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1. Bevezetés

A  mellékvese daganatai kozé tartozd ugynevezett
incidentalomak prevalencidja, melyek véletlenszertiien,
mellékleletként felismert mellékvese daganatok, 4,4%.
Talnyomd tobbségiik (49-69%) joindulata
mellékvesekéreg adenoma (ACA), melyek sokszor
panaszt sem okoznak és nem is igényelnek tovabbi orvosi
teendét. A legritkdbb  mellékvese daganat a
mellékvesekéreg karcinoma (ACC) incidencidja 0,7-
2/millié/év. Habar az ACC nagyon ritka daganat, barmely
véletlenszertien  felfedezett —mellékvese  térfoglalas
differencidl diagnozisaban szerepel. A mellékvese-
daganatok differencidl diagnozisaba nemcsak a kérget
érintd daganatok tartoznak, hanem a csontveldi elemeket
¢s zsirt tartalmazd myelolipoma ¢és a mellékveseveld
eredetli pheochromocytoma is. A mellékvesék gyakran
tartalmaznak tavoli malignus daganatokbol szarmazo
attéteket 1s. Mindezen tulmenden a mellékvesekéreg
hiperplaziat, a mellékvese cystat, a mellékvese bevérzéseét,
ganglioneurinomat ¢és nagyon ritkdn a mellékvese
lymphomat és a mellékvese tuberkuldzist is szem el6tt kell

tartani, mint lehetséges mellékvese patologidkat. A jo- €s



rosszindulati mellékvese daganatok elkiilonitése gyakran
nehéz. Az elkiilonitd diagnozist 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 tobb hormont is termeld
daganatok mindig felvetik a mellékvesekéreg karcindbma
gyanyjat. A mellékvese-daganatok nagy bizonyossaggal
val6 elkiilonitése gyakran nem lehetséges és sokszor csak
a szovettani vizsgalat ad diagnosztikus értékili informaciot.
Mindazonaltal, nem ritkdn még a mellékvesepatologidban
jartas szakemberek szdmara is nagy kihivast jelent a

mellékvese-daganatok szovettani elkiilonitése.

2. Célkitiizések

Doktori kutatdsaim célja kettds volt:

1. Egyrészt, Mesterséges intelligencia és
laboratoriumi kvantifikacié segitségével a mar
szakirodalomban leirt mikroRNS-ek olyan uj

kombinacidinak azonositasa, amelyek segithetik a



jo- ¢és rosszindulatid mellékvesekéreg daganatok
kozotti elkiilonitést.

2. Masrészt, a cirkularis RNS-ek kifejez6désének
vizsgalata nagy ateresztOképességli ujgeneracios
szekvenalassal jo- és rosszindulat
mellékvesekéreg daganatokbol, valamint ép

mellékvesekéreg szovetbol.

3. Mddszerek

3.1. Mintak, betegadatok

Osszesen 73 formalinnal-fixalt, paraffinba 4gyazott
(FFPE) mintat vizsgaltam. A mikroRNS kisérletekhez 31
ACC, 32 ACA és 10 normalis mellékveseszovetet (normal
adrenal cortex, NAC), mig 50 FFPE mintat 18 ACC, 16
ACA ¢és 16 NAC eloszlasban a circRNS méréseim soran.
A  NAC mintdk teljes veseeltavolitason atesett
paciensekbdl  szarmaztak. Minden FFPE  mintat
mellékvese szakértd patologus ellendrzott a legfrissebb

protokollok szerint.

3.2. Mintafeldolgozas és teljes RNS izolalas szovetbdl



A szoveti mintakbol teljes RNS-t a RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Thermo Fisher
Scientific) segitségével izolaltam. Az izolalas a gyari

protokollok szerint valosult meg. 1 pL 0,002 fmol/uL

crc

b

izolalas mindségének ellendrzésére szolgdlod ,,spike-in’
kontroll a miRCURY LNA RNA Spike-in Kit (Qiagen)
protokollja szerint, a nukleinsav izolalas 1épése elott

hozzaadva.

3.3. mikroRNS kombinaciok vizsgalata mesterséges
intelligencia segitségével mellékvesekéreg
adenomaban és carcinomaban

3.3.1. A jo- és rosszindulati mellékvesetumorokban
szignifikansan eltéré expresszioju mikroRNS-ek
szakirodalmi kutatasa

Irodalomkutatast a PubMed adatbazisaban végeztem a
kovetkezd keresdszavak hasznalataval: adrenocortical
karcinéma; adrenocortical cancer; adrenal cancer; adrenal
tumor; and microRNA. Kizéarélag eredeti cikkek keriiltek

bevalogatasra. A legtobb  vizsgalt  mikroRNS



szignifikansan differencialt expressziot mutatott tobb
tanulmanyban is. 16 szignifikdnsan differencialt

expressziot mutatd mikroRNS keriilt bevalasztasra.

