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Roviditések jegyzéke

ACA: Adrenocorticalis (mellékvesekéreg) adenoma
ACC: Adrenocorticalis (mellékvesekéreg) karcinoma
AGO: Argonaute

AUC: Area Under Curve (gorbe alatti teriilet)

BWS: Beckwith-Wiedemann-szindroma

cDNS: komplementer DNS

ciRNS: cirkularis intronikus RNS

circRNS: cirkularis RNS

Ct: Cycle threshold (ciklus kiiszobérték)

CPA: kortizol termel6 adenoma

CT: Computer Tomografia

DHEAS: Dehidroepiandroszteron-szulfat

DNS: Dexoxiribonukleinsav

EDP: Etopozid-Doxorubicin-Platina

EICIRNS: Exon-Intron Cirkularis RNS

ENS@T: European Network for the Study of Adrenal Tumors
ESE: European Society of Endocrinology

FAP: Familiaris Adenomatosus Polyposis-szindroma
FC: Fold change

FFPE: Formalin-Fixed Paraffin Embedded (formalinnal fixalt, paraffinba agyazott)
HU: Hounsfield Unit

MEN1: Multiplex Endokrin Neoplasia szindroma 1-es tipusa



MACS: Mild Autonomous Cortisol Secretion (enyhe autondém kortizoltermelés)

miRISC: microRNA-Induced Silencing Complex (mikroRNS indukalta csendesitd

komplex)

MRI: Magnetic Resonance Imaging (magneses magrezonancia képalkotas)
MiR, MiRNS: mikroRNS

mRNS: Messenger RNS, hirvivé RNS

NAC: Normal Adrenal Cortex

NGS: Next-generation sequencing ((jgeneracios szekvenalas)

NF1: Neurofibromatosis 1-es tipusa

Oncomir: Onkogén mikroRNS

Pre-mikroRNS: Prekurzor mikroRNS

Pri-mikroRNS: Els6dleges mikroRNS

ROC: Receiver operating characteristic (hatasfokmérd karakterisztika)

snoRNS: small nucleolar RNA (kis nukleolaris RNS)



1. Bevezetés

1.1. A mellékvese daganatai

A mellékvese daganatai gyakoriak. Az ugynevezett incidentalomdk prevalencidja,
melyek véletlenszertien, mellékleletként felismert mellékvese daganatok, 4,4% [1]. A
mellékvese-daganatok el6fordulasi aranya életkorral novekszik, az idésebb populacioban
10% koriili [2]. Tulnyomoé tobbségik (49-69%) joindulati mellékvesekéreg adenoma
(ACA), melyek sokszor panaszt sem okoznak és nem is igényelnek tovabbi orvosi teend6t
[3]. Masrészrol, a legritkabb mellékvese daganat a mellékvesekéreg karcindma (ACC)
incidenciaja 0,7-2/millio/év [4]. Habar az ACC ritka daganat, barmely véletlenszeriien
felfedezett mellékvese térfoglalds differencial diagnozisaban szerepel. A mellékvese-
daganatok differencial diagndzisdba nemcsak a kérget érintd daganatok tartoznak, hanem
a csontveldi elemeket és zsirt tartalmazoé myelolipoma ¢€s a mellékveseveld eredetii
pheochromocytoma is [5]. A mellékvesék gyakran tartalmaznak tavoli malignus
daganatokbol szarmazo attéteket is. Mindezen tilmenden a mellékvesekéreg hiperplaziat,
a mellékvese cystat, a mellékvese bevérzését, ganglioneurinomat és nagyon ritkan a
mellékvese lymphomat €s a mellékvese tuberkuldzist is szem eldtt kell tartani, mint
lehetséges mellékvese patologiakat [5]. A jo- és rosszindulati mellékvese daganatok
elkiilonitése gyakran nehéz. Az elkiilonitd diagndzist segitheti a mellékvese eredetli
daganatok hormontermelése: ilyenek példaul az aldoszteron termeld tumor (Conn-
szindroma), kortizol termeld tumor (Cushing-szindroma), illetve az androgéneket termeld
tumor. A mellékvesekéreg adenomdk az esetek kétharmadaban hormonalisan inaktivak
[3]. A tobb hormont is termel6 daganatok mindig felvetik a mellékvesekéreg karcinoma
gyanujat. A mellékvese-daganatok nagy bizonyossaggal valo elkiilonitése gyakran nem
lehetséges csupan a klinikai szempontok figyelembevételével, sokszor csak a szovettani
vizsgalat ad diagnosztikus értékii informaciot. Mindazonaltal, nem ritkan még a
mellékvesepatologiaban jartas szakemberek szamara is nagy kihivast jelent a mellékvese-

daganatok szdvettani elkiilonitése [6].



1.1.1. A mellékvesekéreg karcinoma

A mellékvesekéreg-rak (adrenokortikalis karcindma, ACC) a mellékvesekéreg legritkabb
daganata [7]. Masrészt viszont az ACC szerepel az igen gyakori mellékvese
incidentalomak kivizsgéalasdban. Mig az incidentalomak gyakorisdga korral novekszik,
addig az ACC bimodalis, tehat kétcsucsu ¢életkori gyakorisagi eloszlast mutat
gyermekkorban és 40-50 éves korban [8]. Az ACC azon kiviil, hogy igen rossz
progndzisu betegség (elérehaladott stadiumban az 5 éves tulélése 30% alatti) [9], az
¢letmindséget is sulyosan befolyasolja, ezéltal nagy terhet rova a beteg kozvetlen
kornyezetére a betegség eldrehaladasa, a hormonalis taltermelés és a kezeléssel
Osszefliggd toxicitas kovetkeztében [7]. Az ACC-ben szenvedd betegek gyakran
gyermekek és termékeny korban 1évé nék [8]. Fiatal életkorban talalt incidentaloma, az
ACC fiatalok korében észlelt relativ gyakorisaga okan, mindig gyanut kelt az ACC
diagnézisara. Ezzel szemben az iddsebb korban felfedezett incidentaloma hatterében

leggyakrabban adenoma all [2].

1.1.1.1.A mellékvesekéreg karcindma etiologiaja

A mellékvesekéreg karcinoma (adrenocorticalis karcinoma, ACC) legtobbszor
sporadikusan fordul el8, de lehet csaladi halmozddast mutatd tumorszindroma része is
[10]. A mellékvesekéreg daganatok klonalitasaval foglalkozo szamos tanulmany szerint
a legtobb joindulati mellékvesekéreg elvaltozas poliklonalis, ezzel szemben az ACC
monoklonalis proliferaciot jelez [11]. A legtobb mellékvesekéreg daganat, legyen az jo-
vagy rosszindulati, monoklondlis elvaltozas, ami azt jelzi, hogy bizonyos lokuszok
genetikai valtozasai szerepet jatszhatnak a mellékvesekéreg daganatok kialakuldsaban
[12]. Példaul, a béta-katenin utvonal megvaltozasaért felelés kromoszomalis
atrendezddések mind a jo-, mind a rosszindulati mellékvese daganatokat érintik, habar a

carcinomakat gyakrabban [13].

Ismert, hogy a gének csirasejtes elvaltozasa — amely orokletes familiaris tumorszindromat
okoz — szintén eléfordul sporadikus daganatokban szomatikus mutacié formajaban is.

Ilyen példaul a Li-Fraumeni familiaris rakszindroma, amely a 17p13 kromoszomalis



elhelyezkedésti TP53 csirasejtes mutaciojabol ered és az ACC-n kiviil hajlamosit mellrak,
sarcoma, agytumor ¢és leukaemia kialakuldsara [13]. Ezen betegség valtozatai
megjelenhetnek olyan gyermekeknél is, akiknél sporadikus ACC alakult ki és
csiravonalas p53-mutacidja van, de nincs Li-Fraumeni-szindromara jellemz6
korel6zménye. Kiilonosen jellemzé ez a p.R337H mutacio esetében, amely az arginin (R)
hisztidinre (H) valo szubsztitucidjat foglalja magaban, és egy olyan gyakori mutacio,
amelyet Dél-Braziliaban irtak le [14]. A gyermekkori ACC eléfordulasa nagyon magas
Dél-Braziliaban (10-15-sz6rés a globalis adatokhoz viszonyitva), a p.R337H TP53
hotspot (mutaciora fokozottan hajlamos DNS szekvencia) mutacid szegregacioja miatt
[14]. Tovabba, ugy tinik, hogy a felnétt betegek TP53 polimorfizmusai is befolyasoljak
az altalanos tulélést [15]. A p53 fehérje alapvetd szerepet jatszik a stresszre adott
sejtvalaszban, az onkogén aktivacidban és a DNS-karosodasban a sejtciklus és az
apoptozis szabalyozasa révén. A TP53 szomatikus mutécidja gyakori esemény, amely az
ACC-k 16-70%-aban fordul el [10]. A heterozigdtasag elvesztése (loss of
heterozygosity, LOH) a 17p13-nal az ACC eseteinek 85%-aban jelentkezik [16]. A TP53-
at tumorszuppresszor génnek, a ,,genom 6rzéjének” (1993-ban az év molekulaja cimet
kapta [17]) tekintik, és a tumorszovetben mindkét allél inaktivacidja megfigyelhetd. A
daganatképzodés tovabbi tényezdi kozott szerepel az agyalapi mirigy tumort
transzformald gén 1 (PTTGL1) talzott expresszidja, amely a securint, a p53 negativ
szabalyozojat kodolja, amelyet a rossz prognozissal dsszefiiggésben azonositottak [18].
A retinoblasztoma (Rb) fehérje elvesztését a mellékvesekéreg karcinoma 27%-aban
allapitottak meg [19]. Ezen kohorsz daganatai kozt tovabbi 11% tartalmazta a ciklin-
dependens kinaz-inhibitor 2A (CDKN2A) mutacioit, és 2%-a a CDK4 magas szintli

le a TP53 titvonal valtozasat [15].

A familiaris adenomatosus polipozisban (FAP) vagy Gardner-szindrémaban szenvedd
betegek 5g21 kromoszomajan talalhato a Wnt/beta-catenin gatlasaért felelds
adenomatosus polyposis coli (APC) tumorszuppresszor gén csirasejtes inaktivalod
mutacidja. Ezen betegek tobbszords vastagbélpolipokkal és a korai vastagbélkarcindbma
fokozott kockazataval rendelkeznek. Mellékvesekéreg daganatok, kiilondsen a nem
funkcionalis nodularis hiperplazia, a kortizoltermelé adenomak (CPA) és az ACC a FAP-
ban szenvedd betegek 7-13%-aban fordulnak elé [10]. A Wnt/beta-catenin ttvonal



aktivacioja az ACC esetek harmadaban-, illetve az ACA esetek egy kisebb részében is
szerepet jatszik. A beta-catenin aktivalasa foként a Catenin béta-1 gén (CTNNB1)
catenin célgének tulzott expressziojat mutattak ki ACC-ben [20]. A CTNNB1 mutacidjat
vagy aktivalodasanak szovettani modszerekkel kimutathato jeleit rossz prognézissal
hoztak Osszefiiggésbe [21,22]. Erdekes médon a p53 és a béta-katenin mutaciok
gyakoriak az ACC-ben és rossz prognozissal jarnak, de szinte mindig kolcsondsen
kizarjak egymast. A Wnt/beta-catenin utvonal egy masik, nemrégiben felfedezett negativ
regulatora a cink és a gylirtisujj 3 (ZNRF3) sejtfelszini transzmembran E3 ubiquitin ligaz.
A ZNRF3 a leggyakrabban megvaltozott gén az ACC két nagy kohorsz vizsgalataban,
21%-o0s, illetve 19%-os prevalenciaval [22,23]. A ZNFR3 egy 1ij tumorszuppresszor gén.
A CTNNBL1- és ZNRF3 modosult ACC-k alapjan a Wnt/b-catenin utvonal aktivacidja az
ACC-k 39%-aban lehet jelen.

A Beckwith-Wiedemann-szindroma (BWS) jellemzéen genetikai és epigenetikai
események hatasara jon 1étre a 11p15.5 régiodban, beleértve a ciklinfliggd kinaz inhibitor
1C (CDKN1C), inzulinszerti névekedési faktor 2 (IGF-2) és H19 gének alteraciojat, ami
tulnovekedési rendellenességet, visceromegaliat (macroglossia, hemihyperplasia),
fejlodési rendellenességeket (omphalokele) és az embrionalis rosszindulati daganatokra
vald hajlamot okoz [24]. Az ACC a BWS tumorspektrumhoz tartozik, amely magaban
foglalja a Wilms-tumort, a hepatoblastomat, a rhabdomyosarcomat és a neuroblastomat
is és a daganatok kialakuldsanak altalanos kockazata gyermekeknél 7,5%-ra becsiilhetd.
A legtobb daganat az élet elsé 8-10 évében fordul el6 [23]. Az IGF-2 feliilexpresszidja a
legkifejezettebb és az egyik els6 molekularis rendellenesség a sporadikus felnéttkori
ACC esetek koriilbeliill 60-90%-aban, és csak ritkan az ACA-ban [23,25]. Az IGF2
16kusznal leirt rendellenességeken til a metilacidos mintak globalis megvaltozasat irtak le
az ACC-ben a genomszintii vizsgalatok [26-28]. A CDKN1C mutacidéi a BW o6rokletes
formait okozzak [29].

Az 1-es tipust multiplex endokrin neoplazia hatterében 1113 locus eltérését mutattak ki,
ami a MEN1 gént foglalja magaba. A MEN1 gén egy tumorszuppresszor fehérjét kodol,

amely a Menin fehérje. E fehérje koros miikodése hajlamositja a beteget



mellékpajzsmirigy-, agyalapi mirigy-, endokrin hasnyalmirigy- és mellékvesekéreg

daganatokra, beleértve a mellékvesekéreg carcinomat is.

Egyéb ACC-re hajlamosit6é szindromak példaul a neurofibromatosis 1-es tipusa (NF1),

Lynch-szindroma és a Carney-komplex [30,31]

Mindezek mellett, a mikroRNS-ek expresszidja is szignifikansan eltér a jo- és
rosszindulati mellékvesekéreg tumorok kozott, amely témakort a késObbiekben

részletezem a doktori értekezésem soran.

1.1.1.2.A mellékvesekéreg karcindoma klinikai megjelenése

A mellékvesekéreg-rak nem specifikus, valtozatos klinikai megjelenése is hozzajarul a
betegség gyakori elérehaladott stadiumban valo felfedezéséhez (ENSAT stadium III: 18-
26%; 1V: 21-46%) [9]. Az ACC klinikai képe a hormonalis taltermelés jeleibdl, altalanos
tiinetekbodl és a képalkoto vizsgalatokon latott eltérésekbdl all. Az ACC leggyakrabban
hormonalis tultermelés jeleivel (50-60%-ban) keriil felismerésre [7]. Leggyakrabban a
kortizol hormon taltermelése (Cushing-szindroma) figyelhetd6 meg, amely
izomgyengeséggel, alvaszavarral, centripetdlis elhizdssal ¢és idOnként diabetes
mellitussal, hypokalaemidval (aldoszteron receptorok kortizollal torténd aktivacioja
miatt) jelentkezik. NO&k esetében kevesebb, mint 10%-ban el6fordulhat emellett
virilizaci6 is, amelyet jellemez a mély hang, clitoris hypertophia, hirsutismus (férfias
jellegli szOrosddés) és androgén testalkat az androgén hormonok — mint példaul a
tesztoszteron, dihidrotesztoszteron, dehidroepiandroszteron-szulfat (DHEAS) -
tultermelése  (hyperandrogenismus) kovetkeztében [32]. Kevésbé gyakori a
mineralocorticoid (primer hyperaldosteronizmus, Conn-szindréma) és az Osztrogén
termel6 ACC [33]. A nemi hormonokat és kortizolt ko-szekretald mellékvese daganatok
hatterében leggyakrabban ACC all. A vizelettel iriild gliikokortikoid metabolitok
klinikailag tiineteket nem okoz6 daganatok esetén is segitséget jelenthetnek az ACC
diagnozisahoz. A hormonalisan inaktiv tumorok gyakran okoznak a daganat
térfoglalasabol adodo tiineteket, mint példaul a hanyinger, hanyas, derékfajdalom (30-
40%-ban), illetve a tiineteken kiviil a fizikalis vizsgalattal tapinthatd hasi terime is

eléfordulhat [30]. Habar, a tiinetek jelentkezhetnek a senyveszt6 betegségekre altalanosan
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jellemz6 fogyas, anorexia, faradtsag, 14z és éjszakai izzadas formdjaban is, ezek csak az
esetek kisebb részében vannak jelen, azonban jelenlétiik mindig figyelmeztetd jel kell,
hogy legyen. A napjainkban egyre tobbet hasznalt képalkoto vizsgalatok folytan az ACC
az esetek 10-15%-aban incidentalomaként keriil felfedezésre [7]. Annak ellenére, hogy a
képalkotd vizsgalatok jelenleg nem képesek egyértelmiien elkiiloniteni a joindulata és
rosszindulati mellékvesedaganatokat, az ACC kizarhat6 azokban az esetekben, amikor a
mellékvese térfoglalas homogén és alacsony denzitasunak adodik — <10 Hounsfield unit
(HU) — computer tomografiaval (CT). Ezzel szemben az ACC gyanuja felmeriil a CT-vel
inhomogén képet add és magas denzitdsu (az alacsony zsirtartalom miatt) latott kép
esetén, ami azonban nem elégséges a diagnozisalkotashoz [7]. Mindezeken feliil a nagy
méret (>4 cm), intratumoralis necrosis jelei, irregularis terime és hatarok tovabb er6sitik
az ACC gyangjat [7]. Mindazonaltal ezek egyike sem ad biztos diagnézist, és nem ritka,
hogy ACC gyanujat kelté képalkoté eredmények miatt operalt daganat a szovettani
vizsgalat soran joindulatinak bizonyul. A mar targyalt fiatalkori incidentaloma mar

onmagaban is gyantt kelt ACC diagnézisara.

