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1. BEVEZETES (IRODALMI HATTER)

1. 1. A mellékvesekéreg daganatai

A mellékvesekéreg daganatai gyakoriak és eldfordulasok az életkorral parhuzamosan
emelkedik [1]. Radioldgiai és korbonctani eredmények alapjan idsebb életkorban a
populacié 5-10%-a lehet érintett [2]. Dontd tobbségiiket egyéb okbol elvégzett
képalkotd vizsgalatok alapjan diagnosztizaljak (incidentaloma). Az incidentalomak
koriilbeliil kétharmada hormonalisan inaktiv, nem-funkcionalé adenoma (NFA), igy
klinikai tiineteket altaliban nem okoz [3]. Ezzel szemben a ritka kortizoltermel6
adrenocorticalis adenoma a Cushing-szindroma kialakitasa révén jelentés morbiditassal
¢s mortalitassal jar [1]. Az aldoszterontermelé adenomak joval gyakoribbak, az 0sszes
hypertonia 2-5 %-aért felelések, jelentds cardiovascularis morbiditassal és mortalitassal
tarsulnak [4]. A mellékvesekéreg rosszindulata daganata, az adrenocorticalis carcinoma
ritka, rossz prognézisi daganat [5]. Tovabbiakban a kortizoltermelé mellékvesekéreg-

adenoma ¢és a mellékvesekéreg-rak fontosabb jellemzoit foglalom dssze.

A Cushing-szindroma a tartésan emelkedett gliikokortikoid szint kovetkeztében
kialakuld tiinetegylittes. Leggyakoribb formdja az exogén gliikokortikoid kezelés
hatéséra létrejovo iatrogén forma. Az endogén Cushing-szindroma ritka megbetegedés,
incidencidja 2-3 f6/millid6 ember/év kozé teheté [6]. Hatterében az esetek dontd
tobbségében (70 %) az agyalapi mirigy ACTH (adrenokortikotropin) termeld
adenomaja all. 15-20 %-ban un. ectopias ACTH-termeld (extrém ritkdn CRH-termeld)
daganat okozza. Az esetek koriilbeliil 15%-20 %-at mellékvesekéreg daganat okozza,
ami leggyakrabban kortizoltermeld mellékvesekéreg adenoma (CPA), ritkan pedig
kortizoltermelé mellékvesekéreg carcinoma. Szemben a hypophysis ACTH-termeld
adenomaja valamint ectopias ACTH-termelés eseteivel, a mellékvesekéreg daganatai
okozta Cushing-szindroma autoném kortizoltermelés kovetkezménye, igy ACTH-
independens. A joindulati mellékvesekéreg adenoma kortizoltermelésének tiinetei
lassan ¢s fokozatosan jelentkeznek. A klasszikus tiinetek kozé tartozik, a centralis
elhizas, a holdvilagarc, a plethora, a livid stridk, a diabetes mellitus, a magas vérnyomas

az izomgyengeség, az osteopenia és az osteoporosis, a pszichés eltérések és a
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gonddmiikodési zavar. A korkép megfeleld kezelés nélkiil jelentds morbiditassal és
mortalitassal jar a sziv- és érrendszeri, thromboembolids és anyagcsere szovodmények,
illetve a fokozott fert6zéshajlam révén. Az adrenocorticalis adenoma (ACA) talajan
kialakult Cushing-szindroma els6dleges terapidja a daganat teljes sebészi eltavolitisa
(adrenalectomia). A sikeres operacio a kortizolszintet gyorsan normalizalja, azonban az
ellenoldali atrophids mellékvese miatt a hypadrenia megeldzése céljabol hydrocortison

adasa javasolt. Adekvat kezelés esetén a betegség prognozisa jo.

1.1.1. A mellékvesekéreg carcinoma

1.1.1.1. Epidemiologia

Az adrenocorticalis carcinoma (ACC) ritka, agressziv viselkedésii daganat [5]. Az éves
eléfordulasi gyakorisaga 0,5-2 f6/millid6 ember/év kozé teheté [7, 8]. Megjelenésében
két életkori cstuics figyelhetd meg. Az elsé cstucs a gyermekkor elsd, mig a masodik
altalaban az ¢€let negyedik és 6todik évtizede kozé esik [9]. Epidemiologiai vizsgalatok
alapjan ndéi nemben gyakrabban jelentkezik [10, 11]. A daganat kialakuldsaban
rizikofaktorként a férfiak korében a dohanyzast, mig ndknél a fogamzasgatld
alkalmazasat irtak le - kiilondsen 25 éves életkor el6tt kezdett terapia esetén [12]. A
terhességben megfigyelheto relative fokozott incidencia is felveti az dsztrogén szerepét
a patogenezisben [13]. Az ACC rossz prognoézissal tarsul, az 6téves tulélés elérehaladott
stadiumban alacsony, 15-30% ko6zé teheto [14, 15].
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1.1.1.2. Patogenezis

A mellékvesekéreg-rak patogenezisét az utdbbi években kozolt tanulmanyokbol mar
egyre jobban ismerjiik, azonban még nem rendelkeziink teljes mértékben atfogd képpel
a tumor kialakuldsanak mechanizmusardl. A megismeréshez jelentds segitséget
nyujthatnak a kimondottan ritka, 6roklodé mellékvesekéreg-daganatra hajlamosito
tumorszindromak. Jelentdségiiket fokozza az a megfigyelés, hogy ezen eltérések nagy
részét sporadikus ACC-ben is leirtdk mar. Az utobbi években a nagy ateresztoképességii
molekularis vizsgalati technikak és a bioinformatika fejlédése révén eddig ismeretlen

koéroki mechanizmusok megismerése is lehetdvé valhatott.

1.1.1.2.1. A mellékvesekéreg-rakban leggyakrabban észlelt molekularis eltérések,
érintett utvonalak

Az oOrokletes daganatszindromak koziil a Li-Fraumeni-szindroma (LFS), a Beckwith-
Wiedemann-szindroma (BWS) és a familiaris adenomatosus polyposis (FAP)
hajlamositanak mellékvesekéreg-rakra [5]. A daganatszindromakhoz tarsuld6 ACC-k az
Osszes eset toredék részét teszik ki. A multiplex endokrin neoplasia 1-es tipusa (MEN-
1), a Carney-komplex, a McCune-Albright-szindroma és a Lynch-szindroma jellemzéen

mellékvesekéreg-adenomaval jarnak egyiitt [16].

Az LFS autoszomadlis dominans médon 6roklédd tumorszindroma, melynek hatterében
a tumorprotein-53 (TP-53) gén deaktivalé mutacioi allnak [17]. A gén a DNS-karosodas
javitasaban és a kontrollalt sejtosztodasban jatszik elsddleges szerepet. A Braziliaban
megfigyelheté fokozott gyermekkori ACC eléfordulasi gyakorisdg hatterében egy

konformacio valtozast okozo TP-53 mutacio all [18].

A BWS patogenezisében a fokozott kifejez0désti inzulinszerti névekedési faktor 2 (IGF-
2) jatszik alapvet6 szerepet [19]. Génje az egyik leggyakrabban feliilexpresszalodo gén
ACC-ben [20]. A sejtciklus szabalyozasaban fontos szerepet betoltd ciklindependens
kindzinhibitor 1C csokkent kifejezédését mind sporadikus, mind familiaris ACC esetén

is leirtak [21].

10
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A FAP autoszomadlis domindns modon o6roklédo, jellemzden fiatalkori vastagbél
polypusokbol kialakuld vastagbélrakkal jaré daganatszindroma. Hatterében az axin
adenomatosus polyposis coli (APC) gén mutacidit irtdk le. Fontos kiemelni, hogy mig
az APC mutéacioi ACC-ben nem ismertek, addig a gén altal befolyasolt Wingless-
asszocialt integracios hely (Wnt)/B-katenin jelatviteli Gt érintettsége kiemelt szerepet

jatszik a mellékvesekéreg-rak patogenezisében [22].

A sporadikusan eléforduld mellékvesekéreg-daganatok jelentésen gyakoribbak, mint az
orokletes tumorszindroméakhoz tarsuléak. Mindazonaltal fontos kiemelni, hogy az
orokletes ACC-re hajlamositd eltérések jelentds részét sporadikus tumorokban is

sikerult kimutatni.

A szomatikus TP53 mutaciok a feln6ttkori ACC esetek 25-30 %-aban mutathatoak Ki
[23]. Tekintettel arra, hogy ezen deaktivalé mutaciok elsésorban nagyobb, elérehaladott
mellékvesekéreg-rakokra jellemzéek, igy nem meglepd, hogy jelenlétiik rosszabb
prognoézissal jar egyiitt [16]. A gén a 17p13 kromoszoma régioban helyezkedik el, e
locus allélvesztése (loss of heterozigosity, LOH) azonban az ACC esetek 75-80 %-aban
fordul el6 [21]. A 17pl3 kromoszéma régioban elhelyezkedd, igy szintén kiesé
funkciojii egyéb tumor szuppresszor gének okozhatjak a jelentds eltérést a TP53

szomatikus mutaciok és a LOH ACC-ben eléfordul6 gyakorisaga kozott.

A FAP hatterében allo APC mutaciok ACC-ben nem ismertek, de a gén altal befolyasolt
Wnt/B-katenin  utvonal fokozott aktivitasa mellékvesekéreg adenomaiban és
carcinomaiban is gyakran jelentkezik [14]. Hatterében a p-katenin transzkripcios faktort
kodolo kodolo CTNNBL gén aktivalé mutacidi allnak. A mutécio kovetkezményeként a
Wnt ligandtol fiiggetlen, konstitutiv jelatvitel fokozodas észlelheté [14, 24]. Ezt
alatamasztja az ACC-ben leirt fokozott diffaz citoplazmatikus €s nuklearis B-katenin
festoédés is, amely rossz prognozissal tarsul [25]. Ugyanakkor a CTNNB1 szomatikus
mutaciok jelenlétét mellékvesekéreg-rakban csak az esetek megkozelitleg egy
harmadaban sikeriilt kimutatni [21]. Az ttvonal fizioldgias koriilmények kozott szerepet
jatszik az embriogenezis soran a mellékvesekéreg fejlddésében is. Ismert tovabba, hogy
a fokozott aktivitasi Wnt/ B-katenin jelatviteli utvonal mellékvesekéreg hyperplasiat és
daganatképz6dést valthat ki [14, 25].

11
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A BWS-re jellemzd fokozott IGF-2 kifejezddés a sporadikus ACC-ben is altalanosan
megfigyelhetd, az esetek 90%-aban kimutathatd az expressziobeli eltérés [16, 20]. Az
IGF-2 befolyasolja a sejtnovekedést, a sejthalalt, illetve jelfelfogd molekulajan keresztiil
a daganatképzddést is [26]. A Wnt/ B-katenin utvonal mellett, az IGF-2 transzkripcids
faktor is szerepet jatszik a magzati mellékvesekéreg fejlédésében [27]. A transzkripcios
faktoron kiviil, annak receptoraként az IGF-1 receptor fokozott kifejezddése is
megfigyelheté mellékvesekéreg-rakban [28]. Az Gtvonal jelentéségét alahuzza az a tény
is, hogy az IGF-1 és IGF-2 kot6 fehérjék koziil az insulin like growth factor binding
protein 2 (IGFBP-2) fokozott expresszidjat is azonositottdk ACC-ben, sét
plazmakoncentracioja emelkedett az elorehaladott, metasztazissal jard esetekben.
Prognosztikai markerként azonban a nem kelléen magas szenzitivitas és specificitas
miatt nem alkalmazhaté [29]. A paternalis uniparentalis diszomia talajan kialakuld
BWS-ben leirt csokkent H19 és CDKNIC expressziot sporadikus rakokban is leirtdk
[30]. Az emlitett gének a 11pl5 locuson helyezkednek el, és esetiikkben a LOH a

carcinomak korilbeliil 70%-aban mutathato ki [16].

A MENI1 szindroma hatterében allo MEN1 gén mutéacidt az ACC-ben szenvedd betegek
kevesebb, mint 10 %-aban tudtak kimutatni [22]. Ezzel szemben a gént hordozo 11q13
régio allélvesztése a carcinomak 90%-aban azonosithato [20]. Fontos azonban kiemelni,
hogy ACC-k esetén leggyakrabban a 11-es kromoszoéma teljes hossz karjanak
elvesztése jelentkezik, igy mas gének funkcio kiesése is hozzajarulhat a

mellékvesekéreg-rak kialakulasahoz [16].

Ujgeneracios teljes genom, illetve exom szekvenalassal is sikeresen azonositottdk az
ACC-ben eddig is ismert mutaciok és patogenetikai tényezok koziil a TP53, a NF1, a
MENI1, a CTNNBI1, a CDKN2A, és a RB1 gén eltéréseit [22]. Ugyanakkor, leirtak
kordbban még mellékvesekéreg-rakkal nem-asszocialt 1) gének patogenetikai szerepét
is. Ezek koziil legfontosabbnak a Wnt/B-katenin tutvonal altal ACC kialakitasaban
szerepet jatszo ZNRF3 gén tlinik [22]. A gén inaktivald mutaciéi a f-katenin ttvonal

fokozott mikodését okozzak.

DNS metilaciés vizsgélatokkal megallapitottdk, hogy az ACC genomjara altalanosan
jellemzdé a hipometilalt allapot, amely kromoszoma instabilitdssal és a genomikus

imprinting zavaraval jar egyiitt. Ezzel szemben a CpG-szigetek a tumor szuppresszor
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kovetkeztében kifejezédésiik csokkent [22, 31].

Tovabbi 1) megfigyelésként észlelték a DNS-replikacidban kulcsszerepet jatszo
topoizomeraz-2A (TOP2-A) mRNS szinten fokozott expresszidjat is [32]. A
megfigyelés klinikailag is relevans lehet, tekintettel arra, hogy a topoizomeraz-gatld
célmolekuldja a TOP2-A. A sejtciklus fokozott aktivitdsa mellékvesekéreg-rakban
ismert tény. Ezt bizonyitja a sejtciklus fokozott miikodését eredményezd gének koziil a

egyes ciklinek és ciklindepens kinazok emelkedett expresszidja is [20, 32].

Erdekes megfigyelés, hogy a szteroid bioszintézis enzimeit kodold gének csokkent
expresszidjat azonositottak carcinomakban az adenomékhoz viszonyitva, ami felveti a
malignus transzformacio soran bekovetkez6 dedifferenciacio lehet6ségét [16, 33]. Ezzel
ellenkezdleg az IGF-2 klaszterhez tartozd nodvekedési faktorok, illetve receptoraik

relative fokozott kifejez6dése figyelheté meg ACC-ben [33].

A rendelkezésre 4llo génexpresszids vizsgalati eredmények kozott a kis elemszamu
betegcsoportok és az eltéréd modszertan miatt nagyfoka diszkrepancia figyelhetd meg. E
problémdk athidalaséara és tisztdzadsara munkacsoportunk az eddig kozolt szakirodalmi
és sajat eredmények felhasznalasaval metaanalizist hajtott végre [34]. Ezek alapjan
harom f6 utvonalat sikeriilt azonositani mellékvesekéreg-rak patogenezisében: 1. a
sejtciklus karosodasa 2. a retinoid jelatvitel érintettsége 3. a komplement rendszer és az
antigén prezentacid megvaltozott miikodése [34]. A retinoid jelatvitel zavarat
munkacsoportunk tovabb vizsgalta és in vitro human NCI-H295R mellékvesekéreg-
carcinoma sejtvonalon [35], illetve in vivo xenograft modellen is sikerrel bizonyitotta a

9-cisz retinsav tumorellenes hatasat [36].
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1.1.1.3. Diagnézis

A mellékvesekéreg-rak preoperativ diagnosztikdja harom alappilléren nyugszik. Ezek
kozé tartoznak a lokalis nyomasi, illetve a hormontiltermeléssel 0Osszefiiggésben

jelentkez6 Klinikai tiinetek, a laboratoriumi és a legfontosabb képalkotd vizsgalatok.

1.1.1.3.1. Hormonalis aktivitas

A mellékvesekéreg-rak a legtobb esetben hormonalisan aktiv, igy manifeszt klinikai
szindromakat hoz létre [5, 37]. Az aktiv daganatok 50-80 %-ara a kortizol termelés
jellemz6. Szemben a joindulati daganatok okozta kortizolttltermeléssel, a Cushing-
szindroma klasszikus tiinetei mellékvesekéreg-rakban sokszor hidnyoznak, mivel a
gyors progresszid miatt a zsireloszlasi eltérések nem tudnak kialakulni. Szamos esetben
sulyos diabetes mellitus, izomgyengeség és hypokalaemia formajaban jelentkezik. A
hypokalaemia hatterében a jelentds kortizoltultermelés aldoszteronszerii hatasa all. Az
esetek egy részében androgén tultermelés jelentkezik, ami ndékben férfias
kopaszodassal, hirsutismussal, virilizacioval és szexualis diszfunkcioval tarsul. Az
Osztrogén termeld ACC-k talajan kialakult feminizaci6é férfiakban nagyon ritkan, az
esetek 1-3 %-aban alakul ki. Ugyancsak ritkasagnak szamit az ACC-hez tarsuld primer
hyperaldoszteronizmus, melynek klasszikus tiinetei a magas vérnyomas normal vagy
alacsony kalium szint mellett [38]. Az esetek 30%-aban az ACC aspecifikus, lokalis
nyomasi tlineteket okoz. Ezek kozé tartoznak a hati, hasi, deréktaji fajdalom, a
teltségérzet és a hanyinger [37]. Fontos kiemelni, hogy a vizelet korszerii szteroid
metabolomikai vizsgalatai kimutattak, hogy még a klinikailag inaktivnak latszo
carcinomak is az esetek dontd tobbségében termelnek szteroid hormonokat vagy azok
eldalakjait [39, 40]. A hormonalis aktivitas kivizsgalasa ACC gyantija esetén Eurdpaban
a European Network for the Study of Adrenal Tumors (ENSAT) altal 2005-ben
megfogalmazott ajanlas alapjan torténik [14]. A széleskorii laborvizsgalatok magukban
foglaljak a basalis Kkortizol, adrenokortikotropin, dehidroepiandroszteron-szulfat, 17-
hidroxi-progeszteron, androszténdion, tesztoszteron, dsztradiol meghatarozasat, tovabba

a kis dozisu dexametazon teszt utdni kortizol szint illetve a 24 oOrds gyiijtott vizelet
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gyanuja esetén aldoszteron és renin meghatarozas torténik, illetve phacochromocytoma

kizéarasa céljabol metanefrin és normetanefrin mérés is sziikségessé valhat.

1.1.1.3.2. Képalkot6 vizsgalatok

A klinikai gyani megerdsitéséhez elséként valasztandd modern képalkotasi modalitas a
CT vizsgalat. A daganat mérete és a denzitas értéke jelentds diagnosztikai relevanciaval
rendelkezik. A tumor méretének novekedésével-kiilonésen a 4 cm atmérét elérd
daganatoknal- a malignitas valosziniisége fokozodik [41]. Az 1-4 cm atméréji
daganatok diagnosztikai kihivast okoznak. Az ACA és ACC elkiilonitését segitheti,
hogy a carcinoma 4&ltalaban szabdlytalan alaku, inhomogén szerkezetli, centralis
necroticus és haemorrhagias teriileteket tartalmaz, illetve meszesedés is megfigyelhetd
[9]. A carcinoma ezen kiviil lokalis szovetekbe, erckbe, esetenként a vena cava
inferiorba is terjedhet. Nativ CT esetén tovabbi fontos paraméter a denzitas, amelyet
Hounsfield unit (HU) egységben fejeznek ki. Adenomdra a magas zsirtartalom miatt <
10 HU jellemz6 [5]. Amennyiben ennél magasabb HU érték adodik, kontrasztanyag
adasa indokolt, ami kiegészithet6 késleltetett kontrasztanyag-kimosodasi vizsgalattal is.
Elobbi esetén kifejezettebbé valhatnak a bevérzések, a necrosisok és az inhomogenitas.
Carcinomara fokozottabb kontrasztanyag halmozas és csokkent leadas jellemzd. Ha a
kimos6das 50%-nal alacsonyabb, illetve 10-15. percben késziilt CT felvételeken a
denzitas eléri a 35 HU egységet, a malignitas nagymértékben valdszinii [42]. A CT-nek
tovabba a stadium meghatarozéasban is jelentds szerepe van a tavoli attétek igazolasa

révén [43].

