p.G691S
EP
1L037 Phaeo - KIF18 p.Y1087C
1.0P
Ep SDHA: p.D38V;
11038 LOP Phaeo - - KIF1B: p.Y1087C;
' RET: p.G691S
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
VHL
EP PGL-glomus
1L.039 E37ESGP - -
1.0P  caroticum
EE
EP EGLNI1: p.QI157H;
1L040 Phaeo -
1.0P RET p.G691S
SDHB
c.263C>T;
SDHB
EP malignus
1L041 c.268C>G - -
1.0p  PGL
c.269-
271delGA
A
EP
11042 Phaeo - -
1.0P
EP MEN1 p.R176Q;
1L044 Phaeo - -
1.0P RET p.G691S
EP EGLN1 p.C127S;
1L.045 Phaeo - -
1.0P RET: p.G691S
EGLN1 p.CI127S;
EP EPAS1
endo2 01 Phaeo - GOT2: p.V346G;
B 2.0 p.S12L
MDH2 A9V
EGLNI1: p.QI157H;
EP SDHB EGLN1 p.CI127S;
endo2 02 Phaeo -
2.0 p.L65F GOT2: p.V346G;
RET: p.G691S
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
EGLNI1 p.C127S;
EPAS1 p.T766P;
EP SDHA: p.Y629F;
endo2 03 Phaeo - -
2.0 SDHA  p.V657I;
RET p-G691S;
GOT2 p.V346G
EGLN1 p.CI127S;
EP SDHD MDH2 p.A9V;
endo2 04 Phaeo -
2.0 p.G12S GOT2: p-A2S;
GOT2 p.V346G
SDHA: p.Y629F
EP (rs6960); p.V6571
endo2 05 Phaeo - -
2.0 (rs6962);  GOT2:
p-V346G (1rs30842)
EP
endo2 06 20 Phaeo - - GOT2 p.V346G
Ep EGLN1 p.C127S;
endo2 08 20 Phaeo - - GOT2 p.A2S;
' GOT?2 p.V346G
EP
endo2 09 Phaeo - - -
2.0
EP VHL: GOT2 p.G188S;
endo2 19 Phaeo/PGL -
2.0 c.576delA GOT2 p.V346G
EP MDH2 p-A9V,
endo2 20 Phaeo - -
2.0 GOT2 p.V346G
SDHB
EP Phaeo és KIF1B MDH2 p.K301R,
endo2 22 c.286+2T>
2.0 PGL . p.-T8731 GOT2 p.V346G
A (splice)
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
KIF1B p.Y1133C;
SDHA  p.Y629F;
SDHA  p.V657I;
EP FH:
endo2 24 Phaeo - EGLN1 p.C127S;
2.0 p-Q376P
RET p.G691S;
MDH?2 p.K301R;
GOT2 p.V346G
SDHA: p.Y629F;
EP SDHA  p.V657I;
endo2 25 Phaeo - -
- 2.0 GOT2 p-A2S;
GOT2 p.V346G
Ep EGLN1 p.CI127S;
endo2 27 20 Phaeo - - RET G6918S;
' GOT2 p.V346G
SDHA  p.D38V;
EP SDHB
endo2 28 hasi PGL - GOT2 p.V346G;
2.0 p-R230H
MDH2 p.A9V
SDHA  p.Y629F;
Ep SDHA  p.V657I;
endo2 30 20 Phaeo - - RET p.G691S ;
' GOT2 p.A2S;
GOT2 p.V346G
KIF1B p.Y1133C;
Ep SDHA  p.V657I;
endo2 31 20 Phaeo - - GOT2 p.A2S;

SDHA p.V346G;
MDH?2 p.K301R
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
MDH2 p.A9V;
EP Malignus GOT2:
endo2 32 - GOT2 A2S; GOT2
2.0 Phaeo p-R393Q
p.-V346G
EP MDH2 p.A9V;
endo2 34 Phaeo - -
2.0 GOT2 p.V346G
EP
endo2 37 20 Phaeo - - RET p.G691S
EP .
endo2 39 20 nyaki PGL - - SDHA p.V6571
SDHA: p.Y629F;
NF1: SDHA  p.V657I;
Ep c.3455 34 RET p-G691S;
441-19 20 NF1 56insA - RET p-R982C;
' (p.L1153fs MDH2  p.A9V;
) GOT2 p.V346G;
MDH2 p.K301R
EP RET p.G691S;
P7-20 Phaeo - -
2.0 MDH2 p.A9V
NF1
RET p.G691S;
EP c.e8+2T> SDHD
225-19 NF1 GOT2 p.V346G;
2.0 G, splice GI2S
MDH2 p.A9V
mutacio
EGLNI1 p.Q157H;
EP EGLN1 p.CI127S;
P468-19 Phaeo - -
2.0 GOT2 p.V346G;
MDH2 p.A9V
FH:
EP Leiomyoma- GOT2 p.A2S;
P81-20 c.1256C> -
2.0 tosis T GOT2 p.V346G
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(p.S419L)
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
Ep MEN1 p.R171Q;
P28-20 20 Phaeo - - GOT2: p.G188S;
' GOT?2 p.V346G
SDHA  p.Y629F;
EP MDH2: SDHA  p.V657I;
311-19 Phaeo -
2.0 p-R229G  GOT2 p.V346G;
MDH2 p.K301R
SDHA  p.D38V;
EGLN1 p.CI27S;
EP SDHA RET p.G691S;
P365-19 Phaeo -
2.0 p-M2791 GOT2 p.G188S;
GOT2 p.V346G;
MDH2 p.A9V
EP RET p.G691S;
P455-19 Phaeo - -
2.0 GOT2 p.V346G
RET p.G691S;
EP
182-19 20 Phaeo - - GOT2 p.V346G;

MDH?2 p.K301R
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Minta Patogén Benignus
Panel Fenotipus VUS
azonosito mutacio polimorfizmusok
MDH2 p.K301R;
EP RET
P467-19 Phaeo - GOT2 p.G188S;
2.0 p-Y791F
GOT2 p.V346G
NF1 SDHC GOT2 p-A2S;
EP c.6850 68 GOT2 p.G188S;
307-19 NF1 — pT32A
2.0 53delACT GOT2 p.V346G;
T MDH2 A9V
Ep SDHA  p.Y629F;
284-19 20 Phaeo - - p.VO6571; GOT2
' p.V346G
EP RET p-G691S;
276-19 Phaeo - -
2.0 GOT2 p.V346G
RET p.G691S;
EP
208-19 20 Phaeo - - MDH2 p.A9V;
' GOT2 p.V346G
NF1
c.e23-
EP RET p.G691S;
298-19 NF1 1G>C -
2.0 GOT2 p.V346G
(splice
mutacio)

Tumorbiologiai vizsgalatok eredményei
4.2.4 Az Sdhb csendesitése hatékonyan csokkenti az SDH aktivitast

PC12 sejteket két kiilonboz6, Sdhb gént célzo kis interferalo RNS-sel transzfektaltunk,
majd 48 ora inkubalast kovetden vizsgaltuk a SDH enzimatikus aktivitasat, illetve az
SDHB fehérje szintjét. A SDH aktivitds hatékony gétlasat értiik el a mock transzfektalt

¢s a kezeletlen sejtekhez képest (8. abra). A két csendesitd siRNS alkalmazasaval

63



DOI:10.14753/SE.2021.2499

hatékonyan csokkentettiilk az SDHB alegység expresszidjat. A szukcinat/fumarat aranyt
kutatocsoportunk  sikerrel alkalmazta SDHB/SDHD mutans paragangliomak
elkiilonitése esetében [123], ezért ezt az aranypart hasznaltuk fel az SDH enzimgéatlas
hatékonysaganak kovetésére. Szignifikansan magasabb szukcinat/fumarat aranyt értiink

el az Sdhb csendesitett PC12 sejtekben a mock transzfektalt sejtekhez képest. (8. dbra)

A D
o
£ 41
50 S s
Aop 8 £ . L
220 cATR SFE847 2 =3 :
b ol B
g 200 2 £
£ o 21
3 %02 T
2 180 2 &
c p ﬂ
w 20 2 + 14
160
) 2 g
3
- r\\\/‘ M ’f"\r/ 163 g —
3 & *
120 o &N
0 T ’59n ,:f’
0 200 400 600 800 &
time, sec Qa“
&
N
B E siSdhb  mock
50,5
op SF68AT 8 SDHR
220 cATR 2
| 40 £ | —
g & i
s 30 =
£ 180 -4
H] m
5" 160 2°§ B-actin 1 ———
5
140 103
3
120 =
0
0 200 400 600 800
time, sec
[ ¥ G
1 50 r\? Aokekx
SF6847 o
220 ADP cATR 3
l a0 € 80+
.L 3 ©
— 200 2 2
;E lag S 8 2 60-
180 w8
é-:-, 160 20 3 '; E 404
140 15 e g 204
120 3 g
; ; ’ e T o NN T
0 200 400 600 800 o @x‘-‘
time, sec & &7
‘(\O

8. dbra. Az Sdhb gaitlas hatasai PC12 kromaffin sejtekben. A-C: PC12 sejtek

oxigénfogyasztasa. A sziirke vonal jelzi az oxigén koncentracid iddbeli valtozasat a
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mitokondrium egységnyi térfogati tomegével osztva. A hozzdadott reagenseket nyilak
jelolik. A reagensek koncentracidi: ADP: 0,2 mM; cATR: 2 uM; SF 6847: 1 uM. Panel
A: siSdhb transzfektalt PC12 sejtek respirdcioja. Panel B: mock siRNS-sel transzfektalt
PC12 sejtek respiracidja. Panel C: Kezeletlen PC12 sejtek respiracidja. Panel D: SDH
aktivitas siSdhb transzfekcio, mock siRNS transzfekcid, atpenin kezelt és kezeletlen
PC12 sejtekben. Az siSdhb transzfekcié hatékonysagat az ismert SDH gatld atpeninéhez
hasonlitottuk. Panel E: SDHB fehérje Western-blot vizsgalata siSdhb transzfekciot
kovetéen. Panel F: Az SDHB fehérje denzitometrids kvantifikdlasa siSdhb
transzfekciot vagy mock siRNS transzfekciot kovetéen PC12 sejtekben. suc/fum:

szukcinat-fumarat arany. ****: p<0,0001

4.2.5 Az itakonat kezelés sikeresen gatolta az Osszes vizsgalt sejtvonal SDH

aktivitasat

Az itakonat kezelés szignifikansan megndvelte a PC12 sejtek szukcinat/fumarat aranyat
24 ¢6ra (p<0,0001) és 48 ora (p<0,0001) kezelést kovetden. Hasonld eredményt kaptunk
HeLa sejtek 24 6ras (p<0,0001) és 48 oras (p<0,0001) itakonat kezelése soran, valamint
H295R sejtek 24 orést (p<0,0001) és 48 oras (p<0,0001) itakonat kezelését kovetden is.
(9. ébra)
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9. éabra: Szukcinat-fumarat arany itakonat kezelés hatdsara PC12, HelLa és H295R

sejtekben. Ita: itakonat; veh: vivOanyag; suc/fum: szukcinat-fumarat ardny. ****:

$<0,0001
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4.2.6 Az atpenin kezelés sikeresen gatolta az Osszes vizsgalt sejtvonal SDH aktivitasat

Szukcinat/fumarat aranyokat atpenin kezelések esetén nem tudtunk megadni, mivel a
kezelés hatasara a fumarat koncentraciok méréshataron aluli tartoméanyba keriiltek.
Azonban PCI12 sejtek esetén az SDH aktivitds vizsgalata (8. dbra) és a normalizalt
szukcinat koncentraciok (10. abra) alapjan hatékony SDH gatlast értiink el. Hasonldan a
PC12 sejtekhez, az atpenin szignifikans szukcinat koncentracio emelkedést idézett el

HeLa ¢s H295R sejtekben is. (10. 4bra)
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10. abra: Normalizalt szukcinat koncentraciok atpenin kezelés hatdsara PC12, Hela és

H295R sejtekben. SUC: szukcinat; veh: vivoanyag. ****: p<0,0001

427 A SDH gatlasa 0sszességében pozitiv hatissal van a PCI2 sejtek

¢letképességére €s nincs hatassal a proliferacidjukra

Az Sdhb gén csendesitése szignifikansan ndvelte a PC12 sejtek ¢€letképességét 72 oOra

inkubéciot kovetden (p=0,04). Az életképesség szignifikdns novekedését figyeltiik meg
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PC12 sejtek 24 orés itakonat kezelése utan is (p=0,026). Az atpenin kezelés is pozitiv
hatassal volt a PC12 sejtek életképességére, azonban a kiilonbség egyik inkubacios

idopontban sem mutatott szignifikans értéket. (11. dbra)

crer

itakonat vagy atpenin kezelés sem. (11. dbra)
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11. dbra: Az SDH gatlas hatasa a PC12 sejtek életképessségére és proliferaciojukra.
Az adatok atlag+standard hiba atlagaként vannak feltiintetve. A sejt €életképesség értékei
az adott kontrollokra vannak normalizalva. Az értékekbdl 100%-ot kivonva a valtozast
abrazoltuk kezelés hatésara %-ban. Panel A-C: Eletképesség relativ valtozasa siSdhb,
itakonat és atpenin kezelés hatasara PC12 sejtekben 24, 48 és 72 ora inkubéciot

kovetden. Panel D-F: PC12 sejtek proliferacidja siSdhb, itakonat és atpenin kezelést
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kovetden. Ita: Itakonat; i-veh: itakondt vivdanyag; a-veh: atpenin vivOanyag. *:

p<0,05; **: p<0,01.