1.1.1.3.A mellékvesekéreg karcindma kezelése és prognosztikaja

Az egyetlen kurativ terapia ACC esetén a radikalis tumoreltavolitas, amely elsének
valasztando tavoli attétet nem add (ENSAT stadium I-IIT) tumorok estén, amennyiben
nincs mitéti kontraindikaci6. A mitét végezhetd nyitott laparotomias bemetszésen
keresztiil, illetve egyre gyakrabban mar laparoszkopos megoldassal is. A nyitott miitét
ajanlott nagyobb tumoratméré esetén, mig a Kisebb (<6 cm), lokalis invazio jeleit nem
mutatd tumorok laparoszkdposan is eltdvolithatok. Az ACC miitétet lehetdség szerint
tapasztalt sebészek végezzek lehetdleg erre specializalt kozpontokban, mivel a talélést a
daganat stadiuma mellett az eltavolitas mértéke is befolyasolja [7]. Az ACC prognosztikai
markerei kozé tartozik a szovettani diagnozis alapjat képez6 Weiss- és modifikalt Weiss-
score, amelyek a szovettani képet a nukleéris gradus, vilagos sejtes Osszetevok aranya,
mitotikus rata, atipusos mitdzisok, diffuz eloszlas, nekrdzis, vénds vagy sinusoidalis
betorés, tokinvazid szerint osztalyozzak [7,34,35]. Egy masik prognosztikai mutato a Ki-
67 index, amely a mitotikus sejtek aranya alapjan értékel és amelynek vizsgalata ajanlott

minden adrenocorticalis tumor esetén [7,36]. A miitét mellett lehetdség van gydgyszeres

11



kezelésre, amelynek egyetlen mellékvesekéreg specifikus gyogyszere a nagy toxicitasi
profillal rendelkezé mitotan képezi, amelynek adjuvans alkalmazésara is vannak adatok
[7]. A metasztatikus esetek kezelésében a szisztémas kemoterapia az alapvetd, aminek

altalanos alkalmazott modja az EDP-protokoll: etopozid-doxorubicin-platina [7].

1.1.2. A mellékvesekéreg adenoma

A joéindulatat mellékvesekéreg adenoma (adrenocorticalis adenoma, ACA) a
véletlenszertien, mellékleletként felfedezett incidentalomak (adrenal incidentaloma, Al)
leggyakoribb oka (megkozelitdleg 54%) [37]. Egy epidemiologiai vizsgalat szerint 1995
¢és 2017 kozott a mellékvese incidentalomak diagndzisa, mintegy tizszeres emelkedést
mutatott, rendre a 40 év feletti korosztalyban felfedezett kisméretli mellékvesekéreg
adenomak miatt — koszonhetden az egyre jobb felbontasu képalkoto vizsgalatoknak [38].
Valamivel gyakrabban keriilnek felfedezésre nékben (55%), mint férfiakban (45%) [38].
Az adenomak lehetnek hormonalisan aktivak vagy inaktivak, illetve megkiilonboztetiink
enyhe autonom kortizol termelést (mild autonomous Kortizol secretion, MACS) mutato6
eseteket az Al-ak tobb, mint 50%-aban [33]. Ritkan el6fordulhat, hogy a betegnek
kétoldali adenomadja van, és ebben az esetben a kétoldali mellékvese térfoglalas egyéb
okait is figyelembe kell venni, mint példaul metasztatikus betegség, velesziiletett
mellékvese hyperplasia, lymphoma, fertézések, vérzés és a mellékvese infiltrativ

allapotai.

1.1.2.1.A mellékvesekéreg adenoma etiologidja

A mellékvese adenomdk hatterében mar szdmos genetikai mutéciot sikeriilt kimutatni,
azonban a patogenezisiik még nem teljesen ismert [39]. A CTNNB1 gének mutacioi,
amelyek a Wnt/béta-catenin utvonal eldallitdsdhoz sziikséges informacidkat hordozzak, a
nagyobb és nem funkcionalis mellékvesekéreg adenomakhoz kapcsoldédnak. A kortizol
termeld mellékvese daganatokkal kapcsolatos mutaciok kozé tartozik még a PRKACA,
GNAS1 (McCune Albright-szindroma), MENIN (1-es tipusi multiplex endokrin
neoplazia) és ARMCS (o6rokletes bilateralis mellékvese adenoma) [40-42] Az
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aldoszterontermeld mellékvese adenomakkal kapcsolatos mutaciok kozé tartozik a

KCNJ5, ATP1A1, ATP2B3, CACNALD ¢s CTNNB1 gének mutacioi [43,44].

1.1.2.2.A mellékvesekéreg adenoma klinikai képe

A hormonalisan inaktiv vagy kisfoku hormontermeléssel jar6 adenomak (pl. MACS)
altalaban tiinetmentesek, és gyakran véletlenszeriien fedezik fel a hasi képalkotas soran
[33]. A gliikokortikoid termeld mellékvese daganatok a Cushing-szindroma tiineteivel és
jeleivel jarhatnak, ideértve az elhizast, magas vérnyomast, hiperglikémiat, faradtsagot,
depressziot, ndknél menstruaciés rendellenességeket ¢€s virilizacidt, proximalis
izomgyengeséget, livid stridkat, pattanasokat, arc vérbOségét, osteopeniat ¢és
csonttoréseket [37]. Az aldoszterontermeld daganatok (Conn-szindroma) magas
vérnyomassal jelentkezhetnek, amely gyakran rezisztens a harom vagy tobb kiilonb6z6
osztalyba tartozo vérnyomascsokkentd gyogyszer alkalmazasa ellenére. Conn-szindroma
gyanujat fel kell vetni fiatalkori magasvérnyomasbetegség okaként, illetve mindig,

amikor a magasvérnyomas hipokalémiaval is jar.

A vélaszadashoz segitségiil els6 valasztandd modalitas a mellékvese CT [45]. A 6 cm-nél
nagyobb mellékvese tumorok esetében nagyobb a malignitds esélye [7]. A nem
kontrasztos CT-vizsgalaton 10 HU-nal (Hounsfield egységnél) kevesebb mellékvese
elvaltozasok joindulati adenomara utalnak [7,45]. Egyes joindulatd adenomak 10 HU-
nal magasabbak lehetnek. A kontrasztanyag kimosddas vizsgalata is segithet a jo- és
rosszindulatt folyamatok elkiilonitésében [45]. Az MRI a CT-vizsgalat alternativaja lehet

a mellékvese daganatok értékelésére [45].

A mellékvese-daganatok biopsziaja altalaban nem javasolt, elsGsorban a szovettani
vizsgélat nehézsége, ill. a mintavétel esetleges szovédményei miatt. Nagyon ritkéan,
példaul mashogy nem kimutathato attét, vagy egyéb etioldgia (lymphoma) gyantja esetén
végezziik. Biopszia el6tt el6szor ki kell zarni a pheochromocytomat, mielétt barmilyen

invaziv beavatkozasra sor kertilne.

Minden mellékvese-adenoméaban szenvedd betegnél ki kell vizsgalni a Cushing-

szindroma lehetOségét, a pheochromocytomat és a hypertonias betegeket pedig primer
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aldoszteronizmus iranyaban kell tovabb vizsgalni [37]. A Cushing-szindroma
diagnosztizalasanak els6 1épése az alacsony dozisu (1 mg) dexametazon-szuppresszios
teszt, amelyet minden esetben ajanlott elvégezni. A Cushing-szindroma esetében a
legjobb negativ prediktiv érték az 1,8 mcg/dl-nél kisebb plazma kortizolszint 1 mg
dexametazon ¢jszakai beaddsa utan. Emellett a 24 o0Oras vizelet szabad kortizol

meghatarozasa, valamint a kortizolritmus vizsgélata alkalmas szlirfvizsgalatnak.

Phaeochromocytoma vizsgéalatahoz a katekolaminok ill. lebomlasi termékeinek

kimutatésa sziikséges gytijtott vizeletbdl vagy vérplazmabol.

A plazma aldoszteronszint és a plazma renin aktivitas vagy koncentracié mérése javasolt
azokndl a betegeknél, akiknél a mellékvese adenomahoz magas vérnyomasbetegség

¢és/vagy hypokalaemia is tarsul.

1.1.2.3.A mellékvesekéreg adenoma kezelése és prognozisa

A hormontermel6 mellékvese-daganatok miitéti eltavolitasa sziikséges. A hormonalisan
inaktiv, egyértelmiien joindulatd képalkotod jellemzdéket mutatd daganatok esetén a
jelenlegi irdnyelvek szerint 4 cm-es atmérd alatt tovabbi vizsgdlat, s6t kovetés sem
sziikséges. 4 cm-nél nagyobb méretli, de malignitdsra nem gyants mellékveseképlet
esetén kovetés is elfogadhato lehet, mindazonaltal 6 cm feletti &tmérd felett a malignitas
es¢lye nagyobb. Jelenleg nem allnak rendelkezésre hosszu tava prospektiv adatok a
szubklinikai Cushing-szindromaban (MACS) szenved6 betegek gyogyszeres vagy
sebészeti kezelésének kivalasztasahoz. A mellékvese adenomaban szenvedd betegek
hosszu tava prognézisa kivald. A hormontermelés nélkiili mellékvese incidentalomak
esetében 17%, 29% és 47% a hormonalis aktivitas kockazata 1, 2 és 5 éven beliil [46]. A
jelenleg altalanos felfogés szerint a mellékvesekéreg adenoma nem a mellékvesekéreg-
rak megeldzd allapota, csak néhany irodalmi kozlés utal arra, hogy nagyon ritkan a

mellékvesekéreg-rakot megeldzden adenoma volt kimutathato.

1.2. A mellékvesekéreg daganatok differencial diagnézisanak kihivésai
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Az utobbi két évtizedben az egyre inkabb igénybe vett képalkotd eljarasoknak is
kdszonhetden (ultrahang, computer tomografia, magneses rezonancia képalkotas stb.) a
mellékvese térfoglalasok egyre gyakrabban incidentaloma formajaban, azaz
véletlenszertien, mellékleletként keriilnek felfedezésre [38]. A mellékvese-daganatok
hatterében leggyakrabban mellékvesekéreg adenoma vagy egyéb benignus mellékvese
daganat all, mint példaul myelolipoma vagy cysta [45]. A malignus mellékvese daganatok
hatterében populacios szinten leggyakrabban mellékvese metasztazis all [3]. A
differencial diagndzisban a daganat klinikai viselkedése, képalkotd vizsgalatok és a

hormonalis fenotipus segithet.
Barmely mellékvese térfoglalas esetén az alabbi két kardinalis kérdést meg kell vizsgalni.

- Malignus tumorrol van-e sz6?

- Hormonalisan aktiv-e?

A malignitds preoperativ megitélése gyakran nagy kihivast jelent. A daganat
malignitdsanak megitélésében a képalkotd vizsgalatokon alapulé Eurdpai Halézat a
Mellékvese Tumorok Kutatisaért (European Network for the Study of Adrenal Tumors,
ENSAT) és az Eurdpai Endokrinologiai Tarsasag (European Society of Endocrinology,
ESE) iranyelvei nyujtanak segitséget [7,36]. A nem kontrasztos CT felvételen latott 4 cm-
nél kisebb legnagyobb daganat atmérd, homogén massza, magas lipidtartalomra utalo
alacsony denzitas (<10 HU) esetén a daganat tovabbi kontrollja nem sziikséges, annak
malignitasa kizarhato [45]. Ett6l eltéré esetekben sziikség van egyéb képalkoto
vizsgélatra és a beteg utankOvetésére vagy pedig azonnali sebészi eltavolitasra. A
jelenlegi iranyelvek szerint a mellékvese biopszia csak ritkan képezi részét a preoperativ
differencialdiagnosztikai algoritmusnak, kivaltképp a vizsgalat ACC-re vonatkozo
gyenge szenzitivitasa (70%) és az esetleges komplikaciok (2,5%) volta miatt [47,48]. A
mellékvese biopszia hormonalis aktivitdst nem mutatdé mellékvese térfoglalas és nem
egyértelmii képalkotd eredmények esetén indokolt, kiilondsképp aktiv extra-adrenalis
malignitas megléte esetén. A gyenge szenzitivitas hatterében a mellékvese biopsziaval
nyert szovetminta gyakran nehéz mikroszkopos megitélhetdsége allhat. Jelenleg nem
ismert olyan szoveti vagy vérbdl vizsgalhatdé biomarker vagy biomarkerek, amely
megbizhatéan informélna a daganatok j6- vagy rosszindulatiisagat illetden. A malignités

posztoperativ hisztoldgiai megallapitasa is gyakran nehézkes és nagy szakértelmet
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igényel. A jo- és rosszindulatu mellékvesekéreg daganatok megkiilonboztetésére szamos
szOvettani és/vagy tovabbi markeren alapul6 osztalyozasi rendszer létezik (Weiss-score,
modifikalt Weiss-score, van Slooten index, Helsinki osztalyozas, reticulin festddés
vizsgalata), amely tiikrozi a differencialdiagnosztikaban rejlé nehézségeket [49-51]. A
Weiss-rendszert hasznalva a harom vagy magasabb pontszam ACC diagnézisat tamasztja
ala [34]. Weiss-score esetén a 2 és 3 pont a joindulati és rosszindulati daganatok kozotti
hatarvonalnak tekinthetd (bizonytalan malignus potencialu daganatok). Ebben az esetben
a tobbi felsorolt osztalyozasi rendszer egyikét lehet segitségiil hivni a diagndzis
eldontéséhez [36]. Kiilonos figyelmet kell forditani a mellékvesekéreg daganatok nem
szokvanyos szOvettani valtozataira, elsdsorban az onkociter daganatokra, amelyek
sajatossagaik miatt dignitastol fliggetleniil mindig legalabb 3-as Weiss-pontszammal
rendelkeznek [52-54]. Ezeknél a daganatoknal a Lin-Weiss-Bisceglia adaptalt pontozasi
rendszert kell alkalmazni [36].

Ezen feliil, a nem egyértelmiien eldonthet6 hatareseti diagndzisok és a szakértdi leirasok
kozotti jelentds variabilitas is a diagnosztikai korlatok koz¢ tartozik. Leginkdbb ezen
tényezok miatt nem ajanlott jelenleg a mellékvesekéreg biopszia a legfrissebb iranyelvek

alapjan.

A  mellékvese daganattal diagnosztizalt betegek esetén a mellékvesekéreg
(mineralokortikoid, gliikokortikoid, androgén hormonok) és velé (katekolaminok)
valamennyi hormonjanak kivizsgalasa indokolt. Tiinetekt6l fliggetleniil, minden beteget
ki kell vizsgalni éjszakai 1 mg dexametazon szuppresszios teszttel [45]. Primer
aldoszteronizmus kivizsgaldsa ~ magas  vérnyomasbetegség eseteén, mig
pheochromocytoma kivizsgalasa minden kétes esetben elvégzendé [45]. Tovabba, a
hormonalis vizsgalatok segithetnek a jo- és rosszindulatiisag megitélésében is. Kombinalt
hormontultermelés példaul kortizol- és androgén ko-szekrécio igen jellegzetes ACC-re.
Az egyedilli hormontermelés hatterében lehet adenoma, karcindma és
pheochromocytoma is. Habar a szteroid metabolitok vizsgalatanak elvégzése
rutinszerlien nem indokolt, igéretes modszer lehet a virilizalo, illetve mellékvesekéreg

karcindbma gyanujaval kivizsgalas alatt all6 betegek esetén [55].
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1.3. A nem kodolé RNS-ek

A nem kodoldo RNS-ek a DNS-r61 valo atirodas utan nem koédolnak aminosavszekvenciat,
funkcidikat tehat nem a fehérjék kodolasaban latjak el. A koradbban bioldgiai funkcio
nélkillinek gondolt molekuldkrol ma mar tudjuk, hogy a human transzkriptom
megkdzelitdleg 98%-at teszik ki [56]. A rovid nem kodold RNS-ek kozé tartozik példaul
a mikroRNS (miR, miRNS), short interfering RNS (siRNS) és a PIWI-interacting RNS
(PIRNS), mig a hosszi nem kddold RNS-ek (200 nt <) k6zé a hosszi nem kddold RNS-
ek (long non-coding RNS, IncRNS) és cirkularis RNS-ek (circRNS) tartoznak [57-60].
Olyba tlinik, hogy ezen RNS-ek, olyan mindezidaig teljességében fel nem deritett rejtett
genetikai jeleket tartalmaznak, amelyek a génexpresszié kiilonbozé szintjeit
szabalyozzdk az ¢lettani folyamatokban ¢és a fejlédésben, beleértve a kromatin
architekturat, epigenetikai memoriat, a transzkripciot, az RNS-splicinget, RNS-
szerkesztést, RNS-transzlaciot és RNS-lebomlast — mindezt a DNS bazissorendjének
megvaltoztatasa nélkiil [59]. A bazissorend megvaltoztatasa nélkiili genetikai
folyamatokat epigenetikanak nevezik. Az epigenetikai RNS szabalyozé mechanizmusok
meghatarozzak komplex tulajdonsagaink tobbségét, jelentds szerepet jatszanak a
betegségekben, és mind a fajon beliili, mind a fajok kozotti genetikai valtozatossag

feltaratlan vilagat nyitjak meg eldttiink.