MRI vizsgélattal az ACC jellemzden inhomogén szerkezetet mutat. T1-sulyozott
felvételeken a majhoz képest hipointenziv, T2-sulyozas esetén pedig hyperintenziv
képletként abrazolddik. Kémiai eltolédast (chemical shift) vizsgdlé MRI felvételeken
ACC-re a heterogén, ACA-ra a homogén jelvesztés jellemz6 [42]. Az MRI-vel torténd
képalkotas elénye, hogy nem jar sugarterheléssel, illetve a kornyez6 szervekbe, erekbe

torténd invazid jobban megitélhetd, mint CT-vel [42, 44].
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A diagnozis felallitisaban a *F-fluorodeoxiglikéz pozitronemisszids tomografia/
komputertomografia (FDG PET/CT) is szerepet jatszhat. A modszer alkalmazasaval az
ACC a majnal intenzivebb FDG-felvételt mutat. A mellékvese majhoz viszonyitott
nyomjelzd agens felvételének mértékével hatarozhatdé meg a standardized uptake value
(SUV) értek. A SUV ACA esetén < 1,45, mig ACC esetén > 1,45 értéket ad és 100%-0S

szenzitivitassal és 88%-os specificitassal kiiloniti el a két entitast [45].

Az utobbi idében MR-spektroszképia és MC-MTO (1l-es szénizotoppal jeldlt
metomidat) PET/CT modszerével is torténtek vizsgalatok. A metomidat a
mellékvesekéreg eredet megerdsitésére is alkalmas lehet, mivel specifikusan képes
kotédni a szteroid szintézisben szerepet jatszo enzimekhez. A modszerek klinikai
gyakorlatba torténé bevezetéséhez azonban tovabbi nagyobb elemszamu vizsgalatok

sziikségesek [46].

A mellékvesekéreg adenoma ¢és carcinoma képalkotoi jellegzetességeit a 1. tablazat

foglalja 6ssze.
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1. tablazat: A mellékvesekéreg adenoma és carcinoma jellemzoi a Kkiilonb6zo

képalkotoi modalitasok alkalmazasa esetén

SUV: standardized uptake value FDG PET/CT: “F-fluorodeoxigliikéz
pozitronemisszios tomografia/ komputertomografia
. Acc ACA
Atméré >4cm <4cm
Necrosis Jellemzd Nem jellemz6
Bevérzés Jellemz6 Nem jellemzd
Meszesedés Jellemz6 Nem jellemzd
‘s Heterogén, Homogeén,
CT denzitas >10 HU <10 HU
T1-sulyozas o ,
(majhoz viszonyitva) Hipointenziv
T2-sulyozas . .
(majhoz viszonyitva) Hiperintenziv
RO G N D) FOTEERS Heterogén jelcsokkenés Homogén jelcsokkenés
MRI felvételen gen) et
Kontrasztanyag halmozas Heterogén Homogén
. v lassu, gyors,
Kontrasztanyag kimosodas <60 % > 60 %
SUV FDG PET/CT fokozott, csokkent
(majhoz viszonyitva) > 1,45 <145

1.1.1.3.3. Szovettani vizsgalat

A mellékvesekéreg daganatok szovettani vizsgdlata nagy felkésziiltséget igényel, és

jelenleg is kihivast jelent6 problémat okoz [14]. Els6é 1épésként a tumor
mellékvesekéreg eredetét kell bizonyitani. A tanulmanyok alapjan erre legalkalmasabb
markernek a SF-1 fehérje bizonyult, melynek jelenlétét immunhisztokémiai vizsgalattal
lehet kimutatni [47]. A dignitdas meghatarozasahoz napjainkban is a Weiss-score
rendszert hasznaljuk [48, 49]. Ebben a kritériumrendszerben az alabbi 9 szempontot
vizsgéljak: magas mitotikus aktivitds, atipusos mitdzis, magas nukledris ,grade”,
vilagos citoplazmdju sejtek alacsony ardnya, necrosis, diffiz tumor architektura, tok
attorése, sinusoidalis és vénas invazid. Mindenegyes kritérium jelenléte 1 pontot ér, igy

allithato fel a vizsgalt daganatra jellemz0 Weiss-érték, amely 0-9 pont kozott lehet.
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ACC diagnozisa felallithato, ha az dsszpontszam 3, vagy tobb. 0-2 pontszam kozott-
bizonyos megkdtések mellett- altaldban ACA a diagndzis. A modszer hatranya a nem
megfeleld reprodukalhatosag. Ennek hatterében a kritériumok nagyfoka szubjektiv
megitélése, illetve a vizsgaldo személy tapasztalatatol fiiggé végsé érték all [50]. A
Weiss-score mellett leginkabb immunhisztokémiai modszerrel meghatarozott Ki-67
proliferacids index haszndlhato fel a diagnozis megéllapitasahoz. ACC esetén a Ki-67
index altalaban 5%-nal nagyobb [5]. A meghatarozds a varhatd prognozis
megallapitasahoz is nélkiilozhetetlen, ugyanis kivaldo markere mind a kiajulasnak , mind
az atlagos talélésnek [15, 51]. Proliferacios indexként alkalmazhaté még tovabba a
mitdzisok szama. Amennyiben tobb, mint 20 mitozis azonosithatdé 50 latoterenként,
akkor ,,high grade ACC”-r6l beszéliink, ami rossz prognozissal tarsul. Ezzel szemben,
ha a mit6zisok szama kevesebb, mint 20/50 High power field (HPF), akkor ,,low grade
ACC?” all fenn, amely jobb taléléssel tarsul [52].

A szdvettani vizsgalat nehézségei miatt, valamint a daganat esetleges toksériilése
nyoman jelentkezd propagaciora tekintettel a mellékvesekéreg-rak diagnoézisaban a
biopszids mintavétel nem ajanlott. Mellékvese biopsziat csak kivételes esetben
javaslunk, amikor a szovettani vizsgalat az észlelt mellékvese terime kezelését

alapvetden befolyasolja, pl. mellékvese lymphoma gyantja esetén.

1.1.1.4. Stadiumbeosztas és progndzis

A malignus daganatok prognozisanak megitéléséhez elengedhetetlen az objektiv
kritériumokon alapuld stadiumbeosztas meghatarozdsa. A rosszindulati daganatok
esetén altalanosan elterjedt TNM (T: primer tumor, N: regiondlis nyirokcsomo
érintettség, M: tavoli metasztazis) beosztast alkalmazzuk ACC esetében is. Kezdetben a
2003-ban megalkotott UICC/WHO (Union for International Cancer Control/ World
Health Organization) klasszifikacio terjedt el (2. tablazat). A beosztasnak azonban
jelentds hatranya volt, hogy a ll-es ¢s Ill-as staddiumba sorolt betegeknél a talélések
kozott nem volt szignifikdns mértékii eltérés. Emiatt valt sziikségess€é a progndzist
jobban becsl6 rendszer megalkotasa. Jelenleg az ENSAT altal 2009-ben meghatarozott
kritériumrendszer alkalmazasat javasoljak ACC esetén [53] (2. tablazat). Lokalis ACC-
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k koziil I-es stadiumba tartozéak az 5 cm-nél kisebb daganatok, mig Il-es stadiumba
sorolanddak az ennél nagyobb daganatok. Amennyiben a rak infiltralja a kdrnyezd
szoveteket (pl. paraadrenalis zsirszovet, szomszédos szervek), regionalis nyirokcsomo
érintettség illetve daganat trombus a vena cava inferiorban és/vagy a vesevénakban
fennall, akkor az ACC a III. stadiumba sorolandd. IV. stadium esetén tavoli attét
igazolhat6. A leggyakoribb metasztazisok koz¢é a maj, tiidd ¢és csont attétei tartoznak. A
daganat felfedezésének idépontjakor leggyakrabban a II. stadium all fenn (45%), ezt
koveti a II1. (27%) és a IV. stadium (24%). Sajnos az esetek alig 14%-ban torténik meg
a diagnozis felallitasa 1. stadiumban. Az egyes stadiumok 5 éves tulélése jelenleg az
alabbiak szerint varhato: 1. stadium 95%, II. stadium: 61%, III. stadium 50%, IV.
stadium 13% [5, 53, 54]. Az ENSAT beosztas prognosztikai hatékonysagat tobb
vizsgalat megerdsitette [51, 54].

2. tablazat: Az adrenocorticalis carcinoma TNM beosztasa az UICC és ENSAT

altal meghatarozott kritériumok alapjan.

T1: primer tumoratméro < 5cm, T2: primer tumoratméré > 5cm, T3: tumor terjedés
szomszédos szovetekbe, T4: tumor terjedés tavoli szervekbe, NO: nincs nyirokcsomo

érintettség, NI1: van nyirokcsomo érintettség, MO: nincs tavoli attét, M1: van tavoli

attet

Stadium I T1, NO, MO T1, NO, MO

Stadium 11 T2, NO, MO T2, NO, MO
,, T1-T2, N1, MO T1-T2, N1, MO

Stadium I T3, NO, MO T3-T4, NO, MO

T1-4, NO-1, M1
Stadium IV T3-4, N1, MO T1-T4, NO-N1, M1
T4, NO, MO
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1.1.1.5. Terapia és utankovetés

1.1.1.5.1. Lokalis ACC

A mellékvesekéreg-rak kezelésében maig egyetlen kurativ beavatkozas a tumor
sebészeti eltavolitdsa. A progndzist donté mértékben befolydsolja a miitét sikeressége.
Amennyiben a tumor rezekcidja teljes, RO rezekcioroél van szo, amely a legjobb
prognoézissal jar egyiitt. Amennyiben mikroszkopikus (R1) vagy makroszkopikus (Rx)
tumorszovet marad hatra, az nagymértékben rontja a varhato talélést. Nemzetkozi
ajanlasként az adrenalectomiat centrumokban, tapasztalt sebészek altal célszerli
elvégezni [55] A nagy elemszamu prospektiv 6sszehasonlitd vizsgalatok hianya miatt
egyértelmiien elfogadott ajanlas nem 4all rendelkezésre, hogy a hagyoményos, nyitott
vagy a laparaszkopos technikaval elvégzett mutét tarsul-e jobb prognozissal.
Altalanossagban elmondhatd, hogy el6rehaladott stadiumi daganatban szenvedd
betegnél a nyitott adrenalectomia alkalmazdsénak esetén ritkabban észlelték a kiujulas
és carcinomatosis peritonei jelentétét [56]. Kisebb, lokalis daganat fennallasakor

azonban a laparaszkopos eltavolitas is mérlegelhet6 [9].

A tumor eltavolitdsa utan adjuvans terdpiaval egészithetd ki a kezelés. Jelenleg két
modszerrel (gyogyszerrel és besugarzas altal) csokkenthetjik az ACC lokalis

recidivdjanak valoszinliségét.

A gyogyszeres kezelés egyetlen agensre, az adrenolitikus hatasti mitotanra szoritkozik.
A mitotan pontos hatdsmechanizmusat nem ismerjiik, de az eddigi vizsgalatok alapjan
hatdsdban szerepet jatszik a mitokondrialis 1€gzési lanc gatlasa, membrankarosodast
idéz el6, illetve a programozott sejthalalt is aktivalhatja [57, 58]. Ujabb eredmények
alapjan a mitotan f6 célpontja a SOAT1 fehérje lehet. A mitotin a SOAT1 enzim
gatlasan keresztiil a toxikus lipidek (koleszterin, oxysterol és zsirsavak) felhalmozddasa
révén az endoplazmatikus reticulum stressz indukalasaval fejtheti ki hatasat [59]. A szer
terapias ablaka sziik és jelent6s mellékhatasokat okozhat. A fellépé hanyinger, hanyas,
emésztOrendszeri panaszok, vertigo és egyéb kozponti idegrendszeri zavarok miatt a

betegek egy része nem képes toleralni a mitotan terapiat [57].

20



DOI:10.14753/SE.2018.2212

Az adjuvans terapia masodik lehetosége a tumoragy kiilsé besugarzasa. Alkalmazéasat
leginkabb inkomplett sebészeti eltavolitas utan javasoljak [60]. Egyes eredmények
alapjan sikeresen képes csokkenti a lokalis recidiva esélyét, azonban az atlagos tulélési
id6t nem emeli szignifikans mértékben [61, 62]. Reménykelt6 in vitro kisérletek alapjan
a szimultdn alkalmazott besugirzds és mitotdn terapia szinergista modon képes

csokkenteni a tumorsejtek novekedését [63].

1.1.1.5.2. Kiterjedt, metasztatikus ACC

Elérehaladott, metasztatikus ACC esetén tumortomeg-csokkentd, tvgynevezett
debulking mitét indokolt esetben kivitelezhetd. Mindazonaltal alapos mérlegelés
targyat kell képezze a lehetséges elOny-hatrany megitélése. A beteg altalanos
allapotanak, a mtét altal elérhet6 hosszabb talélési idének vagy jobb életmindségnek

kell a dont6é szempontnak lennie [63].

A metasztatikus ACC gyogyszeres terdpiaja sajnalatos modon csekély javulast
eredményez a betegség lefolyasdban. TOobb tanulmany is foglalkozott a szisztémas
tumorellenes terdpia lehetdségeivel. Koziiliikk eddig a legjobb eredményt a progresszid
mentes és atlagos tulélésre az etopozid-doxorubicin-ciszplatin  (EDP) harmas
kombinacioji kemoterapia és a mitotan (M) egyiittes adasa érte el [64]. Az M-EDP
kezelésre nem reagald betegek esetén masodvonalbeli terapiaként a gemcitabin-

capecitabin kombinacios kezelés az esetek kis részében stabilizalhatja a betegséget [65].

Eldrehaladott tumor stadiumnal palliativ céllal a metasztazisok illetve a tumor
méretének csokkentésére loko-regiondlis beavatkozasként radiofrekvencias ablacio vagy
transzarteridlis kemoembolizacié végezheté el abban az esetben, ha a miitét
kontraindikalt. A modszerek hatékonysagat klinikai vizsgalatokban eddig még nem

elemezték [9].

Az ACC kezelésében a molekularisan célzott bioldgiai terapids szerek sajnos nem
valtottdk be a hozzajuk fizott reményeket. Az erlotinib és gemcitabin kettds
kombinécidja érdemben nem csokkentette az epidermalis ndvekedési faktor receptor

expressziojat [66]. Hasonloan a humanizalt vaszkularis endotelialis novekedési faktor

21



DOI:10.14753/SE.2018.2212

ellenes monoklonalis ellenanyag, a bevacizumab sem mutatott érdemi eredményt [67].
A multitirozin-kinaz inhibitorok csaladjaba tartozé sorafenib nem [68], mig a sunitinib
csekély mértékben stabilizalta a betegséget [69]. Az IGF-1R-t gatlo kismolekulasulyt
linsitinib és a receptor ellenes antitestek koz¢ tartozo cixutumumab monoterapia teljes
mértékben hatastalannak bizonyult [70, 71], mig ha az utobbi szert mTOR gatlo
temsirolimussal egészitették ki, akkor a betegek kozel felében terapias valaszt értek el
[72].

1.1.1.5.3. Utankovetés

A mellékvesekéreg-rakban szenvedd betegek utankovetésének gyakorisagara vonatkozo
egyértelmil ajanlassal nem rendelkeziink. Tekintettel az ACC agressziv viselkedésére a
kezdeti terapia utan haromhavonta célszer(i a beteget kontroll vizsgalatra visszarendelni.
Ha recidiva 3 évig nem jelentkezik, akkor az utankovetés félévente javasolt. Otéves
tiinetmentesség utan pedig 1-2 évente célszerli a teljeskori kivizsgalast elvégezni.
Ennek magaban kell foglalnia a részletes fizikalis vizsgalatot, a tumormarkerek és a
szteroid panel meghatdrozasat, a képalkotd vizsgalatok koziil pedig a hasi és

kismedencel, illetve mellkas CT-t is a restaging céjabol [5, 9].
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1.2. A mikroRNS-ek biologiaja

1.2.1. Az RNS-interferencia jelensége

Az RNS interferencia jelenségét az 1990-es évek elején irtak le [73]. Napoli és
munkatarsai petunia novénybe injektaltak a sotét pigment képzodésért felelds gént [74].
A viragok azonban a vart sotét szin ellenére fehérek vagy foltosak lettek. A jelenség
magyarazatara 1998-ig kellett varni, amikor kettds szali RNS molekulakat jutattak be
C.elegans-ba és jelentds géncsendesitést figyeltek meg [75]. A csendesités hatterében az
allt, hogy a kettds szali RNS rovid szakaszokra vagodott, és a komplementaritasnak
megfelelden gatolta a mRNS-ek funkcidjat. A jelenséget RNS interferencianak, mig a

végrehajtoit rovid interferald6 RNS-eknek nevezték el.

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) az RNS interferencia endogén kozvetitéi. Az elsd
mMiRNS-t, a lin-4-et 1993-ban fedezték fel. A lin-4 a klasszikus Gtvonalon keresztiil fejti
kotddve negativan befolyasolja a lin-14 fehérje szintjét [76, 77]. A legfrissebb miRbase
adatbazis alapjan jelenleg 2693 érett, human miRNS-t ismeriink (www.miRbase.org,
Release 22, March 2018).

1.2.2. A miRNS-ek nevezéktana

A mIiRNS-ek neve harom f6 részbdl tevédik Ossze. A név elsd tagja a miRNS
szarmazasi fajara utal (pl.: hsa-H. sapiens, cel- C. elegans). A kovetkezd elem az Gsszes
miRNS esetében az altalanos hasznalt miR rovidités. Mig a név utolso6 tagja egy
sorszam. Fontos kiemelni, hogy egy sorszdm csakis egy miRNS bazissorrendhez
tartozik. Amennyiben két miRNS szekvencidja megegyezik, de a genom eltérd
régidjabol irddnak at, akkor az elsd sorszam utan kotdjellel egy Gjabb szdmot illesztenek
hozza (pl.: miR-7-1, miR-7-2). Abban az esetben, ha a szekvencidk kozott csak
minimalis (1 vagy 2) nukleotidban van eltérés, akkor a sorszam utén folytatolagosan

egy betlit adunk a névhez (miR-320a, miR-320b). Egyes prekurzor-miRNS-eknél
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mindkét szal funkcionalisan aktiv maradhat. A kevésbé dominans, kisebb mértékben
kifejez6d6 miRNS-t csillaggal jelolik (miR-56, miR-56*). Egy adott prekurzor-miRNS
kétféle modon is hasitodhat, ha a vagas az 5° véghez kozelebbi akkor -5p végzodést
(miR-483-5p), mig ha a 3’ véghez esik kozelebb, akkor -3p jelolés alkalmazando (miR-
483-3p) [78, 79].