3.3.2. Szoveti mikroRNS mérés RT-qPCR médszerrel
Az RNS reverz transzkripciéja TagMan microRNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) és
egyedi TagMan mikroRNS assay-k segitségével valosult
meg. A kovetkezé mikroRNS assay-ket hasznaltam: miR-
7, miR-9, miR-21, miR-195, miR-205, miR-210, miR-214,
miR-335, miR-375, miR-431, miR-483-3p, miR-483-5p,
miR-497, miR-503, miR-508, és miR-511. Belso
kontrollnak az RNUA48-at, mig kiils6 kontrollnak az
extrinsic cel-miR-39-et hasznaltam. Kvantitativ valds
ideji PCR-vizsgalatot a TagMan Fast Advanced Master
Mix-szel (Thermo Fisher Scientific) hajtottam végre

Quantstudio 7 Flex Real-Time PCR System késziiléken.

3.3.3. Biostatisztikai elemzés
A statisztikai analizist a 4.1.1 verzi6ju R for Windows (R

Foundation for Statistical Computing) programmal



végeztik. Az ACC vs. ACA csoportbesorolasban
kiemelkedé szerepet jatszo6 mikroRNS-ek sorrendje a
random forest modszerrel hataroztuk meg az ,,atlagos
pontossagcsOkkenés” (R csomag  randomForest)
fontossagi mérészammal, amelyet a szakirodalomban mar
leirt 6sszefiiggések megerdsitésére hasznaltunk. A mintak
automatikus ACC vagy ACA csoportokba sorolasanak
lehetdségét gépi tanuldson alapuld modszerekkel
teszteltiik (R packages nnet and caret). A modellek koziil
a legalabb 90%-o0s osztalyozasi képességgel rendelkezd
kombinaciokat valasztottuk ki a gépi tanuldson alapuld
osztalyozas validalasara.

A validalas soran egy fiiggetlen, ACA és ACC mintakat
tartalmazo kohorszot hasznaltuk €s a 43 ismeretlen mintat
kiilon-kiilon osztalyoztuk. A kombinaciok végsd becsiilt
csoportbesoroldsat a leggyakoribb (>50%) értékek
kivalasztasaval hatdroztuk meg 10 000 becslésbodl
valamennyi mintan. Az egyes modellek érzékenységeét,
specificitasat, pozitiv prediktiv értekét €s negativ prediktiv
értekét — a mintdk jo- vagy rosszindulati bioldgiai

viselkedésének felfedése utan — a modellek becsléseibdl



szarmazo €s a tényleges szdvettani diagndzisbdl szarmazo

adatok 0sszehasonlitasaval hataroztuk meg.

3.4 Cirkularis RNS profilozas ACC-ben, ACA-ban és
NAC-ban

3.4.1. Cirkularis RNS dusitas szovetbél

Az izolécios 1épés utan a teljes RNS-t tartalmazé oldat a
cirkularis RNS-eken kiviil tovabbi linearis RNS
molekuldkat is tartalmaz (pl. mRNS, tRNS, mikroRNS).
A lineédris RNS-ek emésztéséhez a circRNS vizsgalatok
obligét 1épéseként RNaz R emésztést hajtottam végre 1 pl
RNase R (Lucigen, Epicentre) enzim segitségével. Az
oldatban  1évé  tovabbi  nem-cirkularis ~ RNS-ek
Scientific) hasznaltam. A poliadenilacids Iépés utan oligo-
dT maéagneses gyongyok szuszpenzidja kovetkezett. Ezt
kovetden 1 percig a magneses allvanyra helyeztem, majd
a tiszta circRNS oldatot tartalmazd  feliiliszot

Osszegylijtottem a tovabbi 1épésekhez.

3.4.2. Szoveti circRNS profilozas 1jgeneracios

szekvenalas segitségével



A cDNS konyvtarat a tisztitott cirkularis RNS oldatokbol
készitettem el a NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit
for [llumina E7770 (New England Biolabs) segitségével a
gyartoi utasitasok szerint. Az ujgeneracios szekvenalast a
MiSeq Reagent v3 600 Kittel hajtottuk végre Illumina
MiSeq késziiléken. Az adatok feldolgozasahoz harom
kiilonbozé  cirkularis RNS  detektaldé  programot
teszteltiink: Autocirc, CIRI2 ¢és CircExplorer2-t. Az
annotalashoz  és a  cirkularis RNS-ek  teljes
szekvenciajanak feltérképezéséhez a CircRNAprofiler
programot hasznaltuk. A differencialt expressziot mutatd
cikrularis RNS-ek a limma-trend algoritmus szerint TNM
normalizacidés modszerrel lettek végrehajtva. A P-érték
korrekciot  Benjamini-Hochberg FDR  mddszerrel

szamitottuk ki.