1.3.1 A mikroRNS-ek

A mikroRNS-ek rovid, 19-25 nukleotid hosszusagl, evolucidosan konzervalt, érett
formaikban egyszali molekuldk, amelyek a huméan gének 30-60%-4t modulaljak
poszttranszkripcionalis szinten, az epigenetikai — DNS-szekvencia megvaltoztatasaval
nem jard — szabalyozas révén [61]. A mikroRNS-ek az RNS interferencia endogén
mediatorai. A MiRNS-ek a citoplazmaban a messenger RNS-hez (MRNS) kotédve
keresztiil [62]. A mikroRNS-ek sejtmagban betoltott funkcioi kozt leirtdk a

hisztonfehérjék és géntranszkripcidé modifikalasat is [63]. A mikroRNS expresszio

crer
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onkogénként (oncomiR) és tumorszuppresszorként is mitkodhetnek [65]. A human
genom hozzavetdleg 2600 érett mikroRNS-t kodol a miRBase v.22 adatai szerint [66,67].

1.3.1.1. A mikroRNS-ek képzddése

A mikroRNS-c¢k koriilbeliil fele kiilon mikroRNS-gének altal kodolt intragénikus
régiokban helyezkednek el — amelyeket leginkabb intronok és csak elvétve exonok
alkotnak — mig fennmarado hanyaduk a génektdl tavol az Gn. intergénikus régiokban
helyezkedik el [68-70] A sejtmagban az elsddleges transzkriptumok (pri-mikroRNS)
atirasat az RNS-polimeraz-1I és III végzi, attol fliggden, hogy intra- vagy intergénikus
elhelyezkedésti mikroRNS-r6l van sz6 [71]. Néha a mikroRNS-ek egy hossza ,,cluster”-
ként irédnak at, amelyek magi régidi hasonlithatnak egymashoz, igy ezeket a mikroRNS-
eket egy ,,csaladba” tartozonak gondoljak [72]. Képzbédésiik egyarant kovethet kanonikus
vagy nem-kanonikus utvonalat is, amelyek egymastol leginkabb a mikroRNS érésében

résztvevo hasité enzimkomplexekben térnek el.

A kanonikus utvonal soran az atirddott pri-mikroRNS egy mikroprocesszor komplex altal
pre-mikroRNS-sé érik a DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCRS) ¢és a
ribonukledz III enzim a Drosha segitségével a sejtmagban. A DGCRS felismeri és
megkoti, mindekdzben a Drosha elhasitja a hajtii alaka pri-mikroRNS-t annak alapjanal
[73]. A sejtmagbol valo kijuttatasat az exportin 5 (XPO5)/RanGTP komplex végzi, amely
utan az RNaz III endonukleaz tipusu Dicer hasitja tovabb a hajtii alaku pre-mikroRNS-
bol ezaltal két teljesen érett mikroRNS-t hozva létre a citoplazmaban [74,75] (1. abra).
A mikroRNS szalak 5” és 3° végekhez viszonyitott elhelyezkedése szabja meg, hogy 5p-
vagy 3p végzOdést kap az érett mikroRNS [68].

A nem-kanonikus Gtvonalak koziil mar tobbet is leirtak [76—79]. Kozos tulajdonsaguk,
hogy a kanonikus utvonaltol eltérd fehérjék vesznek részt a mikroRNS-ek érésében. Ezen
utvonalak csoportosithatok Drosha/DGCRS8-fiiggetlen és Dicer-fiiggetlen mechanizmus
szerint. Az érés elsd 1épcsdjét mell6z6 Drosha/DGCRS-fliggetlen utvonal soran a
sejtmagban termelt pre-miRNS-ek képzodésiik utan — és az exportin 1-en vald atjutasuk
utan — maris a citoplazmatikus Dicer szubsztratjaiva valnak, amely képes megkotni és

hasitani azokat. Ilyenek példaul a mirtronok, amelyek az mRNS érés soran kivagodott
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intronokbol keletkeznek [78,79]. Ezzel szemben, a Dicer-fiiggetlen mikroRNS-eket a
Drosha dolgozza fel az tgynevezett ,,rovid hajti” RNS (short hairpin RNA, shRNA)
transzkriptumokbol a sejtmagban €s az exportin 5 transzporteren valéd atjutasuk utan az

Argonaute2 (AGO2) fehérje altal valnak éretté a citoplazmaban (1. abra) [77].
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RNS Polimeraz Il

mikroRNS gén Nem-kanonikus Gtvonal

Kanonikus ttvonal 1 |
Prl mikroRNS Exon: Miktron shRNS

Drosha
DGCRS
DGCRB

Pre mlkroRNS
m@o i Expartm 1
Exportin-5/RanGTP l

Sejtmag
Exporlin-S/RanGTP

1. dbra: A mikroRNS képzddés kanonikus és nem kanonikus Utvonala (sajat abra). A

kanonikus ttvonalon a pri-mikroRNS-t a Drosha/DGCRS8 hasitja pre-mikroRNS-s¢,

amely az exportin-5/RanGTP-vel kijutva keriil a citoplazmaba. Az Ago/Dicer tovabb

hasitja, hogy végleges format érjen el. A nem-kanonikus ttvonalon megkiilonboztetiink

Drosha/DGCRS fiigg6- €s fliggetlen Gtvonalat, amelyek végén szintén érett mikroRNS
képzddik. MikroRNS-ek {6 funkcioi: transzlacio gatlasa, mRNS elbontasa .

Erési utvonaltol fiiggetleniil az érett mikroRNS mellett képz6dd komplementer szal

altalaban lebomlik, ritkdn tovabbi folyamatokban vehet részt. Valamennyi utvonal

vezetd, azaz le nem bomlo szdla az AGO fehérjecsalad egyik tagjdhoz kotddik és a

mikroRNS indukalta csendesité komplexben végzoédik (miRNA-induced silencing
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crer

ritkabban képes magat az mRNS molekulat is lebontani [80].

1.3.1.2. A mikroRNS-ek funkcio6i

A mikroRNS-ek az epigenetikai szabalyozomechanizmusok egyik f6 regulatorai,
amelyek poszttranszkripcionalisan modulaljak a génkifejez6dést. A génkifejez6dést
altalaban a miRISC komplex részeként csendesitik, hozzakétddve az mRNS 3’ le nem
baziskomplementaritdsnak meghataroz6 szerepe van a miRISC altal kifejtett gatlo
hatasban, hiszen amennyiben teljes komplementaritas all fenn a mikroRNS és mRNS
kozott, az mRNS elbontasra keriil, mig részleges komplementaritds esetén csupan a
transzlacio gatlodik [82]. Az mRNS-en talalhato komplementer szekvenciakat mikroRNS
reszponziv elemeknek nevezik (MRE). Ezeknek a szakaszoknak meghatarozo szerepiik

van a mikroRNS-¢ek kozvetlen- vagy kozvetett modon torténd géncsendesitésében [82].

Ezen feliil a mikroRNS-ek redundanciat is mutatnak, ami azt jelenti, hogy egy mMRNS
akar tobb szaz mikroRNS célpontjaként is szolgalhat egy idoben, tovabba egyazon
mikroRNS tobb genomi régiobol is kifejezddhet, ami a redundancia egy masik formaja
[83]. A mikroRNS-ek komplexitasat tovabb ndveli a mar emlitett ,,cluster’-ként vald
atirodasuk és a paralog MikroRNS-ek ,,csaladokba” rendezédése. Masik jellemz6
tulajdonsaguk a pleiotropia, amely szerint egy mikroRNS akar tobb szaz mRNS-sel is
kapcsolatba  1éphet [84]. A  mikroRNS-ekre sejt-, szovet- fejlodés- és
betegségspecifikussag is jellemz6 [85]. Mindezen komplexitas eredménye, hogy a csalad
tobb tagjanak delécidja esetében varhatunk altalaban fenotipusos kovetkezményt, amely
jelentésen neheziti a mikroRNS-ek terapias célti felhasznalhatosagat, de egyuttal a
mikroRNS alapu diagnosztikat is kihivasok elé allitja, amely utobbi problémara PhD

kutatdsaim soran is megoldast kerestiink a mikroRNS kombinéciok alkalmazéséaval.

A mikroRNS-ek szertedgazd hatasaira példa a sejtciklus, -differencialodas,
sejtproliferacio, hormontermelés és apoptdzis szabalyozasa, tovabba szerepet jatszanak a
vérképzésben ¢és az egyedfejlédésben, illetve megvaltozott expressziojuk révén

hozzajarulnak daganatok, autoimmun- és érrendszeri betegségek kialakulasahoz [86]. A
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mikroRNS-ek fentebb mar emlitett szovetspecifikus kifejezodésésnek eredményeképpen
a kiilonbozé szovetekben eltéré mikroRNS-profil jon 1étre az emberi szervezetben.
Patogenetikai jelentéségiiket alatamasztja az a tény, hogy mig egy mikroRNS egy adott
sejtben betolthet aktivald vagy épp csendesitdé funkciot, lehetséges, hogy egy masik
sejtben épp az elébbivel ellentétes vagy eltérd iranya hatast fejt ki [62]. Ennek okéan
tumorbiologiai szempontbdl ugyanaz a mMIKroRNS az egyik szovetben tumor
szuppresszor, addig a masik szovetben onkogén funkcidkat is betdlthet. Az onkogén
mikroRNS-ek (oncomiR) segitik a daganat progresszidjat az értjdonképzodésen-,
proliferacion keresztiill vagy csokkentik a tumor szuppresszorok hatisat. A
tumorszuppresszor mikroRNS-ek a sejtdifferenciaciohoz és apoptosishoz jarulnak hozza.
Példaul, mig a hsa-miR-24 kolorektalis daganatokban csokkent kifejez6dést mutat, addig
hepatocellularis karcinomaban feliilexpresszié figyelheté meg [87,88]. Daganatokban az

onkogének legtobbszor feliilexpresszaltak, mig a tumorszuppresszorok alulexpresszaltak.

A szoveti mikroRNS-ek a kodold RNS-eknél mutatott hosszabb felezési idejiik és
stabilitasuk révén kivaloan vizsgalhatoak formalinnal fixalt, paraffinba agyazott
szovetmintakon is (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE), amely lehet6vé teszi az
egyébként ritka mellékvesekéreg karcindma minél nagyobb szamu archivalt

szovetmintain torténd méréseit is [89,90].

1.3.1.3 A mikroRNS-ek mellékvesekéreg daganatokban betdltott szerepe

A mellékvesekéreg daganataiban, azon belil is a mellékvesekéreg karcinoma
patogenezisében tortént elérelépések ellenére, még mindig messze vagyunk attol, hogy
tiszta képiink legyen az ACC kifejlédésében szerepet jatszé mechanizmusokrél. Szamos
molekularis mechanizmus eseményeit hoztdk mar Osszefiiggésbe az ACC
tumorigenezisével [91]. Példaul a TP53 (tumor protein p53) gén csirasejtes és szomatikus
mutacioi [92,93], a Wnt/B-catenin aktivalodasa a szomatikus CTNNBL (catenin béta 1)
mutacion keresztil [94], IGF-2 [95,96] és SF1 (szteroidogenikus faktor-1) gének
feliilexpresszidja [97], valamint mutaciok az mismatch javité génekben mind az ACC
kialakulasahoz kapcsoldédnak [31]. A korabban felsoroltakbol csak az IGF-2 hozhato

Osszefliggésbe az ACC kialakulasaban szerepet jatszo mikroRNS szabalyozassal. Ismert,
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hogy az IGF-2 gén ACC-ben feliilexpresszalodik és a képzodott fehérje kotodik az
inzulinszeri novekedési faktor receptor 1-hez (IGF-1R), amely atvonal aktivaciojat egy
kulcstényezének tartjak az ACC kialakulasaban [98]. A hsa-miR-483-5p és hsa-miR-483-
felillexpresszigjat ACC-ben adenomakhoz képest az IGF-2 feliilexpresszidjaval
egyetemben [99-104] Masrészt, az ACC-ben leginkabb alulexpressziot mutato hsa-miR-
99a és hsa-miR-100 képesek kotédni az IGF-1R és mTOR (mammalian target of
rapamycin) mMRNS-hez, ezaltal szabalyozva ezen fehérjék kifejez6dését, habar a hsa-miR-
100 alulexpressziojat nem tudtak Gsszefliggésbe hozni IGF-1R expresszidjaval ACC-ben
[105,106].

Szamos cink ujj doménnel rendelkez6 fehérjét irtak mar le az altalanos tumorprogresszié
kapcsan [107]. A cink ujj fehérje 367 (ZNF367) hatassal van a sejtadhéziora, invaziora,
migraciora, adhéziora és kimutattak felillexpresszalodasat ACC-ben az ACA-hoz képest,
illetve negativ korrelaciot sikeriilt igazolni a ZNF367 fehérje és hsa-miR-195 ko6zott
[108]. A LIN28A jelentds feliilexpressziojat figyelték meg ACC-ben a mellékvesekéreg
adenomahoz képest, illetve érdekes modon agressziv ACC-ben a nem agressziv formahoz
képest a LIN28 fehérje expresszidja alacsonynak bizonyult, mig ennek a fehérjének egy
negativ szabalyozoja, a hsa-miR-9 feliilexpresszalodott [109]. A hsa-miR-9 er6s

crer

ACC-ben ACA-hoz képest [109].

A DICER1 szabalyozési zavara, amely a mikroRNS érés egyik f0 enzime, szintén
megfigyelheté szamos kiilonféle daganatos megbetegedésben [110,111]. A hsa-miR-
103/miR-107 csaladrol kimutattak, hogy szabalyozza a DICER1 kifejezodését [112]. A
DICERL1 szignifikansan taltermelddik ACC-ben az ACA-hoz képest, ezen felil a
DICER1 alacsony expresszioja rossz tuléléssel jar, illetve prognosztikai tényezdként
szolgalhat lokalis recidiva vagy metasztazisok esetében, mig a hsa-miR-107

feliilexpressziojat mutattak ki ACC-ben ACA-hoz képest [113].

Kutatocsoportunk  elsé  mikroRNS  expresszioval  foglalkozd  vizsgélataiban
szignifikansan eltéréen expresszalodott mikroRNS-eket talaltunk ACC-ben az ACA-hoz
¢és a normal mellékveséhez képest, beleértve a feliillexpresszalt hsa-miR-503-at, a hsa-
miR-184-et, a hsa-miR-210-et, a hsa-miR-214-et, a hsa-miR-375-6t és a hsa-miR-511-¢t.

23



Ezen mikroRNS-ek komplex utvonal analizise sejtciklus karosodast mutatott ki a G2/M
ellenérzéponton ACC-ben [114,115].

ACC ¢és ACA kozott szignifikansan eltérd kifejezodést mutattak ki a hsa-miR-139, hsa-
miR-335 és hsa-miR-675 esetében, amelyek Gtvonalelemzése alapjan kideriilt célpontjaik
kozott cink ujj fehérjék szerepelnek [116]. A hsa-miR-205 alulexpresszidjat is leirtak
ACC-ben az ACA-val 6sszehasonlitva [117]. A hsa-miR-205 funkcioi k6zott szerepel az
apoptozis indukcidja, proliferacio gatldsa sejttenyészetben (SW-13 mellékvesekéreg
karcindbma sejtvonal) és az in vivo tumorndvekedést is gatolja, ami e mikroRNS
tumorszuppresszor szerepére utal [117]. A célpont predikcids vizsgalatok a Bcl-2-t (B-
sejtes limfoma 2) tarta fel a hsa-miR-205 potencialis célpontjaként, az SW-13 sejtekben,
pedig negativ korrelacio volt megfigyelheté a mikroRNS és a Bcl-2 expresszidja kozott
[117]. A hsa-miR-205 ezért potencialisan képes gatolni a tumor progressziojat ACC-ben

a Bcl-2 gatlasan keresztiil.

1.3.2. A cirkularis RNS-ek

Egy masik, altalunk vizsgalt és az epigenetikai szabalyozasban részt vevo — szintén foként
poszttranszkripcionalis szinten — nem-kodold RNS-ek kozé tartozé molekula a cirkularis
RNS (circRNS). Neviiket a kovalens kotéssel bezart, ,cirkularizalt” alakjuknak
koszonhetik. Nem linedris szerkezetiik miatt sokaig ,,0sszekeveredett exonoknak”
(,,scrambled exons”), érdemi bioldgiai hatas nélkiili melléektermékeknek tekintették Oket
[118,119]. Kimutatasuk a linearis RNS-ekhez képest Osszetettebb, specialis

laboratoriumi- és bioinformatikai feldolgozast tesz sziikségessé.