4.2.8 Az itakonat csokkentette a HeLLa és H295R sejtek életképességét, mig az atpenin
csak a H295R sejtek ¢letképességére gyakorolt negativ hatast

Az itakonat kezelés hatasara a HelLa sejtek életképessége szignifikdnsan csokkent 48
ora (p=0,0022) és 72 6ra (p=0,0022) inkubaciot kdvetden. Ezzel ellentétben, az atpenin
kezelés 0sszességében pozitiv hatassal volt a HeLa sejtek életképességére, szignifikans
kiilonbség 48 6ra kezelés utan (p=0,015) mutatkozott.

A H295R sejtek életképességére mindkét SDH gatlé modszer negativ hatassal volt: az
itakonat 72 dra utan (p=0,0043), az atpenin pedig 24 (p=0,0043) és 48 ora (p=0,0173)
utan csokkentette szignifikansan a H295R sejtek életképességét. (12. abra)
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12. abra. Az SDH gatlas hatasa a HeLa és H295R sejtek életképessségére. Az adatok
atlagtstandard hiba atlagaként vannak feltiintetve. A sejt életképesség értékei az adott
kontrollokra vannak normalizalva. Az értékekbdl 100%-ot kivonva a valtozast
abrazoltuk kezelés hatdsidra %-ban. Panel A-B: Sejt életképesség relativ valtozasa
itakonat és atpenin kezelés hatdsara HeLa sejtekben 24, 48 és 72 ora inkubéciot
kovetden. Panel C-D: Sejt életképesség relativ valtozésa itakonat és atpenin kezelés

hatadsara H295R sejtekben 24, 48 és 72 6ra inkubaciot kovetden.
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4.2.9 A glutamat és laktat koncentracioban mutatkozd valtozdsok SDH gatloszer és

sejttipus specifikusak

PC12 sejtek esetében az Sdhb csendesités laktat akkumulacio nélkiil szignifikansan
csokkentette az intracellularis glutamat szinteket (p<0,0001) (5. Téblazat és 6.
Tablazat). Itakonat kezelés esetében 24 6ra utdn csokkent szignifikdnsan a glutamat
koncentracio (p=0,008). Laktat akkumulacié sem 24, sem 48 ora itakonat kezelés
utan sem jelentkezett (5. tablazat €s 6. tablazat).

PC12 sejtek esetében az atpenin kezelés szignifikdns glutaméatszint csokkenéssel
tarsult 24 ora (p<0,0001) és 48 ora kezelést kdvetden is (p<0,0001). Ehhez, az
itakonat kezeléssel ellentétben laktat akkumulaci6 is tarsult mind 24 6ra (p=0,004)
mind 48 ora kezelést kovetden (p<0,0001) (

7. tdblazat és 8. tablazat).

Szemben a PC12 sejtekkel, HeLa sejtek esetében 24 ora itakonat kezelést kovetden
szignifikansan emelkedtek a glutamat (p=0,004) és laktat koncentraciok (p=0,013).
A fenti koncentracié emelkedések 48 6ra kezelés utdn is megmaradtak a glutamat
(p<0,0001) ¢és laktat koncentraciok (p=0,0181) esetében is (5. tablazat és 6.
tablazat).

Az atpenin kezelés a PC12 sejtekhez hasonloan szignifikdnsan csokkentette a
glutamat koncentraciokat 24 (p<0,0001) és 48 orat kovetden (p<0,0001) ami
szignifikans laktadt koncentracié emelkedéssel tarsul 24 (p=0,0039) és 48 ora
elteltével is (p<<0,0001) (7. tablazat és 8. tablazat).

H295R sejtek esetében a HelLa sejtekhez hasonld eredmények sziilettek: 24 6ra
itakonat kezelést kovetden szignifikdnsan emelkedtek a glutamat (p=0,018) és
laktat koncentraciok (p<0,001) (5. tdblazat €s 6. tablazat).

Az atpenin kezelés hasonld eredményt hozott H295R sejtek esetében is:
szignifikansan csokkent a sejten beliili glutamat koncentracio 24 (p<0,0001) és 48
orat kovetden (p<0,0001) ami szignifikans laktat koncentracié emelkedéssel tarsul
24 (p<0,0001) ¢és 48 ora elteltével is (p=0,004) (7. tablazat és 8. tablazat).

A tovabbi kiilonbségeket a metabolit koncentraciokban a 13. 14. és a 15. abrak

szemléltetik.
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5. Téablazat Intracellularis normalizalt metabolit koncentraciok (pmol/ug). Minden adat

atlagtszorasként van megadva. ita: itakonat; veh: vehicle (vivéanyag) kezelés; FUM:

fumarat; LAC:laktat; MAL: malat; PYR: piruvat; NA: nem alkalmazhat6.

Minta

FUM p

LAC

p

MAL  p

PYR )

PC12
ita 240

7,9+

1,1
<

PC12
veh

240

0,0001
9,9+1

278,1+58,6

264,3+66,6

0,47

20,2425

109,4+41

0,9
20,1£2,1

0,25

88,9+24,8

PC12
ita 480

2,1+
0,7

PC12
veh

480

0,75
2+0,5

295,1+£112,9

287,4+130,2

0,9

109,6+39,2
0,35

NA

91,7+39,4

PC12
siSdhb

2,8+
0,7

PC12
mock

siRNS

0,001
3,7+

0,1

217,4+100

238,4+70,5

0,83

33,9+10,1

45,2+17,9
0,71

0,03
43,14£3,43

50,5+11,9

HeLla
ita 246

2,8+
0,8

HeLa
veh

240

6,9+
0,7

0,0001

355,8+£106,5

243,7+24,6

0,014

46+5.,9

13,6+2,8

0,02
35,248

0,0001
8,8+1,5

HeLa
ita 480

2,5+
0,3

HeLla
veh

4806

4,4+
0,7

0,0001

1517,5+835,4

877,9+£90,3

0,02

23,2+5,5

12,3£3,7
0,73

0,53
26,2+3,7

11,8+1,6
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Minta FUM p LAC p MAL p PYR p
H295R 2,5+
110,6+£36,4 0 52+14,5
ita246 0,3 <
<
H295R 0,001 NA 0,0001
0,0001
veh 3+0,3 26,4+6,5 0 18,5+2,3
246
H295R 2,7+
278+115,9 38,1+6 24,5+£9,9
ita486 0,4
0,19 0,14
H295R 0,001 0,71
3,6+
veh 0.5 201,5+91,4 40,8+8,8 18,6£5,5
486 ’
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6. tablazat: Intracellularis normalizalt metabolit koncentracidok (umol/ug). Minden adat

atlagtszorasként van megadva. ita: itakonat; veh: vehicle (vivoanyag) kezelés; SUC:

szukcinat; ASP:aszpartat; GLU: glutamat; CIT: citrat; NA: nem alkalmazhato.

Minta SUC p ASP p GLU p CIT p
PCI12
35,2+3,8 209,3+27,3 849,8+74,2 31,16£2,2
ita 246
< <
PC12 0,43 0,008
0,0001 0,0001
veh 0,9+1,1 207,9+16,2 895, 2+40,6 33,75+2,2
246
PCI12
16,7£3,5 85,3+19,9 455,1£90,7 55,4+13,6
1ta 486
<
PCI12 0,25 0,54 0,08
0,0001
veh 2,8+0,4 94,2+9,2 474,8+23.9 41,422
486
PCI12
2,8+0,4 122,5+£26,7 496,5+110,2 0
siSdhb
< < <
NA
PC12 0,0001 0,0001 0,0001
mock 1,2+0,4 208,3+31,2 743,5+71,7 0
siRNS
HeLla
169+49,8 35+7,2 489,7+113,5 21,5+2,7
1ita 246
< < <
HeLla 0,047
0,0001 0,0001 0,0001
veh 3,5+0,7 44,1+15,2 328+63,7 9,6+£7,2
246
HeLa 130,9+
16,2+2,8 496,3+49,5 0
ita 486 24,2
< < <
HeLla NA
0,0001 0,0001 0,0001
veh 0,9+0,08 45,444,1 328,2+34,3 0
486
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Minta SUC p ASP p GLU p CIT p
H295R
24,2427 92+17,3 174,5+24,5 41,4+4,6
ita 246
<
H295R 0,25 0,02 0,102
0,007+  0,0001
veh 96+7 151,249,6 38,542,2
0,02
246
H295R
76,9+11 67,9+8,8 309,4+41,4 13+1
ita 486
< < <
H295R 0,48
2,65+ 0,0001 0,0001 0,0001
veh 101,7+12,3 294,8+35,4 7,5%5,7
3,38
486

7. tablazat. Intracellularis normalizalt metabolit koncentracidok (umol/ug). Minden adat
atlagtszorasként van megadva. ita: itakonat; veh: vehicle (vivoanyag) kezelés; FUM:

fumarat; LAC:laktat; NA: nem alkalmazhato.

Minta FUM p LAC p MAL p PYR p
PC12

1,3+ <
atpenin 198,3+58 19+0,9 6618

0,5 0,0001
246 <

0,004 0,91

PC12 0,0001

5,6+
veh 0.6 122,1+48 22,2+0,9 61,4+19
246 ’
PC12
atpenin 0 332,2+240,2 14+2 51,6+36,4
486 < < <

0,023
PC12 17 0,0001 0,0001 0,0001
7+

veh 0o 67+36,8 10+0,3 20,7+10,1
486 ’
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Minta FUM p LAC p MAL p PYR p
Hela
atpenin 0 297,7+33.3 16+2,4 12,6+1,7
246 <
0,004 0,6 0,9
HeLa 0,0001
1,9+
veh 03 197,7+717,5 16,5+1,8 12,7443
244 ’
HelLa
atpenin 0 785,2+188,4 35,844,2 4,5+1,5
480 < < <
0,0003
HeLa 0,0001 0,0001 0,0001
5,1+
veh 0.8 785,2+188,4 15,7+1,7 8,3+1,9
486 ’
H295R
atpenin 0 372,7+£166,4 35,5+1,5 23,8+6,7
2406 < < <
0,02
H295R 0,0001 0,0001 0,0001
3,5+
veh 0.7 70,9+£56,8 28,1+£2,8 29,5+14,3
244 ’
H295R
atpenin 0 1473,1£761,1 73,9+10,6 29,5+14,3
486 < <
0,004 0,08
H295R 38 0,0001 0,0001
,8+
veh 07 454,5+236,8 37,9+1,4 48,1+£26,8
486 ’
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8. tablazat. Intracellularis normalizalt metabolit koncentracidok (umol/ug). Minden adat
atlagtszorasként van megadva. ita: itakonat; veh: vehicle (vivoanyag) kezelés; SUC:

szukcinat; ASP:aszpartat; GLU: glutamat; CIT: citrat; NA: nem alkalmazhato.