1.2.3. A miRNS-ek bioszintézise és hataismechanizmusai

1.2.3.1. A miRNS-ek bioszintézise

A miRNS gének dontd tobbsége a nem-kodold genomi régioban helyezkedik el, mig
kisebb résziik a fehérjekddolo gének exonjaiban vagy intronjaiban talalhatoak [80, 81].
A legtobb miRNS génjét az RNS polimeraz I enzim irja at, 1étrehozva az els6dleges
MIRNS-t (pri-miRNS) [82]. Az esetek kisebb részében a transzkripcid az RNS
polimeraz III enzim kdézremiikddésével torténik. Az érett, egyszali miRNS kialakulasa
tobbféle modon is 1étrejohet. Ezek koziil a legismertebb és leggyakoribb az tigynevezett
kanonikus utvonal (1. abra). Ezen az utvonalon a kétszala pri-miRNS-t a
mikroprocesszor komplex hasitja a sejtmagban. A komplex a pri-miRNS-t felismerd
nuklearis protein DiGeorge Syndrome Critical Region 8-bol (DGCRS) és a miRNS-t
hasité Drosha enzimbdl all [83, 84]. Az igy 1étrejovo prekurzor miRNS-t (pre-miRNS)
az Exportin-5 szallitja aktiv transzporttal a sejtmagb6l a citoplazmaba. Az
energiaigényes folyamatot a Ran GTP-az fehérjék biztositjak [85, 86]. A citoplazmaba
keriild pre-miRNS-t az RNaz III endoribonukledaz enzimcsoportba tartozo Dicer hasitja
érett, egyszalu 19-25 nukleotid hosszisagi miRNS-sé¢ [87]. A miRNS-medialt gén
szabalyozéas kulcsszerepldje az RNS indukalt csendesitd komplex (miRNA/RNA
induced silencing complex, miRISC/RISC) kialakulasa. Ez a komplex az érett, egyszalu
mMIRNS-bdl, a Dicerbdl, kiilonféle Argonaute (AGO) fehérjékbdl és a TRBP (TAR RNA
binding protein) RNS-kot6 fehérjébdl all [88, 89]. Az AGO fehérjék kdzponti szerepet
toltenek be a RISC-ben. Koziilik leggyakrabban AGO2 épiil be, amely Katalitikus
aktivitassal rendelkezik [90]. A csalad tobbi tagja a transzlacio gatlasan keresztiil fejti ki

a hatasat [90, 91].
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1. abra: A miRNS-ek képzodése és érési folyamata a kanonikus titvonalon

A komplex érési folyamat részletes leirdsa a szovegben olvashaté. miRNS: mikroRNS,
pri-miRNS: primer-miRNS, DGCR8: DiGeorge Syndrome Critical Region 8, TRBP:
TAR RNA binding protein, Ago: Argonaute fehérjek, miRISC: miRNS indukalt
csendesito komplex, mRNS: hirvivé RNS, 3’UTR: 3’ nem transzlalodo régio
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1.2.3.2. A miRNS-ek génexpresszidra kifejtett biologiai hatasai

A MiRNS-ek rovid, érett formajukban 19-25 nukleotid hosszusagu, fehérjét nem kodolo
RNS molekuldk. A génexpressziot mind a sejtmagon beliil, transzkripcionélisan, mind a
citoplazmaban poszt-transzkripcionalisan befolyasoljak [92]. Az RNS-interferencia
endogén mediatoraiként a DNS szekvencia megvaltoztatasa nélkiil fejtik ki hatasukat
[93], igy az epigenectikai szabalyozo rendszer fontos elemei [94, 95]. Az emberi gének

30-60 %-a allhat miRNS szabalyozas alatt [96, 97].

A miRNS-¢k kifejezetten konzervativ molekulak. Nagyfoka hasonldésagot mutatnak a
fejlodés-biologiailag olyan tavoli fajok kozott is mint a férgek, rovarok vagy emlésok
[93]. Az ecukariotadk birodalman beliil a miRNS-ek a génexpressziora gyakorolt
hatasukat hasonl6 modon, foként poszt-transzkripcionalis szinten fejtik ki [93, 98, 99].
Egyes vizsgalati eredmények alapjan a génexpressziot befolyasolé hatasukat
filogenetikailag tavoli fajok kozott (akar az 6t kiralysagon beliil) is kifejthetik [100,
101].

A miRNS-ek legjellemzobb biologiai hatasa a sejt plazmajaban lejatszodo
génexpresszio poszt-transzkripcionalis befolyasolasa. Ennek 1étrejottéhez a miRNS-nek
fel kell ismernie és kapcsolodnia kell a célpont mRNS-hez. A miRNS leggyakrabban a
mRNS 3’UTR-hoz k&tédik [102], ritkabban az 5°-UTR, illetve a kodolo régiohoz [103].
A kapcsolodasban a RISC-ben taldlhatdé miRNS 5 végén talalhatd elsé 8 nukleotid (
leggyakrabban 2.-t61 és 7.-ig) vesz részt [104].

A miRNS-ek mRNS célpont predikcidja elsé 1épésben in silico, bioinformatikai
modszerrel torténik [105]. Ezzel a megkozelitéssel rengeteg potencialis célpont
nyerhetd, azonban ezek Ilehetséges biologiai relevanciajat genetikai és biokémiai
modszerekkel sziikséges megerdsiteni [106, 107]. Egyetlen miRNS célpontjanak és
transzkripcids hatasanak vizsgalatahoz legjobban a luciferaz enzim hasznalata terjedt el,
ahol a fényreakcio intenzitasabol lehet kovetkeztetni az expresszid valtozasara [108].
Tobb  célpont  elemzéséhez  izotoppal  jelolt  aminosavakat — vizsgalnak

tomegspektrométerrel [109, 110].
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A miRNS-ek miikddésére jellemz6 a pleiotropia, mivel egy miRNS-nek akar tobb szaz
mRNS célpontja is lehet [111]. Tovabba szinergizmus, illetve antagonizmus is
karakterisztikus, tekintettel arra, hogy egy mRNS expresszidjat tobb (akar szazas
nagysagrendil) miRNS is befolyasolhatja [112]. A miRNS-ek szovetspecifikus moédon
fejezodnek ki, tovabba kiilonféle szovetekben eltérd hatassal rendelkezhetnek. Erre
példa a miR-503, amely ACC-ben felil-, mig hypophysis daganatokban
alulexpresszalodik [113, 114] (2. abra).

Mellékvesekéreg Hipofizis
-rak adenoma

/E\\:/- e . T proliferacié
- //

miR-503

2. abra: A miR-503 szovetspecifikus hatasa

Folyamatos piros nyil fokozott expressziot, mig szaggatott zold nyil csokkent expressziot

jelent.

A miRNS-ek a génexpressziot dontéen negativ modon befolyasoljak. E hatasukat foként
poszt-transzkripcionalis szinten fejtik Ki. A gatlas hatasmechanizmusa a mRNS és a
miRNS ko6zo6tti komplementaritastol fiigg. Tokéletes illeszkedés esetén a RISC-ben
elhelyezked6 AGO?2 hasitja a mRNS-t, amit annak degradacidja kovet. Ez a fajta hatas

novényekben jellemzd, az 4allatok kozott ugyanis ritka a teljes mértékl
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komplementaritas [115]. Parcilis egyezés esetén transzlacio gatlas alakul ki. A gatlas
kifejtésének harom moddozata ismert. A pretranszlacios folyamat soran a miRNS-ek
epigenetikai szabalyozo enzimek muikodését befolyasoljak. Ezek kozé tartoznak tobbek
kozott a DNS metiltranszferazok, vagy a hiszton deacetilazok [95, 116]. Ennél
fontosabb folyamat a kotranszlacios csendesités. A csendesités 1étrejohet azaltal, hogy a
transzlaci6 folyamén az exoribonukleazokkal szemben védtelen mRNS alakul ki, amit a
mRNS degradacioja kovet [117, 118]. Ezenkiviil a transzlacid inicialo faktor gatlasan
keresztiil zart hurki mRNS képzddhet, ami a hatékony transzlaciot lehetetlenné teszi
[118, 119]. A posztiniciacios folyamat soran az AGO fehérje gatolja a nagy
riboszomalis alegységet, igy annak levalasa kovetkezik be, amely korai mRNS
lancterminaciét okozhat [120], illetve a citoplazmatikus enzimek aktivalasa révén
mRNS bomlas is bekdvetkezhet [121]. Osszefoglalasként elmondhato, hogy a fent
ismertetett Osszetett mechanizmusok altal a mRNS kifejez6désének csokkenése

degradacion vagy a transzlacié gatlasan keresztiil kdvetkezik be.

Az eddig részletezett citoplazmatikus negativ hatasokon kiviil a miRNS-ek a sejtmagon
beliil is kifejthetik a génexpressziot befolyasold hatasukat [122]. Bizonyos esetekben a

MIiRNS-ek génexpressziot fokozo hatasat is leirtak mar a szakirodalomban [95, 123].

crer

crcr

Tovébbi érdekes megfigyelés, hogy az AGO2 a mRNS expresszidjat fokozni is képes
abban az esetben, ha a célpont mRNS nem rendelkezik polyadenin farokkal [126].

A mMiRNS-ek széleskorli élettani hatasokkal rendelkeznek. Befolyasoljak az alapvetd
sejtbiologiai folyamatok koziil a sejtciklust, a sejt differenciaciot €s az apoptosist is
[127, 128]. Kiemelt szerepet toltenek be az embrio-, osteo-, adipo- [128], myo-[129], és
neurogenesisben [130]. Szabalyozo funkcidjukat a hormontermelésben is leirtak. Erre a
funkciora példa a miR-375, amely gatolja a CRF, az ACTH és a POMC szekrécigjat is,
ezaltal csokkentve a periférias hormonok szintjét is [131], ezenkiviil a vércukor
szabalyozta inzulinszekrécioban is fontos regulator szerepet tolt be [132]. A miRNS-ek
az immunrendszer effektiv miikodésében is nélkiilozhetetlenek. A velesziiletett és a

szerzett immunvalasz kialakitasat is befolyasoljak [128, 133].
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Az élettani folyamatok szabalyozédsan kiviil szamos betegség kialakitasaban is részt
vesznek. Megvaltozott kifejez0désiik ismert tobbek kozott kiilonféle fertézésekben,
gyulladasos, autoimmun megbetegedésekben is [133]. Daganatok széles skalajan irtak
le abnormalis expresszidjukat [134, 135]. A tumorok kialakitasaban betoltott szerepiik
alapjan - a klasszikus onkogén illetve tumor szuppresszor génekhez hasonléan-
megkiilonboztetiink onkogén és tumor szupresszor miRNS-eket [136]. Azon miRNS-
eldsegitik oncomiR-eknek nevezziik. Szintjikk a rosszindulati daganatokban altalaban
fokozott, és a tumor szuppresszor mRNS-ek expresszidjat csokkentik. Ezzel ellentétben
a tumor szuppresszor miRNS-ek az apoptosison és a differenciacion keresztiil a
daganatok kialakuldsat gatoljak. Malignus tumorokban szintjiik jellemzden csokkent,
igy az altaluk szabalyzott onkogén MRNS-ek expresszidja fokozott. Tekintettel a
mMiRNS-ek szovetspecifikus hatasaira, fontos megemliteni, hogy egy adott miRNS

kiilonb6z6 szovetekben betolthet tumor szuppresszor és onkogén szerepet is.

1.2.4. Az extracellularis miRNS-ek

Az extracellularis miRNS-eket eldszor 2008-ban irtak le [137]. Ebben a kutatasban
varandos nék vérplazmajabol tudtak kimutatni placenta-eredetii miRNS-eket, amelyek a
terhesség utan kimutathatatlanna valtak a keringésb6l [137]. Ez a felfedezés vezetett
ahhoz a hipotézishez, hogy az extracellularis miRNS-ek az egyén fiziologiai allapotat
tikkrozhetik. Ezzel egy idOben kiilonbozd kutatocsoportok daganatos betegek mintaibol
is sikerrel izolaltak miRNS-t [138, 139]. A tovabbi vizsgalatok megerdsitették, hogy
majdnem minden testvaladékbol kimutathatéak a miRNS-ek. gy jelenlétiiket leirtak
tobbek kozott nyalban, vizeletben, székletben, anyatejben, kdnnyben, agy-gerincveldi
folyadékban, sperméban, vaginalis valadékban, peritonealis €s pleuralis folyadékban is
[140]. A wvérben talalhatd miRNS-eket keringd miRNS-eknek nevezzik. Az
extracellularis miRNS-ek egy része (vér, vizelet, nyal) viszonylag konnyen
hozzaférhetd és nyerhetd a pacienstfl. Ezéltal minimdlisan invaziv biomarkerek
lehetnek a jovOben kiilonbozd betegségek, tobbek kozott daganatos megbetegedések

diagnozisanak felallitasara, illetve prognozisuk megallapitasara [139, 141]. Az
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extracellularis MIRNS-ek egyes vizsgalati eredmények alapjan képesek masik sejtbe
bejutni [142, 143]. Ezaltal hormonszer(i bioldgiai aktivitassal is rendelkezhetnek. A
sejtek kozotti kommunikacid révén akar tavoli szdovetek génexpressziojat is
befolyasolhatjak [144, 145]. E hatasuk bizonyitasara azonban még nem allnak
rendelkezésre egyértelmli vizsgalati eredmények [126, 146]. Ugyanakkor egyes
kutatocsoportok a sejten kiviili miRNS-eket biologiailag nem funkcionald, a sejthalal

altal passzivan szivargd mellékterméknek tekintik.

A testfolyadékokban jelenlévé extracellularis miRNS-ek rendkiviil stabil molekulak,
ellenalloak a kiils6 behatasokkal szemben [138, 147, 148]. Huzamosabb ideig toleraljak
a szobahomérsékletet, illetve még a forralast is [149]. Rezisztensek az alacsony és
magas pH szinttel szemben is [139]. Hosszl, akar évekig tartd tarolas (-80 °C-on),
illetve tObbszords fagyasztasi vagy felolvasztasi ciklusok sem csokkentik érdemben a

szintjiiket [150, 151].

Jelenlegi tudasunk alapjan a miRNS-ek sejtbdl valo kijutasa harom f6 modon torténhet
meg. Els6ként a sejtet ért karosodas (sejthaldl vagy gyulladas) miatti passziv szivargas
altal. Emellett aktiv szekrécioval extracellularis vezikulakba (EV) szecernaldodhatnak
[151], illetve AGO fehérjékhez vagy high density lipoproteinhez (HDL) kotodve
keringhetnek az extracellularis térben [143, 152].

Az extracellularis miRNS-ek dontd tobbsége ribonukleo-proteinekkel alkotott
komplexekben talalhatoak [153]. A keringésben talalhatdé miRNS-ek 90-95%-a AGO
(leggyakrabban AGO2) ribonukleo-proteinekhez kotédik [151, 152]. Kisebb részben a
mMiRNS-ek extracellularis vezikulakban fordulnak el6 (mikrovezikula, exoszdma,
apoptotikus test) [151] vagy lipoproteinekhez, mint a HDL kapcsolodva [143]. Ezek
biologiai jelentdsége ugyanakkor joval nagyobb, mint az AGO2-hoz kotott miRNS-
ekének, hiszen az EV-k és HDL-hez kotott miRNS-ek igazoltan bioldgiai hatast
kozvetithetnek. A ribonukleo-proteinhez tarsult miRNS-eket egyes szerzok

sejtszétesésbol szarmazo tormeléknek tekintik.
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1.3. Az extracellularis vezikulak

A sejt altal szecernalt membrannal hatarolt részecskéket Osszefoglaloan EV-knak
nevezziikk. Tovabbi csoportositasi mod a szecernald sejt tipusa vagy a biogenezis
utvonala alapjan lehetséges. A szakirodalomban inkébb az utobbi verzi6 terjedt el, igy
munkam soran ¢én is ezeket ismertetem. Az EV-k a kialakulasi médjuk alapjan harom

nagy csoportba sorolhatoak (mikrovezikula, exoszéma, apoptotikus test) (3. abra).

Az exoszomak foszfolipid kettdsréteggel hatarolt EV-k. Az endo-lizoszomalis
utvonalon alakulnak ki azaltal, hogy a multivezikularis test (multivesicular body-MVB)
¢s a plazmamembran fuzional egymassal [154]. Az endoszomak komplex érési
folyamata soran jonnek létre a MVB-k. A MVB-ek a biomolekulak sejten beliili
transzportjaban jatszanak alapvetd szerepet. A molekuldk egy részét az endoszomak a
lizoszomakba tovabbitjak, ahol lebontasra keriilnek, masik résziiket a Golgi-apparatusba
juttatjak vissza 0jboli felhasznalas céljabol, mig a harmadik résziik a miRNS-ekhez
hasonléan a plazmamembranon keresztiil kivalasztodasra keriilnek. Az exoszémak
kivalasztodasa konstitutiv és indukalhatd modon is 1étrejohet [155]. Az exoszomakat
dont6 tobbségben az immunsejtek (dendritikus sejt, T-sejt, B-sejt, macrofagok) és a
tumorsejtek szecernalnak. Atméréjiik mérettartomanya altalaban 40-120 nm kozé esik.
Hatasukat a recipiens sejten harom f6 moddon fejthetik ki: 1. kozvetlen kapcsolat
kialakitdsa az exoszomak felszini markerei és a sejt kozott, 2. az exoszoOmak
endocitozisa altal valo bejutas a sejtbe, 3. a vezikula és a sejtmembran fuzidja altali vald
bejutas a sejtbe. Ezen mechanizmusok révén az exoszomak a miRNS-ek és a mRNS-ek
horizontalis szallitasaban is részt vesznek [156]. Az ujabb tanulmanyok alapjan az
exoszomak alapvetd élettani funkcidja az antigénprezentdlds és az immunrendszer
miikodésének befolyasolasa. [155]. Felsziniikon kiilonféle markerek fejezédnek ki,
tobbek kozott a tetraspaninok (CD9, CD63, CD81) és az annexin V [157]. Az
exoszomak fehérjéken, lipideken és egyéb nukleinsavakon kiviill majdnem minden
tipusi RNS-molekulat is tartalmaznak. Az exoszomakon beliil kimutathatéak miRNS-
eken kiviil, a mRNS-ek, a riboszomalis RNS-ek, a transzfer RNS-ek, a kis nuklearis
RNS-ek és hosszu, nem kodoldo RNS-ek is [158]. A donor sejt miRNS mintazata
jelentds mértékben eltérhet az exoszomaétol, ami felveti a szelektiv kivalasztodas

valoszintiségét is [146, 159, 160]. Az exoszomak egy adott miRNS-t relative alacsony
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kopia szamban tartalmaznak [161], azonban ez a mennyiség is elegendd lehet a
biologiai hatas kifejtéséhez tekintettel arra, hogy a mRNS-hez specifikusan képes
kotédni [146, 162].

A mikrovezikulak (MV) a plazmamembran kifelé bimbdzasa és levalasa altal alakulnak
Ki. Jellemz6 felszini markereik k6zé tartozik a szoveti faktor és a donorsejt eredetii
markerek (integrin, selectin). Korabbi eredmények alapjan az exoszémakhoz hasonléan
az annexin V-6t a MV-ra altalanosan jellemz6 markerként irtak le. Az ujabb kutatasok
azonban megallapitottak, hogy a vérlemezke eredeti MV-k 80%-a annexin V negativ
[163]. A MV—kat — az exoszomakhoz hasonloan - is foszfolipid kett6sréteg hatarolja.
Nagyobb méretiiek, mint az exoszoémak, atmérdjiik altalaban 100-1000 nm kozé esik.
Erdemes megemliteni, hogy vérplazméaban méretiik kisebb, koriilbeliil 100-400 nm. A
MV-kat elsésorban vérlemezkék, vordsvértestek és endotelidlis sejtek hoznak 1étre.
Hasonléan az exoszémakhoz tobbféle RNS-t (kodold és nem-kodold) is tartalmaznak
[142]. Ellentétben az exoszomakkal, a MV-kbe torténé RNS szekrécido kevésbé tlinik
specifikus folyamatnak. Ugyanakkor jelents atfedés van az exoszomak és MV-k
kozotti mérettartomanyban. Bar sejtfelszini markereik jelentds eltérést mutatnak,
tovabbra sem rendelkeziink, olyan altalanosan elfogadott markerrel, ami révén az

exoszomak és MV-k biztonsaggal elkiilonithetéek lennének.