1.3.2.1. A cirkularis RNS-ek képzddése

Az aktiv gének mintegy 5-20%-a képes circRNS expressziora [120]. Az RNS-ek
cirkularizdlédasa a leggyakrabban a spliceosoméan keresztiill megy végbe (RNS és
fehérjék szupramolekularis komplexe) a pre-mRNS-b6él az RNS-polimeraz-11 (RNAPII)
¢s a hordozo6 gének segitségével [121]. A circRNS-ek a még nem teljesen érett, intronokat

IS tartalmazd6 pre-mRNS-b6l képzddnek egy ,backsplicing”-nak nevezett
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cirkularizalédasi mechanizmussal, melynek soran a 3°-vég és az 5’-vég kozott kovalens
kotés jon 1étre [122]. A circRNS szintézise kiillonb6z6 endogén és exogén hatasokra némi
latenciaval (napok, hetek) képes fokozott vagy csokkent kifejezédést mutatni és
expresszidjanak mértéke eltér az azonos lokuszon kodolt linearis RNS-ét6l [122]. Ez
azzal magyarazhat6, hogy a circRNS-ek képzddése nem a tars mRNS (azonos génrdl
atir6do, rokon mRNS) kifejezédésének mértékével all osszefliggésben, hanem alapvetden
az intron szerkezete hatdrozza meg (reverz, repetitiv komplementer szekvenciak) a
backsplicing gyakorisagat, emellett nem csupan donor ¢és akceptor véletlenszeru
fuzidjarol, hanem kiilonbozo szabalyozd mechanizmusok 6sszjatékarol van szo [123]. A
circRNS-eknek nincs poly(A)-farkuk, 5'-sapkajuk és szabad végzodésiik, s ezen
tulajdonsagok és az RNaz R-rel (3'-5' exonukleaz) szembeni rezisztencia miatt a felezési
idejiik 2—10-szer hosszabb (48 ora <) linearis mRNS tarsaikénal, illetve kimutatasuk ezért
az RNaz R elékezelésre épiil [123,124]. Azonban a transzkripcios végtermékek csupan
egy Kis része CircRNS a linearis tarsaikhoz képest [125]. Egy példaval megvilagitva e
komplex folyamatot, ismert, hogy a vérlemezkékben az exonukleazokra rezisztens
CircRNS-ek relativ tobbsége jon létre, azaltal, hogy a vérlemezkék érésiik soran
sejtmagjukat, ezzel egyiitt tovabbi transzkripcids potencialjukat elvesztik, ami a rovidebb
¢életi mRNS-ek relativ hianyahoz vezet [126]. A vérlemezkéken kiviil még a neuronokban
1s egészen magas circRNS szintet figyeltek meg, aminek oka jelenleg még nem teljesen
tisztazott [125,126]. Emellett a circRNS-ek 90%-a sejtenként csak 1-10
molekulapéldanybdl 4all (az mRNS-ek medidnja 17 molekula/sejt), mindazonaltal
sejtenként atlagosan 25 000 izoforma mennyiséget ér el [127]. Méretiikket tekintve
atlagosan 547 nukleotidbol allnak, s ez megfelel a ténynek, miszerint atlagosan 1-5 exont

tartalmaznak, amelyek kortilbeliil 20200 nukleotid hosszuak [127-131].

1.3.2.2. A cirkularis RNS-ek funkcioja

A splicing mechanizmustol fliggden dsszességében harom osztalyat kiillonboztetjiik meg
a circRNS-eknek, amelyek kiilonboz6 lokalizaciokban fejtik ki hatasaikat. A nuklearis
lokalizacioji 2'-5" CircRNS-t, amely csak intronokat tartalmaz (ciRNS); a szintén
nuklearis lokalizacioju, 3'-5' exon-intron szekvenciakat tartalmazé EICIRNS-t és a

leggyakoribb citoplazmatikus lokalizacioja 3'-5' exonalis circRNS-t [132]. A circRNS-

25



eket szovet-, fejlodés- és tumorspecifikus expresszio jellemzi [128]. A colorectalis rak,
hepatocellularis rak, tiidérak, glioma, osteosarcoma, valamint hematologiai és egyéb
tumorok kialakuldsaban irtak le szerepét [133]. Részt vesznek a normalis idegi miikodés
szabalyozasban, a velesziiletett immunitasban és a sejtproliferacioban [128]. Hatasukat
kétféleképpen fejtik ki. A circRNS-ek kialakuldsa mar dnmagaban, a transzkripcios
enzimekért valdo kompeticid révén is modositja a tars mRNS-ek expressziojat, hiszen
egyazon lokuszrol fejezddnek ki, masrészt a kialakult termékek transzregulacios
képességgel birnak. A CircRNS-ek transzregulacids hatasait emberben négyféleképpen
fejtik Kki: 1) a mikroRNS-ek ,,szivacsként” vald megkotésével a kodolo RNS-eket
felszabaditjak a lebomlastol, utat engednek transzlaciojuknak; 1) fehérjékhez kotédve
gatoljak a riboszoma bioszintézissel és -transzlacioval kapcsolatos reakciokat; 111)
ek képesek vazként szolgalni két vagy tobb fehérje enzimatikus reakcidjahoz, illetve
képesek megfeleld 10kuszhoz asszocialva transzkripcios faktorokat is kotni [133]. Egy
friss tanulmany alapjan sokkal gyakoribb a circRNS-ek transzlacioja, mint azt el6tte
feltételezték, azonban ennek jelentdsége még tisztazasra var [134]. Mas circRNS-ek
pedig pszeudogének (olyan nukleotidszekvencidk, amelyek csak latszolag kodolnak egy

génterméket, de az vagy funkcioképtelen, vagy ki sem fejezddik) forrasai lehetnek [135].

1.3.2.3. A cirkuléaris RNS-ek daganatokban betdltott szerepe

A cirkularis RNS-ek tumorbioldgiai jelentdsége kettds. Egyrészt, a CircRNS-ek
potencialisan egy 1j, szoveti vagy akar a vérben keringd biomarkerként szolgalhatnak az
egyéb biomolekuldkhoz, mint példaul a linearis RNS-ekhez vagy peptidekhez
viszonyitott nagyfokt stabilitdsa folytdn — mindez pedig egy kiilonosen relevans
paraméternek tlinik. Mdasrészt, szamtalan circRNS vesz részt a kiilonboz6é tumorképzd
folyamatokban, példaul a circHIPK a tumorigenezisben jelents szerepet jatszo
mikroRNS-ek [136], szivacsként valdo megkdtése révén colorectalis-, hepatocellularis-,
vese-, hugyholyag-, prosztata-, mell- és gyomorrakban jatszik Szerepet, mig a
hsa_circ_0004277 igéretes diagnosztikai marker és terapias célpont az akut myeloid
leukaemiaban [137-139].
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A circRNS-ek ,,szivacsként” képesek megkotni a miRNS-eket, ezzel az epigenetikai
modositassal egyfajta endogén RNS-kompeticiot hoznak 1étre [133]. Eddig csak néhany,
mikroRNS-hez tobb ko6téhellyel is rendelkezé circRNS-t fedeztek fel, és a legtobb
CircRNS valoszintileg egyéb funkciokat is ellat, mint a mikroRNS-ek szabalyozasa [131].
Sok circRNS tartalmaz egyetlen, vagy csak néhany mikroRNS-kot6 helyet, néhany pedig
tobb mikroRNS-t, vagy akar teljes mikroRNS-csaladot is szabalyoz. Kimutattak példaul,
hogy a CCDC66 génbdl szarmazd circRNS sokkal tobb kotOhelyet tartalmaz az
onkogéneket célzdo mikroRNS-ek részére, mint maguk a tumor szuppresszor gének, a
circFoxo3 pedig tobb mikroRNS kotéhelyet is tartalmaz a linearis Foxo3 transzkriptumot
megcélzo mikroRNS-ek szamara, igy felszabaditja azt a mikroRNS-fiiggé degradaciotol
[140,141]. Az RNS kompeticio egyik legszéleskoriibben tanulmanyozott tagja a ciRS-7,
amely relative magas kifejez6dési rataval és stabilitassal bir, és képes szupprimalni a hsa-
miR-7-et, ezaltal novelve a hsa-miR-7 célgének expresszidjat. Tekintettel arra, hogy a
hsa-miR-7 kozvetleniil onkogének (példaul EGFR, PIK3CD , IRS1 és 2, Rafl, Pakl,
Ackl) expresszidjat géatolja, az elobbi folyamat hatdsaként hozzdjarul a
tumorprogressziohoz (2. abra) [142]. A circPVT1 egy olyan circRNS, amely szamos
tumorszuppresszor mikroRNS-t, koztiik a let-7b-t is képes megkdtni, amely mikroRNS-
csalad differencidlt expresszidjat mar tobb tanulmény is kimutatta mellékvesekéreg
tumorokban, koztiik a kutatocsoportunk is [143—-145]. Azt is meg kell emliteni, hogy egy
mikroRNS circRNS-hez val6 kotédése nem mindig eredményezi a mikroRNS gatlasat. A
CiRS-7 esetében példaul a hsa-miR-671-hez kotédve AGO2-fiiggé modon hasad, ezaltal
felszabaditva a megkotott hsa-miR-7-et [146]. fgy elképzelhetd, hogy a mikroRNS-kotd
helyekkel rendelkez6 circRNS-ek mikroRNS-ek rezervoarjaként miikodnek, vagy épp

elosegitik a mikroRNS szallitasat.
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A cirkularis RNS-ek mikroRNS ,szivacs” funkcidja

miR-7
P iR-
onkogén mRNS (pl. EGFR) 2 H'R Z
miR-
miR-7 miR-7 miR-7 miR-7 AT miR-7
A miR-7 onkogének kifejez6dését gatolja A ciRS-7 gatoljaa miR-7-et

2. abra: A CiRS-7 jelenlétében a miR-7 nem képes gatolni pl. az onkogének kifejezodését,
ezaltal fejtve ki onkogén hatasat [147]. Nyil: a miR-7 egyensulyi allapotanak eltolodasa

aktiv (balra), illetve passziv (jobbra) iranyba.

A circRNS-ek egy csoportja képes RNS-koté fehérjékhez is asszocialni. Koziilik a
legalaposabban tanulmanyozott az in. MBL fehérje (manndz-koté fehérje), amely az mbl
lokuszrol szarmazik és a CircRNS-hez torténé kotddés hatasara nem képes egyéb
targetekhez kotédni [122]. Az MBL fehérje kotddni tud a cirkularis exont koriilvevo
intronokhoz ¢€s eldsegiti annak biogenezisét, ezért része lehet egy autoregulacids kornek:
ha a fehérje feleslegben van, a circRNS biogenezis eldsegitésével csokkentheti sajat
mRNS termelését. Egy masik, tumorigenezisben is feltételezhetGen szerepet jatszo
CircRNS a PABPN1 génrdl kifejez6dé circPABPN1 HuR RNS-koté fehérjéhez valo
kotédése [148]. A HUR a PABPN1 mRNS-hez ko6tédik és fokozza annak transzlaciojat,
igy a circPABPN1 kiterjedt kotddése HuR-hoz megakadalyozza a HuR kotddését a
csak feltételezhetd, hogy a circPABPN1 szerepet jatszik a tumorigenezisben, mivel a HUR
szamos tumorszuppresszor és tumorigenezissel is kapcsolatos génbdl szarmazé mRNS-t
is megcéloz, mint példaul a TP53, VHL, MYC, HIF1A ¢és BCL2 [148]. Ezenkiviil a HuR
mikroRNS szabalyozo funkcidit is leirtak mar, beleértve a kutatocsoportunk altal is

vizsgalt altalanos tumorszuppresszor mikroRNS-t, a hsa-miR-7-et [149,150].
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Az enzimek és szubsztratjaik kotohelyeit tartalmazo circRNS-ek valdszintileg egyfajta
vazként is miikodnek, elésegitve a két vagy tobb fehérje kozotti interakciot. A legjobban
tanulmanyozott példa a circFoxo3, amely kotéhelyekkel rendelkezik az egér double-
minute 2 (MDM2) ¢és a p53 szamara [151]. Ezen kot6helyek mutacioja vagy a circRNS
kiiitése a pS3 MDM2 antitesttel vald kisebb mértékli lehuzasat eredményezte, és vice
versa, alatamasztva azt az elképzelést, hogy a circFoxo3 fehérjevazként mitkddhet [151].
Tovabba kimutattak, hogy a circFoxo3 eldsegitette a p53 MDM2 kozvetitette
ubikvitinaciojat, amely ennek kovetkeztében a proteaszéma altal lebomlik [151]. A
CircRNS-ek mar emlitett hosszu féléletideje elésegiti a fehérjevazként betoltott

szerepiiket és a jovOben valdszindsitik tobb ilyen circRNS felfedezését [133].

Ugyan a legtobb circRNS — a mikroRNS-ekhez hasonldan — a citoplazmaban fejti Ki
hatasait néhany circRNS azonban bennmarad a sejtmagban, ahol szabalyozhatjak a
transzkripciot vagy eldsegithetik az alternativ splicinget. Kimutattak, hogy az exon-intron
CircRNS-ek az RNS polimeraz 1lI-h6z kapcsolodnak, és eldsegitik a sajat génjeik
transzkripcidjat az Ul snRNP-vel valo kélcsonhatas révén (3. abra) [152]. A cirkularis
¢s linedris splicing kozotti egyensuly megzavarasa elOsegitheti az onkogének és a tumor
szuppresszor gének aberrans expresszidjat, jelenleg azoban nem ismert, hogy az exon-

intron circRNS-ek deregulalodnak-e a tumoros folyamatokban.
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Az EIciRNS-ek transzkripcidra kifejtett hatasai

U1 snRNS Feed -forward hurok

Hordozogen

WIN/II'H—JHIII

Pollmerazll

mRNS

3. abra: Az EICIRNS-¢k a sajat kifejezédésiiket novelve feed-forward hurkot (hossza nyil)
hoznak Iétre, illetve novelik a hordozd gén mRNS kifejezodését is [147]. Rovid nyil:

transzkripci6 folyamata.

Bar a circRNS-ek altalaban nem kodolnak fehérjét, azonban a specifikus circRNS-ek,
beleértve a circ-ZNF609-et és a circMbl-t, belsé riboszoéma belépési helyeket (internal
ribosome entry site, IRES) tartalmaznak és transzlacion mehetnek keresztiil [153,154]. A
CircRNS-ek olyan nagyobb fehérjéket is kodolhatnak, amelyek funkcionalis jelentdséggel
birnak a rak esetében, erre példa a CircARHGAP35-bdl és a circMAPK1-bdl eldallitott
onkogén fehérjék [155,156]. Szamos circRNS, koztik az E-cadherin génbdl (CDH1)
szarmazo, circ-E-Cad is egyedi peptideket kodol, amelyek potencialisan funkcionalis

jelentéséggel birnak daganatos elvaltozasban [157].

2. Célkitiizések
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A mellékvesekéreg adenoma és karcindma szovettani differencidldiagnoézisa nehéz és
nagy szakértelmet igényel, ezért a mellékvese daganatok megkiilonboztetésére tett
intézkedések kiemelkedd jelentdséggel birnak. Szamos szerv jo- és rosszindulata
daganatainak differencialdiagnozisaban hasznosnak bizonyult mikroRNS-ek mellett, az
egyre inkabb a tumorkutatas figyelmébe keriil6 cirkularis RNS-ek is potencialisan és
jelentdsen hozzdjarulhatnak a mellékvesekéreg tumorok pre- ¢és posztoperativ
diagnozisanak felallitasahoz. Tanulmanyok egész sora mar leirta a mikroRNS-ek
mellékvesekéreg daganatok  differencidldiagnosztikajaban  valdé  alkalmazasanak
lehetdségét. A CircRNS-cket szamos szerv jo- ¢és rosszindulati daganatainak
differencialdiagnozisanak potencialisan hasznos kiegészitdjeként tartjdk szamon, de

kifejezddésiiket mellékvesekéreg daganatokban eddig még nem vizsgéltak.

Kiterjedt szakirodalmi elemzés alapjan tobb mikroRNS is alkalmas lehet potencidlisan az
ACC ¢s az ACA eclkiilonité korisméjében magas szenzitivitasi és specificitasi értékei
alapjan. A kiilonb6z0 kutatocsoportok eredményei kozott azonban tobb kiilonbség is van,
¢s a mikroRNS-ek kombinacigja, ill. mesterséges intelligencia hasznéalata segithet

klinikailag alkalmazhat6 biomarkerek azonositasaban.

A mikroRNS-ek mellett a nem kodold RNS-ek koz¢é tartozo cirkularis RNS-ek vizsgalata

képezte kutatdsom masik {6 iranyat.

Doktori kutatasaim soran célunk volt a mellékvesekéreg jo- és rosszindulata daganatainak

szoveti elkiilonitésének segitése céljabol:

1. Mesterséges intelligencia segitségével a mar szakirodalomban leirt, RT-qPCR-rel
kvantifikalt mikroRNS-ek olyan 10j kombinacidinak azonositasa, amelyek
segitségével a mellékvesekéreg-daganatok szovetmintdinak jo-  vagy
rosszindulatiisaga elkiilonitésére alkalmas biomarkerek alapjaul szolgalhatnak.