Minta SUC ) ASP ) GLU ) CIT  p

PC12

atpenin 504,4+40,7 42,6+2,9 334,8+12,7 15,120,1

246 < < < <
PC12 0,0000 00000 0,000  0,0001
veh  0,4+0,9 139,1+11,4 582,1+36,1 15,3+0,0

246

PC12
atpenin 441+68,4 18,4445 138,7+18,5 10,2+1,1

4806 < < < <
PC12 0,000  0,0000 00000  0,0001
veh  1,3+03 50,6+1,3 244,6+9 7,4+0,3

480

HelLa

atpenin 136+29,5 6,8+1,3 51,8+10,2 10,4£1,2
246 < < <

HeLa 0,000  0,0000  0,0001

veh  0,4+0,6 14,842 93,1+11,2 10,2+1,1
246

0,7142

HelLa

atpenin 155,3+16,2 2,8+0,4 85+8,7 0
486 < < <

HeLa 0,000  0,0000  0,0001
veh  2+40,7 20,6+4 224,5+40,7 0
486

NA
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Minta SUC p ASP p GLU p CIT p
H295R

22,2,
atpenin 678+148,7 7,4+0,7 83,5+3.4 13

:l: 5
240 < < < <
H295R 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
veh 0,3+0,9 100,7+20 165,2+30,7 17,8+1,3
246
H295R
atpenin 836+150 5,5+1,1 122,8+15,4 0
486 < < <

NA

H295R 0,0001 0,0001 0,0001
veh 0 85+9.,9 277,1£18,3 0
486
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PC12 Heatmap (log2(treatment/control))

ita24 itad 8 siSDHB

atp48 atp24

LAC
15
PYR I 10

CIT

MAL

GLU

ASP

13. abra: PC12 sejtekben mért metabolitkoncentraciok hotérképes abrazolasa. Az
egyes kezelések soran mért koncentraciokat a kontrolljaik metabolit koncentracidival
osztottuk. A kapott ,,fold change” eredmények log2 értékeivel abrazoltuk a valtozasokat
a megfeleld szinekkel (piros: ndvekedés; fehér: valtozatlan; zold: csokkenés). atp24: 24
Oras atpenin kezelés; atp48: 486ras atpenin kezelés; ita24: 2406ras itakonat kezelés;
ita48: 48 oras itakonat kezelés; siSDHB: Sdhb csendesités; SUC: szukcinat; LAC:
laktat; PYR: piruvat; CIT: citrat; MAL: malat; FUM: fumarat; GLU: glutaméat; ASP:

aszpartat.

80



DOI:10.14753/SE.2021.2499

HeLa Heatmap (log2(treatment/control))

ita24 ita4 8 atp24 atpa8

—— Suc

PYR

GLU

CIT 0

ASP

MAL

LAC

FUM

14. abra HeLa sejtekben mért metabolitkoncentraciok hétérképes abrazolasa. Az
egyes kezelések soran mért koncentracidkat a kontrolljaik metabolit koncentracidival
osztottuk. A kapott ,,fold change” eredmények log2 értékeivel abrazoltuk a valtozasokat
a megfeleld szinekkel (piros: novekedés; fehér: valtozatlan; zold: csokkenés). atp24: 24
oras atpenin kezelés; atp48: 486ras atpenin kezelés; ita24: 2406ras itakonat kezelés;
ita48: 48 oras itakonat kezelés; SUC: szukcinat; LAC: laktat; PYR: piruvat; CIT: citrat;
MAL: maléat; FUM: fumarat; GLU: glutamat; ASP: aszpartat.
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H295R Heatmap (log2(treatment/control))
| |

itad 8

— Suc

— LAC

—PYR
B GLU
ﬁ{ ASP

cIT
MAL

LUM

15. abra H295R sejtekben mért metabolitkoncentraciok hétérképes abrazolasa. Az

egyes kezelések soran mért koncentracidkat a kontrolljaik metabolit koncentracidival
osztottuk. A kapott ,,fold change” eredmények log2 értékeivel abrazoltuk a valtozasokat
a megfeleld szinekkel (piros: novekedés; fehér: valtozatlan; zold: csokkenés). atp24: 24
oras atpenin kezelés; atp48: 486ras atpenin kezelés; ita24: 2406ras itakonat kezelés;
ita48: 48 oras itakonat kezelés; SUC: szukcinat; LAC: laktat; PYR: piruvat; CIT: citrat;
MAL: maléat; FUM: fumarat; GLU: glutamat; ASP: aszpartat.
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4.2.10 A GLS-1 gén expresszioja Osszefliggést mutat a SDH enzim gatlasaval

Az SDH gatlas utani eltéré metabolit profilok nyoman a glutamin/glutamat anyagcsere
egyik kulcsenzimét, a mitokondrialis glutaminéz-1 (GLS-1) enzimet vizsgaltuk.
Szignifikdns ndvekedést mértiink PC12 sejtek GLS-1 génexpressziojaban Sdhb gén
csendesitését kovetéen (fold change: 1,53+0.3; p=0,002) illetve itakonat kezelés
hatasara ((24 fold change: 1,2+0,03; p=0,015) és 48 o6rat kovetden is (fold change
1,48+0,13; p=0,002)). Ezzel ellentétben az atpenin kezelés csokkentette a GLS-1 gén
kifejez0dését 24 ora utan (fold change: 0,89+0,1; p=0,065), 48 ora elteltével
szignifikansan (fold change: 0,82+0,09; p=0,002) (16. abra).
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16. abra: PC12 sejtek GLS-1 expresszié valtozasa SDH gatlas utan. Minden érték a
kezelésnek megfeleld kontrollra van normalizalva. siSdhb: Sdhb géncsendesités; mock
siRNS: siSdhb géncsendesités kontrollja; ita: itakonat; i-veh: itakonat kontroll; a-veh:

atpenin kontroll. *: p<0,05; **: p<0,01
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HeLa sejtek itakonat kezelésére hasonloképpen reagaltak GLS-1 expresszio
tekintetében: mind 24 (fold change: 1,47+0,3, p=0,002) mind 48 (fold change: 1,9+0,63,
p=0,015) ora elteltével szignifikdnsan nétt a GLS-1 expresszio. Atpenin kezelés
hatdsara 24 o6ranal szignifikans csokkenést (fold change: 0,47+0,1, p=0,0022), majd 48
ora elteltével szignifikans novekedést (fold change: 1,8+0,4, p=0,002) mértiink a sejtek
GLS-1 expresszidjaban (17. abra).

3.0
2.5
2.0
1.5

1.0

Fold change

0.5

17. abra: HeLa sejtek GLS-1 expresszio valtozasa SDH gatlas utan. Minden érték a
kezelésnek megfeleld kontrollra van normalizalva. ita: itakonat; i-veh: itakonat kontroll;

a-veh: atpenin kontroll. *: p<0,05; **: p<0,01

A H295R sejtek GLS-1 expresszidja szintén szignifikansan nétt 24 o6ra (fold change:
1,34+0,1; p=0,0022) ¢s 48 ora (fold change: 1,19+0,1, p=0,0152) itakonat kezelés
hatasara. Az atpenin kezelés szignifikdnsan novelte a GLS-1 expressziot 24 (fold

change: 1,78+0,2; p=0,0022) és 48 orat kdvetden is (1,95+0,2; p=0,0022). (18. dbra)
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18. abra: H295R sejtek GLS-1 expresszio valtozasa SDH gatlas utan. Minden érték
a kezelésnek megfeleld kontrollra van normalizalva. ita: itakonat; i-veh: itakonat

kontroll; a-veh: atpenin kontroll. *: p<0,05; **: p<0,01
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4211 A GLS ¢és az SDHB immunhisztokémiai vizsgdlata a GLS-1 enzim fontos

szerepére utal

Az in vitro talalt eredményeink nyoman Phaeo/PGL daganatok metszetein is
megvizsgaltuk a GLS-1 ¢és az SDHB expresszid, valamint a malignitds kozotti
Osszefliggéseket. Két csirasejtes mutdcidhoz tarsuldo (SDHB ¢és RET) daganatok
metszeteit, illetve joindulati és rosszindulati daganatok metszeteit hasonlitottuk 0ssze
GLS-1 festés tekintetében. Az SDHB fehérje csokkent jelenlétét igazoltuk SDHB
mutans tumorok esetében, mig pozitiv festddést figyeltiink meg RET mutacidhoz tarsult

daganatok metszetein (9. Tablazat és 19. Abra).

cre

1 festés volt megfigyelhetd az SDHB mutacidhoz tarsuld daganatokban, az eredmény
azonban nem adodott szignifikdnsnak (H-score: 87,8464 vs. 59+82,4 SDHB-mutans vs.
RET-mutans, p=0,22; H-score: 87,8426 vs. 53,6+47,8 SDHB-mutans vs. sporadikus,
p=0,15). Az alacsony SDHB expressziot mutatd tumorok 54%-a (7 a 13-bdl) mutatott
magas GLS-1 festddést, mig a magas SDHB festést mutatd tumoroknak dsszesen csak a

22%-a (5 a 22-bol) mutatott magas GLS-1 festést (p=0,07).

Hérom RET-muticidhoz tarsuld mintdban mértiink erésebb GLS-1 expressziot. A
harombol két daganatban nyilvanult malignusnak a tumor, a 4. (20. dbra) és 5. szamu
paciens visszatérd, lokalis invaziot mutatd és metasztazist addo tumorjai esetében. A
harmadik daganatot, a 6. szamu, MEN2A szindromas péciens esetén bilateralis Phaeo

igazoldodott, a vizsgalt minta a jobb oldali phaeochromocytéma volt.

A harom malignus sporadikus tumor esetében kettd esetében volt mérheté magas SDHB
score, mikdzben egyik tumor sem mutatott erdsebb GLS-1 festést. A benignus
sporadikus mintdk esetében a 4 alacsony SDHB festddést mutatobol kettében volt

erdsebb GLS-1 expresszid kimutathaté immunhiszokémiaval. (9. tdblazat)
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9. tabldzat: Phaeco/PGL mintdk immunhisztokémiai vizsgalata. A tumorokat
malignusnak véleményeztiik, ha a tumor visszatérd volt vagy lokalis invazioval, esetleg
tavoli metasztazisa jelentkezett. * A paciens egy 16x13x9cm-es Phaeoval jelentkezett,
mely a szOvettani vizsgalaton nem mutatott malignitasra utald jelet, azonban preoperativ
MRI vizsgalat multiplex csontmetasztdzisokat igazolt. Phaeo: pheochromocytoma,

PGL: paraganglioma.