A miRNS-ek EV-kba szecernalasa egyelore nem teljesen tisztazott teriilet. Kozponti
szereplonek a neutralis szfingomielinaz 2 enzim tlinik [164]. Az enzim az exoszomak
poszt-transzkripcionalis modosulasaik dontd mértékben befolyasoljak. A vezikulakba
torténd szekréciot nagymértékben fokozza a 3’ végen torténd uridilacio, mig adenilacio
esetében a miRNS-ek jellemzéen a sejtben maradnak [165]. Tovabba bizonyos

specifikus nukleotid mintazat esetén is ritka a vezikulakba torténd kivalasztodas [166].

Az EV-k harmadik tipusa az apoptotikus testek. Az apoptotikus testek a programozott
sejthalal révén a degradalodo sejt sejttormelékébdl alakulnak ki. Az EV-k kozott ezek
érik el a legnagyobb méretet, nagysaguk altalaban 1000-5000 nm kozé esik.
Tartalmukra a nagy mennyiségt foszfatidil szerin, DNS tartalom, illetve sejtorganellum

maradvanyok jellemzdek.
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Apoptotikus
test

Exoszéoma

3. abra: Az extracellularis vezikulak tipusai

A folyamat részletes leirasa a szovegben olvashato. MVB: multivezikularis test

1.4. MikroRNS-ek a mellékvesekéreg daganataiban

Munkacsoportunk az els6k kozott vizsgalta a mellékvesekéreg daganatok szoveti
mMIRNS-ek expresszidos mintazatat. Ebben a munkaban az ACC, CPA, NFA ¢és
egészséges mellékvesekéreg szoveti miRNS expresszidjat elemezték. [113]. TLDA-
kartya eredményei alapjan kivalaszott 14 miRNS koziil egy nagyobb elemszami
kisérletben 6 miRNS-t tudtak visszaigazolni gqRT-PCR moédszerrel. Ezek alapjan a miR-
184 ¢és miR-503 szignifikansan magasabb expressziot mutatatt ACC-ben a normal
mellékvesekéreggel, illetve az adenomdkkal (inaktiv és  kortizoltermeld)
Osszehasonlitva. A miR-210 csak CPA-hoz képest expresszalodott feliil a carcinomas
betegcsoportban. Ezzel ellentétben a miR-214, a miR-375 és miR-511 szignifikans
mértékben alulexpresszalodott ACC-ben a tobbi csoporthoz viszonyitva. ROC-analizis
alapjan a miR-511 és miR-503 expresszidjanak kiilonbségét hasznalva 100 %-0S
szenzitivitassal és 97 %-os specificitassal tudtak differencialni a két entitast. E vizsgalat

f6 korlatjat a kis elemszamu csoportok képezték, hiszen mindossze 7 ACC-ben
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szenvedd beteget vontak be. Egy masik munkacsoport microarray moddszerrel egy
nagyobb elemszdmu (22 ACC és 27 ACA) vizsgélatban eldszor mutattak ki sikerrel a
miR-483-5p szignfikansan magasabb szOveti expressziojat ACC-ben ACA-hoz
ben [167]. Prognosztikai markerként pedig megallapitottak, hogy a miR-483-5p
fokozott és a miR-195 csokkent kifejezédése rossz korjoslattal tarsul [167]. Egy Gjabb
microarray vizsgalattal a fent emlitett miRNS-eken kiviil a miR-483-3p fokozott, mig a
mMiR-100 és miR-125b csokkent expressziojat talaltak ACC-re jellemz6 markernek
[168]. Egyes kutatocsoportok az adrenocorticalis carcinoma legérzékenyebb
markereként a fokozott miR-503, illetve a csokkent miR-335 és miR-675 expressziot
irtak le [169, 170]. Ezt koveten tobb tanulmanyban is azonositottak szoveti miRNS-ek
koziil a miR-483-3p, miR-483-5p, miR-503 és miR-210 fokozott, mig a miR-195 és
miR-335 csokkent expressziojat [171, 172] (3. tablazat). Ezen eredményeket
ujgeneracios szekvenalassal elvégzett kutatasok is igazoltak [22, 173]. Bar a vizsgalatok
tobbsége kellden magas szenzitivitasi €s specificitasi értékkel tudta elkiiloniteni az
adenomat a carcinomatol, azonban az egyes eredmények kozott jelentds eltérések is
igazolodtak [174]. A diszkrepancia hatterében az eltéré metodika, a referenciagének
kiilonbozosége és a viszonylagos alacsony elemszamu betegcesoportok allhatnak [175].
Az ismertetett miRNS-ek koziil a miR-483 csalad két tagja (miR-483-3p és miR-483-
5p) érdemel kiilon emlitést, mivel génjik az ACC-ben leggyakrabban
felilexpresszalodd IGF-2 gén masodik intronjaban helyezkedik el [176]. Fontos
kiemelni, hogy mig utobbi pontos hatasmechanizmusat ACC-ben nem ismerjiik, addig a
miR-483-3p célpontjaként az apoptosist gatlo PUMA tumor szuppresszor gént
azonositottak [7]. A miR-210 a szervezet f6 hypoxia-asszocialt miRNS-e. Szintjét
hypoxias allapotokban a hypoxia indukalt faktor la serkenti. Tobb daganatban, koztiik
ACC-ben is leirtak fokozott expressziojat [175]. A miR-195 célpontjai k6zé tartoznak a
miRNS bioszintézisben kulcsszerepet jatszo Dicer ¢s TARBP2 molekulak, melyeknek
szintje ACC-ben magasabb [177]. Egyes eredmények alapjan a ZNF367 fehérjét kodolo
gén kifejez0dését is befolyasolja a miR-195, mely gén fiziologias koriilmények kozott
feln6tt szervezetben mar nem fejezédik ki [178]. A miR-503 és a miR-335 szerepe

adrenocorticalis carcinoma kialakitdsdban azonban egyeldre tisztazatlan.
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Az extracellularis miRNS-ek felfedezését kovetden, a kiilonféle daganatokra jellemzd
keringd miRNS mintazatot irtak le [139]. Adrenocorticalis carcinomaban szenvedd

betegeknél eddig kevés vizsgalat elemezte a keringd miRNS mintazatot.

Munkacsoportunk teljes plazmabdl izolalt 5 miRNS esetén (miR-100, miR-181b, miR-
184, miR-210 és mIiR-483-5p) szignifikdnsabb magasabb, mig a miR-195 esetén
alacsonyabb kifejezédést talalt a ACC-ben ACA-hoz viszonyitva [179]. Két tovabbi
tanulmany elemezte a keringd miRNS-ek expressziojat mellékvesekéreg-daganatos
betegek vérszérumaban [180, 181]. Mindkét vizsgalat kimutatta a miR-483-5p
szignifikdns mértekli feliilexpresszalodasat ACC-ben ACA-hoz viszonyitva. Egyik
tanulmanyban ezenkiviil a miR-34a fokozott kifejez6dését irtak le [181], mig Chabre és
carcinomaban [180]. Ez a tanulmany eltérést talalt az agressziv, illetve a kevésbé
agressziv. ACC-ben szenvedd betegek szérumdban a keringd miR-483-5p
kifejezOdésében [180]. Ezt az eredményt egy masik, teljes plazmabdl kiinduld kutatas is
megerdsitette [182]. Ebben a vizsgalatban a hsa-miR-483-5p abszolut mennyiségének
meghatarozasat végezték el, és szignifikdnsan magasabb expressziot taldltak az
elérehaladott (3-4. stddium), illetve a lokalis ACC (1-2. stddium), az adenoma ¢és az
egészséges, mellékvesekéreg-daganatban nem szenvedd csoportok kozott [182].
Ugyanakkor egyik vizsgalat sem volt képes a klinikai gyakorlatban alkalmazhat6
kellden magas szenzitivitasi €s specificitasi értékkel elkiiloniteni a jo- €s rosszindulata

mellékvesekéreg-daganatot.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a keringd miRNS vizsgalatokndl szintén sikerrel
mutattadk ki a miR-335 és miR-195 csokkent [180], mig a miR-483-5p és miR-210
fokozott kifejez6dését ACC-ben szenvedd betegek plazma [179], illetve szérum
mintaiban adenoméhoz viszonyitva [180, 181] (3. tablazat). Ujabb vizsgilati
eredmények felvetik annak a lehetdségét, hogy az extracellularis vezikula eredetii
miRNS-ek érzékenyebb markerek lehetnek, mint a teljes vérbél szarmazoak. igy
munkank soran az EV-asszocialt miRNS-ek vizsgalatat végeztiik el jo- és rosszindulata

mellékvesekéreg daganatban szenvedd betegeknél.
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3. tablazat: Tobb tanulmanyban is megerdsitett megvaltozott kifejezodésit miRNS-

ek adrenocorticalis carcinomaban

A vastagon szedett miRNS-ek eltérd expressziojat a tanulmdnyok legalabb felében

igazoltak, mig a normal modon szedett miRNS-ek eltéré kifejezodését maximum két

tanulmdany erdsitette meg. ACC: adrenocorticalis carcinoma

miR-139-5p miR-195
miR-184 miR-214
miR-210 miR-335
miR-483-3p miR-497
miR-483-5p
miR-503
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2. CELKITUZESEK

A mellékvese-daganatok preoperativ diagnozisa nehéz, kiilondsen a nagyméretii jo- és
rosszindulat daganatok elkiilonitése, valamint a kisméretli rosszindulati daganatok
felismerése okoz nehezségeket. A mikroRNS-ek elézéekben részletezett vizsgalati
eredményei hasznos segitséget jelenthetnek, de a keringd miRNS-ek korabbi
érzékenységi-fajlagossadgi adatai rutinszerti klinikai alkalmazisra még nem voltak
megfeleléek. Vizsgalataimban ezért az extracellularis vezikuldk mikroRNS-eit
tanulmanyoztam, hiszen azok aktiv szekrécidjuk lévén specifikusabbak lehetnek a
kisebb mennyiségiik ellenére, mint a teljes plazmabol vagy szérumbol izolalt

mikroRNS-ek.

Tekintettel arra, hogy mellékvesekéreg daganatokban az extracellularis vezikula-
asszocialt mikroRNS-ek expresszioja eddig nem volt ismert, ezért kisérleteinkkel e
hianyt szerettiik volna potolni. Munkdm alapvetéen két részbol tevodott ossze. Elso
felében preoperativ plazma EV-asszocialt mikroRNS-ek expresszios profiljat vizsgaltuk
¢és hasonlitottuk 6ssze ACA és ACC csoportok kozott. Munkam masodik részében
hormonalisan inaktiv (NFA) és kortizoltermeld mellékvesekéreg adenoma (CPA) és
kortizoltermeld mellékvesekéreg carcinoma (CP-ACC) EV-asszocialt mikroRNS-ek
expresszidjat vizsgaltuk annak kérdésével, hogy a kortizoltermelés és a keringd
mikroRNS profil kozott felallithato-e Osszefiiggés. Doktori munkdm sordn az alabbi

célokat allitottam fel, ill. kérdésekre kerestem a valaszt.
Célom volt:

1. Mellékvesekéreg daganatban szenvedd betegek vérmintaiban az extracellularis
vezikulak mikroRNS mintazatanak vizsgalata a diagnosztikaban alkalmazhatd

minimalisan invaziv, malignitast eldrejelzé biomarkerek azonositasa céljabol.
2. Vérplazma eredetli EV-asszocidlt mikroRNS-ek expresszidjanak vizsgalata

hormonalisan inaktiv adenomaban ¢és kortizoltermeld jo- ¢€s rosszindulata

daganatokban szenvedo betegek korében.
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3. Keringé EV-asszocialt mikroRNS-ek kifejez6désének és a kortizolszekrécios

paraméterek kozotti kapcsolatanak vizsgalata.
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3. MODSZEREK

3.1. Betegek és plazmamintak

Munkam els6 részében Gsszesen 46 preoperativ plazmamintat vizsgaltunk. 24 beteg
mellékvesekéreg adenomaban, mig 22 paciens szdvettanilag igazolt mellékvesekéreg-
rakban szenvedett. Nemzetkozi kollabordcié keretében a mintdk a Semmelweis
Egyetem |1l. sz. Belgyogyaszati Klinikajarol, a Padovai Egyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Endokrinolégiai osztalyardl, a Firenzei Egyetem Endokrinoldgiai
osztalyarol és a Rochesteri Mayo Klinika Belgyodgyészati osztalyarol szdrmaztak. A
felfedez6 kohorsz 6 ACA-bol (férfi/nd: 0/6; atlag életkor a vérvétel idején + SD: 66,17
+ 7,17 év; hormontermelés: 3 inaktiv, 1 szubklinikus-, 1 manifeszt Kkortizol,1
aldoszteron) és 6 ACC-bdl (férfi/nd: 1/5; atlag életkor a vérvétel idején = SD: 49,17 +
9,5 év; hormontermelés: 3 inaktiv, 2 kortizol,1 szubklinikus tesztoszteron) allt, mig a
validacios kohorsz 18 ACA-ban (férfi/né: 6/12; atlag életkor a vérvétel idején + SD:
55,89 + 15,28 év; hormontermelés: 13 inaktiv, 4 kortizol, 1 aldoszteron) és 16 ACC-ben
(férfi/nd: 5/11; atlag életkor a vérvétel idején + SD: 46,13 + 17,45 év; hormontermelés:
6 inaktiv, 4 Kkortizol, 2 tesztoszteron, 1 szubklinikus kortizol, 1 androgének, 1
kortizol+androgének, 1 szubklinikus kortizol+androgének) szenvedd betegbdl tevodott
Ossze. A vizsgélatokat a Magyar Egészségiligyi Tudomanyos Tanics Tudoményos és
Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta (ETT engedély szama: 54624/2015/EKU, 1942-
2/2016/EKU), illetve a plazmamintak felhasznalasa minden esetben a betegek tajékozott

beleegyezésével tortént.

A diagnozis felallitasa az Osszes esetben az aktualis szakmai protokollok alapjan, a
jelentkezé Kklinikai tiinetek, képalkotdo vizsgalatok és a teljes hormonprofil
eredményeinek birtokaban tortént, amelyet az operalt esetekben a korszovettani lelet is
megerdsitett. Az ACC tumor stadium beosztasa az ENSAT kritérium rendszer alapjan
tortént [53]. A betegek a vérvétel elétt semmilyen kemo- vagy radioterapiaban nem

részesiiltek. A betegek részletes klinikai adatait az 4. tablazat mutatja.
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4. tablazat: A jo- és rosszindulatu mellékveskéreg daganatok keringé miRNS

profiljait 6sszehasonlito vizsgalatba bevont ACA-ban és ACC-ban szenvedd

betegek Kklinikai jellemzdi

ACA= adrenocorticalis adenoma, ACC= adrenocorticalis carcinoma, HPF= nagy

nagyitdsu latotér (high power field) n.a.= nincs adat

A Ki-67 vagy mitotikus indexet, a Weiss-értéket és az ENSAT tumor stadiumot ACA-ban

rutinszeriien nem hatarozzak meg.

Ki-67

Tumor Eletkor | Hormon- | (%) vagy | Weiss Al
. Kohorsz Nem . . o -y tumor

tipus (év) termelés | mitotikus | érték ‘1

: stadium

index
ACC-1 | Felfedez6 N6 51 Kortizol 25% 9 1
ACC-2 | Felfedezd | N g | S2ubKlinikus | oy o | 4 3

tesztoszteron
ACC-3 | Felfedezd | N8 46 makiy | 1050 |6 4
ACC-4 | Felfedezo Férfi 43 Inaktiv n.a. 6 4
ACC-5 | Felfedezo N6 57 Inaktiv 20-25% 5 4
ACC-6 | Felfedezo N6 36 Kortizol n.a. n.a. 4
ACC-7 | Megero6sito No6 67 Kortizol n.a. n.a. 4
) . Szubklinikus 0
ACC-8 | Megerodsitd N6 39 kortizol 10% 7 1
ACC-9 | Megero6sitd No 57 Inaktiv n.a. 5 4
ASOC " | Meger6sits | Férfi 80 Inaktiv n.a. 9 3
Aflc " | Meger6sitd| N6 56 | Tesztoszteron| n.a. 6 2
AfZC " | Meger6sits | Férfi 53 Inaktiv n.a. 9 3
Afg)c' Megerésits|  N& 31 Kortizol na 6 2
ACC- " ron "
14 Megerdsitd No 58 | Tesztoszteron| 2/10 HPF 4 3

A](-ISC | Meger6sité N6 24 Androgének 10% 5 2
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Ki-67
Tumor Eletkor | Hormon- | (%) vagy | Weiss Sl
. Kohorsz Nem , . L 2 tumor
tipus (év) termelés | mitotikus | érték -
: stadium
index
ACC- Szubklinikus
16 Meger6sitd N6 22 Kortizol és 10% 3 1
androgének
AlC7C' Megersits | Férfi 62 Kortizol 30% 7 2
Afgc' Megerésitd| Ferfi | 48 Kortizol | 15% 8 3
ACC- — . Kortizol, 0
19 Meger0sito N6 38 androgének 70% 8 2
A;:OC " | Megerbsitd N6 32 Inaktiv 5% 3 1
Agf " | Megerdsitd N6 20 Inaktiv 5 3 4
Agzc' Meger6sité | Férfi 51 Inaktiv 2% n.a. 4
ACA-1 | Felfedez6 N6 64 Aldoszteron - - -
ACA-2 | Felfedezd No6 73 Inaktiv - - -
ACA-3 | Felfedezo N6 63 Inaktiv - - -
. . Szubklinikus
ACA-4 | Felfedezd No6 59 kortizol - - -
ACA-5 | Felfedezo No6 77 Inaktiv - - -
ACA-6 | Felfedezo N6 61 Kortizol - - -
ACA-7 | Meger0sitod No 38 Inaktiv - - -
ACA-8 | Meger0sitd No6 74 Inaktiv - - -
ACA-9 | Megerdsitd N6 52 Inaktiv - - -
AfOA' Megerdsitd | Férfi 29 Inaktiv - - -
Aff\ " |Meger6sitd | Férfi 71 Inaktiv - - -
Af;\ " | Meger6sitd N6 81 Inaktiv - - -
A(lch\ " | Meger6sité | Férfi 63 Inaktiv - - -
A&A' Megerésité | Férfi 50 Inaktiv - - -
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Ki-67
Tumor Eletkor | Hormon- | (%) vagy | Weiss Sl
. Kohorsz Nem , . L Ry tumor
tipus (év) termelés | mitotikus | érték -
: stadium
index
A(lZSA' Meger6sitd | N6 50 Kortizol - - -
Afg" Megerdsité | N6 69 Kortizol i i i
A(l:f‘ " | Meger6sité | N§ 46 | Aldoszteron - - -
Aféa\ " |Meger6sitd |  Férfi 62 Kortizol - - -
Aféa\ " | Meger6sité | N§ 33 Kortizol - - -
A%A\ " | Meger6sitd N6 35 Inaktiv - - -
A(Z:f\ " | Meger8sité N6 65 Inaktiv - - -
Ag;\ " | Megerdsitd N6 54 Inaktiv - - -
Ag;\ " | Meger6sitd N6 66 Inaktiv - - -
Agf- Megerdsitd | Férfi 68 Inaktiv - - -

Munkdm masodik részében a fent felsorolt intézményekben kezelt Osszesen 35
mellékvesekéreg-daganatban szenvedd beteg preoperativ plazmamintait elemeztiik.
Koziilik 13 hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenoma (NFA) (férfind: 2/11,
atlag életkor a vérvétel idején + SD: 57,77 + 12,73 év), 13 Kortizoltermeld
adrenocorticalis adenoma (CPA) (férfi/né: 1/12; atlag életkor a vérvétel idején = SD:
49,77 £ 13,87 év) és 9 kortizoltermel6 adrenocorticalis carcinoma (CP-ACC) (férfi/né:
4/5; atlag életkor a vérvétel idején + SD: 54,67 + 12,07 év) volt. Minden esetben
vizsgaltuk a hormonprofilt, és a hypercortisolismus diagnézisanak meghatarozasa a
jelenlegi iranyelvek alapjan tortént [6]. Mind a CPA, mind a CP-ACC csoportba csak
olyan betegeket vontunk be, akiknek egyértelmi manifeszt Cushing szindromajuk volt.
E mellett elemeztiik a korrelaciot a keringd miRNS-ek (-dCT) szintje és a kortizol
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paraméterek kozott. Vizsgaltuk a bazalis kortizol szintet, a 24 oOrds gyijtott vizelet
szabad kortizol szintjét és a kortizol szintet kis d6zisi dexametazon szuppresszios teszt
(LDDT) utan. A betegek klinikai adatait az 5. tablazat mutatja be. Ezen kiviil 7 plazma
parban elemeztik a mMiIRNS-ek kifejezédésének valtozasat normalis hypothalamus-

hypophysis-mellékvese tengellyel rendelkezd paciensek esetén LDDT el6tt és utan.