2. Cirkularis RNS-ek kifejez6désének vizsgalata tjgeneracios szekvenalassal
mellékvesekéreg daganatokbol, majd a jo- és rosszindulati daganatok kozott
eltérd kifejezodést mutatod cirkularis RNS-ek azonositasa. Tudomasunk szerint a
cirkularis RNS-ek expresszios profiljat mellékvesekéreg daganatokban eddig nem

vizsgaltak.
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3. Mobdszerek

3.1 Mintak, betegadatok

Kutatdsom soran Osszesen 73 formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) mintat
vizsgaltam, ebbdl a mikroRNS kisérletekhez 31 ACC, 32 ACA ¢és 10 normalis
mellékveseszovet (normal adrenal cortex, NAC) eloszlasban, mig 50 FFPE mintat 18
ACC, 16 ACA ¢és 16 NAC eloszlasban a circRNS méréseim soran. Mig a mikroRNS
vizsgalatba 6sszesen 52 n6tdl és 21 férfit6l keriilt minta feldolgozasra, addig a circRNS
vizsgalatokba 35 né és 15 férfi mintajat vontunk be. A NAC mintdk teljes
veseeltavolitason atesett paciensekbdl szarmaztak (mikroRNS vizsgalatok: nd: 5; férfi: 5;
atlagéletkor: 36,2 és 55,8 ebben a sorrendben és circRNS vizsgalatok: nd: 9; férfi: 7,
atlagéletkor: 40,3 és 51,1 ebben a sorrendben). A NAC mintak a kivalasztott mikroRNS-
ek expresszidjanak a normadlis-, joindulata- és rosszindulati mellékvesekéreg
szovetekben kvantifikalt kiilonbségek megallapitasanak, illetve az ép mellékvesekéregre
is kiterjedd circRNS profilozas céljabol keriiltek be a vizsgalatba. A szovettani mintak a
Semmelweis Egyetem I. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetébdl, illetve a
Patologiai, Igazsagiigyi és Biztositasi Orvostani Intézetbdl szdrmaztak. Minden FFPE
mintat mellékvese szakértd patologus ellendrzott. Valamennyi eset szovettani diagnozisa
a legfrissebb protokollok szerint tortént. Az FFPE blokkok csak az érdeklddési tertiletnek

(region of interest, ROI) megfeleld részei keriiltek izolalasra.

1. tablazat: A vizsgalataimba bevont ACC és ACA mintakhoz tartozé betegadatok és
tumorjellemzok [149]. ACC: adrenocorticalis carcinoma, ACA: adrenocorticalis
adenoma, N: né, F: férfi, ENS@T: European Network for the Study of Adrenal Tumors,
NF: nem funkcionaldo, NA: nincs adat, DOC: deoxikortikoszteron, DHEAS:

dehidroepiandroszteron-szulfat és életkor a tumor eltavolitasakor.

Tumor .
Tlgmor Nem Eletkor méret Ki-67 E',\IS.AT Hormonaktivitas
tipus (%) stadium
(mm)
1 ACA N 32 36 - - Kortizol
2 ACA N 40 43 - - Kortizol
3 ACA N 62 50 - - Kortizol
4 ACA N 74 20 - - NF
5 ACA N 51 25 - - Kortizol
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34
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58
73
39
53
46
63
46
45
68
64
39
32
72
31
72
78
45
39
50
60
49
34
46
50
62
69
71
47
53
70
75
71
46
33

15
25
45
35
45
65
100
150
200

60

75
65
85
62

100
25
25
30
50
38
25
35
40
25
43
45
30
35
52
32
25
25
57
30
57
30
18

140
80

120
75

100

200

190

NA
1-15
10

2-5
30
30-40
5-10

NA

20-25
40-50
20
40-50
25
43
NA

NF
Kortizol
Kortizol
Kortizol

NF
Kortizol

NF

DOC

NF

DOC, Kortizol,
Osztradiol

Kortizol
NF
NF
NF

Kortizol
NF

Kortizol

Kortizol
NF

Kortizol

Kortizol

Kortizol
NF

Kortizol
NF

DHEAS

Kortizol
NF

Kortizol
NF

Kortizol
NF
NF
NF

Kortizol
NF

Kortizol
NF

Kortizol, androgén
NF

Kortizol
NF
NF

Kortizol, DHEAS
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC

mZ2 2 1M Z2mm2Z2 22 T2 2 T

43
56
72
62
17
49
61
61
79
55
48
62
55
48

120
65
95

160

110
40
80

100

120
75
61
60
55

NA

NA
20-40
20-30

20-25
NA
20-30
NA
10
20-25
130
40-50
25
NA

NF
NF
Kortizol
Kortizol
NF
NF
Kortizol
NF
Kortizol, DHEAS
Kortizol
Kortizol
Kortizol
NF
NF

Valamennyi kisérletet a vonatkoz6 iranyelveknek és eldirasoknak megfelelden végeztiik,

¢s az ¢érintett betegek tajékozott beleegyezését is megkaptuk. A vizsgélatokat a Magyar

Egészségligyi Tudomédnyos Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT-

TUKEB) jovahagyta (engedélyek szama: 24441-2/2016/EKU és 56720-2/2018/EKU).

3.2. mikroRNS kombinéciok vizsgalata mesterséges intelligencia segitségével

mellékvesekéreg adenomdban és carcinomaban

3.2.1. A j6- és rosszindulatu mellékvesetumorokban szignifikansan eltérd expresszidju

mikroRNS-ek szakirodalmi kutatdsa

Irodalomkutatast a PubMed adatbazisédban (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) végeztem

a kovetkezd keresdszavak hasznalataval: adrenocortical karcinoma; adrenocortical

cancer; adrenal cancer; adrenal tumor; and microRNA. Kizardlag eredeti cikkek keriiltek

bevalogatasra. A legtobb vizsgalt mikroRNS szignifikansan differencialt expressziot

mutatott tobb tanulméanyban is. 16 szignifikdnsan differencidlt expresszidot mutatod

mikroRNS kertiilt bevalasztasra (2. tablazat).
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2. tablazat: A szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott, feliil- és alulexpresszalt

mikroRNS-ek [149].

Expresszio ACC-ben mikroRNS Referencia
Feliilexpresszalt hsa-miR-7, hsa-miR-9, [22,109,149,158-172]
hsa-miR-21, hsa-miR-210,
hsa-miR-483-3p, hsa-miR-
483-5p, hsa-miR-503, hsa-

miR-508
Alulexpresszalt hsa-miR-195, hsa-miR- [22,116,117,149,158—
205, hsa-miR-214, hsa- 161,163,165,173-178]

miR-335, hsa-miR-375,
hsa-miR-431, hsa-miR-
497, hsa-miR-511

3.2.2. Mintafeldolgozas és mikroRNS izolalas szovetbol

A teljes RNS izolalashoz a RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE
(katalogusszam: AMI1975, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) Kkitet
miR-39-3p-t alkalmaztam, mint az izolalas mindségének ellendrzésére szolgalo ,,spike-
in” kontroll a miRCURY LNA RNA Spike-in Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag,
katalogusszam: 339390) protokollja szerint, a nukleinsav izolalas 1épése elott hozzdadva.
A kiindulasi FFPE metszetek vastagsdga 4x20um volt. A deparaffinalshoz a gyartod
protokollja szterint xilolt hasznaltunk. Az eliciés végvolumen 60 upL volt. A
végkoncentracidt tekintve Osszesen 10 nanogramm teljes RNS-re volt sziikség 15
mikroliterben a reverz transzkripcio elvégzéséhez. A teljes RNS koncentraciomérések
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és
Qubit 4 Fluorometer with Qubit™ hsRNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) segitségével az izolalas utan lettek végrehajtva. Tovabbi
felhasznalasig a teljes RNS-t —80°C-on taroltam.
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3.2.3. Szoveti mikroRNS mérés RT-qPCR mddszerrel

A mikroRNS-ek szdveti expresszidjanak mérésé¢hez kétlépcsés Real Time kvantitativ
Polimeraz Léncreakciot (RT-qPCR) hasznaltam. Valamennyi mintat kiilon-kiilon
reakcioban mértem le az egyes mikroRNS célpontokra nézve. Tiz nanogramm teljes RNS

izolatumot hasznaltam fel az egyedi reverz transzkripcioés (RT) reakciokhoz.

Elsoként, a TagMan miRNA Reverse Transcription Kit a hozza tartozo egyedi TagMan
MIiRNA Assay primer mixekkel (katalogusszam: 4427975, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) keriiltek alkalmazasra az RT reakcié végrehajtasahoz a teljes RNS
izolatumon. Lemértem a hsa-miR-7 (ID: 000386), hsa-miR-9 (ID:000583), hsa-miR-21
(ID: 000397), hsa-miR-195 (ID: 000494), hsa-miR-205 (ID: 000509), hsa-miR-210 (ID:
000512), hsa-miR-214 (ID: 002306), hsa-miR-335 (ID: 000546), hsa-miR-375
(ID:000564), hsa-miR-431 (ID: 001979), hsa-miR-483-3p (ID: 002339), hsa-miR-483-5p
(ID: 002338), hsa-miR-497 (ID: 001043), hsa-miR-503 (ID: 001048), hsa-miR-508 (ID:
001052), és hsa-miR-511 (ID: 001111) mikroRNS-ek szoveti expresszidjat az intrinsic
RNUA48 (ID: 001006) és az extrinsic syn-cel-miR-39 (ID: 000200) kontroll segitségével.

A mennyiségi meghatarozashoz TagMan Fast Advanced Master Mix-et hasznaltam
(catalog number: 4444963, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) az egyedi
mikroRNS-eknek megfelelé proba mixek segitségével a gyartd protokollja szerint a
Quantstudio 7 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) gépen. A negativ kontroll reakciokat cDNS templat nélkiil allitottam, illetve az
Osszes reakciot harom technikai parhuzamossal allitottam dssze. A mérésekhez 0,67 puL

higitatlan cDNS-t hasznaltam.

A mikroRNS panel expresszidjanak felfedezdé kohorszon vald elemzése utan a legjobban
teljesitd kombinaciokat elemeztem szintén RT-qPCR segitségével egy fliggetlen
validacios kohorszon. Legjobban teljesité kombinacidknak tekintettiik a 90% feletti
osztalyozoképességli mikroRNS kombinaciokat. A 90%-os osztalyozdképességll
mikroRNS kombindcidkba azon modellek keriiltek, amelyek az 1000 iteracid soran
legalabb 50%-ban helyesnek értékelték a minta bioldgiai viselkedését. A legjobban

teljesité mikroRNS-ek tovabb szelektalt validacids csoportja a kovetkezOképpen alakult:
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hsa-miR-9 (ID: 000583), hsa-miR-195 (ID: 000494), hsa-miR-210 (ID: 000512), hsa-
miR-375 (ID: 000564), hsa-miR-483-3p (ID: 002339), hsa-miR-483-5p (1D:002338), hsa-
miR-497 (ID: 001043), hsa-miR-503 (ID: 001048), and hsa-miR-508 (ID: 001052).

3.2.4. Biostatisztikai elemzés

3.2.4.1. A mikroRNS panelek létrehozéasa

A statisztikai analizist a 4.1.1 verzigju R for Windows (R Foundation for Statistical
Computing, 2021, Bécs, Ausztria) programmal végeztiik. A mikroRNS-ek normalizalasa
AACt médszerrel tortént, mely folyamat soran az intrinsic ,,haztartasi gén” (RNU48) és az
extrinsic syn-cel-miR-39 geometriai atlaga szolgalt kontrollként (R csomag NormgPCR).
A Ct értéket 40 ciklus alatt nem mutatd, alulexpresszalt mikroRNS-eket Kizartuk. Az
ACC vs. ACA csoportbesorolasban kiemelked6 szerepet jatsz6 mikroRNS-ek sorrendje
a random forest modszerrel hataroztuk meg az ,,atlagos pontossagcsokkenés” (R csomag
randomForest) fontossdgi mérdszdmmal, amelyet a szakirodalomban mar leirt
Osszefliggések megerdsitésére hasznaltunk [179]. A mintak automatikus ACC vagy ACA
csoportokba sorolasanak lehetdségét gépi tanulason alapuldé modszerekkel teszteltiik (R
packages nnet and caret) [180,181]. A lehetséges mikroRNS-kombinacidk osztalyozasi
hatékonysagat neurdlis halozat alapt, 90-10%-os véletlenszeri tanuld-teszteld
keresztvalidacioval vizsgaltuk, amely 10-10-10 ismert ACC, ACA és NAC mintabol allt.
Rejtett rétegli neuralis halozaton alapulo statisztikai modellt készitettiink, amely
véletlenszertien kivalasztott 9-9-9 mintat csoportonként a 10-10-10 szdvettani mintabol
(tanulo adatsor). A modell osztalyozasi hatékonysagat a fennmaradd 1-1-1 mintan
teszteltiik (tesztel6 adatsor). Ennek a 1épésnek 1000 alkalommal torténé megismétlésével
meg tudtuk hatarozni azokat a mikroRNS kombinacidkat, amelyek kiemelkedden magas
specificitds és szenzitivitas értékekkel rendelkeztek a csoportbesorolast illetden. Az
elemzést is elvégeztik a 30 mintan mindharom csoportbol, illetve a 20 jo- és
rosszindulati mellékvese daganat mintdn 6nmagéban is. A huszonnégy modell koziil a
legalabb 90%-0s osztalyozasi képességgel rendelkezé kombinaciokat valasztottuk ki a

gépi tanulason alapuld osztalyozas validalasara (3. tablazat).
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3. tablazat: A wvalidacios kohorszban hasznalt 24 mikroRNS kombinacios modellek

Osszetétele [149].

Kombinacios modell szama mMikroRNS kombinacié
1 hsa-miR-9 + hsa-miR-375
2 hsa-miR-9 + hsa-miR-503
3 hsa-miR-375 + hsa-miR-503
4 hsa-miR-210 + hsa-miR-503
5 hsa-miR-375 + hsa-miR-497
6 hsa-miR-483-3p + hsa-miR-503
7 hsa-miR-503 + hsa-miR-508
8 hsa-miR-195 + hsa-miR-503 + hsa-miR-508
9 hsa-miR-195 + hsa-miR-210 + hsa-miR-503
10 hsa-miR-9 + hsa-miR-195 + hsa-miR-503
11 hsa-miR-9 + hsa-miR-210 + hsa-miR-503
12 hsa-miR-9 + hsa-miR-375 + hsa-miR-503
13 hsa-miR-9 + hsa-miR-483-3p + hsa-miR-503
14 hsa-miR-9 + hsa-miR-497 + hsa-miR-503
15 hsa-miR-195 + hsa-miR-375 + hsa-miR-497
16 hsa-miR-210 + hsa-miR-375 + hsa-miR-503
17 hsa-miR-210 + hsa-miR-483-5p + hsa-miR-503
18 hsa-miR-375 + hsa-miR-503 + hsa-miR-508
19 hsa-miR-375 + hsa-miR-483-3p + hsa-miR-503
20 hsa-miR-9 + hsa-miR-195 + hsa-miR-375 + hsa-miR-503
21 hsa-miR-9 + hsa-miR-210 + hsa-miR-483-5p + hsa-miR-503
22 hsa-miR-210 + hsa-miR-375 + hsa-miR-503 + hsa-miR-508
23 hsa-miR-375 + hsa-miR-483-5p + hsa-miR-503 + hsa-miR-508
24 hsa-miR-375 + hsa-miR-497 + hsa-miR-503 + hsa-miR-508

3.2.4.2. A mikroRNS panelek validacioja

A validalas soran egy fliggetlen, ACA és ACC mintékat tartalmaz6 kohorszot hasznaltuk
¢s a 43 ismeretlen mintat kiilon-kiilon osztalyoztuk, egyenként 10 000 iteracioval. A
kombinaciok végsé Dbecsiilt csoportbesorolasat a leggyakoribb (>50%) értékek

kivalasztasaval hatdroztuk meg a 10 000 becslésbdl valamennyi mintan (4. abra).
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@ Kohorszok 6sszesllitésa @ mikroRNS-ek Kivélasztasa @ RNS izolacié @ mikroRNS-ek kvantifikaldsa

Legfrissebb protokollok alapjan Szakirodalmi adatok alapjan FFPE mintakhdl RT-gPCR segitségével
Adenoma Karcinéma Ly~ =
mintak mintak -
Statisztikai elemzés @ 90% folstti osztélyozé @ 90% folstti osztélyozé (8) Alegiobb biomarker
90-10%0s véletlenszerd tanulé- képességii biomarker képességli biomarker kombinacidk kivalasztasa
jeszteld kereszhvalddcioal kombinaciok kivilasztisa ~ kombinaciok validaciéja Diagnézisck felfedése és &
Teszteld adatsor  Tanul6 adatsor ] predikciokkal vald Gsszevetése

43 ismeretlen mintan

. r—.f . - RT-gPCR segitségével
i {
L = oL =

A
Rejtett rétegli neurdlis halézat

Rejtett réteg(i neurdlis haldzat 10 000 iterdcioval

1 000 iteracioval

4. abra: Attekint§ folyamatabra a mikroRNS kutatashoz (sajat abra). A 10-10-10
adenoma, karcindbma és normal mintdkon RT-qPCR modszerrel kvantifikalt,
szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott mikroRNS-eket rejtett rétegli neuralis halozat
segitségével kombinacidokba rendeztiik. A 90% folotti osztalyozoképességgel rendelkezd
kombinaciokat ismét RT-qPCR-rel kvantifikaltuk, ezuttal 43 ismeretlen mintan és rejtett
rétegli neurdlis hélozat segitségével elvégeztiik predikcidinkat. A legjobban teljesitd

kombindciokat a predikciok €s a diagnozisok felfedése utan kaptuk meg.

Az egyes modellek érzékenységét, specificitasat, pozitiv prediktiv értékét €és negativ
prediktiv értékét — a mintdk jo- vagy rosszindulati biologiai viselkedésének felfedése
utan — a modellek becsléseibdl szarmazo és a tényleges szovettani diagnozisbol szarmazo
adatok osszehasonlitasaval hataroztuk meg. Technikai 1épésként az ACA csoportot
jeloltiik ki, mint ,,kontroll” és az ACC csoportot, mint ,,beteg” csoport. A két osztalyozas
kozotti kiillonbségek alapjan meghataroztuk a helyes eredmények szadmat (valodi
pozitivok ¢és negativok), hamis pozitiv (valdjdban joéindulati tumor a becsiilt
rosszindulati tumor helyett) és hamis negativ (valdjaban rosszindulati tumor a becsiilt

joindulata tumor helyett) eredményeket.