Eletkor SDHB GLS-1

Tumor Biolégiai
Nr. Csirasejtes mutacio miitét  H- H-

tipusa viselkedés
évében Score  Score

1.1 PGL Malignus 32 0 15
SDHB p.C243Y

1.2 PGL Malignus 34 65 150

2 PGL Malignus SDHB p.C196G 32 10 160

3.1 Phaeo  Malignus * 14 90 110

SDHB p.T88I and R90

frame shift

3.2 Phaeo Malignus 15 70 130
4.1 Phaeo Benignus 18 160 0
4.2 Phaeo Malignus 21 155 5
RET p.C634R
4.3 Phaeo Malignus 22 210 10
4.4 Phaeo Malignus 25 150 110
5.1 Phaeo Benignus 31 123 37
RET p.C634W
5.2 Phaeo  Malignus 34 190 160
Benignus
6  Phaeo RET p.C634R 46 200 240
(bilateral)
7 Phaeo  Benignus RET p.C634Y 34 115 20
8 Phaeo  Benignus RET p.C609S 42 100 10
9 Phaeo  Benignus RET p.C634Y 63 157 7
10 Phaeo  Benignus sporadikus 49 110 10
11  Phaeco  Malignus sporadikus 56 80 20
12 Phaeco  Benignus sporadikus 47 140 120
13 Phaeo  Benignus sporadikus 27 30 55

87



DOI:10.14753/SE.2021.2499

Tumor  Bialogiai Eletkor SDHB  GLS-1
Nr. Csirasejtes mutaciod muteét H- H-
tipusa  viselkedés
évében Score  Score

14 PGL Malignus SDHB ¢.424-1G>A 54 0 40

15 Phaeo Benignus sporadikus 62 180 95

16 PGL Malignus sporadikus 82 160 10

17 Phaeo Malignus sporadikus 18 120 10

18 Phaeo  Benignus sporadikus 55 90 105
19 Phaeo Benignus sporadikus 56 110 10

20 PGL Benignus sporadikus 30 10 135
21 Phaeo  Benignus sporadikus 41 115 10

22 Phaeo  Benignus sporadikus 79 110 5

23  Phaeo  Benignus sporadikus 53 200 105
24  Phaeo  Benignus sporadikus 43 180 20

25 Phaeo Benignus sporadikus 71 - 90

26 Phaeo  Benignus SDHB p.Q109X 47 10 10
27 Phaeo  Benignus sporadikus 54 190 20

28 Phaeo  Benignus sporadikus 65 140 30

29 Phaeo Benignus sporadikus 59 90 115
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19. abra: SDHB mutaciéhoz tarsulé malignus paragangliéma (A,B,C) és benignus
RET  p.C634W mutaciohoz tarsulo phaeochromocytoma (D,E,F)
immunhisztokémiai elemzése. Csokkent mértékti SDHB festddés figyelheté meg az
SDHB mutans tumor metszetén (B), mig a RET mutacidhoz tarsuld daganat erés SDHB
festést ad (E). Erés GLS-1 festés figyelhetd meg a malignus daganat esetében (C), ami a
benignus tumor esetén nem mutatkozik (F). Skala: 200 um. H&E: hematoxilin és eozin

festés; SDHB: SDHB fehérje specifikus festés; GLS-1: GLS-1 fehérje specifikus festés.
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20. abra: RET p.C634R mutaciot hordozé beteg 3 kiilonboz6é daganatanak
immunhisztokémiai elemzése. Er6s SDHB festddés figyelheté meg (B,E,H). GLS-1
nem mutat erds jelet a primer (A,B,C), benignusnak véleményezett tumorban (C). Az
elsd rekurrens daganat (D,E,F) enyhe (F), majd a tdvoli metasztazis (G,H,I) erds GLS-1
fehérje jelet mutat (I). Skala: 200 um. H&E: hematoxilin €s eozin festés; SDHB: SDHB
fehérje specifikus festés; GLS-1: GLS-1 fehérje specifikus festés.
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4.2.12 Az SDH enzim és a GLS-1 egyiittes gatlasa csokkenti a PC12 sejtek

crer

A GLS-1 fontossagat gatolt SDH funkci6 esetén in vitro sejtproliferacid vizsgalataval
elemeztiikk. A GLS-1 gatlashoz bis-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2il)-etil szulfidot
(BPTES), egy szelektiv GLS-1 inhibitort, alkalmaztunk. A PC12 sejtek proliferacioja
BPTES kezelés hatasara szignifikdnsan csokkent Sdhb gén csendesités esetén, 72 6ra
inkubaciot kovetden (p=0,009); itakonat kezelés esetén 48 ora (p=0,009) és 72 ora
(»=0,009) inkubacidt kovetden; atpenin kezelés esetén 48 ora (p=0,009) és 72 ora
(p=0,002) inkubaciot kovetden (21. abra).

A
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21. abra: A PC12 sejtek proliferacioja BPTES kezelés hatasara. A proliferaciot
szulforodamin B (SRB) méréssel értékeltik. (A—C) A BPTES kezelés hatasa
hagyomanyos egyrétegli PC12 sejtek esetében SDH gatlast kovetden. A kisérleteket hat
biologiai parhuzamossal végeztem. (D) A BPTES ¢és az itakonat hatasa 3D szferoid
PC12 sejttenyészetben. Az €16 és Osszes sejt aranyat abrazoltuk a kezelés megkezdése

el6tt majd 24, 48 és 72 oOra inkubaciot kovetden. Minden csoport esetében legalabb hat
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parhuzamos kisérlet tortént. Az értékek az altag + standard hibat jelolik. SRB:
szulforodamin B ; BPTES: bis-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2il)-etil szulfid; Ita:
itakonat; **: p <0,01.

4.2.13 A 3D szferoid PC12 modellben a BPTES ndveli a halott sejtek szamat a
kontrollhoz képest
Annak érdekében, hogy egy a daganatot jobban modellezé in vitro kornyezetben is
megvizsgaljuk feltevéseinket, 3D szferoid PC12 sejtmodell esetében vizsgaltuk a
BPTES hatasat az SDH itakonattal torténd gatlasa mellett. Az itakonat kezelés
onmagaban nem csokkentette szignifikdnsan az €16 sejtek szamat: a kontrollhoz képest
3 %-al 48 ora kezelés utan és 9 %-al 72 ora kezelést kdvetéen. Azonban amikor az
itakonatot BPTES-sel kombinaltuk, 24 o6ranal 18%, 48 o6ranal 12%, 72 6rénal pedig
18% csokkenést mértiink az €16 sejtek ardnyaban a vivéanyaghoz képest (minden mért

pont esetén p<0,0001) (21. abra).

4.2.14 Oxigénfogyasztasos mérések

Az SDH gatlas biokémiai karakterizalasa utan a mitokondrialis 1égzést vizsgaltuk SDH
gatlast kovetden SeaHorse rendszerrel. Az Sdhb géncsendesités hatdsait ,,mock”
transzfektalt sejtek adataihoz, mig az itakonat és az atpenin kezelését kezeletlen PC12
sejtekéhez viszonyitottuk.

A BPTES-sel kezelt kontroll sejtek esetében volt a legalacsonyabb bazalis respiracio,
mig itakonat esetében a legmagasabb. A kontroll sejtekhez viszonyitva az itakonat
kezelt PC12 sejtek szignifikdnsan magasabb bazélis oxigénfogyasztdst mutattak
(»=0,007), mig az Sdhb csendesités szignifikansan alacsonyabb bazalis értékeket hozott
,»mock” transzfektalt sejtekhez képest (p=0,0079). A transzfektalt sejtek esetében a
BPTES kezelés nem hozott szignifikans kiilonbséget.

A bazdlis respirdcidt 2mM glutamin adédsa utan is megvizsgaltuk. Kismértéki
valtozasokat figyeltiink meg a bazalis respiracidhoz képest itakonat (1,4%), atpenin
(1,7%) ¢és Sdhb csendesitett (0,5%) PC12 sejtek esetén. Ennek az értéknek a
szignifikans csokkenését BPTES kezelés hatasara csak az Sdhb csendesitett sejtek PC12
sejtekben figyeltiik meg (p=0,0079). Szignifikans (p=0,0079) kiilonbséget tapasztaltunk
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glutamin potlast kovetéen az Sdhb csendesitett €s a ,,mock” transzfektalt PC12 sejtek
kozott. A BPTES kezelés hatasara azonban ez a szignifikdns kiilonbség eltiint.

A maximalis respirdcio a 2,4-dinitrofenol (DNP) és az antimycin+roteton (A+R) kezelés
kozotti oxigénfogyasztasi értékek kiilonbsége. Az itakonat kezelés ¢és az Sdhb
csendesités szignifikdnsan novelte ezt az értéket (p=0,0079). A BPTES kezelés a
kontroll (p=0,0079) ¢és az Sdhb csendesitett sejtek esetében csokkentette a maximalis
respiraciot (p=0,0079).

A nem-mitokondridlis 1€gzés mértékét az I-es és a Ill-as komplex gatlasa utan kapjuk
meg A+R kezelés hatasdra. Az Sdhb csendesitett PC12 sejtek esetében mértik a
legmagasabb értékeket, amelyet a BPTES kezelés sem csokkentett szignifikansan. Mind
az itakonat (p = 0.0159), mind az Sdhb csendesités (p=0,0079) szignifikansan novelte a

nem-mitokondrialis 1égzést a kontrollokhoz képest.
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22. abra: PC12 sejtek oxigénfogyasztasi vizsgalatai. (A) A PCI12 sejtek
oxigénfogyasztasi ratdinak kezelésre adott vélaszai. A mutatott értékek %-ban
értendéek. (B) Bazdlis respiracid: a nem-mitokondridlis 1égzés kivonasa az alapvonal
respiracid értékeibol. (C) Maximalis respiracio: a 2,4-dinitrofenol (DNP) kezelés és az
antimycin+roteton (A+R) kezelés kozotti értékek kiilonbsége. (D) Nem-mitokondrialis
légzés: az oxigénfogyasztasi rata az I-es és a Ill-as komplex gatldsa utan A+R
kezeléssel. GlIn: glutamin; Oligo: oligomycin; DNP: 24-dinitrofenol; A+R:

antimycin+roteton. *: p < 0,05; **: p <0,01.
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5. Megbeszélés

A phaeochromocytomék ¢€s paragangliomak (Pheo/PGL) a tumorok egy genetikailag
sokszinli csoportjat képezik, a mellékvesevelobdl vagy az extraadrenalis, szimpatikus
vagy paraszimpatikus paraganglionokbdl erednek. Ezen tumorok jelenlegi ismereteink
szerint 40%-a autoszomalis dominans uton 6roklédik a Pheo/PGL gének csirasejtes
mutacioja kovetkeztében [26, 34].

Az SDH a mitokondrium bels6 membranjahoz horgonyzott enzim, mely a citrat-
ciklusban betoltott helyén kiviil a mitokondridlis 1égzési lanc II-es komplexét (CII)
képezi. Az SDHB mutécioi a leggyakrabban detektaltak az SDH-t érinté mutaciok koziil
[124-126], és gyakran malignitassal asszocidlnak [23]. A genetikai heterogenitas illetve
az SDHB mutacidkhoz tarsult malignus korlefolyas mind a klinikai diagnosztika mind
pedig a terapia teriiletén 1j vizsgalatokat és beavatkozasokat igényelnek. Az
ujgeneracids szekvenalas napi diagnosztikaba torténd beépiilése kovetkezménye az az
oriasi genetikai adatmennyis€ég, amelynek helyes interpretacioja elengedhetetlen a
hatékony diagnosztikai €s terapias dontések kivalasztasaban. A régi hipotézis, amely
alapjan egy gén-egy fenotipus alapszabaly atértékelddik, a tobb gén ¢és az egyéni
betegség lefolyds irdnyaba. Ahogy bdviilnek genetikai ismereteink egy-egy daganat
esetében, ugy bdviilnek a kezelési lehetdségek is. Napjainkban az egyénre szabott
terapia a leghatékonyabb modszer a rakbetegségek kezelésében.