5. tablazat: A hormonalisan inaktiv adenomak és kortizoltermel6é mellékvesekéreg

daganatok vizsgalataba bevont betegek klinikai jellemz6i.

NFA: CPA:

adrenocorticalis adenoma, CP-ACC: kortizoltermeld adrenocorticalis carcinoma, n.a.:

Nem  funkcionalo  adrenocorticalis  adenoma, kortizoltermelo

nincs adat, LDDT: Kis dozisu dexametazon teszt (low dose dexametasone test)

A Ki-67 (%) indexet, a Weiss-értéket és az ENSAT tumor stadiumot NFA-ban és CPA-

ban rutinszeriien nem hatdrozzdak meg.

- Bazalis | Kortizol| Vizelet
Tl:lmOI’ Etz:};?r Hormop- Ki-67 \{Vei’ss I_El_ﬁfn'%: regg_eli LDI;)T szapad
tipus Nem termelés | (%) | érték stadium kortizol | wutan kortizol

(nmol/l) | (nmol/l) | (nmol/24h)
NFA-1 | 56/N6 | Inaktiv - - - 440,6 n.a. 52,3
NFA-2 | 58/N6 | Inaktiv - - - 494,14 n.a. 212,4
NFA-3 | 66/N6 | Inaktiv - - - 361,98 | 42,21 16,8
NFA-4 | 81/N6 | Inaktiv - - - 579,39 n.a. n.a.
NFA-5 [ 54/Férfi| Inaktiv - - - 256,6 19 n.a.
NFA-6 | 73/N6 | Inaktiv - - - 381 n.a. n.a.
NFA-7 | 52/N6 | Inaktiv - - - 400 n.a. 97
NFA-8 | 63/N6 | Inaktiv - - - 217 n.a. n.a.
NFA-9 | 38/N6 | Inaktiv - - - 163,82 41 413,85
NlF(')A‘ " | 60/N8 | Inaktiv - - - 358,67 39 206,925
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, Bazalis | Kortizol| Vizelet
Tumor El‘?tkor Hormon- | Ki-67 | Weiss SATAL reggeli | LDDT szabad
, (év)/ . . oy Tumor . . i
tipus Nem termelés | (%0) | érték stadium kortizol | wutan kortizol
(nmol/l) [ (nmol/l) [ (nmol/24h)
NlFlA’ 50/Férfi| Inaktiv - - - 609 38 n.a.
NlF? " | 35/N6 | Inaktiv - - - n.a. n.a. n.a.
NlF?',A' 65/NG | Inaktiv | - ; i na | na 188
CPA-1 | 37/N6 | Kortizol - - - 200,9 316,45 1387
CPA-2 | 61/N6 | Kortizol - - - 4748 252,17 75,3
CPA-3 | 50/N¢6 | Kortizol - - - 623,3 673,19 1022
CPA-4 | 62/Férfi| Kortizol - - - 676 n.a. 974
CPA-5 | 59/N¢6 | Kortizol - - - 579,39 524 386,26
CPA-6 | 62/N6 | Kortizol - - - 689,75 690 7007,86
CPA-7 | 51/N¢6 | Kortizol - - - 275,9 n.a. 1682,99
CPA-8 | 55/N6 | Kortizol - - - n.a. n.a. 1347
CPA-9 | 24/N¢6 | Kortizol - - - 1114 510 220
CE(')A‘ " | 43/N6 | Kortizol | - - - 420 n.a. n.a.
CflA' 47/N6 | Kortizol | - ] i na. | 3614 589
CE;‘ “ | 27/N6 | Kortizol | - - - 954 n.a. n.a.
CE? " | 69/N6 | Kortizol | - - - n.a. 103,6 n.a.
CP- . ]
ACC-1 67/N6 | Kortizol | n.a. n.a. 4 1771,3 | 1561,5 3235,1
CP- . .
ACC-2 36/N6 | Kortizol | n.a. n.a. 4 3233,51 n.a. 15612
CP- 51/N6 | Kortizol | 25 9 3 742 141 n.a
ACC-3 ° &
CP- | 6o/Ferfi| Kortizol | 30 | 7 2 693 | 796 na
ACC-4 h
CP- | ag/perfi| Kortizol | 15 | 8 3 728 | na na
ACC-5 Ccr11 .d. .d.
CP- | 38/N6 | Kortizol | 70 | 8 2 411 | na na
ACC-6 h h
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- Bazalis | Kortizol | Vizelet
Tumor Ele:tkor Hormon- | Ki-67 | Weiss SN reggeli | LDDT szabad
, (év)/ . 9 -y Tumor : . !
tipus Nem termelés | (%0) | érték stadium kortizol | wutan kortizol
(nmol/l) [ (nmol/l) | (nmol/24h)
CP- . .
ACC-7 58/Férfi| Kortizol | 30 n.a. 2 672,6 n.a. 2277,6
CP- 64/N6 | Kortizol | 30 5 4 1491 n.a 10743
ACC-8 -
CP- 68/rerfi | Kortizol | na. | na 1 | 3645 | 30481 | 8795
ACC-9 - o ’ ’

3.2. Extracellularis vezikula izolalas és EV preparatumok vizsgalata

3.2.1. Extracellularis vezikula izolalas

Mindkét munkamban az Osszes minta esetén, etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA)-val
alvadasgatolt vér levétele utdn azonnal plazmaizolalds tortént. A plazmat 4 °C-on 10
percen keresztiil 1000 X g-n térténd centrifugalva nyertiik. A kivont plazmat -80 °C-on
taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Hemolizist nem észleltiink ilyen tarolasi koriilmények

kozott.

Munkam elsd részében két kiilonboz6 EV 1zolalasi modszert is hasznaltunk. A parallel
eredmények miatt, masodik munkdmban mar csak 200 pl plazmabol kiindulva hajtottuk
végre az EV izolalast precipitacios modszerrel Total Exosome Isolation Kit (from
plasma) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) felhasznalasaval a gyartd

utasitasai szerint.

Masodik modszerként plazmabol differencialt centrifugalasi és sztirési protokoll alapjan
izolaltuk az EV-kat. Els6 1épésként a sejtes komponenseket centrifugalassal tavolitottuk
el (2500 x g, szobahémérséklet, 15 perc), majd az igy kapott vérlemezke-mentes
plazmat kétszeres térfogatra higitottuk foszfat-puffer-soval (phosphate-buffered saline,
PBS). Ezt kovetéen a plazmat 0,8 pm filteren (Merck Life Science, Darmstadt,

Németorszag) szlrtiik 4t nyomas nélkiil, hogy eltavolitsuk a maradék vérlemezkéket és
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apoptotikus testeket. Az EV-k izolalasa 6 ml higitott plazmabol kiindulva
ultracentrifugalassal tértént 100000 X g-n, 60 percen keresztiil 4 °C-on MLA-55 rotorral
(BC-Optima TM Max-XP, MLA-55, A/D, Beckmann Coulter, Brea, CA, USA). A
feliiliszo eltavolitasa utan a pelletet 90 pl PBS-sel reszuszpendaltuk. Az oldatot
szarvasmarha hasnyalmirigy eredetli Ribonukleaz A-val kezeltiik 6t percig (PN: R1158-
2.5KU, Merck Life Science), annak céljabol, hogy eltavolitsuk a nem vezikulaban 1évé
RNS-eket [157][183]. Az oldathoz az RNaz kezelés leéllitasahoz ultracentrifugalt és
sziirt 0,1 %-0s szarvasmarha szérum albumint (bovine serum albumin-BSA) és RNS
gatlo koncentratumot (ProtectRNA RNase Inhibitor 500x Concentrate PN: R7397,
Merck Life Science) adtunk. Ezt kovetéen mosas céljabol wjabb ultracentrifugalast
végeztiink 100000 x g-n, 4 °C-on, 60 percig. Az igy kapott exoszémékban dus
izolatumot 700 ul QiAzol Lizis Reagenssel szuszpendaltuk. A mintakat -20 °C-on
taroltuk a tovabbi felhasznalasig, 1-3 napig.

3.2.2. EV preparatumok vizsgalata

3.2.2.1. Transzmissziés elektronmikroszkopia

Az ultracentrifugalassal izolalt EV-hoz 3%-0s paraformaldehid és 1%-os glutaraldehid
keveréket tartalmaz6 0,01 M PBS-t adtunk hozza, majd a mintakat 30 percig
szobahémérsékleten inkubdltuk. Ezt kovetden lecseréltiik a fixalot és masnapig 4°C-on
taroltuk, majd kétszer mostuk at PBS-sel. A PBS eltavolitas utan a posztfixacio céljabol
30 percen keresztiil 1%-0s OsO4-et adtunk hozz4 (Taab, Aldermaston, Berks, Egyesiilt
Kiralysag). A fixalt pellettet desztilallt vizzel aztattuk, majd etil-alkohollal
dehidrataltuk. Ehhez 1%-0s uranil-acetatot tartalmazdé 50 %-0s etil-alkoholt
alkalmaztunk 30 percig a blokkolashoz, majd a preparatumot Taab 812-be helyeztiik
(Taab). 60 °C-os éjszakai polimerizacid utan ultravékony metszeteket készitettiink. A
metszetek elemzéséhez Megaview II (Soft Imaging System, Németorszag) digitalis
kameraval felszerelt Hitachi 7100 elektronmikroszképot (Hitachi Ltd., Japan)

hasznaltunk.
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3.2.2.2. Aramlasi citometria

Az extracellularis vezikulak direkt mérése aramlasi citometriaval limitalt, mivel az
aramlasi citométer felbontasa miatt a direkt modszer ugyan a mikrovezikulak egy részét
kimutatja, azonban az exoszoémakat nem. Emiatt el6szor az EV-kat formaldehid/szulfat
Latex gyongyok (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) felszin¢hez kotottiik. Roviden
Osszefoglalva, a PBS-ben reszuszpendalt EV-ket 3,8 um atméréji 4 v/v%-0s
gyongyokhoz adtuk hozza. Negativ kontrollként 2%-0s BSA-t hasznaltunk. Ezutan a
mintakat egész éjszaka inkubaltuk 4 °C-on allandd forgatds mellett (5 x g). A
gyongyoket blokkolés céljabol 200 ul 100 mM glicerin oldatban reszuszpendaltuk és 30
percig inkubaltuk szobahémérsékleten, majd ezutan még 1 oraig 2 %-0S BSA-ban
inkubaltuk, majd a csdvet 0,9 %-os NaCl oldattal feltoltottiik és mosas céljabol a
mintdkat 10 percig 2000 X g centrifugaltuk. A gyongydket NaCl oldatban
reszuszpedaltuk, majd a vizsgalat szerint osztottuk szét. Munkank soran a CD9 (FITC,
Sigma; #: SAB4700095), a CD63 (PE, Sigma; #: SAB4700218), a CD81 (FITC,
Molecular Probes; #A15753) és az annexin V (FITC, SONY; #3804530) molekulakat
vizsgaltuk. Osszesen 6 mintat elemeztiink (3 mintabol az EV-k izolaldsa
ultracentrifugalasi modszerrel, mig 3 mintabol Total Exosome Isolation Kit (from
plasma) segitségével tortént). Az aramlasi citometriat FACSCalibur (BD Biosciences,
San Jose, Ca, USA) eszk6zon hajtottuk végre. Az adatok elemzéséhez FlowJo szoftvert

hasznaltunk (Tri Star Inc.; Ashland, OR, USA).

Az ultracentrifugalassal torténd EV izolalast, a transzmisszids elektronmikroszkopia
elvégzését és az aramlasi citometria végrehajtasat és kiértékelését a modszerben
szakérté: Kittel Agnes (Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet, Gyogyszerkutatasi
Osztaly, Magyar Tudomanyos Akadémia), Paloczi Krisztina €s Prof. Dr. Buzas Edit

végezték (Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet, Semmelweis Egyetem).
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3.2.2.3. EV méreteloszlas meghatirozas

Az EV-k méreteloszlasat dinamikus fényszoras modszerrel (Dynamic Light Scattering-
DLS) Zetasizer Nano S eszkdzon (Malvern Instrument Ltd, Malver, Egyesiilt Kiralysag)
hataroztuk meg 4 Total Exosome Isolation Kit-tel (from plasma) izolalt minta esetén. A
DLS vizsgalat elvégzését és kiértékelését a modszerben tapasztalt (Mészaros Tamas,
SeroScience Kft és Nanomedicina Kutatd és Oktatd Kozpont, Semmelweis Egyetem)
végezte. A Brown-mozgast végz6 szuszpendalt részecskék diffuzids allandojat egy 633
nm-es hélium-neon lézer fényszordsanak intenzitds valtozdsdn keresztiil hataroztuk
meg. A méreteloszlas értékeléséhez a szoftverbe beépitett Stokes-Einstein egyenletet
alkalmaztuk, amibdl a hidrodinamikai atméré szamolhato ki. A Z-atlag az els6dleges és
a legstabilabb érték, amelyet DLS technikaval lehet nyerni [184], igy fontos szerepe van
a mindség ellendrzésben is. A Z-atlagérték jo megkozelitést biztosit a hidrodinamikus
atmér6é megbecslésére a jol eloszlatott részecskék esetén. A polidiszperzitasi index (Pdi)
jol megbecsiili az eloszlas szélességét, mely kumuldns analizissel szamolhato. A DLS
25 + 1 °C-on tortént. Az EV-k (refraktiv index: 1,370) 1x-es steril PBS-ben voltak
szuszpendalva. A PBS viszkozitisa 25 °C-on 0.8882 cP volt, mig a refraktiv
indexe:1,330. A mintékat 1 percig 25 °C-on ekvilibraltattuk.

3.3. RNS-izolalas és mikroRNS expresszids vizsgalatok

3.3.1. Plazma EV-asszocialt RNS izolalas

Mindkét munkdm esetén az EV izolalast rogton kovette a teljes RNS kivonas Total
Exosome RNA and Protein Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval. A
validacios kohorszban az RNS izolalas hatékonysaganak megitélésére Sul 5SnM Syn-cel-
miR-39 miScript miRNA Mimic (Qiagen GmbH) spike-in kontroll hozzaadasa tortént
az Acid-Phenol: Chloroform Iépés eldtt. Habar a cel-miR-39 nem tekinthetd
egyértelmiien megfeleld bioldgiai kontrollnak, de a miRNS izolalds hatékonysaganak

jelzésére ¢és a bemért RNS mennyiség markereként gyakran alkalmazzak
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referenciagénként. A végleges RNS eludtum mennyisége 50 ul volt. Az RNS-t -70 °C-

on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

Munkam elsé részében a kiilonbozd centrifugalasi/ultracentrifugalasi modszerekkel
izolalt EV-kbdl is izolaltunk RNS-t (n=4 ACA, n=4 ACC). Az RNS izolalashoz RNeasy
Mini Kit (ID:74104, Qiagen GmbH) and RNeasy MinElute Cleanup Kit (ID:74204,
Qiagen GmbH) hasznaltunk a gyartd utasitasai szerint. A vezikularis RNS-ek
elemzéséhez kapillaris elektroforézist alkalmaztunk (Agilent Small RNA Kit (CN:5067-
1548) Agilent 2100 Bioanalyzer felhasznalasaval (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). I pl RNS-t tartalmaz6 oldatot analizaltunk a gyart6 utasitasai szerint. 0,5 pl
5nM Syn-cel-miR-39 miScript miRNA Mimic (Qiagen GmbH) hozzaadasa tortént az

RNS eludtumhoz a reverz transzkripcié folyaman.
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3.3.2. Nagy ateresztoképességii miRNS expressziés mérések

Az EV-asszocialt mIRNS expresszio profilozast dsszesen 12 mintan végeztiik el (n=6
ACA, n=6 ACC), a korabban Total Exosome Isolation Kit (from plasma) és Total
Exosome RNA and Protein Isolation Kit felhasznalasaval izolalt EV-asszocialt RNS-ek
esetén (Thermo Fisher Scientific). A mintdk elemzéséhez a Megaplex Pools for
microRNA expression Analysis protokollt (PN: 4399721B, Thermo Fisher Scientific)
hasznaltuk szigorian a gyartd utasitdsai szerint. Roviden Gsszefoglalva a koradbban
izolalt RNS-t reverz transzkripcié soran komplementer DNS-s¢ (cDNS) irtuk at a
TagMan microRNA Reverse Transcription Kit (PN: 4366597, Thermo Fisher
Scientific) és a Megaplex RT Primers Human Pool A v2.1 (PN: 4399966, Thermo
Fisher Scientific) felhasznalasaval Proflex Base PCR rendszeren (Thermo Fisher
Scientific). A valos ideji PCR reakcido el6tt, a preamplifikdcid nélkiili cDNS-t
amplifikaltuk a TagMan PreAmp Master Mix (2x) (PN: 4384266, Thermo Fisher
Scientific) és a Megaplex preAmp Primers (10x) Human Pool A v2.1 (PN: 4399233,
Thermo Fisher Scientific) felhasznaldsaval a gyartd utasitasai szerint. A higitott
PreAmp terméket ezek utan TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG,
2x (PN: 4324018, Thermo Fisher Scientific) elegyitettiik, majd TagMan Array Human
MicroRNA kartyakra v2.0 pool A (PN: 4398977, Thermo Fisher Scientific) toltottiik fel
és QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR rendszeren (Thermo Fisher Scientific)
elemeztiik. Minden mintat A kartyaval vizsgaltunk, igy 6sszesen mintanként 377 emberi

MIRNS expresszidjat vizsgaltuk.

Kvantitativ PCR alapti TagMan Low Density Array (TLDA) nyers adatok, kiiszob
beallitasok és az alap statisztikai szamitasok elvégzését az Applied Biosystems gPCR
Analysis Modules on Thermo Fisher Cloud

(https://www.thermofisher.com/hu/en/home/cloud.html) szoftverrel végeztiik el. Mivel

a TLDA kartyan sem a cel-miR-39, sem egy¢éb altalanosan elfogadott keringd miRNS
referencia nem szerepelt [185], a normalizalas egy referencia mintahoz tortént, majd a
Fold Change-t jeldltiik kozvetleniil a mintak kozott. Biologiai referencia csoportként az
ACA mintdkat hasznaltuk. A konfidencia intervallumot 95 %-ra allitottuk be és
Benjamini-Hochberg korrekciot alkalmaztunk a p érték kiszamitasahoz. A maximum

engedélyezett CT (cycle threshold) értéket 40-re allitottuk be, igy azon miRNS-ek,
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amelyek nem amplifikalodtak a 40 ciklus végéig, azokat nem expresszalodoaknak
tekintettik. Az expresszi6 prevalenciajanak megitélésére Fisher-exakt tesztet

hasznaltunk azon miRNS-ek k6zott, amelyek nem expresszalodtak az 6sszes mintaban.