Az ACA csoportba torténé helyes besorolasok szazalékos aranyat és a helyes besorolast
ROC analizissel hasonlitottuk Ossze és abrazoltuk (R csomag pROC) [182]. Tovabbi,
epidemioldgiai mérészamokat (pl. gorbe alatti teriilet) a valodi csoportbesorolasok és a
becsiilt csoportbesoroldsok szazalékos aranyaibdl hatdroztuk meg ROC elemzés

segitségével.
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3.3. Cirkularis RNS profilozas mellékvesekéreg adenomaban, carcinomaban és ép
mellékveseszovetben

3.3.1. Mintafeldolgozas és cirkularis RNS dusitas szovetbol

3.3.1.1. RNS izolalas és mintafeldolgozas

A teljes RNS izolalasahoz ezuttal is a RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for
FFPE (katalogusszam: AM1975, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) Kitet
alkalmaztam a gyarté protokollja szerint. A kiindulasi FFPE metszetek vastagsaga
4x20um volt. A deparaffindlshoz a gyartd protokollja szterint xilolt hasznéltunk. Az
3p ,.spike-in” kontrollt a MiIRCURY LNA RNA Spike-in Kitbdl (Qiagen GmbH, Hilden,
Németorszag, katalogusszam: 339390) alkalmaztam a gyarto protokollja szerint, amit a
nukleinsav izolalas 1épése el6tt adtam hozza. Az elicids végvolumen 60 pL volt. Az
izolacid utani teljes RNS koncentraciomérések NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és Qubit 4 Fluorometer with Qubit™
hsRNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével
hajtottam végre. A circRNS vizsgalatokhoz az utmutatas szerint 6sszesen legalabb 2 ng
teljes RNS-re volt sziikség, ami a maximalisan 15 mikroliteres reakciévolument tekintve
133 ng/pul végkoncentracid elérését tette sziikségessé valamennyi izolatum esetében. A
teljes RNS —80°C-on keriilt tarolasra. Az RNS mindség meghatarozasara Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) miiszert hasznaltam az RNA

6000 Nanao ¢s Pico kitek segitségével az ujgeneracids szekvenalas (NGS) eldtt 5. abra.
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5. abra: A cirkularis RNS-ek Agilent 2100 Bioanalyzer késziilékkel késziilt reprezentativ
mikrokapillaris elektroforézis képei (sajat abra). Bal oldalon a fragmentumok
elkiilonitését segitd 1étra talalhatdé mellette jobbra a 12-12 NGS konyvtarhoz felhasznalt
minta. nt: nukleotid, L: ladder (1étra).

3.3.1.2. A cirkularis RNS laboratoriumi dusitasa

Az izolacids 1épés utan a teljes RNS-t tartalmazo oldat a cirkularis RNS-eken kiviil
tovabbi linearis RNS molekulakat is tartalmazott (pl. rRNS, mRNS, tRNS, mikroRNS).
A linedris RNS-ek szelektiv degradacigjat 1 pul RNase R (20 U/ pl; Lucigen, Epicentre)
enzim segitségével végeztiik 2ug RNS-t tartalmazo 20ul oldatbol 2 pul 10X RNase R
reaction buffer, 1 pl RiboLock (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

hozzaadéasaval 30 perces inkubalassal, 37 °C-on. A linearis RNS emésztés utan az oldat
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tisztitdsa kovetkezett a miRNeasy Kit (QIAGEN) segitségével a gyarté protokollja

szerint, 40 pl nukledz mentes vizben eludlva a purifikalt terméket.

Az RNaz R a cirkularis RNS-ek mellett nem képes emészteni példaul a nem poliadenilalt
vagy RNaz R rezisztens 3’ véggel rendelkez6 RNS-eket (pl. SnoRNS). A nem-cirkularis
RNS-ek deplécidjahoz Poly(A) Tailing Kit-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) hasznaltam a tovabbi cirkuldris RNS dusitas végett. A 40 puL poliadenilacios mix
20 puLL RNase R kezelt RNS-en kiviil még 4-4-4 uLL 10X poly(A) polimeraz puffert, 25
mM MnCI2- és 10 mM ATP oldatot, illetve 1-1 pL E-PAP poly(A) polimerazt és
RiboLock RN4z inhibitort tartalmazott. Az inkubdaciot ezuattal is 30 percig 37°C-on

végeztem.

A poliadenilacids reakcid ideje alatt 10 uL. szuszpendalt oligo-dT magneses gyongyot
mértem 6ssze 100 pL 1X pufferrel, majd inkubaltam magneses allvanyon 1 percig a
gyartd reagenseivel és utasitasai szerint. A feliiluszo eltdvolitdsa utdn megismételtem
kétszer e folyamatot a gyongydk teljes aktivacidjanak érdekében. Ezutdn, az aktivalt
gyongyokhoz hozzaadtam a 40 pulL 2X puffert és a 40 puL poliadenilacids elegyet. Az
elegyet 5 percig 75°C-on, majd 20 percig 25°C-on inkubaltam annak érdekében, hogy
létrejohessenek az oligo-dT gyongyok és a poli-(A)-farokkal rendelkez6 nem-cirkularis
RNS-ek kozotti baziskomplementaritas elvén alapul6d hidrogén-hid kotések. Ezt kovetden
1 percig a magneses allvanyra helyeztem, majd a feliiluszot 6sszegytijtottem. Ezattal is
az oldat tisztitdsa kovetkezett a miRNeasy Kit (QIAGEN) segitségével 40 pl nukleaz

mentes vizben eludlva a purifikalt terméket.

3.3.2. Szoveti cirkularis RNS expresszios profilozas Gjgeneracios szekvenalassal

3.3.2.1. Ujgeneracios szekvenalas

A cDNS konyvtarat a tisztitott cirkularis RNS oldatokbol készitettem el a NEBNext Ultra
Il RNA Library Prep Kit for Illumina E7770 (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)

crer

Quantification Kit for Illumina kittel végeztem el. A fragmentaciomérést High Sensitivity

dsDNA chippel végeztem az Agilent 2100 Bionalyzer késziiléken (Agilent Technologies,
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Santa Clara, CA, USA). Az ujgeneracios szekvenalast a MiSeq Reagent v3 600 kittel
hajtottuk végre Illumina MiSeq késziiléken (Illumina, San Diego, CA).

3.3.2.2. A cirkularis RNS-ek bioinformatikai elemzése

Az adapter ¢és a mindségi vagas (Q>30) utdn a leolvasott értékeket a hg38
referenciagenomra illesztettiik a Burrow-Wheeler Aligner (BWA-MEM) segitségével
[183]. Harom kiilonbozé cirkularis RNS detektald programot teszteltiink: Autocire,
CIRI2 ¢és CircExplorer2 [184-186]. A teljesitmény alapjan (detektalt cirkularis RNS-ek
szdma, ismert cirRNS-ek szama, fuzids leolvasasok ujraillesztése) CircExplorer2
eredményeit valasztottuk a tovabbi elemzésekhez. Az annotalashoz és a cirkularis RNS-
ek teljes szekvencidjanak feltérképezéséhez a CircRNAprofiler programot hasznaltuk
[187]. A differencialt expressziot mutatod cikrularis RNS-ek a limma-trend algoritmus
szerint TNM normalizdcidos moddszerrel lettek végrehajtva. A P-érték korrekciot
Benjamini-Hochberg FDR modszerrel szamitottuk ki. A kiillonb6zé programok és
biologiai csoportok értékeinek k6zos metszeteinek megjelenitéséhez a VennDiagramm R

csomagot hasznaltuk [188].

3.3.3. A szignifikansan eltérd expresszidju cirkularis RNS-ek validalasa RT-gPCR
modszerrel

Az NGS-eredmények RT-qPCR validaciojat egy kiilonall6 mintasorozaton végeztem el.
Els6 1épésben a linedris RNS-ek 1 pL RNase R-rel (20 U/ pl; Lucigen, Epicentre) vald
10X RNase R puffert alkalmazva, 1 uLL RiboLock (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) RN4z inhibitorral 37°C-on 30 percig. Ismét az oldat tisztitasa kovette a
folyamatot a miRNeasy Kit (QIAGEN) segitségével 40 ul nukledz mentes vizben elualva

az emésztésen atesett terméket.

rrrrr

Strand cDNA Synthesis Kit-tel (Catalog Number: K1652 Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, USA) a gyart6 utasitasai szerint random primereket alkalmazva (Roche,

Basel, CH).

TagMan mIiRNA divergens primer assay-ket alkalmaztunk (Catalog Number:
230744765) a top 5 szignifikansan differencialt expressziot mutatd cirkuldris RNS
(PHC3:-:  chr3: 170145422:170149244; FCGBP:-:chr19: 39877662:39893527;
TIMMDCL1:+:chr3: 119503531: 119504021; KDMA4C:+:chr9: 6880011:6893232;
MANZ1A2:+:chrl: 117402185:117420649) RT-qPCR validaciojahoz.

Az izolalas kontrolljaként. extrinsic Syn-cel-miR-39 (ID: 000200) spike-in kontrollt
alkalmaztunk A kvantitativ valos idejii PCR-t a TagMan Fast Advanced Master Mix
(Catalog Number: 4444557; Thermo Fisher Scientific) hasznalataval végeztem
Quantstudio 7 Flex Real-Time PCR késziilékkel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) a gyartd utasitasai szerint. A mintdkat minden esetben harom technikai
parhuzamosban mértem Ossze. A negativ kontroll reakcidk nem tartalmaztak cDNS
templatot. A pozitiv kontroll reakciok genomidlis DNS-t és 100x higitott NGS konyvtér
cDNS-t tartalmazott.

3.3.4. Biostatisztikai elemzés

Az adatok kiértékeléséhez a ACt mddszert hasznéltam (a delta Ct érték egyenld a cél RNS
Ct-jével minusz az extrinsic kontroll RNS Ct-je) a Microsoft Excel (Microsoft, Redmond,

WA) segitségével. A statisztikai elemzéseket GraphPad Prism 7 segitségével végeztem.

3.3.5. A circPHC3 lehetséges mikroRNS interakcidinak vizsgalata

A clipSearch segitségével mikroRNS célpontokat kerestiink a PHC3 circRNS szekvencia
alapjan[189]. A mature high conf v22 1.fa mikroRNS szekvencidkat hasznaltuk
célpontként. Az eredményeket szoveges fajlként dsszesitettiik. Az eredmények tovabbi

értekelésehez és sziiréséhez kinyertiik a céllista tablazatot a kapcsolodo paraméterekkel.

Harom lehetséges mikroRNS-t valasztottunk ki, amelyekrdl irodalmi adatok alapjan mar

leirtdk a mellékvesekéreg daganatokkal kapcsolatos relevanciajukat. Kimutattak, hogy a
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hsa-let-7c, valamint a hsa-miR-214 ¢és a hsa-miR-195 szignifikansan alulexpresszalt az
ACC-kben az ACA-khoz képest.

3.3.5.1. A kivélaszott potencialis cél mikroRNS-ek validacidja RT-qPCR modszerrel

Ugyanazt a validacids kohorszt hasznaltuk a mikroRNS expresszidés mérésekhez, mint a

cirkularis RNS validaciojahoz.

Ugyancsak a kétlépcsés RT-qPCR modszert alkalmaztam. Valamennyi minta kiilon
reakcidban keriilt feldolgozasra. 10 nanogramm teljes RNS-t hasznaltam az egyéni RT

reakciokhoz.

Elsoként, a TagMan miRNA Reverse Transcription Kit a hozza tartozé egyedi TagMan
MiRNA Assay primer mixekkel (katalogusszam: 4427975, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) keriiltek alkalmazasra az RT reakcid végrehajtasdhoz a teljes RNS
izolatumon. Lemértem a hsa-miR-195 (ID: 000494), hsa-let-7c-3p (ID: 002479), hsa-
miR-214 (ID: 002306) expresszidjat az extrinsic syn-cel-miR-39 (ID: 000200) kontroll

segitségével.

A RT-qPCR méréseket a TagMan Fast Advanced Master Mix (Catalog Number:
4444557; Thermo Fisher Scientific) hasznalataval végeztem Quantstudio 7 Flex Real-
Time PCR késziilékkel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a gyarto
utasitasai szerint. A mintakat valamennyi esetben hdrom technikai parhuzamosban
mértem Ossze. A negativ kontroll nem tartalmazott cDNS templatot. 0,67 pL higitatlan
cDNS szolgalt templatként. Az adatok kiértekeléséhez ACt mddszert alkalmaztam. A

statisztikai analizist GraphPad Prism 7-tel végeztem.
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4. Eredmények

4.1. mikroRNS kombinacidk vizsgalata mesterséges intelligencia segitségével
mellékvesekéreg adenomaban és carcinomaban

4.1.1. Szoveti mikroRNS mérés RT-qPCR maddszerrel

4.1.1.1. A legjobban teljesité mikroRNS panelek 0sszeallitasa

RT-qPCR méréseket végeztem a felfedezd kohorsz 10-10-10 ACA-ACC-NAC FFPE
mintdin. A legjobban teljesitd mikroRNS kombinacidkat (statisztikai modelleket)
neuralis halozat alapu, 90-10%-os véletlenszerli tanuld-teszteld keresztvalidacio
modszerével valasztottuk ki (2. tablazat). Huszonnégy (3. tablazat), legalabb 90%
osztalyoz6 képességgel rendelkezd statisztikai modellt valasztottunk ki tovabbi
validaciora. A huszonnégy modell a kovetkezd mikroRNS-eket tartalmazta: hsa-miR-9,
hsa-miR-195, hsa-miR-210, hsa-miR-375, hsa-miR-483-3p, hsa-miR-483-5p, hsa-miR-
497, hsa-miR-503 és hsa-miR-508. A hsa-miR-503, hsa-miR-483_3p, hsa-miR-195, hsa-
miR-375 ¢és hsa-miR-483 5p volt a legjobb 5 mikroRNS, amely a leghelyesebben
csoportositotta a 30 mintdt a megfeleld csoportokba a random forest algoritmus

segitségével.

4.1.1.2. A mikroRNS panelek validacidja

A felfedezd kohorsztol fiiggetlen 43 FFPE mintat (21 ACA ¢és 22 ACC) mértem le a
validacids kohorszban RT-qPCR segitségével, hogy megallapithassuk a kivalasztott
mikroRNS kombinaciok hatékonysagat. A 4. tablazat bemutatja a 24 modell
szenzitivitasi, specificitasi, AUC, pozitiv- €s negativ prediktiv értékeit. E modellek kozott
3 mutatott 90% f616tti szenzitivitasi és specificitasi értékeket. A hsa-miR-195 + hsa-miR-
210 + hsa-miR-503, a hsa-miR-210 + hsa-miR-375 + hsa-miR-503 és a hsa-miR-210 +
hsa-miR-483-5p + hsa-miR-503 kombinacios modell (6. abra). Az egyedi mikroRNS-ek
esetében mért értékek az 5. tablazatban szereplnek. A kombinacion alapul6 eldrejelzések
diagnosztikus teljesitménye egyértelmiien felilmulja az egyedi mikroRNS-ek

diagnosztikus teljesitményét.
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4. tablazat: A validacidos kohorszban hasznalt 24 kombinacidés modell szenzitivitasi-,
specificitasi-, gorbe alatti teriilet-, pozitiv prediktiv és negativ prediktiv értékei [149].

Félkovérrel: a 3 legjobban teljesité modell, AUC: area under curve, gérbe alatti tertilet.

Modell Szenzitivitas  Specificitis AreaUnder  Pozitiv prediktiv Negativ
szama Curve (AUC) érték prediktiv érték
1 72,73% 42,86% 56,49% 57,14% 60,00%
2 72,73% 85,71% 81,17% 84,21% 75,00%
3 90,91% 85,71% 90,04% 86,96% 90,00%
4 86,36% 90,48% 88,42% 90,48% 86,36%
5 86,36% 66,67% 76,52% 73,08% 82,35%
6 72,73% 95,24% 86,15% 94,12% 76,92%
7 81,82% 90,48% 85,93% 90,00% 82,61%
8 86,36% 85,71% 87,34% 86,36% 85,71%
9 90,91%  90,48% 90,69% 90,91% 90,48%
10 68,18% 85,71% 78,90% 83,33% 72,00%
11 86,36% 85,71% 88,10% 86,36% 85,71%
12 86,36% 80,95% 83,66% 82,61% 85,00%
13 68,18% 90,48% 82,47% 88,24% 73,08%
14 77,27% 85,71% 80,84% 85,00% 78,26%
15 86,36% 66,67% 76,52% 73,08% 82,35%
16 90,91%  90,48% 90,69% 90,91% 90,48%
17 90,91%  95,24% 92,86% 95,24% 90,91%
18 90,91% 85,71% 90,04% 86,96% 90,00%
19 77,27% 90,48% 85,61% 89,47% 79,17%
20 86,36% 80,95% 85,50% 82,61% 85,00%
21 86,36% 80,95% 85,71% 82,61% 85,00%
22 90,91% 85,71% 90,04% 86,96% 90,00%
23 90,91% 85,71% 88,31% 86,96% 90,00%
24 90,91% 85,71% 89,39% 86,96% 90,00%
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6. abra: A harom legjobban teljesité mikroRNS-kombinaci6 ROC gorbéi AUC (area
under curve, gorbe alatti teriilet) értékekkel [149].