PhD munkdm {6 fokuszaban a heterogén genetikai hattérrel rendelkezd
Phaeo/PGL-ak pontosabb megismerését tliztem ki célul. Munkam két {6 pilléren all: 1.)
a genetikai hattér 0j, korszerli genetikai vizsgélati mddszerrel torténd vizsgalataval a
genetikai okok fenotipusra gyakorolt hatdsat elemeztem, illetve egy a napi munkaban is
alkalmazott (1j médszer kifejlesztésében €s analitikai tesztelésében vettem részt; 2.) in
vitro vizssgalatokkal 0j terapids célpontok beazonositisat céloztam meg, amivel az
SDHB mutaciokhoz tarsult rosszindulatt Phaeo/PGL betegek kezelése is

eredményesebbé valhat.
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5.1 Osszetett genetikai hattér, esettanulmany

PhD munkam elején felismerésre keriilt az elsd olyan beteg, akiben RET és BRCAI
mutaciok egyiittesen fordulnak eld. A fenti és ehhez hasonlé extrém ritka esetek jelentds
kihivast jelentenek mind diagnosztikai, terdpids €s utankdvetési szempontokbol. A
MEN2 szindréma prevalencidja 1:30000 [127] mig a BRCA1/2 mutaciok prevalenciajat
1:330-500 kozé teszik [122]. Igy ezen mutaciok egyiittes jelenlétének esélye, hogy egy
egyénben eléforduljon kb. 1 a tizmillibhoz. Két kiilonbozé tumorszindromara
hajlamosité mutéacidk egyiittes fennallasa a szakirodalomban szereplé adatok alapjan is
rendkiviil ritka. Stradella és munkatarsai altal 6sszeallitott adatbazis [128] 6sszesen 39
ilyen esetet tartalmaz. Shin és munkatarsai altal készitett 64 gént lefedd panel
szekvenalas soran a kutatdsba bevont 252 emldérdkos paciens 26,8%-a (67 paciens)
hordozott 6sszesen 77 patogén mutaciot (12 BRCAI, 13 BRCA2, 9 CHDI, 3 FH, 5
MSH?2, 2 MSHG6, 4 NATI1, 6 PTCHI, 3 RADS51, 7 RET, 4 SPINK1, 3 TP53 és 1-1 ALK,
BRIPI, CHEK2, MLH2, MUTYH és PTEN génekben). Ebben a tanulmanyban a RET
mutaciok nem tarsultak BRCA1/2 mutacioval, a kimutatott RET variansok, jéindulata
SNP-k voltak. A genetikai szlrdvizsgalatok eredménye alapjan a péciens az
édesanyjatol orokolhette RET és BRCAI mutacioit. A RET p.Cys634Trp mutaciohoz
tarsultan a halal az esetek 50%-ban Phaeo miatt, 19%-ban MTC- miatt kovetkezik be.
[4] Az ajanlott betegkovetési modszerekkel [121], esetlinkben sem Phaeora, sem
mellékpajzsmirigy talmiikddésre utald jel nem abrazolddott. Tekintettel a beteg
feltehetéleg édesanyjatol orokolt (és valoszinlileg édesanyja és  édesanyja
eloirt médon emld és petefészek daganatra is rendszeresen ellendrzik [129]. Egy
klinikai tanulmény alapjan nem véarhat6 stlyosabb fenotipus kialakuldsa ahhoz képest,
ami az egyedi mutacidkhoz kapcsolédna [128], azonban a tumor szemszdgébdl
vizsgélva nincs bizonyitva, hogy RET és BRCAI mutacidk egyiittes fennallasa ne lenne
hatassal a fenotipusra. A petefészek és az emld is expresszaljak a RET fehérjét és a
BRCALI protein is expresszalddik a pajzsmirigyben [130]. Szamos tirozin-kinaz szignal
transzdukcids utvonalhoz kotott tumorszuppresszor koziil a pS53 fehérje is szerepet
jatszik a MTC patogenezisében [131]. A p53 tumorszuppresszor fehérje képes a
sejtciklus megallitasara a DNS-t ért kdrosodds kijavitadsa céljabol, vagy javithatatlan
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karosodas esetén a sejtek apoptodzisat is képes indukalni [132]. A fizioldgids pS3
funkcidé hidnya hozzéjarul a RET mutéci6 talajan kialakulo MTC kifejlédéséhez [131].
A BRCAI ¢és p53 proteinek stabil komplexet képeznek illetve a BRCA1l a p53-
dependens p21 ¢és BAX gének koaktivatora; igy a BRCA1 kritikus a p53
tumorszuppreszids funkciojat tekintve [133]. A klinikum alapjan a betegnél TP53
csirasejtes mutacidja kovetkeztében kialakuld Li-Fraumeni szindroma nem meriilt fel,
azonban 7TP53 mutacidé potencionalis patogén szerepére tekintettel a TP53 gén teljes
kodold szakaszanak vizsgalatat is elvégeztilk. Patogén varianst nem sikeriilt
azonositanunk, a kimutatott Pro72 varians sem a betegben, sem pedig a beteg
testvérében, nem eredményez fenotipust modositd hatast. Osszességében a fent
részletezett eredmények tiikrében feltételezziik, hogy a BRCAI muticid a beteg
esetében egy agresszivabb MTC megjelenését eredményezte (testvéréhez képest
fiatalabb korban alakult ki nyirokcsom6 metasztazisokkal). Mindazonaltal kizarni teljes
mértékben nem lehet, hogy a RET p.C634W mutacié miatt figyelheté meg a csaladon
beliili fenotipusban jelentkezd kiilonbség, mivel ez a mutdcido valtozatos klinikai

megjelenést mutat [4].

Terapids szemszogbOl nézve kritikus fontossagi elkiiloniteni a MTC-hoz tarsuld
metasztazist egyéb tumoros manifesztaciotol. Pajzsmirigyen kiviili daganatok (pl emlo-
¢s agydaganat) ritkan tarsulnak MTC-hez [134]. Gagel és tarsai [135] egy korabbi
tanulmanyuk keretein beliil beszdmoltak egy MEN2A szindromas, metasztatikus MTC-
vel rendelkezd paciensrdl, aki metasztatikus emldrdk miatt hunyt el, de a BRCA1/2

mutacio statuszrol nem allt rendelkezésre informacio.

Az elébbiekben részletezett tovabbi komplex esetek felbukkandséra lehet szamitani mar
a kozeljovoben is az ujgeneracids szekvendld technologidk eldretdrésével, valamint

egyre tObb varatlan, akar fenotipust modosito varidns leirdsara is szdmithatunk.

5.2 Az Endogén szekvenal6 Panel klinikai felhasznalhatosaga

Az 0j generacios szekvenalds, azon beliil is bizonyos kromoszémarégiok és gének
célzott szekvenalasa Phaeo/PGL betegek esetén az utdbbi idében elétérbe keriilt mind a

kutatas, mind a klinikai gyakorlat terén [25, 136-139]. Habar a teljes exomot, vagy akar
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a teljes genomot lefedd jgeneracios szekvenaldé modszerek is elérhetdek, a klinikai
gyakorlatban fdleg a sokkal koltséghatékonyabb, célzott gének szekvenalasat lehetdvé
tevO panel vizsgalatok terjedtek el [140-142].

Tobb oOrokletes szindroma elsé manifesztacidja lehet Phaeo/PGL megjelenése. Az
orokletes megbetegedés jegyeit mutatd betegek szamadara elengedhetetlen a genetikai
konzultacid, illetve az egészséges csalddtagok szamara a szlirdvizsgalatok elvégzése. A
mutaciot hordozo, de egészséges paciensek ¢élethosszig tartd monitorizalasa is
létfontossagi a szindroma manifesztacidinak korai felismerésére és az esetleges
tumorok idébeli azonositdsara. Az érintett génektdl fiiggden akar gyerekekben, illetve
prenatalisan is el kell végezni a klinikai szlrdvizsgalatokat a lehetséges sulyos
kovetkezmények kisziirése érdekében. Kiilondsen fontos a sziirés az SDHB ¢és FH
mutaciok esetében, mivel ezen gének variansai nagymértékben malignus
megbetegedéssel tarsulnak [22, 23]. Tovabbi jelentdséget tulajdonit a fenti gének
sziirésének, hogy jelenleg nem all rendelkezésre megbizhatdé marker a tumor
malignitdsanak igazoldsara a metasztazisok jelenlétét és a lokalis invaziot leszamitva

[143].

A pontos genetikai diagnozis a betegség tovabbi, specifikus manifesztacidinak sziirése
céljabol is elengedhetetlen. A tumorok genetikai hatterének ismerete lehetévé teszi a

célzott, személyre szabott, hatékony terapia alkalmazasat is [144].

Mivel a minimalis lefedettség nagyban fiigg a szekvenald eszkoztdl és assay-tol ezért
univerzalis ajanlds a minimalis lefedettségre nem meghatarozhatd. A kiilonbégek az
adott ~moddszerek felépitésében ¢s  konyvtarkészitésében a lefedettségben,
szenzitivitasban ¢és specificitasban valod kiilonbségekben tiikrozédnek. A variansok
megfeleld felismerése nagyban fiigg a megfeleld lefedettégiiktol. Az alacsony read-
szam fals pozitiv eredményre utalhat, ezért a laboratoriumoknak maguknak kell
meghatdroznia a minimalis lefedettséget [145]. A talzottan magas lefedettség sem
optimalis, mivel az nagyobb anyagi raforditast igyénel és a magas lefedettség is emeli a
fals pozitiv talalatok szamat. Kutatdsunk soran laboratoriumunk a minimalis 20 read

(allélonként 10) szamot hatarozott meg, mint optimalis lefedettséget variansonként.
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Egyedi, hdzon beliil szekvenalo panel kifejlesztése esetén az Eurdpai Human Genetikai
Tarsasadg ajanlasat kell kdvetni, miszerint csak ismert genotipus-fenotipus kapcsolatot
mutatd géneket szabad diagnosztikus célbol vizsgalni [146]. Az Endogén Panel els6
verzidja 2015-ben 15 endokrin, foképpen Phaeo/PGL kialakuldsara hajlamositd gén
egyidejli vizsgalatat tette elérhetové. A lefedett gének kozé tartozott tobbek kozott a
neurofibromatdzis patogenezisében szerepet jatsz6 NFI is, melyet korabban a klinikai
gyakorlatban Sanger szekvenalassal, nagy mérete miatt nem vizsgaltak- a diagnozis
kizarolag a klinikai képen alapult. Az analitikai alkalmazhatésag els6é 1épésében a
validaciés csoport olyan mintdit hasznaltuk, amelyekben korabban Sanger
szekvenalassal igazolt patogén mutaciok keriiltek beazonositasra. A keresztvalidacio
soran sikeriilt azonositani panel szekvenalassal az Osszes korabban mar felfedezett
varianst. Negativ, mutaciot nem hordozo esetekben a panel szekvenalas sem igazolt 1j,
betegség-okozo eltérést. A kordbban ismeretlen, novum varidnsokat szintén sikeriilt
validalni. Az analitkai csoport mintdin szerzett tapasztalataink utan nagy biztonsaggal
tudtuk a klinikai gyakorlatban is kiprébalni a paneliink hatékonysagat genetikai
diagnozissal még nem rendelkezd mintakon. Paneliink a megfelel6 informatikai
bedllitasok mellett nagy hatékonysaggal mutatta ki a szekvenalt génekben el6fordulo
variansokat, igy elkeriilve a fals negativ eredményeket. A 100%-0s szenzitivitds és
>99% specificitds megegyezik a korabban mar leirt Pheo/PGL panelek
teljesitoképességével, de az altalunk kifejlesztett panel fedte le az akkoriban ismert
Osszes Phaeo/PGL gént. Fals pozitiv esetek természetes velejaré6i a magas
szenzitivitasnak, de ezek mellett, minden olyan esetben, amikor felmeriil patogén
génvarians jelenléte, hagyoméanyos Sanger szekvenalast kell végezni,igy biztositva a

pontos genetikai diagndzist [147].

PhD munkdm soran jelentek meg azok a tanulmanyok, amelyek ujabb gének
patogenetikai szerepére utaltak (MDH2, GOT2, SLC25), igy paneliinket a klinikai
kovetelményeknek megfeleléen bovitettiik a szekvenalt gének szamat, illetve
koltséghatékonysag céjabol egy kisebb lefedettséget lehetdvé tevd szekvenald kitre
valtottunk. Habar a magasabb mintaszdm ellenére a varidnsok teljes szdma csokkent, a

kodolod régidt érintd variansokra torténd sziikitést kovetden Osszességében a megndvelt
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mintaszdmmal és gének szdmaval ardnyosan mutattunk ki potencidlisan fenotipust

modosito variansokat.