3.4.3. Szignifikansan eltéré expresszioji cirkularis
RNS-ek validalasa RT-qPCR modszerrel

TagMan miRNA divergens primer assay-ket alkalmaztunk
(Catalog Number: 230744765) a top 5 szignifikdnsan
differencialt expressziot mutatod cirkularis RNS (PHC3,
FCGBP, TIMMDC1, KDM4C, MAN1A2) RT-gPCR



validaciojahoz. Els6 1épésben a linearis RNS-ek 1 pL
RNase R-rel (20 U/ ul; Lucigen, Epicentre) valé szelektiv
Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-tet
(Thermo Fisher Scientific) alkalmaztam a gyart6 utasitasai

szerint random primereket alkalmazva (Roche).

3.4.4. Biostatisztikai elemzés
Az adatok kiértékeléséhez a ACt modszert hasznaltam
Microsoft Excel segitségével. A statisztikai elemzéseket

GraphPad Prism 7 segitségével végeztem.

3.4.5. A circPHC3 lehetséges mikroRNS interakcidinak

vizsgalata

A clipSearch program segitségével mikroRNS célpontokat
kerestlink a PHC3 circRNS szekvencia alapjan. A
mature_high conf v22 1.fa mikroRNS szekvenciakat
hasznaltuk célpontként. Harom lehetséges mikroRNS-t
valasztottunk ki, amelyekrdl irodalmi adatok alapjan mar
leirtdk a mellékvesekéreg daganatokkal kapcsolatos

relevancidjukat. Kimutattak, hogy a let-7c, valamint a



miR-214 és a miR-195 szignifikansan alulexpresszalt az
ACC-kben az ACA-khoz képest.

3.4.6. A Kkivalaszott potencialis cél mikroRNS-ek
validaciéja RT-qPCR modszerrel

Ugyanazon validéacids kohorszt hasznaltuk a mikroRNS
expresszios mérésekhez, mint a cirCRNS validacigjahoz.
TagMan miRNA Reverse Transcription Kitet a hozza
tartozd egyedi TagMan MiRNA Assay primer mixekkel
(Thermo Fisher Scientific) alkalmaztam az RT reakcio
végrehajtasahoz a teljes RNS izoldtumon. Kvantifikaltam
a miR-195, let-7c-3p, miR-214 expressziojat az extrinsic
syn-cel-miR-39  kontroll segitségével. A RT-qPCR
méréseket a TagMan Fast Advanced Master Mix (Thermo
Fisher Scientific) hasznalataval végeztem Quantstudio 7
Flex Real-Time PCR késziilékkel (Thermo Fisher

Scientific) a gyartd utasitasai szerint.

4. Eredmények



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

4.1.1. Szoveti mikroRNS mérés RT-qPCR modszerrel
4.1.1.1. A legjobban teljesit6 mikroRNS panelek
osszeallitasa

A legjobban teljesitd mikroRNS kombinaciokat neuralis
halozat alapu, 90-10%-os véletlenszerii tanulo-teszteld
keresztvalidacié modszerével valasztottuk ki. 24, legalabb
90% osztalyozd képességgel rendelkezd statisztikai
modellt valasztottunk ki tovabbi validaciora. A 24 modell
a kovetkezé mikroRNS-eket tartalmazta: miR-9, miR-195,
miR-210, miR-375, miR-483-3p, miR-483-5p, miR-497,
miR-503 és miR-508. A miR-503, miR-483_3p, miR-195,
miR-375 és miR-483 5p volt a legjobb 5 mikroRNS,
amely a leghelyesebben csoportositotta a 30 mintat a
megfeleld csoportokba a random forest algoritmus

segitségével.

4.1.1.2. A mikroRNS panelek validacidja



24 modell k6zott 3 mutatott 90% fo6l6tti szenzitivitasi és
specificitasi értékeket. A miR-195 + miR-210 + miR-503,
a miR-210 + miR-375 + miR-503 és a miR-210 + miR-
483-5p + miR-503 kombinaciok. A kombinacion alapulo
elorejelzések diagnosztikus teljesitménye egyértelmiien
felilmulta az egyedi mikroRNS-ek diagnosztikus

teljesitményét.