5. tablazat: A 24 miRNS kombinaciés modellben szereplé mikroRNS-ek egyéni
diagnosztikai teljesitménye (szenzitivitasi-, specificitasi-, gorbe alatti teriilet-, pozitiv

prediktiv és negativ prediktiv értékei) [149].

Area Under Pozitiv Negativ
mikroRNS Szenzitivitas Specificitas prediktiv prediktiv
Curve (AUC) ., .,
érték érték
hsa-miR-9 54,55% 61,90% 59,52% 60,00% 56,52%
hsa-miR-195 86,36% 71,43% 78,90% 76,00% 83,33%
hsa-miR-210 68,18% 80,95% 76,41% 78,95% 70,83%
hsa-miR-375 81,82% 23,81% 53,68% 52,94% 55,56%
hsa-miR-483-3p 54,55% 90,48% 74,57% 85,71% 65,52%
hsa-miR-483-5p 81,82% 90,48% 86,15% 90,00% 82,61%
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hsa-miR-497 86,36% 80,95% 83,66% 82,61% 85,00%
hsa-miR-503 81,82% 90,48% 86,15% 90,00% 82,61%
hsa-miR-508 59,09% 52,38% 58,33% 56,52% 55,00%

4.2. Cirkularis RNS profilozas mellékvesekéreg adenomdban, carcinomaban és ép
mellékveseszovetben

4.2.1. Szoveti cirkularis RNS expresszids profilozas ujgeneracids szekvenalassal

A 8 ACC, 8 ACA ¢s 8 NAC mintabol allo felfedezd kohorszban NGS platformot
hasznaltunk a differencialtan expresszalt cirkularis RNS-ek azonositédsara. Osszesen 6532
mar ismert és de novo cirkularis RNS-t talaltunk a harom hasznalt kimutatasi eszkozzel,
¢s ezek kozil 445 circRNS-t taldltunk konzisztensen mindhdrom eszkozzel. 3912 a
CircAtlas szerint mar katalogizalt cirkularis RNS-t talaltunk. A 7. abra és 8. abra egy-
egy hétérképet (heatmap) mutat be, amelyek a cirkularis RNS-ek expresszios szintjeinek
kiilonbségét mutatjak be az ACC vs. ACA mintak kozott. A Polihomeotikus-szerti protein
3 (polyhomeotic-like protein 3, PHC3) cirkularis RNS-t 1,0-nél nagyobb Log2 Fold

Change jellemezte.
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Top 10 differencialtan
expresszalodo gén

Row Z—Score

Adenoma Carcinoma

I I PHC3:—chr3:170145422:170149244
I FCGBP —.chr19:39877662:39893527

TIMMDC1:+:chra: 119503531

KDMA4C:+:chrd 6880011:6893232
MANTAZ+:chr1:117402185: 117420649
RAB3IF:+:chr12:69800208:69801721
ZNFB80:—chr7 64543706:64544432
FGF12:-:chr3:192335360:192360538
CCT2:+:chr12:68589484:69592159

COLBAZ+:chr21:46122107:46122158

7. abra: Hotérkép, amely a circRNS expresszios szintek kiilonbségét mutatja az ACC vs.
ACA mintak kozott (sajat abra). Piros szinarnyalattal jeleztiik a feliilexpressziot. Fentrdl
lefele az ordinatatengelyen talalhaté a legdifferencialtabban expresszalodo circRNS

gének. A legfels6 5 gén terméke keriilt kivalasztasra validacidohoz.
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Top 10 differencialtan expresszialédo gén
feliigyelet nélkiili csoportositasa
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8. abra: Hotérkép, amely a circRNS expresszids szintek kiilonbségét mutatja az ACC vs.
ACA minték kozott feliigyelet nélkiili csoportositassal (sajat dbra). Piros szinarnyalattal
jeleztiik a felillexpressziot. Az ordinatatengelyen taldlhatok a legdifferencialtabban

expresszalodo circRNS gének, valamint azok genomi helyzetére vonatkozé informécio.

4.2.2. A szekvenalas soran szignifikansan eltéré expresszioju cirkularis RNS-ek
validacidja

Tekintettel az alulexpresszalt cirkularis RNS-ek nagyon alacsony szintjére és nehéz
kimutathatosagara, csak az adenocarcinomaban feliilexpresszalt cirkularis RNS-ekre
koncentraltunk. A hétérkép alapjan az 5 leginkabb differencialtan expresszalt cirkuléris
RNS-t valasztottuk ki (PHC3:-: chr3: 170145422:170149244; FCGBP:-:chrl9:
39877662:39893527; TIMMDC1:+:chr3: 119503531: 119504021; KDMA4C:+:chr9:
6880011:6893232; MAN1A2:+:chrl: 117402185:117420649). A differencialtan

expresszalodo cirkularis RNS-ek sorrendje fontossagi sorrendben az adj.Pvalue utan

51



Pvalue utan logFC értékek figyelembevétele alapjan allapitottuk meg. Ennek az 5
cirkularis RNS-nek az RNS szekvenalasi eredményeinek ellendrzésére RT-qPCR-t
hajtottunk végre kiilonb6zo, a backsplice junction-t (BSJ) lefed6 primerekkel egy teljesen
fliggetlen validacios kohorszban (10 ACC, 8 ACA and 8 NAC). A 9. abran lathat6
moédon a  circPHC3  (CircAtlas ID: hsa-PHC3 0006; CircPedia ID:
HSA CIRCpedia_44334) szignifikansan feliilexpresszaltnak adodott ACC és ACA
betegekben a NAC betegekhez képest, ami Osszhangban volt korabbi szekvenalasi
eredményeinkkel. A masik 4 cirkularis RNS esetében nem kaptunk szignifikansan eltérd

eredményt.
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9. abra: Box plot diagram, amely a circPHC3 expressziojat mutatja be ACC, ACA és
NAC mintéakban [190]. A circPHC3 szignifikansan feliilexpresszaltnak adodott ACC és
ACA betegekben a NAC betegekhez képest (p 0,005915). ACC: adrenocorticalis
carcinoma, ACA: adrenocorticalis adenoma, NAC: normal adrenal cortex, *:p=0,05>,

**:p=0,01>. Egyutas ANOVA ¢s Tukey teszteket alkalmaztunk.

4.2.3. A circPHC3 lehetséges mikroRNS interakcidinak vizsgalata

A circPHC3 altal a potencialisan ko6t6dé mikroRNS-eket a clipSearch program

segitségével hataroztuk meg in silico modon.
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Az in silico eldrejelzés alapjan meghatarozott differencidltan expresszalodé circPHC3-
hoz potencialisan kot6dé mikroRNS-et RT-qPCR mddszerrel hataroztuk meg. Harom
potencialisan kotddd mikroRNS-t valasztottunk ki a szakirodalomban is leirt
relevanciajuk alapjan. Hsa-let-7c-3p és a hsa-miR-214 szignifikansan alulexpressziot
mutatott ACC vs. NAC, mig a hsa-miR-195 szignifikans alulexpressziot mutatott ACC
vs. ACA FFPE mintak ko6zott (10. abra).

hsa-let-Tc-3p » 0.006592 hsa-miR-214 0.01944 hsa-miR-195 p 0.01961
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10. abra: Box plot diagramok, amelyek a hsa-let-7¢c-3p (p 0,006592), hsa-miR-214 (p
0,01944) ¢és hsa-miR-195 (p 0,01961) mikroRNS-ek expresszidjat mutatjak be a cel-miR-
39 és RNU48 geometriai atlagahoz viszonyitva ACA, ACC és NAC mintakban [190].
Hsa-let-7¢c-3p és a hsa-miR-214 szignifikansan alulexpressziot mutatott ACC vs. NAC,
mig a hsa-miR-195 szignifikans alulexpressziot mutatott ACC vs. ACA mintak kozott.
ACC: adrenocorticalis carcinoma, ACA: adrenocorticalis adenoma, NAC: normal adrenal

cortex. * p=0,05>, ** p=0,01>. Egyutas ANOVA ¢és Tukey teszteket alkalmaztunk.
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5. Megbesz¢lés

Vizsgalataimban a mellékvesekéreg-daganatok szovetmintdiban vizsgaltam a nem
kodold RNS-ek kifejezddését azzal a céllal, hogy a szdvettani vizsgalatot segitd, a jo és
rosszindulati daganatok biztos elkiilonitését lehetdvé tévé molekularis markereket
tudjunk azonositani. A révid nem kodoldo RNS-ek kozé tartoz6 mikroRNS-ekrél mar sok
adat all rendelkezésre, de munkamban ismereteink szerint elsOként mesterséges
intelligencia segitségével vizsgaltuk kombinécioit és uj, nagy érzékenységli ¢és
fajlagossagli markereket talaltunk. A hosszu nem kodolé RNS-ek kozé tartozo cirkularis
RNS-ek mellékvesekéreg daganatokban betoltott szerepérdl alig van adat, itt is az elsk

kozott végeztiink cirkuldris RNS profil meghatarozast.

5.1. mikroRNS kombinacidk vizsgalata mesterséges intelligencia segitségével
mellékvesekéreg adenomaban és carcinomaban

Kutatasunkkal a mellékvesekéreg tumorok kihivast jelentd differencialdiagnosztikéjahoz
kivantunk hozzajarulni. E tanulményban megvizsgaltuk a mesterséges intelligencian
(gépi tanulas és neurdlis halozat) alapuld mikroRNS kombinaciok hatékonysdgat a

rosszindulata mellékvesetumorok elkiilonitésében.

Szakirodalmi adatok alapjan tizenhat, mellékvesetumorokban mar leirt mikroRNS-t
vontunk be, azonban koziilik csak 6t (hsa-miR-195, hsa-miR-210, hsa-miR-375, hsa-
miR-483-5p és hsa-miR-503) kertiilt be a legjobban teljesité kombinaciok kozé. Nem
meglepd mdédon e mikroRNS-eket a legtobb mellékvesekéreg daganatokat célzod
vizsgalatban szignifikdnsan differencialt expresszioval jellemeztek a jo- €s rosszindulatt

daganatok kozott.

A legtobb tanulmany szerint a hsa-miR-195 alulexpresszalt ACC-ban az ACA-hoz képest
[159-161,163,165,177]. Ezenkiviil, 0Osszefiiggésbe hozhat6 a  hsa-miR-195
alulexpresszalt szintje a kedvezdtlen kimenetellel, és alacsonyabb szintje a keringésben
altalaban korrelalt a nagyobb daganatmérettel [160,161,165]. Masrészt, a feliilexpresszalt
hsa-miR-195 csokkentette a sejtproliferaciot NCI-H295R ACC sejtekben [163]. A hsa-
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miR-195 génje a 17p13 genomi région beliil helyezkedik el, amelyrdl bebizonyosodott,
hogy gyakran elveszik mellékvesekéreg tumorokban [165].

A hsa-miR-210 egy ugynevezett altalanos hipoxamiR, hiszen hipoxia esetén fokozodik
kifejezdése és a hsa-miR-210 talzott expresszidja gyakori eseménynek tlinik kiilonbozo
daganatok patogenezisében [191]. A hsa-miR-210-et a hipoxia indukalta la faktor
(HIF1a) szabalyozza, amely fontos tényezd a daganatellenes terapids rezisztencia
kialakulasaban [192-194]. Tulzott expresszidjat mar tobb tanulmanyban is kimutattak
ACC vs. ACA, ill. NAC mintakon [158,159,163,172], valamint a tavoli metasztazisokban
is szignifikdnsan differencialt expressziot irtak le ACC-ben [160]. A hsa-miR-210

expresszios szintje szintén Osszefliggésbe hozhatd a kedvezbtlen kimenetellel [171].

A hsa-miR-375 szignifikansan alulexpresszalodik ACC-ban és ACA-ban a NAC
mintakhoz képest el6z0 tanulmanyaink tanusaga szerint. Targetjei kdzott szerepelnek
olyan onkogének is, mint példaul AEG-1/MTDH, PDK1, YWHAZ/14-3-3z, YAP és JAK?2,
amelyek kiilonb6z6 onkologiai folyamatokban vesznek részt [158]. A hsa-miR-375 és a
Whnt-B-catenin Gtvonal kozotti reciprok hatasmechanizmust is felvetették mar [195]. A
Wnt-B-catenin Gtvonal egy fontos tényez6 az ACC patogenezisében [21,196]. Meglepd
eredmény volt, hogy a hsa-miR-375-6t a mesterséges intelligencia bevonta a jol teljesitd

modellek kozé, s6t az egyik legjobban teljesitd kombinédciodban is helyet kapott.

A hsa-miR-483-5p feliilexpresszioja tekinthetd a mellékvesekéreg karcinoma legjobb
markerének [161,162,164,165,169,170,176,177,197] A hsa-miR-483-5p ugyanazon
l0kuszrol a 11p15.5 kromoszoémardl ko-expresszalodik az insulin-like growth faktor 2-
vel (IGF2) [177]. Az ACC kialakulasanak egyik f6 jellegzetessége az IGF2 taltermelés
[198,199]. N-myc downstream-regulalt géncsaladjanak 2-es és 4-es tagjait (NDRG2 és
NDRG4) azonositottak, mint a hsa-miR-483-5p célpontjait és expressziojuk ellentétes
iranyt mutat a hsa-miR-483-5p-vel [200]. A hsa-miR-483-5p egy érdekes példaja a
mikroRNS korében leirt szovet- €s tumor-specificitas jelenségének, minthogy a Wilms-
tumorokban és gliomasejtekben éppen az alulexpresszidjat mutattak ki, ami arra utal,
hogy a tumor szuppresszor aktivitast fejt ki ezekben a daganatokban és szovetekben
[201,202].

A hsa-miR-503 is mar szamos mellékvesekéreg-daganattal foglalkozé cikkben leirasra
kertilt [94,108,158,160,161,163,172]. Patogenetikai szerepét egyéb tumorokban is
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felvetették mar [203,204]. Korrelaciot irtak le a nagyobb tumorméret €s a hsa-miR-503
magasabb expresszidja, a Weiss-kritériumok, klinikai kimenetel és a betegek tulélése
kozott. A hsa-miR-503-at korabban, mint kozvetlen sejtciklus- és differencialodas

szabalyozoként irtak le kiilonb6z6 sejtvonalakban [205,206].

A harom legjobban teljesitd mikroRNS kombinacio egyértelmiien jobb szenzitivitasi és
specificitasi mutatokkal rendelkezett a kombinaciokban szerepld egyedi mikRNS-eknél
¢s az egyes mikroRNS-ekre vonatkoz6 korabbi irodalmi adatoknal is (pl. szenzitivitas-
specificitas: 68,7-93,7; 73,7-100 a hsa-miR-195 és a hsa-miR-483-5p esetében [164]).
Egyes irodalmi adatok azonban Osszehasonlithato, vagy akar még jobb diagnosztikai
teljesitményt is mutattak, mint a mi kombinacidink. Példdul kordbbi vizsgalatunkban a
hsa-miR-511 és a hsa-miR-503 kombinacioja 100%-os szenzitivitasi és 97%-0S
specificitasi eredményeket produkalt, és Feinmesser tanulmanyaban a hsa-miR-497 és a
hsa-miR-34a kombinacidja 100%-o0s érzé¢kenységi és 96%-os specificitasi mutatokkal
szolgalt [158,160,164]. A legtobb korabbi tanulmanyban azonban kisebb kohorszokat
alkalmaztak (pl. csak 7 és 17 ACC minta szerepelt a két fent emlitett vizsgalatban
[158,160]). Kiilonb6z6 kohorsz dsszetételek, platformok és statisztikai modszerek kozotti

kiilonbségekkel is szintén szamolni kell.

Természetesen a mi tanulmanyunknak is vannak korlatai. Ezek koz¢é tartozik a vizsgalt
mikroRNS-ek korlatozott szama és azoknak a kohorszoknak a mérete, amelyek ugyan
nagyobbak, mint a legtobb korabbi tanulmanyban, de még mindig tovabb kellene ndvelni
szamukat az azonositott markerek klinikai hasznossaganak megitélhetdsége érdekében.
Tovabba, FFPE mintakon retrospektiv elrendezésben végeztiik méréseinket, ezért ezen
mikroRNS kombinaciodk klinikai hasznossdganak megitélésére tovabbi vizsgalatokat kell

végezni frissen fagyasztott mintakon €s prospektiv modon.

Kis mintaméretek hasznalata a gépi tanulasi technikakban torzitott gépi tanulason alapuld
becslési teljesitményhez vezethet. Az ilyen tipust torzitas elkeriilése végett ajanlott egy
eltérd, Uj adatkészlet a validacidhoz. Vizsgalatunkban mind a felfedezd, mind a validacios
kohorsz kiilonb6z6 betegekbdl all, ezért eredményeink nem szenvedtek el ilyen tipusu

torzitast.

Egy masik fajta torzitdssal kell szdmolnunk bizonyos tipusti keresztvalidaciok

alkalmazasakor. Kordbban beszamoltak arr6l, hogy a bedgyazott tipust
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keresztellendrzések (nested types of cross-validation) robosztus és torzitdsmentes
eredmény elérését teszik lehetévé [207]. A tanulméanyunkban hasznalt 90—10%-0s
véletlenszerti tanuld-teszteld keresztvalidacid a bedgyazott tipust keresztellendrzések

csaladjaba tartozik.