5.2.1 Patogén varidnsok

A jelenlegi nemzetk6zi ajanldsok szerint fenotipus alapjan ajanlott a genetikai
szliréseket elvégezni [33]. A genetikai diagndézissal még nem rendelkezd paciensek
32%-ban igazoltunk patogén mutdciot. Ez az adat Osszhangban van a bevezetOben
targyalt irodalmi megfigyelésekkel. Fontos megjegyezni, hogy az azonositott, dsszesen
idevessziik, akkor 32) mindegyike kiilonb6zott. Ebbdl kdvetkezik, hogy hazankban nem
jellemzéek az Un. ,,founder”, avagy alapitd mutacidk, tehat patogén mutacidt hordozo
Phaeo/PGL betegek esetében az esetleges jellegzetes fenotipusokon kiviil més érdemi
segitség nem all a klinikus rendelkezésére a vizsgalando génpaletta sziikitése érdekében.
A helyes diagnozis felallitasat tovabb nehezitik az egyedi esetek: vizsgélataim soran
tobb esetben is igazolddtak ritka és kivételes genotipus-fenotipus korrelaciok. Nyaki
paragangliomaval, mint egyediili tiinettel jelentkezd paciensiink esetében a VHL gén
szlirése csak sokadik vonalbeli sziirésként meriilhetett volna fel a klinikai diagnézis
felallitasakor [148], de a panel hasznalatdval kordbban igazoldst nyert ez a biztosan
patogén génhiba. Egy multicentrikus tanulmany alapjan az SDHx mutacidkat leszamitva
a VHL gén mutécioi jatszanak kozre legnagyobb szamban az 6rokletes nyaki PGL-ak
kialakulasdban, azonban a paciensek szlirését a von Hippel-Lindau szindréma
halmozddasa, vagy a betegség egyéb tiineteinek megjelenése esetén javasoljak [149].
Mivel paciensiink esetében a fentiek koziil egyik sem teljesiilt, a hivatalos ajanlasok
alapjan elvégzett Sanger szekvendldsokkal csak rengeteg id6 és anyagi raforditéds
segitségével jutottunk volna a megfelelé diagnodzishoz. Hasonléképpen, Phaeo/PGL
esetében az esetek csak kevesebb, mint 2%-ban eléforduld [103], FH gént érintd
mutaciot azonositottunk, mely szintén csak magas diagnosztikus terhek mellett nyert

volna bizonyitast a hagyomanyos géndiagnosztikai moédszerekkel.

Az Endogén Panel segitségével egy malignus Phaeo hatterében 4llo egyediilallo

genetikai jelenséget is megfigyeltiink: paciensiink aminosavcserével jar6 SDHB
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Sanger szekvendlassal megerdsitettilk és az irodalomban elséként kozoltiik egyiittes
eléfordulasukat. Egy masik beteglinknél a leiomiomatozis fenotipushoz a szekvenalas
egy FH mutdcidt azonositott. Az Orokletes leiomiomatdzis egy rendkiviil ritka
megbetegedés, a vildgon csak néhany szdz csalad esetében dokumentélta a
szakirodalom [150]. Az FH muticié mellett immunhisztokémiaval a dagantszovetben

igazoltak az FH hianyat is, aldtdmasztva a beazonositott varians patogén voltat.

5.2.2 Ismeretlen jelentdséggel bird variansok

Nem minden beteg esetében igazolddott egyértelmii patogén mutacid, de tobb betegben
taladltunk az irodalomban ismeretlen jelentdséggel jelzett varidnsokat. Az egyes
variansok klinikai szerepének interpretaldsara az amerikai (American College of
Medical Genetics and Genomics) és az europai (European Society of Human Genetics)
genetikai tarsasdgok ajanlasat kell kovetnie minden diagnosztikai laboratdriumnak 1j
generacids szekvenalas esetén [146, 151, 152]. A legtobb kihivast az ismeretlen
szignifikancidval rendelkezd varidnsok (Variant of Uncertain Significance (VUS))
klinikai szerepének értelmezése jelenti. Minden egyes esetben ugyanis szamos faktort (a
varians gyakorisaga, in silico predikcio a varidns fehérjére kifejtett hatasara és egyéb
kiegészitd funkcionalis vizsgalatok) kell figyelembe venni az interpretacié soran. Ezek a
vizsgéalatok, mivel magas anyagi és munkabeli raforditast igényelnek, &altaldban

variansonként torténnek meg kiilonboz6 kutatasok keretei kozott.

Az SDHD p.G12S varians fenotipusra gyakorolt modositd hatasarol MEN2 szindrémas
beteg esetében mar korabban is vizsgalta munkacsoportunk [153]. Eredményeink szerint
a MEN2 szindromas populacioban szignifikdnsan gyakrabban fordul el ez a varians,
mint az egészséges populacioban. Ez a varidns két betegiinkben is eléfordult, egyik
esetben VHL, masik esetben NFI mutacidhoz tarsultan. MEN2, azon belill is B
altipushoz tarsulva azonban egyik betegiinkben az SDHD gén egy masik, p.HS0R
ezeknek a varidnsoknak a fenotipust modositdé hatdsainak felderitését. Jelenlegi

interpretacidjuk, mint ,,modifier” varidnsok tiinik a leghelyesebbnek.
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Egy beteglinkben a malignus Phaeo fenotipust mogott egyértelmii patogén mutaciot
nem sikeriilt azonositani, de egy ritka, a szakirodalomban egy alkalommal jelentett,
eddig benignusnak véleményezett GOT2 p.R393Q varidnst validaltunk. A beteg tovabbi
két benignus GOT2 és egy MDH? varianst is hordozott. Nem egyértelmii tehat, hogy az
eddig benignusnak vélt GOT2 p.R393Q varidns klinikai szerepe szorul feliilvizsgalasra,
vagy tobb mitokondrialis enzimet érintd multiplex varidnsok vezethettek-e a fenotipus
kialakulasdhoz. Mitokondrialis enzimeket tekintve az adott varidns ritkasdga és a
patogén mutacido hidnya miatt az MDH2 p.R229G és az SDHA p.M2791 variansok
esetében is felmertil a patogén szerep lehetdsége. Ezekben az esetekben a tumorszdvet
metabolit tartalma, illetve az adott enzimek immunhisztokémiai vizsgalata segithet a

patogenitas eldontésében.

Kiilon érdemes megemliteni a KI/FIB p.T8731 varianst, amelyet a szakirodalom
benignusnak véleményez Charcot-Marie-Tooth betegség esetében, azonban ismeretlen
jelentéséglinek tituldl orokletes neuroblasztoéma esetében. Vizsgalataink soran ezt a
varianst egy szimultdn Phaeo és PGL fenotipust mutat6, SDHB patogén mutaciot
hordozd betegben azonositottuk. Mivel a neuroblasztéma, csakugy, mint a Phaco/PGL
is neuroendokrin sejtes tumor, joggal feltételezhetjiik, hogy fenotipust modositd hatéssal

bir ez a varians Phaeo/PGL esetében is.

Ezen ismeretlen szignifikancidval rendelkezd, ritka variansok esetében tehat felmeriil a
gyanl, hogy kozrejatszottak a betegek fenotipusanak kialakuldsdban. A jovOben az
ehhez hasonld genomidlis eltérések rengeteg kutatdsi lehetdséget fognak jelenteni,
klinikai interpretalasuk pedig nagy kihivasok elé fogja allitani mind a klinikust, mind a

genetikust a csaladszilirés és a betegség tovabbi kezelésének szempontjabol.
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5.3 A mellékveseveld ¢és a paraganglionok tumorbioldgiai jellemzdi szukcinat

dehidrogenaz karosodasa esetén

5.3.1 A kutatasainkhoz felhasznalt sejtvonalak rovid 6sszefoglaloja

Kutatdsunk soran haromféle sejtvonallal dolgoztam, mivel az SDH hiany hatisa az
utobbi idében tobb tipusti daganat esetében is felmeriilt, de az eddigi vizsgalatok

onkopatoldgiai szerepet elsésorban a kromaffin sejtekre igazoltak.

A PCI12 sejtek patkdny mellékveseveloben kialakult phacochromocytoma sejtekbdl
izolaltak, melyek az ektodermalis eredetli vel6csobol alakulnak ki. Ezek a sejtek nagyon
konnyen differencialédnak neuronszerii sejtekké. A PCI12 sejtek is hajlamosak idegi
eredeti novekedési faktor vagy dexametazon hatdsara, illetve nem megfeleld
tapfolyadék esetén az osztddasukat leallitani, majd ezt kovetden differencidlodni [154].
A sejtek differencidlodasat legkonnyebben fénymikroszkép alatt figyelhetjiik meg,
amikor a sejtek axonokat ndvesztenek. A kutatdsunk sikerességéhez a PC12 sejtek
differencidloddsdnak  megakadalyozasara kellett torekedniink, —morfologiajukat
fénymikroszkoppal ellendriztiik a kezelések alatt. A PC12 sejtvonal a neuroendokrin
daganatok in vitro modellezésében az egyik leggyakrabban hasznalt sejttipus.

A HelLa sejteket 1951-ben egy 31 éves nd epitelidlis cervix karcinomdjabol hoztak 1étre,
tehat a sejtek embriondlisan mezodermalis eredetiieck. Gyorsan osztodnak, a sajat
sejtszamukat akar egyetlen nap alatt is megdupldzhatjdk, ezért a kutatdsokban
el0szeretettel hasznaljak [155]. Gyors és agressziv ndvekedésiikk miatt konnyen
kontaminalhatnak mas sejtvonalakat. Halhatatlansaguk egy tulzottan aktiv telomeraznak
koszonhetd, mely a sejtek osztodasaval a telomereket visszaépiti, ezzel megeldzve a
sejtoregedést [156].

A H295R sejtvonal human mellékvesekéreg daganat eredetli. A sejtvonalat egy
adrenokortikalis karcindémaval diagnosztizalt ndbeteg nagy, invaziv daganatanak
sejteib6l hoztak lére 1990-ben [157]. Radioimmun- és kromatografias, illetve
tomegspektrometrids mérések alapjan ez a sejtvonal kiilonféle mineralokortikoidokat,

gliikokortikoidokat és androgén hormonokat szekretal [157].
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5.3.2 A szukcindt akkumuldci6 modellezésének jelentdsége ¢és hatasa a kiilobozo

sejtvonalakra

Az SDHx mutaciot hordoz6 Phaeo/PGL daganatokban az akkumuldlodé szukcinat
onkometabolitként van szdmontartva, azonban a pontos patomechanizmus, illetve az
SDHB mutacidhoz tarsuldé malignus fenotipus oka a szamos kutatés ellenére a mai napig
nem tisztazott [158-160]. A kérdések felolddsa érdekében konnyen hozzaférhetd, nagy
mennyiségll vizsgalat elvégzés lehetdségét biztositd, olcsod €és a daganatok viselkedését
jol tiikkr6z6 modellekre van sziikség. Azonban az SDHB mutécid in vitro és in vivo
modellezése kromaffin sejtek esetében ezeknek a feltételeknek megfeleld modell
megalkotasa nehézségekbe litkozott [161].

Annak érdekében, hogy az SDHB inhibicid hatasait tanulmanyozzuk, az SDH enzimet
itakonattal kompetitiven gatoltuk. Az itakonat in vitro képes az SDH aktivitasanak
csokkentésére [95], de egyéb mitokondrialis utvonalakra nincs hatassal [162].

A szukcinat-dehidrogenaz aktivitdsanak csokkenése miatt a sejtben a szukcinat
felhalmozodik, nem tud fumaratta alakulni [47]. Kvantitativ és kvalitativ vizsgalataink
alapjan az Sdhb gén csendesitése hatdkony SDH gatlast idézett eld. A kutatasunkhoz
hasznalt mindharom sejtvonalban fokozott szukcinat, illetve csokkent fumarat
koncentraci6 alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy mind az atpeninnel, mind az
itakonattal eredményesen tudtuk gatolni az SDH enzimet. Igy az altalunk alkalmazott
rendszerek jol modellezik az SDH hianyat vagy csokkent miikddését eredményezd,

SDH-alegységek mutaciojabol fakado allapotokat.

A szukcinat-dehidrogenaz kiilonféle gatlasai utan vizsgaltuk a sejtek életképességét
kiilonboz6é inkubacios idépontokban. A kapott eredményeinkhez hasonléan a PC12
sejtekben az Sdhb gén csendesitése utan csokkent apoptdzist mar igazoltak kordbban
[163]. Kisérleteink soran az Sdhb csendesitéshez hasonléan szintén javuld

¢letképességet mértiink PC12 sejtek itakonat és atpenin kezelése esetében is.