4.2. Cirkularis RNS profilozas mellékvesekéreg
adenomaban, carcinomaban és ép

mellékveseszovetben

4.2.1. Szoveti cirkularis RNS expresszios profilozas
ujgeneracios szekvenalassal

Osszesen 6532 mar ismert és de novo cirkularis RNS-t
talaltunk a harom hasznalt kimutatasi eszkozzel, és ezek
koziil 445 circRNS-t talaltunk konzisztensen mindharom

eszkozzel.

4.2.2. A szekvenadlas soran szignifikansan eltéro

expresszioju cirkularis RNS-ek validacidja



A hotérkép alapjan az 5 leginkabb differencidltan
expresszalt cirkularis RNS-t vélasztottuk ki validacidra
(PHC3, FCGBP, TIMMDC1, KDMA4C, MAN1AZ2).
Ennek az 5 cirkularis RNS-nek az RNS szekvenalasi
eredményeinek ellendrzésére RT-gPCR-t hajtottunk végre
kiilonb6z6, a backsplice junction-t (BSJ) lefedo
primerekkel egy teljesen fliggetlen validacios kohorszban
(10 ACC,8 ACA and 8 NAC). A circPHC3 (CircAtlas ID:
PHC3_0006; CircPedia ID: HSA CIRCpedia_44334)
szignifikansan feliilexpresszaltnak adodott ACC és ACA
betegekben a NAC betegekhez képest, ami 6sszhangban
volt korabbi szekvendldsi eredményeinkkel. A masik 4
cirkularis RNS esetében nem kaptunk szignifikansan

eltérd eredményt.

4.2.3. A circPHC3 lehetséges mikroRNS
interakcidinak vizsgalata

A circPHC3 altal a potencialisan kotédo mikroRNS-eket
a clipSearch program segitségével hataroztuk meg in silico
modon. Az in silico eldrejelzés alapjan meghatarozott
differencialtan expresszalodo circPHC3-hoz

potencialisan kot6dd mikroRNS-et RT-qPCR modszerrel



hataroztuk meg. Harom potencialisan kt6d6 mikroRNS-t
valasztottunk ki a szakirodalomban is leirt relevancidjuk
alapjan. let-7¢c-3p és a miR-214 szignifikansan
alulexpressziot mutatott ACC vs. NAC, mig a miR-195
szignifikans alulexpressziot mutatott ACC vs. ACA FFPE

mintak kozott.

5. Kovetkeztetések

Doktori kutatdsaim soran célunk volt a mellékvesekéreg
jo- és rosszindulati  daganatai  kozti  Klinikai
differencidldiagnosztikai kiilonbségtétel segitése
biomarkerek kutatdsival. A kovetkeztetéseinket az
alabbiakban foglaltuk 0ssze:

1. Kifejlesztettiink uj, RT-qPCR moddszeren alapulo
mikroRNS biomarker kombinaciokat, amelyek magas
szenzitivitasi és  specificitasi  értékekkel képesek
elkiiloniteni egymdstdl a jo- ¢és rosszindulata
mellékvesekéreg szoveti mintait gépi tanulason €s neuralis
halon alapuld mesterséges intelligencia moddszerek
segitségével, amelyek képesek lehetnek segitséget

nyujtani a mellékvese daganatok



differencialdiagnosztikdjaban. A legjobban teljesitd 3
kombinacios modell: a miR-195 + miR-210 + miR-503,
a miR-210 + miR-375 + miR-503 és a miR-210 + miR-
483-5p + miR-503 90% feletti szenzitivitasi és
specificitasi értékeket mutatott.

a. A harom modell differencialdiagnosztikai képessége
egyértelmiien felilmulja a magukat a mikroRNS
kombinaciokat tartalmazo egyedi mikroRNS-ekkel elért
elkiilonit6  képességet, mind a  szakirodalmi
eredményekkel, mind a sajat méréseink eredményével
Osszehasonlitva.

b. Az eredményeink tovabbi, még nagyobb elemszamu
kohorszokon valé validacigja és mellékvese-biopszidban
torténd potencidlis felhasznaldsanak kiértékelése a jovo
feladata. Szintén, friss fagyasztott mellékvesekéreg
mintdkon torténd prospektiv vizsgalatokkal tovabb
novelhetd eredményeink bizonyossagi foka.

2. Els6ként mutattuk ki a mellékvesekéreg-daganatok
differencialt  cirkularis RNS  expresszidjat nagy
ateresztOképességli RNS szekvenalassal szoveti mintakon.

Kimutattuk a circPHC3 differencialt expresszidjat a jo- €s



rosszindulata mellékvesetumorok és normal
mellékvesekéreg szovetei kozott.

a. A circPHC3 mellékvesében és mellékvese daganataiban
betoltott biologiai viselkedésének felderitésére tovabbi

vizsgalatok szlikségesek a jovoben.
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