A harom legjobban teljesité biomarker kombinacid szenzitivitasi és specificitasi értékei
igencsak igéretesnek tlinnek a klinikai bevezetés szempontjabol. Amellett, hogy hasznos
kiegészitdje lehet a miitéti uton eltavolitott daganatmintak szdvettani vizsgalatanak, a
mellékvese biopszias mintdkon vald mikroRNS-panelek vizsgalata is szintén
megfontoland6. A mellékvese biopszia jelenleg nem javasolt a mellékvesedaganatok
rutin kivizsgalasanak részeként foként a szovettani elemzés nehézségei miatt, de szintén
szamolnunk kell a beavatkozis lehetséges, am ritka komplikacidival is. Ha a
rosszindulat daganat diagnézisa megbizhatéan megéllapithatdé lenne a kis biopszias
mintdkbol szarmazo mikroRNS panelek hasznalataval, akkor ez akar kiszélesithetné a
mellékvese biopszia alkalmazéasat a miitét eldtti diagndzisban €s a jelenlegi ajdnlasokat is
ujra kellene gondolni. Feltételezésiink szerint a mikroRNS kombinaciok még inkabb
alkalmasabbak lehetnek a preoperativ diagndzis megallapitasara, akar ujra beillesztve a
kivizsgalasi algoritmusba a mellékvese biopsziat, illetve a mddszer molekularis bioldgiai
természetébdl fakadoan a nehezen értékelhetd szovettani mintakbdl is érdemi informécio

Kinyerésére lenne lehetdség és a posztoperativ diagnozisalkotast is segithetné.

Azonban kiilonbséget kell tenni a betegség sziirdvizsgalat-szerli detektalasa €s klinikai
diagnozisa kozott. A szenzitivitds és specificitds azt mondja el, hogy a teszt milyen
hatékonysaggal ismeri fel azt, aki beteg, illetve egészséges. A pozitiv- és negativ prediktiv
érték pedig azt, hogy pozitiv vagy negativ teszteredmény esetén az az egyén valdjaban
beteg, illetve egészséges-e. Tovabbi kiilonbség, hogy a szenzitivitas és specificitas
vizsgalatok mesterségesen létrehozott prevalenciaji kohorszokon (ahol ismert a
diagnozis) is megbizhatd kozelitést adnak a teszt hatékonysagara nézve, addig a prediktiv
értékek a valds prevalencidju populacidkon végzett mérésekbdl adjak a legmegbizhatobb
kozelitést. Ha a vizsgalt populacioban a betegség ritkan fordul elé (pl. ACC), akkor
szamolni kell a fals pozitiv leletek ardnyanak emelkedésével, mig a szenzitivitdst,
specificitast ez nem valtoztatja. A diagnosztikdban a mikroRNS kombinéciok PPV és az

NPV értékének figyelembevételével valna lehetdéség a mikroRNS kombinaciok napi

58



rutinba val6 elhelyezésére, amelyhez azonban tovabbi klinikai vizsgalatok sziikségesek

pontosan azon a populacion, amelyre alkalmazni kivanjuk az 0j eljarast.

5.2. Cirkularis RNS profilozas mellékvesekéreg adenomaban, carcinoméban és ép
mellékveseszovetben

A mellékvesekéreg daganatok nehéz ¢és nagy szakértelmet igényld szovettani

differencidldiagnosztikédjanak lehetséges megoldasait kutattuk e tanulmanyunkkal is.

A cirkularis RNS-ek még stabilabbak, mint a mikroRNS-ek korkordsen zart szerkezetiik
¢s RNazzal szembeni rezisztencidjuk miatt, de mennyiségiik altaldban sokkal
alacsonyabb a sejtekben. Szdmos tanulméany szamolt be a cirkularis RNS-ek eltérd
alkalmazasukat is, pl. prosztatarakban, tiidérakban, mellrakban [208-215]. A cirkularis
RNS-eket még nem vizsgaltdk a mellékvesekéreg rosszindulati daganatidnak
markereként, és legjobb tudasunk szerint elsé alkalommal mi végeztiink nagy 1éptékd,
NGS alapu cirkularis RNS profilozast mellékvesekéreg daganatokban. Eddig egyetlen in
vitro vizsgalatot talaltunk a cirkularis RNS-r61 ACC-ben, egyetlen cirkularis RNS
vizsgalataval [216]. Annak ellenére, hogy nagyszamli potencialisan eltéréen
expresszalodo cirkularis RNS-t talaltunk az NGS segitségével, és az 6t legjobban teljesitd
cirkularis RNS-t valasztottuk ki validalasra, csak egy cirkularis RNS-t tudtunk eltéréen
expresszalodoként validalni: a circPHC3 mind joéindulati, mind rosszindulata
mellékvesekéreg ~ daganatokban  fokozottan expresszalodott ~a  normalis
mellékvesekéreghez képest. Feltételezhetd tehat, hogy a circPHC3 &sszefiiggésbe
hozhat6 a mellékvesekéreg daganat kialakulasaval, fiiggetleniil annak joindulati vagy
rosszindulatll viselkedésétdl, és megvaltozott expresszidja altalanos jelenség lehet mind
a joindulatt, mind a rosszindulati mellékvesekéreg daganatokban. Epidemiologiai
megfigyelések alapjan azonban a mellékvesekéregben a joéindulati daganat
rosszindulatiiva valasa nagyon ritka esemény lehet, és nem valodszinii, hogy ez okozza az
ACC esetek tulnyomo6 részét, igy megfigyelésiink biologiai jelentdsége nem vilagos

[217-220].
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A circPHC3 (CircAtlas ID: hsa-PHC3_0006; CircPedia ID: HSA_CIRCpedia_44334) a
PHC3 l6kuszrol irodik at, amely a polihomeotikus-szerii protein 3-at kodolja, és sok gén
transzkripcidsan represszalt allapotanak fenntartasahoz sziikséges, példaul a Hox gének
esetében a fejlédés soran [221]. A PHC3 a human polycomb komplex tagja, és az
osteosarcoma tumorszuppresszoraként is leirtdk mar szerepét [222]. Vizsgalatunkban a
circPHC3 a daganatos szovetekben (mind joindulati, mind rosszindulat) a normalis
mellékvesekéreg szovetekhez képest tapasztalt thlzott expresszidja alapjan onkogén
tulajdonsagokkal rendelkezik. A megfigyelt ellentétes biologiai funkcidk lehetséges
magyarazata a cirkuldris RNS-ek szovet- és tumor specificitdsaban rejlik, hasonléan a

mikroRNS-ekhez [223].

A cirkularis RNS-ek kiilonféle modokon hatnak és egyik hatdsmechanizmusuk a
komplementer szekvencidk mikroRNS-ek szivacsként valdo megkotésével (sponging)
kapcsolatos. Egy in silico el6rejelzés alapjan harom olyan mikroRNS-t valasztottunk ki,
amelyeket a circPHC3 potencialisan megkdothet, és a circPHC3 talzott expresszioja miatt
ezeknek a mikroRNS-eknek a normalis mellékvesekéreghez  viszonyitott
alulexpresszidjara lehetne szamitani mind a joindulati, mind a rosszindulat
daganatszovetekben. A hsa-let-7c-3p, a let-7 tumorszuppresszor mikroRNS csalad egy
tagjar6l mar leirtak, hogy az ACC-ben alulexpresszalt az ACA-val szemben [224].
Ezenkiviil a let-7 csaladot LIN28 szabalyozd mikroRNS-eként is azonositottak [225], és
a LIN28 fehérje expresszidja Osszefliggésbe hozhato az ACC kitjulasaval [226].
Korabban kimutattak, hogy a hsa-miR-214 alulexpresszalt az ACC vs. ACA szovetekben
[227]. HelLa sejtekben a hsa-miR-214 gatlasa csokkent apoptozist eredményezett [228].
Mind a hsa-let-7c-3p, mind a hsa-miR-214 alacsonyabb expressziot mutatott ACC-ben a
NAC-hoz képest, ami megfelelhet a sponging hipotézisnek, de az ACA-ban az
alulexpresszi6 bizonyos tendencidja ellenére nem lehetett szignifikans kiilonbséget
kimutatni az ACA ¢és a NAC kozott. A hsa-miR-195 szignifikansan alulexpresszalodott
az ACC mintdkban az ACA mintdkhoz képest, ami megfelel a kordbbi vizsgalatokban
leirt  tumor  szuppresszor szerepének  [100,101,224,229-231]. Ebbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a mikroRNS expresszidjaban mért eredmények nem teljesen
kompatibilisek ezen mikroRNS-ek in silico elérejelzett circPHC3 altali potencialis

sponging mechanizmusaval.
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Tanulmanyunk korlatai koz¢ tartozik a kis mintaméret és az FFPE mintdk hasznalata. A
frissen fagyasztott mintdk alkalmasabbnak tiinnek cirkularis RNS-analizisre a magasabb
RNS tartalmuk miatt [232], és tovabbi cirkularis RNS profilozasi vizsgalatok

javasolhatok a mellékvesekéreg daganatokra frissen fagyasztott mintak felhasznalasaval.
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6. Kovetkeztetések

Doktori kutatasaim soran célunk volt a mellékvesekéreg jo- és rosszindulatu daganatai
kozti differencialdiagnosztikai kiilonbségtétel segitése a munkacsoportunk tobb, mint egy
évtizedre visszanytld nem kodold RNS-ek teriiletén szerzett tapasztalatainak
felhasznalasaval. Elsoként vizsgaltuk meg a mellékvesetumorok kutatasaiban mar
kelloképpen alatamasztott mikroRNS-ek leghatékonyabb lehetséges kombinacioit
mesterséges intelligencia segitségével, in vitro kisérleteken keresztiil. Ezen kiviil, el6szor
végeztiink ujgeneracids szekvenaldson alapuld cirkularis RNS profilozast és a kapott
eredmények RT-qPCR validacidjat jo- ¢és rosszindulat, illetve egészséges

mellékvesekéreg szoveti mintdin. A kdvetkeztetéseinket az alabbiakban foglaltuk dssze:

1. Kifejlesztettiink 1j, RT-qPCR moddszeren alapuldé mikroRNS biomarker
kombindciokat, amelyek magas szenzitivitasi és specificitasi értékekkel képesek
elkiiloniteni egymastol a jo- és rosszindulati mellékvesekéreg szoveti mintait gépi
tanuldson ¢és neurdlis halon alapuld mesterséges intelligencia modszerek
segitségével, amelyek képesek Ilehetnek segitséget nyujtani a mellékvese
daganatok differencidldiagnosztikdjdban. A legjobban teljesitd 3 kombinacios
modell: a hsa-miR-195 + hsa-miR-210 + hsa-miR-503, a hsa-miR-210 + hsa-miR-
375 + hsa-miR-503 ¢és a hsa-miR-210 + hsa-miR-483-5p + hsa-miR-503 90%
feletti szenzitivitasi és specificitasi értékeket mutatott.

a. A harom modell differencialdiagnosztikai képessége egyértelmiien feliillmulja
a magukat a mikroRNS kombinaciokat tartalmazé egyedi mikroRNS-ekkel
elért elkiilonitd képességet, mind a szakirodalmi eredményekkel, mind a sajat
méréseink eredményével sszehasonlitva.

b. Az eredményeink tovabbi, még nagyobb elemszami kohorszokon vald
validacidja és mellékvese-biopsziaban torténd potencialis felhasznalasanak
kiértékelése a jovO feladata. Szintén, friss fagyasztott mellékvesekéreg
mintadkon torténd prospektiv vizsgalatokkal tovabb ndvelhetd eredményeink
bizonyossagi foka. Tekintettel a mikroRNS kombinaciok igen magas
szenzitivitasi és specificitasi értékeire, eredményeinket benyujtottuk a
Szellemi Tulajdon Nemzeti Hivatalaba szabadalmi eljards céljabol

(P2200007).
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2. Els6ként mutattuk ki a mellékvesekéreg-daganatok differencialt cirkularis RNS
expresszidjat nagy ateresztOképességli RNS szekvenalassal szoveti mintakon.
Kimutattuk a circPHC3 differencidlt expresszidjat a jo- és rosszindulath
mellékvesetumorok ¢és normalis mellékvesekéreg szovetei kozott RT-qPCR
modszer segitségével alatamasztva.

c. A circPHC3 mellékvesében és mellékvese daganataiban betoltott biologiai
viselkedésének felderitésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek a jovoben. A
mellékvesekéreg daganatainak cirkularis RNS vizsgalatai tovabb bdvithetik a
mellékvesedaganatok elkiilonitésében tapasztalt kihivasok hajtotta biomarker

kutatast.
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7. Osszefoglalas

A jo- ¢és rosszindulati mellékvesekéreg daganatok elkiilonitése még szovettani
vizsgélattal is nehéz. PhD munkdmban a jo- és rosszindulata daganatok kozott eltérd
moédon kifejez6dd nem kodoldo RNS-eket vizsgaltam biomarkerek azonositasa céljabol.
A 1ovid nem kodolé RNS-ek kozé tartozd6 mikroRNS-ek kombinacioit mesterséges
intelligencia modszereivel vizsgaltam és elséként tanulmanyoztuk a cirkularis RNS-ek

expresszios mintazatat.

Modszerek: Mesterséges intelligencia és RT-gPCR  modszerek  segitségével
tanulmanyoztunk kiilonb6z6 mikroRNS kombinaciokat diagnosztikai hatékonysaguk
feltarasa érdekében, illetve a circRNS expresszios mintazatat ACA-ban, ACC-ben és
normal mellékvesekéregben (NAC) RT-qPCR moddszerrel vizsgalva. A mikroRNS-ek
vizsgalatdhoz 31 ACC, 32 ACA ¢és 10 NAC formalinnal fixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) mintat, mig 18 ACC, 16 ACA és 16 NAC FFPE mintat vizsgaltunk a circRNS
mérések soran. A mikroRNS-ek RT-qPCR validacidjahoz és az azt kovetd mesterséges
intelligencia alapu osztalyozashoz csak a 90%-nal nagyobb osztalyozasi képességgel
rendelkezd modelleket valasztottuk ki. A circRNS-ek detektalasdhoz harom kiilonb6zd
programot (CIRI2, CircExplorer2, AutoCirc) hasznaltunk. A leginkabb differenciéltan
expresszalodo circRNS-eket RT-gPCR-rel mértiik egy fliggetlen kohorsz segitségével,

valamint lehetséges in silico josolt mikroRNS interakciot is vizsgaltunk.

Eredmények: A legjobban teljesit6 statisztikai mikroRNS-modellek a kovetkezok lettek:
hsa-miR-210 + hsa-miR-483-5p + hsa-miR-503, hsa-miR-210 + hsa-miR-375 + hsa-
miR-503 ¢és hsa-miR-195 + hsa-miR-210 + hsa-miR-503 tobb mint 90%-0s
érzékenységgel ¢€s specificitdssal. E hdrom modell diagnosztikai teljesitménye
kétségteleniil jobb volt, mint az egyedi mikroRNS-eké. A circPHC3 cirkularis RNS
szignifikans feliilexpresszigjat tudtuk validalni ACC és ACA vs. NAC mintakban RT-
qPCR segitségével. Nem tudtunk megfigyelni a mikroRNS interakcios hipotézisiinknek

teljes mértékben megfeleld expresszids valtozasokat.

Konkluziok: Harom kivételes diagnosztikai teljesitményli mikroRNS-kombinéciot

hoztunk létre mesterséges intelligencia alapi modszerekkel. Tovéabba, kimutattuk a
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mellékvesekéreg-daganatok és ¢ép mellékvesekéreg differencialt cirkularis RNS

expressziojat nagy ateresztOképességli RNS szekvenaldssal szoveti mintdkon.
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8. Summary

Distinguishing between benign and malignant adrenal cortex tumors is difficult even with
histological examination. In my PhD work, | investigated differently expressed non-
coding RNAs between benign and malignant tumors to identify biomarkers. | investigated
the combinations of microRNAs belonging to short non-coding RNAs using artificial
intelligence methods and we were the first to study the expression pattern of circular
RNAs.

Methods: Using artificial intelligence and RT-gPCR methods, we studied different
microRNA combinations to reveal their diagnostic efficiency, and the expression pattern
of circRNA in ACA, ACC and normal adrenal cortex (NAC) was examined by RT-gPCR
method. For the analysis of microRNAs, 31 ACC, 32 ACA and 10 NAC formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) samples were examined, while 18 ACC, 16 ACA and 16 NAC
FFPE samples were examined during the circRNA measurements. For the RT-gPCR
validation of microRNAs and the subsequent artificial intelligence-based classification,
only models with a classification ability greater than 90% were selected. Three different
programs (CIRI12, CircExplorer2, AutoCirc) were used to detect circRNAs. The most
differentially expressed circRNAs were measured by RT-qPCR using an independent

cohort, and possible in silico predicted microRNA interaction was also investigated.

Results: The best performing statistical microRNA models were: hsa-miR-210 + hsa-
miR-483-5p + hsa-miR-503, hsa-miR-210 + hsa-miR-375 + hsa-miR-503 and hsa-miR-
195 + hsa-miR-210 + hsa-miR-503 with more than 90% sensitivity and specificity. The
diagnostic performance of these three models was undoubtedly superior than that of
individual microRNAs. We were able to validate the significant overexpression of
circPHC3 circular RNA in ACC and ACA vs. in NAC samples by RT-gPCR. We were
unable to observe expression changes fully consistent with our microRNA interaction

hypothesis.

Conclusions: We created three microRNA combinations with exceptional diagnostic
performance using artificial intelligence-based methods. Furthermore, we demonstrated
the differential expression of circular RNAs in adrenocortical tumors and intact adrenal

cortex by high-throughput RNA sequencing on tissue samples.
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