A kromaffin sejtekkel ellentétben az itakonattal kezelt HeLa és H295R sejtek
szignifikansan rosszabb viabilitdst mutattak. Korabban HepG2 sejtekben szukcinat
akkumulacié mellett fokozott apoptozist €s a sejtek csokkent viabilitasat figyelték meg,

mely valoszinlileg a kaszpaz-3 vagy a kaszpdz-7 apoptotikus utvonal aktivalodasanak
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tudhatd be [64]. Ez a mechanizmus lehetséges, hogy HeLa és H295R sejtekben is
szerepet jatszik a szukcinat felhalmozodasdnak kovetkeztében, a sejtek csokkent
¢letképességét okozza. Az atpenin kezelés a HelLa sejtek ¢letképességét fokozta, mig a
H295R sejtvonal életképességére ez az SDH gatld modszer is negativ hatassal volt.
Adataink alapjan ugy gondoljuk, a szukcinat-dehidrogendz gatlasa, legyen az itakonat,
atpenin vagy Sdhb csendesités altal, tumoros sejtvonaltdl fiiggéen masként hat a sejtek
¢letképességére.

PC12 sejtek esetében vizsgaltuk, hogy a sejt életképességbeli eltérései a proliferacioban
is tetten érhet6k-e. Hagyomanyos, egyrétegli sejttenyészet esetén egyik SDH gatlo
sejtteny€sztés esetén az itakonat kezelés nem ndvelte szignifikdnsan a halott sejtek
aranyat. Ezekre az eredményekre alapozva kijelenthetjilk, hogy az SDH gatlasa
onmagaban nincs szignifikdns hatassal a PC12 sejtekre sem egyrétegli, sem 3D

sejttenyészet esetén.

5.3.3 Az SDH gatlas hatasa a sejtek metabolikus profiljaira

Kovetkezo 1épésként azt vizsgaltuk, hogy a kiillonbozd sejtvonalak életképességbeli
eltérései visszavezethetdek-e a metabolit profiljukban mérhetd kiilonbségekre SDH
gatlds esetén. Korabbi megfigyelések alapjan az SDH inhibicé esetén az anaerob
glikolizis el6térbe keriilésére szamitottunk, ahogy itakonat kezelés esetén is leirtdk mar
a laktat felhalmozodasat [164]. Ennek ellenére és a HelLa ¢és H295R sejtekben
tapasztaltakkal ellentétben, a varhato laktat akkumulacié elmaradt PC12 sejtvonalban
Sdhb géncsendesités és itakonat kezelés utan is. Az Sdhb géncsendesités és az itakonat
kezelés szignifikdnsan csokkentette a PCI12 sejtek intracellularis glutamat
rendelkez0 tumorokban leirtakkal, miszerint ezen daganatokban csokkent glutamat
szintek mérhetéek [77], és az Sdhb muticid kovetkeztében erdsodik a glutamin
metabolizmus [78]. Szintén alatdmasztja eredményeinket, hogy SDHB mutans UOK269
sejtek esetében a glutamint f6 energiaforrastként jelolték meg, mely szerepet jatszik a

HIF-1o stabilizalasaban és a DNS hipermetilaciojaban [165]. Ezen kiviil in vivo '® F-

106



DOI:10.14753/SE.2021.2499

glutamin PET hasznalatival az SDHB” vesesejtes karcinomik fokozott
glutaminfelvételét figyelték meg [78].

Phaeo/PGL esetében nincs adatunk a mitokondrialis szétkapcsold protein 2
metabolikus szenzoraként emeltek ki tdpanyagigény esetén [166]. Feltételezziik, hogy
az SDH deficiens PC12 sejtek gyors alkalmazkodéasa és a glutamin metabolizmus
elotérbe kertilése 0sszefiiggésben lehet ennek a fehérjének a szerepével, mely igéretes

kutatasi alapanyagot nytjthat a kozeljovében.

PC12 sejtekkel ellentétben HeLa és H295R sejtvonal esetében intracellularis glutamat
felhalmozddast figyeltiink meg itakonat kezelés hatasara. Mindkét sejtvonal esetében
ezt laktat akkumulacio kisérte, igy a korabbi tanulmanyokban leirtaknak megfelel6en
viselkedtek ezek a sejtek. Feltehetdleg a HelLa és H295R sejtekben az SDH enzim
itakonattal torténd gatlasanak kovetkeztében nem alakul ki glutamétfiiggdség, a
szlikséges energidt a sejt glikolizis utjan termeli. Nem minden tumoros sejt
glutaminfliggd, egyes sejtvonalak képesek kizarolag gliikozbol szerzett energiat
hasznalva talélni és proliferdlni. Ezekben a sejtvonalban szignifikansan emelkedett
glutamat koncentraciok valoszintileg a GLS1 enzim fokozott aktivitdsanak
kovetkeztében alakulnak ki, azonban a sejtek nem képesek arra, hogy ezt a metabolitot
hasznaljak fel energiatermelésére.

Atpeninnel torténd gatlas esetében uniformis metabolit profilokkal szembesiiltiink:
mindhdrom sejtvonal esetében szignifikans intracellularis glutamat szint csokkenést €s
szignifikans laktat felhalmozodast mértiink. A kiilonb6z6 SDH gétlo modszerek igy arra
vilagitanak rd, hogy nem csak a sejtvonal, hanem a gitld6 modszer megfeleld
alkalmazasa is létfontossagu, ha megfeleléen akarjuk modellezni az SDHx mutans

tumorokat.

53.4 A glutamin/glutamat metabolizmus jelentdésége in vitro kisérleteinkben ¢és

Phaeo/PGL danagatok esetében

Az SDHB mutacidhoz tarsuldo Phaeo/PGL daganatok esetében nem csak a kemoterapias

kezelések hatastalansdga, hanem a pontos prognosztikai faktorok hianya is rontja a
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betegség varhatd kimenetelét. Tobb 11j lehetséges terapids megkdzelitésrdl szamoltak be
a szakirodalomban pl. a glutation szintézis gatlasa az SDHB mutédcidhoz tarsulo
emelkedett reaktiv oxigéngyokok DNS karosité hatasahoz jarult hozza [167]. Az I-es és
a Ill-as komplex egyidejii gatlasa érzékenyebbé tette ezeket a tumorokat a DNS kérosito
kemoterapids szerekre [168]; a szukcinat és a fumarat emelkedett intracellularis
koncentracioi pedig a homolég DNS rekombinécios javitd Utvonalakat gétoljak, igy
érzékenyebbek poli(ADP)-rib6z polimeraz gatld kezelésekre. [169].

Prognosztikai faktorok tekintetében a terapia szempontjabol kritikus lenne a betegség
aggresszivitdsdnak eldrejelzésére. Korabbi probalkozdsok kimutattak, hogy a
Phaeo/PGL daganatok sokszinlisége miatt nehézségekbe iitkdzik egy univerzalis marker
megtalalasa [170].

A fenti célkitlizésekkel és a kutatdsunkhoz hasznalt sejtvonalak metabolikus profiljai
alapjan a glutamin/glutamat metabolizmus szerepét vizsgaltuk tovabb SDH
funckidjaban karosodott PC12 sejtekben.

Jol ismert, hogy a daganatsejtek az Un. Warburg effektus révén oxigénkindlattol
fiiggetlentil anaerob glikolizis Utjan termelnek ATP-t [171]. A gyors proliferacidohoz
azonban az anabolikus folyamatok energiaigényét is ki kell elégitenie, igy a tumorsejtek
nem csak gliikdézbol, hanem glutaminbdl is termelnek ATP-t oxidativ foszforilacioval.
[68]

A glutamin egy nem esszencidlis aminosav, mely szén- €s nitrogénforrasként szolgal
aminosavak, nukleotidok és hexoaminok képzés¢hez [66], metabolizmusa pedig a
sejtproliferaciot tdimogatja NADPH szolgaltatasaval [67], ezenkiviil energiaforrasként is
szolgal. A glutamatnak széleskorii szerepe van a sejt metabolizmuséban [172] tovabba a
citrat ciklus karosodasa esetén tobb tanulmany is rdmutatott a reduktiv glutamin
metabolizmus fontossagara [173-175].

A PCI12 kromaffin sejtek glutamin jelenlétében hatékonyan valtottak glikolizisrdl
glutaminolizisre a bazélis oxigénfogyasztasi rata emelkedése mellett. A kapott
eredményeink O0sszhangban vannak korabbi tanulmanyok kovetkeztetéseivel, miszerint
az oxigénfogyasztasi rata emelkedése csak akkor volt megfigyelhetdé mitokondrialis
szétkapcsolds esetén, ha glik6z vagy piruvat mellett glutamin is jelen volt a

rendszerben. Zhdanov ¢és tarsai kutatasdban tovabba a glutaminolizis sejtspecifikus
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hatasai szintén kutatdsunk eredményeit erdsitik meg [68]. A maximalis és a nem-
mitokondrialis respirdcios eltéréseket az itakonat kezeléssel ellentétben atpenin
kezelésnél nem figyeltiik meg, igy tovabb erdsitve az itakonat, mint hatékony in vivo
modell szerepét SDHB mutaciohoz tarsuldo Phaeo/PGL tumorok esetén.

A glutamint a mitokondriumban a glutaminaz (GLS-1) konvertalja glutamatta, ami alfa-
ketoglutarattd metabolizalédik tovabb. A GLS-1 megndvekedett szintjét irtak le
kiilonféle daganatokban, a szabalyozatlan glutamin/glutamat metabolizmus pedig tobb
tumor szamara létfontossagi a ndvekedéshez [73-76]. Megvizsgaltuk a GLS-1 in vivo
expresszigjat a kiillonféle SDH gatlasokat kovetden. A PC12 sejtek Sdhb csendesités és
itakonat kezelés utan is emelkedett GLS-1 expressziét mutattak. Erdekes médon atpenin
kezelés hatasara ennek az ellenkezojét figyeltiik meg a kromaffin sejtekben. A Hela
sejtek esetében itakonat kezelésre hasonld valtozasokat figyelhettlink meg GLS-1
expresszid tekintetében, tovabba 24 Oras atpenin kezelés utdn, a PC12 sejtekhez
hasonléan szintén szignifikansan csokkent a GLS-1 szint. Ez a hasonlosag azonban 48
ora elteltével az ellenkezojére fordult. A H295R sejtvonal esetében mind az itakonat,
mind az atpenin szignifikdnsan novelte a GLS-1 expresszidjat 24 és 48 ora inkubaciot
kovetéen is. Ezek az eredmények tovabb erdsitik az SDH gatlas sejtspecifikus
kovetkezményeit, valamint az itakonat hatékony Sdhb muticiot modellezd
tulajdonsagat. A PC12 sejtekkel ellentétben az emelkedett GLS-1 szintek nem
feltétlentil jartak egylitt az intracellularis glutamatszintek csokkenésével. Kutatdsaink
alapjan ugy gondoljuk, hogy habar a glutamin bejutdsa fokoz6édik SDH gatlas hatdsara,
a glutamat nincs effektiven felhaszndlva ezekben a sejtekben itakonat kezelés hatdsara,
amely szintén tovabb erdsiti a megfeleld in vitro modellezéshez hasznalt rendszer

valasztasat.

5.3.5 A GLS-1 gatlas hatékonyan csokkenti az SDH funkcidjaban karosodott PC12

crer

A fenti eredmények alapjan megvizsgaltuk az SDH funkci¢jdban karosodott PC12
sejtek GLS-1 fliggdségét. A GLS-1 gatlasdhoz egy erds gatloszert, a BPTES-t
hasznaltunk. Az SDH gatlas PC12 sejtekben 6nmagaban nem volt szignifikans hatéssal

a proliferaciora egyik gatloszer esetén sem. Azonban ha BPTES-t is alkalmaztunk, a
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PC12 sejtek novekedése szignifikansan csokkent karosodott SDH funkci6d esetén
hagyomanyos, egyrétegii sejtkulturaban. Ezen megfigyeléseinkkel 6sszhangban a PC12
sejtek 3D sejtkultarajaban szignifikdnsan nétt a halott sejtek ardnya BPTES kezelés
hatdsara SDH gatlas mellett.