3.3.3. Validalas egyedi kvantitativ PCR mérésekkel

Nagy ateresztOképességli kvantitativ PCR alaptt TLDA mérések alapjan, ketté olyan
MiRNS-t talaltunk, amely tendenciozus mértékben eltéréen expresszalodott az ACA és
az ACC csoport kozott. Ezt a két miRNS-t, a hsa-miR-101-t (002253) és hsa-miR-483-
5p-t (002338) vizsgaltuk valoés ideji kvantitativ PCR moddszerrel 6sszesen 34 olyan
mintan, amelyek a felfedezé csoportban nem szerepeltek (n=18 ACA, n=16 ACC). A
teljes RNS-t (5 pl) reverz transzkripcid soran ¢cDNS-sé irtuk at a targetekre specifikus
TagMan microRNA Assays (PN 442795, Thermo Fisher Scientific) és a TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval
Proflex Base PCR rendszeren (Thermo Fisher Scientific). A reakcio végtérfogata 15 ul
volt (héprogram: 16 °C 30 perc, 42 °C 30 perc, 85 °C 5 perc). A kivalasztott miRNS-ek
expresszid méréséhez kvantitativ valos idejii PCR-t TagMan Fast Universal PCR
Master Mix (2x) (PN: 4352042, Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval hajtottuk
végre 7500 Fast Real-Time PCR rendszeren (PN 4364031E, Thermo Fisher Scientific).
A gyartd utasitasaitol (TagMan Small RNA Assays (PN 4364031E, Thermo Fisher
Scientific) csak minimalis mértékben tértiink el. A reakcio végtérfogata 15 pl volt
(héprogram: 95 °C 20 mésodperc, majd 40 ciklus: 95 °C 3 masodperc; 60 °C 30
masodperc). Minden mMIiRNS expressziéos mérést harom technikai parhuzamossal
(triplikdtumban) végeztem el. A negativ kontroll reakcié nem tartalmazott cDNS
templatot. A referencia a cel-miR-39 volt. Az adatok értékeléséhez a -dCT (CT)
modszert alkalmaztuk (-DCT érték= -[target CT érték- belsé kontroll CT érték]). Az
elemzéshez Microsoft Excel 2010 szoftvert hasznaltunk (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA).

Az ultracentrifugalasi modszerrel izolalt EV-asszocialt miRNS-ek expresszidjat a fent
részletezett modon elemeztiik. A hsa-miR-483-5p expresszidjat hasonlitottuk Ossze

ACA és ACC kozott, referenciaként itt is a cel-miR-39-et hasznaltuk.
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Munkam masodik részében, a kortizoltermelé és hormondlisan inaktiv daganatok
Osszehasonlitasa keretében irodalmi adatokat és kutatocsoportunk korabbi eredményeit
attekintve 6t MIRNS expresszidjat elemeztiik. Az 6t MiIRNS az alabbiak voltak hsa-
miR-22-3p (000398), hsa-miR-27a-3p (000408), hsa-miR-210-3p (000512), hsa-miR-
320b (002844) és hsa-miR-375 (000564). Az adatok normalizalasahoz cel-miR-39
referenciat hasznaltunk. Mind a reverz transzkripcio, mind a valos idejii kvantitativ PCR

a fent részletezett mdédon tortént ebben a munkamban is.

3.4. Statisztikai elemzés

A nagy ateresztoképességli valos idejii PCR ¢és mindkét munkdmban a valds idejii
egyedi kvantitativ PCR adatok statisztikai elemzését GraphPad Prism 7.02 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, Ca, USA) szoftvert hasznaltunk. A Shapiro-Wilk normalitas
teszt eredménye alapjan az ACA ¢és az ACC csoport kozott eltérd expressziot mutatd
MiRNS-eket Student féle T-probaval vagy Mann-Whitney teszttel elemeztiik az elsd
munkdmban. Minden 0Osszehasonlitasban a p-érték < 0,05 eredményt fogadtam el
statisztikailag szignifikansnak. Annak céljabol, hogy olyan miRNS markert talaljunk,
amely a preoperativ diagnézisban alkalmazhaté lehet, Receiver Operating

Characteristics (ROC) analizist hajtottunk végre GraphPad Prism 7.02 felhasznalasaval.

Masodik munkdmban a miRNS-ek kifejez0désének kiillonbozdségét a harom csoportban
Shapiro-Wilk normalitds teszt eredményétdl fiiggden egyutas variancia analizist
(Analysis of Variance, one-way ANOVA) kovetdé Tukey-féle Honestly Significant
Difference poszt-hoc teszttel vagy Kruskal-Wallis tesztet koveté Dunn teszttel
elemeztiik. Spearman korrelaciot hasznaltunk a miRNS —dCT értékei illetve a bazalis
reggeli kortizol szint (nmol/l), a 24 6ras gytijtott vizelet szabad kortizol szint (nmol/24h)
¢és a kortizol szint (nmol/l) kis dozisi dexametazon teszt kozotti kapcsolat
megitéléséhez. A Klinikai diagnosztikai felhasznalhatosag megitélése céljabol ROC
analizissel vizsgaltuk a hsa-miR-320b expresszigjat CPA és CP-ACC kozott. A miRNS-
ek kis dozisi dexametazon tesztet kovetd kifejezddésbeli valtozasanak megitélése

céljabol a Shapiro-Wilk normalitas teszt utan Student-féle T-probat hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Extracellularis vezikulak jellemzése

4.1.1. Extracellularis vezikulak vizsgalata transzmisszios elektronmikroszkoppal

Els6 munkdmban transzmisszios elektronmikroszkoppal és dramlasi citometriaval is
igazoltuk az EV-k jelenlétét a mintakban. Ezzel a két modszerrel eleget tettiink az

extracellularis vezikuldk vizsgéalatahoz sziikséges alapvetd kisérleti kovetelményeknek
iIs [183].

Az ultracentrifugéalasi modszerrel izolalt EV-krdl transzmisszios elektronmikroszkoppal
készitett mikrofényképek megerdsitették, hogy az altalunk izolalt vezikulak az
irodalomban leirt exoszomakra jellemzé morfologiai és méretbeli jellemzokkel

rendelkeznek (4. abra).

4. abra: Human vérplazma eredetii ultracentrifugilasi mddszerrel izolalt

extracellularis vezikulak transzmisszios elektronmikroszkopos képe

Egyszeri mosads és RNdz emésztés utdan
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4.1.2. Extracellularis vezikulak felszini markereinek Kifejezédésének elemzése
aramlasi citometriaval

Ultracentrifugalasi mddszerrel izoldlt EV-k aramlasi citometriai vizsgalataval igazolni
tudtuk a CD9, CD63 és CD81 membranfehérjék és az annexin V citoszolikus fehérje
jelenlétét (5. abra). A Total Exosome Isolation Kit (from plasma) felhasznalasaval

izolalt EV-k esetén a CD9, CD81 és annexin V kifejezodését tudtuk azonositani (5.

abra).

Normalized To Modo
Normalized To Mode

AXVFITC

Normalized To Mode
Normalized To Mode

cos1#nC

5. abra: A vérlemezkementes vérplazma latex gyongyhoz kotott extracellularis

vezikula felszini markereinek aramlasi citometriai vizsgalata

Az EV-kat Total Exosome Isolation (from plasma) Kit (Life Technologies by Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (iires hisztogramok pontozott vonallal) vagy
100000xg tortént ultracentrifugalasi modszerrel (iires hisztogramok folyamatos
vonallal) izolaltuk hdarom-hdarom vérplazma mintabol. A BSA-hoz kétott latex

gyongyokhoz kapcsolodo ellenanyagot a sziirke hisztogram mutatja.
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4.1.3. Az extracellularis vezikuladk méreteloszlasanak meghatarozasa dinamikus
fényszoras méréssel

Az extracellularis vezikuldk méreteloszlasanak meghatarozasahoz — dinamikus
fényszorasmérés technikat alkalmaztunk. Osszesen 4 mintat elemeztiink, amelyeket
Total Exosome Isolation Kit (from plasma) felhasznalasaval izolaltunk. A Z-atlagérték a
4 mintaban 80,83+19,07 nm volt PBS-ben oldva 25 °C-on. A részletes dinamikus
fényszorasmérés eredményeket az 6. tablazat foglalja 6ssze. A 4. szamu EV minta

reprezentativ méreteloszlasat az 6. abra mutatja be.
6. tablazat: A dinamikus fényszorasmérés eredménye

PDI: polidiszperzitasi index, SD: szords

Minta 1 0,21+0,01 97+1,06 122,9+1,77
Minta 2 0,2+0,01 98,6+0,76 124,1£2,77
Minta 3 0,25+0,01 62,8+0,77 85,9+1,85
Minta 4 0,26+0,01 65+0,3 90,8+2,45
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6. abra: Reprezentativ abra a 4. szami EV minta méreteloszlasarol.

Az y tengely a vezikula fényszorasintenzitast mutatja szazalékban kifejezve, az x tengely
a vezikula méretet nanométerben kifejezve. Az EV-k mérete 16-255 nm

mérettartomanyban helyezkedett el (dtmérd [dtlag + SD], 90,08 + 2,45)
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4.2. EV-asszocialt miRNS expresszios mintazat vizsgalata mellékvesekéreg
daganatokban

12 preoperativ plazma EV minta mIRNS expresszios profiljat TagMan Array Human
MicroRNA A kartyaval elemeztik (n=6 ACA, n=6 ACC), annak céljabol, hogy
kiilonboz6 kifejezodésti keringd EV-asszocialt miRNS-eket azonositsunk ACC és ACA
mintdkban. A modszer mintanként Osszesen 377 emberi miRNS kifejez6désének
parhuzamos mérését tette lehetévé. A moddszerek fejezetnél (111.3.2.) részletezett
statisztikai elemzéssel és Benjamini-Hochberg korrekcié alkalmazasaval nem talaltunk
olyan miRNS-t, ami szignifikans mértékben eltért volna a két csoportban. Ugyanakkor a
TLDA-kartyat csak felfedez6 jelleggel, limitalt esetszama minta miRNS profiljanak
meghatirozasa céljabol hasznaltuk. Osszesen 32 olyan miRNS-t azonositottunk, melyek
mind a 12 mintaban kifejezédtek. Nem talaltunk olyan miRNS-t, amely vagy csak
ACC-ban vagy csak ACA-ban fejez6dott volna ki. Fischer-féle exakt teszt
hasznalataval- azon mMiRNS-ek ko6zott, amelyek nem expresszalodtak az Osszes
mintaban- két olyan MIRNS-t talaltunk, amely tendencidozus mértékben eltérd
kifejezodést mutatott a két csoport kozott. Ezt a két miRNS-t: a hsa-miR-101-t és a hsa-
miR-483-5p-t valasztottuk ki tovabbi célzott validacio céljara. A hsa-miR-101 egy
ACA-ban (1/6 ACA) és 6t ACC (5/6 ACC) mintaban fejez6dott ki. A hsa-miR-483-5p
kettd ACA-ban (2/6 ACA) és mind a hat ACC-ben expresszalodott.
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4.3. A miRNS expresszio vizsgalata RT-gPCR mddszerrel

4.3.1. Mellékvesekéreg-adenoma és carcinoma osszehasonlitasa

Els6 munkamban a megerdsité kohorsz 18 ACA-ban és 16 ACC-ben szenved6 beteg
preoperativ plazmamintajabol allt. Ebben az esetben az EV-asszocialt miRNS-ek a
Total Exosome RNA and Protein Isolation Kittel (Thermo Fisher Scientific) izolaltuk.
A keringé miRNS kutatasokban az egyik leggyakrabban alkalmazott szintetikus spike-
in kontrollt, a cel-miR-39-et hasznaltuk referenciaként [139, 149, 186, 187]. Két miRNS
esetén szignifikansan magasabb kifejezodési értéket talaltunk preoperativ ACC plazma
EV mintdkban ACA mintakhoz viszonyitva. Student-féle T-teszttel a szignifikancia
szint hsa-miR-101 esetén p=0,0052-nek (7. 4abra), mig hsa-miR-483-5p esetén
p<0,0001-nek adodott (7. abra).
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7. abra: A RT-qPCR moédszerrel validalt miRNS-ek expressziés mintazata

mellékvesekéreg daganatokban

(A) hsa-miR-101 expresszioja —dCT-ben kifejezve ACA és ACC csoportban (B) hsa-
MiR-483-5p expresszioja —dCT-ben kifejezve ACA és ACC csoportban. Referencia cel-
MiR-39 (dtlag+tSD, **p < 0,01, *** p < 0,001, Student-féle T-proba , n= 18 ACA, n=16
ACC).
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A hsa-miR-483-5p kifejez6dését ultracentrifugaval izolalt EV-k esetén is elemeztiik.
Ezzel a protokollal 4 ACA és 4 ACC-ben szenvedd beteg plazmamintait hasonlitottuk
Ossze. Az adatok normalizalasahoz ebben az esetben is a cel-miR-39 referenciat
hasznaltuk. A hsa-miR-483-5p kifejez6dését szignifikansan magasabbnak talaltuk az
ACC-s betegcsoportban az ACA-hoz viszonyitva (p=0,0221) (8. abra)
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8. abra: Ultracentrifugaval izolalt EV-eredetii hsa-miR-483-5p kifejezodésének
vizsgalata ACA-ban és ACC-ban RT-qPCR moédszerrel. Referencia cel-miR-39-

hez normalizalva.

Az eredmény —dCT (cycle threshold) médszerrel van dbrdzolva. (Atlag+szords, *p <

0,05; Student-féle t-proba, n=4 ACA, n=4 ACC).

4.3.2. Hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomak és Kortizoltermeld jo- és
rosszindulati mellékvesekéreg-daganatok 6sszehasonlitasa

Masodik munkdmban a plazma EV-eredeti mMiRNS-ek kifejez6dését vizsgaltam
hormonalisan inaktiv ACA-ban (n=13, NFA), kortizoltermel6 ACA-ban (n=13, CPA) és
kortizoltermel6 ACC-ban (n=9, CP-ACC). 5 miRNS expressziojat elemeztiik
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munkacsoportunk korabbi kutatasai és irodalmi adatok alapjan [4][113][188].

Normalizalashoz az altaldnosan alkalmazott cel-miR-39-et hasznaltuk referenciaként.

Szignifikans mértékii alulexpresszaldodast talaltunk hsa-miR-22-3p esetén NFA és CPA
kozott (fold change (FC)=3,21; p<0.01) (9. abra), tovabba NFA és CP-ACC
Osszehasonlitasa esetén (FC=7,34; p<0,0001) (9. abra). Nem talaltunk szignifikans
eltérést CPA és CP-ACC kozott (9. abra).
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9. abra: A hsa-miR-22-3p expressziojanak elemzése RT-qPCR modszerrel

mellékvesekéreg daganatokban. Referencia cel-miR-39-hez normalizalva.

Az eredmény —dCT (cycle threshold) modszerrel van abrazolva. NFA: nem-funkcionalo
adenoma (n=13), CPA: kortizoltermeld adenoma (n=13), CP-ACC: kortizoltermeld
carcinoma (n=9) (Atlagtszérds, **p < 0.01; ****p < 0,0001, egyutas variancia

analizist kovetd Tukey-féle Honestly Significant Difference poszt-hoc teszt).
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A hsa-miR-27a-3p szignifikansan kisebb mértékben fejez6dott ki NFA-ban a
kortizoltermel$ daganatokhoz viszonyitva, mind CPA-hoz képest (FC=3,55; p<0,05),
mind CP-ACC-hez viszonyitva (FC=4,59; p<0,05) (10. abra).
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10. abra: hsa-miR-27a-3p expressziojanak elemzése RT-qPCR médszerrel

mellékvesekéreg daganatokban. Referencia cel-miR-39-hez normalizalva.

Az eredmény —dCT (cycle threshold) modszerrel van abrdzolva. NFA: nem-funkcionalo
adenoma (n=13), CPA: kortizoltermel6 adenoma (n=13), CP-ACC: kortizoltermelo
carcinoma (n=9) (Atlag+szérds, *p < 0,05; egyutas variancia analizist kévetd Tukey-

féle Honestly Significant Difference poszt-hoc teszt).
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A hsa-miR-320b szignifikansan magasabb expresszidjat igazoltuk - a CP-ACC
(FC=10,88 p<0,0001) és CPA csoportban (FC=2,57 p<0,05) NFA-hoz viszonyitva.
Tovabba CP-ACC-ben is szignifikansan magasabb értéket mutatott a kifejezédése CPA-
hoz viszonyitva (p<0,01) (11. abra).
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11. abra: hsa-miR-320b expresszidjanak elemzése RT-qPCR médszerrel

mellékvesekéreg daganatokban. Referencia cel-miR-39-hez normalizalva.

Az eredmény —dCT (cycle threshold) modszerrel van abrazolva. NFA: nem-funkcionalo
adenoma (n=13), CPA: kortizoltermel6é adenoma (n=13), CP-ACC: kortizoltermelo
carcinoma (n=9) (A'tlag:tszo'rds, *n < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001; egyutas

variancia analizist kévet6 Tukey-féle Honestly Significant Difference poszt-hoc teszt).
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Hsa-miR-210-3p tekintetében csak a CP-ACC csoportban tudtunk szignifikans mértéki
feliilexpresszalodast kimutatni NFA-hoz viszonyitva (FC=3,1 p<0,05) (12. abra).
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12. abra: A hsa-miR-210-3p expressziojanak elemzése RT-qPCR médszerrel

mellékvesekéreg daganatokban. Referencia cel-miR-39-hez normalizalva.

Az eredmény —dCT (cycle threshold) modszerrel van abrazolva. NFA: nem-funkcionalo
adenoma (n=13), CPA: kortizoltermelé adenoma (n=13), CP-ACC: kortizoltermel6

carcinoma (n=9) (Atlag+szérds, *p < 0,05; Kruskal-Wallis tesztet kovetd Dunn-féle
multiple comparisons poszt-hoc teszt).
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Nem talaltunk szignifikans kifejez6désbeli eltérését a hsa-miR-375-nek a harom
vizsgalt daganatcsoport kozott (13. abra). Szintén nem észleltiink érdemi eltérést a férfi

¢és n6i betegek MIRNS expressziojaban a CP-ACC csoportban.
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13. abra: A hsa-miR-375 expressziojanak elemzése RT-qPCR médszerrel

mellékvesekéreg daganatokban. Referencia cel-miR-39-hez normalizalva.

Az eredmény —dCT (cycle threshold) modszerrel van abrazolva. NFA: nem-funkcionalo
adenoma (n=13), CPA: kortizoltermelé adenoma (n=13), CP-ACC: kortizoltermelo
carcinoma (n=9) (Atlag+szords; egyutas variancia analizist kéveté Tukey-féle Honestly

Significant Difference poszt-hoc teszt).
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4.4. A mellékvesekéreg daganatok malignitasanak jelzésére alkalmas minimalisan
invaziv biomarker miRNS-ek vizsgilata ROC-analizissel

Els6 munkamban ROC analizissel vizsgaltuk az EV-asszocialt miRNS-ek potencialis
alkalmazhatdsagat minimalisan invaziv biomarkerként a malignitds eldrejelzésére
mellékvesekéreg daganatokban. E célbdl az RT-qPCR modszerrel validalt ACC-ban
szignifikans expresszios eltérést mutatdé miRNS-eket (hsa-miR-101 és hsa-miR-483-5p)
vizsgaltuk. Referenciaként a spike-in kontroll cel-miR-39-et hasznaltuk mind a hsa-
miR-101, mind a hsa-miR-483-5p esetén. A dCThsa-mir-483-5p @ Cel-MiR-39 referencidhoz
normalizalva mutatta a legnagyobb gorbe alatti teriiletet: (Area under curve=AUC)
0,965. A kiiszobértéket 17,25-re allitva a teszt szenzitivitasa 87,5 %, mig a specificitdsa
94,44 % volt az ACA és ACC megkiilonboztetésében (14. abra). A hsa-miR-101 esetén
a ROC elemzéssel nem adddott kelléen magas szenzitivitasi és specificitasi érték. A
kiiszobérteket 17,82-re allitva, az AUC 0,766 volt, mig a szenzitivitds 68,75% ¢és a
specificitas 83,33% volt (14. abra).
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14. abra: A mellékvesekéreg carcindma elkiilonitésére legalkalmasabbnak talalt

miRNS biomarkerek Receiver Operating Characteristics (ROC) gorbéi.