Jelen értekezés irdsakor a CB-839, egy masik GLS-1 gatlo all klinikai alkalmazhatdsag
vizsgélata alatt SDHx mutacidhoz tarsuld gasztrointesztindlis és mas stromalis
tumorokkal kapcsolatban. Azonban egy korabbi kutatds a CB-839 limitalt
alkalmazhat6sagat mutatta ki hasnyalmirigyrak esetében [176]. Mindezek alapjan

feltételezhetd, hogy kiilonbozé GLS-1 gatldszerek eltérd hatassal lehetnek a kromaffin

crer

crer

immunhisztokémiai vizsgalata alapjan

Ahhoz, hogy az in vitro kapott eredményeinket a klinikai gyakorlatba is atiiltessiik
metszeteit immunhisztokémiai eljarasokkal. Az in vitro kisérleteinkkel 6sszhangban az
SDHB mutacidhoz tarsuld tumorokban erdsebb GLS-1 festés abrazolodott a nem SDH
mutacidhoz kothetd tumorokéhoz képest. Tovabba a RET mutacidhoz tarsulé malignus
tumorok szintén magasabb GLS-1 expressziot mutattak a benignus RET-t asszocialt
tumorokhoz és sporadikus Phaeco/PGL-hoz képest. Meg kell azonban emliteni, hogy
néhany esetben az emelkedett GLS-1 expresszio nem tarsult malignitassal. A malignitas
megallapitdsa Phaeo/PGL esetén nehézségekbe iitkdzik, mivel nem all rendelkezésre
definitiv szovettani marker az elkiilonitésére. Szamos tanulmany, tobbek kozott
Stenman ¢és tarsai altal vizsgalt PASS (Pheochromocytoma of the Adrenal Gland Scaled
Score) ¢és GAPP (Grading System for Adrenal Pheochromocytoma and Paraganglioma)
osztalyoz6 rendszer hibai mutatnak rd a megfeleld klinikai elkiilonité algoritmus
hianyara [170]. A kutatdsunk sordn malignus természetlinek nyilvanitottuk az ujbol
megjelend, helyi vagy tavoli metasztazist adé tumorokat. Az in vitro kisérleteink soran
a megnovekedett GLS-1 expresszio nem feltétlen tarsult megnovekedett életképességgel

igy utalva arra, hogy a proliferacié eldsegitéséhez mas tényezok is sziikségesek. A GLS-
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1 feltételezéseink szerint az SDH-mutacidhoz tarsulé daganatokban bir a legnagyobb
jelentéséggel, ahol az SDH elégtelensége melletti GLS-1 gatlas citotoxikus lehet. Az
SDHB heterogén fenotipusait alatamaszto in vivo tanulmany- melyben Caenorhabditis
elegans éllatmodellben vizsgaltdk a mutaciok fenotipusra gyakorolt hatdsat- ravilagit
arra, hogy az SDHB génen beliili kiilonb6z0 mutaciok nem feltétlen vezetnek
ugyanahhoz a fenotipushoz. A kutatasban Sdhb delécidhoz fejlddésében gatolt fenotipus
tarsult, mig a Sdhb pontmutacié esetén csak infertilitds volt megfigyelhetd [177]. Ez
tovabb erdsiti azt a klinikai igényt, hogy még az adott génen beliil akér kodon vagy

mutacid-specifikus terapids dontések sziikségesek az optimalis hatés elérése céljabol.
6. Kovetkeztetések

6.1 Az ujgeneracios szekvenaldo metodusok eldretdrése 6nmagaban nem garantalja a

megfeleld diagnosztikat

Az ujgeneracios szekvendld modszerek klinikai eléretorése napjainkban alapvetden
hatdrozza meg a klinikai genetikai diagnosztikdt. Mindazonaltal ezek a modszerek
onmagukban nem valtjak ki a megfeleld genetikai konzultaciot 6rokletes
megbetegedések esetében. Esettanulmanyunkban egy olyan pacienst és csaladjat
orokletes emlo- és petefészek rakra hajlamosité BRCAI mutéacid tarsult. A BRCAI
mutacio szlrésére semmilyen indok nem szolgélt a genetikai és csalddi anamnézis
felvételéig. Ezeket kdvetden viszont célzottan tudtuk vizsgélni az érintett géneket, igy
kimutatva a paciens és csaladdja altal hordozott mutaciokat. A teljes genom, vagy akéar
onmagaban csak a genom kodolo régioinak szekvenalasa a klinikai gyakorlatban
tulzottan 1d6- €s pénzigényes, tehat genetikai szlirésre hatékonyan nem alkalmazhaté. A
jovében az NGS modszerek eldretdrése mellett is csak megfeleld és alapos orvosi

munkaval kiegésziilve biztosithat nagy hatékonysagu diagnosztikai apparatust.

6.2 Az Endogén Panel, mint hatékony klinikai diagnosztikus eszkdze az Orokletes

endokrin tumorszindromaknak
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Az Endogén Panellel szerzett tapasztalataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
segitségével gyorsan, pontosan és koltséghatékonyan szlirhetéek olyan megbetegedések,
melyek hatterében genetikai eltérések allhatnak. A szekvenalasi modszer mindenkori
limitaciét figyelembe véve a panel konnyen bovithetd tovabbi génekkel, melyek
segitségével mas betegségeket, vagy Gjonnan leirt, daganatokra hajlamosité genetikai
eltéréseket is ki tudunk szlirni a jovoben koltséghatékony modon. A célzott, tobb gén
szimultan szekvenalasat lehetévé tevd moddszer esetében a legfontosabb a 100%-0s
szenzitivitas. Mig a fals pozitiv eredményeket konnyen ellendrizhetjiik a hagyomanyos
Sanger szekvenalassal, ugy az alnegativ eredmények kisziirésére hatékony modszer nem

1étezik.

Tobb gén célzott szekvenalasa arra is ravilagitott, hogy még alacsony mintaszam esetén
is el6fordulnak ritka vagy varatlan genotipus-fenotipus 0Osszefiiggések. Ezeknek a
genetikai varidnsonak az egymadsra gyakorolt hatdsa, illetve klinikai interpretalasa a
kozeljové egyik nagy kihivasa lesz mind a klinikai genetikdban mind pedig az

onkologidban.

6.3 A GLS-1 mint szdvettani prediktora a malignus betegségnek

Az SDH gatlas, akéar farmakoldgiai Uton itakonattal vagy SDHB géncsendesités altal
csak a kromaffin PC12 sejtek életképességére volt pozitiv hatassal. Ennek oka a sejtek
eltérd glutamin/glutamét metabolizmusara vezethetd vissza. Tanulmanyunk egyik f6
célja egy koltséghatékony, megbizhaté modell 1étrehozasa volt, mely 01j prognosztikus
faktorok keresésében és terapias célpontok megtalalasdban nyujthat segitséget ezen ritka
betegség esetében. Kutatdsunk publikalasakor nem allt még rendelkezésre megbizhatd
allatmodell az SDHB deficiens tumorok modellezésére [161], azonban jelen disszertacio
irasakor biztatd eredményeket kozoltek egy SDHB-deficiens patkany modellrdl [178].
Ugyanakkor az altalunk bevezetett itakondt kezeléssel olcson és konnyen Ilehet

modellezni az SDH gétlast sejtspecifikusan.

Az immunhiszokémiai vizsgalataink soran tapasztalt eltérések az SDHB expresszioban

arra engednek kovetkeztetni, hogy még az SDHB-hez kothetd tumorok is heterogének.
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Ezt erdsiti, az a megfigyelés is, hogy a szukcinat/fumarat arany is eltéré ezekben a
tumorokban arra utalva, hogy a megmaradt SDH aktivitas mértéke is kiilonbozd a
tumorokban [123]. A megmarado, rezidualis SDH aktivitas in vivo modellezését tette
lehetévé az siRNS-sel torténd géncsendesités is, ami igy a nem teljes SDH gatlas
megfeleld modellje lehet. Mivel a PC12 sejtek itakonat kezelése hatékonyan utdnozta az
SDHB csendesités kovetkezményeit, ezért hatékony in vitro modellként felhasznalhato.
A glutamin/glutamat jelentéségét SDH-deficiens tumorok esetében igazoltuk.
Kisérleteink soran a GLS-1 expressziojanak ndvekedését mutattuk ki SDH gatlas
kovetden, illetve a proliferacid csokkenését okozta a GLS-1 gatlas SDH-gatolt
sejtekben. Megfigyeléseinket aladtdmasztottuk Phaeo/PGL tumorok metszeteinek
immunhisztokémiai vizsgalataval is, miszerint a GLS-1 expresszioja fokozott volt a
malignus tumorokban a benignusokban mértekhez képest. A kutatasi eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a GLS-1 egy hatékony prognosztikus és terapids célpont
lehet a malignus Phaeo/PGL kezelésében, ahol jelenleg a terapids lehetdségek rendkiviil

limitaltak.
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7. Osszefoglalas

PhD munkam soran beigazolddott, hogy az oOrdkletes tumorszindromak tudoményos
kutatasa ¢és klinikai kezelése egy sokrétli és multidiszciplinaris tevékenységet feltételez.
A klinikus szerepe barmilyen 0j moddszer és kézi munkat nem igénylé diagnosztikai
tevékenységek mellett tovabbra is a legfontosabb ezekben a betegségekben is. A
klinikai genetikai diagnosztika sordn az 1) technoldgidk gyorsabb, pontosabb és
sz¢élesebb lehetdségeket biztositanak, de a kapott eredményeknek a klinikai munkdba

torténd integralasahoz tobb szakteriilet 0sszehangolt munkéja sziikséges.

A kozeljovoben feltételezhetéen egyre nagyobb klinikai szerep jut majd az ujgeneracios
szekvenald modszereknek. Ezen nagy ateresztOképességii €s koltséghatékony eszkzok
segitségével eddig ismeretlen genetikai eltérések leirdsara, illetve varatlan genotipus-
fenotipus Osszefiiggések felismerésére kertlil majd sor. Az ) modszerek alkalmazasanal
a valdodi patogén eltérések kiszlirése a mindenkori cél, hiszen az alnegativ eredmény
nem csak a betegekre, hanem a betegségek Orokletes mivolta miatt csaladtagjaira is

rendkiviil veszélyes.

Jelenleg nem all rendelkezésilinkre specifikus prognosztikai faktor és terapids agens a
malignus Phaeo/PGL megbetegedések kezelésére. Ritkasdguk miatt kulcsfontossagu
ezeket a megbetegedéseket hiien tiikkr6z6 megfelelé modellek 1étrehozasa. Az in vitro és
in vivo modellek a transzlaciéos medicina uttordiként mikodhetnek, mivel altaluk a
megbetegedés alacsony esetszdmabol kovetkezd hianyos megfigyeléseink laboratoriumi

koriilmények kozott potolhatoak.
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8. Summary

The scientific research and the clinical management of hereditary cancer syndromes
require a multidisciplinary and multi-layered approach. The clinician has the most
important role beside any novel diagnostic approach. The new technologies permit a
faster, more accurate and more diverse options for the diagnosis of genetic diseases, but
to integrate the results correctly into the everyday clinical practice, the combined work

of multiple specialities is required.

Presumeably, the next generation sequencing technologies will assume a greater role in
the common clinical practice in the near future. With these high-throughput and cost-
effective tools, uncommon genotype-phenotype correlations and new genetic alterations
will be recognised. The ultimate goal with these techniques is to detect the real
pathogene variants because the false negative result is not only critical to the patient, but

for the patient’s family as well.

Currently there is no specific prognostic factor and therapeutic agent for the
management of malignant pheochromocytomas and paragangliomas. Due to their rarity,
the establishement of proper models to investigate these cancers is mandatory. The in
vitro and in vivo models serve as groundbreakers of translational medicine as they can
compensate our lack of knowledge with the opportunity to study these unique diseases

within laboratory conditions.
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