RT-gPCR analizise ACA (n=18) és ACC (n=16) EV-eredetii miRNS-ek kifejez6désének
dCT modszerrel (delta cycle threshold) cel-miR-39 housekeeping referencidhoz
normalizalva. AUC: ROC gorbe alatti teriilet (Area under the curve) A: hsa-miR-483-
5p ROC analizise; B: hsa-miR-101 ROC analizise.
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Masodik munkamban ROC analizissel vizsgaltam a hsa-miR-320b diagnosztikai
hatékonysagat CPA ¢és CP-ACC elkiilonitésére. A klinikai alkalmazhatésaghoz nem
talaltunk kellden magas szenzitivitasi (88,89%) és specificitasi (76,92%) értéket. A
gorbe alatti teriilet 0,8632-nak adodott (15. abra). A kiiszobértéket 17,53-as értéknél

huztuk meg.
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15. abra: Kortizoltermel6 mellékvesekéreg adenoma és carcinoma elkiilonitésére
legalkalmasabbnak talalt miRNS biomarker Receiver Operating Characteristics
(ROC) gorbéje.

RT-gPCR analizise CPA (n=13) és CP-ACC (n=9) EV-eredetii hsa-miR-320b
kifejezédésének dCT mdodszerrel (delta cycle threshold) cel-miR-39 housekeeping

referenciahoz normalizalva. AUC: ROC gorbe alatti teriilet (Area under the curve).

68



DOI:10.14753/SE.2018.2212

4.5. Keringé EV-asszocialt miRNS expresszio és kortizolszekréciés paraméterek
kozotti korrelacio vizsgalata

Spearman-korrelacios  vizsgalattal —elemeztik a keringd mMIRNS (-dCT) és
kortizolszekréciés paraméterek kozotti kapcsolatot. Ezek alapjan nem talaltunk
kapcsolatot a bazalis kortizol szint (nmol/l; 30/35 eset) és a MiRNS-ek kifejezodése
kozott. Szignifikans kapcsolatot tudtunk azonban igazolni a vizelet szabad kortizol
(nmol/24h; 22/35 eset) szintje és a hsa-miR-22-3p (r=0,7606; p<0,0001) (16. abra), a
hsa-miR-27a-3p (r=0,7628; p<0,0001) (16. abra) és a hsa-miR-320b expresszidja
kozott (r=0,7843; p<0,0001) (16. abra).

Ezenkiviil szignifikans korreldciot mutattunk ki a kis dozisu dexametazon teszt (LDDT)
utani kortizol koncentracié (nmol/l; 17/35 eset) és a hsa-miR-22-3p (p=0,0237) illetve a
hsa-miR-320b (p=0,0216) expresszidja kozott.
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16. abra: Vizelet szabad kortizol szintje és MIRNS expresszio kozotti korrelacio

vizsgalata

Vizelet szabad kortizol (nmol/l) és mikroRNS expresszio (-dCT) kozétti korrelacio
Spearman-korreldcios elemzéssel Shapiro-Wilk normalitas teszt utin. A: hsa-miR-22-

3p, B: hsa-miR-27a-3p, C: hsa-miR-320b.
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4.6. A Kis dézisi dexametazon teszt miRNS-ek expressziojat befolyasolo hatasanak
vizsgalata

Munkacsoportunk korabbi vizsgalata sordn a mikroRNS expresszi6 esetleges valtozasait
tanulmanyozta kis doézist dexametazon teszt és ACTH-stimulacids teszt soran ép
hypothalamus-hypophysis—mellékvese tengellyel rendelkez6 egyénekben [188]. E
plazmamintakat ujra vizsgaltuk harom EV-eredetii miRNS-ek vizsgélata céljabol. 7
normalisan mikodé hypothalamus-hypophysis—mellékvese tengellyel rendelkezd
paciensnél LDDT elott és utan. Ezek alapjan az EV-eredeti hsa-miR-27a-3p
kifejez0dését az 1 mg dexametazon szignifikansan serkentette (17. abra). Hsa-miR-22-
3p és hsa-miR-320b esetén tendenciozus, a szignifikancia hatarat nem eléré valtozast

talaltunk.
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17. abra: MikroRNS expresszio valtozas kis dozisti (1mg) dexametazon hatasara

Hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-3p és hsa-miR-320b expresszio valtozasa 1 mg
dexametazon hatdsdra. Referencia cel-miR-39-hez viszonyitva (datlag£SD, *p < 0,05;
n=7, Student-féle t-teszt Shapiro-Wilk normalitas tesztet kdvetéen).
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5. MEGBESZELES

5.1. EV-asszocialt miRNS-ek expressziés mintazatanak ¢és diagnosztikus
hatékonysaganak vizsgalata mellékvesekéreg jo- és rosszindulatu daganataiban

A keringd MiRNS-ek minimalisan invaziv biomarkerként alkalmasak lehetnek egyes
daganatok diagnozisanak felallitasaban [139, 175, 189]. Munkacsoportunk korabban
teljes plazmabdl izolalt 5 miRNS esetén (hsa-miR-100, hsa-miR-181b, hsa-miR-184,
hsa-miR-210 és hsa-miR-483-5p) szignifikdnsabb magasabb expressziot mutatott ki
rosszindulati  mellékvesekéreg-tumorban adenomahoz viszonyitva. E miRNS
expresszios értékek ROC analizise alapjan, a hsa-miR-100 és a hsa-miR-181b
expresszidjanak aranyat felhasznalva 77,8 %-os szenzitivitas és 100%-0S specificitas
volt elérhetd, mig hsa-miR-210 és hsa-miR-181b kifejez6désének kiilonbségét elemezve
88,9 %-os szenzitivitdssal ¢€és 75 %-os specificitassal volt elkiilonithetd a
mellékvesekéreg jo- és rosszindulatu daganata [179]. Két tovabbi kutatas elemezte a
keringd miRNS-ek expresszidjat mellékvesekéreg-daganatos betegek vérszérumaban
[180, 181]. Mindkét vizsgalat kimutatta a hsa-miR-483-5p szignifikans mértékii
feliilexpresszalodasat ACC-ben ACA-hoz viszonyitva. Patel és mtsai ezenkiviil a hsa-
miR-34a fokozott kifejezodését [181], mig Chabre és mtsai a hsa-miR-195 ¢s a hsa-
miR-335 csokkent expresszidjat talaltak a rosszindulati betegcsoportban adenomahoz
képest [180]. Mindazonaltal egyik vizsgalat sem volt képes a klinikai gyakorlatban
alkalmazhat6 kellden magas szenzitivitasi €s specificitasi értékkel elkiiloniteni a jo- és

rosszindulati mellékvesekéreg-daganatot.
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Tobb tanulmany is leirta, hogy az aktivan szecernalt extracellularis vezikuldk miRNS
profilja jelents eltérést mutat a donor sejthez képest [146, 156, 159, 160]. Ezen
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az EV-eredeti miRNS-ek érzékenyebb és
specifikusabb markerek lehetnek a szervezetben kialakuld patologias allapotoknak, mint

a teljes plazma- illetve szérum eredetiiek.

Vizsgalataink soran célul tiztiik ki az EV-asszocidlt miRNS-ek expresszidjanak ¢és
potencialis diagnosztikai alkalmazhatosaganak vizsgalatat mellékvesekéreg-daganatban
szenvedd betegek vérmintaiban. Legjobb tudomasunk szerint az EV-eredetli miRNS-ek

kifejezddését ezen daganatokban munkacsoportunk vizsgalta és publikalta eldszor.

Jelen munkdmban sikeresen mutattam ki a megerdsitd kohorszban az EV-eredetli hsa-
miR-101 és hsa-miR-483-5p szignifikans mértékii felillexpresszalodasat ACC betegek
plazmamintajaban ACA csoporthoz viszonyitva. A keringé EV-eredetii hsa-miR-483-5p
esetében, kellden magas gorbe alatti teriilet, szenzitivitasi és specificitasi értéket tudtunk
elérni, ami a klinikai alkalmazas lehetéségét vetitheti elére. gy e miRNS potenciélis
minimalisan invaziv biomarkere lehet a mellékvesekéreg rosszindulatii daganatanak. A
hsa-miR-483-5p szignifikans mértékben fokozott kifejezédését ACC mintakban, abban
az esetben is ki tudtuk mutatni, ha az EV-kat kiilonféle centrifugalasi/ultracentrifugalasi

modszerekkel izolaltuk, ami megerdsiti az altalunk izolalt miRNS-ek EV-eredetét.

A keringd miRNS vizsgéalati adatok normalizalashoz alkalmazhat6 4ltalanosan
elfogadott referenciagén még nem Kkerilt leirasra a szakirodalomban [190].
Referenciaként leggyakrabban a kis nuklearis RNS U6-ot (ShnRNA U6), a hsa-miR-16-ot
és a szintetikus, exogén spike-in kontroll cel-miR-39-et alkalmazzak [190]. Mindharom

fent emlitett kontroll, azonban jelentds alkalmazhatdsagi limittel rendelkezik. Az
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snRNA U6 expresszioja jelentés varianciat mutat az egyének kozott [191]. Korabbi
teljes plazmabol izolalt miRNS vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy a hsa-miR-16 és a
cel-miR-39 is alkalmas referencia lehet az adatok normalizalasahoz [179]. Jelen
munkaim soran a cel-miR-39 szintetikus spike-in kontrollt alkalmaztuk [139, 149].
Tekintettel arra, hogy a TLDA A Kkartya nem tartalmazta a cel-miR-39-et, igy a
felfedez6 kohorszban nem tudtuk e miRNS-t alkalmazni. Habar a cel-miR-39 nem
tekinthetd egyértelmilen megfeleld biologiai kontrollnak, de a miRNS izolalas

hatékonysaganak jelzésére is alkalmas [179, 190].

Tobb tanulmany is leirta mar e két miRNS jelentdségét kiilonféle élettani és korélettani
folyamatokban. A hsa-miR-483-5p fokozott kifejez6dését mind szoveti szinten, mind
keringd, vérben el6forduld formédban is megerdsitették ACC-ban szenvedd betegek
mintaiban [167, 168, 181]. Génje az IGF2 gén masodik intronjaban helyezkedik el, ami
az egyik leggyakrabban feliilexpresszalt gén mellékvesekéreg daganatban [176]. Bar a
hsa-miR-483-5p pontos hatdsmechanizmusat nem ismerjiik még, érdemes megemliteni,
hogy mind az IGF2, mind a sajat expressziojat képes fokozni bizonyos in vitro
koriilmények kozott [141, 192, 193]. Munkacsoportunk korabbi vizsgalataban leirta,
hogy sem a dexametazon, sem az ACTH-val végrehajott kezelés nem befolyasolja
érdemben a kifejezOdését. A hormonalis diagnosztikus tesztekkel szembeni
érzéketlenség tovabb erdsiti a potencialis biomarker szerepét az ACC preoperativ
diagnosztikajaban [188]. Egyes eredmények alapjan fontos prognosztikai szerepe is
lehet mellékvesekéreg daganatokban, mivel fokozott kifejez6dése rossz prognozissal és
a rak kigjulasanak fokozott kockazataval jar [180]. Ezen kiviil még prosztatarakban is

ismert a sejtosztodast fokozo hatasa, amelyet a Wnt/B-katenin jelatviteli aton fejt ki

crer
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adenocarcinomaban [195]. A Wnt/B-katenin ttvonalon bet6ltott szerepe ACC-ben

egyelére még nem bizonyitott.

Legjobb tudomasunk szerint eddig csak munkacsoportunk irta le a hsa-miR-101
fokozott kifejez6dését mellékvesekéreg-rakban. Rosszindulati phacochromocytomaban
(PCC) ugyanakkor mar korabban is ismert volt a fokozott expresszidja a PCC jéindulati
formajahoz viszonyitva [196]. Mas daganatokban azonban tumorszuppresszor szerepet
tolt be. Ide tartoznak tobbek kozott a gyomor [197], vastag- és végbél [198], illetve a
prosztata daganatai [199]. A miRNS szovetspecifikus hatasait ismerve ez a kettdség
azonban nem uUjdonsadg. Egyazon miRNS-nek onkogén vagy tumor szuppresszor

funkcioja is lehet a kiilonb6z6 szervekben [200].

Munkacsoportunk kordbbi munkéjaban teljes plazma eredeti miRNS expresszigjat
vizsgaltuk ¢és 0Osszesen Ot ACC-ben szignifikdnsan felillexpresszdlodd6 miRNS-t
talaltunk ACA-hoz viszonyitva [179]. Tekintve, hogy ezen miRNS-ek célzottan
keriiltek kivalasztasra korabbi irodalmi adatok alapjan, igy elképzelhetd, hogy teljes
plazmaban az eltérden kifejez6dd miRNS-ek szdma még ennél is magasabb lehet. Jelen
munkdmban ugyanakkor csak 2 miRNS-t tudtunk validélni a két csoport kozott, ami
felveti, hogy az EV-eredeti miRNS-ek mellékvesekéreg specifikusabbak, igy a

diagnosztikdban jobban alkalmazhatdak lehetnek, mint a teljes plazma eredetiiek.
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52. A Kkit”-tel izolalt EV preparatumok és az ultracentrifugalasi protokoll
alkalmazasaval nyert EV-preparatumok osszevetése

A minimalis EV kutatési kdvetelményeknek eleget téve és a Total Exosome Isolation
Kit (from plasma) (Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval izolalt EV-eredetii
mMIRNS-ek expresszidjanak eredményének megerdsitése céljabol az EV-kat kiilonféle
centrifugdldsi/ultracentrifugalasi modszerrel is izolaltunk. Az EV preparatumokat
tovabba transzmisszios elektronmikroszkoppal és aramlasi citometriaval is vizsgaltuk
[183]. Jelenleg az EV izolalas arany standard modszere az ultracentrifugalas [183, 201].
A transzmisszids elektronmikroszkopot alkalmazva egyidejiileg van lehetdség az EV-k
méret és morfologiai tulajdonsagainak vizsgalatara [157]. Aramlési citometridval mind
a kit, mind az UC-val izolalt EV-k esetén ki tudtuk mutatni az annexin V, CD9 és CD81
jelenlétét. Az annexin V és a tetraspanin CD9, CD63 ¢s CD 81 az EV-k koziil
elsésorban az exoszomak jellegzetes markerei [157, 202]. Ezek alapjan kijelenthetjiik,
hogy mind a kétféle izolalasi modszerrel (kit és UC) izolalt preparatumok nagyszamban
tartalmaztak EV-kat. Az exoszomakra jellemz0 tetraspanin és annexin V jelenlétének
kimutatasa alapjan az is kijelenthetd, hogy a mintak nem csak EV-kat, hanem dont6
tobbségben exoszomakat tartalmaztak [157]. Ezen megfigyelésiinket az EV-k
méreteloszlasanak meghatarozasa is megerdsitette. Ugyanakkor, jelenleg nem all
rendelkezésiinkre olyan altalanosan elfogadott univerzalis marker, mely egyértelmiien el
tudna a kiiloniteni a mikrovezikuldkat az exoszomaktol. Igy az altalunk izolalt
preparatumokra a disszertacioban Osszefoglaloan EV-ként hivatkozom, és nem, mint
exoszoma, vagy mikrovezikula. Az UC modszerrel izolalt EV-k esetén a CD9 ¢és CD81
expresszidja magasabb volt, mint a kit altal izolalt mintak esetén. A CD63 expresszioja

csak az UC modszerrel nyert preparatumok esetén volt kimutathato. Ezen eltérések
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hatterében a kiindulasi plazma mennyiségek kiilonbsége is allhat. Mig UC esetén 3 ml,
addig a kittel torténd izolalashoz csak 200 pl humén plazma sziikséges. Ugyanakkor az
UC alapulé moédszer nagy munka- és idéigénnyel jard protokoll, ezaltal nehezen
alkalmazhato6 klinikai vizsgalatokra. Vizsgalataink soran pedig célul tliztiik ki egy olyan
EV-izolalasi modszer alkalmazasat, amely a mindennapi klinikai gyakorlatban is
felhasznalhat6. Erre a célra, akar nagyobb esetszamu vizsgalatok esetén a kit megfelel,
tekintve, hogy mindkét modszerrel, sikerrel tudtuk kimutatni a hsa-miR-483-5p

feliilexpresszalodast az ACC betegcsoportban.

Kovetkeztetésként levonhato, hogy eredményeink alapjan az EV-asszocialt miRNS-ek
reményteli preoperativ, minimalisan invaziv biomarkerek lehetnek a mellékvesekéreg
rosszindulatl daganatdnak diagndzisaban. Munkank soran nagy ateresztOképességii
modszert alkalmaztunk sziirésre, majd az igéretes miRNS-ek expressziojat célzott RT-
gPCR-el elemeztiik nagyobb esetszamu kohorszokon. E moddszer tinik a
legmegfelelobbnek a keringd miRNS-ek kifejez6désének vizsgalatahoz [203].
Ugyanakkor a limitalt esetszamua betegmintdk, az adatok normalizalasahoz altalanosan
elfogadott referenciagén hianya, illetve a kiilonb6z6 tanulmanyokban eltéré miRNS
izolalasi technikdk miatt a vizsgalatok eredményeinek 0Osszehasonlitisa nehéz.
Mindazonaltal jelen munkankban, a klinikai gyakorlatban is alkalmazhato, kell6en
magas szenzitivitasi €s specificitasi értékkel tudtuk elkiiloniteni a mellékvesekéreg jo-

¢s rosszindulati daganatat.
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5.3. EV-asszocialt miRNS-ek expressziés mintazatanak vizsgalata hormonalisan
inaktiv és kortizoltermeld mellékvesekéreg daganatokban

A keringd miRNS-ek kifejezodését mar vizsgaltdk mellékvesekéreg daganatokban,
ugyanakkor ezen miRNS-ek expresszidjat még nem elemezték hormonalisan inaktiv és
kortizoltermelé mellékvesekéreg daganatokban. Igy vizsgalatunk soran célul tiiztik ki
az EV-asszocidlt keringd miRNS-ek kifejezodésének vizsgalatat e daganat

csoportokban.

Jelen munkdmban héarom, keringd EV-eredeti miRNS fokozott kifejezddését tudtuk
kimutatni a kortizoltermelé mellékvesekéreg daganatokban a hormonalisan inaktiv
adenomahoz viszonyitva. Korabbi munkaink eredménye, illetve irodalmi adatok
attekintése utan 6sszesen 5 miRNS (hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-210-3p,

hsa-miR-320b és hsa-miR-375) expresszidjat elemeztiik.

A hsa-miR-27a-3p expresszio fokozodasat LDDT hatasara korabbi, teljes plazmabol
kiindul6 vizsgalatunkban mar leirtuk [188]. Jelen munkankban sikeresen bizonyitottuk,
hogy ez az eltérés EV-eredeti miRNS esetén is igazolhatd. Velazquez-Fernandez és
munkatarsai a szoveti miRNS expresszids mintazatat vizsgalta hormonalisan inaktiv és
aktiv ACA-ban [4]. Ebben a munkaban kimutattak, hogy a hsa-miR-22-3p a legnagyobb
mértékben feliillexpresszalt miRNS CPA-ban normal szovethez viszonyitva, mig a hsa-
miR-320b az egyik legjelentésebben fokozott kifejezodést mutatdé miRNS volt CPA
csoportban NFA-hoz képest. Munkacsoportunk korabbi, széveti miRNS-eket vizsgalo
CPA és ACC kozott [113]. Csak a hsa-miR-320b esetén talaltunk szignifikansan eltérd

expressziot CPA és CP-ACC kozott. Mig a hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-3p ¢és hsa-
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miR-210-3p kifejez6désében nem volt szignifikans kiilonbség a joindulata és
rosszindulat kortizoltermelé daganatok kozott. Tekintettel arra, hogy a hsa-miR-210-
3p csak CP-ACC betegek kozott expresszalodott feliil szignifikans mértékben NFA-hoz
képest, igy ezen eltérés feltehetéleg nem a kortizoltermeléssel lehet kapcsolatban,

hanem a malignitassal [204].

Tekintettel arra, hogy nem rendelkeziink széleskortien elfogadott referenciagénnel az
extracellularis miRNS kutatasi eredmények normalizalasahoz [139, 190], igy jelen

munkamban is a szintetikus spike-in kontroll cel-miR-39-et alkalmaztuk.

Tudomadsunk szerint nem kozoltek le még olyan eredményt, ami alapjan a tumor altal
szekretalt EV-asszocialt miRNS kifejezédése a nem altal befolyasolt lenne. Ezt a mi
eredményeink is megerdsitették azaltal, hogy nem talaltunk eltérést a miRNS-ek
expresszidjaban a CP-ACC csoportban férfiak és a nék kozott. gy feltehetdleg
biologiailag irrelevans a férfiak feliilreprezentaltsaga a CP-ACC betegek kozott a NFA

¢s CPA csoporthoz viszonyitva.

A kortizoltermeld mellékvesekéreg daganatokban feliilexpresszalodd6 miRNS-ek szoveti
eredete nem ismert. A hypercortisolaemias betegekben jelentkez6 relativ talsuly felveti
annak a lehet6ségét, hogy a fokozott gliikokortikoidszint ebben szerepet jatszhat. A
négy eltéré expressziot mutatd miRNS koziil haromnal (hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-
3p és hsa-210-3p) nem talaltunk szignifikans eltérést a CPA és CP-ACC csoport kozott.
Ez megerdsiti azt a feltevésiink, hogy az Aaltalunk észlelt eltérések hormonalis
hatasokhoz kotottek. Munkacsoportunk korabbi vizsgalataban mar leirta a teljes plazma
eredeti  hsa-miR-27a-3p  kifejez6désének  valtozasat  dexametazon illetve,

adrenokortikotropin hatasara [188]. Ugyanebben a munkankban a hsa-miR-27a-3p
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crcr

crer

GRE potencialis jelenlétét szintén ki tudtuk mutatni a hsa-miR-22-3p és hsa-miR-320b
génjében, mig a hsa-miR-210-3p esetében nem. Ezen megfigyelésiink tovabb erdsiti a
hipotézisiinket, miszerint a hypercortisolismus szerepet jatszhat e miRNS-ek
kifejezédésének fokozodasaban. Jelen munkankban tovabba sikeresen igazoltuk a
dexametazon expresszio fokozo hatasat EV-eredetli hsa-miR-27a-3p esetében is. Ezen
kiviil szignifikans korrelaciot talaltunk a vizelet szabad kortizol szintje és a hsa-miR-22-
3p, hsa-miR-27a-3p és a hsa-miR-320b kifejezOdése kozott. Kapcsolatot tudtunk
Kimutatni az LDDT wutani kortizolszint és a hsa-miR-22-3p ¢és hsa-miR-320b
expresszidja kozott. Igy eredményeink megerdsitették hipotézisiinket, hogy e miRNS-ek

¢s a kortizol kozott kapcesolat allhat fenn.

A hsa-miR-27a-3p jelentdségét szamos élettani és korélettani folyamatban leirtak. Ezek
kozé tartozik tobbek kozott: az érelmeszesedés [205], az angiogenezis , az elhizas, az
immunrendszer mitkddése, az inzulin rezisztencia (IR) €s a 2-es tipusi cukorbetegség
(DMII) is [206, 207]. Ezen kiviil hipertrofias kardiomiopatidban marker szerepet tolthet
be [208]. A Cushing-szindroma jellemz6 tiinete a proximalis izomgyengeség, melynek
kialakulasaban a miR-27a-3p 1is szerepet jatszhat azaltal, hogy csokkenti az
izomfejlédésben fontos szerepet betdltd myostatin kifejezédését [209, 210]. Daganatok

kozil alacsonyabb kifejezodését irtak le nem kissejtes tiidorakban [211].

Az IR és DM2 kialakulasaban szerepet jatszhat a hsa-miR-22-3p is [212]. Egér
modellen leirtdk a miR-22-3p fokozott kifejez6dését a majban, ami a transzkripciods

faktor 7 (TF7) gatlasan keresztiil rontja a gliikkoneogenesist [213]. A TF7 deregulacidja
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a Wnt szignal utvonalon keresztiil csokkenti az inzulinérzékenységet és emeli az ¢homi
vércukor szintet [214]. Daganatok kialakulasaban is részt vesz szovetspecifikus moédon
illetve a metasztazis kialakitdsaban kulcsfontossagu epithel- mesenchyma atalakulést is
[215]. Eltér6 kifejez6dése ismert prosztata [216], nyel6cs6 [217], emlo [218] és gyomor

rosszindulati daganataban [219].

A hsa-miR-320b-t is kapcsolatba hoztak a DM2 kialakulasaval [220, 221]. Fokozott
kifejez6dését irtak le proliferativ diabeteses retinopathidban szenvedd betegek
tivegtestjében is [222]. Vulnerabilis carotis plakk-kal rendelkezé paciensek korében
alacsonyabb szintjét mutattdk ki egészséges egyénekhez képest [220]. Eltérd
kifejezodését Osszefiiggésbe hoztak szamos rosszindulati daganattal is (tobbek kozott:
vastag- és végbélrak [223], prosztatarak [224], nem Kkissejtes tiidorak [225], eml6rak

[226] és majsejtrak [227]).

Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a fentebb részletezett harom miRNS szerepet tolthet be

a Cushing szindroma talajan kialakul6 inzulin rezisztenciaban illetve a DM2-ben.

A hsa-miR-210-3p a szervezet f6 hypoxia indukalta miRNS-e (hypoxamiR) [228].
Normalis oxigénellatottsag esetén kifejezOdése alacsony, mig hypoxias allapotban a
hypoxia indukalta faktor 1-alfa (HIF-1a) transzkripcids faktor hatasara expresszidja
nagymértékben fokozodik. A tumorképzddést tobb 1épcsdben is segiti: befolydsolja a
sejtciklust, az apoptozist, az angiogenesist és a metasztazisképzést is [204, 229]. T6bb
tanulmany is leirta fokozott expresszidjat ACC-ben [113, 171], magasabb szintje
rosszabb prognodzissal tarsul [172]. Feliilexpresszalodasat ezen kiviil kimutattak még

emldrakban [230], tiidérakban [231] és hasnyalmirigyrakban is [232].
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Kovetkeztetésként levonhatd, hogy az EV-asszocidlt miRNS-ek eltér6 moddon
expresszalodnak a hormonalisan inaktiv €s a kortizoltermeld mellékvesekéreg
daganatokban. E miRNS-ek kortizolszekrécios paraméterekkel vald kapcsolata is
kimutathat6. Feltételezésiink szerint az emelkedett kortizolszint szerepet jatszhat az
altalunk leirt miRNS-ek fokozott kifejezédésben. Mindazonaltal e feltevés igazolasahoz

tovabbi, funkcionalis vizsgélatok nélkiilozhetetlenek.
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink sordn eldszor vizsgaltuk a keringd extracellularis vezikula-eredetli
mMIiRNS-ek kifejez6dését mellékvesekéreg jo- és rosszindulati daganataiban. Doktori
munkdm sordn végzett vizsgéalataim eredményei alapjan az alabbi kovetkeztetéseket

lehet levonni:

1.1. Egy piaci forgalomban elérheté kit vizsgalataval egy olyan EV-izolalasi
modszer hatékonysagat bizonyitottuk, amely a mindennapi klinikai gyakorlatban is
felhasznalhatd. A kit eredményei parhuzamosak voltak az ultracentrifugacion alapulo,
az eddigi arany standardnak szamitd, jelentds munka- és idéigénnyel jaro protokollal,
amely klinikai célokra nehezen alkalmazhat6. Aramlasi citometridval mind a kit, mind
az UC-val izolalt EV-k esetén ki tudtuk mutatni az EV-ra jellemz6 felszini markerek
kozil az annexin V, a CD9 és a CDS81 jelenlétét. Dinamikus fényszoras méréssel
elvégzett EV méreteloszlas vizsgalata is megerésitette, hogy az altalunk izolalt EV-k

mérettartomanya megegyezik a szakirodalomban leirtakkal.

1.2. A nagy ateresztOképességli TLDA A-kartyaval elvégzett EV-eredeti miRNS
profilozas alapjan tendenciozus mértékben eltéréen expresszalddo hsa-miR-101 és hsa-
miR-483-5p szignifikans mértéki feliilexpresszalodasat tudtuk kimutatni fliggetlen és
magasabb elemszamu mintak esetén RT-qPCR moédszerrel ACC-ben szenvedé betegek

vérmintaiban ACA csoporthoz viszonyitva.

1.3. A hsa-miR-483-5p diagnosztikai hatékonysagat az ACA és ACC elkiilonitésére
ROC-analizissel vizsgalva a klinikai gyakorlatban is alkalmazhato, kellden magas
szenzitivitasi (87,5 %) és specificitasi (94,44 %) értéket talaltunk 0,965 gorbe alatti

terulettel.

1.4,  Mind az ultracentrifuga, mind a kit alkalmazasaval izolalt EV-k esetén sikeresen
Ki tudtuk mutatni a hsa-miR-483-5p szignifikans mértéki feliilexpresszalodast az ACC

betegcsoportban.

1.5. A fentiek alapjan az EV-eredetli hsa-miR-483-5p minimalisan invaziv biomarker

lehet a mellékvesekéreg-rak preoperativ diagnosztikajaban.
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2.1. Korabbi sajat eredményeink és irodalmi adatok alapjan kivalaszott 5 miRNS
koziil a hsa-miR-22-3p, a hsa-miR-27a-3p és hsa-miR-320b szignifikans mértékben
feliilexpresszalodott a kortizoltermelé6 (CPA és CP-ACC) daganatokban NFA-hoz
viszonyitva. A hsa-miR-320b CP-ACC-ben is magasabb kifejezédést mutatott CPA-hoz
képest. A hsa-miR-210-3p csak CP-ACC-ben expresszalodott feliil szignifikans
mértékben NFA-hoz képest. A hsa-miR-375 expresszidja nem mutatott eltérést a harom

betegcsoportban.

2.2. Az eredményeink alapjan az EV-eredetiT miRNS-ek eltér6 moddon
expresszalodnak  hormondlisan inaktiv  és  kortizoltermeld  mellékvesekéreg-

daganatokban.

3.1.  Szignifikdans mértékli korrelacidt igazoltunk a kortizolszekrécids paraméterek
kozil a 24 oras gyijtott vizelet szabad kortizolszintje és a hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-
3p és hsa-miR-320b expresszidja kozott. A kis dozisu dexametazon teszt utani masnap
reggeli kortizol koncentracio és a hsa-miR-22-3p és hsa-miR-320b kifejez6dése kozott
is szignifikans kapcsolatot mutattunk ki. A basalis reggeli kortizolszint é¢s a miRNS-ek

expresszioja kozott kapcesolatot nem tudtunk igazolni.

3.2. A hsa-miR-27a-3p kifejez6dését szignifikans mértékben fokozta a kis dozist
dexametazon teszt fiziologiasan funkcionald hypothalamus-hypophysis-

mellékvesekéreg tengellyel rendelkezd egyének esetében.
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7. OSSZEFOGLALAS

A mellékvesekéreg daganatok dignitasat megbizhatéoan jelzé keringd preoperativ
biomarker napjainkig nem keriilt leirasra. A daganatra jellemzd szoveti és keringd
miRNS-eket mar vizsgaltak, azonban a kering6 extracellularis vezikulak (EV) miRNS
mintdzatarol e betegcsoportban eddig nem kozoltek eredményeket. A hormonalisan
inaktiv adenoma (NFA) valamint kortizoltermel6 adenoma (CPA) és carcinoma (CP-
ACC) keringd miRNS mintazatat sem vizsgaltdk eddig. Munkank soran ezért célul
tlztiik ki mellékvesekéreg daganatban szenvedd betegek vérmintaiban az EV-k miRNS
mintazatanak vizsgalatat a diagnosztikdban alkalmazhatdé minimélisan invaziv,
malignitast jelz6 biomarkerek azonositasa céljabol. Tovabbi célunk volt a miRNS-ek
vizsgélata kortizoltermelé6 ¢és hormondlisan inaktiv daganatokban, valamint a
mikroRNS-ek és a kortizolszekrécios paraméterek kozotti kapcsolat elemzése. Az EV-
kat precipitacios ¢és ultracentrifugalasi modszerrel is izolaltunk, majd aramlasi
citometriaval és dinamikus fényszorasméréssel vizsgaltuk. A miRNS-ek expresszios
profil vizsgalatat Tagman-kartyaval végeztiik el 6 adenoma (ACA) és 6 ACC esetén. A
célzott validalast RT-qPCR-rel hajtottuk végre 18 ACA és 16 ACC esetén. Korabbi
eredmények alapjan elemeztiik a miRNS-ek kifejez6dését 13 NFA, 13 CPA és 9 CP-
ACC mintaban. A miR-101 és a miR-483-5p szignifikans feliilexpresszalodasat
mutattuk ki ACC betegekben ACA-hoz viszonyitva. ROC-analizis alapjan a dCT mir-4s3-
5p Mutatta a legmagasabb diagnosztikai hatékonyséagot (szenzitivitas: 87,5%, specificitas
94,44%). A miR-22-3p, miR-27a-3p és miR-320b szignifikansan fokozott kifejezédését
észleltiik a kortizoltermeld daganatokban a NFA-hoz viszonyitva. A miR-320b CP-
ACC-ben is magasabb kifejezddést mutatott CPA-hoz képest. Szignifikans korrelaciot
tudtunk kimutatni a vizelet szabad kortizolszintje és miR-22-3p, miR-27a-3p, miR-
320D, illetve kis dozisti dexametazon teszt (LDDT) utani kortizolszint és a miR-22-3p
és miR-320b expresszidja kozott. A miR-27a-3p expresszidjat szignifikansan fokozta az
LDDT. Kovetkeztetésként levonhaté, hogy az EV-eredeti miR-483-5p alkalmas
minimalisan invaziv biomarker lehet az ACC preoperativ diagnosztikajaban. Emellett az
EV miRNS-ek eltér6 modon expresszalodnak hormonalisan inaktiv és kortizoltermeld
mellékvesekéreg daganatokban, és ezek kortizolszekrécidos paraméterekkel valo

kapcsolata is kimutathato.
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8. SUMMARY

There is no available blood-borne biomarker for the preoperative diagnosis of
adrenocortical cancer (ACC) to date. Tissue and circulating microRNAs (miRNAS)
have been described in adrenocortical tumors (ACT), however, the expression of
extracellular vesicle (EV)-associated miRNAs has not been investigated, yet. Moreover,
the expression of miRNAs in non-functioning adenoma (NFA), cortisol-producing
adenoma (CPA) and cortisol-producing ACC (CP-ACC) has not been compared, yet
either. Therefore the first objective of this study was to investigate the expression of
extracellular vesicle (EV)-associated miRNAs and their diagnostic potential in plasma
samples of patients suffering from ACT. Our second aim was to evaluate the expression
of EV-associated miRNAs in hormonally inactive and cortisol-producing ACTs and to
investigate the correlation between their expression and cortisol-secreting parameters.
The EVs were isolated either by using precipitation or by ultracentrifugation methods.
The preparations were assessed by flow cytometry and dynamic light scattering.
Preoperative plasma EV samples of 6 ACAs and ACCs were first screened by TagMan-
cards. The validation was performed on 18 ACAs and 16 ACCs by targeted RT-qPCR.
Based on previous studies the expression of EV-associated miRNAs were analyzed in
13 NFAs, 13 CPAs and 9 CP-ACCs. Significant overexpression of miR-101 and miR-
483-5p in ACC relative to ACA was detected in the validation cohort. ROC-analysis of
data revealed dCTmir-183-5p t0 have the highest diagnostic accuracy (sensitivity: 87.5%,
specificity: 94.44%). Significant overexpression of miR-22-3p, miR-27a-3p and miR-
320b was observed in both CPA and CP-ACC relative to NFA. miR-320b was
significantly overrepresented in CP-ACC relative to CPA. Significant correlation was
revealed between circulating miRNA concentrations and urinary free cortisol values for
miR-22-3p, miR-27a-3p, hsa-miR-320b and cortisol after low-dose dexamethasone test
(LDDT) for miR-22-3p and hsa-miR-320b. miR-27a-3p was significantly stimulated by
LDDT. In conclusion, EV-associated miR-483-5p appears to be a promising minimally
invasive biomarker in the preoperative diagnosis of ACC. Moreover EV-associated
miRNAs are differentially expressed in non-functioning and cortisol-producing ACTs
and a correlation between their expression and cortisol-secreting parameters can be
detected.
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szemléletem. K6szonom tovabba a szakmai és emberi példamutatéasat is!

Szeretném kifejezni kdszonetemet Prof. Dr. Racz Karoly és Prof. Dr. Toth
Miklés tanar uraknak, a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgydgyaszati Klinika volt
igazgatoinak, hogy kutatomunkdmat mindvégig tdmogattdk. Nagyon kdszonom értékes

szakmai tanacsaikat és javaslataikat is!

Koszonom Dr. Tulassay Zsolt és Dr. Tulassay Tivadar professzor uraknak, a
Semmelweis Egyetem Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola volt és jelenlegi
vezetdinek, hogy doktori munkamat mindenben tamogattak és lehetdséget biztositottak

kutatasom elvégzésére.

Ko6szonom TDK munkam témavezetdjének, Dr. Patocs Attila egyetemi docens
urnak, hogy kutatomunkam kezdetén is messzemenden tamogatott és segitett. Tovabba
kiemelkedé szakmai tudasaval PhD-kutatdsom alatt mindvégig hasznos tanacsokkal

latott el, melyek szdmottevden javitottak kozds publikacidink szinvonalat!

Ko&szonettel tartozom Prof. Dr. Buzas Edit professzor asszonynak és Paloczi
Krisztina intézeti mérndknek a Genetikai, Sejt- ¢és Immunbiologiai Intézet
munkatarsainak az extracelluldris vezikula prepardtumok és az aramlési citometriai

vizsgalatok tekintetében. Koszonom Mészaros Tamas mérnoknek, a SeroScience Kft.
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¢s Nanomedicina Kutatd ¢és Oktaté Koézpont munkatarsanak a dinamikus fényszoras

mérés elvégzése és értékelése miatt.

Koszonom a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinika endokrin
munkacsoportja minden tagjanak valamint az Endokrin Genetikai Laboratérium
posztdoktor kutatdoinak (Dr. Butz Henriett, Dr. Doleschall Marton, Dr. Nyir6
Gabor), volt és jelenlegi PhD hallgatéinak (Dr. Decmann Abel, Fiilopné Németh
Kinga, Dr. Grolmusz Vince, Dr. Kévesdi Annamaria, Dr. Molnar Agnes, Dr. Nagy
Zoltan, Dr. Nagy Zsolt, Dr. Sarkadi Balazs, Dr. Stark Julia és Dr. Sumanszki
Csaba) és asszisztensnek (Benké Mariann) mindennapos szakmai segitségiiket
valamint a Laboratoriumra jellemz6 barati 1égkor biztositasat. Tovabba a Szteroid és
Izotép laboratérium és a Klinika osszes dolgozojanak, hogy barmikor segitségért

fordulhattam hozzajuk.

Nem utols6 sorban pedig koszonettel tartozom paromnak, sziileimnek és
testvéreimnek a sok szeretetért, tiirelemért és tamogatasért, amit az évek soran kaptam
toliik. Nélkiilik ez a munka nem sziilethetett volna meg. Nagyon koszondom sziileim

toretlen biztatasat és onzetlen tamogatasat, valamint példamutatd emberi tartasukat!
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